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1. Einleitung

1.1 Harnblasenkarzinom
1.1.1 Anatomie und Histologie der Harnblase

Die menschliche Harnblase (Vesica urinaria) ist ein glattmuskulares Hohlorgan, das
beim Erwachsenen hinter der Symphyse dem Beckenboden aufliegt. Die Harnblase ist
subperitoneal, wird jedoch an ihrer Oberseite von der beweglichen vorderen Umschlag-
falte des Bauchfells (Peritoneum parietale) Uberzogen. Sie sammelt den durch die
Nieren gebildeten Harn, der durch die beiden Harnleiter schubweise in die Harnblase
einflie3t, bevor er dann Uber die Harnrohre ausgeschieden wird. Die GroRRe der
Harnblase ist abhé&ngig vom Fillungszustand, wobei bei circa 350 ml Blaseninhalt
Harndrang entsteht. Willktrlich ist es jedoch mdglich, die doppelte Menge zuriick zu
halten.

Das Dach der Harnblase wird vom Blasenkorper (Corpus vesicae) gebildet und der
Blasengrund (Fundus vesicae) ist gegen den Beckenboden gerichtet. An der Hinterwand
des Blasengrundes minden die beiden Harnleiter, deren Einmindungsstellen zusam-
men mit dem Abgang der Harnréhre das sogenannte Blasendreieck (Trigonum vesicae)
bilden. Im Bereich des Trigonums ist die Schleimhautoberflache glatt, wahrend sie im
Bereich des Korpus abhangig vom Grad des Fullungszustandes mehr oder weniger
stark gefaltet ist (Frick et al., 1992).

Das komplette harnableitende System wird von dem Urothel ausgekleidet, welches die
innerste Schicht der Blasenwand bildet. Es steht in direktem Kontakt mit den Bestand-
teilen des Urins. Das Urothel ist ein mehrschichtiges Epithel, das aus zwei bis sechs
Zelllagen besteht, wobei alle Zellen an der Basallamina verankert sind. Die oberste
Zellreihe besteht aus grol3en, oft zweikernigen Deckzellen (Umbrella cells), von denen
sich jede schirmartig tUber mehrere Zellen der tieferen Reihen legt, wahrend die basalen
und mittleren Zellen (Basal- und Intermediarzellen) sich platt bis kubisch darstellen. Eine
weitere wichtige Komponente der Blasenwand ist der Musculus detrusor vesicae, der
sich aus mehreren, parasympathisch innervierten Schichten glatter Muskulatur zusam-
mensetzt und fur die Kontraktion der Blase wahrend des Wasserlassens verantwortlich
ist (Stevens und Lowe, 1997).
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1.1.2 Histopathologische Aspekte und Klassifikationen

Rund 90% der malignen Tumoren der ableitenden Harnwege zeigen den histologischen
Phanotyp eines Urothelkarzinoms, die anderen 10% bilden Plattenepithelkarzinome und
selten auch Adenokarzimone. Die Harnblase ist dabei die haufigste Lokalisation.
Typisch fur das Urothelkarzinom ist das synchrone Auftreten von mehreren Tumoren in
der Harnblase (Bocker et al., 2004).

Im Staging wird nicht nur die Ausdehnung des Primartumors, sondern auch die Existenz
von Lymphknoten- oder Fernmetastasen laut der offiziellen TNM-Klassifikation der

Union Internationale Contre le Cancer (UICC) mit einbezogen (Tab. 1).
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Tab. 1: TNM-Klassifikation des Harnblasenkarzinoms (UICC/AJCC, 2002)

TNM-Klassifikation der Harnblasenkarzinome nach WHO 2004

Primartumor

Ta Nichtinvasives papillares Urothelkarzinom
Tis Carcinoma in situ
T1 Infiltration der Lamina propria T1a: oberhalb der Muscularis mucosae

T1b: innerhalb/unterhalb der

Muscularis mucosae; nicht etabliert

T2 Infiltration der Muscularis propria T2a: innere Halfte

T2b: aulRere Halfte

Infiltration des perivesikalen _ .
T3 T3a: mikroskopisch erkennbar
Fettgewebes

T3b: makroskopisch erkennbar

T4 Infiltration anderer Organe T4a: Prostata, Uterus oder Vagina

T4b: Becken- oder Bauchwand

Regionare Lymphknoten

N1 Befall eines Lymphknotens, maximal 2 cm durchmessend
Befall eines Lymphknotens, 2,1 bis maximal 5 cm durchmessend oder
N2 multiple Lymphknotenmetastasen <5 cm
N3 Lymphknotenmetastase > 5 cm
Fernmetastasen
Mx Fernmetastasen kénnen nicht beurteilt werden
MO Kein Anhalt fur das Vorhandensein von Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen vorhanden

Residualtumor

RX Tumorreste kénnen nicht beurteilt werden
RO Keine Tumorreste erkennbar nach Operation
R1 nur mikroskopisch erkennbare Tumorreste nach Operation

R2 auch makroskopisch erkennbare Tumorreste nach Operation, Metastasen
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Etwa 70-80 % der Harnblasenkarzinome gehéren zu den genetisch stabilen, meist nicht
invasiven, gut differenzierten Urothelkarzinomen, die restlichen 20-30 % sind den
schlecht differenzierten, instabilen und meist muskelinvasiv wachsenden Urothel-
karzinomen zugehorig. Haufig ist der erste Schritt aller Urothellasionen eine Deletion
von Chromosom 9 bei papillaren Tumoren, wahrend frih eine Mutation des
Chromosoms 17 (p53-Mutation) bei den flachen Urothelneoplasien auftritt. Es kénnen
weitere Chromosomenaberrationen fur die Entwicklung invasiven Verhaltens verant-
wortlich gemacht werden (Lindemann-Docter et al., 2008).
Nach den aktuellen Guidelines der European Association of Urology werden
Blasenkarzinome in die von der WHO im Jahre 2004 neu eingeteilten Stadien unterteilt:
1. Low-grade papillary urothelial carcinoma (LGPUC)
2. High-grade papillary urothelial carcinoma (HGPUC)
Diese Klassifikation unterscheidet nur noch zwischen zwei groRen Gruppen, den low
und den high grade Karzinomen. Die nicht invasive papillare urotheliale Neoplasie
niedriger maligner Potenz (PUNLMP) wird zu einer Untergruppe gezahlt, die als gutartig
betrachtet wird und nicht mehr zu den Karzinomen zahlt (Lindemann-Docter et al., 2008)

Das 3-stufige Gradingsystem ist 2004 von der WHO durch ein 2-stufiges ersetzt worden,
jedoch ist eine genaue 1:1-Ubersetzung der Gradingsysteme nicht durchfiihrbar. Zu der
Low-grade-Gruppe gehoéren nun die friheren G1-Stadien sowie einen Teil der G2-
Stadien, folglich ist der andere Teil der G2-Tumore sowie die friheren G3-Tumore der
High-grade-Gruppe zuzuordnen. Schon ein kleines Tumorareal mit hochgradig
atypischen Zellen bzw. geringe stark pleomorphe Tumorzellen reichen zur Einordnung in
die High-grade-Gruppe aus (Lindemann-Docter et al., 2008). Da das neue WHO
Grading noch nicht ausreichend validiert ist, wird eine gleichzeitige Verwendung von
neuer und alter Klassifikation empfohlen (Abb. 1). In der aktuellen Studie wurde nur das
alte WHO Grading verwendet, da nur dieses von allen Pathologen angegeben worden

war.
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WHO-Grading des Harnblasenkarzinoms

1973 2004
Gl Low grade
Gut differenziert genetisch stabil
G2

MaRia differenziert

G3 High grade

Schlecht differenziert genet|SCh instabil

Abb. 1: Grading des Harnblasenkarzinoms

1.1.3 Epidemiologie

Dem Robert-Koch-Institut zufolge erkrankten in Deutschland im Jahre 2006 etwa 27.450
Menschen an einer malignen Erkrankung der Harnblase. Das sind im Vergleich zum
Jahre 2002 1.500 Erkrankungsfalle mehr. Im Jahre 2006 waren mehr als zwei Drittel der
Erkrankten Manner (Inzidenz: 19.360 Manner und 8.090 Frauen). Die Mortalitat betrug
fur das Jahr 2006 5.442 Sterbefalle mit 3.549 mannlichen und 1.893 weiblichen
Patienten. Im Vergleich zum Jahre 2002 mit 5451 Féllen ist die Sterberate jedoch leicht
ricklaufig. Fir Manner liegt das mittlere Erkrankungsalter bei 70 Jahren und fir Frauen
bei 73 Jahren (Bertz et al., 2006).

Im Jahre 2002 fanden sich weltweit 357.000 Neuerkrankungen sowie 145.000 Sterbe-
falle. Auch weltweit zeigt sich die Erkrankungsrate unter mannlichen Patienten um das
Drei- bis Vierfache grol3er als bei den weiblichen Patienten (Parkin et al., 2005). Das
Harnblasenkarzinom ist in der westlichen Welt der vierthdufigste maligne Tumor unter

Mannern sowie das achthaufigste Karzinom unter Frauen (Kirkali et al., 2005).
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1.1.4 Risikofaktoren

Der haufigste und wesentlichste Risikofaktor flr das Harnblasenkarzinom ist der
Tabakkonsum. Nicht nur der aktive Konsum, sondern auch das Passivrauchen steigert
das Karzinomrisiko. Der aktive Tabakkonsum ist ursachlich fir etwa 50% der
Blasenkarzinome bei Mannern und Frauen. Der hohe Anteil bei Ménnern ist schon
langer bekannt, jedoch hatten frihere Untersuchungen bei Frauen das attributable
Risiko nur bei 20 bis 30 Prozent vermutet. Der prozentuale Anstieg konnte dabei durch
die hohere Rate von aktiven und ehemaligen Raucherinnen erklart werden (Freedman
et al.,, 2011). AuRBerdem spielt die biochemische Metabolisierung der Karzinogene im
Tabakrauch eine wesentliche Rolle. Denn Studien zeigen, dass das Verhaltnis von
Zigarettenrauchen und dem Blasenkarzinomrisiko bei Schnell-Azetylierern niedriger ist
als bei Langsam-Azetylieren (Marcus et al., 2000)

Ein weiterer Risikofaktor kommt aus der chemischen Industrie in Form von
aromatischen Aminen, insbesondere das R-Naphthylamin und Benzidin. Obwohl man
einen Grol3teil der kanzerogenen Stoffe aus der Industrie sowie der Gummi-, Textil-, und
Lederverarbeitung ersetzt hat und die Arbeitssicherheit um ein vielfaches erhoht hat
kommen aufgrund einer hohen Latenzzeit von bis zu 40 Jahren heute noch berufs-
bedingte Blasenkarzinome sporadisch vor. Auch besonders betroffen sind die Arbeiter
der Chemie-, und Stahlindustrie, Automechaniker, sowie Zahntechniker und Friseure.
Durch Kopplung mit Hydroxygruppen und Glucuronsdure werden die aromatischen
Amine in der menschlichen Leber wasserldslich gemacht, damit sie mit dem Urin
schlie3lich ausgeschieden werden kénnen. Dabei entfalten sie ihre kanzerogene Potenz
(Huland et al., 2006).

Einen niedrigeren Rang, jedoch nicht zu vernachlassigen in der Liste der Risikofaktoren,
bekleiden die chronisch-entziindlichen Schadigungen der Blasenschleimhaut, eine
Infektion mit Schistosoma haematobium sowie Medikamente in Form von Chemo-
therapeutika (Kirkali et al., 2005).

1.1.5 Symptome und Diagnostik

Die schmerzlose Makrohamaturie ist das klassische Symptom des Blasenkarzinoms.

Hinter dysurischen Beschwerden kann auch ein Karzinom stecken und ist bei
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rezidivierenden Symptomen weiter abklarungsbeduirftig. Das Auftreten von Flanken-
schmerzen kann Zeichen einer Harnabflussstérung im oberen Harntrakt sein und deutet
auf ein fortgeschrittenes Tumorstadium hin, ebenso wie die Symptome Beckenschmerz,
Gewichtsabnahme und Anamie.

Die Diagnostik beginnt mit der typischen Anamnese (Miktionsverhalten, Hamaturie,
Dysurie, Drang- oder Pollakisurie) und klinischen Untersuchung inklusive rektaler und
vaginaler Palpation. Fortsetzend kommen insbesondere die Sonographie, Urographie,
Urinzytologie sowie letztlich die Zystoskopie als standardisierte diagnostische Verfahren
zum Einsatz. Bei lokal fortgeschrittenen Karzinomen wird die Computertomographie des
Beckens als diagnostische Bildgebung zur Abschatzung des Tumorstadiums und zur
Planung der Therapie eingesetzt. Zum Ausschluss von Fernmetastasen dienen neben
dem CT, auch eine Sonographie der Leber sowie eine Rontgenuntersuchung des
Thorax und eine Knochenszintigraphie als diagnostische Mittel, da die Metastasen des
Blasenkarzinoms haufig den Weg uber die Blutbahn in Lunge, Leber und das Skelett
finden.

Auf der Suche nach einem mdglichen Tumormarker wurde ein Test zum Nachweis des
nuklearen Matrixproteines 22 (NMP 22) im Urin entwickelt. Dieser Test hat im Vergleich
zur Urinzytologie eine hohere Sensitivitdt bei jedoch geringer Spezifitat, sodass der
Nachweis dieses Biomarkers im Rahmen von Routineuntersuchungen nicht geeignet ist
(Glas et al., 2003).

Die endgultige Diagnose des Blasenkarzinoms steht erst nach einer histologischen

Untersuchung von im Rahmen der Zystoskopie gewonnenen Gewebeproben.

1.1.6 Prognostische Einflusse

Mal3geblich an der Prognose des Urothelkarzinoms beteiligt sind Faktoren wie die
Eindringtiefe, der Differenzierungsgrad, GrolRe, Multifokalitat sowie das Rezidiv
Verhalten. Meist besteht dabei eine enge Beziehung zwischen Differenzierungsgrad und
Infiltrationstiefe, denn mehr als 60 % der nichtinvasiven Urothelkarzinome sind hoch-
differenziert. Umgekehrt sind die meisten Félle von muskelinvasiv wachsenden Tumoren
manRig bis schlecht differenziert. Nur etwa 0,7 % der Falle mit nichtinvasiven Tumoren

(pTa) entwickeln eine Metastasierung. Haufig ist bei Patienten mit Low-risk Tumoren die
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Metastasierung ein Ergebnis der lokalen Tumorprogression. Diese verschlechtert v.a.
bei pT1G3-Tumoren die Prognose wesentlich. Rezidive des pT1G3-Urothelkarzinoms
haben einen nachgewiesenen Einfluss auf die Uberlebensrate der Patienten (Goebell et
al., 2006, Gschwend et al., 2002). Eine mogliche Metastasierung korreliert vor allem mit
der Infiltrationstiefe. Die 5-Jahres-Uberlebensraten von pT2-Tumoren betragt nach
Zystektomie ca. 90 %. Bei blasenwandiberschreitenden Malignomen (>pT3b) ist die
Langzeitiberlebensrate deutlich vermindert. Bei lokal fortgeschrittenen Tumoren ohne
Lymphknotenmetastasen (pT3b, NO, MO) betragt die Heilungsrate etwa 60 %, welche
bei Lymphknotenbefall auf 20 % absinkt (Goebell et al., 2006).

1.1.7 Therapie und Nachsorge

Bei den nicht-muskelinvasiven Tumoren ist die transurethrale Resektion (TUR) die
Therapiemethode der Wahl. Dabei besteht bei den Tumoren pTa und pT1 die Indikation
zur Nachresektion, wenn beim Ersteingriff der Tumor nicht vollstandig erfasst wurde,
oder aber eine Resektion eines G3 Tumor erfolgte.

Ein Tumorrezidiv und eine Progression des Tumors nach TUR-B soll durch eine
adjuvante Therapie vermieden werden. Als Rezidivprophylaxe dient die intravesikale
Zytostatika Applikation mit Thiotepa, Mitomycin, Doxorubicin oder Epodyl im
unmittelbaren Anschluss an die transurethrale Resektion; dies soll die Implantation von
frei flottierenden Tumorzellen und somit die mégliche Gefahr von Rezidiven vermindern.
In Abhangigkeit von der Rezidiv/Progressionswahrscheinlichkeit kann eine intravesikale
Langzeit-Instillationstherapie mit Chemotherapeutika oder dem Immunmodulator BCG
(Bacillus Calmette-Guerin) erfolgen. Aufgrund des hohen Rezidiv Risikos sowie der
guten Prognose der Rezidive bei sofortiger Therapie ist eine konsequente, lebenslange

Nachsorge notwendig (Goebell et al., 2006).

Die radikale Zystektomie mit pelviner Lymphadenektomie stellt heutzutage den
Goldstandard in der Therapie der muskelinvasiven Blasenkarzinome ohne offen-
sichtliche lymphogene oder hamatogene Metastasierung dar. Ziel der Operation ist
primar die kurative Heilung, kann jedoch auch einer Steigerung der Lebensqualitat bei
tumorbedingten Schmerzen, Blutung oder Funktionsstdrungen dienen. Neben der Blase,
den distalen Harnleitern und ggf. der Harnréhre werden beim mannlichen Geschlecht
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noch Prostata, Samenblase und proximale Samenleiter entfernt. Bei der Frau werden
Uterus, Adnexen und ventrales Scheidendrittel reseziert. Die Dissektion der Lymph-
knoten erfolgt in der Fossa obturatoria sowie in der Umgebung der externen
lliakalgefalle. Bei Patienten mit inoperablem Tumor oder aufgrund von Nebenerkran-
kungen, die eine Operation zur Kontraindikation machen, steht noch eine Bestrahlungs-
therapie als Ultima ratio zur Wahl.

Eine neoadjuvante Therapie mittels systemischer Chemotherapie zum Downstaging
wird haufig bei fortgeschrittenen Tumorstadien vor radikaler Zystektomie durchgefihrt.
Die dabei am haufigsten angewendeten Therapieschemata sind das MVAC-Protokoll
(Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin und Cisplatin) sowie das GC-Protokoll

(Gemcitabine und Cisplatin).

1.2 Frei zirkulierende DNA im Blut

Der erstmalige Nachweis von frei zirkulierenden Nukleinsduren im menschlichen
Blutplasma wurde vor Uber 60 Jahren und noch 5 Jahre vor der Erstbeschreibung der
DNA-Doppelhelix Struktur durch Watson und Crick im Jahre 1948 von Mandel und
Metais erbracht (Mandel und Metais, 1948). Es dauerte jedoch noch weitere 18 Jahre
bis das Thema erneut aufgegriffen und weiter bei Patienten mit systemischem Lupus
Erythematodes untersucht wurde (Anker et al., 1999, Tan et al., 1966). Weitere 11 Jahre
spater erfolgte dann durch eine Studie von Leon et al. im Jahre 1977 ein
bahnbrechender Fortschritt auf diesem Gebiet. Sie zeigte signifikant erhohte freie DNA-
Mengen im Serum von Patienten mit unterschiedlichen malignen Tumorerkrankungen im
Vergleich zu gesunden Versuchsteilnehmern. Des Weiteren zeigten sich in dieser Arbeit
auch Differenzen der DNA-Mengen zwischen den einzelnen Tumorerkrankungen mit
besonders hoher Konzentration bei Kopf-, Hals-, Brust- und Lungenkarzinomen sowie
Lymphomen im Vergleich zu Tumoren des Verdauungstraktes und des Urogenital-
systems mit niedrigeren Werten. Ebenfalls ist bei metastasierten Tumoren die Konzen-
tration der freien DNA im Vergleich zu nicht metastasierten Tumoren erhéht. Auch nach
der Therapie spiegelten sich Unterschiede in der DNA-Konzentration zwischen

Patienten wieder, bei denen die Strahlentherapie erfolgreich war im Vergleich zu den
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Therapieversagern, bei denen die Werte zum Teil sogar weiter anstiegen (Leon et al.,
1977).

Somit stellte sich die Frage, ob die zellfreie DNA im Serum eines Menschen ein
maoglicher Biomarker zur Friherkennung sowie zum Therapie Monitoring einsetzbar ist.
In der weiteren Zukunft wurde diese Fragestellung in diversen Arbeiten aufgegriffen,
wobei jeweils bestatigt wurde, dass die zellfreie DNA bei malignen Erkrankungen immer
erhoht war im Vergleich zu Erkrankungen anderer Genese sowie mit gesunden Studien-
teiinehmern, wobei die jeweils gemessene DNA-Konzentration auch in klinisch
vergleichbarer Situation in einem Teil jedoch deutlich variierten (Jahr et al., 2001,
Shapiro et al., 1983, Wu et al., 2002). Die Studien der Bonner Arbeitsgruppe zeigten
durch die Untersuchung von verschiedenen Tumorarten des Urogenitaltraktes (Prostata,
muskelinvasives Harnblasenkarzinom), dass die Bestimmung der zellfreien DNA sowohl
zur Diagnostik als auch zur prognostischen Zwecken genutzt werden kann (Ellinger et
al., 2008 und 2009).

Die Ursache fur die Freisetzung von Nukleinsduren in das Blutserum ist noch nicht
vollstdndig geklart. Man vermutet, dass ein Teil des Erbgutes aus Lymphozyten sowie
anderen zirkulierenden DNA-haltigen Zellen entstammt, sowie der andere Teil aus
Tumorzellen hervorgeht, mutmaflich apoptotischen oder nekrotischen Ursprungs (Anker
et al.,, 1999, Jahr et al., 2001). Im Blut werden die frei zirkulierenden Nukleinsauren
durch Enzyme abgebaut, die Desoxyribonukleasen (Wang et al., 2003), sodass die im
Blutserum frei zirkulierende DNA unterschiedlich stark fragmentiert ist. Die aus
Apoptose hervorgehenden Anteile zeigen eine Fragmentlange von etwa 180 Basen-
paaren oder mehr, wobei die Fragmente nekrotischen Ursprungs um vielfaches langer
sind, namlich Gber 1000 Basenpaare lang (Jahr et al., 2001). Die Muster von Gelelektro-
phoresen zeigten bei Tumorpatienten ein gehauftes Vorkommen kleiner DNA-
Fragmente von ca. 100-200 Basenpaaren im Gegensatz zu gesunden Kontroll-
probanden, jedoch zeigten beide Gruppen grdl3ere DNA-Fragmente in fast gleicher
Menge. Dieses Verhéltnis zwischen groRem und kleinem Fragment wird durch den
Begriff DNA-Integritat definiert. Eine Arbeit von Wu et al. aus dem Jahre 2002 beschrieb
starker fragmentierte DNA bei Tumorpatienten, die somit laut Theorie ihre Wurzel in der
Apoptose finden. Jedoch die Arbeitsgruppe von Wang et al. zeigte ein Jahr spater,

namlich 2003, gegenteilige Ergebnisse. Hierbei stellten sich in den Untersuchungen
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grolRere Mengen weniger fragmentierter DNA bei Tumorpatienten im Vergleich zu
gesunden Versuchsteilnehmern dar, was dann auch hier der Theorie zufolge auf

Tumornekrosen zuriickzufihren ist.

1.3 DNA-Hypermethylierung

Epigenetische Veradnderungen sind ein haufiges Ereignis in der Karzinogenese
zahlreicher Tumoren; die am besten charakterisierte epigenetische Veranderung ist die
DNA-Hypermethylierung, welche am Ringsystem der Base Cytosin in C-5-Position
auftritt. Sie tritt nur bei Sequenzen auf, bei der eine Guaninbase in 3'-Richtung
unmittelbar auf eine Cytosinbase folgt, das sogenannte CpG-Dinukleotid. Solch eine
chemische Reaktion wird durch Methyltransferasen katalysiert, von denen bisher drei
verschiedene entdeckt wurden DNMT1, DNMT3A und DNMT3B. Sie lbertragen die
Methylgruppen von S-Adenosyl-Methionin auf die DNA. Fiur die Beibehaltung schon
vorhandener Methylierungsmuster nach DNA-Replikation sorgt die DNMT1, den beiden
anderen Methyltransferasen wird eine de novo Methylierung zugeschrieben. Die CpG-
Dinukleotide finden sich nur zu einem kleinen Prozentsatz im menschlichen Genom.
Dort sind sie aber wiederrum auf nur zwei Orte im Bereich der DNA beschrankt: Zum
einen in methylierter Form in den langen repetitiven Sequenzen nicht-kodierter DNA-
Abschnitte als Schutzmechanismus vor fremder DNA (zum Beispiel viralen Ursprungs)
und zum anderen im Promotorbereich eines Gens, wo sie oftmals nicht methyliert sind
(Robertson und Wolffe, 2000). Eine Anhaufung von CpG-Dinukleotiden wird als CpG-
Insel bezeichnet.

Die Aufgabe der Methylierung besteht darin, Transkriptionsprozesse im menschlichen
Erbgut zu regulieren. Das durch die Methyltransferasen erstellte individuell typische
Methylierungsmuster wird auch nach Replikation der DNA beibehalten. Durch eine
Methylierung im Promotorbereich wird das zugehoérige Gen ,abgeschaltet und somit
nicht mehr exprimiert. Diese Transkriptionshemmung kommt im Rahmen des gene-
tischen Imprinting zum Einsatz. Weiterhin scheint vor allem die DNA-Methylierung im
perizentromerischen Chromosomenabschnitt wesentlich fir die Stabilitat und den Erhalt

einer geordneten Vervielfaltigung des Erbguts zu sein (Herman et al., 2003).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in einer gesunden menschlichen Zelle
methylierte und nicht-methylierte Abschnitte essentiell fir den Erhalt der stabilen
Zellfunktion sind. Ein Grol3teil der CpG-Dinukleotide auf3erhalb von Promotorbereichen
ist stark methyliert, wohingegen die CpG-Inseln der Promotorbereiche meist un-
methyliert sind. Das weibliche inaktivierte X-Chromosom stellt hier eine Besonderheit
dar, bei dem die vollstandig methylierten CpG-Inseln hier den abgeschalteten Genen
vorangehen sowie die im Rahmen des genomischen Imprintings ebenso methylierten

inaktivierten Allelen (Herman et al., 2003)

1.3.1 DNA-Hypermethylierung bei malignen Erkrankungen

Im Vergleich zur gesunden Zelle zeigt die maligne entartete Tumorzelle bezuglich ihres
Methylierungsstatus ein umgekehrtes Muster. Hier kann man einen deutlichen Verlust
der Methylierung in dem sonst stark methylierten Bereich nicht-kodierter DNA-
Abschnitte identifizieren sowie eine deutliche Zunahme der Methylierung im eigentlich
unmethylierten Promotorbereich eines Genabschnittes, was auch als Promotorhyper-
methylierung bezeichnet wird. Als Folge dieser Umkehrung ergibt sich zum einen die
Gefahr fur den Organismus, dass eingeschleuste Fremd-DNA z.B. viralen Ursprungs
exprimiert wird und somit den Organismus schadigt und zum anderen dass die Stabilitat
in den perizentromerischen Chromosomenabschnitten gefahrdet ist. Vor allem aber ist
eine weitere Konsequenz eine Inaktivierung bestimmter Gene, besonders der
Tumorsuppressoren (Herman et al., 2003).

Pathologische Verédnderungen in der Promotorhypermethylierung koénnen &hnliche
Konsequenzen im kodierenden Abschnitt der DNA haben wie Mutationen, wobei nach
der Zwei-Treffer-Hypothese von Knudson beide Allele des Tumorsuppressorgens von
der Inaktivierung in Form von Mutation, Hypermethylierung oder chromosomalen
Deletion betroffen sein miissen um zur malignen Entartung einer Zelle zu fuhren.

Die Geninaktivierung im Rahmen der Karzinogenese infolge von Hypermethylierung ist
laut Jones und Baylin (2002) mindestens genauso haufig wie infolge von Mutationen
und ist prinzipiell ein frihes Ereignis in der malignen Entartung. Des Weiteren gehen
Jones und Baylin davon aus, dass dies im Rahmen der Karzinogenese ein schrittweise

ablaufender Prozess ist - im Vergleich zum abrupten Auftreten einer Mutation,
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beginnend bei wenigen CpG-Inseln mit Ausbreitung auf weitere im Promotorbereich.
Hierdurch wird dann schlieRlich die Transkription eines Gens zunehmend gedrosselt.

Ein Ziel der gegenwartigen Forschung und auch dieser Arbeit ist es fur maligne
Erkrankungen ein charakteristisches Profil von hypermethylierten Promotoren zu
erstellen, um aus deren Nachweis in korpereigenem Material Ruckschlisse auf
potentiell vorhandene Tumorerkrankungen schliel3en zu kénnen. Es existieren bereits
einige Profile von Tumorerkrankungen, bei denen solche DNA-Veranderungen im
Serum, Urin, Sputum sowie anderen Korperflissigkeiten nachgewiesen wurde. Vorteil
dieser Nachweismethode ist, dass die untersuchten DNA-Fragmente wesentlich stabiler
sind als bisher untersuchte RNA-Fragmente und diverse Proteine. Weiterhin wird der
Nachweis dadurch erleichtert, dass die Hypermethylierung immer an derselben Stelle
des Gens, namlich im Promotor zu finden ist, im Gegensatz zu Mutationen (Esteller et
al., 2001, Herman et al., 2003)

Fakt ist, dass die Hypermethylierungen prinzipiell reversibel sind und dies versucht man
sich in der Therapie zunutze zu machen, indem man Stoffe wie 5-Azacytidin und 5-Aza-
2 -Deoxycytidin einsetzt. Diese versuchen die Methyltransferasen zu inhibieren und
somit zur Re-Expression vorherig inaktivierter Gene zu fuihren (Issa et al., 2004, Jones
und Baylin, 2002, Plimack et al., 2007, Winquist et al., 2006).
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1.4 Promotorhypermethylierung beim Harnblasenkarzinom

Parallel zu anderen Tumorentitditen wurden auch beim Harnblasenkarzinom
unterschiedliche Tumorsuppressorgene auf ihren Methylierungsstatus hin untersucht.
Hier ist jedoch zwischen Untersuchungen am Tumorgewebe direkt und Untersuchungen
an anderem vom Patienten gewonnen Material wie Blut/Serum, Sputum und Urin zu
differenzieren. Die Tab. 2 gibt einen Uberblick tiber die hier in dieser Arbeit betrachteten

Genorte und deren Stand der wissenschaftlichen Untersuchungen.
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Tab. 2: Methylierungsfrequenz ausgewahlter Gene im Urin/Blut von Harnblasen-
karzinom-Patienten
Genort Publikation Material Fallzahl % positiv
(Autor, Jahr)

APC Berrada et al., 2012 Urinsediment 32 79,3
Eissa et al., 2011 Urinsediment 210 59,5
Serizawa et al., 2011 Urinsediment 101 24
Ellinger et al., 2008 Serum 45 59
Pu et al., 2006 Urinsediment 37 55
Hoque et al., 2006 Urinsediment 15 53,3
Yates et al., 2006 Urinsediment 104 24
Dulaimi et al., 2004 Urinsediment 45 69

GSTP1 Ellinger et al., 2008 Serum 45 59
Yu et al., 2007 Urinsediment 11 9,1
Yu et al., 2007 Urinsediment 143 3,5
Hoque et al., 2006 Urinsediment 175 42,8
Yates et al., 2006 Urinsediment 104 1

pl4 Chenetal., 2011 Urinsediment 30 27,6
Lin et al., 2010 Urinsediment 57 33
Dulaimi et al., 2004 Urinsediment 45 35
Yu et al., 2007 Urinsediment 11 0
Dominguez et al., 2002 Serum 27 48,1
Yates et al., 2006 Urinsediment 104 0

pl6 Zhong et al., 2013 Urinsediment 49 0
Chan et al., 2002 Urinsediment 22 13,6
Lin et al., 2010 Urinsediment 57 35
Dulaimi et al., 2004 Urinsediment 45 7
Jabtonowski et al., 2011 Serum 42 40,5
Valenzuela et al., 2002 Serum 86 22
Yu et al., 2007 Urinsediment 11 0
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Dominguez et al., 2002 Serum 27 7,4
Yates et al., 2006 Urinsediment 104 0
PTGS2 Ellinger et al., 2008 Serum 45 24
RAR-3 Berrada et al., 2012 Urinsediment 32 70,8
Eissa et al., 2011 Urinsediment 210 62,8
Serizawa et al., 2011 Urinsediment 101 8
Hoque et al., 2006 Urinsediment 15 60
Chan et al., 2002 Urinsediment 22 68,2
Negraes et al., 2008 Zelllinien 23 8,6
Yates et al., 2006 Urinsediment 104 1
RASSF1A Lin et al., 2010 Urinsediment 57 65
Chen et al.,, 2011 Urinsediment 30 30
Serizawa et al., 2011 Urinsediment 101 18
Hoque et al., 2006 Urinsediment 15 53,3
Yates et al., 2006 Urinsediment 104 40
Dulaimi et al., 2004 Urinsediment 45 51
Zhong et al., 2013 Urinsediment 49 28,5
Negraes et al., 2008 Zelllinien 16 50
Yu et al., 2007 Urinsediment 11 36,4
Friedrich et al., 2004 Urinsediment 37 94,6
Yu et al., 2007 Urinsediment 143 35,6
Chan et al., 2003 Urinsediment 14 50
TIG1 Ellinger et al., 2008 Serum 45 32
TIMP3 Zhong et al., 2013 Urinsediment 49 14,3
Hoque et al., 2006 Urinsediment 15 7
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1.5 Zielsetzung

Von entscheidender Bedeutung fur die Prognose des Blasenkarzinoms ist der Zeitpunkt
der Diagnosestellung, da eine blasenerhaltene Therapie nur in einem frihen Stadium
maglich ist. Bei muskelinvasiven Karzinomen ist eine Zystektomie vonnoten. Bei organ-
Uberschreitenden bzw. metastasierten Karzinomen ist die Prognose trotz aggressiver
Therapie ungunstig. Die derzeitig zur Verfigung stehenden diagnostischen Mittel ohne
Invasivitat haben eine begrenzte Sensitivitdt oder besitzen nur eine eingeschrankte
prognostische Aussagekraft.

Im Rahmen dieser Arbeit soll im Blutserum zirkulierende zellfreie DNA auf ihren Nutzen
in der Diagnostik des Harnblasenkarzinoms hin Uberprift werden. Zu diesem Zweck
erfolgte die prospektive, multizentrische Sammlung von Serum von 95 Patienten mit
histologisch gesichertem Harnblasenkarzinom, von 16 Patienten mit einer benignen
urologischen Erkrankung, von 34 Patienten mit Blasenkarzinom in der Anamnese ohne
jetzt erneutem histologischen Nachweis eines Karzinoms, von 29 Patienten mit einer
Entziindung der Harnblase sowie von 53 gesunden Kontrollpatienten. Auf der Basis der
dargestellten Erfahrungen bezuglich der zellfreien DNA sollen folgende Fragestellungen
bearbeitet werden:

1. Mit Hilfe der quantitativen Real-Time-PCR soll die Konzentration von zellfreier DNA
bestimmt werden. Hierbei sollen bei jedem Patienten kleine sowie groRe DNA-
Fragmente ermittelt werden. Aus dem Verhéltnis der gemessenen Konzentration beider
Fragmente soll jeweilig auf die Integritat der freien DNA und deren mdglichen Ursprung
geschlossen werden.

2. Die zellfreie DNA soll des Weiteren auf Hypermethylierung in den Promotor-bereichen
verschiedener Genorte untersucht werden. Hierbei erfolgt zunachst die Behandlung mit
methylierungssensitiven Restriktionsenzymen um im Anschluss den Methylierungsgrad
der zellfreien DNA per quantitativer Real-Time-PCR bestimmen zu kdnnen. Es werden
insgesamt neun Genorte betrachtet: APC, GSTP1, P14, P16, PTGS2, RAR-j,
RASSF1A, TIG1 und TIMP3.

Die ermittelten Werte zu Konzentration, Integritat und Methylierungsstatus der zellfreien
DNA werden mit Hilfe von Receiver Operator Curve Analysen auf ihre diagnostische

Eignung hin untersucht. Des Weiteren erfolgt die Uberprifung eines moglichen
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Zusammenhangs zwischen den detektierten Parametern und den erhobenen klinisch-
pathologischen Parametern mit Unterstliitzung weiterer statistischer Tests.

In dieser Methode besteht der Vorteil in der vor allem nur wenig invasiven Gewinnung
des Untersuchungsmaterials durch eine einfache Blutentnahme und konnte langfristig
zu einer Vereinfachung und Erleichterung der Diagnostik des Harnblasenkarzinoms

fuhren.



2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Tab. 3: Gerate mit Herstellerangabe
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Gerate

Hersteller

ABI Prism 7900 HT Sequence

|Detection System

Applied Biosystems, Foster City
California, USA

Absauggerat miniport

KNF Neuberger GmbH
Freiburg i. Br., GER

ND1000®

Absorptionsspektrometer Nanodrop

Thermo Fisher Scientific
Waltham, USA

Analysenwaage BP 2100 S

Sartorius, Gottingen, GER

|[Einkanal-Pipetten Research®
(0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl,
20-200 pl, 100-1000 pl)

|Eppendorf, Hamburg, GER

Gel Dokumentationsanlage mit

|Kamera Classic Uno

Intas, Gottingen, GER

|Horizontalelektrophoresekammer
Sub-cell GT Basic

IBiorad Laboratories, Hercules
California, USA

[Mikrozentrifuge Sigma 1-15

Sigma-Aldrich, Seelze, GER

Spannungsquelle PowerPac 100

|Biorad Labor., Hercules, California, USA

Thermocycler UNO-Thermoblock

|Biometra, Gottingen, GER

Thermomixer comfort

|Eppendorf, Hamburg, GER

Tischzentrifuge Universal 30 RF

[Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, GER

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, New York, USA

8-Kanal-Pipette (1-10 pl)

|Biozym Scientific, Oldendorf, GER
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2.1.2 Labormaterialien

Tab. 4: Labormaterialien mit Herstellerangabe

Materialien Hersteller
|Fa|con Tubes (15 ml, 50 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen, GER
|Latexhandschuhe DermaClean Ansell LTD, Bangkok, Thailand
IMonovette EDTA 9m Sarstedt, Numbrecht, GER
|[Monovette Gel 9ml Sarstedt, Numbrecht, GER
|Pasteurpipetten aus Glas [Brand GmbH + Co KG, Wertheim, GER
|PCR-Tubes (0,2 ml) ABGene, Epsom, England

|Pipettenspitzen mit Filter

[Biozym Scientific, Oldendorf, GER
(20 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)

|[Reaktionsgefal3e aus Polypropylen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
(2,5 ml) GER

Safe-Lock Tubes (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml) |Eppendorf, Hamburg, GER

S-Monovette Kantle Sarstedt, NUmbrecht, GER

Thermo-Fast® 384-Well-PCR Platten ABGene, Epsom, UK

2.1.3 Chemikalien

Die hier verwendeten Chemikalien wurden im hdchsten verfliigbaren Reinheitsgrad

sowie in Analysequalitat erstanden. Ihre Lagerung erfolgte nach Herstellervorschriften.



Tab. 5: Chemikalien mit Herstellerangabe
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Chemikalien

Hersteller

IDeionisiertes Wasser aus Reinstwasser-

systemanlage Milli-Q biocel

[Millipore, Molsheim, Frankreich

|Dekontaminationsmittel RNase AWAY®

[Molecular BioProducts, Inc., San Diego, USA

|DEPC-Wasser

Ambicon, Austin, Texas, USA

DNA Langenstandard Track It 100 bp
DNA ladder

Invitrogen, Carlsbad, USA

|Ethano| absolut

VWR, Darmstadt, GER

|Ethy|endinitriIotetraacetat (EDTA)

Sigma-Aldrich, Seelze, GER

|Fluoreszenzfarbstoff PicoGreen® dsDNA
Quantitation Reagent

Invitrogen, Carlsbad, USA

IPCR-Wasser WATER

Sigma Chemical CO, Irvine, UK

|Phosphatpuffer PBS

|PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Tris-Hydrochlorid (Tris-HCL)

|IFluka, Buchs, Schweiz

Ultrapure 10xTBE-Buffer

Invitrogen, Paisley, England

2.1.4 Kits

Tab. 6: Kits mit Herstellerangabe

Kits

Hersteller

ChargeSwitch® gDNA 1ml Serum Kit

Invitrogen, Carlsbad, USA

lllustra GenomiPhi V2 DNA Amplification
|Kit

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
GER

|PureLinkTM Genomic DNA Mini Kit

Invitrogen, Carlsbad, USA

QIAamp Ultra Sens Virus

Qiagen, Hilden, GER

SYBR® GreenER™ gqPCR SuperMix

Invitrogen, Carlsbad, USA
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2.1.5 Enzyme

Tab. 7: Enzyme mit Herstellerangabe

Enzyme Hersteller
[Bsh12361 (FnuDll) |Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, GER
CpG Methyltransferase (M.Sssl) |New England Biolabs, Ipswich, USA
|Hin6| (HinP1l) |Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, GER
|Hpa|| |Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, GER

2.1.6 Primer

Die in Tab. 8 dargestellten genutzten Primersequenzen wurden im Reinheitsgrad
,desalted“ der Firma Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland bezogen. Es wurde eine
Stocklésung mit der Konzentration von 100 pmol/ul aus dem initial gefriergetrockneten
Material durch Loésung in einer entsprechenden Menge eines einfach konzentrierten
Tris-EDTA-Puffers (TE-Puffer) hergestellt. Die Lagerung der Stocklésung erfolgte bei
einer Temperatur von -20 °C. Direkt vor Gebrauch musste noch die Stockldsung in
einem Verhéltnis von 1:10 mit PCR-Wasser verdinnt werden, um eine gebrauchsfertige
Ldsung mit einer Konzentration von 10 pmol Primer/ul zu erhalten.

Aus den Ensemble Human Gene View-Eintrdgen sowie mit Unterstlitzung des Primer 3-

Programms (Rozen und Skaletsky, 2000) erfolgte die Abteilung der Primer Sequenzen.



Tab. 8: Primersequenzen
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Primer Laufrichtung Sequenzen
ACTB.106 Forward TCG TGC GTG ACATTA AGG AG
Reverse GGC AGCTCGTAGCTCTTCTC
ACTR.384 Forward GCT ATC CCT GTACGC CTC TG
Reverse AGG AAG GAA GGC TGG AAG AG
Forward GGA GAG AGA AGC AGC TGT GTA AT
APC Reverse CAG CCA CAT GTC GGT CAC
Forward GGG ACC CTC CAG AAG AGC
GSTRL Reverse ACT CAC TGG TGG CGA AGACT
Forward AGT TAA GGG GGC AGG AGT G
pl4 Reverse GGA GGG TCACCAAGAACCTG
Forward AGC ACC GGA GGA AGA AAG AG
P16 Reverse CTG CCT GCT CTACCCCTCTC
Forward GGA GAG GAA GCC AAG TGT CC
prese Reverse GGT TTC CGC CAGATGTCTTT
Forward ATG CGA GCT GTT TGA GGA CT
RARP Reverse AAT GCG TTC CGG ATCCTAC
RASSE1A Forward GCT TGC TAG CGC CCA AAG
Reverse CAG CTC CCG CAG CTC AAT
Forward ACG CGG TAC GAG GTAGCAC
Tiet Reverse CGG GCT TAG TGC TAG GAT GC
Forward GCA CGG CAACTT TGG AGA G
TIMPS Reverse GAG CCA AGG GGT CAT TGC
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2.1.7 Software

Tab. 9: Software mit Herstellerangabe

Software Hersteller

IMS Office 2007 Microsoft, Seattle, USA

Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, MA,
USA

IPrimer 3

SDS Software 2.2 Applied Biosystems, Foster City, California, USA

SPSS Statistics 20.0 |SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA

2.1.8 Probenmaterial

Nach Aufklarung gaben die Probanden ihre schriftliche Einwilligung zur Teilnahme an
dieser Studie. Die Studie erfolgte unter Bertcksichtigung der revidierten Deklaration von
Helsinki des Weltarztebundes aus dem Jahre 2000 sowie der aktuellen gesetzlichen
Richtlinien. Die Ethikkommision der Medizinischen Fakultat der Universitat Bonn erteilte
die Genehmigung zur Durchfiihrung dieser Studie (Votum Nummer 019/03).

Die Serumproben stammten von 5 verschiedenen Untersuchungskollektiven, wobei das
Kollektiv der Karzinompatienten in muskelinvasive (MIBC) und nicht muskelinvasive
(NMIBC) Blasenkarzinome unterteilt wird. Die insgesamt 95 Blasenkarzinompatienten
sowie die 16 Patienten mit einer benignen urologischen Erkrankung, den 29 Patienten
mit einer Entziindung der Harnblase und den 34 Patienten mit einem Blasenkarzinom in
der Anamnese unterzogen sich im Zeitraum zwischen November 2006 und Juli 2007
einer operativen Therapie. Die Proben wurden multizentrisch gesammelt, zum einen in
der Klinik und Poliklinik far Urologie des Universitatsklinikum Bonn sowie in den
urologischen Abteilungen des St. Josef-Hospitals in Troisdorf, des Waldkrankenhauses
in Bonn und der katholischen Kliniken Oberberg in Lindlar. Das Kontrollkollektiv besteht
aus 54 gesunden Probanden, die Mitarbeiter des Universitatsklinikum Bonn sind. Einen
Uberblick (ber Patienten, Probanden und ausgewahlte klinisch-pathologische Para-
metern gibt Tab. 10. Das einzige Ausschlusskriterium fur die Teilnahme an der Studie
bildete ein Zweitmalignom in der Anamnese der Patienten.

Bei stationdrer Aufnahme des Patienten zur operativen Therapie erfolgte die

Blutentnahme préaoperativ mit Hilfe von Serum S-Monovetten mit Gel und Gerinnungs-
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aktivator (Firma Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland). Nach Abnahme wurde das
Patientenblut fir insgesamt 60 Minuten kihl gelagert, um anschlie3end bei 1800 g tUber
einen weiteren Zeitraum von 10 Minuten zentrifugiert zu werden. Anschliel3end erfolgte
das prazise Abpipettieren des vom Blutkuchen abgetrennten Serums in Aufbewahrungs-
réhrchen. Diese wurden in sogenannten Aliquots zu je 1,5 ml bei einer Temperatur von
-80 °C gelagert.

AulRerdem wurden klinische Daten der Patienten sowie die pathologischen Merkmale
der Tumoren miterfasst. Dies sind im Einzelnen: Geschlecht, Alter, Symptomatik,

Tumorstadium, Differenzierungsgrad (Grading) und Raucherstadium (Tab. 10).
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Tab. 10: Klinisch-pathologische Parameter des Patientenkollektivs

NMIBC | MIBC | Benigne | Gesunde | BCA  |Entziindung
n=75 | n=20 n=16 n =253 Anr?r:gjse n=29
Alter
Median 74 77 65,5 28 67,5 67
Mittelwert 72,3 73,5 59,7 31 68 65,4
Spannweite 38-91 44-94 27-83 18-56 44-86 36-84
Geschlecht
mannlich 51 18 13 35 28 22
weiblich 24 2 3 18 6 7
Raucherstatus
Nichtraucher 24
Raucher 15
Ex-Raucher 32 10
pT-Stadium
pTO 1
pTis 3
pTa 49
pT1 22
pT2 15
pT3 4
pT4
Nodalstatus
NX 73 13
NO 2
N1 3
N2
Grading
Gl 17 0
G2 40
G3 18 18
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2.2 Methoden
2.2.1 Aufreinigung und Isolierung der DNA

Der erste Schritt zur Gewinnung der freien DNA aus den Serumproben ist die Isolation
mit Hilfe von ChargeSwitch® gDNA 1 ml Serum Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA). Das Kit
besitzt kleine magnetische ,Klgelchen® von weniger als 1 um Grol3e als funktionellen
Bestandteil, die in Abhéngigkeit vom Umgebungs-pH-Wert unterschiedliche Bindungs-
eigenschaften fir Nukleinsduren besitzen. So ist zum Beispiel bei niedrigem pH die
Oberflache der Kigelchen positiv geladen und kann somit Nukleinsauren negativer
Ladung binden. Wird nun der Umgebungs-pH angehoben, werden die so gebundenen
Nukleinsauren wieder freigesetzt. Vorteil des magnetischen Charakters ist, dass
Kigelchen mit gebundener DNA leicht an einem Punkt des Reaktionsgefalies konzen-
triert werden kdnnen durch einen von auf3en aufgesetzten Magneten, wodurch dann
nach Herstellerangaben zum Kit die jeweilige Reaktionslésung ausgewechselt werden
kann. Weitere Zusatze des Kits sind die Proteinase K zur Verdauung von kontami-
nierenden Proteinen und hinderlichen Enzymen wie DNAsen sowie unterschiedliche
Puffer, damit je nach Arbeitsschritt der pH-Wert variiert werden kann (Lysispuffer,
Aufreinigungspuffer, Waschpuffer, Elutionspuffer).

Der erste Schritt der DNA-Isolation ist die Zugabe von Lysispuffer und Proteinase K zu
1 ml des zuvor aufgetauten Blutserums. Das Gemisch wird insgesamt 20 Minuten
inkubiert. AnschlieRend erfolgt die Versetzung des Gemischs mit den Magnetkigelchen
sowie mit Aufreinigungspuffer, der den pH auf unter 6,0 senkt und somit die Bindung der
DNA an die Kugelchen bewirkt. Nun werden Verunreinigungen durch Wegnahme des
Aufreinigungspuffers sowie zweimalige Zugabe und Wegnahme von Waschpuffer
entfernt. Durch Hinzufiigen von Elutionspuffer im letzten Schritt wird der pH-Wert des
Gemischs auf 8,5 angehoben und somit die gebundene DNA an den Kiigelchen auf-
grund von Ladungsumpolung und mit Hilfe eines Magneten von den Kigelchen getrennt
und freigesetzt. Die Losung mit der freigesetzten DNA wird nun in ein separates Gefal3
Uberfuhrt und bis zur Weiterverarbeitung bei einer Temperatur von -20° C gelagert
(zahalka, 2010).
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2.2.2 Kontrollproben

Die Herstellung der Kontrollproben fir die Methylierungsanalysen erfolgt aus einer
Blutprobe von gesunden Freiwilligen. Dabei werden 9 ml Blut des gesunden Probanden
in einem EDTA-ROhrchen abgenommen und anschlielBend bei 1900 g bei einer
Temperatur von +4° C fir insgesamt 20 Minuten zentrifugiert. Die nun sichtbare
Leukozytenfraktion, der sogenannte ,Buffy Coat" wird abpipettiert und mit dem PureLink
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA) versetzt, um die enthaltene geno-
mische DNA zu isolieren. Dem Buffy Coat wird dabei PBS, Lyse-/Bindepuffer, RNase A
sowie Proteinase K zugefigt und dann fir 10 Minuten bei 55° C im Thermomixer
inkubiert. Im Anschluss wird Ethanol hinzugegeben und die Losung auf Aufreinigungs-
saulen aufgetragen und zentrifugiert. Durch Zugabe von zwei unterschiedlichen
Waschpuffern werden verunreinigende Elemente entfernt. AnschlieRend kann die an
das Saulenmaterial gebundene DNA durch Elutionspuffer gelést werden. Die
Konzentration der nun gelésten DNA kann bei einer Wellenlange von 260 nm am
Nanodrop photometrisch bestimmt werden. Auch hier erfolgt die Lagerung bei -20° C.
Auf der einen Seite erfolgt hiermit die Herstellung einer Negativkontrolle fur die
methylierungssensitiven PCRs als nicht methylierte DNA-Probe sowie auf der anderen
Seite eine Positivkontrolle als universell an CpG-Sequenzen methylierenden DNA (Sssl-
DNA).

Durch Anwendung des GenomiPhi Amplification Kit (Amersham Biosience, Freiberg,
Deutschland) wird die Negativkontrolle durch unspezifische Primer und DNA-
Polymerasen hergestellt. Dieses Kit enthalt weder Methyltransferasen noch
Methyldonatoren, sodass nach anschlieBender PCR somit eine vollstdndig unmethy-
lierte DNA vorliegt. Zur Erstellung der Positivkontrolle benétigt man die Hilfe des
Enzyms CpG-Methyltransferase (M.Sssl) sowie des Methyldonators S-Adenosyl-
Methionin (New England Biolabs Inc., Ipswich, Massachusetts, USA). Beide Stoffe
mussen mit dem mitgelieferten Puffer sowie mit PCR-Wasser bei 37° C fur insgesamt 60
Minuten inkubiert werden. Durch anschlieendes Erhitzen auf 65° C fur weitere 20
Minuten wird die Methyltransferase inaktiviert. Auch hier erfolgt die Lagerung der
Positiv- und Negativkontrolle bei -20° C (Zahalka, 2010).



37

2.2.3 Behandlung mit Restriktionsenzymen

Der entscheidende Schritt in der hier vorliegenden Arbeit zur Differenzierung zwischen
methylierten und nicht methylierten DNA-Fragmenten ist die Behandlung der Serum-
proben mit Restriktionsenzymen (Ellinger N, 2008).

Restriktionsenzyme zerschneiden die doppelstréangige DNA-Helix an spezifischen
Basensequenzen. Schlussfolgernd erkennen diese Enzyme fur das jeweilige Enzym
spezifische Sequenzen innerhalb des DNA-Strangs und zerteilen diesen dort in gewisse
Fragmente, die mit einer charakteristischen Basenfolge enden (Koecke, 2000, Roberts,
2005). Die hier verwendeten Restriktionsenzyme sind methylierungssensitiv, das
bedeutet, dass sie die DNA nur an Stellen zerteilen, an denen vorhandene Cytosinreste
nicht methyliert sind. Dies sind die Endonukleasen Bsh12361, Hin6l und Hpall, welche in
5"—3'-Richtung den DNA-Strang an den Sequenzen CGCG (Bsh12361), GCGC (Hin6l)
und CCGG (Hpall) schneiden, vorausgesetzt es sind keine CpG-Methylierungen
anwesend.

Die Behandlung der gewonnenen Serumproben mit den Restriktionsenzymen verlauft
wie folgt: es werden 20 pl von dem aus einer Probe gewonnenen DNA-Eluat in ein
Reaktionsgefal® Uberfuhrt und mit je 2 pl entsprechend 20 Einheiten der 3 Restriktions-
enzyme versetzt. AuBerdem werden noch 4,5 ul 10x Tango-Puffer sowie 14,5 ul Wasser
hinzugegeben und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren durchmischt. Die
anschlieende Inkubation erfolgt bei 37° C. Nach insgesamt 3,5 Stunden werden dann
jeweils 0,5 pl entsprechend 10 Einheiten der 3 Restriktionsenzyme mit Tango-Puffer und
Wasser hinzugefugt, sodass ein Gesamtvolumen von 50 ul entsteht. Grund fir die
erneute Zumischung der Enzyme ist die Vorstellung, dass es zu einer moglichst
kompletten Zerteilung der nicht methylierten DNA-Sequenzen kommt. Nun folgt die
erneute Inkubation bei 37° C fir weitere 12 Stunden. Um jetzt die Enzyme zu
Inaktivieren wird das Reaktionsgemisch fur 20 Minuten auf 65° C erhitzt. Anschliel3end
folgt die Aufteilung der Proben in Aliquots zu je 3,3 ul in separate Reaktionsgefal3e, die
bis zur Weiterverarbeitung bei -20° C gelagert werden.

Der gleiche Reaktionsschritt wird auch fur die Positiv- und Negativkontrollen

durchlaufen.
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Abb. 2: Funktionsweise der Restriktionsenzyme
Die Restriktionsenzyme schneiden die DNA an ihrer Erkennungssequenz (Bsh1236l:

CGCG, Hin6l:GCGC und Hpall:CCGG), wenn die DNA an dieser Stelle nicht mehtyliert
ist. Methylierte DNA bleibt unveréandert.
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2.2.4 Primerdesign

Die hier verwendeten Primer sollten verschiedene Funktionen besitzen:

1) ACTB-106 dient zur Quantifizierung der zirkulierenden zellfreien DNA, mit dessen
Hilfe kleine DNA-Fragmente bestimmt werden kénnen bei einer Produktgrdf3e von 106
Basenpaaren. Grol3e DNA-Fragmente innerhalb desselben Gens werden durch das
Primerpaar ACTB-384 bestimmt, wobei die Produktgrof3e hier 384 Basenpaare betragt.
Schlussfolgernd ist ACTB-106 ein Teil des groRen Fragmentes ACTB-384 (Abb. 3). Es
kann letztendlich aus dem Verhéltnis der bei der gPCR ermittelten
Produktkonzentrationen von ACTB-384 und ACTB-106 auf die DNA-Integritat
geschlossen werden. Ferner soll in dem Primer-Paar ACTB-106 keine Schnittstelle fur
die verwendeten Restriktionsendonukleasen enthalten sein, damit ACTB-106 zur

Normalisierung der methylierten Zielgene heran-gezogen werden kann.

- ACTB-384 —

—»ACTB-106 «—

5 3

Abb. 3: Lagebeziehung ACTB-106 und ACTB-384 Primer
Das kleine Fragment ACTB-106 ist ein Teil des grol3en Fragments ACTB-384.

2) Des Weiteren benétigt man Primer, dessen Produkte mindestens eine
Erkennungssequenz der verwendeten Restriktionsendonukleasen enthalten, damit die
CpG-Hypermethylierung in den zu untersuchenden Gene detektiert werden kdonnen.

Die Entwicklung der Primersequenzen der zu untersuchenden Gene erfolgt mit
Unterstiitzung des Programms Primer 3 (Tab. 9). Einen Uberblick tber die
Primerbindungsstellen, Erkennungssequenzen sowie Schnittstellen der Restriktions-
enzyme und die flankierenden Promotorsequenzen der untersuchten Gene gibt Abb. 4.
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3‘



41

2.2.5 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zur Amplifikation einer
bestimmten DNA-Sequenz, welches man sich zum Nachweis der untersuchten Gene zu
Nutze macht. Es werden Primerpaare zum Ablauf der PCR bendtigt, die sich als
sogenannte Oligonukleotidsequenzen an die zu amplifizierende DNA-Sequenz komple-
mentar anlagern und somit den Startpunkt fiir die DNA-Polymerase bilden. Sie ist ein
hitzestabiles Enzym, die die darauffolgende DNA-Synthese katalysiert. Des Weiteren
werden noch die Bausteine in Form von Desoxyribonukleotidtriphosphate bendtigt.

Die gesamte Reaktion wird Uber zyklische Veranderungen der Reaktionstemperatur
gesteuert. Als erster Schritt bendtigt man zur Denaturierung der DNA-Doppelhelix im
Sinne einer Aufschmelzung in zwei Einzelstrange eine Temperatur von 95° C. Im
zweiten Schritt folgt die Anlagerung der Primer komplementéar an die entsprechenden
Sequenzen der DNA-Mutterstrange, wobei die Temperatur abgesenkt werden muss. In
diesem Vorgang, der auch als Annealing bezeichnet wird, ist die erforderliche
Temperatur abhangig von der Schmelztemperatur der Primer und sollte knapp darunter
liegen, um eine stabile Bindung an komplementare Sequenzen auszubilden, dagegen
unbeabsichtigte weniger stabile Verbindungen an ahnliche Sequenzen zu vermeiden.
Als letzter Schritt erfolgt die Einstellung der Temperatur dicht am Temperaturoptimum
der DNA-Polymerase, um eine mdglich suffiziente Elongation des neuen DNA-Strangs
sicherzustellen.

Nach Abschluss eines solchen Zyklus folgt direkt der nachste Zyklus mit gleicher Folge
aus Denaturierung, Annealing und Elongation. Im ginstigsten Fall wird die vorhandene
DNA-Menge im Reaktionsansatz innerhalb eines Zyklus verdoppelt, dass die
amplifizierte DNA-Menge (D), anhangig von der urspringlich vorhandenen Menge (Do)
und der Anzahl der durchlaufenen Zyklen (Z) ergibt als D1 = Do x 27.

Der Fortschritt der urspringlichen PCR ist die von Higuchi et al. (1993) entwickelte
Methode der quantitativen Real-Time-PCR (RT-PCR). Hierbei wird ein fluoreszierender
Farbstoff verwendet, der an den DNA-Doppelstrang bindet und in Abh&angigkeit von
dieser Bindung ein Signal Ubermittelt, welches gemessen wird und somit die
vorhandene DNA quantifiziert werden kann. Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete
Farbstoff ist SYBR®GreenER™.
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Das Fluoreszenzsignal wird in der Reaktion nach jedem Zyklus aufgenommen und in
seinem Verlauf graphisch dargestellt, wobei die Hohe des Signals mit der jeweils
vorhandenen DNA-Menge korreliert. Ein klassischer Vorgang ist in Abb. 5 demonstriert.
Anfangs ist das fluoreszierende Signal noch schwach und kann vom unspezifischen
»Hintergrund® nicht abgegrenzt werden. Jedoch mit ansteigender Produktmenge wird ein
bestimmter Schwellenwert der Fluoreszenz Uberschritten, sodass es sich von den
,2Hintergrundsignalen® absetzen kann. Es erfordert eine gewisse Anzahl von Zyklen, bis
dass das Signal erstmals die Hintergrundfluoreszenz tberschreitet, sie werden als CT-
Wert (Cycle Threshold) bezeichnet.

Das Fluoreszenzsignal nimmt zu Beginn exponentiell zu, was gleichzeitig das
exponentiell stattfindende Wachstum der DNA-Menge darstellt. Zum spateren Zeitpunkt
verlangsamt sich die Zunahme und sistiert am Ende sogar, was durch den Aufbrauch
einer oder mehrerer Komponenten des Reaktionsansatzes wie z.B. Primer, Nukleotide

etc. bedingt ist.
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Darstellung der PCR mit 7 unterschiedlicher Proben, jeweils mit Dreifachbestimmung;
grine Linie = Threshold.

Mit Hilfe der Standardverdiinnungsreihe kann man die vorhandene DNA-Menge in einer
Probe quantifizieren. Hierbei wird eine Probe definierter DNA-Menge in festgelegten
Schritten verdinnt und im Anschluss folgt auf jede Verdinnungsstufe die Amplifikation
via RT-PCR. Folgend werden die resultierenden CT-Werte der Verdiinnungen gegen die
jeweilig vorhandene Konzentration graphisch aufgetragen und somit wird via linearer
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Regression eine Standardgerade erzeugt. Durch die Geradengleichung kann anhand
des CT-Wertes die DNA-Konzentration einer zu untersuchenden Probe errechnet
werden (Abb. 6)
Fur das in dem vorliegenden Versuch verwendete ABI Prism 7900 HAT Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) wird der Reaktionsansatz auf
384-Well-Platten mit jeweils einem Probenvolumen von 10 ul pro Well aufgetragen. Es
erfolgt eine Dreifachbestimmung fir jede Probe mit jeweils Probenmaterial eines Pro-
banden in 3 aufeinanderfolgenden Wells. Das Reaktionsgemisch pro Well besteht aus 1
ul hergestellter Probe (wie oben aufgefiihrt), je 0,3 ul Losung mit Forward und Reverse
Primer, gemal 3,3 pmol eines jeden Primers, sowie 5 ul gPCR-SuperMix und 3,4 pl
PCR-Wasser. Zusatzlich zu den zu untersuchenden Proben werden auf jede Platte noch
die definierten Verdunnungen zur Ermittlung der Standardgeraden und eine Positiv-
kontrolle aus White Buffy Coat sowie eine Negativkontrolle in Form von PCR-Wasser
aufgetragen. Des Weiteren wird bei Durchfihrung der methylierungssensitiven PCR
eine Positivkontrolle mit Restriktionsenzym-behandelter methylierten CpG-Sssl-DNA
sowie eine Negativkontrolle in Form einer Verdinnung enzymbehandelter nicht
methylierter DNA verwendet.
Der PCR-Automat wurde entsprechend des PCR-Protokolls programmiert:

» Hotstart zur Aktivierung der DNA-Polymerase: 95° C Uber 10 Minuten

» 40 Zyklen:

(1) Denaturierung bei 95° C tber 15 Sekunden
(2) Annealing und Elongation bei 60° C tUber 60 Sekunden

» Schmelzkurvenanalyse
Die Schmelzkurvenanalyse stellt einen wichtigen abschlieBenden Punkt in diesem
Vorgang dar. Eine Schwierigkeit der PCR ist die Bildung sogenannter Primer-Dimere,
bei dem sich komplementare Primerstiicke aneinanderlagern. Diese Dimere werden
auch vom Fluoreszenzfarbstoff als DNA-Doppelstrang verstanden und es entsteht somit
ein Signal, welches das Vorhandensein eines PCR-Produktes vortduscht. Um diese
Reaktion zu erkennen ist die Schmelzkurvenanalyse von Relevanz. Hierbei wird die
Temperatur im Reaktionsgemisch kontinuierlich erhéht und das dabei entstehende
Fluoreszenzsignal erfasst. Mit zunehmender Temperatur nimmt das Signal langsam

kontinuierlich ab, bis dass die DNA-Doppelhelix des Produktes in seine beiden
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Einzelstrange zerfallen ist. Die an diesem Punkt gemessene Temperatur bezeichnet
man als Schmelztemperatur, welche spezifisch fir einen bestimmten DNA-Strang ist in
Bezug auf Lange und Basenzusammensetzung. Nachdem die Schmelztemperatur
Uberschritten ist und sich der Doppelstrang in zwei Einzelstrange teilt wird der
Fluoreszenzfarbstoff wieder freigesetzt, wobei das Signal abrupt abnimmt. Durch den
Verlauf des Fluoreszenzsignals kann somit die Schmelztemperatur ermittelt werden.
Eine typische Schmelzkurve ist in Abb. 7 dargestellt. Primer-Dimere haben aufgrund
ihrer geringeren Lange im Vergleich zum gewtnschten PCR-Produkt einen niedrigeren

Schmelzpunkt und kénnen somit identifiziert werden.
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Abb. 6: Standardkurve
Die Standardkurve zeigt die lineare Amplifikation einer Verdinnungsreihe.

Quantity




‘usbunwwnsag

usjuuanab , Jsp usAIMyZIPWYOS uaydId|BsBunydap nzayeu aip puis jj@1sabieq

asAjeuruanIinyzjawyds :/ ‘qqy

Derivative

1.400 E1

1.200 E1

1.000 E1

8.000 E2

6.000 E2

4.000 B2

2.000 B2

0.000

Dissociation Curve

60.0

65.0 70.0 75.0 20.0 - 25.0 90.0
Temperature (°C) %

Detector: ACTB-2( v | Plot: Derivative v Step: Stage3,step3 v

a5.0

LY



48

2.2.6 Gelelektrophorese

Vor Beginn der eigentlichen Versuchsreihe sind beispielhaft Amplifikationen an Ver-
dinnungen des White Buffy Coat durchgefiihrt worden, um die Primer auf ihre
Tauglichkeit zur Amplifikation eines spezifischen Produktes zu testen. Es wird darauf
geachtet, ob die jeweiligen Produkte die zu erwartende GroRRe aufweisen, was im
positiven Fall auf das Vorhandensein des spezifischen Produktes schlieRen lasst. Diese
Darstellung erfolgt durch die Gelelektrophorese. Zur Produktion des 1,7%igen Agarose-
gels werden 200 ml 1xTBE-Puffer mit 3,4 g Agarosepulver aufgekocht und in den
GelgieRRstand ausgegossen. Nach Erharten des Gels wird in die entstandenen Vertie-
fungen ein Gemisch aus 20 pl der gelésten PCR-Produkte mit 1 pl des Fluores-
zenzfarbstoffes PicoGreen® sowie 1 pl Ladepuffer pipettiert. Gleichzeitig wird eine DNA-
Leiter mit PicoGreen® und Ladepuffer zur Bestimmung der Fragmentgréf3en auf-
gebracht. Als Negativkontrolle dient PCR-Wasser mit den gleichen Bestandteilen
(PicoGreen® und Ladepuffer). Nun erfolgt die elektrophoretische Auftrennung der
Substanzen bei einer Spannung von 100 Volt tiber einen Zeitraum von 90 Minuten. Zum
Schluss wird das ermittelte Ergebnis unter UV-Licht sichtbar gemacht und zu
Dokumentationszwecken fotografiert. Die Gelelektrophorese demonstriert flr die hier

verwendeten Primer, dass es sich um die jeweils gewtinschten Produkte handelt.
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Abb. 8: Gelelektrophorese.

Beispielhafte Darstellung einer Gelelektrophorese. Hier jedoch anders als oben
beschrieben nach Behandlung der Proben mit Restriktionsenzymen und darauffolgender
PCR mit dem Primer von GSTP1. Durch einen Fluoreszenzfarbstoff werden die DNA-
Banden sichtbar gemacht. Die Geltaschen sind von links nach rechts gefillt gewesen
mit: Losung der Standard DNA-Leiter, Sssl-DNA, Leukozyten-DNA (,Buffy Coat®), zwei
Patientenproben, Negativkontrolle, Standard-DNA-Leiter. Aufgrund vorhandener
Methylierungen sind die Sssl-DNA und die Patientenproben nicht enzymatisch verdaut
worden und liefern somit ein Fluoreszenzsignal. Die Produktgrof3e stimmt mit der zu
erwartenden GrolRe des GSTP1-Fragmentes lberein (134 bp). (Zahalka, 2010)

2.2.7 Quantifizierung der zellfreien DNA und ihre Methylierung

Die Ermittlung der vorhandenen DNA-Konzentrationen in den ausgewahlten Proben
erfolgte im oben erlauterten Verfahren mittels der Verdinnungsreihe automatisch mit
der Software SDS 2.2.

Durch das Konzentrationsverhéltnis von groRen (ACTB-384) und kleinen (ACTB-106)
DNA-Fragmenten kann auf die DNA-Integritat der Proben geschlossen werden.

In den mit Restriktionsenzymen behandelten Proben entspricht die gemessene DNA-
Konzentration quantitativ der von methylierter DNA, da unmethylierte DNA-Bruchstiicke
durch die Behandlung mit Restriktionsenzymen enzymatisch verdaut werden. Dies ist
wichtig zur Bestimmung der Methylierungsratio. Des Weiteren ist zu beachten, dass die
Konzentration der kleinen DNA-Fragmente im Serum als Mal} fir die zellfreie DNA als
Ganzes betrachtet werden kann, da zellfreie DNA unterschiedlicher Genorte jedoch

ahnlicher Grof3e im Serum in gleichgrof3er Menge nachgewiesen werden kann (Ellinger
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et al., 2008). Dies bedeutet, dass in diesem Versuch das kleine DNA-Fragment ACTB-
106 die Menge der zellfreien methylierten sowie auch unmethylierten DNA darstellt, da
obwohl restriktionsenzymatisch behandelt, keine Schnittstellen fur die Enzyme
bestehen. Mit diesem Hintergrund wird nun fur jede Probe die Methylierungsratio fur
jeden untersuchten Genabschnitt bestimmt. Der Methylierungsgrad entspricht also dem

Mengenverhéltnis der methylierten DNA zur Gesamt-DNA.

2.2.8 Statistische Auswertung

Mit Hilfe der Software IBM SPSS Statistics Version 20.0 ist die statistische
Versuchsauswertung durchgefiihrt worden, wobei p<0,05 als Signifikanzniveau fest-
gelegt worden ist. Alle statistischen Tests sind zweiseitig durchgefuhrt worden. Zur
Feststellung signifikanter Ubereinstimmungen sowie Unterschiede zwischen den
Tumorpatienten und der Vergleichsgruppe aufgrund experimentell erhobener Daten
dient der Mann-Whitney-Test (U-Test). Hierbei spielen die DNA-Konzentration von
Gro3- und Kleinfragment, die DNA-Integritat sowie die Methylierungsratio eine
entscheidende Rolle. Des Weiteren betrachtet man mittels des Kruskal-Wallis-Test
sowie des Mann-Whitney-Test die Korrelationen zwischen den erhobenen Kklinisch-
pathologischen Parametern und den gemessenen DNA-Konzentrationen.

Mit Hilfe der Durchfihrung von Receiver-Operator-Curve-Analysen (ROC-Analysen)
kann die diagnostische Wertigkeit von den ermittelten DNA-Konzentrationen und den
Methylierungsgraden erfasst werden. Hierbei werden zur Unterscheidung zwischen
tumorerkrankten Patienten und gesunden Probanden Cut-Off-Werte festgelegt, um die
Spezifitdt und Sensitivitat fir alle Messwerte zu berechnen. Das Ganze lasst sich
graphisch in ROC-Kurven darstellen, wobei die ,Area under the curve” (AUC) ein
essentieller Bestandteil ist und maximal den Wert 1,0 annehmen kann. Aus der Literatur
geht hervor, dass je grol3er die AUC ist, umso genauer ist die Wertigkeit eines
diagnostischen Tests (Weil3, 2008). In der vorliegenden Arbeit wird die diagnostische
Wertigkeit mittels AUC und der ermittelten Spezifitat und Sensitivitat beurteilt. Aus den
Werten fur Spezifitdt und Sensitivitat wird jeweils die Summe gebildet und dort, wo der

Wert maximal ist, wird dieser als Cut-Off-Wert verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Zellfreie DNA Konzentration und DNA-Integritat

Mittels quantitativer Real-Time-PCR werden die Konzentrationen Kkleiner DNA-
Fragmente in Form von ACTB-106 mit 106 Basenpaaren und grofl3er Fragmente in Form
von ACTB-384 mit 384 Basenpaaren ermittelt.

Das Kollektiv der untersuchten Gruppe besteht aus Patienten mit nicht muskelinvasivem
(NMIBC) und muskelinvasivem (MIBC) Harnblasenkarzinom, benignen urologischen
Erkrankungen, gesunde Kontrollen, Patienten mit einem Blasenkarzinom in der
Anamnese sowie aus Harnblasenentziindungen.

In den Untersuchungen hat sich gezeigt, dass ACTB-106 bei Patienten mit Blasen-
karzinom verglichen mit den Patienten ohne Blasenkarzinom signifikant erhoht ist
(p>0,001; mediane Konzentration: 6,2 ng/ml vs. 3,4 ng/ml). ACTB-384 weist in den
Untersuchungen keine Signifikanz auf, aber es zeigt sich jedoch ein Trend zu héheren
Konzentrationen bei fortgeschrittenen Tumorstadien im Vergleich zu oberflachlichen
Tumoren (p=0,081; mediane Konzentration 2,0 vs. 1,6 ng/ml). Des Weiteren zeigt sich,
dass die Fragmentierung der zellfreien DNA, beschrieben durch die DNA-Integritat bei

den Blasenkarzinompatienten signifikant gemindert ist (p<0,001; median= 0,36 vs. 0,69).

BCA vs. nicht maligne Proben (Benigne+Gesunde+BCA Anamnese+Entziindungq)

ACTB-106 p<0,001
ACTB-384 p=0,081
Integritat p<0,001

Innerhalb des Tumorpatientenkollektivs dominiert das nicht muskelinvasive Blasen-
karzinom (n=75) zahlenmé&f3ig bei niedrigerer Anzahl muskelinvasiver Karzinome (n=20)
Es werden dementsprechend statistische Tests zum Vergleich der Infiltrationstiefe
durchgefuhrt. Hierbei kdnnen aber mengenmé&Rig keine signifikanten Unterschiede der
Infiltrationstiefe in Bezug auf kleine und grol3e DNA-Fragmente sowie der DNA-Integritat
gefunden werden (ACTB-106: p=0,869; ACTB-384: p=0,722 und DNA-Integritat
p=0,960). Es zeigt sich somit, dass die Menge an zellfreier DNA &hnlich grof3 ist bei
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Patienten mit NMIBC und MIBC. Weitere Analysen in den Subgruppen bestatigen, dass
Patienten mit einem Blasenkarzinom in der Anamnese (aktuell histologisch erfolgter
Ausschluss eines BCA durch Probenentnahme wéahrend einer TURB) &hnliche DNA-
Levels (ACTB-106: p=0,732, mediane Konzentration = 6,2 ng/ml; ACTB-384: p=0,554,
mediane Konz. = 1,8 ng/ml) sowie eine ahnliche DNA-Integritat (p=0,710) aufweisen wie
Blasenkarzinompatienten. Des Weiteren zeigt sich, dass die DNA-Konzentrationen und
die Fragmentierungsmuster von Patienten mit einer benignen urologischen Erkrankung
(ACTB-106: p=0,002, mediane Konz. = 3,1 ng/ml; ACTB-384: p=0,381, mediane Konz. =
2,5 ng/ml; DNA-Integritat: p<0,001) und den gesunden Probanden (ACTB-106: p<0,001,
mediane Konz. = 1,2 ng/ml; ACTB-384. p=0,001, mediane Konz. = 0,9 ng/ml; DNA-
Integritat: p<0,001) im Vergleich zu den Blasenkarzinompatienten differieren. Splittet
man nun die Gruppe der Blasenkarzinompatienten weiter auf in NMIBC und MIBC und
vergleicht diese mit den Ubrigen Subgruppen des Patientenkollektivs, ergibt dies keine
Anderung der Signifikanzunterschiede wie oben beschrieben. Einen Uberblick geben
Abb. 9 sowie Tab. 11.

Tab. 11: p-Werte von den Vergleichen in den einzelnen Subgruppen im Hinblick auf die
Konzentrationen von ACTB-106, ACTB-384 sowie der DNA-Integritat

BCA
NMIBC vs. MIBC Benigne Gesunde Entziindung
Anamnese
ACTB-106 p=0,869 p=0,007 p<0,001 p=0,779 p=0,352
ACTB-384 p=0,722 p=0,381 p=0,001 p=0,370 p=0,555
Integritat p=0,960 p<0,001 p<0,001 p=0,351 p=0,002
_ BCA
MIBC vs. NMIBC Benigne Gesunde Entziindung
Anamnese
ACTB-106 p=0,869 p=0,028 p<0,001 p=0,986 p=0,349
ACTB-384 p=0,722 p=0,588 p=0,014 p=0,405 p=0,729
Integritat p=0,960 p<0,001 p<0,001 p=0,457 p=0,016
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Die DNA-Integritat dient als Mal3 fur die Intaktheit der DNA, durch welche Rickschlisse
auf die Herkunft der freien DNA gezogen werden kénnen. So verursacht zum Beispiel
die Apoptose uberwiegend stark fragmentierte DNA und somit kleine Fragmente,
wahrend aus der Nekrose hingegen eher grol3ere Fragmente hervorgehen.

Hierbei wird die DNA-Integritat also als Verhaltnis der gemessenen Konzentrationen von
grol3fragmentarer zu kleinfragmentarer DNA definiert. Dies bedeutet, je niedriger die
Integritat ist, desto starker fragmentiert zeigt sich die freie DNA und lasst somit eher auf
Apoptose als Ursprung schliel3en.

Aus den Berechnungen geht hervor, dass die freie DNA der Tumorpatienten eine
signifikant reduzierte Integritat aufweist im Vergleich mit den Patienten ohne Blasen-
karzinom (p<0,001; Median = 0,36 vs. 0,69), was somit auf einen apoptischen Ursprung
schlieBen lasst. Aber auch hier geht aus weiteren statistischen Analysen, die

Infiltrationstiefe betreffend, kein signifikanter Unterschied in der DNA-Integritat hervor.

5

DNA-Integritat
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Abb. 10: DNA-Integritat
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3.2 DNA-Methylierung

Im Rahmen der durchgefihrten Untersuchungen werden die Promotorregionen
folgender neun Gene der freien DNA auf Methylierung in den CpG-Inselbereichen
betrachtet: APC, GSTP1, P14, P16, PTGS2, RAR-B, RASSF1A, TIG1 und TIMP3. Die
zugehdrigen Ergebnisse sind in Abb. 11 und Tab. 12 dargestellt, wobei an dieser Stelle
erwahnt werden muss, dass die durchgefiihrte Negativkontrolle beziglich der Methy-
lierung sich auch als negativ erwiesen, was somit die Spezifitdt des Assays bestatigt.

Bei den insgesamt 95 Tumorpatienten konnen Methylierungen in jeweils unterschied-
licher Kombination und Haufigkeit nachgewiesen werden. Hierbei sind insgesamt alle
untersuchten Genorte, jedoch in unterschiedlicher Haufigkeit, betroffen. Es fallt auf, dass
sich die haufigsten Methylierungen in den Promotoren von TIMP3, RAR-B und APC
befinden; mit 88 % beim NMIBC und 75 % beim MIBC fur TIMP3; mit 61,4 % beim
NMIBC und 45 % beim MIBC fur RAR-B und mit 52 % beim NMIBC und 65 % beim
MIBC fir APC.

In der Gruppe der gesunden Probanden kénnen bis auf P14 in allen Genen Methy-
lierungen nachgewiesen werden, jedoch in deutlich niedrigerer Frequenz als in den
anderen Subgruppen des Patientenkollektivs. Insbesondere zeigen sich hier deutlich
weniger Methylierungen als bei den Tumorpatienten. Aber auch hier sind die haufigsten
Methylierungen an TIMP3 mit 37,7 % zu finden.

Die restlichen Subgruppen des Patientenkollektivs (benigne urologische Erkrankungen,
BCA in der Anamnese und Entziindung der Harnblase) zeigen wie das Blasenkarzinom
auch hier den gré3ten Methylierungsanteil in den Genorten von TIMP3 (68,8 %, 85,3 %
und 69 %), RAR- (50 %, 55,9 % und 58,6 %) und APC (56,3 %, 50 % und 51,7 %).
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Tab. 12: Methylierungspositive Falle

NMIBC | MIBC |Benigne |Gesunde|BCA Anamnese |Entziindung

n=75 | n=20 | n=16 | n=53 n=34 n=29

pos. (%) |pos. (%) |pos. (%) | pos. (%) pos. (%) pos. (%)
APC 52 65 56,3 9,4 50 51,7
GSTP1 18,7 20 18,8 19 29,4 20,7
P14 29,4 35 37,5 0 32,4 27,6
P16 34,7 35 31,3 17 32,4 38
PTGS2 32 25 31,3 19 38,2 31
RAR-R3 61,4 45 50 13,2 55,9 58,6
RASSF1A| 29,4 40 18,8 19 38,2 17,2
TIG1 44 40 37,5 151 50 27,6
TIMP3 88 75 68,8 37,7 85,3 69

Die Methylierungsratio wird fir jede der untersuchten Proben berechnet, indem die
gemessene Konzentration methylierter DNA eines Genortes jeweils ins Verhaltnis zur
gemessenen Konzentration des ahnlich groRen Produktes von ACTB-106 gesetzt wird.
Unter der Hypothese, dass Fragmente ahnlicher GroRRe jeweils in &hnlicher Konzen-
tration im Blutserum auftreten, verkorpert ACTB-106 somit die Gesamtmenge
ummethylierter und methylierter DNA des jeweilig gepriften Genortes. Dies bedeutet,
dass die Methylierungsratio den Anteil an methylierter DNA an der freien Gesamt-DNA
fur den betrachteten Genort gibt.

Die statistische Berechnung zeigt, dass die DNA der Patienten mit NMIBC im Vergleich
zu der gesunden Kontrollgruppe einen signifikanten Unterschied der Methylierungen im
Bereich aller neun Genorte bietet (APC: p<0,001, GSTP1: p=0,004; P14: p<0,001; P16:
p=0,029, PTGS2: p<0,001; RAR-B: p<0,001; RASSF1A: p<0,001; TIG: p=0,008 und
TIMP3: p=0,006).

Interessanterweise prasentieren die Berechnungen ein etwas anderes Ergebnis, wenn
man die Methylierungsratio von Patienten mit MIBC verglichen mit der gesunden
Kontrollgruppe betrachtet. Hier kann in nur sechs Genorten ein signifikanter Unterschied
deutlich gemacht werden (APC: p<0,001, GSTP1: p=0,007; P14: p<0,001; PTGS2:
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p=0,002; RAR-B: p=0,018 und RASSF1A: p<0,001). Bei TIG1 ist ein ahnlicher Trend zu
beobachten, der jedoch das Signifikanzniveau nicht erreicht (p=0,063). Bei P16 und
TIMP3 koénnen keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (p=0,112 und
p=0,254). In den anderen Subgruppen des Patientenkollektivs finden sich keine
Signifikanzen im Vergleich zu NMIBC bzw. MIBC. Einen Uberblick gibt Tab. 13.

Tab. 13: p-Werte von den Vergleichen in den einzelnen Subgruppen im Hinblick auf die
Konzentrationen der Methylierungsratio

NMIBC vs. MIBC Benigne Gesunde AnaBr::ese Entziindung
APC p=0,254 p=0,574 p<0,001 p=0,956 p=0,785
GSTP1 p=0,915 p=0,969 p=0,004 p=0,245 p=0,891
P14 p=0,634 p=0,320 p<0,001 p=0,649 p=0,993
P16 p=0,961 p=0,791 p=0,029 p=0,795 p=0,681
PTGS2 p=0,520 p=0,524 p<0,001 p=0,498 p=0,709
RAR-R p=0,057 p=0,496 p<0,001 p=0,763 p=0,614
RASSF1A p=0,445 p=0,235 p<0,001 p=0,410 p=0,203
TIG1 p=0,739 p=0,926 p=0,008 p=0,441 p=0,255
TIMP3 p=0,080 p=0,665 p=0,006 p=0,423 p=0,305
MIBC vs. NMIBC Benigne Gesunde BCA Entziindung
Anamnese
APC p=0,254 p=0,780 p<0,001 p=0,234 p=0,498
GSTP1 p=0,915 p=0,927 p=0,007 p=0,443 p=0,977
P14 p=0,634 p=0,579 p<0,001 p=0,991 p=0,627
P16 p=0,961 p=0,955 p=0,112 p=0,940 p=0,778
PTGS2 p=0,520 p=0,952 p=0,002 p=0,272 p=0,759
RAR-R p=0,057 p=0,138 p=0,018 p=0,136 p=0,075
RASSF1A p=0,445 p=0,101 p<0,001 p=0,935 p=0,079
TIG1 p=0,739 p=0,828 p=0,063 p=0,381 p=0,558
TIMP3 p=0,080 p=0,688 p=0,254 p=0,327 p=0,719
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3.3 Diagnostische Aussagekraft
3.3.1 ROC-Analysen fur kleine und grol3e Fragmente sowie DNA-Integritéat

Um zwischen den Tumorpatienten sowie den anderen Subgruppen des Patienten-
kollektivs unterscheiden zu kdénnen, mussen die Grenzwerte (,Cut-Off-Werte®) mit Hilfe
der ROC-Analysen berechnet werden. Diese Grenzwerte werden entsprechend der
Analysen als Maximalwert der Summe aus Spezifitdt und Sensitivitat ermittelt, also dort,
wo die diagnostische Entscheidung maximal ist und somit die bestmdgliche Unter-
scheidung im Patientenkollektiv bietet.

Fur die Fragmente von ACTB-106 liegt der Cut-Off-Wert bei einer Konzentration von
1,12 ng/ml Serum. Dies bedeutet fir den Test hier die hochste Sensitivitat von 91,6 %
und eine Spezifitat von 43,2 % bei einer Flache unter der Kurve (AUC) von 0,686.

Der Cut-Off-Wert fir die Fragmente von ACTB-384 liegt bei 1,14 ng/ml Serum, wobei
hier eine Sensitivitat von 56,8 % und Spezifitat von 58,3 % resultiert. Die AUC nimmt
hier mit 0,568 einen niedrigeren Wert ein.

Die DNA-Integritat hat eine diagnostische Sensitivitat von 59,8 % bei einer hohen
Spezifitat von 75,8 %, hier liegt der Cut-Off-Wert bei 0,476. Die Integritat erreicht hier die
grof3te Flache unter der Kurve mit 0,719.

Also bietet die Betrachtung der DNA-Integritat die im Vergleich héchste AUC und somit
hochste Testgenauigkeit sowie auch die hdchste Spezifitat mit 75,8 % in der Diagnose
des Harnblasenkarzinoms. Die hochste Sensitivitat erreichen bei Betrachtung die Frag-
mente von ACTB-106 mit 91,6 % bei vergleichsweise mittlerer AUC von 0,686.
Zusammenfassend erlauben Fragmente von ACTB-106 und die DNA-Integritdt eine
Abgrenzung von Patienten mit Blasenkarzinom und ohne Blasenkarzinom (inklusive
Patienten mit benigner urologischer Erkrankung und gesunder Probenden). ACTB-384-
Fragmente erbringen keine brauchbare Information. Einen Uberblick bietet die Tab. 14
sowie die Abb. 12.



Tab. 14: ROC-Analysen
Werte zu den in Abbildung 12-14 dargestellten ROC-Kurven
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Abb. 12: ROC-Kurven: Darstellung der ROC-Analyse fur ACTB-106

Die ROC-Analyse zeigt fur ACTB-106 eine Sensitivitdt von 91,6 % und eine Spezifitat
von 43,2 % bei einer Area under the curve von 0,686.

Sensitivitat | Spezifitat
Cut-Off-Wert AUC 95%-KI
[%] [%]
ACTB-106 1,12 ng/ml 91,6 43,2 0,686 0,617-0,755
ACTB-384 1,14 ng/ml 56,8 58,3 0,568 0,492-0,644
Integritat 0,476 59,8 75,8 0,719 0,653-0,784
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Abb. 13: ROC-Kurven: Darstellung der ROC-Analyse fur ACTB-384

Die ROC-Analyse zeigt fir ACTB-384 eine Sensitivitat von 56,8 % und eine Spezifitat
von 58,3 % bei einer Area under the curve von 0,568.
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Abb. 14: ROC-Kurven: Darstellung der ROC-Analyse fur die DNA-Integritat

Die ROC-Analyse zeigt fur die DNA-Integritat eine Sensitivitdt von 59,8 % und eine
Spezifitat von 75,8 % bei einer Area under the curve von 0,719.
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3.3.2 ROC-Analysen der Methylierungslevel aller untersuchten Gene

Des Weiteren werden in der vorliegenden Arbeit die ermittelten Methylierungslevel auf
ihre diagnostische Wertigkeit untersucht. Hierbei resultiert, dass nur die Genorte APC
und RASSF1A einen signifikanten Unterschied zwischen Patienten mit Blasenkarzinom
und den Patienten ohne Blasenkarzinom ergeben. Die beiden Genloki zeigen eine hohe
Spezifitat mit 65,2 % fur APC und 87,1 % fur RASSF1A, was die Unterscheidung
zwischen Tumorpatienten und den nicht malignen Proben angeht. Im Gegensatz dazu
ist die Sensitivitat mit 54,7 % fur APC und 28,4 % eher mittel- bis niedrig veranschlagt.
Die Flache unter der Kurve (AUC) ist bei beiden Genorten mit 0,58 fur APC und 0,57 fur
RASSF1A fast identisch. Interessanterweise ergibt sich aus der Summe aller Genorte
(m-Score) noch eine hohe diagnostische Signifikanz (p<0,001). Hierbei erreicht die
Spezifitdt ebenfalls einen hohen Wert mit 73 %. Die Sensitivitdt befindet sich im
mittleren Bereich mit 46,3 %. Die AUC hat in der Summe aller Genorte auch ihre grof3te
Flache mit 0,64 und somit die héchste Testgenauigkeit (Tab. 15, Abb. 15-17).

Tab. 15: ROC-Analysen der Methylierungslevel
*m-Summe= Methylierungslevels fir die Summe aller betrachteten Genorte

Cut-Off- - -
Sensitivitat | Spezifitat

Wert AUC 95%-KI p-Wert

[%0] [%0]

[ng/ml]

APC 0,0038 54,7 65,2 0,589 0,51-0,66 | p=0,023
GSTT1 0,2248 12,6 93,2 0,520 0,44-0,59 | p=0,606
P14 0,0339 30,5 81,1 0,551 0,47-0,62 | p=0,190
P16 0,1014 34,7 73,5 0,536 0,45-0,61 | p=0,361
PTGS2 0,3370 27,4 84,8 0,552 0,47-0,62 | p=0,182
RAR-3 0,0187 57,9 61,4 0,557 0,48-0,63 | p=0,145
RASSF1A 0,2551 28,4 87,1 0,579 0,50-0,65 | p=0,044
TIG1 0,0143 43,2 70,5 0,545 0,46-0,62 | p=0,250
TIMP3 0,0539 84,2 41,7 0,569 0,49-0,64 | p=0,780
m-Summe* 3,5 46,3 73,5 0,640 0,56-0,71 | p<0,001
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Abb. 15: ROC-Kurve des Methylierungslevels fur APC

Die ROC-Analyse zeigt fur APC eine Sensitivitat von 54,7 % und eine Spezifitat von
65,2 % bei einer Area under the curve von 0,589.
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Abb. 16: ROC-Kurve des Methylierungslevels fir RASSF1A

Die ROC-Analyse zeigt fur RASSF1A eine Sensitivitdt von 28,4 % und eine Spezifitat
von 87,1 % bei einer Area under the curve von 0,579.



66

807

o)
T

Sensitivitat [%]
7

207

]

I [
0 20 40 50 50 100

100 - Spezifitat [%]

Abb. 17: ROC-Kurve des Methylierungslevels fur die Summe aller betrachteten Genorte
(m-score)

Die ROC-Analyse zeigt fur die Summe aller betrachteten Genorte (m-score) eine

Sensitivitat von 46,3 % und eine Spezifitat von 73,5 % bei einer Area under the curve
von 0,640.

3.3.3 Kaorrelation der frei zirkulierenden DNA-Menge mit klinisch-pathologischen Para-
metern

Die in die Untersuchung einbezogenen klinisch-pathologischen Parameter sind Alter und
Geschlecht der Patienten/ Probanden, die Frage nach dem Raucherstatus, das
Tumorstadium nach TNM-System mit Lymphknotenbefall, sowie der Differenzierungs-
grad des Tumors und die Frage nach der Infiltrationstiefe des Tumors.

Zunéchst wird mit Unterstlitzung der statistischen Tests geprift, ob eine Beziehung
zwischen den erhobenen klinisch-pathologischen Parametern und den gemessenen
DNA-Konzentrationen bzw. der DNA-Integritdt festzustellen ist. Es kann kein

Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und der gemessenen DNA-Konzentration
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festgestellt werden. Des Weiteren besteht ebenso keine Korrelation zwischen dem
Grading, den pT- und Lymphknoten-Stadien sowie dem Raucherstatus und den
gemessenen DNA-Konzentrationen bzw. der Integritat, denn in allen Fallen ist der p-
Wert >0,05.

Die Betrachtung von muskelinvasivem (n=75) und nicht muskelinvasivem (n=20)
Blasenkarzinom erbringt keinen signifikanten Unterschied in Bezug auf DNA-

Konzentration und Integritat. In diesen Féllen sind die p-Werte ebenfalls tber 0,05.

3.3.4 Kaorrelation der Methylierungslevel mit klinisch-pathologischen Parametern

Des Weiteren wird dem Vorgehen unter 3.3.3 entsprechend untersucht, ob ein
Zusammenhang zwischen den klinisch-pathologischen Parametern und dem jeweils
gemessenen Methylierungslevel der untersuchten Genorte besteht. Ein Zusammenhang
kann flr keines der betrachteten Merkmale festgestellt werden, weder fur die pT- und
Lymphknotenstadien noch fur das Grading. Hier liegt der p-Wert weit vom Signifikanz-

niveau entfernt (p>0,05).
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4. Diskussion

Das Vorkommen von freier DNA im menschlichen Blutserum ist seit 1948 bekannt.
Zahlreiche Untersuchungen zu dem Thema konnten seitdem beweisen, dass bei
Patienten mit unterschiedlichen malignen Erkrankungen eine signifikante Erhéhung der
Konzentration an zellfreier DNA im Vergleich zur Normalbevélkerung zu vermerken war
(Anker et al., 1999). Um die Hypothese, dass zellfreie DNA als diagnostischer Marker
bei Tumorerkrankungen verwendet werden kann, zu bestatigen, wurden in weiter-
fuhrenden Arbeiten genetische sowie epigenetische Abweichungen von Abschnitten der
freien DNA bei unterschiedlichen Tumorentitdten untersucht. Ein besonderer Fokus ist
dieser Ansatz bei Tumorerkrankungen, fur die sich noch kein im Blut detektierbarer
Tumormarker als ,Frihwarnsystem® etablieren konnte und deren Diagnostik mit der
Durchfiihrung invasiver und aufwendiger MalRhahmen verbunden ist. Eine systema-
tische Quantifizierung frei zirkulierender DNA im Blutserum existiert in einer Arbeit mit
einer geringen Fallzahl (n=45) bei fortgeschrittenen Blasenkarzinomen, wo als einzige
therapeutische Option nur die Zystektomie kurativ zur Verfligung stand (Ellinger et al.,
2008). Eine systematische Quantifizierung zellfreier DNA im Serum inklusive Analyse
des Methylierungsstatus und Evaluation der diagnostischen Potenz blieb in der interna-
tional publizierten wissenschaftlichen Literatur bei Patienten mit einem NMIBC bislang
aus.

Eine haufige und derzeit im Mittelpunkt stehende epigenetische Verdnderung der DNA
von Tumorpatienten ist das Vorkommen von Promotor-Hypermethylierungen in den frei
zirkulierenden Genabschnitten und konnte sowohl im Tumorgewebe als auch im Urin
und Serum von Blasenkarzinompatienten nachgewiesen werden (Dulaimi et al., 2004,
Hoque et al., 2006, Maruyama et al., 2001). Es stellte sich jedoch heraus, dass der
Nachweis tumorspezifischer DNA im Urin nicht zwingend das Vorhandensein eines
Urothelkarzinoms bedingt, da diese auch im Urin von Nierenzellkarzinom-, Prostata-
karzinom- und Pankreaskarzinompatienten nachgewiesen werden konnte (Botezatu et
al., 2000, Hoque et al., 2006).

Die Zielsetzung dieser Arbeit ist es, freie DNA bei Blasenkarzinompatienten in der

Funktion als Biomarker zu analysieren, einerseits durch Bestimmung absoluter DNA-
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Konzentrationen im Blutserum sowie Analyse der Fragmentgréf3en (als Hinweis auf die
mdogliche Herkunft der DNA) und andererseits durch die Untersuchung auf Promotor-
hypermethylierungen von neun ausgewahlten Genorten. Es handelt sich hierbei um die
Genorte APC, GSTP1, P14, P16, PTGS2, RAR-B, RASSF1A, TIG1 und TIMP3.

4.1 Ursprung der zellfreien DNA im Serum

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die zellfreie DNA bei Tumorpatienten eine
verminderte DNA-Integritat hatte. Wahrend DNA nekrotischer Zellen hochmolekular ist,
d.h. mehrere Kilobasen lang ist, ist die DNA aus apoptotischen Zellen in der Regel stark
fragmentiert. Daher deutet die Fragmentierung der zellfreien DNA auf einen Ursprung
aus apoptotischen Zellen hin. Ferner konnte gezeigt werden, das tumorspezifische DNA,
also DNA mit Nachweis einer Promotorhypermethylierung, nur einen sehr geringen
Anteil der zellfreien DNA ausmacht. Daher ist davon auszugehen, dass die zellfreie DNA
zu Uberwiegendem Teil aus gesunden Zellen abstammt. Ahnliche Beobachtungen
wurden auch in Studien zum Prostatakarzinom (Chun et al., 2006, Ellinger et al., 2008),
Nierenzellkarzinom (Hauser et al., 2010), Hodenkarzinom (Ellinger et al., 2009), Kolon-
karzinom (Umetani et al., 2006 b), Ovarialkarzinom (Chang et al., 2002), Mamma-
karzinom (Umetani et al.,, 2006 a und b) und Lungenkarzinom (Gautschi et al., 2004)
gemacht. Die Mechanismen zur Entstehung der freien DNA scheinen sich bei anderen
Tumoren zu unterscheiden: so wurde zum Beispiel fur das Nierenzellkarzinom eine
erhohte DNA-Integritat nachgewiesen, was eher auf einen nekrotischen Ursprung der
freien DNA schlieRen lasst. Dies macht deutlich, dass die DNA-Integritat von weiteren
Einflussfaktoren abhangig zu sein scheint und auf unterschiedliche pathophysiologische
Prozesse in den einzelnen Tumorentitaten zurickzufihren sein muss. (Ellinger et al.,
2008, Jahr et al., 2001) Der Mechanismus, der zur Apoptose von gesunden Zellen fihrt,
welcher dann einen Anstieg der zellfreien DNA im Serum bedingt, ist derzeit ungeklart.
Eine Erklarung bietet die vermehrte Freisetzung proapoptotischer Zytokine aus den
Tumorzellen selbst, welche dann zum Zelltod von umgebenden gesunden Zellen fihrt.
Dies scheint auch den geringen Anteil an methylierter freier DNA zu begriinden. Fir das

Harnblasenkarzinom konnte zum Beispiel eine vermehrte Sekretion von Fas-Ligand
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durch Tumorzellen gezeigt werden (Lee et al., 1999), was auch zu einer erhdhten Fas-

Ligand Konzentration im Blut fuhrt (Mizutani et al., 2001).

4.2 Diagnostische Bedeutung der zellfreien DNA im Serum

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass im Serum von Patienten mit einem NMIBC
und MIBC erhohte Konzentrationen zellfreier DNA (ACTB-106 und ACTB-384) im
Vergleich zu Gesunden bestehen. Im Vergleich zu Patienten mit benignen urologischen
Erkrankungen bestehen ferner erhdhte Konzentrationen kleinfragmentarer DNA. Im
Gegensatz dazu ist die Konzentration der zellfreien DNA bei Patienten mit einem BCA
und Patienten mit einem BCA in der Vorgeschichte bzw. einer entziindlichen Veran-
derung in der Harnblasenbiopsie nicht unterschiedlich (siehe Tab. 11, Abb. 9 und Abb.
10). Im Rahmen von ROC-Analysen wurde die diagnostische Aussagekraft der
einzelnen Parameter berechnet. Es konnte gezeigt werden, dass eine Unterscheidung
von Patienten mit einem BCA und ohne Malignom mit einer Sensitivitat von 91,6 % und
einer Spezifitdt von 43,2 % (AUC 0,686) aufgrund der erhohten Konzentration der
zellfreien DNA (ACTB-106) mdglich ist. Die Analyse der DNA-Integritat ist sogar noch
mit héherer Genauigkeit bei einer Sensitivitdt von 59,8 % und einer Spezifitat von 75,8
% (AUC 0,719) mdglich. In der Literatur konnte fir das Harnblasenkarzinom gezeigt
werden, dass Patienten mit einem MIBC eine h6here Konzentration zellfreier Serum-
DNA haben als Patienten mit einer BPH (Sensitivitat 96 %, Spezifitat 62 %) (Ellinger et
al.,, 2008). Der dort fehlende Einschluss von Kontroll-Patienten mit BCA in der
Vorgeschichte konnte eine mdogliche Ursache fir die geringere diagnostische
Genauigkeit in der vorliegenden Studie sein. Die Anwendung von zellfreier DNA als
diagnostischer Marker fur das Blasenkarzinom muss aufgrund der o.g. Befunde
zumindest fur Patienten mit entzindlichen Veranderungen oder bei bekanntem BCA in
der Anamnese kritisch beurteilt werden. Weitere, groéf3ere Studien sind notwendig um
die Befunde zu stitzen. Interessanterweise konnte in einer Studie udber die
mitochondriale DNA gezeigt werden, dass der Gehalt an freier mitochondrialer DNA im
Serum von Karzinompatienten einen Unterschied im Vergleich zu den gesunden
Kontrollen bot mit einer Sensitivitat von 84,3 % und einer Spezifitat von 97,5 % (AUC

0,944), wobei das Blasenkarzinom den hochsten Gehalt an mitochondrialer DNA
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aufweist im Gegensatz zum Prostata- und Nierenzellkarzinom. Des Weiteren zeigt sich
dort auch bemerkenswerterweise beim NMIBC und MIBC ein anndhernd gleicher Wert,
sodass hier die mitochondriale DNA als friher diagnostischer Marker eine Rolle spielen
konnte im Vergleich zur Prognose (Ellinger et al., 2012).

Ein ahnlicher Befund ergibt sich in der vorliegenden Studie fur die DNA-Methylierung: es
konnte zwar in einzelnen Serum Proben von Gesunden auch methylierte DNA nach-
gewiesen werden, allerdings war die Methylierungsratio fir APC, GSTP1, P14, P16,
PTGS2, RAR-B, RASSF1A, TIG1 und TIMPS3 signifikant niedriger als bei BCA Patienten.
Interessanterweise konnte kein Unterschied im Methylierungsmuster zwischen BCA
Patienten, Patienten mit entziindlichen Veranderungen und Patienten mit einem BCA in
der Anamnese festgestellt werden (siehe Tab. 12, Tab. 13, und Abb. 11). Fur den
Vergleich von BCA Patienten mit Patienten ohne Karzinom konnte gezeigt werden, dass
sowohl APC (Sensitivitat 54,7 %, Spezifitat 65,2 %, AUC 0,589), RASSF1A (Sensitivitat
28,4 %, Spezifitat 87,1 %, AUC 0,579) als auch die M-Summe (Sensitivitat 46,3 %,
Spezifitat 73,5 %, AUC 0,640) eine signifikante Unterscheidung erlaubten. Ahnlich wie
fur die Konzentration der zellfreien DNA als auch die DNA Integritdt muss angemerkt
werden, dass die Unterscheidung insbesondere der differentialdiagnostisch wichtigen
Patienten mit entziindlichen Veranderungen in der Harnblase bzw. einem BCA in der
Eigenanamnese nicht mdglich ist. Im Gegensatz dazu konnte in einer anderen Arbeit zu
Patienten mit einem MIBC eine sehr gute Unterscheidung von Patienten mit einer BPH
bei Methylierung von ,APC, GSTP1 oder TIG1“ (Sensitivitat 80 %, Spezifitat 93 %)
(Ellinger et al., 2008) gezeigt werden. Allerdings muss als klare Einschrankung dieser
Studie auch angemerkt werden, dass Patienten mit relevanten Differenzialdiagnosen
nicht eingeschlossen wurden, und dass auch die kleine Fallzahl eine mogliche
Verzerrung der Ergebnisse bewirkt hat.

Zwar wurde in der vorliegenden Arbeit kein Vergleich mit etablierten Markersystemen fir
das Harnblasenkarzinom durchgefuhrt, jedoch zeigt sich in der Literatur auch kein
zuverlassiges System, oft mit falsch positiven Werten und in Abhéangigkeit vom
klinischen Setting des Patienten mit Screening, Erstdiagnose und Follow up. (Babjuk et
al., EAU-Guidelines 2013) Im Vergleich zur Literatur ist die Bedeutung der zellfreien

DNA hier als ein Marker zu sehen, der sowohl eine hohe Sensitivitat in Kombination mit
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hohen Spezifitdt aufweist und Uber das Serum detektiert wird und somit nicht

Schwankungen unterlegen ist, wie sie bei der Urinzytologie bestehen.

4.3 Prognostische Bedeutung der zellfreien DNA im Serum

In der vorliegenden Arbeit konnte keine Korrelation der zellfreien DNA Konzentration,
der DNA-Fragmentierung oder dem Nachweis methylierter DNA mit etablierten
Prognose-Parametern (Grading, TNM-Stage) festgestellt werden. Im Gegensatz dazu
konnte in anderen Studien eine Korrelation der Hypermethylierung von einzelnen oder
mehreren in Kombination betrachteten Genorte oberhalb des Signifikanzniveaus mit
klinisch-pathologischen Parametern wie pT-Stadium, Multifokalitat sowie der Prasenz
positiver Schnittrander festgestellt werden (Ellinger et al., 2008). Mogliche Ursachen fur
diese Unterschiede sind die unterschiedlich weit fortgeschrittenen Tumorstadien der
untersuchten Patienten. Wéahrend in der vorherigen Studie ausschlie3lich die Seren von
Patienten mit einem invasiven Blasenkarzinom untersucht wurden, welches insoweit
fortgeschritten war, dass die Patienten sich einer radikalen Zystektomie unterziehen
mussten, wurde in der vorliegenden Studie der Fokus auf ein moglichst frihes
Tumorstadium gelegt.

In Relation vom Tumorstadium haben sich beim Blasenkarzinom unterschiedliche
Therapiekonzepte etabliert. Deshalb konnte ein mdglichst frihzeitiges Wissen uber die
Infiltrationstiefe des Tumors noch vor Therapiebeginn einen entscheidenden Vorteil
bezuglich Langzeitprognose zugunsten der Patienten bieten. Die jedoch in der hiesigen
Studie erhobenen Daten zeigen, dass eben diese vorbeschriebene Korrelation von
methylierter DNA mit etablierten Prognose-Parametern (Grading, TNM-Stage) hier nur
eine untergeordnete Rolle spielt und nicht zur friihzeitigen prognostischen Bedeutung
beitragt.

4.4 Limitationen

Diagnose und Therapie maligner Erkrankungen koénnen durch standardisierte
Screeningmethoden und klinische Verlaufskontrollen vereinfacht und optimiert werden.
Eine essentielle Rolle wird dabei organ- und tumorspezifischen Markern zuteil. Ziel ist

es, einen Marker zu detektieren, der aus leicht zu gewinnenden Koérperflissigkeiten wie
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Blut und Urin kostenginstig und mit hoher Spezifitdt und Sensitivitdt nachgewiesen
werden kann. Die Methode der vorliegenden Studie bietet gute Voraussetzungen um
diesen Anforderungen nachzukommen. Aber die diagnostische Relevanz der zellfreien
DNA wird durch fehlende Follow-Up Daten zu den Patienten limitiert, insbesondere auch
zu den Patienten, die ein Blasenkarzinom in der Anamnese hatten, jedoch aktuell ohne
Tumornachweis blieben. Die aktuellen Daten zeigen, dass genau diese Patienten keinen
Unterschied bezlglich der Menge der zellfreien DNA im Serum im Vergleich zu den
Blasenkarzinom-Patienten mit aktuellem Tumornachweis aufweisen. Die Frage nach
einem Rezidiv zu einem spateren Zeitpunkt bei diesen Patienten bleibt offen und somit
ob die zellfreie DNA dies als Frihmarker angedeutet hatte.

Als weitere Limitation in der diagnostischen Wertigkeit der Ergebnisse kdnnen falsch-
positive Werte darstellen. Die Enzymbehandlung zur Analyse des Methylierungsstatus
der zellfreien DNA ist sehr abhangig von intakter DNA. So kénnte eine Fragmentierung
als Ursache fir unzureichenden DNA-Verdau gelten, was sich dann als falsch-positives
Signal in der PCR wiederspiegeln konnte.

Des Weiteren konnen potentiell Variationen in der Aufreinigung bei der Isolation der
zellfreien DNA auftreten. In einer weiteren Studie konnte diesbeziglich bei Isolation von
Micro-RNA gezeigt werden, dass die RNA-Isolation Uber eine Silikon-Saule mit einer
hohen Variation der Wiederfindung (0-50 %, im Mittel ca. 10 %) einhergeht. (Mahn et al.,
2011, Wulfken et al., 2011) So kann eine fehlende Reproduzierbarkeit der Methode
maoglicherweise auch als Ursache fir so manche Diskrepanz in der Literatur gesehen
werden. Dazu sei aber angemerkt, dass hier eine Hinzugabe von artifizieller DNA am
Beginn der DNA lIsolation nicht moéglich ist, weil diese von den Enzymen sofort verdaut
werden wirde. (Mahn et al., 2011, Wulfken et al., 2011) An dieser Stelle ist unbedingt
die DNA-Integritat zu beachten, weil sie ein stabiler Faktor gegen die Wiederfindung
darstellt und somit einen validen Wert bildet.

Zum Schluss sei noch darauf hingewiesen, dass in der vorliegenden Studie Daten zur
Urinzytologie als vergleichende Parameter fehlen. Letztendlich zeigen aber die EAU-
Guidelines, dass die Urinzytologie insbesondere bei low-grade Karzinomen nicht
hilfreich ist und kein représentatives Ergebnis bietet. (Babjuk et al., EAU-Guidelines
2013)
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden frei zirkulierende DNA-Fragmente mit ihrer
FragmentgroRe und ihrem Methylierungsmuster im Serum von Patienten mit Blasen-
karzinom bestimmt, um ihre Eigenschaft als potentieller Biomarker in der Diagnostik,
Prognose und Therapie Monitoring des Blasenkarzinoms zu analysieren. Diesbezuglich
wurde die zellfreie DNA aus Serumproben von insgesamt 227 Patienten gesammelt.
Von diesen Patienten unterzogen sich 132 einer transurethralen Resektion der Blase mit
Nachweis eines histologisch gesicherten Blasenkarzinoms in 84 Fallen, weitere 11
Patienten unterzogen sich einer radikalen Zystektomie. Des Weiteren gehdéren zu dem
Patientenkollektiv 31 Patienten mit einer benignen urologischen Erkrankung in Form von
benigner Prostatahyperplasie und Harnblaseninkontinenz, wobei ein Blasenkarzinom
zystoskopisch ausgeschlossen wurde sowie den 53 gesunden Probanden als Kontroll-
gruppe.

Vorherige Studien zeigten, dass durch Fragmentierungsmuster eine Differenzierung von
Karzinompatienten und Gesunden moglich ist und auferdem einen Ruckschluss
bezuglich ihrer Genese zulassen (Apoptose <200bp und Nekrose >200bp).
Diesbezlglich konnte in der vorliegenden Studie mittels quantitativer RT-PCR die
Menge an frei zirkulierender kleiner (ACTB-106, 106 bp) und grol3er (ACTB-384, 384
bp) DNA-Fragmente ermittelt werden. Aus dem Verhaltnis von grof3en und kleinen DNA-
Fragmenten wurde die Integritat der freien DNA berechnet. Es zeigte sich, dass ACTB-
106 bei Patienten mit Blasenkarzinom verglichen mit den Patienten ohne
Blasenkarzinom signifikant erhoht ist (p>0,001), wahrend ACTB-384 in den
Untersuchungen keine Signifikanz aufweist (p=0,081). Aus den Berechnungen beziglich
der DNA-Integritat geht hervor, dass die freie DNA der Tumorpatienten eine signifikant
geminderte Integritat aufweist im Vergleich mit den Patienten ohne Blasenkarzinom
(p<0,001), was somit auf einen apoptotischen Ursprung der DNA schliel3en lasst.

Um die diagnostische Information festzulegen zeigte sich in den ROC-Analysen, dass
ACTB-106 (AUC 0,686, Sensitivitat 91,6 %, Spezifitdt 43,3 %) und die DNA-Integritat
(AUC 0,719, Sensitivitat 59,8 %, Spezifitat 75,8 %) eine Abgrenzung von Blasen-

karzinompatienten und Patienten ohne Karzinom (inklusive Patienten mit benignen
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Erkrankungen und gesunde Kontrollen) erlauben und somit die genaueste diagnostische
Information bieten.

Des Weiteren wurde mittels methylierungssensitiver PCR die zellfreie DNA auf
Hypermethylierungen in den Promotorbereichen von neun ausgewéhlten Genen
analysiert. Die haufigsten Methylierungen im Kollektiv der Tumorpatienten finden sich in
den Promotoren von TIMP3 (NMIBC:88 %, MIBC 75 %), RAR-B (NMIBC: 61,4 %, MIBC:
45 %) und APC (NMIBC: 52 %, MIBC: 65 %). Hierbei resultiert jedoch, dass nur die
Genorte APC (Spezifitdt: 65,2 %, Sensitivitat: 54,7 %, AUC: 0,58) und RASSF1A
(Spezifitat: 87,1 %, Sensitivitat: 28,4 %, AUC 0,57) einen signifikanten Unterschied
zwischen Patienten mit Blasenkarzinom und den Patienten ohne Blasenkarzinom bieten.
Interessanterweise ergibt sich aus der Summe aller Genorte (m-Score) eine hohe
diagnostische Signifikanz (p<0,001) und erreicht eine Spezifitdt von 73 % mit einer
mittleren Sensitivitdt von 46,3 %. Die AUC hat in der Summe aller Genorte auch ihre
grofte Flache mit 0,64 und somit die hochste Testgenauigkeit.

Obwohl in dieser Studie ein signifikanter Anstieg von kleinfragmentarer zellfreier DNA
sowie eine Erniedrigung der DNA-Integritat von Blasenkarzinompatienten verglichen zu
der gesamten Gruppe von Patienten ohne Karzinom demonstriert werden konnte, ist der
Enthusiasmus bezuglich zellfreier DNA als potentieller Biomarker in der Diagnostik des
Blasenkarzinoms gedampft, wenn man die Subgruppen der Nicht-Karzinom-Patienten-
Kohorte genauer analysiert. Patienten mit einem Blasenkarzinom in der Anamnese,
jedoch ohne aktuellen Tumornachweis in der TURB weisen die gleiche Menge an
zellfreier DNA und ein gleiches Fragmentierungsmuster auf wie die Karzinompatienten.
Wahrend Patienten mit benignen urologischen Erkrankungen und die gesunden
Kontrollen am ehesten ursachlich fir den Anstieg der kleinfragmentéaren zellfreien DNA
von Karzinompatienten zu betrachten sind, wenn man den Vergleich zu der gesamten
Nicht-Karzinom-Kohorte zieht. Die treffsichere Vorhersagefahigkeit der zellfreien DNA
mit ihrem Fragmentierungsmuster als Biomarker im Serum von Patienten, die sich einer
TURB unterzogen zum Nachweis eines bestehenden Blasenkarzinoms ist limitiert und
scheint diesbeziglich keine relevante zusatzliche diagnostische Information zu

erbringen.
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6. Anhang

Inhalte dieser Dissertation wurden als Originalarbeit publiziert:

1. Hauser S, Kogej M, Fechner G, Von Ruecker A, Bastian PJ, Von Pezold J,
Vorreuther R, Lummen G, Miller SC, Ellinger J. Cell-free serum DNA in patients with
bladder cancer: results of a prospective multicenter study. Anticancer Res 2012; 32:
3119-3124

2. Hauser S, Kogej M, Fechner G, Von Pezold J, Vorreuther R, Limmen G, Miller SC,
Ellinger J. Serum DNA hypermethylation in patients with bladder cancer: results of a
prospective multicenter study. Anticancer Res 2013; 33: 779-784
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