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1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit mochte die Moglichkeit deetBktion von DNA-Molekilen im Serum
und deren epigenetische Veranderungen im Rahmagnmeaund pramaligner Prozesse
untersuchen. Ziel ist die Untersuchung der Moglehkmit Hilfe des Nachweises von DNA-

Methylierung im Serum, Darmkrebs im asymptomatiscB&adium zu detektieren.

1.1 Aktuelle Zahlen zum kolorektalen Karzinom

Kolorektale Karzinome sind die am zweithaufigstaftratenden Karzinome in der gesamten
westlichen Welt und damit auch in Deutschland (Jeznal., 2004; GEKID and RKI 2008).
In Europa erkranken laut de&nited European Gastroenterology Federation (UEGH06
jahrlich etwa 300.000 Menschen. Damit liegt diesen®@rentitat noch vor dem
Bronchialkarzinom (UEGF 2006). Die weltweite Inzidewird auf eine Million
Neuerkrankungen pro Jahr geschéatzt. Im europaw¥iegleich stand die Inzidenz der
kolorektalen Karzinome in Deutschland in einer $ziwdg vonGLOBOCAN 2002ir Frauen
an erster und fur Manner an vierter Stelle (GEKI@ &KI 2008). Weiterhin verstirbt von
allen weltweit an dieser Krankheit leidenden Memscjeder Dritte (Jemal et al., 2008).

Der prozentuale Anteil von Darmkrebsneuerkrankungddeutschland lag nach einer
Schatzung des Robert-Koch-Instituts im Jahr 2006 fauen bei 16,2% und fur Manner
sogar bei 17,5%, was einer jahrlichen Neuerkrangratg von etwa 73.000 fur beide
Geschlechter gemeinsam entspricht (GEKID und RKIQAbbildung 1.1) Die Mortalitat
wurde 2006 fur Frauen mit 12,4% bzw. fur Manner 1if3% angegeben und lag damit auf
Platz 2 der Krebssterbefélle in Deutschland nacmmMa-/ bzw. Bronchialkarzinomebabei
erkranken Méanner im Mittel mit 69, Frauen mit 75i&mn. Seit Mitte der 70er Jahre nehmen

die Mortalitatsraten im Kontrast zur Entwicklung diezidenz stetig ab.
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Dennoch liegt die relative 5-Jahres-Uberlebendrat@ur 60% fiir Manner und Frauen
(GEKID und RKI 2008). Diese Zahlen verdeutlicheass kolorektale Karzinome auch in
Zukunft eine enorme soziomedizinische und sozio6kteche Bedeutung fur die
Bevolkerung sowohl in Deutschland als auch weltlwalien werden und sich zur Senkung
der Morbiditat und Mortalitat die dringende Notwegk®it einer friilhest mdglichen Detektion
und Therapie ergibt. Bereits Arbeiten v®albyundWinawerin den Jahren 1992 / 1993
zeigten, dass die friihe Erkennung und nachfolgemdeventionelle Abtragung von Polypen

das Risiko an kolorektalen Karzinomen zu erkrankeduziert (Selby et al.,1992;

Winawer et al.,1993).
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Abbildung 1.1: Prozentualer Anteil kolorektaler usaderer Karzinome im Bezug auf alle
neu aufgetretenen Maligréiiaf2008
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1.2 Genese des kolorektalen Karzinoms

Nach bisherigen wissenschatftlichen Erkenntnissashisn Wesentlichen die im Folgenden

genannten Pathogeneseformen fir das kolorektalanan bekannt:

1. sporadisch auftretende Karzinome;

2. familiar gehauft auftretende Karzinome, exklusive wi@er3. genannten Syndrome;
3. aufgrund von familiaren Syndromen entstandeneidame (Familidre adenomatose
Polyposis (FAP), juvenile Polyposis, Hereditaon-polypdse Carcinomatosis Coli

(HNPCC), Peutz-Jeghers-Syndrom;

4. fur das Karzinom préadispositionierende chronziéndliche Darmerkrankungen (CED).

Die folgende Abbildung zeigt die Verteilung der ensichiedlichen Pathogenese-Formen des

kolorektalen Karzinoms:

O sporadisches Auftreten

9% 1%

m familiar gehéauftes Auftreten

0O bekannte familiare Syndrome (HNPCC,
FAP, juvenile Polyposis, Peutz-Jeghers-
Syndrom)

O chron. entzindliche Darmerkrankungen (M.
Crohn, Colitis ulcerosa)

Quelle:Hisamuddin I. et al. Genetics of Colorectal CanbtedGenMed2004:6.

Abbildung 1.2: Genese des kolorektalen Karzinoms

1.2.1 Genetische Ursachen der Karzinogenese

Das am haufigsten auftretende sporadische Karzimafasst bis zu 80% aller kolorektalen
Karzinomentitaten und ist durch das Vorkommen irteAVon tber 50 Jahren ohne das
Vorhandensein pradispositionierender Faktoren étewiaiert (Hisamuddin et al., 2004).
FearonundVogelsteimprasentierten bereits 1990 erstmals ein Modedls diie Entstehung

kolorektaler Karzinome als stufenweisen ProzessHhre#t (Fearon und Vogelstein 1990).
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Dabei ist das entstandene Karzinom Folge multidietationen in Genen resultierend zum
einen in der Inaktivierung von Tumorsuppressor-Ggmee z.B. APChell dargestellt) und
zum anderen in der Aktivierung von Protoonkoger@@X-2; K-RAS;dunkeldargestellt)
(Hisamuddin et al., 2004). Wie nachfolgende Abhilguzeigt, verlauft die Karzinogenese

Uber zwei verschiedene Signalwege:

APC COX, K-RAS DCC/PPC4 p53

mutation overexpressiol activation mutation mutation
Normal Dysplastic Early Intermed. Late :
Mucos: | * ACF | adenom: || Adenom: || Adenom: || Carcinoma

\ ] )

MSH, ,MCH; ,PMS2 etcmutation

APC — Adenomatéses Polyposis Coli-Gen

COX2 — Cyclooxigenase 2-Gen

K-RAS - v-Ki-ras-2 (Kirsten rat sarcoma viral oncagenomolog)
DCC/PPC4 — deleted in colorectal carcinoma

p53 — Protein 53

MSH2 — mutS homolog 2

MCH1 — monocarboxylate permease-like protein

PMS2- postmeiotic segregation increase

Quelle modifiziertes Modell naclrearon E.R., Vogelstein B. A genetic model for cedtal tumorigenesis.
Cell 1990: 61; 759-767. (Hisamuddin et al., 2004)

Abbildung 1.3: Kolorektale Karzinogenese nach deod®l der Adenom-Karzinom-Sequenz

Ein Signalweg verlauft tber die Inaktivierung voR®@, welches bei der Familiaren
Adenomtatosen Polyposis (FAP) bereits in der Keimbautiert ist. Die Tumorsuppressoren
DCC/DPC4 und p53 sind zusatzlich haufig von Inaktung betroffen.

Der zweite Signalweg umfasst die Inaktivierung vawBReparatur-Genen, wie hMSH2,
hMLH1 oder PMS2 und Prototyp fur diesen Mikrosdtetiinstabilitatsweg ist das Hereditare
Non-Polyptse Kolonkarzinomsyndrom (HNPCC). Er Isirakterisiert durch eine steigende
Zahl intragenetischer Mutationen in kurzen, repadit Sequenzen, auch bekannt als
Mikrosatelliten, deren Folge die Verlangerung di€sequenzen und die Mikrosatelliten-
instabilitat (MSI) ist (Middledorp et al., 2008).
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Insgesamt kbnnen so in ca. 80% aller sporadiscblemdktalen Karzinome Mutationen im
APC-Gen und in einem grofRen Teil der verbleibend#le km sporadisch auftretenden
Karzinom mit Mikrosatelliten-instabilitat wird hMLHmethyliert. Dieses Modell der
kolorektalen Tumorgenese wurde auch als ,Adenoneikam-Sequenz” bekannt (Fearon
und Vogelstein 1990).

Adenom mit s
schweren Atypien Adenokarzinom

Normale Schleimhaut Tubulares Adenom *

* Adenom: vom Epithelgewebe der Schleimhaute ausgeds, priméar benignes Neoplasma, das maligne
entarten kann (Adenokarzinongcf®rembel 260. Auflage).

Tubulares Adenom: enthalt mit Epithel ausgeldeKanaleca. 70% aller auftretenden Adenome gehéien
diesem Typ an
(http://www.aygkopie-online.at/medizin/gastroenterologie/polyhatml)

° Schwere Atypien: entsprechend Dysplasiegrad Ill

Bildrechte: www.wikipedia.de

Abbildung 1.4Hypothese der Karzinomentstehung nach B. Vogelstein

(,Adenom-KarzinoBequenz")

Die Mechanismen, die zur Entstehung der Tumorfaondtihren sind damit den im Rahmen
familiarer Syndrome entstandenen ahnlich und kéwleoh ,,Knudson's 2-Hit-Hypothese*
noch genauer erlautert werden: Demnach sind flgeinerelle Entwicklung von Malignomen
sowohl eine Mutation in den somatischen Zellenaalsh eine in den Keimbahnzellen in
jeweils einem Allel notwendig.

In den vererbbaren Fallen weisalie somatischen Zellen diese Mutation auf, wohingegen
den sporadisch auftretenden Fallen @iarsomatischer Zellklon die Verdnderung tragt
(Knudson et al., 1993). Der Verlust entweder detemalen oder paternalen Allels von
Tumorsuppressor-Gen-Loci zusétzlich zu einem kedeitch andere Prozesse wie z.B.
Punktmutationen anormal veranderten Allel wirdealses der Schllsselereignisse in der
kolorektalen Karzinogenese angenommen (Vogelsteah,e1989) (Fearon et al., 1995).
Promotormethylierung kann dabei entweder als eogter zweiter Einflussfaktor (,Hit*) auf
die humane DNA wirken (Esteller et al. und Landeaile 2001)Damit geht die
Heterozygotie in den somatischen Zellen fur diddeskmal verloren (= LOH- loss of
heterocygosity).
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LOH fuihrt wie die oben bereits beschriebene Mikteligen-Instabilitat zu genetischer
Instabilitat (Middledorp et al., 2008). Diese gesaMariationsbreite genetischer
Veranderungen kann zur Inaktivierung von Tumorseggpor-Genen oder vorherrschender
Aktivierung von Onkogenen fiihren, die der Zelleegiwachstums-/ und Uberlebensvorteil
sichern (Kim et al., 2005).

1.2.2 Epigenetische Veranderungen

Der Begriff ,, epigenetisch” beschreibt ein bestimemtvererbbares Muster der
Genexpression, das jedoch nicht auf Verdnderungeprianaren Nukleotidsequenz der DNA
beruht (Bird et al., 2002; Russo et al., 1996) sBg&eMuster entsteht u.a. durch Methylierung
der Promotorregion eines Gens, dem Bereich in derirdnskription von DNA in RNA
beginnt. Methylierung heilt, rein chemisch gesetdenUbertragung eines Methyl-Restes
(-CHg) auf das 5. Kohlenstoffatom der DNA-Base Cytosia,dhnn als ,flinfte* Base der
DNA zu Methyl-Cytosin modifiziert wird. Als Methylghor wirkt hierbei die Aminoséaure
S-Adenosyl-Methionin, wahrend die Ubertragung aag @ytosin-Molekiil durch DNA-
Methyltransferasen (DNMTSs), v.a. durch DNMT1 kasayt wird (Russo et al.,1996) (Rhee
et al., 2002)Diese Modifikation ist in menschlicher DNA nur inekich eines Cytosins
maoglich, das einer Guanosin-Base in der Basensequeausgeht. Wenn diese Cytosin-
Guanosin-Dinukleotide innerhalb einer 0,5 bis 2 Kifassenden DNA-Sequenz einen
Gesamtanteil an allen DNA-Basen von > 60% aufweidefiniert sich daraus der Begriff der
CpG-Insel (Rashid et al., 2004). Gleichzeitig neigs methylierte Cytosin als chemisch
relativ instabile Base dazu, zu desaminieren,akh.am 4. Kohlenstoffatom gebundenen
Aminrest abzuspalten und damit zu Thymidin zu werd3eser Basenaustausch kann bei
fehlender DNA-Korrektur-Funktion als Fehler im Lesster bestehen bleiben und
transkriptonelle Konsequenzen haben. Im humanen@enw ca. 70-80% aller,
normalerweise unmethylierten, CpG-Dinukleotide wethylierung betroffen (Ehrlich et al.
1982). Insgesamt geht man von ca. 29.000 exist&p&rinseln aus, die sich in der 5°-
Region von etwa der Halfte alle menschlichen Gegimtlen (Russo et al., 1996; Lander et
al., 2001). Die Methylierung des Cytosins innerragb CpG-Inseln ist durch Unterdriickung
der Transkription, dem sogenannten ,Gene-Silencimgt'dem Verlust der Protein-
Expression assoziiert und ist normalerweise irrgbet (Russo et al., 1996; Boyes et al.,
1992). Durch diese epigenetische Veranderung éntstestark methylierten Anteil eines
Gens inaktives Chromatin, in dem die Nukleosomehtdjepackt vorliegen, was zur
Inhibition der Replikation fuhrt (Bird et al., 20p@Herman et al., 2003).
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Interessanterweise ist die tbrige DNA in Tumorzeles auf die beschriebenen CpG-Inseln
weitestgehend hypomethyliert (Kondo et al., 2004 .dix Promotor-Methylierung bereits in
Frihstadien und pramalignen Lasionen nachgewieseden konnte, stellt sie einen
entscheidenden Prozess in der Tumorgenese versokietiumorentitaten dar (Nuovo et al.,
1999). Beispiele hierfir ist die Promotormethyligguder Marker hMLH1 im Kolon, CDH1
in cervikalen Karzinomen, VHL in nephrologischemTaren oder BRCA in
Mammakarzinomen (Toyota, Issa et al., 2005).

Die nachstehend&bbildung 1.5verdeutlicht noch einmal die oben beschriebenen

Zusammenhange:
o,
Il cH
B il
Methylierung oxidative L Cs
—— —
durch DNMTs * Desamlnlerung +
Cc
~N
& 3 & % N H
I I |
H

54Vlethyl-Cytosin | m
D,

Methyldonor = S-AdenosyldMethionin |° defektes DNA-
Reparatur-System

[ »aene-Silencing“ ]

* DNMTs: =DNA-Methyltransferasen
Ubertragen den Methylrest des Methyldonors aubdNé\-Base Cytosin
° S-Adenosyl-Methionin: Aminoséaure, die als prigr@ethylgruppendonor bei verschiedenen
metabotiso
Prozestsgiert
+ Oxidative Desaminierung: Abspaltung der Aminggre NH;, die anschlieBend durch, @rsetzt wird

Abbildung 1.5: Umwandlung von Cytosin Gber 5-Metbytosin zu Thymin und dessen
Auswirkungen auf die Tiamstion

Dieser Prozess ist in der Vergangenheit vor ali@énTtimorsuppressoren, Zellzyklus-
Regulatoren, DNA-Reparatur-Gene, Transkriptionsfakader an Zelladhésion bzw. /-
invasion beteiligte Gene gezeigt worden, die uRterkt 2.7noch einmal unter den aktuellen
wissenschatftlichen Aspekten genauer beschrieben sin
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Sowohl die oben beschriebenen genetischen als aeiepidenetischen Prozesse sind auf
komplizierte Weise miteinander verknipft und sindishl fur die Entstehung als auch fur
die Progression von Tumoren beginnend mit den fritie hin zu fortgeschrittenen Stadien
verantwortlich (Ehrlich et al., 1982; Nuovo et d4999; Toyota, Issa et al., 2005).

1.3 Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms{ICC-Stadien)

Die Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinonislgte u.a. durch die Union internationale
contre le cancer (UICC) nach der Infiltration bestiter anatomischer Strukturen durch den
Tumor, dem Nodalstatus und der Art der Fernmet&sta®y und ist als prognose-orientierte

Klassifikation das weltweit das am haufigsten vardete System (Wittekind et al., 2010).

Tabelle 1.1: Stadieneinteilung des kolorektalenzi@ms nach TNM-Klassifikation

uicC TNM Dukes

I T1,T2 NO MO A
A T3 NO MO B
1B T4 NO MO B
MA T1,T2 N1 MO C
B T3,T4 N1 MO C
nc jedes T N2 MO C
\% jedes T jedes N M1 D

1.4 Detektion kolorektaler Karzinome zur Senkung

von Morbiditat und Mortalitat

1.4.1 Darmkrebsvorsorge in Deutschland

Seit Oktober 2002 wird der Bevolkerung tber 55 damDeutschland die Durchfihrung
einer Vorsorgekoloskopie zur Friiherkennung von tkeidtalen Karzinomen empfohlen und
als Kassenleistung ibernommen. Innerhalb eineahifes-Abstandes ist dann die
Inanspruchnahme einer zweiten Koloskopie moglidterAativ wird den Versicherten alle 2
Jahre, sowie im Zeitraum zwischen 50 und 54 Jalé@fetigh, die Durchfiihrung eines Tests
auf okkultes Blut im Stuhl (FOBT) angeboten (Kassetliche Bundesvereinigung, 2002).
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1.4.1.1 Koloskopie

Im Jahre 2008 haben sich |&éntralinstitut fir die kassenarztliche Versorgungler
Bundesrepublik Deutschland (ZI) 1%5er anspruchsberechtigten 55-74-jahrigen Manner
und 17,2% der Frauen einer Friherkennungs-KoloskapierzogetAbbildung 1.6;
kumulierte TeilnehmerratenRabei wurden bei den teiinehmenden Mannern in 46%¢ der
Falle ein oder mehrere makroskopisch sichtbaredealgefunden, Bei den teilnehmenden
Frauen konnten bei etwa 30% ein oder mehrere Polg@gnostiziert werderfAbbildung
1.7). Nach histologischer Aufarbeitung fielen von alertdeckten Polypen bei den Mannern
13,6% und bei den Frauen 11,2% in die Kategoriengiperplastischen Polypen. Von
histologisch gesicherten kolorektalen Karzinomennken 1,3% bei den Mannern und 0,7%
bei den teilnehmenden Frauen detektiert werdenpw®6,1% der Rektumkarzinome und
40,5% der Kolonkarzinome in den Stadien UICC | Undit insgesamt gunstiger Prognose
erfasst werden konnten. Das Risiko einer pra- pdstinterventionell auftretenden
Komplikation, wie Blutung, Perforation oder kardidsmonalen Dysregulation lag 2008 bei
2,2/1000 Teilnehmer, wobei dieser Komplikationsiditein der Literatur beschriebenen
hohen Detektionsraten fur kolorektale Karzinome, bisnzu 95%, gegeniberstehen (Mc
Loughlin et al., 2006; Robinson et al.,1999).

In einer amerikanischen bzw. italienischen Multieertudie konnte zudem eine Reduktion
der Inzidenz kolorektaler Karzinome von 75% bis 98%inem 5-/ und 10-Jahres-Follow-up
gezeigt werden (Winawer et al., 1993) (Citarda.e2801). In Deutschland ergab eine
Schatzung, diBrenner et al., 201@nhand aktueller Daten aus dem Nationalen Reglster
Friherkennungskoloskopien durchfiihrten, dass irargeen Bundesgebiet bis zum Ende des
Jahres 2010 98.734 Tumorerkrankungen verhindertuaitgre 47.168 durch
Adenomentfernung in einem frihen, gut therapiemb&&dium erfasst werden konnten.
Diese Zahlen machen deutlich, dass die Vorsorgeskaolpie einen wichtigen Beitrag im
Bereich der Primar- und Sekundarpravention leistet.

Die Beteiligung an der Vorsorge-Koloskopie ist zwarVergleich zu 2002 stetig
angestiegen, wird jedoch laut ZI bei gleichbleiberi®ieteiligung bis 2013 trotz hoher
Effizienz und Diagnosesicherheit nur von etwa 30%oudtroffenen Altersgruppe
wahrgenommen werden. Das bedeutet 70% potentigligef von Tumorvorstufen und
Karzinomen, deren Beteiligungwillen vielleicht dorandere, weniger aufwandige und
invasive Screening-Alternativen, wie der Test aldudtes Blut (FOBT) oder Tumor-DNA im
Stuhl, den Nachweis von Karzinom-DNA im Blut odadiologische Verfahren erhoht

werden konnte.
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Anteile in %

55-59 60-64 65-69 70-74 75-79 tiber 79 55-74
Alter in Jahren

O Ménner B Frauen

Quelle:Wissenschaftliche Begleitung der Friherkennung®$kopie, 6. Jahresbericht 02/2010 des
Zentralinstituts fUr diedsenarztliche Versorgung in der Bundesrepublik Sduand

Abbildung 1.6: Kumulative Beteiligung der Bevolkeguan Friherkennungs-Koloskopien
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Frauen Manner

2,8% 0,1% 2,5% 0,1%

13,6%
11,2%

14%
1,1%
15,2% 23,.9%

O hyperplastischer Polyp

W sonstiger Polyp

O tubulares Adenom

O tubulovildses Adenom

B vilbses Adenom

O HGIN (hochgradige intraepitheliale Neoplasie)
| histologisch Ca.

O sonstiger maligner Befund

W sonstiger benigner Befund

Quelle:Wissenschaftliche Begleitung der Friherkennung®$i@pie, 6.Jahresbericht 2010 des Zentralinstituts
fur die kassenérztliche Versorgundén Bundesrepublik Deutschland.

Abbildung 1.7: Durch Fruherkennungs-Koloskopierasste Diagnosen im Jahr 2008
(2003 — 2008 zusammengefasst) ZI 2009

1.4.1.2 Fé&kaler okkulter Bluttest (FOBT)

In diesem Test werden 3 aufeinander folgende Stolbém auf mit Guajak-Harz beschichtete
Felder aufgetragen und anschlie3end mit Wassequstoftidlosung betraufelt. Aufgrund der
Pseudoperoxidaseaktivitat des Ham-Restes, dielsNitasserstoffperoxid die Guajakonséaure
im Guajakharz oxidiert, kommt es zur Blaufarbung dlestpapiers. So kann Blut, als eines
der Kardinalsymptome bei kolorektalen Karzinomeaghgewiesen werden. Die Sensitivitat
des Testes fur kolorektale Karzinome ist sehr aticbetragt nach Untersuchungen von
AllisonundLiebermanu.a. zwischen 24% und 71% und ist dabei abhanmgig werwendeten
Test (Allison et al., 1996), von anschlieRenderyRedtation (Simon et al., 1985) sowie der
Anzahl der gesammelten Proben (u.a. Haemoccult®eSeréparateinformation).Erreicht
wird mit dem FOBT etwa eine Spezifitat von 90%. Narstufen, wie Adenome liegt sie mit
9%-36% deutlich darunter (Winawer et al., 1993; dlesth al., 2004; RKI, 2008; Allison et al.,
1996; UEGF, 2006). Ausserdem ist der FOBT reldtivanfallig und unterliegt zahlreichen
Moglichkeiten der Verfalschung. So kénnen z.B.dhlpositive Ergebnisse durch
ausgepragten Fleischgenuss (Nachweis von tieris¢tdmdes Myoglobins) oder andere

Blutungsquellen wie z.B. aus Zahnfleisch, Nase étienorrhoiden vorgetauscht werden.
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Weiterhin negativ auf die Sensitivitat wirkt siclediatsache aus, dass Karzinome haufig nur
intermittierend bluten und auch deshalb durch dest Micht erfasst werden kdnnen. Falsch
negative Ergebnisse sind durch Einnahme von Asesélore moéglich, die die Peroxidase
hemmt (Robinson et al., 1999). Insgesamt handedicbsbei dem FOBT um einen bei relativ
einfacher, nicht invasiver und preiswerter Anwerglarenig sensitiven Test, der jedoch bei
wiederholter und breiter Anwendung die Mortalitatervon 15% bis zu 33% senken kann
(Mc Loughlin et al., 2006; Hardcastle et al., 1986onborg et al., 1996; Wilson et al., 1968).
Als alternativer Nachweistest gilt der FIT (fakalermunochemischer Test), der gegenuber
dem FOBT den entscheidenden Vorteil bietet, Glolichzuweisen, dadurch spezifischer fur
humanes Hamoglobin ist und sich nicht durch ernégsbedingte Peroxidaseschwankungen
beeinflussen lasst (Caligiore et al., 1982). Fiir BE sind in einer Arbeit voAllison et al.
2007 Tumordetektionsraten von 81,8% berichtet wordeihnend die Sensitivitat fur
fortgeschrittene Adenome nur 29,5% betrug und ddeutlich niedriger als die des
vergleichenden FOBT war (Allison et al., 2007).\Widerspruch dazu war der FIT gemaf
einer Arbeit vorGuittet et al. 2007n der Lage, doppelt so viele fortgeschrittene
Tumorvorstufen zu erkennen, wie der FOBT. In eirappelblinden Studie voBrenner et

al., 2009konnten Nachweisraten von 25% bzw. 27% fur foxtgatene Adenome bei einer
Spezifitat von 97% bzw. 93% in Abhangigkeit vomwendeten Test erzielt werden und
ebenfalls ein Detektionsvorteil gegenliber dem F@BTTiese Zielgruppe herausgestellt
werden.

Ein ebenfalls im Stuhl (dartiber hinaus auch im Biowessbarer Parameter, der erstmals 1997
an der Universitat Giessen als Tumormarker fir teidtale Karzinome getestet wurde, ist
eine Isoform der Pyruvatkinase, die M2-PK (Eigewnlbeet al., 1997). Sie qilt als eines der
Schlisselenzyme im Tumormetabolismus und wurdeebishvielen Studien evaluiert und
mit den verbreiteten Tests verglichen (Ewald et24105; Hardt et al., 2004; Haug et al.,
2008; Shastri et al., 2008). Dabei wurden Sensitien fir Karzinome von 72% bis 78% bei
einer Spezifitdt von 73% bis 93% berichtet (Osbatral., 2005; Tonus et al., 2006). Fur
fortgeschrittene Adenome lagen Sensitivitat undz8ipé bei unbefriedigenden 22% bzw.
82% (Haug et al., 2008 Blut konnte M2-PK durchschnittliche Detektionsnma flr
Karzinome zwischen 48% und 69% erzielen; jedochlegbde Nachweismdglichkeit fur
Adenome (Hundt et al., 2007).
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1.4.2 Alternative Nachweismethoden

1.4.2.1 Virtuelle Koloskopie

Die CT- oder MRT-gesttzte virtuelle Koloskopieagnbt ohne invasiv zu sein Einblicke in
das Darmlumen. Dabei wird nach vorheriger Darmgeing, analog zur konventionellen
Koloskopie, mittels C@Insufflation oder Raumluft tber eine Rektumsonds Barmlumen
aufgeblaht bzw. mit Wasser gefillt und wahrendde€SE-graphisch bzw. mittels MRT die
Konturen der Darmwand aufgezeichnet. Anschlie3esidien die erzeugten Schnittbilder mit
einer speziellen Software zu einem 3D-Modell veinst und erlauben so einen ,virtuellen
Rundgang” durch das Kolon und die Erfassung vor pralignen L&sionen.

Die entscheidenden Vorteile der virtuellen Koloskdegen v.a. in der angenehmeren,
wenig schmerzhaften Durchfiihrung, der Moglichkeé,aich bei klinisch nicht fir die
konventionelle Koloskopie geeigneten Patientenetzen zu konnen, der zusatzlichen
Beurteilbarkeit der Bauchorgane und der Verzichtené Sedierung. Die relevantesten
Nachteile sind v.a. die fehlende therapeutischeryentionsfahigkeit wahrend der
Untersuchung, die interventionelle Strahlenbelastom@T, die Dauer der MRT-
Untersuchung von bis zu 30 min, sowie die mehr apgpdIt so hohen Kosten. Auch bei
diesem Verfahren ist wie bei der konventionellends&bpie die vorbereitende und fur
Patienten oftmals sehr belastende Reinigung des®antscheidend fur ein
zufriedenstellendes Untersuchungsergebnis. Aussendsd wahrend der Untersuchung Luft
oder CQins Darmlumen insuffliert, was oftmals auch alsngenehm empfunden wird.
Bisher liegen, &hnlich wie bei der konventionellkaoskopie, keinerlei randomisierte,
kontrollierte Studien vor, die die Effizienz der &blographie im Hinblick auf die
Reduktion der Mortalitat kolorektaler Karzinomedggtn wirden (Levin et al., 2008; Baxter
et al., 2009)Cotton et al., 200indRockey et al., 2008ntersuchten die Detektion von
grol3en Polypen und wiesen Sensitivitdten von 55% B2% nach, wobei im Screening
jedoch nicht die asymptomatische Bevdlkerung besigbtkigt wurde Pickhardt et al., 2003
untersuchten asymptomatische Erwachsene und parbdizieine Sensitivitat fir Polypen
Uber 6mm von 89% und in einer weiteren Arbeit vOA2wurde sogar eine mit der
konventionellen Koloskopie vergleichbare Sensifivitir Karzinome erreicht (Halligan et al.,
2005; Farrar et al., 2006). Dazu erreichte die tsniehungsmethode in einer Studie von
White et al., 200&ine Sensitivitat und Spezifitat fir Polypen gnoem von 91% bzw.
99,2%.Graser et al. 200&onnten mit einer Sensitivitat von 96,7% fur Ademom5mm

Grol3e sogar mit der konventionellen Koloskopie le@cbare Resultate erzielen.
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Zu dieser Erkenntnis kam im Jahre 2007 auch einkwm et al.,im New England Journal
veroffentlichte Arbeit. Bisher beurteilte die Dethie Gesellschaft fur Verdauungs-/ und
Stoffwechselerkrankungen (DGVS) den Einsatz deolographie als Screening-Verfahren
u.a. aufgrund der unzureichenden Datenlage dennscticht empfehlenswert. Fir die MRT-
gestutzte Koloskopie sind die Detektionsraten fallypen aufgrund der schlechteren
Auflosung jedoch erst ab einer Grél3e von Uber 1 mmnédlaernd mit der CT-Koloskopie
vergleichbar (Kerker et al., 2008).

1.4.2.2 Stuhltests

Molekulare Stuhltests, bei denen in den Stuhl ablgege Tumor-DNA isoliert und
anschlie3end mittels PCR analysiert wird, sindrelativ neuer Ansatz zum Screening
kolorektaler Karzinome. Sie kbnnen zum einen uoteeslen werden nach der Detektion von
genetischen Verdnderungen wie Mutationen in Tunpgsssor-Genen (K-ras, p53, APC,
hMLH1 u.a.) und zum anderen nach epigenetischeanderungen wie z.B. Promotor-
Methylierung verschiedener Gene (SFRP2, u.a.). lnm&usreichende Sensitivitat zu
erreichen, muss ein Panel, bestehend aus mehrerenGauf Mutationen untersucht werden
(Wilson et al., 1968). Zahlreiche Studien sind damher publiziert worden, die im
Folgenden zur besseren Ubersicht in genetische pigdrestische Veranderungen
unterschieden werden:

Im Bereich der genetischen Modifikationen (MutagohkonnterAhlquist et albereits im
Jahr 2000 mit einem Panel, bestehend aus den Geres) K53, APC und Bat-26, einem
Mikrosatelliteninstabilitatsmarker, Sensitivitatém Karzinome von bis zu 91% erzielen.

Fir Adenome einer Grol3e Uber 1 cm wurde eine Sétigitvon 82% erreicht, bei einer
maximalen Spezifitat von 93%. Boshiji et al., 2002vurden mit einem aus 7 Genen
bestehenden Markerpanel (APC, p53, DCC, hMLH1, B2SD9S171, und IFNA) sogar
96,7% Sensitivitdt und 100% Spezifitat flr die D&t von Karzinomen berichtet. In einer
weiteren Arbeit vorTagore et al., 2008onnten Mutationen in APC, p53 und K-ras in
Adenomere 1cm nur in 16 von 28 Féllen, entsprechend einasiBeitat von 57,1%,
nachgewiesen werden; f&yngal et al., 2006etrug die Nachweisrate sogar nur 26%.
Durchschnittlich geringer waren die Detektionsrdtarepigenetische Veranderungen, fur die
mit der Untersuchung des HIC1-Promotors bzw. dd8FsFGens auf Hypermethylierung
eine minimale und maximale Sensitivitat fur Karzireowon 42% bzw. 77% erreicht werden
konnte (Lenhard et al., 2005; Mller et al., 2004).
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Fur Adenome> 1cm konnten Detektionsraten von 31% bei der Methyhgsanalyse des
HIC1-Promotors bzw. 67% bei Untersuchung der Métinywhg des 3-Globulin-Gens
publiziert werden (Lenhard et al., 2005; Leunglgt2®04). Die dazu erreichten Spezifitdten
betrugen fir Mutationen stets tber 85% und flr epégische Veradnderungen mindestens
77% (Lenhard et al., 2005; Muller et al., 2004; d\hét et al., 2000; Tagore et al., 2003).
Insgesamt gesehen haben molekulare Stuhltests a#eil\/nicht invasiv zu sein, relativ
sensitiv kolorektale Karzinome nachzuweisen undidaifir eine einzige Stuhlprobe zu
bendtigen. Bisher evaluierte Nachteile sind diewésidigkeit eines Markerpanels in den
kommerziellen Tests, die gegenuber einem Blut-b@siel est erhdhten Kosten durch die
komplexere Probenaufbereitung, sowie die bishdrtr@ealuierte Sensitivitat fir Adenome
fur diese Tests (Hundt et al., 2007; Kahi et &08). Jeder positive Test muss aufRerdem
durch eine Koloskopie Uberprift werden (WilsonletZ068). Weiterhin wurde vo@sborn

et al., 200%erichtet, dass sofern Tumore veranderte Zellgeladn und diese den
Verdauungsprozess uberstehen, auch Malignomeicti@serhalb des Kolons befinden,
nachgewiesen werden kdonnen. Auch die Akzeptanz &tghltestes ist im Allgemeinen
sicher eher kritisch zu bewerten. Zudem sind félfalfte Messergebnisse bei
unterschiedlichen, die Biomarker bzw. deren Analyseinflussenden Mikrofloren im Darm
maoglich (Hundt et al., 2007). Aktuell wird auch sis Testverfahren aufgrund mangelnder
Daten sowohl von dekmerikanischen Krebsgesellschaft (A@)auch von dadS Multi
Society Task Force on Colorectal Cancer (USMSTiéNt als Screeningverfahren empfohlen
(ACS/USMSTF/ACR, 2008).

15



Konstanze Rahmig LudpMaximilians-Universitat Minchen

Tabelle 1.2: Nachweis kolorektaler Karzinome ingfesthen und epigenetischen Stuhltests

genetische Tests epigenetische Tests
Autor (en) Sensitivitat | Spezifitat Autor (en) Sensitivitat | Spezifitat

Ahlquist et al. 2000 91% 93% Lenhard et al. 2005 42% 98%

Koshiji et al. 2002 96,7% 100% Muller et al. 2004 90% 7%
Karzinome

Tagore et al. 2003 63,5% 96,2% Leung et al. 2004 70% 100%

Syngal et al. 2006 54%

Ahlquist et al. 2000 82% 93% Lenhard et al. 2005 31% 98%
A‘ielni’:me Tagore et al. 2003 57,1% 96,2% Leung et al. 2004 67%

Syngal et al. 2006 26%

1.4.2.3 Bluttests — allgemeine Aspekte

Es gibt seit langem die Bestrebung, eine Nachweg$iotikeit fir Tumore jeglicher Art zu
finden, die als Screening eine hohe Akzeptanz irBéedlkerung besitzt, dazu leicht und
minimal invasiv zu gewinnen ist und eine hohe Ags&aaft, also maximale Sensitivitat und
Spezifitat erreicht. Ein im Blut durchgefuhrter Tkénnte genau diese Kriterien erfillen und
ware zusatzlich ein sehr risikoarmes Verfahren.

Das 1965 entdeckte, spater als Tumormarker genGtrteinoembryonale Antigen (CEA) gilt
als Vorreiter auf diesem Gebiet. CEA ist ein Glytaipin aus der Familie der
Immunglobuline, dessen Serumkonzentration zuminedsteise mit der Tumorzellmasse
korreliert. CEA wird v.a. auf Zellen der Darmmukpdas exokrinen Pankreas und der Leber
exprimiert. Verfalschungen dieses Wertes ergebdmwsa. durch dessen unspezifische
Bildung auch von anderen Tumorzellen neben denré&kialen Karzinom, wie Mamma-/,
Pankreas-/ oder Adenokarzinom der Lunge. Ein waitentscheidender Nachteil bei der
Bestimmung dieses Tumormarkers im Serum liegt mlaé¢sache, dass er erst bei bereits
fortgeschrittenen Karzinomen auftritt. Die Sensitivivon CEA fur alle Tumorstadien variiert
zwischen 43% und 69%. Fur fortgeschrittene Stadderké¢s D) konnten bis zu 89%
Sensitivitat nachgewiesen werden (Hundt et al. 7200

Ein zuséatzlich haufig bestimmter Tumormarker, eaksiein Glykoprotein mit
Blutgruppeneigenschaften, ist das Carbohydrat-Antig9-9 (CA 19-9).
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Die hochste Sensitivitat besitzt CA 19-9 mit 85-96@&b einer Grof3e 3 cm fur
Pankreaskarzinome, wahrend die Detektionsrate floréktale Karzinome stark schwankt
und sich in Vergleichsstudien zwischen 18% und 68¥%dgte, wobei friihe Stadien (Dukes
A) bzw. Adenome Uberhaupt nicht bzw. zu max. 4%kwen Marker erfasst wurden (Hundt
et al., 2007). Falsch-positive Werte finden sichiféide Tumormarker zudem haufig bei
Rauchern. Auch benigne, besonders entzindlicheiklkngen kdnnen einen Anstieg der
beschriebenen Marker verursachen, wie z.B. die ieatiks, Hepatitis oder chronisch
entziindliche Darmerkrankungen. Somit eignen sieBadiTumormarker am ehesten fur die
Verlaufskontrolle nach operativer oder Radio-/ Ch#marapie jedoch keinesfalls zur
Friherkennung. Aus zahlreichen Publikationen igahat, dass vom jeweils vorherrschenden
Tumor freie DNA ins Blut abgegeben wird (Chun et 2006; Chang et al., 2002; Gautschi et
al., 2004). Diese Tatsache lasst sich daraus eblaifss freie DNA im Serum von Gesunden
und Patienten mit anderen, nicht malignen Erkragkanwie z.B. Autoimmunerkrankungen)
erniedrigt und im Gegensatz dazu bei Tumorpatieatkdht ist (Hardt et al., 2004; Wu et al.,
2002). Wahrscheinlich wird die frei zirkulierend® B aus nekrotischen malignen Zellen
freigesetzt (Diehl et al., 2005). Den Nachweis elsgsausalen Zusammenhangs haben u.a.
Umetani et al., 200@ir das kolorektale Karzinom erbracht.

Zahlreiche Arbeiten beschéftigen sich gegenwéaiigitl sowohl genetische als auch
epigenetische Veranderungen, wie die Promotor-Hygpérylierung in dieser frei
zirkulierenden DNA nachzuweisen (Sidransky et &102 Goessl et al., 2002; Mller et al.,
2003; Burchill et al., 2000Piehl et al., 2005letektierten mutierte APC-Molekile im Plasma
aller Patienten mit fortgeschrittenen kolorektaf@mzinomen (definiert durch Stadium
Dukes D). Aber auch bei > 60% der frihen, kurdierépierbaren Tumorstadien wurde
mutiertes APC gefunden (Tonus et al., 2006). Emasgivitat von 94% bei einer Spezifitat
von 77% fir den Nachweis von RNA eines 5-teiligearkérpanels, bestehend aus CDA,
MGC20553, BANK1, BCNP1 und MS4A1 im Serum koloré&te&Karzinompatienten
publiziertenHan et al.,2008.

Zu einem epigenetischen Ansatz, zur Messung vomé&tar-Hypermethylierung im Serum,
entschieden sich u.keung et al., 2005Sie untersuchten die 3 potentiellen Biomarker APC
hMLH1 und HLTF und konnten fur die Kombination allem 3 Markern eine Sensitivitat
bzw. Spezifitat fir Karzinome von 57,1% bzw. 90,28%t$tellenWallner et alfanden 2006
heraus, dass die Promotormethylierung von HLTF, HPPEF und hMLH1 im Serum

signifikant mit der TumorgrofRe korreliert.
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Fur HPP1/TPEF und HLTF war sie zuséatzlich konkotaaneinem héheren relativen
Mortalitatsrisiko, trat haufiger bei Patienten pdtsitivem Nodalstatus, Fernmetastasierung
und fortgeschrittenen UICC-Stadien (lll bzw. IV)faund besitzt durch die Identifikation von
Patienten mit erhdhtem Mortalitatsrisiko eine erfodtd prognostische Relevanz.

Zusatzlich korrelierte der positive Nachweis vaaréhoembryonalem Antigen (CEA)
signifikant mit dem Vorhandensein von HPP1/TPEFARytrmethylierung. In dieser Arbeit
konnten Sensitivitaten fur Karzinome im UICC IV-8itam von 47% fir HLTF und 53% fur
HPP1/TPEF erreicht werden. Allerdings gelang deshMaeis von kolorektalen Frithstadien
mit diesen Markern nicht.

Lofton-Day et altesteten mit TMEFF2, NGERnd SEPT9 2007 bzw. 20@8ei vollig neue
Marker fur die Detektion kolorektaler Karzinome Rtasma. Sie konnten fur die
Kombination der Tumorstadien UICC I, Il und 11l Igart fir Septin-9 eine Sensitivitat von
70% und eine Spezifitat von 90% erreichen und etdabh damit einen der bis dahin besten
Nachweistests fir die Anwendung im Blut. Fir diéhiatadien UICC [ und 11, deren
Nachweis die gro3tmdgliche Senkung der Mortalitéspeechen dirfte, wurden jedoch auch
hier nur knapp Uber 60% Sensitivitat erreicht. bmkbination mit ALX-4, einem schon zuvor
identifizierten Methylierungsmarker, konnten mit ppeb6% Sensitivitdt Adenome jeder
Grol3e erfasst werden (Ebert et al., 2006; Loftog-&taal., 2007).

Aufgrund der wenigen fundierten, bisher zu diesdrmariia publizierten Arbeiten zur
Identifikation von Biomarkern in Frihstadien detdtektalen Karzinogenese waren wir

speziell an dieser Fragestellung interessiert

1.5 Serummarker

Die Bezeichnung der im Folgenden als Serummarkshreebenen Gene dient der
Vereinfachung und bezieht sich jeweils auf die Gytosid Guanin-reichen Abschnitte
(sogenannte CpG-Inseln) im Promotorbereich. Es aumdsgesamt nur Marker ausgewahlt,
die in der Literatur bereits als Tumor-SuppressoZetizyklus-Regulatoren,
Transkriptionsfaktoren, DNA-Reparatur-Gene, als alladhéasion bzw. -invasion beteiligte
Proteine beschrieben wurden oder Einflu3 auf Waachsind Differenzierung haben.

Durch die Inaktivierung dieser Gene z.B durch. RstimHypermethylierung kénnen viele
wichtige Zellprozesse beeinflul3t werden, die wdsdman der kolorektalen Karzinogenese

beteiligt sind; wie im Folgenden unter den einzelMarkern beschrieben.
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1.5.1 APC (Adenomatous Polyposis coli)-Gen

Das APC-Gen ist lokalisiert auf Chromosom 5y q22-g&d hat als Tumor-Suppressor-Gen
wichtige Funktion in der Signaltransduktion (Wng&alweg). Hierbei bildet es zusammen
mit anderen Proteinen (Axinl1/2, Glycogen Synth@isase-33, GSK-33) einen
Proteinkomplex, welcher R-Catenin abbaut. Beim Eonkverlust des APC-Proteins (z.B.
durch Mutation oder Promotor-Hypermethylierung ilR@-Gen) sinkt die Affinitat von (3-
Catenin zum abbauenden Proteinkomplex. Die Anh&udlas [3-Catenins wirkt innerhalb der
Zelle ahnlich wie die Aktivierung des Wnt-Signalvge-Catenin wandert in den Zellkern,
bindet Kofaktoren aus TCHer LEF-Familie und fuhrt zur Transkription von Wnt-
Zielproteinen wie z.B. MYC oder CYCD1, was wiedereme unkontrollierte Proliferation
der Zelle zur Folge hat (Esteller et al., 2001; fBkensen et al., 2003).

In Gber 80% aller sporadisch auftretenden kolotekt&arzinome finden sich Mutationen
des APC-Gens und in 10-32% eine Methylierung demBtors (Esteller et al., 2000 und
2004; Hisamuddin et al., 2004). In der aktuellemd#fentlichung vorBaylin S.B. et al., 2008
ist jedoch keine Korrelation zwischen schlechtergdose und epigenetischen Verdnderungen
fur APC in Kolonkarzinomen nachweisbaeung et al., 200&ntersuchten die Promotor-
Methylierung von APC u.a. im Serum, wobei kein giganter Unterschied zwischen der
Konzentration methylierter DNA bei Tumorpatienteaggniber gesunden Kontrollpersonen
gemessen wurde und nur in 6 % der Patientensertdyleete DNA nachgewiesen werden
konnte. BeiWallner et al.,2006vurden im Serum abhangig vom Stadium der
Tumorausbreitung 21% Methylierung bei Lokalbefalvbzogar 43% in metastasierten

Stadien gefunden.

1.5.2 CDH-1 (Cadherin-1)

Dieses auch mit dem Proteinnamen humanes E-Cadiezéichnete Gen ist auf Chromosom
16922.1 lokalisiert, ist eines der wichtigsten Maile der Zell-Zell-Adh&sion in epithelialen
Geweben und spielt wie APC eine wichtige RolleTalsnor-Suppressor (Pecina-Slaus et al.,
2003). Weiterhin gehort es zur Familie der fur @ateabhangige Zelladhésions-Molekiile
(CAMSs) codierenden Gene und wird auf vielen vemsgbnen Oberflachen exprimiert.

Es ist auch bekannt, dass ein FunktionsverlusEd@adherin-Proteins mit dem Verlust der
Epithelmorphologie, einer gesteigerten Invasiuitéd letztlich der Entstehung von
Metastasen korreliert (Vleminsky et al., 1991; Riather et al., 1995) .So gilt eine
unterdrickte Expression des Gens als einer dertkiqren der malignen

Zelltransformation und der Tumorentwicklung undogmession.
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Dies wird ermdglicht durch die Interaktion von Edbarin mit Komponenten des
Zytoskeletts Uber Signaltransduktions-Kaskaden,dgim Wnt-Signalweg. Mutationen dieses
Gens wurden bereits in einigen menschlichen Tuntibééen beschrieben, u.a. in Mamma-/,
Endometrium-/ Ovarial-/ Prostata-/ und hepatozétketh Karzinomen, bei denen der
Expressiosverlust z.T. mit fortgeschrittenen Turtaat®n und schlechter Prognose korrelierte
(Berx et al., 1998; Giulford et al., 1999). Eineiteee Form der Expressionsregulation, die
Promotor-Hypermethylierung wurde u.a. vbycko et al.2000untersucht, in denen ebenfalls
der Zusammenhang zwischen Funktionsverlust des Gahder Entstehung von Metastasen
deutlich wurde. Weiterhin fandéran et al., 200 Methylierungsraten im Serum von
kolorektalen Karzinompatienten von rund 18%. AuBerdvurde anhand eines Mausmodells
nachgewiesen, dass die Inhibition der Promotor-ifyeéhylierung die Tumorentwicklung
unterdriicken kann (Conacci-Sorrell et al., 2002¢sP Zahlen belegen, dass Cadherin-1 sich

als Zielmolekul fur eine Antitumortherapie eignemkie.

1.5.3 HLTF

Der ,helicasdike transcriptionFactor”, der zur SWI/SNF-Familie, einer Gruppe Chabim-
modulierender Proteine gehort, ist ebenfalls eimdrsuppressorgen-Kandidat.

Fur dieses Gen fandémoinova et al ,2002ine Methylierung in bis zu 50 % der untersuchten
kolorektalen Karzinome. Aul3erdem erbrachte die Adben Nachweis, dass durch Promotor-
Methylierung sowohl das paternale als auch dasrmateAllel im selben Tumor von der
unterdrickten Gen-Expression betroffen ist. Weitethitersuchteheung et al., 2005
erstmalgdie Promotor-Methylierung von HLTF im Serum voniPaten mit kolorektalen
Karzinomen und konnten einen signifkanten Unteestim der Konzentration methylierter
Serum-DNA zwischen Tumorstadien und der gesunderirgiigruppe nachweisen.
AulRerdem wurde eine enge Korrelation zwischen aerz€ntration methylierter DNA und
dem jeweiligen Tumorstadium festgestélitaliner et al., 200@6anden im Serum von
Patienten bereits metastasierter Stadien Methylgstaten von 50% gegenuber
Lokalbefunden mit 17% Methylierung.

1.5.4 hMLH1

Dieses in der DNA-Reparatur fungierende Gen wundsgtwa 50% untersuchter HNPCC-
Tumoren mutiert vorgefunden. Es wurde hinsichteater moglichen Promotor-
Methylierung u.a. voiksteller et al., 2004nalysiert. Dabei wurden Methylierungsraten von
insgesamt 15% in Zelllinien-DNA und 21% in primatolonkarzinomen festgestellt.
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(Eine Veroffentlichung dieser Arbeitsgruppe von 2@@igte 44% Promotor-Methylierung in
kolorektalen Primartumoren) hMLH1 war hierbei sfd@nt haufiger in Tumoren methyliert
(39%), die eine Mikrosatelliteninstabilitat (MSIyfaviesen. In sporadisch auftretenden
kolorektalen Karzinomen gilt die unterdriickte Exggien des Gens sogar als Hauptfaktor fur
MSI (Herman et al., 1998 ). Auch genetische undigtih-pathologische Tumoreigenschaften
unterlagen einer engen Korrelation mit dem Methyigsprofil (Duval et al., 2001).
Weiterhin wurde fur hMLH1 bereits eine geschleghzsfische Methylierung zugunsten der
weiblichen Betroffenen beschrieben.

Unterschiedlichérbeitsgruppen fanden ausserdem heraus, dassusich ishduzierbare
hMLH1-Expression die Sensitivitat fur Alkylantiewje sie als Chemotherapeutika
Anwendung finden, wieder herstellen lasst (Cejkal €2003). In einer Studie vareung et

al., 2005wurde die Promotormethylierung im Serum von kditeken Karzinom-Patienten
untersucht; mit dem Ergebnis, dass signifikanteetsahiede bei der methylierten DNA-
Konzentration zwischen Patientenserum und den gesukontrollpersonen deutlich

wurden. Auch Wallner et al., 2006 wiesen Promotdiyleerung im Serum nach; mit

Methylierungsraten von 4% bzw. 43% flr Lokalbefuihd@s. bereits metastasierte Stadien.

1.5.5 HPP1/TPEF

Dieses fur ein Transmembran-Protein codierendev@ede erstmals im Jahr 2000 in
Tumorgewebe von Patienten rhitperplastischerPolyposis identifiziert und erhielt daher
seine Bezeichnung. Es enthélt neben einer dereitiegidermalen Wachstumsfaktor (EGF)
ahnlichen Bindungsstelle auch zwei Follistatin-Doeré extrazellular und wird deshalb in
der Literatur auch als TPEE&nsmembranprotein containinggpidermal growth factor and
follistatin domain) bezeichnet (Young et al., 200kheE et al., 2005; Sato et al., 2002).
Follistatin gehort zu einer Protein-Familie, diaeespezifische und hohe Affinitat zu Activin
A besitzt und in der Lage ist, dessen Funktioneutmralisieren. Activin A ist ein wichtiger
Regulator der Zellproliferation und Differenzierymgr auch eine Rolle in der Progression
kolorektaler Karzinome zu spielen scheint (Kingstééwl., 1994; Sonoyama et al., 2003).
Neben diesen extrazellular gelegenen Ligandenzbé#RP1 auch einen cytoplasmatischen
G-Protein-aktivierenden Anteil. Somit hat das FAroteunktion als Wachstumsfaktor aber
auch als Rezeptor im Rahmen der Signaltransduktigperplastische Polypen sind
epidemiologisch gesehen eng mit der Entstehung éktialer Karzinome verbunden: Die im
gesunden Gewebe enddifferenzierten Zellen wandeser Tiefe der Krypten an die

Schleimhaut-Oberflache und werden dort abgeschilfer
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In hyperplastischen Polypen hingegen verbleibechdbrsher unbekannten Mechanismus
Uberreife Zellen in der Mucosa, wodurch die nornzdé-Migration gestort ist. Die Folge ist
eine Erh6hung des Risikos fir kolorektale KarzinoBie transkriptionelle Regulation von
HPP1 wurde aus diesem Grund vielfach untersuchinyet al., 200ifanden heraus, dass in
93% normaler Mucosa-Proben HPP1 exprimiert wurddrend dies nur in 23% kolorektaler
Karzinom-Patienten der Fall war. Andererseits heeitenEbert et al., 2005dass HPP1 in
Primartumoren mit 77% gegenuber normaler Kolonsetilaut mit 5% haufig methyliert

war. Wallner et al., 200@®erichteten Uber die Methylierungsanalyse im Seram
kolorektalen Karzinompatienten und fanden fir HRB% bzw. 64% Methylierungs-

frequenz in lokalisierten bzw. bereits metastasreffumorstadien.

1.5.6 MDR-1

Das humane ,Multi Drug Resistance-Gen* kodiertdéis P Glykoprotein, ein
Transmembran-Protein in der Funktion einer ATP-algigen Efflux-Pumpe. Sie dient u.a.
der Entfernung intrazellularer Chemotherapeutikaalignen Zellen und damit der
Reduktion zytostatischer Aktivitat aber fuhrt zaich zur Verringerung intrazellularer
Antimykotika-Spiegel in Candida albicans (El-Ostale, 2002; Morschhauser et al., 2007).
In vielen verschiedenen Studien wurde der Zusamarenbhwischen Promotor-Methylierung
und supprimierter Genexpression von MDR-1 fur eiesdene Tumorentitaten beschrieben.
In kolorektalen Karzinomen fand&hannon et al., 200ddzw. Rijnsoever et al., 200@ine
Methylierungsrate von 28 % bzw. 24 % und konntessatdem eine enge Korrelation der
Tumormethylierung mit genetischen und Klinisch-paigischen Eigenschaften, wie
MikrosatellitenInstabilitat (MSI), histologisch séahter Differenzierung und der Tendenz
zur Lokalisation im proximalen Kolon und fortgesittenen Dukes-Stadien nachweisen.
Weiterhin wurde fur MDR-1, wie auch fur p16 und MIR, bereits durch andere
Arbeitsgruppen eine haufige Methylierung in kolded&n Karzinomen, nicht jedoch im

angrenzenden gesunden Gewebes gezeigt (Ahuja 2928, Toyota et al., 1999).

1.5.7 MGMT

MGMT gehdort wie hMLH1 in die Gruppe der DNA-Repanafene und kodiert fur die
0°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase oder auch bekais O-Alkylguanin-DNA-

Alkyltransferase.
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Die exakte Funktion des kodierten Proteins wurdammenfassend in einer Publikation von
Pegg et al,. 200Beschrieben und besteht darin, mutagene und zygotee Anhéangsel, z.B.
Alkylantien, von der &-Position des Guanins zu entfernen sowie die Jeisitvon

Tumoren fiir spezielle Chemotherapeutika zu verandzie Alkylierung der DNA an der ©
Position ist ein entscheidender Schritt bei destétiung von Mutationen in malignen
Tumoren (Esteller et al., 2004). Durch verandem&Estruktur und dadurch verdnderte
Basenpaarung wird die DNA-Replikation blockiert. Zellen vor diesen Lasionen zu
schitzen, Gbertragt MGMT den Alkylrest auf ein aieites Cystein innerhalb seiner eigenen
Sequenz. Dabei wird jeweils ein MGMT-Molekul profReatur verbraucht.

So ist auch die Anzahl der MGMT-Molekule eng mit 8&ahigkeit der Zelle solchen
zerstorenden Einflissen zu widerstehen, verbuddenmgekehrten Fall bewirkt die
Inaktivierung der Genexpression z.B. durch Methyligy der Promotorregion eine Erhéhung
der Sensitivitat des Tumors fur Chemotherapeusikawurden fiir Gliompatienten eine
langere Uberlebenszeit und langere Episoden bi§umorprogression bei Behandlung mit
einem bestimmten Zytostatikum gefunden. Desweged var allem in der zusatzlichen
Antitumor-Behandlung mit dem MGMT-Inaktivato®@enzylguanin eine mégliche
Therapiestrategie gesehen. Promotor-HypermethyliefimMGMT wurde u.a. voiCostello

et al., 1996oderEsteller et al., 199%eschrieben. Insgesamt ist supprimierte Genexpress
durch MGMT-Promotormethylierung in 23 verschiede@efitypen menschlicher
Primartumoren nachgewiesen, mit hohen Methyliertaiga u.a. fur Colon-/, Hals-/ und
Kopftumore oder Gliome. Die Messung der Methyligruies Gens in Patientenseren wurde
bisher u.a. fur Bronchialkarzinome, Hautmelanome Magenkarzinome untersucht. Hierbei
wurden Methylierungsraten von 66 %, 64% bzw. 32€4chrieben.

Bislang sind 5 verschiedene genetische VarianterGams bekannt, deren Einzeleffekte, wie
z.B. der Einfluss auf die generelle Anfalligkeit flumore oder die Ansprechbarkeit auf eine
Chemotherapie trotz zahlreicher Studien bislangamieiben (Pegg et al., 2007). Das Gen
ist bisherigen Arbeiten zufolge in ca. 40 % dereusiichten kolorektaler Karzinome und in
ebenfalls etwa 40% der Adenome methyliert; eine Bebtung, die den Rickschluss zulésst,
dass es sich bei der Methylierung um ein friheggBi®in der Tumorgenese handelt (Qi et
al., 2005; Esteller et al., 2001).

1.5.8 p18*A

Dieses Gen fungiert ebenfalls als Tumorsuppressbkadiert fir den Cyclin-abhangigen
Kinase-Inhibitor 2A, weshalb es auch als CDKN2A doaht ist.
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Cyclin-abhéngige Kinasen stellen Zellzyklus-Regudan dar, die verschiedene Enzyme
durch Phosphorylierung aktivieren kénnen und alggaesgulatoren bestimmte Inhibitoren
besitzen. Hypermethylierung des p16-Promotors wamdus folgende Suppression der
Transkription wurde bereits in vielen Tumorentitageefunden, u.a. in Bronchial-/ und
hepatozellularen Karzinomen, Gliomen, Kopf-/ unddtlanoren, bestimmten
Leukamiearten, sowie kolorektalen Karzinomen (et al., 1995; Zhang et al., 2008;
Hsiao et al., 2008).

Fur letztere wieseWallner et al., 2006m Serum Methylierungsraten von 25 % bzw. 64 %
fur Lokalbefunde bzw. bereits metastasierte Stadasam undlran SH., et al. 200fanden
sogar tber 70% Methylierungum Vergleich zeigteksteller et al., 2001n einer grof3en
Studie in primaren kolorektalen Karzinomen nur 3®M&thylierung. In Adenomen wurden
fur p16 bisher nur im Gewebe jedoch nicht im Sehatmoffener Patienten Ergebnisse fur
Promotor-Hypermethylierung publiziert. Hier lag #ieequenz bei 29 % in tubularen
Adenomen (Zou et al., 2002).

1.5.9 TIMP-3

Die Abkirzung TIMP steht fiir die Bezeichnung , Tisdahibitor of Metalloproteinase®.
TIMP’s befinden sich im gesunden Gewebe im Gleiahg# zu den Matrix-
Metalloproteinasen (MMP), die ihrerseits Zink-abb@e Endopeptidasen darstellen und in
der Lage sind extrazellulare Matrix wie Kollagerel&@ine oder Stromalysine zu zerstoren.
Durch die Eigenschaft der Proteolyse dieser extitdaeen Matrix und angrenzender
Basalmembranen sind die MMP’s an essentiellen tBaider Tumorinvasion und
Metastasenentstehung beteiligt und kommuniziereéwvenschiedenen biologischen Systemen
wie der Zelladhasion, dem Zytoskelett oder Wachstaktoren (Zeng et al., 2001, Leeman et
al., 2003). Sie bedurfen daher der strengen Regualdtirch die TIMP’s. Der Verlust der
Balance zwischen MMP’s und TIMP s wird insgesammkalusaler Faktor in der Entstehung
vieler Krankheiten, die mit pathologischer Gewelssdsktion einhergehen, angenommen
(Brueckl et al.2005). Bisher wurden 4 Gene fir didH-Familie identifiziert (Murphy et al.,
1981, Stetler-Stevenson et al., 1989; Apte et 8P41Greene et al., 1996). Der ,Tissue
Inhibitor of Metalloproteinases-3“ wird in den migis entdifferenzierten Geweben exprimiert
(Wick et al., 1995). Regional erhéhte TIMP-3 mRNApgEession wurde u.a. in mafig bis
schlecht differenzierten kolorektalen Karzinomefugden.
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Weiterhin wurden hohe TIMP-3 Protein-Expressioresrah Adenomen und Frihstadien
kolorektaler Karzinome nachgewiesen, wahrend sferigeschrittenen Stadien herabgesetzt
waren (Powe et al., 1997).

Die Funktionen von TIMP-3 umfassen neben der Inioibider Matrix-Metalloproteinase
auch die Hemmung der Angiogenese und der enddgrelzelimigration (Anand-Apte et al.,
1997). Die Induktion von Apoptose, die bisher instatakarzinom-Zellen nachgewiesen
wurde, kdnnte ebenfalls auf kolorektale Karzinorbertragbar sein (Deng et al., 2006). Die
wesentlichen Auswahlkriterien flir die Bestimmungsdis Markers im Serum waren neben
der Funktion als wichtiger Tumorsuppressor-Kandalath der Nachweis der Promotor-
Hypermethylierung und dem damit verbundenen Traps&nsstopp in Primartumoren bei
gleichzeitig fehlender Methylierung im gesunden @be/(Bachmann et al., 1998ksteller et
al., 2001wiesen u.a. Methylierungsraten von 27% nach. Lketutedler Literaturrecherche

gibt es bisher keine Angaben zur Messung der Migttwylg von TIMP-3 im Serum.

1.6 CIMP-Panel (CpG-Island Methylator Phenotypé

Das CIMP-Panel wurde urspringlich vbayota et al., 19989urch verschiedene genetische
Marker definiert und zeigt einen alternativen Sigregy in der Tumorgenese. Er ist
charakterisiert durch die Methylierung in multiplépG-Inseln von Promotorregionen in
kolorektalen Adenomen und Karzinomen, die aufgruedat Merkmale zu einem
bestimmten Subset zusammengefasst werden konnshidR# al., 2001). Die Tatsache, dass
CIMP bereits in adenomattsen Lasionen nachgewigsetten kann, deutet darauf hin, dass
es sich um einen frihen Prozess in der Karzinogem&sdelt. Es wird auch angenommen,
dass CIMP-Tumoren das Potential besitzen, multipladrsuppressor-Gene simultan zu
inaktivieren, was funktionell als aqgivalent mit géischer Instabilitat gesehen wird.
Weisenbergeund Ogino et al., 200@rsetzten dieses klassische Vayota et al.,
propagierte Panel durch ein Anderes, bestehendaauMarkern CACNALG, IGF-2,
NEUROG-1, RUNX-3 und SOCS-1. Dieses neue Panekgbgte gegeniiber dem
Klassischen v.a. durch eine bessere bimodale Wantgid.h. es ermdglicht eine genauere
Diskriminierung zwischen Karzinomen, die das Merk@mP aufweisen (CIMP)
gegeniiber CIMP-negativen Tumoren (CIMRIs CIMP galt in diesem Zusammenhang ein
positiver Methylierungsstatus im Promotor von 3 Slédarker bzw. als CIMPMethylierung
der CpG-Inseln im Promotor in keinem, einem oderdkdrn Seither wurde in vielen
Studien zur Definition von CIMP haufig dieses Para Surrogatmarkern herangezogen und
mit anderen Markern kombinie@gino et al., 200Z.B. differenzierten in ,CIMP-high-/*
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und ,,CIMP-low"“-Tumore und stellten als besten Einzarker fir die Voraussage des CIMP-
Status RUNX-3 heraus.

Bisher liegt jedoch keine Literatur zur Messung @MP als Panel im Serum vor. Aus
diesem Grund wurde das viveisenberger et al., 200&u definierte CIMP-Panel in diese

Arbeit integriert.

1.6.1 CACNA1G

Dieser spannungsabhangige Calciumkanal hat BedgatarSchrittmacheraktivator, in der
zerebralen Signaltransduktion und Epilepsieforscr{amnst et al., 2009). Eine
Inaktivierung des Gens durch Promotormethylierungde vonToyota et albereits 1999 in
Tumorgeweben, z. B. Kolon- / oder Magentumoren leéslben. Somit kénnte CACNA1G
durch Modulation des Calciumsignalweges mit Effalaef Zellproliferation und Apoptose
ebenfalls eine wichtige Rolle in der Entstehung Kanzinomen spielen. Auch fir diesen
Marker liegen derzeit keine Daten fur die AnalyseSerum von an kolorektalen Tumoren

erkrankten Patienten vor.

1.6.2 IGF-2

Der insulindhnliche Wachstumsfaktor 2, auch als &omedin A bezeichnet, ist als Tell
einer grof3en Superfamilie ebenfalls in zellularecgaums-/ und Entwicklungsvorgange
sowie spezifische Mechanismen der Immunantwort uothi&echselfunktionen involviert
(NCBI-Gen; Wang et al., 2009).

Weiterhin scheint IGF-2 an der Tumorprogressiorse@iedener Karzinome beteiligt zu sein,
so z.B. in Prostata, Gastrointestinaltrakt, Ovasrdgionchialsystem (Fu et al., 2008; Wang et
al., 2009; Hwang et al., 2009; Kim et al., 2009)t m Methylierungsstatus in der
Promotorregion von IGF-2 in kolorektalen Primartusrobeschéftigen sich aktuelle Studien
vonNosho et al., 200Bzw. vonKaaks et al., 200&nit dem Nachweis von Methylierung in
Lymphozyten-DNA als Frihmarker fur kolorektale Kiaame. Auch die Promotor-
Methylierung dieses Gen wurde noch nicht im Seroman Kolontumoren erkrankten

Patienten untersucht.
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1.6.3 NEUROG-1

Neurogenin 1, als Transkriptionsfaktor verantwottlv.a. fir neuronale Differenzierung und
Determination wird durch seine embryonale pro-ghaterge und anti-GABAerge Wirkung
mit psychiatrischen Erkrankungen, wie Schizophramiéerbindung gebracht (NCBI-Gen;
Ho et al., 2008). Hypermethylierung dieses Genslevur.a. bereits in prAmalignen Lasionen
des cholangiozellularen Karzinoms, Retinoblastorngaalen Melanomen und kolorektalen
Karzinomen detektiert. (Kim et al., 2009; Coheilet2008; Merhavi et al., 2007; Nosho et
al., 2009) In kolorektalen Primartumoren wurde zud@ne schlechtere Prognose mit dem in
dieser Arbeit verwendeten, methylierten CIMP-Pgimdlusive NEUROG-1) assoziiert
(Nosho et al., 2008). Fir die Analyse dieses Bidearin kolorektalen Tumorseren liegen

derzeit keine aktuellen Studien vor.

1.6.4 RUNX-3

Der runt related transcription factor 3 ist Tenai Superfamilie, Ubermittelt nach Bindung an
andere DNA-Molekile (u.a. Smad 2 / 3) als UntereinGF{3-/activin-Signale und ist Gber
diesen und andere Mechanismen in der Lage, diesKrigtion zu aktivieren oder zu
unterdricken (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/864). Esig dem Chromosom 1/p36 lokalisiert,
wo bereits flir andere Karzinomarten der haufigdusevon Heterozygotie (LOH)
beschrieben wurde. Bereits 2002 konnte ein Zusarhamgnzwischen dem
Expressionsverlust von RUNX-3 und der EntstehungMagenkarzinomen in Zelllinien-
DNA hergestellt werden (Li et al., 2002). 2007 waidieser potentielle Biomarker erstmals in
Seren von Patienten verschiedener Tumorentitatem(ia, Lunge, Pankreas, Kolon, Leber,
Prostata) untersucht (Tan et al., 2007; Cho e2@0Q7). In kolorektalen Karzinomen konnte
Promotormethylierung im Serum von 65% der Patientahgewiesen werden (Tan et al.,
2007). Allerdings wurden in diese Studie nur Kaonive im bereits metastasierten Stadium
eingeschlossen, die damit keine Aussage zur Fréhatkhg dieser Tumorarten zuliel3en.
Desweiteren konnte RUNX-3 als Identifikator fir éidktale Tumoren mit
Mikrosatelliteninstabilitat herausgestellt werdélguist et al., 2008). Somit durfte auch
RUNX-3 als Tumorsuppressorgenkandidat wesentlichefiuss auf die Karzinogenese

kolorektaler Neoplasien haben.
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1.6.5 SOCS-1

Die Abkirzung SOCS-1 steht fiir die Bezeichnung $eggor of Cytokin-Signaling 1 und hat
mit dem Einfluss auf Zytokine wesentliche Kontrotiktion fir die Proliferation, das
Wachstum und die Differenzierung von Zellen. Als Mtador der Aktion von Interferon
Gamma wurde in Knockout-Méausen gezeigt, dass ezrmucerantwortlich fur ein normales
postnatales Wachstum und Uberleben ist (www.nahimih.gov/gene/8651). In bisher
durchgefuhrten Studien konnte u.a. ein Einflusseiesens auf die Entwicklung und
Progression von multiplen Myelomen nachgewiesermare(Stanganelli et al., 2009).
Weiterhin spielt SOCS-1 offensichtlich eine wicletigolle bei der Immunmodulation von an
HIV erkrankten Personen, bei denen eine vermindetpgession nachgewiesen wurde
(Yadav et al., 2009). Den Methylierungsstatus v@€S-1 untersuchten u. dohan et al.,
2005in Arbeiten zur Pathogenese der akuten myeloidobekadmie / Myelodysplastischen
Syndromen. Auch in kolorektalen Karzinomen wurde Biomotor-Hypermethylierung von
SOCS-1 allerdings in Zelllinien-DNA bzw. DNA voniR¥rtumoren nachgewiesen.
(Weisenberger at al., 2006; Xu et al., 2009; Nogra.£2009). Damit gilt auch SOCS-1 als

interessantes Tumor-Suppressorgen.

1.7 Ziele dieser Arbeit

Das kolorektale Karzinom ist aufgrund seiner Inmend Mortalitatsrate in der westlichen
Welt eines der volkswirtschaftlich und gesundheilisigoh bedeutsamsten malignen
Erkrankungen. Die Friherkennung von kolorektalerek@men kann die Inzidenz und
Mortalitat deutlich reduzieren. Die dazu bishenwendeten Nachweisverfahren, wie die
konventionelle Koloskopie als der Goldstandard figdgenutzte Stuhltests wie der FOBT
oder molekulare Tests bzw. CT- oder MRT-gestutdtigbbende Verfahren, wie die virtuelle
Koloskopie, kdnnen bislang noch nicht als zufriestellende, weil in der Bevdlkerung
akzeptierte und in ihrer Aussage zuverlassige &orgmethoden, beurteilt werden.
Beispielhaft seien an dieser Stelle einige wesglMotive mit dem invasiven Vorgehen,
der bereits oben beschriebenen Stéranfalligkeigrainicht zu unterschatzenden
Schamgefiihl oder der Nichteignung als Nachweishegfafir Adenome genannt. Eine
potentielle Alternative kbnnte daher die Detektw@m Tumor-DNA in einem Blut-basierten

Test darstellen. Die Erfassung kolorektaler Karzia@us dem Blut hatte im Vergleich zu
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den o.g. Verfahren den entscheidenden Vorteil, ieilae&hes und risikoarmes Verfahren zu
sein, das zudem eine hohe Akzeptanz in der Bewiitigeerreichen konnte.

Die in der Einleitung aufgefuhrten Daten zeigeropdeindrtcklich, dass gerade flr das
Screening, d.h. fur die Erkennung von FrihstadienAdenome oder die UICC-Stadien |
und 1l mit guter kurativer Therapierbarkeit, nuhseenige Arbeiten vorhanden sind, die
zudem sehr variabel in ihren Aussagen sind. Abggtlaus den oben beschriebenen
Sachverhalten zu den bisher etablierten Verfaheerbétektion kolorektaler Karzinome im
Blut ergaben sich daher die folgenden Fragestetinndie im Rahmen dieser Arbeit

beantwortet werden sollen:

1. Ist es moglich einen Blut-basierten Test zu etabli, der bei akzeptabler Anwendbarkeit,
Frihstadien der kolorektalen Karzinogened€(QJ und Il) gegenliber gesunden

Individuen zu differenzieren vermag?

2. Welche Ergebnisse liefert das Witeisenberger et al. 2006 kolorektalen
Priméartumoren beschriebene CIMP-Panel (CACHAGF-2, NEUROG-1, RUNX-3,
SOCS-1) im Serum? (Weisenberger et al., 2006)

Kann die Sensitivitat/ Spezifitdt des Testscdudie Kombination eines Markerpanels

erhoht werden?
3. Wie verlasslich ist dieser Test bei der Detektion Adenomen im Patientenserum?

Die nachfolgenden Tabellen geben noch einmal einsarmmenfassenden Uberblick tiber die

gegenwartig etablierten Testverfahren und deresit®étét und Spezifitat:

29



Konstanze Rahmig LudpMaximilians-Universitat Minchen

Tabelle 1.3: Sensitivitat und Spezifitdt derzeitmandeter und potentieller

Screeningverfahren zur Detakkolorektaler Karzinome (1)

Test- .
Verfahren Karzinome Autor (en)
Sensivitat Spezifitat
Konven- 9%5% | McLoughlin et al., 2006
tionelle .
Koloskopie 100% | - Rex et al., 1997
FOBT* 64,3%- 81,8% | 90,1% - 96,9% Allison et al., 2007
virtuelle 90% 86% Johnson et al., 2008
Koloskopie 100% 99,2% White et al., 2008
Adenome = 1cm Autor (en)
Sensivitat Spezifitat
Konven- 875% | - Pickhardt et al., 2003
tionelle 94% | @ - Rex et al., 1997
Koloskopie 98% | - Rockey et al., 2005
10,7% | - Imperiale et al., 2004
FOBT* .
41,3% 90,6% Allison et al., 2007
_ 55% 96% Cotton et al., 2004
virtuelle 85% 97% Mulhall et al., 2005
Koloskopie
96, 7% | = - Graser et al., 2008
*abhangig vom verwendeten Test
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Tabelle 1.4: Sensitivitat und Spezifitdt potengieicreeningverfahren zur

Detektion kolorektaler Karzinoi2¢

Testverfahren Karzinome Adenome = 1cm Autor (en)
Stuhltests
1. Mutationen Sens.# Spez.” Sens. Spez.
Ahlquist
pS3, K-ras, Bat-26, 91% 93% 82% 93% | D.A etal,
2000
APC, p53, DCC,
hMLH1, D9S162, 96,7% 100% e}?(;hlgo'\g'z
D9S171, IFNA ’
Tagore et
- Y 9 0 9
APC, p53, K-ras 63,5% 96,2% 57,1% 96,2% al., 2003
Syngal et
. 9 9
APC, p53, K-ras 54% 26% al., 2006
2. Methylierung Sens. Spez. Sens. Spez
Lenhard K.
0 0 0 9
HICL 42% 98% 31% 9% | etal, 2005
Mdller H.M.
0, 0, _— _—
SFRP2 7% 1% etal., 2004
. Leung W .K.
- 0, 0, 0, —
R-Globulin 70% 100% 67% etal., 2004
Bluttests
1. Mutationen Sens. Spez. Sens. Spez.
Diehl F.
APC 100% et al., 2005
2. Methylierung Sens. Spez. Sens. Spez.
_ Lofton-Day gp
) 0 o 0 ert M.P.
Septin-9 70% 90% 56% etal., 2007 gt al., 2006
Wallner
0 0 - --- ---
HLTF / HPP1 47% [ 53% et al., 2006
Leung W .K.
0, 0, _— —
APC, hMLH1, HLTF 57,1% 90,2% et al., 2005
CDA, MGC20553, Han M
BANK1, BCNP1 und 94% 7% --- [ 2068
MS4A1 oa

# Sensitivitat
A Spezifitat
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2 Materialien und Methoden

Zur Durchfuhrung dieser Arbeit liegt ein positivéstum der Ethikkommission vor.

2.1 Probenmaterial

2.1.1 Gewinnung

Die verwendeten Serumproben stammen von Patienotedea Maria-Theresia-Klinik
beziehungsweise aus dem Universitatsklinikum Grd8train Minchen, wurden nach
Diagnosestellung praoperativ entnommen und bis\ziterverarbeitung bei einer
Temperatur von -80°C gelagert. Zur spateren Mesdengromotor-Methylierung in den
verschiedenen Genen erfolgte die Unterteilungnnleaining-Set, sowie ein Tumorstaging-
und Test-Set. Die Untersuchungen wurden von deklgimmision der Medizinischen

Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchganehmigt.

2.1.2 Aufbereitung der Serumproben

2.1.2.1 DNA-Isolation

Die DNA-Isolation aus jeweils 1 ml Patienten-Serumolgte mit dem ,High Pure Viral
Nucleic Acid Kit“ (Roche, Basel, Schweiz), urspriliog zur Isolation viraler Nukleinsauren
entwickelt, entsprechend der Hersteller-Angabeirarekleineren Stichpobe hatte sich dieses
Kit gegentiber dem in den meisten Publikationen wadeten ,,QlAamp DNA Blood Mini-
Kit“ (Qiagen, Hilden, Deutschland) aufgrund einéhlaren DNA-Ausbeute aus der
Einzelprobe durchgesetzt. Zur Aufbereitung wurde Sarum zunéchst mit 1 ml ,Working-
Solution” (hergestellt aus ,Poly(A) carrier” und KA Binding Buffer” in einem
Mischungsverhaltnis von 1:50) und 250 ul ProteinagRoche) vermischt und fir 10 min
bei 72 °C im Wasserbad inkubiert. AnschlieBendtéoltje Zugabe des ,Binding-Buffers*
und das Pipettieren von 600ul dieses Gemischegwefils 1x Collection-Tube mit
integrierter Filter-Membran. Nach 2-maliger 1-mig@ét Zentrifugation bei 8000 x g
Raumtemperatur wurden 500ul ,Inhibitor Removal Bufthinzugefigt und erneut
zentrifugiert. Im néchsten Arbeitsschritt erfolgie 2-malige Zugabe von 450ul ,Wash
Buffer” mit jeweils nachfolgender Zentrifugationilggeicher Rotation zur Entfernung von
Verunreinigungen und verbliebenen Ruckstanden.
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Zum Schluss wurde das Eluat durch Zugabe von 5&lutipn Buffer” und nochmalige
Zentrifugation gewonnen. Anschlie3end Lagerung debéh bei -20°C bis zur

Weiteraufbereitung.

2.1.2.2 Bisulfit-Behandlung

Die Bisulfit-Behandlung dient, wie bereits beschar, der Umwandlung der unmethylierten
Cytosin-Basen in Uracil, wahrend bereits methyigi€ytosin unverandert bestehen bleibt
(Hayatsu et al. 1976). Damit wird erreicht, dasshyleerte Sequenzen, wie sie sich in den
sogenannten CpG-Inseln befinden, sich von unmetiigh durch ihre jeweils spezifische
Sequenz unterscheiden. Dieser Schritt schafft ésewtliche Voraussetzung fir das Design
spezifisch bindender Primer und die nachfolgendgWiikation ausgewéhlter Abschnitte,
wie bereits vorFrommer M. et al. 199Beschrieben. Die Behandlung der Proben mit Bisulfi
erfolgte unter Verwendung des ,Wizard DNA-Clean-yst8m“(Promega, Mannheim,
Deutschland), welches laut Herstellerangabe aucBKi&k-Mengen im Nanogramm-Bereich
genutzt werden kann. Hieftir wurden 48 pl Serum-DMA A pl DNA aus Lachssperma
(Stratagene, Heidelberg, Deutschland) verwende Bsul 2M NaOH (Merck, Darmstadt,
Deutschland) vermischt und 15 min bei 37°C im Haeklinkubiert. Anschlie3end wurden
30 pl 10M Hydrochinon (Sigma) sowie 520ul 3M Natniisulfit (pH 5,1) (Sigma, Minchen,
Deutschland) zugegeben und unter Lichtschutz 15t18dgn bei 55°C im Heizblock
belassen. Nach erfolgter Inkubation wurden 1 meglUp Kit* beziehungsweise 2 ml
80%iges Isopropanol (Merck) zugegeben und die Pnalbl 1-mindtiger Wartezeit jeweils
unter Sogwirkung durch die Anionen-Austauscher-&a@Minicolumn) gesaugt. Nach einer
kurzen Trocknungsphase wurden 50 pl 70°C warmers@Vasuf jede Saule pipettiert und
die Probe bei 8000 x g Raumtemperatur 1 min Zegtdrt. Anschlie3end unter vorsichtigem
Mischen Zugabe von 5,5u1 3M NaOH und 1 ul Glyco@sibco/Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) sowie 33 10 M CH;COONH, (Sigma) und 270 pl 100 %igem Ethanol
(Merck). Danach Lagerung fur 2 Stunden bei -80°Grl&tzter Arbeitsschritt war die
45-minUtige Zentrifugation der Proben bei 4°C ad4@00 U/min. Der dabei entstandene
Uberstand wurde entfernt und die nun als kleindigtPschtbare DNA nach Zugabe von 1 ml
70 %igem Ethanol, Zentrifugation fur 15 min bei 080J/min und erneuter
Trocknungsphase schlief3lich in 30 pl 2ImM Tris-PuffeH 8,0) resuspendiert.
Die Aufbewahrung der Bisulfit-behandelten Probenir Messung mittels
Methylierungsspezifischer PCR (MSP) bzw. anschhel@e quantitativer Real-time PCR
erfolgte bei einer Temperatur von -80°C.
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2.2 Polymerase-Ketten-Reaktionen (PCR)

2.2.1 Methylierungsspezifische PCR (MSP)

2.2.1.1 Methylierungsspezifische Primer und Sonden

Die methylierungsspezifischen Primer beziehungsv8isnden, exklusive die des CIMP-
Panels, wurden mit ,Primer3“ bzw. ,Primer-Expregdbward Hughes Medical Institute by
Steve Rozen bzw. Applied Biosystems) erstellt uon der Firma Metabion, Martinsried,
synthetisiert, wobei in der ausgewahlten Promogporebis 1000 Basenpaare up- und
downstream von einer 100%igen Methylierung ausgggiamvurde. Dabei wurde auf einen
hdchstmdglichen Guanin/Cytosin-Gehalt geachtetpanhfolgend eine bessere Bindung und
Elongation zu erreichen. AnschlieRend wurden die&runter Variation der
PCR-Bedingungen auf standardisierter methylierterummethylierter DNA (Chemicon,
Hofheim, Deutschland) auf die Spezifitat ihrer Binduiberpruft. Eine Optimierung der
PCR-Bedingungen fur jedes verwendete Primerpaadevdurch die Anpassung der Primer-/
beziehungsweise Sondenkonzentration, der Annedkmgperatur sowie der
MgCl,-Konzentration erreicht. Fur die nach AustestungRtener durchgefihrte quantitative
Real-time PCR wurden nur Marker weiter verwendiget gihe ausreichende Diskriminierung
zwischen methylierter und unmethylierter StandaMNiADn der Gelelektrophorese zeigten.
Die PCR’s wurden auf dem Peltier Thermal Cycler R&3earch-PTC-200) durchgefihrt.
Einen Uberblick liber jeweils ausgetesteten Reagtiedingungen und die dadurch erreichte
Diskriminierung in der Agarose-Gelelektrophoresmyie Uber verwendete Primersequenzen
geben dielabellen 2.1, 2.2ndAbbildung 2
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1 — Primer-Diskriminierung auf methylierter Standard-DNA (Chemicon; ¢c=0,1ug/ul)
— Primer-Diskriminierung auf unmethylierter Standard-DNA (Chemicon; c=0,1pg/pl)

Abbildung 2.1: Austestung der Primer auf methyéietind unmethylierter Standard-DNA

Tabelle 2.1: Austestung der PCR-Bedingungen figr gditesteten Biomarker

PCR-Bedingungen fir alle Marker
Primerkonzentration ] ) MgCl2-
Serummarker Sondenkonzentration Annealing-Temperatur .
Forward Reverse Konzentration
ALU-Repeats 600nM 600nM 300nM 60T 4mM
APC 450nM 450nM 147nM 60T 4mM
CACNA1G 600nM 600nM 300nM 60T 4mM
CDH-1 300nM 300nM 200nM 62T 4mM
HLTF 450nM 450nM 182nM 60T 4mM
hMLH-1 450nM 450nM 250nM 60T 4mM
HPP-1 450nM 450nM 250nM 60T 4mM
IGF-2 600nM 600nM 300nM 60T 4mM
MDR-1 600nM 600nM 300nM 62T 4mM
MGMT 600nM 600nM 300nM 64C 4mM
NEUROG-1 600nM 600nM 300nM 60T 4mM
pl6 300nM 300nM 300nM 61T 4mM
RUNX-3 600nM 600nM 300nM 61T 3,5mM

SOCS-1 600nM 600nM 300nM 61T 4mM
TIMP-3 300nM 300nM 300nM 62T 4mM
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Tabelle 2.2: DNA-Sequenzen von Primern und Sonalgie $-ragmentlangen der

verwendeten Methylierungsmarker

HUGO Gen- | Fragment- Sequenz Sequenz Sequenz Sonde
Nomenklatur | lange (bp) Forward-Primer Reverse-Primer q
ALU-C4 08 GGTTAGGTATAGTGGTTTAT | ATTAACTAAACTAATCTTAAA| 6FAM-CCTACCTTAACCTCCC-
ATTTGTAATTTTAGTA CTCCTAACCTCA MGB
6FAM-
APC 97 TATTGCGGAGTGCGGGTC | TCGACGAACTCCCGACGA |ATTACACAACTACTTCTCTCTCC
GCTT-TAMRA
AR 6FAM-
CACNALG 173 TTTCGGAEETG(;_(_BI_SI_:GTTGTTC CGAATCGC:(;?A cceee AAATAACGCCGAATCCGACAAC
CGA-BHQ
6FAM-
CDH-1 122 AGGGTTATCGCGTTTATGCG CCCCCGTA(;_iiCTAATTAAC CGTTGTTGATTGGTTGTGGTCG
GTAGGT-TAMRA
6FAM-
HLTF 95 CGGCGTTCGGAATTTGTT [AAACGCCTCGACTCCCCTAA|AGGAGGCGTATCGAGGCGGTT
CG-TAMRA
6FAM-
hMLH-1 87 CGTTAZ?I_@L?%TI_IEI_GTAGT CTATCGCCGCCTCATCGT |CGCGACGTCAAACGCCACTACG
TAMRA
6FAM-
HPP-1 87 GTTATCGT_(I?((;B:II:C(.:?GTTTTTGT GACTTCCGATACAGAACACAAAA COGAACAACGGACTACTAAACA
TCCCGCG-TAMRA
6FAM-
IGE-2 196 CGTTTGTZ‘?'?AC(?CTTTTGTTT ACCGCCTCCTC;CGAACGAAAC CCCTCTACCGTCGCGAACCCGA
BHQ
6FAM-
MDR-1 150 CGGTTTAGGA_IS:GCGAAAAGA TCCTTCTT,:AC(CZ:(ZCGTCTAAT AGGTTGAGGTGGGAGCGATAT
GGTGGTGTG-TAMRA
6FAM-
MGMT 90 GCGTTTCGACGTTCGTAGGT AACTCCGCACATCTTCCGAAA TGCGTATTGTTTGCGATTTGGT
GAGTG-TAMRA
AAAA AR 6FAM-
NEUROG-1 161 AGTCGTTA(\;GT?_?_I(_:TGTATTTAC ATCACTC AAC CCGACCG CGATAACGACCTCCCGCGAACA
TAAA-BHQ-1
6FAM-
pl6 184 GGTCGCGGTCGTGGTTAGT| TTCCGCCAACACCGAAA |[TTTCGTAGTCGTCGAGTGTACG
CGGTT-TAMRA
6FAM-
RUNX-3 141 GTTTTACGG;(_ZI_GTTTGCGCG CGACCGSEQLEAATAACGTATT CGCACGAACTCGCCTACGTAAT
CCG-BHQ-1
6FAM-
SOCS-1 160 TTCGCGTGggjr'ZTTTAGGTC CGACACAA(ZI;:CGCTACAACGA ACAATTCCGCTAACGACTATCG
CGCA-BHQ-1
6FAM-
TIMP-3 144 TTCGCGTGTTTACGGCG | SCCCCCTEM . CCAATAACA | 111 GGAGGGTTGATGAGGTAAT
GCGGT-TAMRA

2.2.1.2 Reaktionsbedingungen der MSP

Sowohl die methylierungsspezifische Standard-PGHRi@P Thermal Cycler; MJ Research),
als auch die quantitative Bestimmung der Promotethiflierung mittels Real-time PCR
(Mastercycler realplex ep gradient S; Eppendorfnbiarg, Deutschland) wurde unter den

folgenden Bedingungen durchgefihrt:
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1. Aktivierung der DNA-Polymerase (Hot Star Tagagen) fir 900 sec bei 95°C.

2. Denaturierung, das heil3t Auftrennung der Stréalegel emplate-DNA, und Auftrennung
unspezifischer Bindungen fiir 30 sec bei 94°C.

3. Amplifikation: Hybridisierung der methylierungssifischen Primer an die einzelstrangige
Template-DNA bei unterschiedlich ausgetestétemealing-Temperaturen von 60-64°C
fur 60 secTabelle 2.).

4. Elongation: Verlangerung des DNA-ZweitstrangsciuAnlagerung der zugegebenen
Nukleotide (dNTP, Qiagen) an die bereits hyisraten Primer bei der jeweils
ausgetesteten optimalen Annealing-Tempe(@tielle 2.1¥0r weitere 60 sec.

5. Messung der Fluoreszenz und VervollstandigerEtmsgationsschrittes bei einer
Temperatur von 84°C fir 20 sec

6. Abkihlen der Proben auf 4°C.

Die Schritte 2-4 wurden fur insgesamt 50 Zyklenctilauufen.

Die PCR-Reaktionen wurden mit dem Hot Star Taqg btdelix Kit (Qiagen) in
Reaktionsvolumina von 20 ul durchgefuhrt und belteten folgende Reagenzien: 10x PCR-
Buffer (enthélt 1,5 mM MgG), 2 bzw. 2,5 mM MgCl(jeweils entsprechend den
ausgetesteten Reaktionsbedingungen und der Gesay@i>-Monzentration von 3,5 bzw. 4
mM fir jeden MarkerTabelle 2.}, 250uM Desoxynukleotid-Triphosphat-Mix (dNTP),
Primer-/ und Sondenkonzentration (geman Austesddengptimalen Reaktionsbedingungen
in Tabelle 2.}, 1x Q-Solution, 0,05 U/ul Hot Star Taqg-Polymerasd 2 pl Bisulfit-
behandelte DNA.

2.2.2 Quantitative Real-time PCR

2.2.2.1 Allgemeine Funktionsweise

Das Prinzip der quantitativen Real-time PCR bestetier Vervielfaltigung von DNA-
Abschnitten, die mit Hilfe von Tagman-Sonden durcheligung von Fluoreszenzsignalen
eine quantitative Transkriptanalyse ermoglicherbd)ateigt mit zunehmender Menge an
PCR-Produkt die vom PCR-Cycler gemessene Fluorgsdenmittels Standardkurve eine
Quantifizierung des erhaltenen Signals ermdglicht.
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In dieser Arbeit konnen durch die Verwendung megnyhgsspezifischer Primer wiederum
Ruckschlisse auf den Grad der Methylierung deethetrden Genabschnitts gezogen
werden. Zur Erzeugung der Fluoreszenz dienten segpezifische fluoreszenzmarkierte
Sonden, sogenannte Tagman-Sonden, an deren 5 --&mdi8 jeweils ein
Fluoreszenzfarbstoff (Fluorochrom) gebundenisé Polymerase baut wahrend des
Amplifikationsvorgangs die Tagman-Sonde vom 5 -Eheeab, wobei deren beide
Bestandteile, Fluorophor (Donor) und Quencher (Akag getrennt werden und dadurch ein
Fluoreszenssignal ausgesendet wird, da nun derrR@asaSignal des Akzeptors nicht mehr
unterdriickt. Bei diesem Vorgang wird Licht einestimmen Wellenl&ange ausgesendet, die
schlie3lich per Photomultiplier im PCR-Cycler geswsund quantifiziert werden kann. Eine
Tagman-Sonde, bestehend aus Donor und Akzeptat,auch als FAM-TAMRA-Sonde
bezeichnet (Donor = FAM, Akzeptor = TAMRA). Fur dasreits oben beschriebene CIMP-
Panel und das zur Quantifizierung verwendete ALUG&h wurden Sonden mit anderen
Fluorochromen (black hole quencher -BHQ- bzw. mgroove binding non-fluorescent
guencher -MGBNFQ) mit &hnlichem Wirkprinzip wie FANMAMRA-Sonden eingesetzt.

2.3 Quantifizierung der Ergebnisse

2.3.1 Threshold-Cycle (Ct)

Fur die Ermittlung des Threshold-Cycles wird dieé&lik der PCR-Reaktion genutzt. Solange
wéahrend der Reaktion ausreichend Reagenzien zfii(arg stehen und diese nicht
aufgrund der hohen Temperaturen ihre Funktion eliest oder sich stérende Metabolite
anhaufen, folgt die Reaktion einem exponentiellenlduf. Nach Erreichen des
Reaktionsmaximums flacht die Kurve ab und gehirne éneare Funktion tber. Die
Zykluszahl, bei dem die Anderung des Fluoreszenassgmaximal ist, d.h. der
Reaktionsverlauf ein Optimum erreicht hat, besdhréen Threshold-Cycle (Ct). Dieser

sollte fur alle Kurven im unteren Drittel des expotiellen Bereichs liegen (Abbildung 2.2).
Mit Hilfe des Threshold-Cycles und einer Marker-&fischen Standardkurve ist es moglich,

die Templatemenge quantitativ zu bestimmen.
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Abbildung 2.2: Ermittlung des Treshold-Cycles +t)

2.3.2 Standardkurven

Die Erstellung von Standardkurven ist erforderlida,sich die DNA-Menge pro
Amplifikationsschritt zwar theoretisch verdopp@idoch grol3e Variationen in der
tatsachlichen Amplifikationsrate eines Fragmenttddgen. Aus der Standardkurve kann mit
Hilfe des oben beschriebenen Ct-Wertes auf die Tatempenge geschlossen werden. Die
Standardkurven wurden fur jeden Marker unter Veduerg der methylierungsspezifischen
Primer und der methylierten Standard-DNA (Chemidargen Verdinnungsstufen 1:1, 1:4,
1:16, 1:64, 1:256 entsprechend einer DNA-Vervidriang pro 2 Zyklen erstellt. Ein Beispiel
fur eine Standardkurve mit den dazugehoérigen Ctt¥vezeigerbbildung 2.3und2.4.

Marm. Fluara,
1071

4
10015 .
] y

103
5 |5/ L =0
Anzahl Zyklen
unverdinnt 1:16 verdiinnt 1:256 verdunnt
1:4 verdiinnt 1:64 verdinnt

Abbildung 2.3: Erstellung der Standardkurve unterwendung verschiedener
DNA-Verdinnungsstufen
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Abbildung 2.4: Berechnung der Template-Mengeretitstandardkurve

2.3.3 Berechnung der Template-Menge

Die Berechnung der Templatemenge erfolgt unter dbhgaler Formel fur lineare
Funktionen:

y = f(X) = mx + n. Das heil3t, unter EinbeziehungideDoppelbestimmung gemessenen Ct-
Werte werden graphisch die Steigungind der Schnittpunkt mit der y-Achadestimmt. So
wirde die graphisch ermittelte Funktion &isbildung 2.4z.B. y = f(x) = -3,324x + 35,523
lauten und ermdoglicht es, jedem beliebigen gemesséti&Vert eine definierte Template-
Menge zuzuordnen. Nach diesem Prinzip wurde dieplaiemenge sowohl fur jeden Marker
im Patientenserum, als auch fur jeden Marker imgiigtrter Standard-DNA (Chemicon)

berechnet.
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2.4 Normalisierung der ermittelten Templatemengemittels Referenzgen

2.4.1 Referenzgen ALU-C4

Das menschliche Genom beinhaltet ca. 45% repettiemente (Lander et al. 2001; Jordan et
al. 2003)Die dabei am haufigsten vorkommende repetitive Seqié.U umfasst ungefahr
10% des menschlichen Genoms und ist mit Uber lIidviiKopien massenhaft im haploiden
Chromosomensatz vertreten (Weiner et al. 2002). répatitiven ALU-Sequenzen ist unter
anderem bekannt, dass sie in Genen wie CDKN2Amm dRromotorbereich vorgeschalteten
Regionen Hypermethylierung aufweisen (Weisenbezgat. 2004). So scheinen ALU-
Sequenzen sich sowohl als Surrogatmarker fiir dedy&e von globalen
Methylierungsprofilen, als auch als ,house-keepign und damit Referenzgen fiur die
Normalisierung ermittelter Templatemengen zu eigfiémetani et al., 2006b). Im Vergleich
zu bisher verwendeten Kontrollgenen wie ACTB odé&f@D1 bietet ALU den Vorteil, kein
»Single copy-Gen* zu sein und daher in humanen KKarnen, in denen haufig Deletionen,
Duplikationen oder Gen-Amplifikationen stattfindexts verlasslicherer Parameter zu wirken
(Weisenberger et al. 2005). Aul3erdem scheint ALl sensitiv bei der Analyse kleiner
DNA-Mengen zu sein, wie sie typischerweise im Semunfinden sind (Ebert et al. 2005). In
der vorliegenden Arbeit wurde zu diesem Zweck férrdpetitive ALU-Sequenz ebenfalls
eine Standardkurve erstellt (siehe Punkt 2.3.2)detien Hilfe zum einen die
Templatemengen von ALU im Patientenserum und zurerandn methylierter Standard-

DNA (Chemicon) ermittelt wurden.

2.4.2 Normalisierungsberechnung

Um eine moglichst hohe Fehlerreduktion bei den ees den einzelnen Messungen
entstehenden Abweichungen zu erzielen, wurde desddzenzsignal jeder

Methylierungsreaktion, unter Verwendung der folgemé&ormel normalisiert:

_ DNA-Menge fur methyliertes ,gene of interest” imrGen
normalisierte

DNA-Menge

DNA-Menge der ALU-Repeats im Serum
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Anschlie3end wurden fir die errechneten Daten égtimmte Grenzwerte die Zahl der
positiven Falle in Prozent bestimmt, wie auch irgdbmisteil inTabelle Zu sehen. Die
hierfir willkarlich ausgewahlten Grenzwerte entgwen 0, 0,005, 0,05 und 0,1.

2.5 Inter- Intra-Assay

Um die Frage zu klaren, ob es mdglich wére, altelié@ Arbeit erforderlichen Messungen
auch in Duplikaten statt Triplikaten zu messen watzdem eine vertretbare
Standardabweichung zu erhalten, wurde ein IntéralAssay durchgefuhrt. Hierzu wurden
innerhalb eines Tages 3 PCR-Durchgange, in demeilge2 Serummarker (HPP1;
NEUROG-1) plus das Referenzgen ALU gemessen wualsalviert. Es wurden 5 Seren
von gesunden Kontrollpersonen und 5 weitere voreRt&n in bereits metastasierten
Tumorstadien zufallig ausgewahlt. Einen Uberblibleridie erhaltenen Messergebnisse
liefern dieAbbildungen 3.2und3.6im Ergebnisteil. An dieser Stelle sei vorweggen@anm
dass aufgrund der niedrigen Standardabweichungrgdikate untereinander, der
reproduzierbaren Methylierungsmessungen in derfatiseren und nicht zuletzt zur
optimalen Nutzung des limitierten Materials letdtlidie Entscheidung zur Messung in

Duplikaten fiel.

2.6 Patientenkollektive (Sets)

Das fir die Messungen verwendete Serum wurde prapézw. im Rahmen von Routine-
Blutentnahmen (gesunde Kontrollpersonen) gewonnemuit unterschiedlichen
Fragestellungen in 3 verschiedenen Patientenkolk{Sets) gemessen, wie im Folgenden

erlautert.

2.6.1 Trainings-Set

Ziel dieses aus 32 gesunden Kontrollpersonen uritatfinompatienten im Stadium UICC
IV bestehenden Sets sollte die Vorauswahl von mabglisensitiven Markern sein, die fr
eine Ubernahme in Prognose- bzw. Screeningset isnr@ien keinerlei Methylierung in den
Promotorregionen zeigten bzw. eine ausgepragteWiething in den fortgeschrittenen
Stadien aufwiesen. Das Durchschnittsalter fir ésugden Kontrollpersonen im Set betrug
59 Jahre mit einer Altersverteilung von 23 bis 88rén. Das Geschlechterverhaltnis teilte

sich in 13 méannliche und 19 weibliche Kontrollperso auf.
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Alle Kontrollpersonen erhielten eine Koloskopie eiveils unauffalligem Befund und boten
auch sonst keinen Hinweis auf eine andere maligkeaikung. Fur die Karzinompatienten
im Alter zwischen 31 und 80 Jahren betrug das Bsaignittsalter 64 Jahre. Davon waren
40,6% mannlichen Geschlechtes. Zwischen beideng@érupestanden keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Alters-/ bzw. Geschleehteeilung (Geschlecht: P=0,7526,
Fisher's exact test; Alter: P=0,4049, Mann-Whittest).

2.6.2 Tumorstaging-Set

Das Tumorstaging-Set setzte sich aus 11 Patiereaprim Stadium UICC |
(Durchschnittsalter 61 Jahre; Altersverteilung #®-Jahre) und 29 Serumproben im Stadium
UICC Il (Durchschnittsalter 58 Jahre; Altersvdrag 54 - 84 Jahre), sowie aus 37 bzw.18
Proben aus den UICC-Stadien Il (Durchschnitts@@&dahre; Altersverteilung 41 - 85 Jahre)
bzw. dem bereits metastasierten Stadium UICC I\W¢bschnittsalter 66 Jahre;
Altersverteilung 50 — 83 Jahre) zusammen. Auchiesam zweiten Set bestanden zwischen
den einzelnen Tumorstadien keine statistischenrScttieede im Bezug auf das
durchschnittliche Alter der Patienten oder die Gésthterverteilung (Geschlecht: P=0,7239,
Chi Quadrat Test); Alter: P=0,3655 (one-way ANOVKNI)it der Differenzierung zwischen
den einzelnen Tumorstadien sollte eine weitere liirhg der Sensitivitat und eine noch
gréRere Trennscharfe auf der Suche nach friheneévtader Karzinogenese erreicht werden.
Weiterhin sollte gemal einer weiteren Arbeitshypsehdie Frage geklart werden, ob ein
linearer Zusammenhang zwischen der Zunahme dewyhsgten DNA-Menge, d.h. einem als
positiv gewerteten Marker und den unterschiedlichemorstadien mit steigender

Infiltrationstiefe bzw. Metastasierung besteht.

2.6.3 Test-Set

Das Test-Set sollte zum einen der Bestatigung dgglihisse aus dem Trainings- bzw. dem
Tumorstaging-Set dienen und zum anderen die Repiertharkeit der Daten an einer
gréfReren Stichprobe mit Fokus auf die Frihstadegrkadrzinogenese bzw. pramaligne

Lasionen wie Polypen zeigen.
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Das Test-Set beinhaltete insgesamt 182 Serumprdbaean 45 gesunde Kontrollpersonen
(Durchschnittsalter 63 Jahre (von 31 der 45 Persoedugbar); Altersverteilung 44 — 81
Jahre), 40 Adenome mit einer Grol3e von Uber 1cnaiehnittsalter 63 Jahre;
Altersverteilung 43 — 73 Jahre) sowie 27 Proben tadi@m UICC | (Durchschnittsalter 64
Jahre; Altersverteilung 44 — 83 Jahre) und 70 RrammeUICC-Stadium Il (Durchschnittsalter
68 Jahre, Altersverteilung 37 — 91 Jahre). Auctli@sem Set bestanden keine statistischen
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen imd@aatiAlters- oder
Geschlechtsverteilung (Geschlecht: P=0,7289, Fislexact test; Alter: P=0,0814 (Mann-
Whitney-test).

2.6.4 Flow-Chart (Gesamtaufbau)

Zur Veranschaulichung der einzelnen Sets und d&m damessenen Biomarker soll zum

Abschluss dieses Kapitels noch einmal die folgeholgildung dienen:

Gesamtserumproben(n=324)

y v v

Trainings-Set Tumorstaging-Set (n=95) Test-Set (n=182)
(n=47)
UuiCCl (n=11) Gesunde (n=45)
Gesunde (n=32 UiCC Il (n=29) Adenome (n=40)
Karzinome (n=15) UICC Il (n=37) UiICCI (n=27)
UICC IV (n=18) UICC Il (n=70)
VL \4 “
gRT-PCR gRT-PCR gRT-PCR
APC, CACNALG, HLTF, HPP1, NEUROG1 NEUROG1
CDH1, HLTF,
hMLH1, HPP1,
IGF2, MDR1,
MGMT, MINT2,
MINT 31,
NEUROGI, p16,
RUNX3, SOCS1,
TIMP3

Abbildung 2.7 Flow-Chart aller enthaltenen Sets wtel darin gemessenen Marker
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Insgesamt wurden 324 Serumproben auf geeigneteeviatk Detektion kolorektaler
Karzinome analysiert. Im Training-Set mit gesund@mtrollpersonen und Seren von
Patienten mit metastasierten Stadien (UICC V) wartshsgesamt 16 Gene mit der qRT-PCR
auf ihren Methylierungsstatus untersucht. Das Twtaging-Set beinhaltete 95
Karzinomseren jeden Stadiums. In ihm wurden diaéhrdefinierten Auswahlkriterien aus
dem Trainings-Set verbliebenen Marker HLTF, HPPdA NEUROG-1 getestet.

Um die Ergebnisse zu verifizieren, wurde anschhelien Testset an einer Stichprobe von
182 Seren gesunder Kontrollpersonen, Adenom- umdik@mpatienten der UICC-Stadien |

und 1l der Marker NEUROG-1 nochmals analysiert.

2.6.5 Serum-Tumor-Korrelationsset

Dieses Set umfasste 10 Patienten mit einem Duralttsditer von 68 Jahren, einer
Altersverteilung von 50-87 Jahren und 8 mannlichved 2 weiblichen Personen und sollte
zeigen, dass zwischen dem koloskopisch erfasster@Rumor und dem entnommenen
Serum der Patienten ein signifikanter Zusammenhbastand und dieselbe epigenetisch
modifizierte Tumor-DNA auch in beiden Medien nackshkar sein musste.

Eine Zusammenstellung aller Eigenschaften der dlesnhriebenen Sets liefdiabelle 2.3

Tabelle 2.3: Patientencharakteristika von Trainiigsumorstaging-/ und Test-Set

Trainings-Set Tumorstaging-Set Test-Set
(n=47) (n=95) (n=182)
n m w |Alter mnmax | n m w |[Alter min-max | n m w | Alter min-max
Gesunde 32 13 19 59 23-80 45 21 24| 63* 44-81
Adenome! 40 28 12 63 43-73
UICC | 11 4 7 61 45-70 27 13 14 64 44-83
uiCcClIl 29 12 17 68 54-84 70 27 43 68 37-91
uICC Il 37 16 21 66 41-85
UiCC IV 15 5 10 64 31-80 18 10 8 66 50-83

* Daten von 31 Patienten verfugbar

! GroRe der Adenome > 1cm

n Anzahl méannlicher und weiblicher Testpersonen
m Anzahl méannlicher Testpersonen

w Anzahl weiblicher Testpersonen
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2.7 Statistische Analyse

Zur Ermittlung der Geschlechterverteilung zwiscden drei Einzelsets wurden der Pearson's
Chi Quadrat-Test, und der exakte Fisher-Test, sdai@Nilcoxon-Mann-Whitney-Test bzw.
die einfache univariate Varianz-Analyse (ANOVA) Rniifung der Altersverteilung
herangezogen. Auch zur Korrelation der erhobendarDait klinisch-pathologischen
Eigenschaften dienten der Pearson's Chi Quadratdevexakte Fisher-Test. Alle diese
statistischen Analysen wurden unter VerwendundPdism 4-Software (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA) durchgefuhrt. Um die Konfidemtervalle fur die Sensitivitat eines
einzelnen Gens zu bestimmen, wurde Algorithmus vo@mspin (freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von A. Crispin, Universitat Minen) genutzt.

Die ROC-Analyse war erforderlich, um den TreshhGigtle fir den Marker NEUROG-1
(Punkt 2.3.1) zu definieren. Diese statistischelysewurde mit der SPSS-Software Version
16.0 (SPSS, Inc. Chicago, IL, USA) erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Methodische Entwicklung

3.1.1 Inter-Intra-Assay

Wie bereits im Abschnitt Materialien und Methodesdieieben, finden sich in den

LudpMaximilians-Universitat Minchen

folgenden Abbildungen 3.1 und 3.2 die Ergebnisseldter- Intra-Assays, der zur

Evaluierung der Standardabweichung zwischen derelfitessungen durchgefihrt wurde

und damit ein weiteres Qualitatsmerkmal dieser t$niehung beinhalten sollte.

Inter-Intra-Assay GESUNDE

1. Lauf 2. Lauf 3. Lauf Statistik

Marker | Ct(l) Ct(2) Ct(3 X o |Cct@@) ct@ ct@ X oy |ct@ ct@ ct@ X oy Vai;‘Ko/f)x) ,

ALU 2347 238 2359 2362 0,17 21,38 21,69 2167 21,58 0,17 | 18,83 1899 18,99 1894 0,09 | 067 0,05

Ges. 1 HPP1 0 0 0 nd. nd. 0 0 0 nd. nd. 0 48,12 0 nd. nd. n.d. n.d.
NEUROGL | 42,07 42,07 434 4251 077| 0O 4764 4941 nd. nd. | 0 0 4483 nd. nd | nd  nd

ALU 27,77 27,98 27,87 27,87 0,11 |2584 2584 2602 259 01 | 234 2341 2371 2351 018| 05 004

Ges. 2 HPP1 0 0 0 nd. nd. 0 0 0 nd. nd. 0 0 0 nd. nd. n.d. n.d.
NEUROGL | 43,52 43,77 4024 4251 197 | 40,55 4844 0 nd. nd |4567 4753 4513 46,11 1,26 | nd.  nd.

ALU 2342 22,96 2383 234 0442152 21,3 2202 21,61 037 | 194 1937 19,27 1935 007 | 1,36 01

Ges. 3 HPP1 0 0 0 nd. nd. 0 0 0 nd. nd. 0 0 0 nd. nd. n.d. n.d.
NEUROGL | 42,58 48,89 4153 44,33 3,98 |47,78 4621 0 nd. nd |41,77 4084 0O nd. nd | nd  nd.

ALU 24,85 2502 2522 2503 0,19 | 22,68 22,63 2276 22,69 0,07 |20,56 20,49 20,65 20,57 0,08 | 048 0,04

Ges. 4 HPP1 0 0 0 nd. nd. 0 0 0 nd. nd. 0 0 0 nd. nd. n.d. n.d.
NEUROGL | 42,6 46,1 4318 43,96 1,88 |42,83 4425 4909 4539 328 | 0O 4821 4788 nd nd | nd  nd.

ALU 2368 23,78 23,83 2376 008 |21,79 21,73 219 2181 0091937 1953 19,5 1947 009 | 038 0,03

Ges. 5 HPP1 0 0 0 nd. nd. 0 0 0 nd. nd. | 47,88 0 0 nd. nd. n.d. n.d.
NEUROGL | 37,98 384 37,98 3812 00243838 39,69 3873 3893 068 |3965 37,99 3794 3853 097 | 1,64 0021

Ges. — Gesunde Kontrollpersonen
Ct — Treshold-Cycle

o, — Standardabweichung

VarK — Variationskoeffizient (k)

X - Mittelwert

O, - Varianz

Abbildung 3.1: Inter-Intra-Assay an gesunden Koltprersonen
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Inter-Intra-Assay M-STADIEN

1. Lauf 2. Lauf 3. Lauf Statistik

Marker |Ct(l) Ct(2 Ct(3 X o, |Ct@) Ct(2 Ct(3) X o |Ct(1) Ct@) Ct@) X o |VaKK &,

ALU 25,72 2516 24,99 2529 0,38 |23,07 23,06 2230 2281 0,44 (20,77 20,18 19,90 20,28 0,44 1,85 0,14
Pat. 1 HPP1 36,37 37,77 3759 37,24 0,76 | 37,25 37,56 37,50 37,44 0,16 | 39,17 39,46 38,42 39,02 0,54 1,29 0,16

NEUROG1 | 4353 35,6 34,81 37,98 4,82 |36,41 3469 3762 36,24 1473659 3592 36,08 3620 0,35 6,02 0,74

ALU 22,18 22,02 22,92 22,37 0482025 20,23 20,11 20,20 0,08 17,63 17,97 17,90 17,83 0,18 1,22 0,08
Pat. 2 HPP1 35,02 34,47 3494 34,81 0,30 | 34,62 34,19 3442 3441 0,22 36,02 3543 3534 3560 0,37 0,84 0,10

NEUROG1 | 36,65 36,11 37,31 36,69 0,60 |36,21 39,21 37,34 37,59 1552|3760 37,75 36,56 37,30 0,65 2,48 0,31

ALU 22,58 22,48 22,41 22,49 0,09 |20,07 2002 20,11 20,07 0,05 (1793 17,43 17,76 17,71 0,25 0,64 0,04
Pat. 3 HPP1 36,46 36,91 36,84 36,74 0,24 |3562 3556 3571 3563 0,08 (3685 37,06 37,33 37,08 0,24 0,51 0,06

NEUROG1 | 40,56 40,66 40,43 40,555 0,12 | 40,91 42,69 40,51 41,37 1,16 | 39,09 43,43 40,88 41,13 2,18 2,81 0,38

ALU 2429 2428 24,33 2430 0,03|2221 2243 21,98 2221 0,23|1956 19,75 19,84 19,72 0,14 0,60 0,04
Pat. 4 HPP1 42,77 43,52 0 n.d. nd. | 42,19 0 42,89 nd. nd n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

NEUROG1 | 43,27 39,81 41,05 41,38 1,75|39,51 41,21 4195 4089 1,25|4187 41,83 39,82 41,17 1,17 3,38 0,46

ALU 21,56 21,47 20,92 21,32 0,35 19,15 18,69 19,17 19,00 0,27 [ 17,39 16,94 16,92 17,08 0,27 1,54 0,10

Pat. 5 HPP1 38,17 38,49 38,07 3824 0,22 37,37 36,71 37,47 37,18 0,41 (39,73 39,64 39,03 3947 0,38 0,88 0,11

NEUROG1 | 39,27 38,64 38,29 38,73 0,50 |39,91 39,95 40,93 40,26 0,58 | 42,09 40,05 40,83 40,99 1,03 1,75 0,23

Pat. — Patienten mit kolorektalem Karzinom im metastasierten Stadium UICC IV
Ct — Treshold-Cycle

o, — Standardabweichung

VarK — Variationskoeffizient (k)

X - Mittelwert

On - Varianz

Abbildung 3.2: Inter-Intra-Assay in metastasiarieumorstadien (UICC 1V)

Bei der Auswertung des Assays féllt auf, dass direegsene Methylierungsfrequenz bei den
Serumproben im bereits metastasierten StadAlb.: 3.2)sehr viel hdher ist als bei den
Kontrollseren(Abb.: 3.1) Weiterhin bleibt die Standardabweichung bei nalaten

Triplikaten sehr niedrig und erreicht als Maximui® Einzige Ausnahme ist das Gen
NEUROG-1, welches nur selten Standardabweichun@eaufweist. Durch die sehr kleine
Menge an DNA, die vom Tumor ins Blut freigesetztdykann mit den verfligbaren
Melimethoden trotz exakter Austestung der Reaktiaisgpgngen wahrscheinlich derzeit
keine genauere Analyse erzielt werden. Ein Verpleid einer ahnlichen Fragestellung eines
solchen Assays war jedoch aufgrund der verfiigbaegarilage nicht moglich. Auffallig ist
der Vergleich der 3 PCR-Durchgange (,Lauf 1, 2, @9 Serumprobe (,Ges. 1“ bzw.

~Pat.1*) untereinander. Hierbei lasst sich einatielgrolRe Abweichung der Mittelwerte der

Fluoreszenzsignale der Triplikate erkennen.
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Eine mogliche Erklarung hierfur ware die leichter&®derung der Reaktionsbedingungen
wahrend des Testtages: das Auftauen der Probemwdiestets auf Eis gelagert wurden aber
doch nicht zwischen den Laufen wieder eingefrorenden oder auch, trotz grof3er Sorgfalt,
kleinere Ungenauigkeiten beim Pipettieren der AresdDer Standardfehler, als Mal3 der
Streuung der Stichprobenmittelwerte, lag exkludEJROG-1 bei unter 0,2.

Der Variationskoeffizient, auch als Mal} fiir dieatele Standardabweichung bekannt, besal3
ein Maximum von 6%. Aufgrund der niedrigen Standamleichung der Triplikate
untereinander, der bis auf eine Ausnahme (,,Pat,HPP1“) reproduzierbaren
Methylierungsmessungen in den Patientenproben (tfAdi&n“) und nicht zuletzt zur
optimalen Nutzung des limitierten Materials (aud fiimdie DNA-Isolation eingesetzten
Serums erhielt man 30ul Bisulfit-behandelte DNAnwer je 2ul pro PCR eingesetzt

wurden) fiel letztlich, wie bereits erwahnt, die &gtteidung zur Messung in Duplikaten.

3.2 Trainings-Set

Um gro3tmoglichste Sensitivitat und Trennscharfektgebnisse zu erzielen, wurden 16
Methylierungsmarker in unterschiedlichen Patientdektven mit steigenden
Anforderungen an den einzelnen Marker gemessentm@@asings-Set, Tumorstaging-Set und
das Test-Set (Punkt 2.6.4).

Im Trainings-Set, bestehend aus 32 gesunden Kggersbnen und 15 Karzinomseren im
metastasierten Stadium, sollte untersucht werdedjeobinzelnen Marker schon im Serum
gesunder Patienten eine Methylierung aufwiesenwiadtark diese Methylierung war. Ziel
war es, Marker zu identifizieren, die eine gutekiiiminierung zwischen Gesunden und
kolorektalen Karzinomen erlauben. Wir gingen dalasioth aus, dass ein Marker, der bereits
im Gesunden eine starke Methylierung aufwies, kgurte Diskriminierung zwischen
gesunden Kontrollen und den Friihstadien UICC |liigewahrleisten konnte. Die Seren aus
den bereits metastasierten Stadien wurden intéguerdie Marker herauszufinden, die in
fortgeschrittenen Stadien eine hohe Methylierurtgsaafwiesen. Im Vergleich zu Markern
mit geringer Methylierung in UICC 1V sollten dieseakker eine hohere Methylierung in
UICC | und Il aufweisen. In diesem ersten Set wardie 16 Ausgangsmarker, inklusive der
funf Marker des CIMP-Panels, die in der Literatardits als methyliert in kolorektalen
Karzinomen beschrieben wurden, eingeschlossen (BRCNA1G, CDH-1, IGF-2, HLTF,
hMLH-1, HPP1, MDR-1, MGMT, MINT-2, MINT-31, NEUROGP16, RUNX-3, SOCS-1
und TIMP-3).
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Die Ergebnisse der Promotor-Methylierungsmessudgeses ersten Sets sindliabelle 3.1
dargestellt. Dabei wurde jedem Marker die zugel@figmplate-Menge (= Anzahl DNA-
Molekile), die zuvor mit einer Standardkurve eratittvurde, zugeordnet. An einer
definierten Stelle der PCR-Reaktion wurde daftrAtfeplifikationsrate fir jedes Gen per
Fluoreszenzsignal gemessen und anschlieBend rfetdéif Standardkurve die
dementsprechende DNA-Menge ermittelt. Zur Vereintgg sind an dieser Stelle alle auf
diese Weise ermittelten Daten mit P (= positivery\gezeigt. Die normalisierten
Originaldaten der PCR befinden sich im Anhang uhtdrelle 4.1
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Tabelle 3.1: Ergebnisse der Serummarker-Messunfraimings-Set (Seren von 32 gesunden
Kontrollpersonen (G) und vdnRatienten mit kolorektalen Karzinomen
im UICC-Stadium IV (K))

Referenz-Gen
9 - — 8 N < ™
E 0 < 7 o L T g ¥ - o) © N & &
|82 |5 |5 |6 |5 |2|e|8|d|c|2|3|g)¢
o I O = T < T = = o 2 o =
O] z
1 G P n.d. n.d nd n.d nd
2 G nd n.d nd n.d nd
3 G nd n.d P nd n.d nd
4 G P nd n.d nd n.d nd P
5 G nd n.d nd n.d nd
6 G nd n.d nd n.d nd
7 G nd n.d nd n.d nd
8 G nd n.d nd n.d nd
9 G P n.d n.d P - - n.d n.d n.d
10 G nd n.d P nd n.d nd
11 G P n.d n.d - P - n.d n.d n.d
12 G - n.d P n.d P - - n.d n.d n.d P
13 G nd n.d nd n.d nd
14 G P nd n.d nd n.d nd
15 G nd n.d nd n.d nd
16 G nd n.d P nd n.d nd
17 G nd n.d nd n.d nd
19 G P P P P
20 G P P
21 G P
22 G P P P P P
23 G P P P P
24 G P P
25 G P P
27 G P
28 G P
29 G P P P
30 G P P P P
31 G P P P
32 G P P
33 K P
34 K P P P P P
35 K P P P p P P P
36 K P
37 K P P P
38 K P P P P P P P P P
39 K P P P
40 K P P P P P
41 K P P P P P P
42 K P P P P P
43 K P P P P P P
44 K P P P P P P P P
45 K P P P P P
46 K P P P P P P P P P
47 K P P P P P P
n.d. — nicht gemessen
G — Gesunde Kontrollpersonen
K — Karzinom-Seren im Stadium UICC IV
P — anhand PCR-Reaktion ermittelte positive Messwerte, denen mit der Standardkurve eine definierte DNA-Menge zugeordnet
werden konnte

Im nachsten Schritt wurden die in Tabelle 4.1 (Ardj)aaufgefiihrten, mit der jeweiligen
Standardkurve ermittelten DNA-Mengen fir jeden Marknd jedes Serum auf das

Referenzgen ALU normalisiert.
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Dabei wurde der Quotient zwischen der Menge der ENAAeklle des Markers und der
DNA-Menge des zugehdrigen Referenzgens (ALU) fdej8erumprobe bestimmt

Die Ergebnisse sind Tabelle 3.2 zu entnehmen.

Tabelle 3.2: Normalisierung der DNA-Molekll-Mengaittels Referenz-Gen ALU

Referenz-Gen

9 3
—

@ < - - - - @) N < ™
gl BB gl Bl B B 5|58 8
Z 5] % S O o I 2 T = s =z o T 3 E
1 G B n.d. 0 n.d. 0 0 0 0 0 n.d. 0 n.d n.d. 0
2 |G 0 n.d. 0 n.d. 0 0 0 0 0 n.d. 0 n.d n.d. 0
3 G 0 n.d. 0 n.d. 0 0 A 0 0 n.d. 0 n.d n.d. 0
4 G 0 n.d. 0 n.d. 0 0 0 0 0 n.d. 0 n.d nd B
5 |G 0 n.d. 0 n.d. 0 0 0 0 0 n.d. 0 n.d n.d. 0
6 G 0 n.d. 0 n.d. 0 0 0 0 0 n.d. 0 n.d nd 0
7 G 0 n.d. 0 n.d. 0 0 0 0 0 n.d. 0 n.d nd 0
8 |G 0 n.d. 0 n.d. 0 0 0 0 0 n.d. 0 n.d n.d. 0
9 G A n.d. 0 n.d. 0 A 0 0 0 n.d. 0 n.d nd 0
10 |G 0 n.d. 0 n.d. 0 0 B 0 0 n.d. 0 n.d nd 0
11 |G C n.d. 0 n.d. 0 0 A 0 0 n.d. 0 n.d n.d. 0
12 |G 0 n.d. 0 n.d. 0 0 0 0 0 n.d. 0 n.d nd 0
13 |G 0 n.d. 0 n.d. 0 0 0 0 0 n.d. 0 n.d n.d 0
14 |G A n.d. 0 n.d. 0 0 0 0 0 n.d. 0 n.d n.d. 0
15 |G 0 n.d. 0 n.d. 0 0 0 0 0 n.d. 0 n.d nd 0
16 |G 0 n.d. 0 n.d. A 0 0 0 0 n.d. 0 n.d n.d 0
17 |G 0 n.d. 0 n.d. 0 0 0 0 0 n.d. 0 n.d. n.d. 0
18 |G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 A 0 0 0 0
19 |G 0 0 0 A 0 A 0 0 0 B 0 0 B 0
20 |G 0 0 0 0 0 B 0 0 0 A 0 0 0 0
21 |G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 B 0 0 0 0
22 |G 0 0 0 0 0 A 0 0 0 0 0 0 0 0
23 |G 0 0 0 A 0 A 0 0 0 0 0 0 A 0
24 |G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 A 0 B 0 0
25 |G 0 0 0 B 0 0 0 0 0 A 0 0 0 0
26 |G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
27 |G 0 0 0 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
28 |G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 A 0 0 0 0
29 |G 0 B 0 B 0 0 0 0 0 B 0 0 0 0
30 |G 0 B 0 B 0 0 0 0 0 A 0 B 0 0
31 |G 0 A 0 B 0 0 0 0 0 A 0 0 0 0
32 |G 0 0 0 B 0 0 0 0 0 D 0 0 0 0
33 |K 0 0 0 0 0 0 0 0 0 D 0 0 0 0
34 |K 0 0 0 0 B C D 0 B D 0 0 0 0
35 K 0 C 0 D D 0 D 0 0 D 0 A 0 0
36 |K 0 0 0 0 0 0 0 0 0 D 0 0 0 0
37 |K 0 0 0 0 B 0 0 0 A D 0 0 0 0
38 |K 0 0 0 B B B B A A D 0 0 B B
39 K B 0 0 B 0 0 0 0 0 D 0 0 0 0
40 |[K 0 B 0 B 0 0 0 0 0 D 0 A 0 0
41 | K 0 0 0 0 A 0 B 0 A D 0 0 0 0
42 | K 0 0 0 A A B B 0 0 C 0 0 0 0
43 | K C 0 0 A B 0 D 0 0 D 0 B 0 0
44 | K 0 0 0 B D B D 0 0 D 0 B B A
45 | K D 0 0 0 C 0 B 0 B D 0 0 0 0
46 | K C B 0 B A 0 B 0 0 B 0 A A 0

K 0 0 0 0 0 A A 0 0 D 0 A 0 0

G — Gesunde

K — Karzinome

Die in der Tabelle enthaltenen Einzeldaten wurden aus dem Quotienten der mittels Standardkurve
errechneten DNA-Menge des Einzel-Markers und der DNA-Menge des Referenz-Gens ALU bestimmt.
A — Grenzwert > 0

B — Grenzwert > 0,005

C — Grenzwert > 0,05

D — Grenzwert > 0,1
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Zur besseren Ubersicht wurden die OriginaldaterNaemalisierungsberechnung durch die
Buchstaben A bis D ersetzt, die jeweils einem besten Grenzwert entsprechen. Die
Originaldaten der Normalisierungsberechnung befirgleh im Anhang unter Tabelle 4.2.
Anschlie3end wurde fir die vier, willkirlich festggten Grenzwerte

(>0; >0,005; >0,05; >0,1) die Sensitivitat der eimen Marker in absoluten Zahlen und in
Prozentwerten ermittelt. Fur die nachfolgenden Saimorstaging-Set und Test-Set) wurde
ebenfalls die Methode zur Normalisierung, wie utenkt 3.2 beschrieben (normalisierte
DNA-Menge = Quotient aus Menge der DNA-Molekiile dM=rkers und der DNA-Menge
des zugehorigen Referenzgens ALU fir jede Serunepraigewandt.

Tabelle 3.3: Auswertung Trainings-Set unter Eridleung definierter Grenzwerte

3 o I N (c ol al o
12 |E|S | 5|E|(5|8|5|8|5|z2|8]| ¢
<| o |G8|el2|z|2|S|Q|>2]°= 213 =
3 < o =
>0 Gesunde [ n| 6 3 1 9 6 2 3 1 0 12 0 2 2 2
% 18,8 20,0 3,1 60,0 188 63 94 31 00 800 00 133 133 6,3
Metastasen | n | 8 3 0 8 5 10 10 1 5 15 0 6 5 3
% |53,3 20,0 0,0 53,3 33,3 66,7 66,7 6,7 333 100,0 0,0 40,0 33,3 20,0
>0,005| Gesunde |n | 2 2 0 6 1 0 1 0 0 4 0 2 1 1
%|63 133 00400 31 00 31 00 00 267 00 133 6,7 31
Metastasen | n | 4 3 0 6 4 7 9 0 2 15 0 2 3 2
% |26,7 20,0 0,0 40,0 26,7 46,7 60,0 0,0 13,3 100,0 0,0 13,3 20,0 133
>0,05 | Gesunde |[n| 1 0 0 O 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
%|31 00 00 00 OO OO 00 OO0 OO0 67 00 00 00 0,0
Metastasen | n | 3 1 0 1 1 3 4 0 0 14 0 0 0 0
%|20,0 6,7 00 67 67 200 267 00 00 933 00 00 0,0 0,0
>0,1 Gesunde |[n| O 0 0 O 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
%|00 00 00 00 00 OO0 00 OO OO0 67 00 00 00 0,0
Metastasen | n | 1 0 0o 1 0 2 4 0 0 13 0 0 0 0
%|67 00 00 67 00 133 267 00 00 867 00 00 00 0,0
Fur die vier willkurlich festgelegten Grenzwerte >0, >0,005, >0,05, >0,1 wurden fur jeden im Trainings-Set
enthaltenen Marker die Sensitivitaten in absoluten Zahlen und in Prozentwerten ermittelt. Fur APC waren
beispielsweise 6 gesunde Seren fir einen Grenzwert > 0 positiv, entsprechend einem Prozentsatz von 18,8%.
n — Anzabhl positive Félle
n.d. — nicht gemessen
grau unterlegt: Marker mit Sensitivitat > 50% und Falsch-Positiv-Rate < 10%

Als vielversprechende Marker mit hohem Potentialen Friiherkennung kolorektaler

Tumoren wurden Marker mit;

1. einer Detektionsrate von mindest&®o fir Karzinome und
2. einer Falsch-Positiv-Rate van10%

zur weiteren Evaluation in das nachste Set (Turagisgset) aufgenommen.
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Dementsprechend wurden alle Marker, die bei einefimiérten Schwellenwert (0; 0,005,
0,05 oder 0,1) mehr als 50 % der 15 Karzinomserassten und dabei weniger als 10% der
Proben als falsch positiv erkannten, fur die weitevlessungen verwendet. Diese Kriterien
erfullten nur drei, der initial 16 untersuchten Mear. HLTF/TPEF, HPP1 und NEUROGL1 (in

Tabelle 3.3grau unterlegt). Bei eine@ut-Offvon > 0 konnte fur HLTF in 6,3% der

gesunden Kontrollpersonen und in 66,7% der Karzseyen Promotor-Methylierung

nachgewiesen werden. Fir HPP1/TPEF betrug die AdzstMethylierung ebenfalls ohne

Schwellenwert in den gesunden Seren 9,4% und 6fji7#e Karzinomproben. Diese

Ergebnisse entsprechen der maximal erzielten 3atéifir diese Marker. Die dazu

komplementér gemessenen Spezifitdten lagen enktsgrédei 93,7% fur HLTF und 90,6%
fur HPP1/TPEF. Bei einem Cut-Off von > 0,05 warenNEUROG1 6,7% (entsprechend

einer Spezifitdt von 93,3%) der gesunden Kontradiseind 93,3% der Karzinomseren

methyliert, was dem besten Detektionsergebnis eatbiTabelle 3.3).

Die folgende Auflistung zeigt noch einmal die elmeeten Prozentwerte aller fur die

Publikation relevanten Marker mit den entsprechar#f#bo-Konfidenzintervallen (Andreas
Herbst mit Excel Sheets P1, Version 12.0 (A. CrisBiometrie des Klinikums der

Universitat Minchen); Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4: Identifikation geeigneter diagnostiscBerummarker im Trainings-Set

Grenz-

> 0,005 > 0,05
wert
Status Gesunde Karzinome Gesunde Karzinome Gesunde Karzinome
Anzahl
n=32 n=15 n=32 n=15 n=32 n=15
Proben
CACNA1G* | 20,0 (4,3-48,1) 20,0 (4,3-48,1)  13,3(1,7-40,5) 20,0 (4,3-48,1) 0,0 (0,0-21,8) 6,7 (2,0-31,9)
CDH1 3,1(0,1-14,2) 0,0 (0,0-21,8) 0,0 (0,0-9,5) 0,0 (0,0-21,8) 0,0 (0,0-9,5) 0,0 (0,0-21,8)
60,0
HLTF 9,4 (2,0-25,0) 66,7 (38,4-88,2)  3,1(0,1-14,2) (32,3-83.7) 0,0 (0,0-9,5) 26,7 (7,8-55,1)
46,7
HPP1 6,3 (0,7-18,2) 66,7 (38,4-88,2) 0,0 (0,0-9,5) (21.3-73.2) 0,0 (0,0-9,5) 20,0 (4,3-48,1)
IGF2* 60,0 (32,3-83,7) 533 (26,6-78.7) 40,0 40,0 0,0(0,021.8) 6,7 (2,0-31,9)
’ 1 1 1 ’ ’ (16,3'67,7) (16,3'67,7) 1 1 1 ’ 1 ’
MDR1 3,1(0,1-14,2) 6,7 (2,0-31,9) 0,0 (0,0-9,5) 0,0 (0,0-21,8) 0,0 (0,0-9,5) 0,0 (0,0-21,8)
N i 100,0 i 100,0 i 93,3
NEUROG1* | 80,0 (51,9-95,7) (78,2-100,0) 26,7 (7,8-55,1) (78,2-100,0) 6,7 (2,0-31,9) (68.1-99,9)
RUNX3* 13,3 (1,7-40,5) 40,0 (16,3-67,7) 13,3 (1,7-40,5)  13,3(1,7-40,5) 0,0 (0,0-21,8) 0,0 (0,0-21,8)
SOCs1* 13,3 (1,7-40,5)  33,3(11,8-61,6) 6,7(2,0-31,9)  20,04,3-48,1) 0,0 (0,0-21,8) 0,0 (0,0-21,8)
TIMP3 6,3 (0,7-18,2) 20,0 (4,3-48,1) 3,1(0,1-14,2) 13,3 (1,7-40,5) 0,0 (0,0-9,5) 0,0 (0,0-21,8)
* Daten von 15 / 32 gesunden Kontrollpersonen verfligbar
in Klammern sind die jeweiligen 95%-Konfidenzintervalle angegeben
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3.3 Tumorstaging-Set

Mit dem Tumorstaging-Set, bestehend aus 11 bzwaf@rien in den frihen UICC-Stadien |
und II, 37 Seren im UICC-Stadiums Ill und 18 Pakenim fortgeschrittenen UICC-Stadium
IV, sollten folgende Fragestellungen untersuchtdeer

Ob und wie gut die getesteten Marker, die aus deamifigset verblieben waren, zwischen
Frih- und Spatstadien zu diskriminieren vermoégersielin der Lage sind, Tumore in allen
Stadien zu erfassen und ob es aufgrund dieser Erkese moglich wéare, Marker mit dem
Ziel der Fruherkennung kolorektaler Karzinome andifi zu machen. Schlie3lich sollte ein
Screeningtest v. a. asymptomatische und frihethguapierbare Karzinome erfassen.

Die im Tumorstaging-Set gemessenen Marker waremwlier im Training-Set identifizierten
Marker: HLTF, HPP1/TPEF und NEUROG1. MethylierungiPromotor von HLTF wurde
nur in insgesamt 10 der eingeschlossenen 95 Patiggrien (entsprechend einer Sensitivitét
von 10,5 %) gefunden, HPP1-Methylierung in 19 getes Fallen (entsprechend einer
Sensitivitat von 20%). Fur beide Marker konnte eéln@ahme der Sensitivitat mit
Fortschreiten des Tumorstadiums beobachtet weAddrildung 3.3A und 3.3B).

Im Vergleich dazu wurde Promotormethylierung vontNEDGL1 in 63 von 95
Karzinomseren gefunden (entsprechend einer Setéitinon 66,3%), die mehr oder weniger
gleichmalig auf die einzelnen Tumorstadien verntedit: UICC-Stadium I: 72,7%, UICC-
Stadium II: 55,2%, UICC-Stadium Ill: 73% und UICGa8ium IV: 66,7% (Abbildung 3.3C).
Zwischen den einzelnen Tumorstadien wurden jedeafekstatistisch relevanten
Unterschiede festgestellt (univariate Varianzar@isIOVA, P=0,769). Damit konnte sich
nur methyliertes NEUROG1 als potentieller Markerdig Detektion kolorektaler Karzinome
in frihen Stadien qualifizieren und wurde in dageliSet, das Test-Set, eingeschlossen.
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Aufgetragen wurde die auf ALU normalisierte Zahl der methylierten DNA-Molekdle fur die drei
Gene HLTF, HPP1 und NEUROGL. Fir die Auswertung wurde die Zahl der positiven
Nachweise gezahlt und ausgewertet. Die graphischen Linien geben den Mittelwert der Log
norm. der DNA-Molekdile fur die Marker HLTF (A), HPP1 (B) und NEUROG-1 (C) in den
UICC-Stadien I, II, Il und IV an. Die Anzahl der analysierten Seren ist mit ,n“ angegeben.

Abbildung 3.3 A,B,C Verteilungsmuster der Pranoethylierung fir die Gene HLTF,
HPP1 und NEURD@ den kolorektalen Karzinomstadien
UICC | bis IV
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Um zu zeigen, dass die Methylierungsergebnissel@ugemessenen Seren auch mit den
Primé&rtumoren Ubereinstimmten, wurde an einer kleitichprobe von 10 Patienten (Serum-
Tumor-Korrelations-Set) sowohl das Serum als awHPdimartumor auf Promotor-
Methylierung getestet. Tatsachlich konnte in 7 ¥6rPatienten (entsprechend 70%) in
beiden Medien Methylierung von NEUROG1 nachgewiegerden. Das heil3t, es besteht
eine enge Korrelation zwischen der Methylierung MEUROG1 im Primartumor und dem
Serum.

(Abbildung 3.4).

#1 #2 #3  #4 #5 #6  #7 #8 #9 #10

ST ST ST ST ST ST ST ST ST ST

NeuroG1

# Probennummer der korrespondierenden Serum-/ und Tumorproben
S — Serumprobe
T — Priméartumor

Die NEUROG1-Methylierung wurde mittels PCR in den Bisulfit-behandelten Serumproben und den

korrespondierenden Primartumoren untersucht. Als Referenz wurden ALU-Repeats verwendet.

Abbildung 3.4: Ergebnisse des Serum-Tumor-KorrefetiSets

3.4 Test-Set

Das Test-Set umfasste Seren gesunder Kontrollpems@n= 45), Seren von Patienten mit
kolorektalen Adenomen (n = 40) und mit kolorektakarzinomen in den Stadien UICC |
(n=27) und UICC II (n = 70) und wurde speziell dig Detektion von Frihstadien und
préakanzerdsen Lasionen, als die mit dem besten taedel Erkrankung therapierbaren
Lasionen, ausgerichtet.

Schwerpunkte der Untersuchung waren:

1. die Bestéatigung der Zuverlassigkeit und Reprodbaideit der Ergebnisse aus dem
Training-Set bzw. Tumorstaging-Set an einer graf&techprobe,

2. die Austestung des aus den bisherigen Messurng@ameasensitivsten agierenden
Markers NEUROG1 in Serumproben von AdefPatienten.

57



Konstanze Rahmig LudpMaximilians-Universitat Minchen

Die Ergebnisse fur den Nachweis von NEUROG1-Me#hylng im Testset sind in
Tabelle 3.5dargestellt:

Tabelle 3.5: Auswertung und Charakteristika dest-Bets fur NEUROG1-Methylierung

Status Charakteristi ka Anzahl Anzahl der P=
Proben NEUROG1
positiven Proben
(Grenzwert >
0,089)
Gesunde Geschlecht mannlich 21 3 0,326
weiblich 24 1
Alter* <60 12 3 0,272
> =60 19 1
Adenom e Geschlecht mannlich 21 1 0,596
weiblich 19 2
Alter <60 14 2 0,276
> =60 26 1
Karcinom e Geschlecht mannlich 40 26 0,531
weiblich 57 33
Alter <60 31 21 0,503
> =60 66 38
Lokalisation proximal 27 13 0,163
distal 70 46
Tumorstadium UICC | 27 14 0,356
UICC I 70 45
Status Gesunde 45 4 < 0,0001
Adenome 40 3
Karzinome 97 59
* Daten von 31 der 45 Proben verfligbar
P wurde mit der Software Prism berechnet

Um die Korrelation NEUROG1 positiver Serumproben verschiedenen Parametern im
Test-Set zu Uberprifen, wurde der Pearson's Chih@tid est verwendet.

Um den optimalen Grenzwert (Cut-Off), d.h. die gnd@gliche Trennscharfe zum Erreichen
bestmdoglicher Sensitivitat und Spezifitat fir NEURDzu bestimmen, wurde eine Receiver-
Operating-Charakteristik (ROC) erstellt (SPSS Safty Version 17). Hierfur wurden den 45
gesunden Kontroll-Patienten des Testsets die 9Zik@nseren im Stadium UICC | und II
gegenibergestellt (Abbildung 3.5). Der mittels RRX@ve rechnerisch ermittelte Grenzwert
von 0,089 (Youden-Index) wurde anschlielend genutatdie Sensitivitdit von NEUROG1
fur Adenome und kolorektale Karzinome der UICC-&ad und Il sowie die korrelierende

Spezifitat zu erfassen.
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Wie ausAbbildung 3.5ersichtlich, liegt dieser optimale, rechneriscd gnaphisch ermittelte
Grenzwert fir NEUROG-1 bei 0,089 (Youden-Index &)B8entsprechend einer Spezifitat von
91,1%.

Mit einer Spezifitdt von rund 91% konnte NEUROGS4aain 7,5% der Falle Adenome, zu
51,9% Karzinome im Stadium UICC | und zu 71,4% Kaowme in den

UICC-II-Stadien detektieren (Abbildung 3.6).

ROC-Kurve
Flache unter der Kurve (AUC) = 0.7:
1.00 4 052
0.75 - =
06 057, 055,054

|
= 1
2 050 o073}
2 0.77¢" |
7 0.83
Q 1
” |
_ 1
0.5 099 !
1
1
|
0.00 I

| : [ | | |

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
0,089 1-Spezifitat

1

Youden -Index = 100 — Spezifitdt (91,1%)

8,9

Abbildung 3.5: Receiver-Operating-CharakteristikQ®) zur Evaluation grol3tmaoglicher
Sensitivitat und Spezifitik NEUROG1
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Nach Anwendung des in der ROC-
Analyse ermittelten optimalen
Grenzwertes fir NEUROG1 wurden die
Sensitivitaten fur Adenome, UICC I-/ und
UICC-II-Stadien bestimmt. Die grau
unterlegten Saulen reprasentieren die
Sensitivitat in jedem Erkrankungsstadium
und die schwarzen Balken die
korrespondierenden maximalen und
minimalen Sensitivitaten:
Sensitivitat: Adenome: 7,5%
UICC-I-Stadien: 51,9%
UICC-II-Stadien: 71,4%

Adenome UICC I UICCII

Abbildung 3.6: Sensitivitat und Spezifitat furlREOGL1 fir Adenome,
UICC-I- und UICC-lI-Karmmseren im Testset

Die statistische Analyse des Test-Sets (TabelleZ&ig), dass die Detektion des

Methylierungsmarkers NEUROGL eindeutig mit koloedéth Karzinomen, jedoch weder mit

gesunden Kontrollseren noch mit Adenomen assozmieftinivariate Varianzanalyse
ANOVA; P=0,0001). Von den Gesunden waren bei ei@enzwert von 0,089 4 von 45
Seren, entsprechend etwa 9 %, methyliert. Fir Ashenentsprach die Sensitivitat lediglich

7,5%. Fur Karzinome allerdings konnte eine Deteldrate von mehr als 60% nachgewiesen

werden. Alle anderen getesteten Kriterien, wie Al@&eschlecht, Tumorstadium und

Tumorlokalisation ergaben keine signifikante Koaitiln mit der Methylierung von
NEUROG1 im Serum.
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4 Diskussion

Kolorektale Karzinome gehéren zu den am haufigatdtretenden und mit einer hohen
Mortalitatsrate verbundenen Tumorerkrankungen wettvAllein in Deutschland versterben
jedes Jahr etwa 27.800 Menschen an dieser Erkrgrikeireiner Inzidenz von tiber 73.000.
(RKI, 2008; Zahlen fur 2004). Die Friherkennung @rdfernung prakanzeréser Lasionen,
wie Adenome oder kolorektale Karzinome in Frihgtagdkann nachweislich sowohl die
Inzidenz als auch Mortalitat kolorektaler Karzinowsgringern (Brenner et al., 2010;
Winawer et al., 1993; Citarda et al., 2001). UnsdgeZiel zu verwirklichen, wurden viele
Anstrengungen unternommen, diese Malignome in fiiBtadien zu erkennen. Die
Koloskopie stellt hierflir den Goldstandard dar istdlie Methode der Wahl im Hinblick auf
Diagnose- und Therapiesicherheit (Morikawa et #1052 Schonfeld et al., 2005). Trotz aller
bisheriger Bemihungen und wachsender Aufklarungdadh die Akzeptanz fir diesen
Screeningtest in der Bevdlkerung weiterhin geri@grst, 2010). Im Jahr 2008 lag die
kumulative Teilnahmerate der 55-74-jahrigen Marbearl5,5%, die der Frauen in der
gleichen Altersgruppe bei 17,2%. Die geringe Akaaptder Vorsorgekolskopie ist unter
anderem der Angst vor einem negativen Untersuctogfgsd, der Prozedur des
prainterventionellen Abflihrens,sowie der Erwarteirger als unangenehm empfundenen
bzw. mit Schmerzen verbundenen Untersuchung gesehiifiart et al., 1995; Inadomi et al.,
2008). Um dem Anteil an Personen, die ein erhohigikdrbesitzen, an kolorektalen
Karzinomen zu erkranken, dennoch ein alternativesaliren anzubieten und damit
zumindest einen weiteren Teil der Erkrankungerdentifizieren, wird seit Jahren an der
Verbesserung der Sensitivitat anderer Verfahrerbgéat. So wurde u.a. an der
Weiterentwicklung des FOBT in Form des FITs, soaneStuhltests zum Nachweis von
Tumor-DNA oder der Verbesserung der Nachweismolgéithmittels virtueller Koloskopie
geforscht. Ein weiteres moégliches und noch sehrgamgternativverfahren besteht in der
Detektion von spezifischen Zellbestandteilen aus d@lon und Rektum oder Tumor-DNA
in Bluttests. So wurden nach den Vorreitern Carembryonales Antigen (CEA) und des
Carboanhydrat-Antigens 19-9 (Ca 19-9), die wie it®Bngangs besprochen, unspezifisch
sezerniert werden und daher wenig sensitiv singiespuverlassiger erst weit fortgeschrittene
Tumorstadien erfassen konnen, auch genetischepigenetische Veranderungen von
Tumor-DNA im Serum nachgewiesen (Hundt et al., 2@)dransky et al., 2002; Diehl et al.,
2005, Leung et al. 2005).

61



Konstanze Rahmig LudpMaximilians-Universitat Minchen

Zu den in dieser Arbeit untersuchten epigenetisaferdnderungen gehdrte die Methylierung
von Promotorabschnitten in Genen mit FunktioneneinTdumorsuppression, Transkription,
der Differenzierung, DNA-Reparatur oder der Zellegkegulation. Durch die Messung in
den unterschiedlichen Proben-Sets wurde es mogiican erfolgversprechenden Marker zur
Detektion kolorektaler Friihstadien der Tumorgermsevaluieren. Nach den von unserer
Arbeitsgruppe konzipierten Qualitatskriterien, ktemvon den initial in das erste Set
(Trainings-Set) eingeschlossenen 16 Markern nurd#ne gestellten Anforderungen an die
Methylierungsverteilung entsprechen und erreicleiae Sensitivitat von > 50% bei einer
Falsch-Positiv-Rate von < 10%. Das waren die MaH®@P1/TPEF, HLTF und NEUROG-1,
die nach Messung im Trainings-Set in die nachfolgerfdlets (Tumorstaging-Set und Test-
Set) Ubernommen wurden. Im ersten Set, dem Treasrdeg, erreichten HPP1/TPEF und
HLTF ohne errechneten Schwellenwert eine maximialesivitat von jeweils 66,7% bei
einer komplementéaren Spezifitat von 90,6% bzw. @3 MEUROG-1 erzielte bei einem
Grenzwert von >0,05 das beste Detektionergebnigimer Sensitivitat von 93,3% bei einer
Spezifitat von 93,3%. Bei einem Schwellenwert vénio®5 wurden von NEUROG-1 sogar
100% der Karzinomseren erkannt, bei einer Spetzifaa allerdings nur noch 73,3%. Das
Tumorstaging-Set, in dem die verbliebenen MarkemT HLHPP1/TPEF und NEUROG-1
gemessen wurden und das eine Aussage zum Diskeimmngsverhalten dieser Gene in
unterschiedlichen Tumorstadien erlauben sollteshieadie folgenden Messergebnisse:
HLTF-Methylierung konnte in 10 der insgesamt 95 buseren nachgewiesen werden und
HPP1/TPEF in 19 der 95 Seren, wobei bei beiden &tarkine Zunahme der Sensitivitat mit
Fortschreiten des Tumorstadiums beobachtet werdemd&oPromotormethylierung von
NEUROG-1 trat mit einer Sensitivitat von 66,3% Biv®n 95 Seren auf. Im Unterschied zu
HLTF und HPP1/TPEF konnte NEUROG-1 jedoch bereittstadien wie UICC | und Il mit
einer Treffsicherheit von 72,7% bzw. 55,2% detektie HLTF oder HPP1/TPEF erfassten,
wie vorangegangene Arbeiten u. a. unserer Arbeipggg zeigen, v.a. Spatstadien der
Tumorgenese und sind, wie die 0.g. Ergenisse zekgmesfalls fir die Friherkennung
geeignet. Allerdings ist bei diesen Markern eindassliche Aussage zur Krankheitsprognose
unter Bertcksichtigung von Tumorgréf3e, Nodalstathus kernmetatstasierung moglich
(Wallner et al., 2006; Herbst et al., 2009).
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Im letzten Set, dem Test-Set, wurde NEUROG-1 naumal in Seren der UICC-Stadien |
und I, sowie in Adenom-Seren gemessen und korgiteiber maximalen Spezifitat von
91,1% (ROC-Analyse) 7,5% der Adenom-Seren, 51,924J8€C-I und 71,4% der UICC-II-
Stadien erfassen. Nach Korrelation der TumorgrdBkalisation, Alter oder Geschlecht der
Patienten und der NEUROG-1-Methylierung ergab sahe Signifikanz

Im Vergleich zu anderen, in der aktuellen Litergiublizierten Bluttests, kann NEUROG-1
ahnlich gute bzw. bessere Detektionergebnisseiw.&oforektale Frihstadien, wie UICC |
und I, vorweisen. So konnten 2007 bzw. 2008 ireeirepigenetischen Ansatz vbafton-
Day et al.fir die Kombination dreier neuer Biomarker, TMEFR&GFRund SEPT9, eine
Sensitivitat fur kolorektale Karzinome von 70% beaier Spezifitat von etwa vergleichbaren
90% nachweisen. Allerdings war dieses Ergebnis nteriBerucksichtigung der
Tumorstadien-Kombination UICC I, Il und Il méglickir die Frihstadien UICC [ und I
mit einer guten Langzeitiberlebensrate wurden jedocDurchschnitt nur etwa 60%
Sensitivitat, vergleichbar mit NEUROG-1 (UICC | k $ensitivitat: 64%), erreicht. Mit einer
Sensitivitat von 72,7% konnten UICC I-Stadien iedlmit NEUROG-1 sogar zu einem
hoheren Prozentsatz als mit dem erwéhnten MarkeelRafasst werden und ist damit der
beste derzeit evaluierte Marker im Serum. Unsegeliirisse, sowie die der Arbeitsgruppe
um Lofton-Dayzeigen, dass es sich beim Einsatz von Methyliemmagsern im Blut um
einen neuen ernstzunehmenden Screening-Ansatzlhatetainter Umstanden nach
entsprechender Weiterentwicklung auch konkurrengfgbgeniber bisher etablierten
Verfahren, wie dem FOBT, sein kdnnte.

Die aktuell als am besten einzustufenden Biomarnkkdam Gebiet der Detektion
kolorektaler Vorstufen der Karzinogenese, wie Adeapsind das bereits oben erwahnte
SEPT9 in Kombination mit einem zweiten Marker, AUXflur den die Arbeitsgruppe um
Ebertbzw. Lofton-Day et al., 200&it einer maximalen Sensitivitdt von 56% Adenome jeder
Grol3e nachweisen konnte. Im Vergleich dazu konntsechdNEUROG-1 lediglich 7,5% der
eingeschlossenen Adenom-Seren erkannt werdemeén Eolgestudie dieser Arbeitsgruppe
2010 erfasste SEPT9 allein 73% der kolorektalerzidkame aller Tumorstadien (45% waren
UICC Ill bzw. IV_Stadien) und ist damit insgesarohiechter einzustufen als NEUROG-1
(71,4 % fur UICC lI-Stadien). Die Kombination autX4 und SEPT9 konnte in 37% der
Falle Adenome und nur in 60% der Falle kolorekkdezinome jeden Stadiums im Plasma

nachweisen.
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Die Detektionsergebnisse des Carcinoembryonaleigéms (CEA) im Blut variieren sehr
stark und wurden mit Sensitivitdten zwischen 43% 6@fb stadienunabhangig fur alle
Tumore angegeben (Bombardieri et al., 1985; Canpdl@mstrom et al.,2002),.Weiterhin ist
dieser Marker erst in fortgeschrittenen Stadien déssig nachweisbar (Dukes A: 0-20%,
Dukes B: 20-40%) und damit fUr das priméare Scregomgeeignet (Araud et al., 1980; Safi
et al. 1988; Lau-Werner et al. 2003; Herszényi.2@08). Unbestritten ist jedoch seine
Bedeutung als prognostischer Parameter v.a. ima®ornachsorge durch die positive
Korrelation mit der rezidivfreien Uberlebenszeitgi#¢bo et al., 1978; Louhimo et al. 2002;
Lau-Werner et al. 2003).

Molekulare Stuhltests zum Nachweis kolorektalerZi@me, sowie Vorstufen der
Karzinogenese sind inzwischen ebenfalls immer gaufcegenstand der Forschung und
untersuchten in zahlreichen Studien Tumor-DNA imhSauf genetische und epigenetische
Veranderungen.

Im Bereich der Mutationen erzielte ein Marker-Paraei Ahlquist et al., 200QK-ras, p53,
APC und Bat-26) mit 82% die hdchste SensitivitatAienome bei einer maximalen
Spezifitat von 93% und erreichte damit das bestkdripublizierte Ergebnis. Fir Karzinome
wurden beKoshii et al., 2002nit einem Markerpanel, bestehend aus APC, p53,,DCC
hMLH1, D9S162, D9S171, und IFNA mit einer Senstéivivon 96,7% bei 100% Spezifitat
die besten Detektionraten bisher beschrieben. ditigs erfolgte auch hier keine separate,
stadienabhangige Auswertung der Ergebnisse, sdiastertragbarkeit auf kolorektale
Frihstadien nicht gegeben ist. Gegeniber der Aadfijsaler DNA-Marker hat die
Untersuchung auf methylierte DNA im Serum den dmgtenden Vorteil, dass das dafur
erforderliche Basismedium Blut komplikationslos Routineverfahren entnommen werden
kann. Weiterhin ist dieser Screeningtest wenigetekostensiv im Vergleich zur Analyse
fakaler DNA bzw. zu endoskopischen Prozeduren4¢800US-$ bzw. ca. 10.000US-$ pro
Lebensjahr; Imperiale et al., 2004; Woolf et abQ2; Sonnenberg et al., 2000) und wir
erwarten fur dieses Verfahren eine hohere Akzeptader Bevolkerung, da es im
allgemeinen als weniger problematisch angesehetdenatirfte, eine Blutprobe als eine
Stuhlprobe zu diagnostischen Zwecken, d.h. zumeBang kolorektaler Karzinome in
maglichst frihen Stadien, zu erhalten. Abgesehenrdast die Aufbereitung der Stuhlproben
sehr aufwéandig, die zum Entnahmezeitpunkt vorhbeisde Darmflora kann die Qualitat der
Analyse beeinflussen und es ist wurde zudem beswdmi dass auch andere Tumorentitaten,
die sich proximal des Kolons befinden, detektiegtden kénnen (Hundt et al. 2007; Osborn
et al., 2005).
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Bei den epigentischen Verdnderungen in molekul8tahltests erreichte SFRP2 mit einer
maximalen Sensitivitat fur Karzinome von 90% (Sf&#i77%) in einer Arbeit voMdller et
al., 2004 das beste Detektionergebnis. Fur fortgeschrittefenome variieren die
Nachweisraten zwischen 57% und 82% (Tagore e2@0D3; Dong et al., 2001 ; Ahlquist et
al., 2000). Trotz dieser guten Ergebnisse werdemrkatdre Stuhltests bisher nicht zum
Screening empfohlen (DGVS, ACS, USMSTF). Die Gruddgir sind vielfaltig und liegen
v.a. in bisher fehlenden Studienergebnissen fimasymatische Personen, den Kosten und
dem hohen Aufbereitungsaufwand (DGVS Leitlinie keldales Karzinom, 2008).

Im Vergleich zum klassischen FOBT, der mit sehialden und insgesamt mafdigen
Sensitiviaten zwischen 24 % und 71% fur kolorekkdezinome und geringen
Nachweisraten fur Adenome (Allison et al.,1996;dgemann et al.,1995; DGVS Leitlinie
kolorektales Karzinom 2008) ist ein Bluttest, wie BROG-1, zumindest bei der Detektion
der Karzinome dem FOBT in Sensitivitat und Speiiftteutlich Giberlegen. Allerdings konnte
fur den FOBT bereits eine durchschnittliche Senkdeigkarzinombedingten Mortalitéat von
23% gezeigt werden (Jorgensen et al., 2002), satiasss Testverfahren auch weiterhin zum
Screening, v.a. fur Nichtteilnehmer an der Koloskon der DGVS empfohlen wird; nicht
zuletzt auch wegen der der einfachen Anwendbarlteddn Patienten. Fir die postoperative
Nachsorge ist der FOBT jedoch nicht geeignet (DGVS)

Bei allen bisher erorterten Nachweisverfahren @@hkis, molekulare Stuhltests, FOBT)
misste sich an ein positives Testergebnis die ketepéndoskopische Untersuchung des
Darms anschliel3en.

Die Koloskopie selbst weist mit einer Sensitivitéh bis zu 95% fiur kolorektale Karzinome
und der hdchsten Erkennungsrate fir Adenome eierrdiherkennung erstklassiges
Verfahren auf und hat damit die grol3e BedeutungeimPdimarpravention (DGVS, 2008).
Die Koloskopie ermdglicht es, bereits kolorektalerstufen mit hoher Treffsicherheit und
hoher Spezifitat (94%-100%) zu erfassen und daraigitwicklung von Karzinomen zu
verhindern (Rex et al., 1997). Dazu ist in dieseaf3® kein anderes Verfahren in der Lage,
weshalb die Koloskopie an einer exponierten Pasitio Hinblick auf das Screening steht.
Limitationen der vorliegenden Arbeit, insbesonddee erarbeiteten Messergebnisse und
deren Auusagekraft ergeben sich u.a. durch mdeetiet interventionell auftretende
Schwierigkeiten. In besonderem Mal3e sichtbar wureke fiei dem Versuch der Detektion
von Adenomen in den Patientenseren, die mit eirasiBvitat von 7,5% aul3erst gering

ausfiel.
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Wahrscheinlich ist die Detektion im Serum mit deawaktuell vorhandenen Aufbereitungs-/
und Nachweismethoden einfach noch nicht zufriedd#iesid mdglich und bedarf der weiteren
klinischen Forschung. Auch die Lagerung der Seraimgm bei -80°C und das nachfolgende
Auftauen, das bis zur eigentlichen Messung mitumtenrmals geschieht, kénnte durch
partielle Zerstérung der DNA zu Verfalschungen degebnisse beitragen, wie bereits u.a. an
Spermien- und Blastozysten-DNA gezeigt (Hu et28(Q8; Kader et al., 2009). Mdgliche
Ursachen fur die geringen methylierten DNA-Mengdin,in den getesteten Adenomseren zu
finden waren, kbnnten zum einen die generell verpriieth Methylierungsraten in
karzinomatdsen Vorstufen, sowie weiterhin die gexiags Adenomen in die Blutbahn
freigesetzte DNA-Menge sein. Adenome besitzen vérchieine schlechtere Blutversorgung
gegenuber den Karzinomen, d.h. absterbende Zekeden eventuell nicht in die Zirkulation
abgegeben. Diese These stitzt u.a. eine ArbeiDamese et al., 2010n der erhdhte

Mengen frei zirkulierender DNA sowohl im Serum veatiBnten mit Polypen als auch, und
zwar mehr als doppelt so viel, mit kolorektalen {aomen gemessen wurde. Weitere
Arbeiten zu diesem Thema existieren @aidwell et al., 200@ndLi et al., 2009 die zeigen
konnten, dass eine Methylierung von Genen (SFRENIR) bereits in primaren Adenomen
nachweisbar und gegenuber kolorektalen Karzinoneetlidh vermindert ist.

Die Detektion von Methylierung im Serum von Adenatgnten wurde 2008 von
Gritzmann et alam Marker Septin-9 untersucht. Auch in dieser ®tikdnnte jedoch nur

eine Sensitivitat fir Adenome einer Grol3e > 1 cm etwa 20% erreicht werden; ein
Ergebnis, das die 0.g. eventuell zugrunde liegeftesen unterlegt.

Als einen weiteren Punkt, der die Ergebnisquatitéser Arbeit beeinflusst haben kdnnte,
ware die bereits oben kurz angesprochene Aufrengigier DNA in verschiedenen
Verarbeitungsschritten und die anschlieRende MegsganPCR (Aufbewahrung bei

-80°C, DNA-Isolation, Bisulfit-Behandlung, Erhitzgnn der PCR bis zu 94°C mit
Denaturierung der Polymerase) zu nennen (Jakubdde 40982; Mulhardt et al., 2006).

Zur Qualitatssicherung wurden hier zum einen di& Badingungen fur jeden Marker
separat ausgetestet und mittels Agarose-Gel opiisetpruft (Konzentrationen von Primer
und Sonde, MgGiKonzentration, Annealing-Temperatur). Vor allennwer eingesetzten
MgCl,-Konzentration ist ein erheblicher Einfluss auf Aldivitat der Polymerase, die
Annealing-Temperatur, die wéahrend des Amplifikatpmezesses entstehenden Spaltprodukte
und damit auf die Sensitivitdt der PCR bekannt fferdach et al., 1995; Khosravinia et al.,
2007).
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Zum anderen wurde ein Inter-Intra-Assay eingefidet,die Standardabweichung zwischen
den Einzelmessungen erfassen und damit eine rel@bbhntifizierung ermdglichen sollte.
Anhand des Assays wird deutlich, dass die Standareiahung gerade bei NEUROG-1
haufig > 1 ist und an dieser Stelle ebenfalls dehak Fehlerpotential enthalten ist. Ahnlich
fehlerbehatftet dirfte die Konstanz der Reaktionstzprdigen wahrend der 3 Messreihen des
Testtages sein, die sich an der relativ grol3en Adhweg der Mittelwerte der
Fluoreszenzsignale zeigt, und die trotz groRtegfatirnicht ganzlich verhindert werden
konnte.

Auch die Tatsache, dass pro Patient nur eine erlgtprobe zur Methylierungsanalyse auf
Karzinome bzw. kolorektale Vorstufen verwendet veyroirgt eine potentielle Fehlerquelle.
Angenommen, die Freisetzung von Tumor-DNA ist alsikonstanter Prozess und der
Primartumor als ein heterogenes Gewebe zu betrgactaeaunterliegt der Nachweis in dieser
einzelnen Serumprobe grofRen Schwankungen unddolginer hohen Falsch-Negativ-Rate.
Durch das invasive und infiltrierende Wachstum megressiven Veranderungen, wie
Verkalkungen oder Nekrosen, kann sicherlich niohjedem Anteil des Tumors genetisch
identisches Zellmaterial vorausgesetzt werden.iBdareder Vergangenheit wurde dieser
Aspekt vonWharton et al., 1998ntersucht und auf Basis der gewonnenen Erkersetzisr
Analyse ein Mix mehrerer Blutproben unterschiedlrdBetnahmezeitpunkte empfohlen, um
die Sensitivitat zu erhéhen. In der genannten Arpelang durch die Kombination dreier
Blutproben ein Anstieg von 34% bzw. 48% fur CK2@wbZEA auf insgesamt 74%
(CK20+CEA) gegenuber der Einzelmessung eines ddebdarker.

Seit langem bekannt ist ebenfalls der negativell&safvon EDTA-, Citrat- bzw. Heparin-
Zuséatze auf die Qualitat der PCR (Beutler et &901 Holodniy et al., 1991; Ding et al.,
2011). In der vorliegenden Arbeit wurde den Paérgraoperativ routinemafig EDTA-Blut
entnommen. Vorstellbar ist aus unserer Sicht eidgliche Verfalschung der Messergebnisse
durch die erfolgte Ungerinnbarmachung des Plasmiah diatriumcitrat-/ oder EDTA-
Zuséatze vor der weiteren Verarbeitung und Kryokonseung. So kbnnte EDTA als
Chelatbildner durch Komplexierung mit lonen wie Magium oder Eisen Einfluss auf die
Aufbereitung der Serumproben mittels Bisulfitbehamndl, an der eine Reihe von lonen-
Austauschprozessen beteiligt sind, haben oder aadndchlielRende PCR-Reaktion durch
Beeinflussung der Enzymaktivitat storen (Pschyrdn&0. Auflage; Khosravinia et al.,
2007). Auch eine beschleunigte Fragmentierung d&k Durch diese Substanzen ware
denkbar.
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Trotzdem verwendeten wir als unser Basismedium Sedardie Analyse der
Genmethylierung in Plasmaproben im Vergleich zw®groben stellenweise eine
verminderte Sensitivitat fur die darin analysier@ene offenbarte, (Lofton-Day et al., 2008).
Weiterhin wurde votumetani et al., 2006gezeigt, dass sich in Serumproben im Vergleich
zum Plasma rund sechsmal mehr frei zirkulierendé\ Difindet.

An dieser Stelle muss aul3erdem die Anzahl der suntaten Proben in den einzelnen Sets
kritisch betrachtet werden. Die gewonnenen Ergalerasis den eher niedrigen Fallzahlen
gestatten erst bei erneuter Messung in einem getif&atientenkollektiv eine reale
Ubertragbarkeit auf Patienten mit kolorektalen Kasmen und damit einen Einsatz von
NEUROG-1 in der taglichen Routine. Verbesserte DALAreinigungskits, die die ohnehin
geringen im Blut enthaltenen Mengen an Tumor-DNA&mMmehr quantifizieren, waren dafir
genauso erforderlich, wie die Fortsetzung der Suctod einem geeigneten Grenzwert, der
eine optimale Trennschéarfe zwischen gesunden khageri und Kandidaten mit kolorektalen
Vorstufen bzw. Karzinomen in Fruhstadien (UICC duh erlaubt. Eventuell lie3e sich auch
durch Kombination mit anderen Methylierungsmarké@mgSinne eines Markerpanels, die
Sensitivitat und Spezifitat noch steigern. Als niclgg Kandidaten seien hier ALX-4 und
Septin-9 genannt.

Uns gelang es in der vorliegenden Arbeit nicht, riite des bereits von in der Literatur
beschieben CIMP-Panels, bestehend aus den GeneN&KE, IGF-2, NEUROG-1,
RUNX-3 und SOCS-1 die Sensitivitat zu erhohen (\&elierger et al. 2006), da NEUROG-1
ohne den mittels ROC-Kurve errechneten Grenzweditsezu 100% sensitiv Karzinome
anzeigte (Ergebnisse Trainings-Set). Bei AnwendlegyGrenzwertes von 0,089 konnte eine
Sensitivitat fur den Einzelmarker NEUROG-1 von 9% 3ei einer Falsch-Positiv-Rate von
6,7% ermittelt werden. Eine weitere Zunahme desiieiiat konnte durch Kombination des
CIMP-Panels an dieser Stelle ebenfalls nicht enteierden.

Weitere Untersuchungen sollten auch mit NEUROG-d einem Mix an Patientenproben
verschiedener Entnahmezeitpunkte erfolgen, diewatere Sensitivitatssteigerung durch
Erh6hung der , Trefferquote” von Tumor-DNA im SerumAussicht stellen kénnten.

Mit NEUROG-1 konnten wir einen Serummarker ideatéren, der v.a. zwischen gesunden
Individuen und Patienten in Frihstadien der koltalek Karzinogenese zu diskriminieren
vermag und mit einer Sensitivitat von 51,9% (UIBGzw. 71,4% (UICC Il) und 93,3 bis

100% (UICC 1IV) einer der besten aktuell evaluierBEtummarker auf diesem Gebiet ist.
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Gesunde Personen und Patienten mit prakanzerésanka, wie Adenomen, wiesen nur
geringe Mengen methylierter NEUROG1-DNA in ihrenme8eauf, weshalb NEUROG-1 nicht
zur Detektion von Adenomen im Serum herangezogedemekann. Bereits beim Ubergang
zum friihen Karzinom konnte jedoch ein deutlichestfey dieser methylierten DNA
verzeichnet werden. Diese Veranderung im Methytigestatus von NEUROGL1 kénnte
kiinftig dazu genutzt werden, Patienten mit asympt@ohen karzinomatdsen Lasionen zu
identifizieren, die ansonsten, v. a. bei Persongmegenuber einer Vorsorgekoloskopie
ablehnenden Haltung, unentdeckt bleiben wirdeririegtt ware bei positivem Befund, d.h.
dem Nachweis methylierter NEUROG-1-DNA, wie beealanderen alternativen
Nachweismethoden, trotzdem die logische KonsequenR2urchfihrung einer kompletten
Koloskopie zur Befundsicherung.

Die Bedeutung von NEUROG-1 als diagnostischer Bitmgrawird auch durch die
Beobachtung weiter untermauert, dass die Promotbginerung im Serum gut mit der
Methylierung in den Priméartumoren korrelierte. Soki® in sieben von zehn Seren mit
positivem Methylierungsstatus von NEUROG1 auch Mighung im korrespondierenden
Primartumor gefunden werden. Eine denkbare Erk@fiindas Unvermdgen, in
methylierten Serumproben NEUROG1-Methylierung gepnauie im Primartumor
nachweisen zu kénnen, kdnnte wiederum die Hetertggeles Tumorgewebes sein.
Insgesamt lassen die in dieser Arbeit veroffentdiniErgebnisse den Schluss zu, dass, unter
Berucksichtigung und Korrektur der o.g. Limitationges Markers, mit dem Nachweis von
NEUROG1-Methylierung im Serum die Detektion kolasd&r Karzinome vereinfacht und
prospektiv eine gezielte Therapie von karzinomatdsgihstadien ermdglicht wird.

Und man kénnte denjenigen Menschen in Zukunft eqérzu tolerierenden Screeningtest
anbieten, die sich trotz des geringen interventiendrisikos einer endoskopischer
Untersuchung primar keiner Koloskopie unterziehénden. Und das werden nach aktuellen
Hochrechnungen des Zentralinstitutes fur die ka@z¢liche Versorgung in der
Bundesrepublik Deutschland (ZI) in Zukunft immechaa. 70% sein.

Abschlie3end sind zukiinftig sicher viele weiterate Untersuchungen erforderlich, um
auch prakanzerdse Lasionen zuverlassig im Blukteten zu kénnen. Vielleicht ist ein
spezifischer und sensitiver Nachweis dieser Lasia@@etber hinaus aufgrund der geringen
freigesetzten DNA-Mengen ins Blut bzw. dem zu eteradlen niedrigeren Anteil an
epigenetischen Verénderungen, wie der Promotorfietiing, in diesem Material auch

generell nicht mdglich.
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Fur die Erfassung karzinomatoser Frihstadien kklaler Karzinome, den UICC-Stadien |
und 11, ist mit dieser Arbeit ungeachtet desserwm@rterer Schritt zur Verbesserung der

Nachweisbarkeit dieser Tumorentitéat im Blut gelumge
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5 Zusammenfassung

Kolorektale Karzinome gehdren zu den am héaufigatdtretenden Malignomen in der
westlichen Welt. Jahrlich versterben etwa 12,4%asteDarmkrebs erkrankten Frauen und
14,3% der an Darmkrebs erkrankten Manner in Delgadhieran. Trotzdem ist der Anteil
der Menschen, die sich einer Koloskopie, dem sgagn Nachweisverfahren fur
Kolonkarzinome und Kolonadenome, unterziehen niedder Haemocculttest ist wenig
sensitiv. Aus diesen Griinden ist der Nachweis vatigiomen und pramalignen Lasionen
des Kolons und Rektums aus Serum oder Plasmabastweert. Neben dem klassischen
Tumormarker CEA, der nur mit geringer SensitivititAdenome und frihe Karzinome
Uberwiegend fortgeschrittene kolorektale Karzinaraehweisen kann, stellt der Nachweis
frei zirkulierender, methylierter DNA einen vielsprechenden neuen Marker zum Nachweis
von Tumor-spezifischer DNA im Blut von Tumorpatientdar.

Mit der vorliegenden Arbeit sollten Marker iderzifrt werden, die speziell zum Nachweis
pramaligner und friher maligner karzinomatoser dsdsn in Kolon und Rektum im Blut
geeignet sind. Hierzu wurden 16 potentielle DNA-Mgierungsmarker in einem Trainings-
Set aus Proben koloskopierter Gesunder und masifestorektaler Karzinome untersucht.
Von diesen 16 Kandidatengenen wiesen nach Messuigdinings-Set nur drei Marker eine
Detektionsrate von mindestens 50% flr Karzinomeebesdr Falsch-Positiv-Rate von < 10%
auf. Das waren: HLTF, HPP1/TPEF und NEUROG-1. BeiahschlielRenden Messung mit
angepassten Schwellenwerten im Tumorstaging-Set?d&en von Tumoren der Stadien I-
IV enthielt, konnte nur NEUROG-1 eine hohe Sengiétfir die Frihstadien UICC | bzw.
UICC Il erreichen. Fur die anschlieR3ende Messun@@st-Set, bestehend aus Serumproben
von Adenomen > 1 cm und Karzinom-Fruhstadien (UI@@d Il), wurde daher nur der
Marker NEUROG-1 verwendet. In diesem Probenkole&treichte NEUROG-1 eine
Sensitivitat von knapp 52% fir UICC I-Stadien urdd«/fur UICC II-Stadien bei einer
Spezifitat von 91%. Allerdings gelang es nur 7,586 ldenome im Serum zu detektieren.
NEUROG-1 ist somit ein neuer und vielversprechei@@um-Marker zur Diagnose und
potentiell auch Friherkennung karzinomatoser Fetish des Kolons. Fur den Nachweis
von Adenomen eignet sich NEUROG-1 aufgrund gerimigektionsraten auch im Vergleich
zu anderen Markern und Tests nicht. Fir Personerkeithe Koloskopie zur Vorsorge
wuinschen, konnte der Nachweis von frei zirkulieendhethylierter DNA eine sinnvolle

Alternative zum Haemocculttest darstellen.
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6 Anhang

Tabelle 4.1: Ergebnisse der Serummarker-Messurframings-Set (Seren von 32 gesunden
Kontrollpersonen (G) und vdnHRatienten mit kolorektalen Karzinomen
im UICC-Stadium 1V (K))

Referenz-Gen

Nr
Status
APC
CACNA1G
CDH-1
IGF-2
HLTF
hMLH1
HPP1
MDR-1
MGMT
NEUROG1
pl6
RUNX-3
SOCS-1
TIMP-3
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n.d. - n.d. | n.d. 131,94
n.d nd | nd 3262,22
n.d nd | nd 4241
n.d nd | nd | 154 1642,03
nd - nd | nd 555,26
n.d nd | nd 964,1
nd - nd | nd 643,55
n.d nd | nd 153,9
n.d nd | nd 3829,75
nd - nd | nd 544,68
2,74 | - n.d nd | nd 921,75
n.d nd | nd 0,4 17185,5
n.d nd | nd 424,1
nd - nd | nd 765,27
. -- n.d nd | nd 176,1

n.d - | nd |145| -- n.d nd | nd 3535,97
n.d nd | nd 5,04

0,12 118,3
-- 1066 - | 0,19 | -- 3,6 - 3,79 | -- 301,86
- | 3,63 | -- 0,53 202,8
- 4,5 288,6
2761,02
0,45 - 1,14 | -- 1540

0,12 - 10,37 | --- 31,96
- |1,93]| - 0,24 50,72
11,98

- | 2,64| - 202,8
0,15 58,79
7,8 - | 1,45| --- 2,22 239,6
292 | -- |0,86| --- 0,75 1,27 | - 151,94
081 | - |6,19| --- 0,22 298
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n.d. — nicht gemessen
G — Gesunde Kontrollpersonen
K — Karzinom-Seren im Stadium UICC IV
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Tabelle 4.2: Normalisierung der DNA-Molekul-Mengeittels Referenz-Gen ALU

Referenz-Gen

0,124 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,056 | 0,000 | 0,049 | 0,000 | 0,008 2,876 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
0,059 | 0,031 | 0,000 | 0,016 | 0,002 | 0,000 | 0,010 | 0,000 | 0,000 0,040 | 0,000 | 0,003 | 0,005 | 0,000
0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,002 | 0,000 | 0,000 1,045 | 0,000 | 0,001 | 0,000 | 0,000

9 o
2 | L - - 3 o | - 0
RS & T o = = a & % 5 o 2 & g
Z 5| % S 3 0 T 2 T s s g 2 z 3 =
1 G | 0,008 n.d. 0,000 n.d. 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 n.d. 0,000 n.d. n.d. 0,000
2 G | 0,000 n.d 0,000 n.d 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 n.d 0,000 n.d n.d 0,000
3 G | 0,000 n.d 0,000 n.d 0,000 | 0,000 | 0,003 | 0,000 | 0,000 n.d 0,000 n.d n.d 0,000
4 G | 0,000 n.d 0,000 n.d 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 n.d 0,000 n.d n.d 0,009
5 G | 0,000 n.d 0,000 n.d 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 n.d 0,000 n.d n.d 0,000
6 G | 0,000 n.d 0,000 n.d 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 n.d 0,000 n.d n.d 0,000
7 G | 0,000 n.d 0,000 n.d 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 n.d 0,000 n.d n.d 0,000
8 G | 0,000 n.d 0,000 n.d 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 n.d 0,000 n.d n.d 0,000
9 G | 0,001 n.d 0,000 n.d 0,000 | 0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,000 n.d 0,000 n.d n.d 0,000
10 |G | 0,000 n.d 0,000 n.d 0,000 | 0,000 | 0,007 | 0,000 | 0,000 n.d 0,000 n.d n.d 0,000
11 |G | 0,070 n.d 0,000 n.d 0,000 | 0,000 | 0,003 | 0,000 | 0,000 n.d 0,000 n.d n.d 0,000
12 |G | 0,000 n.d 0,000 n.d 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 n.d 0,000 n.d n.d 0,000
13 |G | 0,000 n.d 0,000 n.d 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 n.d 0,000 n.d n.d 0,000
14 |G | 0,002 n.d 0,000 n.d 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 n.d 0,000 n.d n.d 0,000
15 |G | 0,000 n.d 0,000 n.d 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 n.d 0,000 n.d n.d 0,000
16 |G | 0,000 n.d 0,000 n.d 0,004 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 n.d 0,000 n.d n.d 0,000
17 | G | 0,000 n.d 0,000 n.d 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 n.d 0,000 n.d n.d 0,000
18 [ G | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
19 |G | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,000 | 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,012 | 0,000 | 0,000 | 0,013 | 0,000
20 |G | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,018 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,003 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
21 |G | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,016 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
22 |G | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
23 |G | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,000 | 0,003 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,000
24 |G | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,004 | 0,000 | 0,012 | 0,000 | 0,000
25 |G | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,038 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,005 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
26 |G | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
27 |G | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,013 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
28 |G | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,003 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
29 |G | 0,000 | 0,033 | 0,000 | 0,006 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,009 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
30 |G | 0,000 | 0,019 | 0,000 | 0,006 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,005 | 0,000 | 0,008 | 0,000 | 0,000
31 |G | 0,000 | 0,003 | 0,000 | 0,021 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
32 |G | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,030 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,134 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
33 | K 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 29,132 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
34 |K 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,006 | 0,061 | 0,541 | 0,000 | 0,012 20,619 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
35 |K 0,000 | 0,062 | 0,000 | 0,215 | 0,126 | 0,000 | 0,220 | 0,000 | 0,000 0,490 | 0,000 | 0,005 | 0,000 | 0,000
36 | K 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 11,581 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
37 |K 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,018 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,002 5,595 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
38 |K 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,008 | 0,021 | 0,033 | 0,025 | 0,001 | 0,001 0,763 | 0,000 | 0,000 | 0,008 | 0,006
39 | K 0,013 | 0,000 | 0,000 | 0,015 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 11,382 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
40 | K 0,000 | 0,040 | 0,000 | 0,006 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 6,873 | 0,000 | 0,003 | 0,000 | 0,000
41 | K 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,004 | 0,000 | 0,031 | 0,000 | 0,003 0,422 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
42 | K 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,004 | 0,001 | 0,007 | 0,011 | 0,000 | 0,000 0,057 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000
43 | K 0,063 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,033 | 0,000 | 0,141 | 0,000 | 0,000 0,191 | 0,000 | 0,008 | 0,000 | 0,000
44 | K 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,009 | 0,148 | 0,023 | 0,303 | 0,000 | 0,000 3,806 | 0,000 | 0,032 | 0,024 | 0,005
K
K
K

G — Gesunde Kontrollpersonen

K — Karzinom-Seren im Stadium UICC IV

Die in der Tabelle enthaltenen Einzeldaten wurden aus dem Quotienten der mittels Standardkurve
errechneten DNA-Menge des Einzel-Markers und der DNA-Menge des Referenz-Gens ALU bestimmt.
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