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Einleitung 6

1 Einleitung

1.1 Das Bronchialkarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Bronchialkarzinom zahlt in der Bundesrepublik Deutschland zu der dritthdufigsten
Krebserkrankung und ist mittlerweile fir mehr Sterbefalle verantwortlich als Brust-, Darm-,
Leber- und Bauchspeicheldriisenkrebs. Allein in Deutschland erkrankten im Jahr 2000 nach
Schatzungen des Robert-Koch-Instituts etwa 32.000 Manner und 10.400 Frauen an
Lungentumoren und die Tendenz ist steigend. Die meisten Patienten sind zwischen 50 und
70 Jahren alt. Das Durchschnittsalter der an Lungenkrebs erkrankten Menschen liegt bei
Mitte 60, wobei das Erkrankungsrisiko mit dem Alter zunimmt. Laut Statistischem Bundesamt
verstarben im Jahr 1999 in Deutschland 37.615 Patienten an einem Bronchialkarzinom,
darunter 28.192 Manner und 9.423 Frauen. Lungenkrebs stellt damit bei Mannern die
haufigste, bei Frauen die dritthaufigste krebsbedingte Todesursache dar (Robert Koch
Institut, www.rki.de).

Als Grund fur die Entstehung eines Bronchialkarzinoms gilt bei mindestens 85% der Falle der
Konsum von Tabak (Sekido et al. 1998). Die Welt-Gesundheits-Organisation schatzt, dass
bis zum Jahr 2025 weltweit jahrlich 10 Millionen Menschen an den Folgen ihres
Tabakkonsums sterben werden (Smith & Glynn, 2000). Aufgrund veranderter
Rauchgewohnheiten lasst sich seit Mitte der 80er Jahre beobachten, dass die Zahl der
weiblichen Todesfélle zunimmt, wohingegen sie bei Mannern leicht zurickgeht. Nach
aktuellen Umfragen rauchen in Deutschland von der Uber 18-jahrigen Bevdlkerung derzeit
28% der Frauen und 37% der Manner.

Neben dem Tabakrauch verursachen aber auch andere Schadstoffe in der Atemluft, wie zum
Beispiel Chrom-, Cadmium- oder Arsenverbindungen Lungenkrebs. Anders als
beispielsweise bei Brustkrebs gibt es beim Bronchialkarzinom noch keine Hinweise auf die
Vererbung spezieller Krebsgene. Die einzige Moglichkeit, die &uRerst aggressiven
Bronchialkarzinome zu heilen, liegt in deren friher Erkennung und der sofortigen
chirurgischen Behandlung. Meist jedoch haben Lungentumoren bereits eine gefahrliche
GrolRe erreicht, bevor sie uberhaupt diagnostiziert werden und die Patienten Symptome
zeigen. Die Chance, nach der Diagnosestellung die nachsten finf Jahre zu Uberleben, liegt -
seit den letzten 25 Jahren unverandert - bei nur 14% (Robinett & John, 2000).


http://www.rki.de/
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1.1.2 Histopathologische Klassifizierung
Bei den Bronchialkarzinomen handelt es sich um hochmaligne Lungentumoren, die alle tber
einen gemeinsamen Differenzierungsweg aus normalem Epithel entstehen (Sekido et al.

1998). Sie werden nach ihrem histopathologischen Erscheinungsbild in vier Typen (I-1V)

unterteilt:
SCLC NSCLC
(small cell lung cancer) (non-small cell lung cancer)
Kleinzelliges Bronchialkarzinom Plattenepithelkarzinom

Adenokarzinom

- Azinares Adenokarzinom

- Papillares Adenokarzinom

- Bronchiolo-alveolares Karzinom

- Solides Karzinom mit Schleimbildung

GroRzelliges Bronchialkarzinom

- grofdzelliges neuroendokrines Karzinom
- klarzelliges Karzinom

- basaloides Karzinom

- lymphoepitheliales Karzinom

20-25% aller Bronchialkarzinome sind kleinzellige Bronchialkarzinome (Sekido et al. 1998).
Dabei handelt es sich um hochmaligne Lungentumoren aus Zellen, die Reste einer
neuroendokrinen Differenzierung aufweisen. Der Tumor wéachst sehr rasch und metastasiert
schon fruh in seiner Entwicklung sowohl hamatogen als auch lymphogen.

Von den drei Untergruppen der NSCLCs sind die frih hamatogen metastasierenden
Adenokarzinome mittlerweile am h&ufigsten. Sie metastasieren vor allem ins Gehirn, die
Nebennieren, die Leber und das Skelett. Meist sind Gehirnmetastasen die erste klinische
Manifestation. Im Vergleich zu Patienten mit einem Adenokarzinom haben Patienten mit
einem Plattenepithelkarzinom eine bessere Prognose, da diese relativ langsam wachsen und
relativ spat in ihrer Entwicklung metastasieren. Zum Zeitpunkt der Diagnose weisen sie meist
einen lokalen Tumor auf und nur vereinzelt finden sich Metastasen in den hilaren
Lymphknoten. Hamatogene Metastasen sind zu diesem Zeitpunkt selten. Bei
Plattenepithelkarzinomen steht fest, dass sie in erster Linie durch das Rauchen verursacht
werden. Die frih metastasierenden, groRzelligen Bronchialkarzinome bilden mit 10% die
seltenste Gruppe innerhalb der Bronchialkarzinome. Sie stellen keine einheitliche
Tumorkategorie dar, sondern setzen sich aus entdifferenzierten Plattenepithel- und
Adenokarzinomen zusammen. In den meisten Lungenkarzinomen lassen sich verschiedene

histopathologische Anteile nachweisen.
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1.1.3 Diagnostik, Prognose und Therapie des Bronchialkarzinoms

Eine eindeutige Diagnose kann nur durch die Ausdehnung des Tumors und dessen genaue
histologische Einteilung gestellt werden. Neben einer ausfuhrlichen klinischen Anamnese
und korperlichen Untersuchung werden bildgebende Verfahren, wie beispielsweise ein
Roéntgenbild des Thorax zur Beurteilung herangezogen. Fiir das Staging der Tumore stellt
eine Thorax-Computertomographie die beste Methode dar. Weitere haufig eingesetzte
Untersuchungsmethoden sind die Thoraxsonographie, die Sputumzytologie und die
Bronchoskopie. Zusatzlich liefert eine Basislaboruntersuchung wichtige Informationen Uber
Gerinnung, Blutbild, Leber- und Nierenwerte. Auflerdem kann eine Vielzahl von
Tumormarkern im Serum bestimmt werden. Diese sind fir die Diagnostik allerdings weder
ausreichend spezifisch noch sensitiv, konnen aber bei der naheren Einteilung des
histologischen Typs hilfreich sein und sind fiir die Verlaufskontrolle nach Resektion des
Primartumors und den weiteren Therapieplan unverzichtbar. Die vier wichtigsten
serologischen  Tumormarker sind der Zytokeratinmarker CYFRA 21-1, das
karzinoembryonale Antigen (CEA), die neuronenspezifische Enolase (NSE) und das Pro-
Gastrin releasing Peptide (ProGRP). Ein postoperativer Markerabfall ist beispielsweise als
Zeichen fur das vollstandige Entfernen des Tumors, bzw. flir das Ansprechen auf eine
Chemotherapie zu sehen. Im umgekehrten Fall kann das Ausbleiben dieses Abfalls ein
Hinweis auf Metastasierung, einen Residualtumor oder Therapieversagen sein. Ein
vorzeitiger Wiederanstieg nach kurativer Resektion spricht in der Regel fiur ein Tumorrezidiv
(Manual des Tumorzentrums Minchen, Tumoren der Lunge und des Mediastinums, Hauck
et al. 2003).

Stage IIB

i (&
U g A

(A1
=R

T3NOMO

Visceral
Pleural

T3NOMO

T2N1MO

T2N1MO

Abbildung 1.1: Stadium IIB mit Tumoren groBer als 3 cm oder mit anderen T2 typischen
Merkmalen, wie dem Befall peribronchialer und/oder hilarer Lymphknoten, aus C.F. Mountain,
The International System for Staging Lung Cancer, 2000.
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Tabelle 1.2: Klinische TNM-Klassifikation.

T Primartumor

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden, oder Nachweis von malignen Zellen im Sputum oder
bei Bronchialspllungen, jedoch Tumor weder radiologisch noch bronchoskopisch sichtbar

TO Kein Anhalt fir Primartumor

Tis Carcinoma in situ

™ Tumor 3 cm oder weniger in gré3ter Ausdehnung, umgeben von Lungengewebe oder
viszeraler Pleura, kein bronchoskopischer Nachweis einer Infiltration proximal eines
Lappenbronchus (Hauptbronchus frei) @

T2 Tumor mit einem der folgenden Kennzeichen hinsichtlich GréRe oder Ausbreitung
Tumor mehr als 3 cm in grofiter Ausdehnung
Tumor mit Befall des Hauptbronchus, 2 cm oder weiter distal der Carina
Tumor infiltriert viszerale Pleura
assoziierte Atelektase oder obstruktive Entziindung bis zum Hilus, aber nicht der ganzen
Lunge

T3 Tumor jeder Grofle mit direkter Infiltration einer der folgenden Strukturen: Brustwand
(einschliellich Tumoren des Sulcus superior), Zwerchfell, mediastinale Pleura, parietales
Perikard, oder Tumor im Hauptbronchus weniger als 2 cm distal der Carina, aber Carina selbst
nicht befallen, oder Tumor mit Atelektase oder obstruktiver Entziindung der ganzen Lunge

T4 Tumor jeder GréRe mit Infiltration einer der folgenden Strukturen: Mediastinum, Herz, grofRe
Gefale, Trachea, Osophagus, Wirbelkérper, Carina; oder Tumor mit malignem Pleuraerguss b

N Regionare Lymphknoten

Nx Regionare Lymphknoten (LK) kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in ipsilateralen peribronchialen LK und/oder in ipsilateralen Hilus-LK
(einschlief3lich einer direkten Ausbreitung des Primartumors)

N2 Metastasen in ipsilateralen, mediastinalen und/oder subkranialen LK

N3 Metastasen in kontralateralen mediastinalen, kontralateralen Hilus-, ipsi- oder kontralateralen

Skalenus- oder supraklavikularen LK

M Metastasen

Mx Das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

2 Seltener, sich oberflachlich ausbreitender Tumor jeder GroRe mit einer nur auf die Bronchialwand
begrenzten Infiltration wird auch dann, wenn er sich weiter proximal ausdehnt, als T1 klassifiziert. ® Die
meisten Pleuraergusse bei BK sind durch den Tumor verursacht. Soweit die maligne Genese durch
mehrfache zytologische Untersuchungen oder zuverlassiger thorakoskopisch ausgeschlossen wurde,
kann der Tumor als T1, T2 oder T3 eingestuft werden (Manual: Tumoren der Lunge und des
Mediastinums, Hauck et al. 2003; nach C.F. Mountain, The International System for Staging for Lung
Cancer, 2000).

Die histopathologische Einteilung in Stadien (TNM-Staging, ,Tumor-Node-Metastasis®)
erfolgt nach C.F. Mountain (1997). Sie dient der Prognose und Therapieplanung und wird in
der Regel bei allen Patienten standardmaRig durchgefiihrt. Dabei werden die Grdéflke und
Ausdehnung des Tumors (T), das Fehlen oder Vorhandensein und die Verbreitung von
regionaren Lymphknotenmetastasen (N), und das Fehlen oder Vorhandensein von
Fernmetastasen (M) dokumentiert (Tab. 1.2, Tab. 1.3, Abb. 1.1). Bei NSCLC-Patienten steht
ein fortgeschrittenes Tumorstadium im direkten Zusammenhang mit einem kirzeren
Uberleben (Mountain 1997).
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Tabelle 1.3: Stadiengruppierung nach TNM (nach C.F. Mountain, The International System for
Staging Lung Cancer, 2000).

Stadien TNM

Stage 0 Carcinoma in situ

Stage IA T1 NO MO

Stage IB T2 NO MO

Stage IIA T1 N1 MO

Stage IIB T2 N1 MO
T3 NO MO

Stage IlIIA T3 N1 MO
T1 N2 MO T2 N2 MO T3 N2 MO

Stage IlIB T4 NO MO T4 N1 MO T4 N2 MO
T1 N3 MO T2 N3 MO T3 N3 MO
T4 N3 MO

Stage IV jedes T jedes N M1

Auch andere Faktoren, wie das Auffinden disseminierter Tumorzellen in Lymphknoten und
Knochenmark oder Fernmetastasen in anderen Organen, die Uberexpression verschiedener
Markergene oder die Angiogenese haben einen prognostischen Einfluss auf das Uberleben.
Die Angiogenese, d.h. die Ausbildung eines den Tumor versorgenden Gefalibettes, spielt
eine grolRe Rolle beim Wachstum des Tumors und der Metastasierung. Ohne die Versorgung
durch BlutgefiRe kann er eine GréRe von 1 bis 2 mm? nicht (iberschreiten. Mit zunehmender
GefaRdichte im Tumor verschlechtern sich die Prognose fir den weiteren Krankheitsverlauf
und die Uberlebensdauer von NSCLC-Patienten (Fontanini et al. 1997, Fidler 2002).

Das Therapieverfahren wird abhangig von der Histologie und dem Stadium des
Bronchialkarzinoms gewahlt. Als Therapiemoglichkeiten stehen die operative Entfernung des
Primartumors, eine primare Chemotherapie, eine lokale Strahlentherapie und/oder palliative
Therapieformen zur Auswahl. Die operative Behandlung des Bronchialkarzinoms bietet bei
etwa 30% der Erkrankten eine Chance auf Heilung (Manual des Tumorzentrums Mlnchen,
Tumoren der Lunge und des Mediastinums, Prauer et al. 2003).

Bei dem Grofdteil der Patienten wird allerdings zum Zeitpunkt der Diagnose ein
fortgeschrittenes Stadium festgestellt, bei dem sich eventuell bereits Fernmetastasen
gebildet haben oder der Primartumor aufgrund der GroéRe nicht mehr vollstandig
herausgeschnitten werden kann. Besteht keine Mdglichkeit zur Operation, wird unabhangig
vom Tumorstadium eine Strahlen- oder eine Radio-Chemotherapie angewandt. Ist der Tumor
noch klein (Stadium ) und operabel erfolgt nach der Operation meist keine adjuvante
Therapie. Bei operablen Tumoren im Stadium Il unterscheidet man zwischen RO- (vollstandig
entfernter Tumor) und R1-/R2-Resektion (mikro-/makroskopisch sichtbare Reste von
Tumorgewebe). Eine Nachbestrahlung oder eine Radio-Chemotherapie wird nur nach R1-
/R2-Resektion durchgefiihrt. Fir Primartumoren im Stadium IlIA ist das Standardvorgehen

die Resektion des Primartumors und eine postoperative Bestrahlung. Im Stadium I1IB besteht
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nur in glnstigen Fallen (T4NO) die Moglichkeit zur Operation. Im Stadium IV werden
heutzutage meist Kombinationen aus verschiedenen Chemotherapien ausgewahlt (Manual
des Tumorzentrums Mdinchen, Tumoren der Lunge und des Mediastinums, Huber &
Schalhorn, 2003). Zusatzlich sollten unabhangig vom Stadium und dem Allgemeinzustand
des Patienten immer auch palliative Therapien angeboten werden. Diese dienen dazu die
Durchgangigkeit der zentralen Atemwege zu gewahrleisen, beinhalten aber auch eine
Schmerztherapie, eine adaquate Erndhrung oder eine patientenorientierte psychologische
Betreuung (Manual des Tumorzentrums Mduanchen, Tumoren der Lunge und des
Mediastinums, Hautmann et al. 2003).

Seit gezeigt werden konnte, dass die 5-Jahres Uberlebensrate durch eine adjuvante
Chemotherapie um 4,1% zunimmt, gewinnen postoperative adjuvante Therapien immer mehr
an Bedeutung (Arriagada et al. 2004). Diese Studie zeigte allerdings auch, dass 95,9% der
Patienten von dieser adjuvanten Chemotherapie nicht profitierten und durch die toxischen
Nebenwirkungen noch zusatzlich gesundheitlich beeintrachtigt wurden. Eine praoperative
(neoadjuvante) Therapie wird in der Regel besser toleriert als eine postoperative (adjuvante)
Therapie. Sie wird oft friilher begonnen und erzielt meist eine Verkleinerung des Tumors bis
zum Zeitpunkt der Operation (Blum 2004, Rosell et al. 1994, Depierre et al. 2002, Roth et al.
1994). Da die Patienten, die von der entsprechenden Behandlung profitierten, nicht durch
ubliche Staging Methoden identifiziert werden kénnen, werden dringend neue diagnostische
Methoden bendtigt, mit denen auch eine praoperative Untersuchung von Tumorzellen

mdglich wird.

1.1.4 Genetische Veranderungen beim Bronchialkarzinom

Das Wissen Uber die molekulare Entstehung von Lungenkrebs, wie zum Beispiel dem
Einfluss von Mutationen in Onkogenen, Tumorsuppressorgenen (TSG) und DNA-Reparatur-
Genen hat in den letzten Jahren stark zugenommen. Als Hauptursache flir die Entstehung
eines Bronchialkarzinoms gelten ohne Zweifel die im Tabakrauch enthaltenen
Tumorpromotoren und Kanzerogene. Viele dieser Substanzen werden erst im Korper als
Kanzerogen aktiv und kdnnen Addukte mit der Zell-DNA bilden. Es kommt zu somatischen
Mutationen im respiratorischen Epithel der Lunge. In einer frihen Phase der
Karzinombildung findet man vor allem Allelverluste auf den Chromosomen 3p, 9p, 17p, 5q
und 13q (Roland & Rudd 1998). Durch den Verlust des Wildtyp Allels kommt es zur
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen, wie zum Beispiel Rb (13g14) und p53 (17p13,
»iwo hit model“, Knudson 1971). Bei allen histologischen Typen der Bronchialkarzinome
findet man an der chromosomalen Region flir p53 eine heterozygote Deletion. Haufig tritt
diese Inaktivierung kombiniert mit einer Punktmutation im verbleibenden Allel auf (Sekido et

al. 1999). An der Entwicklung eines Lungenkarzinoms sind unter anderem Onkogene aus der
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MYK- und RAS-Familie beteiligt, zu deren Aktivierung es meist durch Punktmutationen,
Genamplifikation oder Rearrangements kommt (Gazdar 1994; Vogelstein & Kinzler 1993;
Kohno & Yokota 1999). Es konnte gezeigt werden, dass die Mitglieder der RAS-Genfamilie
(KRAS, HRAS und NRAS) bei 30-40% der Adenokarzinome und 15-20% aller nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinome, aber nur selten bei kleinzelligen Karzinomen, aktiviert sind.
Eine Genamplifikation bei einem Mitglied der MYK-Familie, die in verschiedenen Zelllinien
und Tumoren festgestellt werden konnte (Richardson et al. 1993) korreliert mit einer
schlechteren Prognose fir die Patienten. Neuere Untersuchungen belegen, dass auch der
Verlust des Tumorsuppressor-Gens PTEN fiir die Patienten eine schlechtere Prognose
bedeutet. Es wird vermutet, dass PTEN beim NSCLC durch Methylierung des Promotors
verloren geht (Soria et al. 2002). Der Funktionsverlust flihrt zu einer Zunahme in der AKT-
Aktivitat und dadurch zur Unterdriickung der Apoptose (Cantley & Neel 1999). Darlber
hinaus verhindert funktionelles PTEN Uber die negative Regulation des Phosphoinositol 3-
Kinase/AKT Reaktionsweges die Tumorformation und blockiert Uber die verminderte
Phosphorylierung von FAK (=,focal adhesion kinase®) die Invasion und Metastasierung
(Gautam et al. 2003).

Genomische Veranderungen, die durch unkontrollierte und fehlerhafte Zellteilungen
entstehen und sich in Tumorzellen ansammeln, fihren zum Verlust oder Gewinn von
genetischem Material. Mittlerweile stehen verschiedenste Techniken zur Verfigung, mit
denen sich diese Veranderungen analysieren lassen. 1960 wurde von K. Patau erstmals eine
Methode beschrieben, mit der der Karyotyp auf Deletionen und Translokationen untersucht
werden kann (Denver-Conference, 1960). Bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH,
Pinkel et al. 1986) und Multiplex FISH (Speicher et al. 1996; Eils et al. 1998) sind
Metaphasen aus dem zu untersuchenden Material nétig, was bei soliden Tumoren aber oft
nicht maoglich ist.

Zwei der meist verwendeten Methoden zur direkten Untersuchung von Tumor-DNA sind die
LOH (,Loss of Heterozygosity“) und die CGH (,Comparative Genomic Hybridisation®). Bei der
LOH-Analyse handelt es um die Darstellung von Deletionen durch den Verlust polymorpher
DNA-Marker (Dracopoli & Fogh 1983; Meltzer et al. 1991; Weissenbach et al. 1992;
Thibodeau et al. 1993). Mit dieser Methode lassen sich auch kleinere Deletionen oder
Punktmutationen identifizieren, allerdings bendtigt man fir den sicheren Vergleich auch
Normalgewebe des gleichen Patienten. Die CGH erlaubt die Analyse genomischer DNA im
direkten Vergleich mit einer Referenz-DNA (Kallioniemi et al. 1992; du Manoir et al. 1993;
Joos et al. 1993; Kallioniemi et al. 1994b). Die gleichzeitige Hybridisierung unterschiedlich
fluoreszenz-markierter DNA (Probe und Referenz) auf Metaphasen von gesunden Spendern
und die anschlieBende Auswertung, bei der nach digitaler Aufnahme die

Intensitatsunterschiede der beiden hybridisierten Proben gemessen werden, ermdglicht die
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Darstellung von Deletionen und Amplifikationen mit einer Auflésung von 10-20 Mb.
Verwendung findet diese Methode bei verschiedenen Krankheiten mit bekannten
genetischen Veranderungen wie beispielsweise Trisomien, aber vor allem bei der
Untersuchung von Tumoren und deren Vorstufen. Die Identifikation von Aberrationen, die mit
der malignen Progression bzw. mit dem Metastasierungspotenzial eines Tumors in
Zusammenhang gebracht werden koénnen, ist eine mogliche Anwendung der Methode
(Schmidt-Kittler et al. 2003).

Mittlerweile existiert eine ganze Reihe von Studien, die sich mit genomischen
Veranderungen beim Bronchialkarzinom (SCLC und NSCLC) beschaftigt haben. Bei
Untersuchungen des Karyotyps konnten bei nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen Verluste
auf den Chromosomen 9p, 3p, 6q, 8p, 9q, 13q, 17p, 189, 19p, 21q, 229 und Gewinne auf
den Chromosomen 7, 1q, 3q, 5p, 11q, 22q festgestellt werden (Testa et al. 1994; Feder et al.
1998). LOH-Analysen ergaben in 50% der NSCLC-Patienten Verluste von 3p (Sekido et al.,
2001). Es wird vermutet, dass es sich dabei um eine friilhe genetische Veranderung bei der
Ausbildung der Krankheit handelt.

Genomische Veranderungen bei NSCLC

Verluste Gewinne

1931 (37%)

2

3p21 (27%)

5p13-14 (45%)

8p22 (28%)

9p21-22 (27%) 8023-24 (45%)

13922 (28%)

17p12-13 (18%)

= B2 = G e I = = I I T = N =S

Abbildung 1.2: Genomische Verdanderungen nach CGH bei 166 NSCLC-Patienten aus insgesamt
vier Studien (aus BR Balsara, JR Testa, 2002). Verluste sind fiir jedes Chromosom links, Gewinne
rechts dargestellt und mit der prozentualen Haufigkeit der Falle versehen.

3425-27 (50%)
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B.R. Balsara und J.R. Testa (2002) fassten die Ergebnisse der CGH-Untersuchungen aus
insgesamt 4 verschiedenen Studien mit insgesamt 166 NSCLC-Patienten zusammen
(Bjorkqvist et al. 1998; Luk et al. 2001; Pei et al. 2001; Petersen et al. 1997). Dabei zeigte
sich, dass alle NSCLC Untergruppen immer wieder Amplifikationen auf 1q (q21-31), 3q (q26-
gter, q13, g28-qgter), 5p (p13-14), 7q (9q11.2), 8q (23-qter, q24), 8p (p11-12), 12p (p12) und
199 (913.1-13.2) und Deletionen auf 3p, 8p, 7p, 4q, 5q, 13q aufwiesen (Abb. 1.2).

Beim Vergleich von Plattenepithelkarzinomen (SCC) mit Adenokarzinomen (ADC) konnten
Gewinne auf 1g22-32 haufiger bei ADCs als bei SCCs und Gewinne auf 12p und 20p13 und
Verluste auf 2q, 3924 und 4q haufiger bei SCCs als bei ADCs detektiert werden. Aullerdem
korreliert bei ADCs ein Gewinn auf 20q13 mit einer erhdohten Invasivitat und bei SCCs ein
Gewinn auf 7q und 8q mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und einem positivem
Lymphknotenbefall (Petersen et al. 1997, Bjorkqvist et al. 1998; Pei et al. 2001, Luk et al.
2001).

1.2 Disseminierung und Metastasierung

Verlassen einzelne Tumorzellen den Zellverband des Primartumors spricht man von
Disseminierung. Bei der Metastasierung wachsen die gestreuten Tumorzellen in den
Zielorganen zu Tochtergeschwulsten aus. Bei einem Bronchialkarzinom metastasieren die
Zellen je nach Tumortyp primar lymphogen Uber die Lymphgefalie in die regionalen

Lymphknoten oder hdmatogen Uber das Blut in Leber, Niere, Gehirn oder Knochen.

1.2.1 Die minimale residuale Tumorerkrankung

Man spricht von einer minimal residualen Tumorerkrankung (MRD) wenn sich nach der
vollstandigen chirurgischen Resektion des Primartumors einzelne disseminierte Tumorzellen
im Knochenmark oder Lymphknoten nachweisen lassen, d.h. wenn noch ein Rest der
Erkrankung vorhanden ist. Diese frihe Disseminierung wird als Ursache fur haufig
auftretende Rezidive angesehen, was dazu fihrt, dass noch immer 50% der kurativ
behandelten Patienten sterben (Petersen et al. 2000). Bekannt sind diese disseminierten
Tumorzellen auch unter den Namen ITC (,isolated-tumor-cells“, Hermanek et al. 1999), CTC
(,circulating tumor cells®, Marth et al. 2002) oder OTC (,occult-tumor cells®, Gerber et al.
2001). Sie stellen eventuell Vorlauferzellen bei der Entwicklung zu Mikrometastasen (<2 mm
Durchmesser oder <50 Zellen) oder Metastasen dar (Klein 2000).

Der Nachweis dieser Zellen erfolgt in der Regel mit Hilfe immunzytochemischer Methoden.
Dabei werden disseminierte Tumorzellen aus den Lymphknoten der Patienten, die
routinemalig fir das Staging entnommen werden (Gonzalez-Stawinski et al. 2003; Passlick
2003; Choi et al. 2003) und disseminierte Tumorzellen aus dem Knochenmark, das durch
eine Knochenmarkspunktion gewonnen wird (Passlick et al. 1999), Uber monoklonale

Antikorper gegen Epithel-spezifische Proteine isoliert.
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Bei der Assoziation von disseminierten Zellen mit der Prognose muss man zwischen
disseminierten Tumorzellen im Knochenmark und Tumorzellen im Lymphknoten
unterscheiden. Mittlerweile konnte vor allem beim Mammakarzinom gezeigt werden, dass
das Auffinden disseminierter Tumorzellen im Knochenmark mit einem schlechteren Verlauf
korreliert (Pantel & Brakenhoff 2004; Braun et al. 2005). Allerdings wird vor allem hier der
Einfluss der Operation des Primartumors und dadurch eingeschwemmter epithelialer Zellen
in die Blutbahn auf den Nachweis falsch positiver Tumorzellen im Knochenmark diskutiert.
Bei disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten konnten Passlick et al. zeigen, dass
bei NSCLC-Patienten das Auffinden dieser Zellen in frGthen Tumorstadien mit einem
schlechten Verlauf korreliert (Passlick et al. 1999; Passlick & Pantel 2000). Bis heute ist
allerdings der pathologische Befund der Lymphknoten der wichtigste Parameter bei der
Beurteilung der Krankheit und bei der Abschatzung der Prognose flir Patienten ohne

Fernmetastasierung.

1.2.2 Die Bedeutung der Proteasen

Von grofer Bedeutung bei der Tumorentstehung, der Disseminierung und Metastasierung
sind die Proteasen. Dabei handelt es sich um eine Gruppe von Enzymen, deren katalytische
Funktion die hydrolytische Spaltung der Peptidbindungen von Poteinen ist. Die Einteilung
erfolgt abhangig von ihrem Angriffsort in Endopeptidasen und Exopeptidasen.
Endopeptidasen spalten innerhalb der Peptidkette, meist spezifisch nach bestimmten
Aminosauren, Exopeptidasen spalten immer einzelne Aminosauren vom Kettenende her ab.
Man spricht von Aminopeptidasen, wenn vom N-terminalen Ende und von
Carboxypeptidasen, wenn vom C-terminalen Ende abgespalten wird. Folgende Gruppen von
Proteasen sind mittlerweile bekannt: Matrix-Metalloproteinasen (MMP), ADAMs, Serin-,
Cystein-, Aspartat- und Threonin-Proteasen. lhre Aufgaben sind vielseitig, so spalten sie im
Magen Proteine aus der Nahrung in ihre fir den Koérper verwertbaren Aminosauren auf und
spielen eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von Hormonen und einer Reihe zellularer
Prozesse, wie beispielsweise der Homeostase und der Apoptose. Beim programmierten
Zelltod ist die proteolytische Aktivitat der Caspasen ein zentrales Element (Thornberry &
Lazebnik 1998). Des Weiteren sind Proteasen auch Uber die Aktivierung von
Zelladhasionsmolekulen, Wachstumsfaktoren, Rezeptortyrosinkinasen oder anderen
Proteasen an einer Vielzahl zellularer Prozesse beteiligt, die wichtige Stationen bei der
Krebsentstehung, wie beispielsweise die Invasion, Metastasierung und Angiogenese
steuern. Sie helfen bei der Disseminierung der Zellen vom Primartumor und der Infiltration
anderer Organe indem sie die Basalmembran und die extrazellulare Matrix (ECM) abbauen.
Von Bedeutung bei diesen Prozessen sind neben den Cathepsinen und Serin-Proteasen vor

allem die Matrix-Metalloproteinasen (Abb. 1.3).
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Proliferation Metastasierung und Invasion

Freisetzung von:
- Wachstumsfaktoren (TGF-R)
- Zytokinen (TNF)

- Rezeptoren (IL-6R, TNFR1)

- Adasionsmolekiilen (CD44,
CD43)

ECM Abbau

Abbildung 1.3: Bedeutung der MMPs fiir Tumorwachstum, Metastasierung und Invasion. MMPs
bewirken durch Interaktion mit Molekilen der extrazelluldren Matrix (ECM) und Integrinen das
Wachstum der Tumorzellen, férdern die Angiogenese und regulieren die Invasion und Migration durch
den Abbau von strukturellen Bestandteilen der ECM, wie zum Beispiel der Spaltung von Laminin-5
(aus Nature Reviews Cancer, Rao 2003).

Aufgrund ihrer Bedeutung bei der Tumorentstehung und der Disseminierung wurde das
Interesse, Proteasen und ihre Inhibitoren flir neue Therapien einzusetzen, in den letzten
Jahren immer groRer. Untersuchungen an verschiedenen Tumortypen konnten zeigen, dass
beispielsweise durch die Inhibition bestimmter Proteasen oder auch durch deren Aktivierung
die Invasion unterdriickt (Suzuki et al. 2003; Kajiyama et al. 2003), das Wachstum der
Tumorzellen gesteigert (Demers et al. 2005) oder die Angiogenese reduziert (Wada et al.
2003) werden kann. Im Vordergrund stehen dabei die Matrix Metalloproteinasen (MMP), eine
Gruppe aus mehr als 20 Endopeptidasen, die als inaktive Zymogene von Tumorzellen und
Stromazellen gebildet und von anderen Proteasen und ihren Inhibitoren (TIMP, Tissue
Inhibitors of Metalloproteinases) reguliert werden. Es konnte gezeigt werden, dass beim
NSCLC eine Korrelation zwischen der Expression von MMPs oder deren Inhibitoren mit dem
Tumorstadium und der Prognose existiert (Nelson et al. 2000). AuRerdem Kkorreliert die
Expression von MMP-11 signifikant mit dem Befall von Lymphknoten (Delebecq et al. 2000).
In einer Reihe von klinischen Studien wurde mittlerweile versucht die Enzymaktivitat der
MMPs mit Hilfe verschiedener Inhbitoren zu blockieren und dadurch Einfluss auf die damit
verbundenen Prozesse zu nehmen. Allerdings blieb der gewlinschte Erfolg bis heute aus, da
entweder die Bindung nicht spezifisch, bzw. stabil genug war oder schwerwiegende toxische

Nebenwirkungen nicht verhindert werden konnten (Hidalgo & Eckhardt 2001).



Einleitung 17

1.3 Ziel der Studie

In der hier vorliegenden Arbeit sollte am Beispiel des sehr frih metastasierenden nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinoms die friihe hamatogene und lymphogene Metastasierung im
Detail analysiert werden. Hierfir wurden von 124 NSCLC-Patienten bei denen keine
Fernmetastasen diagnostiziert wurden (MQ) die Lymphknoten und Knochenmarkpunktate
nach disseminierten Tumorzellen durchsucht und isoliert. Anhand der Uberlebensdaten sollte
der Einfluss dieser disseminierten Tumorzellen fir den weiteren Krankheitsverlauf untersucht
werden. Des Weiteren sollten anhand einer Analyse von genomischen Aberrationen und
proteolytischen Ereignissen disseminierte Tumorzellen aus den Lymphknoten und deren
dazugehorige Primartumoren miteinander verglichen und die lymphogene Metastasierung
naher untersucht werden.

Fir die gleichzeitige Analyse von Genom und Transkriptom wurde ein Protokoll zur Isolation
der mRNA und DNA aus nur einer Zelle verwendet (Klein et al. 2002). Zusatzlich zu den
disseminierten Tumorzellen sollten mit dieser Methode verschiedene Areale der
entsprechenden Primartumoren dieser Patienten mikrodissektiert werden. Fir die Laser-
Mikrodissektion musste ein Protokoll ausgearbeitet werden, das die weitere Isolation von
geringen RNA und DNA Mengen mit der hier verwendeten Methode moglich macht. Es
mussten die maximal noétige Zellzahl, die GréRe der mikrodissektierten Areale, die
Behandlung der Gewebeschnitte und Farbungen mit verschiedenen Reagenzien und
Inkubationszeiten ausgetestet werden. Fur die Analyse der Expression sollten alle Proben,
disseminierte Einzelzellen und mikrodissektierte Areale der Primartumoren mit einem extra
angefertigten cDNA Array untersucht werden. Mit Hilfe der komparativen genomischen
Hybridisierung (CGH) wurden die gleichen Proben auch im Hinblick auf genomische
Veranderungen untersucht. Eine Expressionsanalyse der disseminierten Einzelzellen aus
den Lymphknoten wurde bereits von Sabine Schilling im Rahmen ihrer Doktorarbeit
durchgefuhrt (Titel: Proteasenexpression einzelner disseminierter Tumorzellen aus
Lymphknoten und Knochenmark von Patienten mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom).
Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit kdnnten dazu beitragen, Unterschiede zwischen
hamatogener und lymphogener Metastasierung aufzudecken und einen charakteristischen
Genotyp von disseminierten Einzelzellen aus den Lymphknoten, bzw. den dazugehérigen
Primartumoren zu identifizieren. Durch die Analyse verschiedener Areale innerhalb eines
Primartumors kann eventuell ein ,metastasiogenes® Areal identifiziert werden, das in seinen
Expressions- und Aberrationsmustern den disseminierten Zellen aus dem Lymphknoten
ahnlich ist. Auflerdem konnte die ldentifikation von Proteasen, die zum einen mit dem
Uberleben der Patienten korrelieren und zum anderen typisch fiir disseminierte Tumorzellen
oder Primartumoren sind, dazu beitragen, eine Gruppe von Risikomarkern und damit

verbunden, einen neuen, fir jeden Patienten individuellen Therapieansatz zu erstellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verzeichnis der verwendeten Abklirzungen

Formelgrélken wurden mit dem international gebrauchlichen Sl-Einheiten und chemische
Elemente gemaly ihrer Bezeichnung im Periodensystem abgekirzt. Fir die Abkirzung

gebrauchlicher Worter der deutschen Sprache wurde gemafl dem Duden verfahren.

A Adenin

BCIP 5-Bromo-4-chloroindol-3-ol Dihydrogenphosphatester
Mono-p-toluidiniumsalz

Bp Basenpaar

C Cytosin

CSPD Disodium 3-(4-metho xyspiro {1,2-dioxetane-3,2-(5-chloro)
tricyclo [3.3.1.1] decan}-4-yl)phenyl phosphate 3,7

DAPI 4’,6-Diamidino-2’-Phenylindol-Dihydrochlorid

DNA Desoxyribonucleinsaure

Dig Digoxigenin

dNTP 2’-Desoxynucleosid-5"-triphosphat

DTT 1,4-Dithiothreitol

FCS Fotales Kalberserum

FITC Fluorescein

G Guanin

g Beschleunigung (gravity, g=9,81 m/s?)

h Stunde (hour)

min Minute(n)

KM Knochenmark

LK Lymphknoten

MOPC Mouse Oocyte Plasmocytom

NBT p-Nitroblue-tetrazoliumchlorid

NSCLC Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom

PBS Phosphatebuffer-Saline

PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)

PFA Paraformaldehyd

RNA Ribonucleinsaure (ribonucleic acid)

RT Raumtemperatur

RT Reverse Transkriptase
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SDS
sek.
SSC
TBE
Tris
T
Upm

2.2 Material

Gerate
Cytospinzentrifuge Cytospin2
Kamera (CGH)

Elektronische Prazisionswaage

Natriumdodecylsulfat
Sekunde(n)
Salins-Sodiumcitrat
Tris-Borat-EDTA Puffer
Tris(hydroxymethyl)
Thymin

Umdrehungen pro Minute

Shandon
Photometrix

Sartorius Laboratory

Elektrophoresis Power Supply EPS 200 Pharmacia Biotech

Entwicklermaschine — Compact 35

Fluoreszenzmikroskop
Gene Amp PCR System 2400
Heizblock

Airclean 200
Leica DMXA-RF8
Perkin Elmer

Thermomixer 5436, Eppendorf

Heizplatte Bachofer
Horizontal Gel Electrophoresis System Gibco BRL
Hybridisierungsofen Shake "'n” Stack Hybraid
Invertmikroskop Leica DM IRB

Kryotom

Lasermikroskop

Medimaschine

Mikroskokop Labovert FS
Mini-Zentrifuge

Peltier Thermal Cycler PTC-200
Robo Cycler Gradient 96
Roller/Mixer SRT 1
Spannungsquelle (Agarose-Gel)
Spektrometer Ultrospec 3000
Thermomixer 5436

UV-Lampe

Vortexgerat Type REAX 1 DR
Wasserbad Lauda MT/2

Leica Jung Frigocut 2800 E
P.A.L.M., Bernried

Dako

Leitz

Costar

MJ Research Inc.
Stratagene

Stuart Scientific

EPS 200, Pharmacia Biotech
Pharmacia Biotech
Eppendorf

INTAS

Heidolph

MGW
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Verbrauchsmaterial

Deckglaschen

Falcon

Filmbox

Glas-Kuvetten
Haft-Objekttrager
Hybridisierungsrohren
Kulturflaschchen (Cellstar)
Medicons (50um)
Nylonmembran
Objekttrager (Mattrand)
Pipetten
Polyethylenmembran
Reaktionsgefalle 1,5 mi
Reaktionsgefalte 200 ul
Transferpipetten

Scientific Imaging Film, Biomax ml

Enzyme und Antikorper
A45-B/B3

Anti-Dig-AP Fab (Dig Luminescent Detection Kit)

Anti-DIG-Flourescein

Avidin-Cy3.5

Biotin-16-dUTP

DNA-Polymerase | (E. coli)

DNase |

Expand Long Template

Mse | 50 U/ul

Pepsin

Proteinase K

Taqg-Polymerase

Terminale Desoxy Nucleotidyltransferase (TdT)
Thermo Sequenase™ DNA Polymerase
T4 DNA Ligase

Tru |

Ribonuclease H

RT, Superscript II (200U/ul)

RNase A

Langenbrinck
Sarsted

Siemens

Roth, Karlsruhe
Micromet, Minchen
Biometra

Greiner

Dako

Sigma, Deisenhofen
Langenbrinck
Gilson

P.A.L.M. Microlaser Technologies
Eppendorf

Thermo-Fast 96, Abgene
Sarsted

Kodak

Micromet, Mlinchen

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
Roche, Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Pan

Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Roche, Mannheim

MBI Fermantas, St. Leon-Rot
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim
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Kits
Dynalbeads mRNA DIRECT KIT
Dig Luminescent Detection Kit

Expand™

Long Template Kit
Chemikalien

AB-Serum (10ml)

Agarose GTG Seakem

ATP

BSA

CSPD = Chemiluminescence Substrate
Colcemid

DAPI

dNTP

dATP, dCTP, dGTP, dTTP
Dynalbeads Oligo(dT)25

Dig Easy Hyb Granules
Digoxogenin-11-UTP
Digoxigenin-11-dUTP stabil
DNA-Gréenmarker

0,AMDTT

EDTA

Ethidiumbromid (2,7-Diamino-10-Ethyl-
9-Phenyl-Phenanthridinium Bromid)
Eisessig 100%

Ethanol unvergallt

Ethanol vergallt

Eukitt

FCS

Ficoll-400

Formamid

Hamatoxylinlésung (Mayer’s)
Harnstoff

Herring-Sperm-DNA (10mg/ml)
Human Cot-1 DNA

Isopropanol

Igepal

Dynal
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Biotest, Dreieich
Biozym, Hameln
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim
Fermentas
Amersham Biosci., Freiburg
Dynal

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Merk, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Merk, Darmstadt

JT Baker, Griesheim
Roth, Karlsruhe

O. Kindler GmbH, Freiburg
PAA Laboratories, Colbe
Sigma, Deisenhofen
Merk, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
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Kaliumchlorid

KH,PO4

Lysozym
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Maleinsaure
B-Mercaptoethanol
Methanol
Molekulargewichtsstandard
Montagekleber (Fixogum)
MOPS

Natriumazetat
Natriumcitrat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid-Platzchen
OPA Plus

Orange G

PCR-OI

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol

Paraformaldehyd

5X RT-Puffer

Salzsaure (rauchend)

SDS (Dodecylsulfat-Na-Salz)
SYBR Gold

Thermo Sequenase Reaction Puffer
Tissue Tek, O.C.T. Compound 4583
TLT, expand long template PCR system

Triton X-100
TRIS-ultra rein

TRIS

Tween20

RPMI ohne L-Glutamin
Vectashield

Wasser

Xylol

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Boeringer

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merk, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Marabu, Tamm
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Amersham Biosci., Freiburg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Merk, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Merk, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Molecular Probes, Leiden, NL
Amersham Biosci., Freiburg
Miles

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Linearis, Hamburg
Merk, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
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Puffer

PBS (Phosphatbuffer-Saline):

SSC (Saline-Sodiumcitrat):

TBE (Tris-Borat-EDTA Puffer):

Oligonucleotide und Primer

B-Aktin-5
B-Aktin-3”
EF10-5
EF10-3°

EGP 5"

EGP 3"

CK 19-5°

CK 19-3’

CP2

LIB1

ddMse11
Mse21

Mse12

p53 exon2/3-5’
p53 exon2/3-3’
p53 exon8/9-5’
p53 exon8/9-3’
T7N8C

T7TC

Na,HPO, 8,5 mM
KH,PO4 2 mM
NaCl 150 mM
pH 7,4

NaCitrat 15 mM
NaCl 150 mM
pH 7,4

Tris 89 mM
Borat 89 mM
EDTA 2 mM

pH 8,3

GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA

CTC CTT AAT GTC ACG CAC GATTTC

TGC CCC AGG ACACAGAGACT

CTG TGT CGG GGT TGT AGC CA

GCG AGT GAG AAC CTACTG

CAC ATC AGC TAT GTC CAC ATC

GAA GAT CCG CGACTG GTAC

TTC ATG CTC AGC TGT GAC TG
TCAGAATTC ATG CCC CCC CCC cCcC cccC
AGT GGG ATT CCT GCT GTC AGT

TAA CTG ACA G-dideoxy C

AGT GGG ATT CCG CAT GCT AGT

TAA CTA GCATGC

GAA GCG TCT CAT GCT GGA TC

CAG CCC AACCCTTGT CCTTA

AGG ACCTGATTT CCT TAC TGC

GAG GTC CCA AGA CTT AGT AC

(CCC)s TAATAC GAC TCA CTA TAG GGN (N)7
(CCC)s TAATAC GAC TCACTATAG GGT (TTT), TTV N

Die Oligonukleotide wurden von Metabion (Minchen) synthetisiert.
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2.3 Patientenkollektiv

Im Zeitraum von April 1999 bis August 2001 wurden 128 Patienten mit nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen (NSCLC) operiert und der Tumorgrad und das Stadium nach dem
.International System for Staging Lung Cancer bestimmt (Mountain 1997). Histologisch
konnte das Kollektiv in 57 Adenokarzinome (ADC), 55 Plattenepithelkarzinome (SQCC), 10
Grolizellige Karzinome (LCC) und 6 Karzinome anderer Histologie unterteilt werden. Das
Patientenkollektiv setzt sich aus 32 Frauen und 96 Mannern im Alter zwischen 44 und 82
Jahren zusammen (durchschnittliches Alter: 64 Jahre).

Fir alle 128 Patienten wurden die vollstandigen Informationen Uber Tumorrickfall und
Uberleben zusammengestellt. Dabei wurden 124 Patienten mit Stadium MO und 4 mit
Stadium M1 diagnostiziert. 106 Primartumoren konnten vollstandig (R0O) entfernt werden (16x
R1 und 6x R2). Eine Ubersicht tber alle klinisch-pathologischen Parameter ist in Tabelle 2.1

aufgelistet.

2.4 Kooperationen

. Prof. Dr. Bernward Passlick, Dr. Wulf Sienel
Chirurgische Klinik, Klinikum Innenstadt, Minchen
Asklepios Fachkliniken, Zentrum fiir Pneumologie und Thoraxchirurgie,
Munchen — Gauting

. Altana Pharma, Konstanz
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Tabelle 2.1: Klinisch-pathologische Merkmale aller 128 Patienten.

Anzahl der Patienten 128
Durchschnittliches Alter 64
(Bereich) (44-82)
Geschlecht
Manner 96 75%
Frauen 32 25%
Tumor
T1 22 17,2%
T2 74 57,8%
T3 17 13,3%
T4 15 11,7%
Lymphknoten
NO 63 49,2%
N1 28 21,9%
N2 29 22,7%
N3 3 2,3%
NX 5 3,9%
Metastasierung
MO 124 96,9%
M1 4 3,1%
Stadium
0 0 0
1A 15 11,7%
1B 37 28,9%
A 4 3,1%
1B 25 19,5%
A 28 21,9%
B 15 11,7%
\Y] 4 3,1%
Resektion
RO 106 82,8%
R1 16 12,5%
R2 6 4,7%
Grad
G1, G2 (niedrig) 74 57,8%
G3, G4 (hoch) 40 31,3%
GX 14 10,9%
Histologische Gruppen
Adenokarzinome 57 44.5%
Plattenepithelkarzinome 55 43%
Groldzellige Karzinome 10 7,8%
Sonstige NSCLCs 6 4,7
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2.5 Primartumoren

Die Primartumoren werden sofort nach Resektion in einem 50 ml Falkon-Réhrchen mit
vorgekuhltem Dimethylbutan fir 2 min in flissigem Stickstoff gehalten, eingefroren und bis

zur Weiterverarbeitung bei —80°C gelagert.

2.5.1 Anfertigung von Kryoschnitten

Fir die histologische Begutachtung werden 5 um dicke Kryoschnitte angefertigt, auf einen
Glasobjekttrager Ubertragen, 15 min mit Aceton fixiert und 45 sec mit Meyer’s Hamatoxylin
gefarbt. Nach 30 min in Leitungswasser wird der Schnitt fir 2 min mit Eosin 0,1% gefarbt,
1 min in H,O dest. gewaschen, in 70%, 90% und 100% Ethanol dehydriert und 15 min in
Xylol fixiert.

Fir die Mikrodissektion des Primartumors werden ebenfalls 5 um dicke Schnitte angefertigt,
auf eine Polyethylenmembran auf dem Glasobjekttrager gelegt und gefarbt. Allerdings
mussen die Farbebedingungen fir die Mikrodissektion verandert werden, da auch RNA aus
den Zellen isoliert werden soll. Aus diesem Grund wird die Inkubation mit Hamatoxylin auf
30 sec reduziert und nur maximal funf Minuten in Leitungswasser geblaut. Die Eosin
Gegenfarbung entfallt, da bei diesem Schritt auch die DNA geschadigt wird. Die weiteren
Dehydrierungsschritte werden wie gewohnt durchgefiihrt. Die Behandlung mit Xylol entfallt
ebenfalls. Die Schnitte werden anschlief3end bei 37°C fir eine Stunde oder Uber Nacht bei

Raumtemperatur getrocknet.

2.5.2 Lasermikrodissektion

Fir die Mikrodissektion und das Katapultieren der Gewebestlicke wird das PALM Microbeam

System (Bernried) verwendet.

Lysis — DNA und RNA
Puffer ISOLATION

]

=

S

s T |
PRIMARTUMOR  KRYOSCHNITTE FARBUNG UND

MIKRODISSEKTION

Membran
Objekttrager

Abbildung 2.1: Durchfiihrung der Lasermikrodissektion. Die 5 ym dicken Kryoschnitte aus dem
Primartumor werden auf eine Polyethylenmembran Ubertragen, gefarbt und getrocknet. Mit dem Laser
werden max. 10000 pm2 grolle Areale herausgeschnitten, mit einem Laserimpuls hoch katapultiert
und von einem darUber angebrachten Tubedeckel in Lysispuffer aufgefangen.
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Ein mikrodissektiertes Areal besteht jeweils aus 3-5 Stiicken, von denen jedes nicht gréler
als 10000 um? ist. Nach dem Herauslasern der Tumorzellen wird mit Hilfe eines
Laserimpulses jedes Stiick nach oben katapultiert und im Deckel des Reaktionsgefales, in
den zu Beginn 5yl Lysispuffer (Dynal) pipettiert werden, aufgefangen. Anschliel3end
Uberprift man am Mikroskop, ob sich die Stiicke im Deckel des Reaktionsgefafes befinden
und zentrifugiert kurz ab.

Das PALM Laser-Mikrodissektionsmikroskop wurde von Altana Pharma zur Verfligung

gestellt.

2.6 Einzelzellen

Fir die folgende Studie wurden, wenn méglich, Lymphknoten und/oder Knochenmark der
Patienten gesammelt und mit Hilfe von histologischen Markern auf epitheliale Einzelzellen
hin untersucht. Bei 22 Lymphknoten und 9 Knochenmark-Punktaten war eine Untersuchung
nicht moglich. Die Isolation der einzelnen disseminierten Tumorzellen aus Knochenmark und

Lymphknoten wurde von Sabine Schilling im Rahmen ihrer Doktorarbeit durchgeflhrt.

2.7 Methode zur Isolation von DNA und mRNA

Die mikrodissektierten Zellareale des Primartumors, bzw. die isolierten disseminierten
epithelialen Einzelzellen werden zuerst in LiDS-haltigem Lyse-Puffer (Dynal) lysiert. Bei der
mMRNA-Isolierung macht man sich den Poly-A-Schwanz der mRNA zu Nutze, Uber den das
Molekil an das Oligo-dT(25)-Nukleotid der paramagnetischen Beads der Firma Dynal
gebunden wird. An einem Magneten kann die mRNA von der DNA und dem Zelldebris
getrennt werden. Nach mehreren Waschschritten, bei denen die DNA, die sich in den
Uberstanden befindet, gesammelt werden kann, werden die Reagenzien fir die cDNA-
Synthese zugegeben (Abb. 2.1). Zunachst lasst man bei Raumtemperatur die cDNA-
Synthese-Primer binden (Klein et al. 2002). Die verwendeten Primer weichen von dem
veroffentlichten Protokoll ab. Bei den Primern handelt es sich um den T7N8C Primer und den

T7TC Primer jeweils mit einer 7uM Endkonzentration.

Verwendete Primer:

T7N8C: 5- (CCC)s TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGN (N); -3°
(N=A,C,GoderT)
T7TC: 5- (CCC)s TAATAC GAC TCACTA TAG GGT (TTT)4 TTV N-3°

(V=A, G, oder C)

Der T7TC-Primer lagert sich durch die VN-Nucleotide an das 5°-Ende des PolyA-Schwanzes
an. Der T7N8C-Primer bindet mit seinen acht N-Nucleotiden zufallig an die mRNA.

Ausgehend von diesen Primern, startet die Reverse Transkriptase die cDNA-Synthese. Nach
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der Denaturierung der RNA/cDNA Hybridmolekiile bei 94°C liegt nur noch einzelstrangige
cDNA vor.

Im nachsten Schritt folgt das G-Tailing. Die Terminale Desoxynucleotidyl Transferase (TdT)
besitzt die Eigenschaft am 3’-Ende von einzelstrangiger DNA mit sehr hoher Effizienz und
von doppelstrangiger DNA mit deutlich niedrigerer Effizienz unspezifisch Desoxynucleotide
anzuhangen, dass heil}t, sie braucht dazu keine Matrizen. Auf diese Weise erhalt man durch
Anbieten nur eines der vier Nukleotide einen homopolymeren Schwanz variabler Lange. In
diesem Fall werden der TdT nur G-Nucleotide zur Verfligung gestellt, die diese dann am 3°-
Ende der cDNA anhangt. Die Terminale Transferase muss anschliel3end inaktiviert werden.
Der Einbau der G-Nukleotide endet aufgrund sterischer Gegebenheiten nach etwa 15-30

Basen.

1. BEADS:

[AAAAAAALLLLAALAIN 5

2. PRIMER-Anlagerung: Sminbei RT

TAAAAAAAAAAAAAAAATN 5
'|'|'|'|'|'/—'I'I'I'I'I'I'I‘I'VN ININININNNNN

5

3. cDNA-SYNTHESE: 45 min bei 44 °C

[AAAAAAAABAAABAAAIN 5
TTT1T1 T —
Reverse Transkriptase

4. RMA LYSE + G-TAILING: 4 min bei 94°C + 60 min bei 37°C

/—'I'I'I'I'I'I'I'NN GGGGGGGGGGGG+
Terminale Transferase
5
CcP2
Taq Polymerase
<] - -} cCccecceececeecccece
5 — (cccay TTITTITTITTVN GGGGGGEGEGGEGEGE
>
/

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Methode zur Isolation der mRNA mit reverser
Transkription und globaler Amplifikation der cDNA. Nach Bindung der mRNA an die Beads
(Schritt 1) befindet sich die DNA im Uberstand und kann ebenfalls isoliert werden.

Die cDNA Amplifikation erfolgt mittels PCR. Die verwendeten Primer binden dabei im ersten
Zyklus an das von der terminalen Transferase angefligte G-Ende und im zweiten Zyklus an

die neu entstandene G(15)-Sequenz, die zur Poly-C-Sequenz der cDNA-Synthese Primer
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komplementar ist (Abb. 2.1). In den folgenden Zyklen findet eine exponentielle Amplifikation
statt. Um Kontaminationen der Proben und dem Abbau der RNA vorzubeugen, wird die
Herstellung der primaren Amplifikate in einem separaten und unter weitgehend RNAse-freien

Bedingungen durchgefuhrt.

2.71 Vorbereitung der Dynal-Beads

Fir ein mikrodissektiertes Areal werden 20 pl, fir eine Einzelzelle 10 pyl Beads verwendet.
Nachdem die Probe 1:1 mit LiDS-Waschpuffer gemischt und an den Magneten gegeben
wurde, wird der Uberstand vorsichtig abgenommen. Die paramagnetischen Beads werden
ein zweites Mal mit 20 pl LiDS-Waschpuffer gewaschen, an den Magneten gegeben und der
Uberstand erneut abgenommen. Die gewaschenen Beads werden in 22 ul Lysispuffer

(Dynal) aufgenommen und anschlieend auf Eis gestellt.

2.7.2 lIsolation der mRNA

Die Bindung der RNA an die Beads erfolgt wahrend 30 min unter langsamer Rotation bei
Raumtemperatur. AnschlieBend kann die RNA mit Hilfe der Beads an einem Magneten
isoliert werden. Die Reaktionsgefalie werden in einen speziellen Stander mit Magnet gestellt.
Nach ungefahr 1 min haben alle Beads/RNA an den Magneten gebunden. Die DNA befindet
sich dann im Uberstand und wird in einem silanisierten Tube gesammelt. Damit die DNA
moglichst restlos isoliert werden kann, wird erneut mit 20 yl cDNA-Waschpuffer+igepal
gewaschen, die Probe an den Magneten gegeben und der DNA-Uberstand in das silanisierte
Tube Uberfuhrt. Es muss darauf geachtet werden, dass beim Waschen keine Beads
mitgenommen werden. Die Beads mit der daran gebundenen RNA werden in 20 pyl cDNA-
Waschpuffer/Tween aufgenommen, in ein frisches Tube pipettiert, an den Magneten
gegeben und der Uberstand in das silanisierte Tube Uberfiihrt. Die Beads werden ein letztes
Mal mit 20 ul cDNA-Waschpuffer/Igepal resuspendiert, an den Magneten gegeben und auf
Eis gestellt. Zuerst werden MIX 1 und 2 fir die cDNA Synthese (3.1.2.1.) hergestellt, bevor

schlieRlich der letzte Uberstand abgenommen und erneut in das silanisierte Tube Uberfiihrt

wird.
cDNA-Waschpuffer: Endkonzentration Stocklésung
50 mM Tris/HCI 500 pl 1M, pH 8
75 mMKCI 750 pl 1M
10 MM DTT 100 pl 1M
0,25% Igepal 25 pl 100%
oder 0,50% Tween 50 pl 100%

mit DEPC H,0 auf 10 ml auffillen
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2.7.21 cDNA Synthese

Die cDNA Synthese wird unter Rotation in einem Hybridisierungsofen durchgefiihrt, damit die
Partikel, an die die mRNA gebunden ist, nicht sedimentieren. Der Hybridisierungsofen
inklusive Hybridisierungsrohren muss vor Beginn auf 44°C vorgeheizt werden.

Zu den Beads/RNA werden jeweils 10 pl von Mix 1 pipettiert und bei RT fir einige Minuten
stehen gelassen, damit sich die cDNA-Snthese Primer anlagern kénnen. Mix 2 wird zunachst
ohne die Reverse Transkriptase (RT, Superscript) angesetzt. Diese wird erst vor Zugabe von
ebenfalls 10 yl Mix 2 dazu pipettiert. AnschlieRend werden die Proben auf Eis gestellt. Die
cDNA-Synthese lauft bei 44°C fiir 45 min bei langsamer Rotation. Dazu werden die Proben

an den vorgeheizten Glasern des Hybridisierungsofens befestigt.

MIX 1 (1x): 5x RT-Puffer 2,0 ul
0.1M DTT 1,0 pl
Igepal 10% 0,5 ul
H.O 0,5 ul
Primer 6,0 pl

Primer: 1 vol T7N8C (200uM) + 1 vol T7TC (100uM)

MIX 2 (1x): 5x RT-Puffer 2,0 ul
0.1M DTT 1,0 pl
10mM dNTP 1,0 pl
H.O 5,0 ul
RT, SSli 1,0 pl

2.7.22  3'-Tailing

Fir das Tailing wird die PCR-Maschine (MJ, Peltier Thermal Cycler) auf 94°C vorgeheizt. Es
muss darauf geachtet werden, dass nach der cDNA-Synthese keine Beads mehr an der
Gefallwand kleben. Die Beads werden einmal in 20 pl Tailing-Waschpuffer gewaschen,

jeweils 10 pl Tailing-Mix zu den Beads pipettiert und gut resuspendiert.

Tailing-Waschpuffer: Endkonzentration Stocklésung
50mM KH,PO, 500 pl 1M, pH 7
1mM DTT 10 pl 1M
0,25% Igepal 25 ul 100%

mit DEPC H,0. auf 10 ml auffillen
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TAILING-MIX (1x): 40 mM MgCl, 1,0 pl
1mMDTT 1,0 ul
2 mM dGTP 1,0 ul
200 mM KH,PO4 0,5 ul
H.O 6,5 ul

Damit die Probe nicht verdampft, wird sie mit 40 yl PCR-OI (iberschichtet und 4 min bei 94°C
in einer PCR-Maschine (MJ) inkubiert. AnschlieBend kommen die Proben direkt auf Eis. Pro
Reaktionsgefal® werden 0,8 ul TdT (14 U/ul) zugegeben, gemischt und im MJ flr mindestens
1 h bei 37°C inkubiert. Die Inaktivierung der terminalen Transferase erfolgt bei 70°C fur 5 min
in der PCR-Maschine.

2.7.2.3 PCR
Es werden jeweils 35 pl pro Tube von PCR-Mix 1 unter das Ol pipettiert und in die PCR-

Maschine gestellt. Die Probe wird bis auf 78°C erhitzt, dann wird das Programm angehalten.
5,5yl von PCR-Mix 2 werden moglichst zugig direkt zu den Proben in der Maschine

gegeben. Nach der letzten Probe wird die Pause aufgehoben (,Hot-start").

PCR-MIX 1 (1x): Puffer 1 BM, Expand Long Template 4,0 ul

20% Formamid 7,5 ul

H,O 24,0 ul
PCR-MIX 2 (1x): 24 uyM CPy-Primer 2,5 ul

10 mM dNTP 1,75 pl

TLT (Polymerase, 3,5U/ul) 1,5 ul
CP, Primer: 5-TCAGAATTC ATG CCC CCC CCC CcCccC ccC -3
PCR-Programm: 1 78°C 0:30

2 94°C 0:15

3 65°C 0:30

4 68°C 2:00

5 zurick zu 2. 19 Zyklen

6. 94°C 0:15

7 65°C 0:30

8 68°C 2:30 + 10sec/Zyklus

9 zurlck zu 6. 20 Zyklen

10. 68°C 7:00

11. 04°C o0
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27.24 PCR zur Kontrolle der Probenqualitét
Von jeder Probe wird eine Kontroll-PCR mit 3-Aktin, EF1-a. und EGP durchgefiihrt. Es zeigte

sich, dass die Proben flr die Hybridisierung auf die Filterarrays geeignet waren, wenn die

PCR mindestens fur g-Aktin und EF1-a positiv war.

Verwendete Primer:

o B-Aktin 57 5-GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA -8
B-Aktin 3" 5-CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC -3’
. EGP 5" 5-GCG AGT GAG AAC CTACTG -3
EGP 3" 5-CAC ATC AGC TAT GTC CAC ATC -3’
o EF1-a 5" 5-TGC CCC AGG ACA CAG AGA CT -3’
EF1-a 3" 5-CTG TGT CGG GGT TGT AGC CA -3’
PCR-MIX: H,O 7,25 pl
10x PCR-Puffer 1,0 pl

3"-Oligonucleotid (8 uM) 0,5 ul
5°-Oligonucleotid (8 uM) 0,5 ul

BSA 0,25 ul

Taqg-Polymerase (5U/pl) 0,1 pl

Probe 1,0 ul
10 x PCR-Puffer: 500 mM KCI

100 mM Tris HCI pH 8,5

10 mM MgCl,

1 mM jedes dNTPs

94°C 2:00
58°C 0:30
72°C 0:20
94°C 0:40
58°C 0:30
72°C 0:20 4.-6. 14 Zyklen
94°C 0:40
58°C 0:30
72°C 0:20 7.-9.45 Zyklen
94°C 0:40
58°C 0:30

PCR-Programm:

= 2 0 ® N o o kKo

- O
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12.  72°C 0:20
13. 6°C
Die PCR wird im Robocycler Gradient96 der Firma Stratagene durchgefihrt.

2.7.3 Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte
Die verwendete Gelkonzentration betragt 1,5% Agarose in 1x TBE. SYBR Gold

(Verdiinnung 1:1600) wird mit dem Probenlaufpuffer Dye im Verhaltnis 1:2 gemischt. Davon
werden jeweils 3 pl SYBR-Dye-Mix zu jedem PCR-Produkt dazugeben und auf das Gel
aufgetragen. Als Marker pipettiert man 4 yl SYBR Gold (1:1600) zu 10 yl 1kb-Marker
(Ladder). Durch Anlegen einer Spannung von 100-150 V bei 400 mA und einer Laufzeit von
30-60 min (je nach gewlnschter Auftrennung) werden die PCR-Produkte im Horizontal-
Gelelektrophorese-System aufgetrennt. Anschlielend kann das Gel auf dem UV-

Transilluminator und mit Hilfe einer Kamera photographiert und das Bild digital gespeichert

werden.
10 x TBE pH 8,0 890 mM Tris/HCI
890 mM Borsaure
20 mM EDTA
SYBR Gold Verdiinnung 1:1600 in DMSO
Probenpuffer (=Dye) 25% Ficoll-400

0,3% w/v Orange-G

in 1x TBE l6sen

2.7.4 Isolation der DNA

Nachdem die mRNA an die paramagnetischen Beads gebunden hat (siehe 2.7.2), kann die
DNA aus den Uberstéanden der Waschschritte in silanisierten Reaktionsgefaen gesammelt

werden.

2741 Fallung der DNA und Waschen der Pellets

Den Uberstanden wird je 1 ul Glycogen zugegeben und die DNA mit jeweils 80 ul 100%
Ethanol Uber Nacht geféllt. Die gefallte Probe wird fir 45 min bei 4°C und 14000 Upm
zentrifugiert, die Uberstande vorsichtig bis auf 10 ul abgenommen und mit 170 pl 70% EtOH
aufgeflllt. Das Pellet wird fir 10 min auf dem Schiittler gewaschen, anschlieltend bei RT fiir
10 min bei 14000 Upm zentrifugiert und der Uberstand erneut abgenommen. Dieser
Waschschritt wird noch zwei Mal wiederholt. Zum Schluss wird der Uberstand vorsichtig

komplett abgenommen und das Pellet unter dem Abzug getrocknet.
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2.7.4.2 PK-Verdau

Zu jedem Ansatz pipettiert man 4,5 pl Proteinase K-Mix und lasst die Probe fir 10 min bei
40°C im Heizblock schitteln bis sich das Pellet geldst hat. Der Proteinase K Verdau lauft far
10 h bei 42°C in der PCR-Maschine. Nachdem das zellulare Protein entfernt ist, wird die

Aktivitat der Proteinase K durch 10 min bei 80°C gestoppt.

Proteinase K-Mix: OFA 0,5
Tween 10% 0,13 ul
Igepal 10% 0,13 ul
Proteinase K (10 mg/ml) 0,26 pl
H.O 3,5 ul

2743 Mse-Adapter-PCR

Zu der PK verdauten Probe pipettiert man 0,25 ul Mse | (50 U/pl) und 0,25 pl H,O. Der
Verdau lauft bei 37°C fur 3 h und wird zum Schluss bei 65°C flr 5 min inaktiviert. Das
Restriktionsenzym Msel (Schnittstelle: TVYTAA) fragmentiert die DNA, wodurch 5°-TA
Uberhénge entstehen, an die ein Adapter aus den Oligonucleotiden LIB1 und ddMse11 ligiert
werden kann. Parallel zum Mse I-Verdau werden die Adapter aneinander gebunden. Fir das
Adapter-Annealing-Programm wird im MJ ein Gradient von 65°C bis 15°C fiir je 1 min pro

Temperaturschritt programmiert.

Adapter-Mix: OFA Plus Puffer 0,5 ul
LIB 1100 uM 0,5 ul
ddMSE11 100 uM 0,5 ul
H.0 1,5 pl

Die Ligation der nun durch Basenpaarung miteinander verbundenen Adapter lauft Gber Nacht

in der PCR-Maschine bei 15°C. Zu der Msel verdauten Probe pipettiert man jeweils 5 pl

Ligations-Mix.

Ligations-Mix: Adapter 3 ul
ATP 10 mM 1 ul
T4-DNA-Ligase (5 U) 1 ul

Fir die nun folgende primare PCR wird zu der an den Adapter ligierten Zelle 40 pl PCR-Mix
zugegeben. Im letzten Schritt der PCR werden die Adapter-Enden aufgefllt, wodurch

komplementare Bindungsstellen fir den LIB1 Primer entstehen. Das Amplifikat kann
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anschlielfend bei —20°C gelagert werden und dient als Ausgangsmaterial fir alle nun

folgenden Untersuchungen.

PCR-Mix: Expand-Long-Template Puffer 1 3 ul
dNTPs 10 mM 2 ul
Expand-Long-Template PolMix (3,5 U/ul) 1 pl
H.O 35 ul

PCR-Programm: 1. 68°C 3 min
2. 94°C 40 sec
3. 57°C 30 sec
4. 68°C 1 min 30 sec +1 sec/Zyklus
5. zZu 2. 14 mal
6. 94°C 40 sec
7. 57°C 30 sec +1°C/Zyklus
8. 68°C 1 min 45 sec +1 sec/Zyklus
9. Zu 6. 7 mal
10. 94°C 40 sec
11. 65°C 30 sec
12. 68°C 1 min 53 sec +1 sec/Zyklus
13. zu 10. 21 mal
14. 68°C 3 min 40 sec

2744 Kontroll-PCR
Zur Qualitatskontrolle der Proben aus 2.7.4.3 wird eine Kontroll-PCR (siehe 2.7.2.4) mit

Primerpaaren fur CK 19 (Zytokeratin), p53 Exon 2/3 und Exon 8/9 und eine Elektrophorese
(2.7.3) durchgefuhrt.

Verwendete Primer:

o CK 19-5" GAA GAT CCG CGACTG GTAC
CK 19-3" TTC ATG CTC AGC TGT GAC TG

. p53 exon2/3-5": GAA GCG TCT CAT GCT GGA TC
p53 exon2/3-3: CAG CCC AAC CCTTGT CCT TA

. p53 exon8/9-5": AGG ACCTGATTT CCT TAC TGC
p53 exon8/9-3: GAG GTC CCAAGA CTT AGT AC

Eine gute Probenqualitat zeigt sich durch positive PCR-Ergebnisse bei allen 3 verwendeten

Primerpaaren. Es stellte sich heraus, dass eine positive spezifische PCR fir eine
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erfolgreiche CGH vollig ausreichend ist. Von dem primaren PCR-Produkt wird 0,5 pl pro

Ansatz zugegeben.

2.8 Hybridisierungen und Datenerhebung

Es existieren eine Vielzahl von Mdglichkeiten RNA und DNA zu hybridisieren. In diesem Fall
soll die RNA, bzw. cDNA nicht-radioaktiv markiert und auf selbsthergestellte Filter-Arrays
hybridisiert werden. Bei der CGH wird unterschiedlich markierte Kontroll-DNA und Referenz-
DNA auf Metaphasen hybridisiert.

2.8.1 Hybridisierung von cDNA Filterarrays zur Expressionsanalyse

Bei der Hybridisierung versucht man immobilisierte DNA auf einer Nylon- oder
Nitrocellulosemembran mit Hilfe einer markierten Sonde, die an die membrangebundene
DNA bindet, nachzuweisen. Mit Hilfe eines spezifischen enzymgekoppelten Antikérpers, der

an die markierte Sonde bindet, kann das Ergebnis visualisiert werden.

2.8.1.1 Markierung der primaren PCR Produkte

Bei dem hier verwendeten nicht-radioaktiven Nachweis wird die Sonde mit Digoxigenin (DIG)
markiert. Das Digoxigenin ist Uber einen Spacer mit dem Nucleotid verbunden, durch den die
Reportergruppe aus dem Rickrad der Nucleinsdure herausragt und von dem Digoxigenin-
spezifischen Antikérper, an den das Enzym Alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt ist,
erkannt werden kann. Der Nachweis der alkalischen Phosphatase erfolgt Gber 5-Brom-4-
chlor-3-indolylphosphat  (CSPD=Chemiluminescence  Substrate). Chemilumineszente

Substrate emittieren Licht, das einen Réntgenfilm schwarzt.

Markierungsmix (1x): Thermo Sequenase Reaction Puffer 2,5 ul
1/7-dNTP-Mix 1,75 pl
Formamid 20% 7,5 ul
CP, Primer (24 uM) 5,0 ul
Dig-UTP 2,5l
Thermo-Sequenase (32 U/ul) 0,5 ul
PCR-H,O 30,5 pl
unverdinnte Probe 1,0 ul
1/7-dNTP-MIX: CTP 5 pl
GTP 5l
ATP 5l
TTP 4,2 pl

H,0 30,8 pl
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CP2-Primer: 5-TCA GAATTC ATG CCC CCC CCC CcCccC cCcC -3
PCR-Programm: 1. 94°C 02:00

2. 68°C 04:00

3. 94°C 00:15

4. 68°C 04:00

5. zu 3. 10 mal

6. 94°C 00:15

7. 68°C 04:00 + 10 sec/Zyklus

8. Zu 6. 2 mal

9. 68°C 07:00

10. 04°C 0

Die PCR wurde in der Perkin Elmer (PE) PCR-Maschine durchgefihrt.

2.8.1.2 DNA-Konzentrationsbestimmung
Der DNA-Gehalt nach der Reamplifikation unterliegt Schwankungen. Da fir die Filter-

Hybridisierung eine definierte Menge an DNA bendtigt wird, muss diese flir jede Probe genau
bestimmt werden. Mit Hilfe einer Ethidiumbromidplatte, einer Verdiinnungsreihe und durch
den Vergleich mit einer bekannten Standardkonzentration (Hering Sperm DNA, 10 mg/ml)
wird die Konzentration der Probe bestimmt. Dazu |6st man fur ein 1,5%iges Agarosegel 1,5 g
Agarose in 100 ml 1x TBE. Nach dem Erhitzen gibt man 3 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) zu

100 ml Agarose und giel3t jeweils 10 ml in eine Petrischale.

Tabelle 2.2: Herstellung einer Verdiinnungsreihe.

Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 2 Ansatz 4 Ansatz &5
Konzentration Konzentration Konzentration Konzentration Konzentration
1720 140 1/80 17180 10320
19 plH,O 10 pIH,O 10 plH,O 10 H,O 10 ul H,O

+1 il Probe

Von jeder Verdinnung der Probe und der Kontroll-DNA wird jeweils 1 pl reihenweise auf eine
Ethidiumbromid-Platte pipettiert. Nach dem Trocknen wird unter dem UV-Schirm die
Konzentration bestimmt. Entsprechen die Intensitaten der Probenreihe der Kontrollreihe, so

betragt die Konzentration der Probe 1 pg/pl. Ist der erste Tropfen der Probe (1/20) zum
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Beispiel gleich dem dritten Tropfen (1/80) der Kontrolle, so ergibt sich eine Konzentration von
0,25 ug/ul (= 1/80:1/20)

2.8.1.3 Herstellung der cDNA Filter-Arrays

Die Isolation und Amplifikation neuer Sonden und das Auftragen der Sonden auf die
Nylonmembran wurden ausfihrlich in der Dissertation von Sabine Schilling beschrieben.
Eine Ubersicht tber alle auf den Filter gespotteten cDNAs ist im Ergebnisteil unter 3.6 zu

finden. Die detaillierte Arraymatrix ist im Anhang beigefligt (Abb. 7.2).

2.8.1.4 Gewinnung chromosomaler DNA aus E.coli und E.Coli-PBS Verdau

Unspezifische Bindungen kénnen zu falsch-positiven Signalen fliihren. Um das zu verhindern
wird ein verdautes E.coli-DNA/PBS-Gemisch beim der Prahybridisierung der Filter
zugegeben. Hierflr setzt man Uber Nacht bei 37°C auf dem Schuttler eine E.coli Kultur
(100 ml) aus LB-Medium mit 1 ml Ampicillin (100 mg/ml) pro ml Medium an. Die Bakterien
werden durch 15-minttige Zentrifugation mit 4000 g bei 4°C pelletiert und in 10 ml Puffer R
resuspendiert. Anschlielend pipettiert man 200 I RNAse- (10 mg/ml, pH 8), 200 ul
Lysozym- (100 mg/ml, pH 8) und 450 ul Proteinase K-Losung (20 mg/ml, pH 8) dazu, vortext
und lasst alles bei 37°C Uber Nacht im Wasserbad inkubieren. Fur die Extraktion der DNA
gibt man 1 Vol Chloramphenicol (Roth) dazu, vortext und zentrifugiert das Protein ab. Die
obere Phase, in der sich die DNA befindet wird vorsichtig abgenommen, in frische Réhrchen
Uberflihrt und die DNA fiir ca. 1 min im Ultraschall geschert. Sobald die Viskositat der Losung
abnimmt, kann die DNA durch Zugabe von 1/10 Volumen 3M NaAc (pH 5,2) und 1 Vol
Isopropanol bei -20°C fur mindestens 1h gefallt werden. Nachdem die DNA (15.000 x g,
30 min, 4°C) pelletiert wurde, lasst man das Pellet lufttrocknen. Um die optische Dichte (OD)

zu bestimmen nimmt man das Pellet in eine definierte Menge Wasser auf.

LB-Medium (pH 7): Pepton 50¢g
Hefe Extrakt 25¢g
NaCl 50¢g

Mit Aqua dest. auf 5 | auffiillen und autoklavieren.

Puffer R (pH 8): EDTA (50 mM) 1,861 g
TRIS (50 mM) 0,6055 g
Tween20 (5%) 500 i

Triton X-100 (5%) 500 pl
mit H,O auf 100 ml auffiillen
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Verdau: E.coli/PBS (100 ug/ml) 1ml
NT-Puffer 100 pl
DNAse (3 mg/ml) 1ul

5-10 min bei 15°C verdauen und zur Kontrolle 5 yl mit 3 pl Dye/Sybr auf ein Gel auftragen.

10x NT-Puffer (Nick-Translationspuffer): 0,5 M Tris/HCI (pH 7,5)
0,1 M MgSO4
1mMDTT
500 pug/ml BSA

2.8.1.5 Prahybridisierung und Hybridisierung der Filter

Prahybridisierung:

Zuerst werden 6 ml Dig Easy Hyb-Lésung auf 45°C erwarmt. Von dieser Losung fullt man
5 ml in eine Hybridisierungsrohre, gibt die vorher in 2x SSC eingelegten Filter dazu und I&sst
die Filter bei langsamer Rotation im Hybridisierungsofen bei 45°C drehen. Zu der restlichen
1 ml Dig Easy Hyb-Losung pipettiert man vorher verdautes pBS-E.coli-DNA Gemisch
(100 pg/ml Endkonzentration), das bei 95°C fur 5 min denaturiert und zum Filter dazugeben
wird. In diesem Schritt werden unspezifische nicht humane Sequenzen abgedeckt. Die

Prahybridisierung lauft Gber Nacht bei 45°C im Hybridisierungsofen unter Rotation weiter.

Hybridisierung:

Die Hybridisierung der Filter wird ebenfalls in Hybridisierungsrohren durchgefihrt, die in dem
Hybridisierungsofen rotieren (beides von der Firma Hybraid). Dazu nimmt man 1 ml
Prahybridisierungsmix ab und pipettiert Sonde (Endkonzentration 1 pg/ml) und Heringssperm
DNA (50 ng/ul) dazu. AnschlieRend denaturiert man das Gemisch flir 4 min bei 94°C, gibt es

sofort wieder zum Filter und lasst es bei 45°C Giber Nacht weiterdrehen.

2.8.1.6 Entwicklung der Filter-Arrays

Die Entwicklung der Filter wird mit dem Dig Luminescent Detection Kit for Nucleic Acids von
Roche durchgefiihrt. Man beginnt mit einer Reihe von Waschschritten, die dazu dienen
Uberschussige Sonden zu entfernen und unspezifische Bindungen zu l6sen. Zuerst werden
alle Waschlésungen im Wasserbad auf 68°C erwarmt. Durch die Erhdhung der Temperatur
wird die Stringenz erhoht. Die Hybridisierungsldsung wird abgeschiittet und kann bei —20°C
aufbewahrt und wieder verwendet werden. Indem man den Filter einige Male in
2x SSC + 0,1% SDS und anschlie®end kurz in 1x SSC + 0,1% SDS dreht wird die restliche
Sonde abgewaschen. Anschlielend lasst man den Filter in 0,5x SSC + 0,1% SDS fiir 15 min
bei 68°C und dann erneut zwei Mal in 0,1x SSC + 0,1% SDS fiir 30 min bei 68°C im Ofen
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drehen. Zum Schluss wird der Filter kurz in eine Schale mit Puffer 1 geben und wieder

abgegossen.

20x SSC: 10% SDS:

175,3 g NaCl 100 g SDS (Dodecyl Sulfate Natrium-Salz)
88,2 g Sodiumcitrat 900 ml H,O bidest

mit 800 ml H,O auffullen bei 68°C l6sen

pH 7 einstellen pH 7,2 einstellen

auf 11 mit H,O auffiillen auf 11 mit H,O auffiillen

Waschlésungen:
e 2xSSC +0,1% SDS:
50 ml 20x SSC + 5 ml 10% SDS + 445 ml H,0
e 1xSSC + 0,1% SDS:
25 ml 20x SSC + 5 ml 10% SDS + 470 ml H,O
e 0,5x SSC + 0,1% SDS:
12,5 ml 20x SSC + 5 ml 10% SDS + 482,5 ml H,O
e 0,1xSSC + 0,1% SDS:
2,5 ml 20x SSC + 5 ml 10% SDS + 492,5 ml H,O

Puffer 1:
Maleinsaure 4,64 g
NaCl 3,509

in 400 ml H,O losen

mit NaOH-Platzchen auf pH 7,5 einstellen und autoklavieren

Um unspezifische Antikdrperbindungen auf dem Filter zu blockieren gibt man 25 ml der
vorher hergestellten Blockierungslésung auf den Filter und lasst diesen 30 min bei

Raumtemperatur auf einem Schuttler langsam schaukeln.

10% Block:
10 g blocking reagent (Milchpulver) mit 100 ml Puffer 1 mischen und zum L&sen in

Intervallen von je 30 sek in der Mikrowelle erhitzen (max. 10x, ungeféhr 3 min).

Blocking-Losung:

5 ml 10%igen Block mit 45 ml Puffer 1 mischen.
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AnschlieBend erfolgt die Bindung des Antikérpers (anti-Dig-AP), indem man 2,5 ul
Antikorper-Loésung zu der Blockierungslosung pipettiert und fir weitere 30 min bei
Raumtemperatur schaukeln Iasst. Uberschiissige Antikérper werden durch zweimaliges
Waschen des Filters in Puffer 1-Tween-Losung flr 15 min bei Raumtemperatur auf dem
Schuttler entfernt. Die Uberschissige FlUssigkeit ldsst man abtropfen und legt den Filter auf
eine saubere Folie. Nachdem man den CSPD-Mix auf Filter verteilt hat, schliet man die
Folie ohne Luftblasen und Iasst alles 5 min bei Raumtemperatur inkubieren. Anschlielend
tropft man die Flussigkeit erneut ab und Uberfuhrt den Filter in eine saubere Folie. Um die
Alkalischen Phosphatase zu aktivieren legt man die Folie mit dem Filter fur 15 min bei 37°C
in den Ofen. Zum Schluss wird der Filter in einer Entwicklungsbox (Siemens) fixiert und ein
Film (Scientific Imaging Film, Biomax, Kodak) aufgelegt. Dieser wird nach unterschiedlichen
Entwicklungszeiten (zwischen 2min und 1h) durch einen neuen Film ersetzt. Die

Entwicklung erfolgt in einer Entwicklermaschine (Compact 35, Airclean 200).

Puffer 1-Tween-Losung:

500 ml Puffer 1 mit 1,5 ml Tween mischen.
Fir die Nachweisreaktion wird der Ofen auf 37°C eingestellt und 990 pl Puffer 3 mit 10 pl
CSPD (= Substrat fur die Alkalische Phosphatase) gemischt. Der Filter wird zweimal kurz in

Puffer 3 gewaschen.

Puffer 3:

5 ml Tris 1M, pH 9,5 Tris 100 mM
5 ml NaCl 1M NaCl 100 mM
40 ml H,O

2.8.1.7 Scannen der Filter und Auswertung der Filterdaten

Die entwickelten Filter wurden mit dem Snapscan 1236s Scanner von Agfa mit einer
Auflésung von 600 dpi eingescannt. Fur die Bearbeitung wurde das Programm ScanWise
(Agfa) verwendet. Anschliefend wurde mit der ArrayVision Software (Imaging Research Inc)
ausgewertet. Dabei wird ein auf den Filter angepasstes Raster der gespotteten cDNAs Uber
den gescannten Filter gelegt, jeder Punkt danach ausgerichtet und als positiv bestatigt.
Anhand von 3-5 ausgewahlter Flachen (ohne Signalpunkte oder starke Schwarzung) wird der
durchschnittliche Hintergrund berechnet und abgezogen. Die Signale werden im Verhaltnis
zu 6 Haushaltsgenen normalisiert, indem man diese gleich ,1“ und den Hintergrund gleich ,0*
setzt. Fir jedes positiv gewertete Signal wird ein Wert gemessen, der in eine Excel Tabelle
exportiert wird. Jedes Gen befindet sich zur Kontrolle zwei Mal auf dem Filter, so dass zum

Schluss der Auswertung der Mittelwert dieser beiden Punkte berechnet werden muss.
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2.8.2 Comparative genomische Hybridisierung zur Analyse des Genoms

Bei der Comparativen Genomischen Hybridisierung (CGH) werden mit Digoxigenin-11-dUTP
markierte Tumor-DNA (Einzelzelle/mikrodissektiertes Areal aus Primartumor) und Biotin-16-
dUTP markierte Referenz-DNA (gesunder Spender) auf menschliche Metaphasen
hybridisiert. Der Nachweis erfolgt mit Anti-Digoxigenin-FITC und Anti-Avidin-Rhodamin
Antikérpern und kann am Mikroskop durch Messen der Intensitaten der einzelnen

Fluorochrome ausgewertet werden.

2.8.2.1 Anfertigung von Metaphase-Objekttragern

Fir eine Lymphozytenkultur wird zu 20 ml peripherem Blut eines gesunden Spenders 250 ml
Kulturmedium fur Lymphozyten gegeben, in 10 ml Kulturflaschen aufgeteilt und 3 Nachte bei
37°C im CO,-Brutschrank inkubiert.

Lymphozyten-Kulturmedium: 250 ml RPMI Medium ohne L-Glutamin
15% FCS
Penicillin 200 U/ml
Streptomycin 200 U/ml
L-Glutamin 2 mM
3 mg Phytohemaglutinin

Damit die Zellteilung in der Metaphase stoppt wird in jede Zellkulturflasche 100 pl
Colcemidlésung (10 pg/ml) pipettiert und fur eine Stunde weiter inkubiert. Die Kulturen
werden in 15 ml Falkons Uberflhrt und durch Zentrifugation pelletiert. AnschlieRend gibt man
fur 8 min bei 37°C 10 ml hypotone 75 mM KCI Loésung dazu. Die Zellen werden
abzentrifugiert und in einem eiskalten Fixativ, einem Gemisch aus Methanol und Eisessig
(7,5 ml Methanol, 2,5 ml Eisessig 100%) vorsichtig resuspendiert. Anschlieend wascht man
die Zellen zwei Mal in 10 ml Fixativ und zentrifugiert erneut ab. Auf diese Weise werden die
Reste der lysierten Erythrozyten entfernt. Nach diesem Schritt kann die Zellsuspension in
3 ml Fixativ bei —20°C flr einige Monate aufbewahrt werden.

Bevor man die Zellen Auftropfen kann, missen die Glasobjekttrager tber Nacht in Kivetten
mit 100% EtOH gereinigt werden. Der Alkohol wird anschlieBend abgegossen und die
Objekttrager in kaltem destilliertem Wasser auf 4°C abgekuhlt. Die in Methanol/Eisessig
gelagerte Lymphozytenkultur wird mit einer Transferpipette aus einem Abstand von ca.
50 cm auf die Objekttrager aufgetropft und auf einer Heizplatte bei 37°C getrocknet. Nasse
Tlcher, die vorher auf die Heizplatte gelegt werden erhdhen die Luftfeuchtigkeit und sollen

so zu einer besseren Qualitat der Metaphasen beitragen.
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2.8.2.2 Markierung der PCR-Produkte

Bei der Markierung der primaren PCR-Produkte werden die Desoxynucleotid-Derivate
Digoxigenin-11-dUTP (Einzelzelle oder mikrodissektiertes Areal aus Primartumor) und Biotin-
16-dUTP (Referenz-DNA) bei der Reamplifikation eingebaut.

Reamplifikations-Mix: Expand-Long-Template Puffer 1 4 ul
LIB1 10 uM 6 pl
7/8 ANTP-Mix 1,4 pl
1 mM Biotin-dUTP (Referenz) 1,75 pl
oder 1 mM Digoxigenin-dUTP (Tumor)
Taqg-Polymerase 5 U/ul 1 ul
H.O 26,35 yl
7/8 ANTP-Mix: 8,75 mM dTTP
10 mM dATP
10 mM dCTP
10 mM dGTP

Zu dem Markierungs-PCR-Mix wird 0,75 pl primares PCR-Produkt als Template zugegeben.

PCR-Programm: 1. 94°C 1 min
2. 60°C 30 sec
3. 72°C 2 min
4. 94°C 30 sec
5. 60°C 30 sec
6. 72°C 2 min + 20 sec/Zyklus
7. zu 4. 10 Zyklen

Nach der Reamplifikation wird der LIB1 Primer durch einen Restriktionsverdau mit Tru |
(Isozym von Mse I, Schnittstelle entsprechend T ¥ TAA) entfernt. 2 ul Puffer R und 2 pl Tru |
(50 U/ul) werden zu dem Reamplifikationsansatz (40 pl) pipettiert und flir 2 bis 3 Stunden bei
65°C inkubiert.

2.8.2.3 Fallung markierter DNA

Die markierte Test- und Referenz-DNA (Pool aus normalen diploiden Zellen) wird Giber Nacht
bei —20°C gefallt. Fir ein mikrodissektiertes Areal aus dem Primartumor ist der doppelte

Ansatz markierter DNA nétig. Anschlielend wird alles gut gevortext.
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Einzelzelle Priméartumor
Dig markierte Referenz-DNA 40 ul 80 ul
Biotin markierte Test-DNA 40 ul 80 ul
Humane Cot1-DNA 80 ul 100 pl
Heringssperm DNA 10 10 pl
Natrium Acetat 3M (pH 5,2) 17 27 Jl
kalter unvergallter 100% EtOH 400 pl 600 pl

(-20°C, 2,5-faches Volumen)

2.8.2.4Vorbehandlung des Metaphasen-Spread-Objekttragers
Die Metaphase-Objekttrager (OT) werden parallel zur Herstellung des DNA-

Hybridisierungsansatzes (siehe 2.8.2.5) vorbereitet. Zu Beginn werden die Objekttrager unter
dem Mikroskop nach geeigneten Auftragsflachen durchsucht und die Stellen markiert, an
denen ausreichend Metaphasen zu finden sind. Die Objekttrdger werden kurz in 2x SSC
gewaschen und zum Entfernen der RNA fir 1h bei 37°C mit 200 yl RNase-Ldsung
(100 pg/ml in 2x SSC) inkubiert. Anschlieffend wird die RNase durch dreimaliges 5-minutiges
Waschen in 2x SSC entfernt. Zu 100 ml 10 mM HCI (pH 2), die im Wasserbad auf 37°C
erwarmt wurde, pipettiert man 50 pl Pepsin-Losung (Stock: 100 mg/ml in H,O). Abhangig von
der Menge der Zytoplasmareste lasst man den Objekttrager 2 bis 4 min in der Pepsin-HCI
Lésung inkubieren. Durch zweimaliges Waschen in 1x PBS wird der Verdau gestoppt. Die
OT’s werden in 200 yl PFA-Lésung (50 mM MgCl, in PBS mit 1% PFA) 5 min bei RT
inkubiert.  Dieser  Schritt fixiert das Chromatingerist und stabilisiert die
Chromosomenstruktur. In der aufsteigenden Alkoholreihe (je 3 min in 70%, 85%, 100%)
werden die OT dehydriert. Die getrockneten Objekttrager werden dann fir 1 min 45 sec bis

maximal 2 min in der auf 70°C vorgewarmten Formamidlésung (pH 7,1) denaturiert.

Formamidlosung: 100% Formamid 70 ml
20x SSC 10 ml
H,O 20 ml

pH-Wert auf pH 7,1 einstellen.

Die optimale Dauer der Denaturierung ist abhangig von der Kondensation der Chromosomen
und der Intensitat des Pepsinverdaus und muss individuell ausgetestet werden. Nach einer
weiteren aufsteigenden Alkoholreihe (je 3 min in 70%, 85%, 100%) lasst man den OT
trocknen und pipettiert anschlieBend die vorbereitete DNA-Probe (siehe 2.8.2.5) auf das
vorher markierte Feld. Ein 18x18 mm grofies Deckglas und Fixogum Montagekleber

verschlielien das Hybridisierungsfeld.
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2.8.2.5 DNA-Hybridisierung auf Metaphasen

Die Herstellung des DNA-Hybridisierungsansatzes erfolgt parallel zur Vorbehandlung der
Metaphase-Objekttrager (siehe 2.8.2.4). Fir den DNA-Hybridisierungsansatz wird die
prazipitierte DNA bei 4°C flir 45 min mit 14000 rpm in der Kihlzentrifuge abzentrifugiert. Das
Pellet wird in 500 pl unvergalltem 70% EtOH gewaschen und 10 min bei 14000 rpm
zentrifugiert. Der Alkohol wird vorsichtig abgenommen und das Pellet bei 37°C getrocknet. In
7 pl 100% deionisiertem Formamid im Heizblock bei 37°C fir 45 min wird das Pellet unter
Schiitteln gelést. Nachdem man 7 yl Master-Mix dazu pipettiert, lasst man die Probe erneut
fir 30 min bei 37°C schiitteln.

Master-Mix: 4x SSC
30% Dextran Sulfat

Die Probe wird erneut abzentrifugiert und 6 min im Heizblock bei 78°C denaturiert.
AnschlieBend lasst man die Proben fur 30 min bei 37°C im Wasserbad inkubieren. Bei
diesem Schritt hybridisiert die Cot-1 DNA an die repetitiven Sequenzen der Test/Referenz-
DNA. Die Proben werden noch kurz abzentrifugiert und kdnnen dann auf die vorbehandelten
Metaphasen-Obijekttrager (siehe 2.8.2.4) aufgetropft und anschlieRend mit einem Deckglas
abgedichtet werden. Die Hybridisierung erfolgt fur 2-3 Nachte in einer feuchten Kammer bei
37°C.

2.8.2.6 Entwicklung der Objekttrager

Alle verwendeten Losungen mussen vor Beginn auf 42°C erwarmt werden. Nach Entfernen
des Deckglases wird das Dextransulfat zwei Mal 5 min in 4x SSC auf dem Schittler
abgewaschen. AnschlieRend wird der Objekttrager drei Mal bei 42°C in Formamid-Ldsung
und drei Mal in 1x SSC gewaschen. Dann wird in 1x PBS + 0,2% Tween gewaschen und die
Proteinbindungsstellen fir 45 min mit 1 ml 3% Superblock-Lésung blockiert. Zum Schluss
taucht man den OT kurz in 1x PBS + 0,2% Tween, deckt ihn mit einem 24x55 mm Deckglas
ab und inkubiert ihn flr 45 min in einer feuchten Kammer im Dunkeln bei 37°C mit dem
Antikérper-Mix. Nicht gebundene Fluorochrome werden durch dreimaliges Waschen fir
5 min auf dem Schuttler in 4x SSC + 0,2% Tween entfernt. AbschlieRend werden die
Chromosomen mit DAPI gefarbt, indem man fir 2 min 1 ml DAPI-L6sung auf den OT gibt.
Die in Wasser gesplilten und getrockneten OT werden mit Vectashield H-1000 und groRRen

Deckglasern eingedeckelt.
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Formamidldsung: 100% Formamid 150 mi
20x SSC 30 ml
H,O 120 ml

pH-Wert auf pH 7,5 einstellen

3% Superblock-Ldsung: 1x PBS + 0,2% Tween (pH 8,5)
3% BSA Fraktion V

5% FCS

Antikdrper-Mix: 1% Superblock 180 ul
Anti-Digoxigenin-FITC 20 pl
Avidin-Rhodamin 2 ul

1% Superblock-Mix: 1x PBS + 0,2% Tween (pH 8,5)
1% BSA Fraktion V
5% FCS

DAPI-Lésung: 4x SSC + 0,2% Tween 1ml
DAPI 10 ug

2.8.2.7 Auswertung der CGH

Alle bei der Auswertung der CGH verwendeten Gerate und die Software stammen von Leica.
Die Aufnahmen der hybridisierten Metaphasen werden mit einem Fluoreszenzmikroskop, an
das eine CCD-Kamera angeschlossen ist durchgeflihrt. mit Hilfe der Leica-QFISH Software
werden zwischen 10 und 15 geeignete Metaphasen aufgenommen. Dazu werden die
FluoreszenZfilter fur DAPI, FITC (Test-DNA) und Cy3.5 (Referenz-DNA) verwendet. Mit der
Leica-QCGH Software kdnnen die photographierten Metaphasen nach der DAPI-Banderung
in ein Karyogramm sortiert werden. Nach der Normalisierung vergleicht die Software die
Intensitaten der einzelnen Fluorochrome fir jedes einzelne Chromosom. In einem Gesamt-
CGH Profil wird dann der Mittelwert aller ausgewerteten Metaphasen einer Hybridisierung
dargestellt. Bei einem Verhaltnis der Intensitaten von FITC zu Cy3.5 von mehr als 1,25
handelt es sich um einen Gewinn, bei einem Verhéltnis kleiner als 0,75 um einen Verlust

eines Chromosomenabschnitts.
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3 Ergebnisse

3.11Isolierung disseminierter Tumorzellen aus Lymphknoten und Knochenmark

1999 bis 2003

Bronchialkarzinompatienten aus der Asklepios Klinik

Von wurden  Lymphknoten- und Knochenmarkproben von
(Zentrum fir Pneumologie und
Thoraxchirurgie, Minchen-Gauting) am Institut fir Immunologie aufgearbeitet und auf
disseminierte  Tumorzellen durchsucht. Insgesamt wurden im Laufe dieser Jahre 128
Patienten untersucht, von denen in Zusammenarbeit mit Dr. Wulf Sienel die klinisch-
pathologischen Daten gesammelt wurden. Bei 124 dieser Patienten handelte es sich um MO-
Patienten, dass heif3t um Patienten ohne Fernmetastasen. Von den insgesamt 124 NSCLC-
Patienten konnten von 102 die Lymphknoten und von 115 Patienten das Knochenmark

untersucht werden (Abb. 3.1).

124 NSCLC Patienten

!

102/124 Patienten mit untersuchten Lymphknoten (LK)
115/124 Patienten mit untersuchtem Knochenmark (KM)

l l

93 Patienten KM und LK untersucht 31 Patienten KM oder LK Status unbekannt

‘ untersuchte Probe positiv ‘ ‘ untersuchte Probenegativ ‘ ‘ untersuchte Probe negativ ‘ ‘ untersuchte Probepositiv ‘
31 Patienten || 24 Patienten || 62 Patienten || 69 Patienten | | 24 Patienten | 7 Patienten |
EM LK KM LK l 1 1 1
; ‘ ‘ ‘ 7 Patienten 17 Patienien 2 Patienten 5 Patienten
11 Patienten 49 Patienten . . . .
KM und LK EM und LK LK negativ EM negaiir LK posii KM positiv
posith negati KM unhekannt LK unhekannt KM unhekannt LK unhekannt
| TPatienten LK. |
————— 79 Patienten KM |——]
| 26 Patienten LK + |
| 36 Patienten KM + |
| |

Abbildung 3.1: Patientenkollektiv. Ubersicht aller 124 untersuchten Proben aus Lymphknoten und
Knochenmark.

Die Knochenmarkpunktate und die Lymphknoten wurden mit Hilfe von Antikérpern gegen die

epithelialen Marker EpCAM und Zytokeratin (CK) nach disseminierten Zellen durchsucht. Es
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wurden mindestens eine Million Zellen auf Adhasions-Objekttrager pipettiert und nach
positiven Zellen durchsucht. Diese konnten dann mit Hilfe eines Mikromanipulators isoliert
werden. Als Negativkontrolle wurde eine Farbung mit dem MOPC21-Isotyp durchgefuhrt.

Beim Knochenmark kam es gelegentlich zur Gerinnung, was die Untersuchung der Probe
verhinderte. Bei 93 Patienten konnten sowohl das Knochenmark, als auch die Lymphknoten
nach disseminierten Tumorzellen durchsucht werden. Positive Zellen wurden bei 31 Patienten
im Knochenmark (KMyrpt) und bei 24 Patienten im Lymphknoten (LKyrpt) gefunden. Von
diesen Patienten waren 11 doppelt positiv (EZyrpt+), das heilt sowohl im Knochenmark, als
auch im Lymphknoten wurden positive Zellen entdeckt. Bei 62 Patienten war das
Knochenmark (KMyrp-), bei 69 Patienten die Lymphknoten (LKyrp-) frei von gefarbten Zellen.
49 dieser Patienten waren in beiden Organen ohne Nachweis disseminierter Tumorzellen
(EZurp--). Bezieht man die Patienten mit ein, bei denen nur eines der beiden Kompartimente
untersucht werden konnte (n = 31), so wurden bei insgesamt 36 Patienten 115 disseminierte
Tumorzellen im Knochenmark und bei 25 Patienten 102 disseminierte Zellen in den
Lymphknoten gefunden. Bei 79 Patienten war das Knochenmark und bei 76 Patienten die
untersuchten Lymphknoten negativ. Eine Ubersicht aller klinisch-pathologischen Parameter
unterteilt nach dem LK bzw. KM Status findet sich in Tabelle 3.1.



Ergebnisse

49

Tabelle 3.1: Klinisch-pathologische Parameter aller Patienten im Vergleich der untersuchten
Organe Lymphknoten und Knochenmark.

Alle LKMRD"' LKMRD' LK n.v. KMMRD"' KMMRD' KM n.v.
Anzahl der
Patienten 124 25 77 22 36 79 9
Geschlecht
Manner 94 |21 22.3%"* |61 64.9% |12 12.8%|26 27.7% |59 62.8%|9 9.6%
Frauen 30 |4 13.3% |16 53.3% |10 33.3%]|10 33.3% |20 66.7% |0
Tumor
T1 22 |4 182% |15 68.2% |3 13.6%|5 22.7% |15 68.2% |2 9.1%
T2 72 |13 18.1% |45 62.5% |14 19.4% |20 27.8% |47 65.3% |5 6.9%
T3 17 |5 29.4% |11 64.7% |1 59%|5 29.4% |10 58.8% |2 11.8%
T4 13 |3 23.1% |6 46.2% |4 30.8%|6 23.1%|7 53.9%|0
Lymphknoten
NO 63 |7 11.1% |44 69.8% |12 19.1%]|21 33.3% |39 61.9% |3 4.8%
N1 28 |5 17.9% [20 71.4% |3 10.7%|6 21.4% |19 67.9% |3 10.7%
N2 27 |11 40.7% |13 482% |3 11.1%|5 185% |19 70.4% |3 11.1%
N3 2 |1 50.0% |0 1 50.0%|2 100.0% |0 0
NX 5 |1 20.0% |1 20.0%|3 60.0%|2 40.0%|3 60.0%]|0
Metastasierung
MO 124 |25 20.2% |77 621% |22 17.7%]|36 29.0% |79 63.7% |9 7.3%
M1 0 |0 0 0 0 0 0
Staging
0 0 |O 0 0 0 0 0
IA 15 |2 13.3% |11 733% |2 133%[|5 33.3%|9 60.0%|1 6.7%
B 37 |3 8.1% |25 67.6% |9 24.3%|12 324% |24 64.9% |1 2.7%
A 4 |0 3 75.0% |1 25.0%]0 3 75.0% |1 25.0%
]] 25 14 16.0% |20 80.0% |1 40%|5 20.0% |17 68.0% |3 12.0%
A 28 |12 42.9% |12 429% |4 14.3%|6 21.4% |19 67.9% |3 10.7%
B 15 |4 26.7% |6 40.0%|5 33.3%|8 53.3%|7 46.7% |0
v 0 |o 0 0 0 0 0
R-Klassifikation
RO 104 |19 18.3% |68 65.4% |17 16.3% |29 27.9% |67 64.4% |8 7.7%
R1 13 |3 23.1% |7 53.9% (3 23.1%|4 30.8%(9 69.2% (0
R2 7 |3 42.9% |2 28.6% |2 286%|3 42.9%|3 42.9% |1 14.3%
Grad
G1, G2 (niedrig) 72 |18 25.0% |40 55.6% |14 19.4%]|18 25.0% |50 69.4% |4 5.6%
G3, G4 (hoch) 38 |5 132% |26 68.4% |7 184%|13 34.2% |20 52.6% |5 13.2%
GX 14 12 14.3% |11 78.6% |1 71%14 286%|9 643%|1 7.1%
Histologie
Adenokarzinom 55 |14 255% |25 45.5% |16 29.1% |16 29.1% |37 67.3% |2 3.6%
Plattenepithelkarzinom 53 |8 15.1% |40 75.5% |5 9.4% |15 28.3% |32 60.4% |6 11.3%
Grolzelliges Karzinom 10 |2 20.0% |7 70.0%|1 10.0%|4 40.0%|6 60.0%|0
Sonstige NSCLC 6 |1 167% |5 83.3%0 1 16.7% |4 66.7% |1 16.7%

LKwrpt, Lymphknoten mit disseminierten Tumorzellen; LKyrp-, Lymphknoten ohne disseminierte
Tumorzellen; KMyrpt, Knochenmark mit disseminierten Tumorzellen; KMyrp-, Knochenmark ohne
disseminierte Tumorzellen; n.v., nicht vorhanden. * Um einen Vergleich zwischen den untersuchten
Organen KM und LK zu erméglichen, addieren sich die Werte der klinisch-pathologischen Parameter
jeweils pro Zeile und untersuchtem Organ auf 100%. Lymphknotenstatus NO: p=0,00186.
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3.2Einfluss klinisch-pathologischer Parameter auf das Uberleben

Verschiedene klinisch-pathologische Parameter, wie beispielsweise die GroRe oder die Art
des Tumors haben einen Einfluss auf das Uberleben und den weiteren Krankheitsverlauf von
NSCLC-Patienten. Mit den folgenden Uberlebensanalysen sollte zum einen geklart werden, ob
das hier verwendete Kollektiv reprasentativ fir NSCLC-Patienten ist und zum anderen, ob die
pathologische Beurteilung, die Ergebnisse nach immunhistochemischer Farbung oder eine

Kombination dieser Faktoren mehr prognostische Relevanz besitzen.

Uberlebensanalyse nach histopathologischen Parametern

Die TNM-Klassifikation, mit der das genaue Stadium der Erkrankung anhand der Tumorgrofie
und -invasivitat, dem Befall der Lymphknoten und der Metastasierung festgestellt wird, dient
aullerdem dazu eine Prognose fiur den weiteren Krankheitsverlauf des Patienten zu geben.
Ein weiterer wichtiger prognostischer Parameter ist der R-Status, der das Resektionsergebnis
beschreibt. Mit RO werden Tumore bezeichnet, die vollstandig im Gesunden entfernt werden
konnten, bei R1, bzw. R2 bleibt mikro- oder makroskopisch sichtbares Tumorgewebe zurick.
Fir NSCLC-Patienten mit groRen, nicht vollstandig resektierten Tumoren und mit Befall der
regionalen Lymphknoten ist die Prognose deutlich schlechter als fir Patienten in einem
frheren Stadium der Erkrankung.

Nach dem Vergleich aller 124 Patienten bezuglich ihrer TumorgroRe und -invasivitat ergab
sich ein signifikanter Unterschied zwischen kleinen Primartumoren im Stadium T1-2 und
Primartumoren im Stadium T3-4 (p=0,0014, Abb. 3.2 A). Keiner der Patienten mit T3-4
Tumoren Uberlebte mehr als 50 Monate. Zum gleichen Zeitpunkt waren von den Patienten mit
T1-2 Tumoren noch 50% am Leben. Auch der pathologische Lymphknotenstatus (pN) hatte
einen Einfluss auf das Uberleben der Patienten (p=0,0017, Abb. 3.2 B). Vergleicht man
Patienten mit und ohne Metastasen in den regionalen Lymphknoten (n=119, 5 Patienten ohne
Angabe), Uberlebten Patienten bei denen die Lymphknoten frei von regionalen Metastasen
waren (NO) deutlich langer als Patienten mit Lymphknotenmetastasen (N1-N3).

Da es sich bei den Patienten dieses Kollektivs ausschlieRlich um MO-Patienten handelt,

konnte diesbezlglich keine Aussage getroffen werden.
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Abbildung 3.2: Einfluss klinisch-pathologischer Parameter auf das Uberleben aller M0-Patienten.
A, Tumorstatus; B, Lymphknotenstatus; C, Resektion.

War es dem Chirurgen maoglich, den Tumor vollstandig und im Gesunden zu entfernen (RO),
erhoht sich die Uberlebenszeit des Patienten signifikant (p=0,0005). Keiner der Patienten mit
R1 oder R2 Uberlebte mehr als 43 Monate, wahrend zum gleichen Zeitpunkt von den RO-
Patienten noch fast 70% lebten (Abb. 3.2 C).

Histologisch unterschiedliche Tumortypen unterscheiden sich moglicherweise auch in ihrer
Biologie, Genetik und im Krankheitsverlauf. Das hier verwendete Patientenkollektiv besteht
aus verschiedenen Tumortypen. Bei dem Groliteil der 124 Patienten wurde entweder ein
Adenokarzinom (n=55) oder ein Plattelepithelkarzinom (n=53) diagnostiziert. Bei 16 Patienten
handelte es sich um GroRzellige Bronchialkarzinome oder Bronchalkarzinome anderen Typs.
Bezliglich des Uberlebens konnte kein Unterschied zwischen Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom und Patienten mit einem Adenokarzinom festgestellt werden
(p=0,3203, Abb. 3.3 A). Auch der Unterschied zwischen Patienten mit Plattenepithel- und
Adenokarzinomen, ohne Befall der regionalen Lymphknoten (NO), war nicht signifikant
(p=0,4037, Abb. 3.3 B).

Beim Vergleich des LK-Status der bei
Adenokarzinomen (p=0,0550) als auch bei den Plattenepithelkarzinomen (p=0,0771) deutliche

Unterschiede zwischen NO und den Stadien N1-3 existieren (Abb. 3.3 C und D). Es starben

Patienten zeigte sich, dass sowohl den

deutlich mehr Patienten mit einem Lymphknotenstadium zwischen N1 und N3, als Patienten
ohne Lymphknotenbefall (NO). Die beste Prognose hatten in diesem Kollektiv Patienten mit
einem Plattenepithelkarzinom im Lymphknotenstadium NO. Nach 45 Monaten lebten von
diesen Patienten immer noch ca. 80%. Im Vergleich dazu waren es bei den Adenokarzinomen
zu diesem Zeitpunkt ca. 65%.

Anhand der prognostischen Parameter konnte gezeigt werden, dass das hier untersuchte
Kollektiv reprasentativ flr NSCLC-Patienten ist und dass in dem Kollektiv bezilglich des

Uberlebens keine Unterschiede zwischen Platten- und Adenokarzinomen existieren.

ro
TR1-2

n=124
p = 0,0005
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Abbildung 3.3: Einfluss der beiden histologischen Hauptgruppen und dem Lymphknotenstatus
auf das Uberleben des Patientenkollektivs. A, Plattenepithelkarzinom und Adenokarzinom; B,
Adenokarzinom und Plattenepithelkarzinom ohne Befall der regionalen Lymphknoten (NO); C,
Adenokarzinom mit und ohne Befall der regionalen Lymphknoten (bei drei Patienten N-Status
unbekannt); D, Plattenepithelkarzinom mit und ohne Befall der regionalen Lymphknoten (bei zwei
Patienten N-Status unbekannt).

Uberlebensanalyse nach immuncytochemischer Untersuchung

Mit Hilfe von anti-EpCAM, bzw. anti-CK Antikorpern ist es mdglich disseminierte Tumorzellen
epithelialen Ursprungs in Knochenmark, bzw. Lymphknoten nachzuweisen (minimal residual
disease, MRD). Mit den folgenden Uberlebensanalysen sollte geklart werden, welchen
Einfluss der immunhistochemische Nachweis dieser disseminierten Tumorzellen im
untersuchten Material, d.h. in Lymphknoten oder Knochenmark auf das Uberleben der
Patienten hat. Von allen 124 Patienten konnte mindestens ein Organ immunhistochemisch
untersucht werden. Bei 93 Patienten waren sowohl Knochenmark, als auch Lymphknoten fir

die Untersuchung vorhanden.
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Abbildung 3.4: Prognostischer Einfluss disseminierter Tumorzellen im untersuchten Material
(Lymphknoten oder Knochenmark) auf das Uberleben. A, MRD im untersuchten Material aller 124
Patienten; B, Patienten mit untersuchtem Knochenmark und untersuchtem Lymphknoten (n=93); C,
Patienten mit nur einem untersuchten Organ (n=31).

Ein signifikantes Ergebnis lie3 sich bereits erkennen, wenn kein Unterschied zwischen
disseminierter Tumorzelle aus dem Lymphknoten, bzw. aus dem Knochenmark gemacht
wurde (p=0,0113, Abb. 3.4 A). Von Patienten mit MRD im untersuchten Material Gberlebten 50
Monate nach der Operation deutlich weniger, als Patienten ohne MRD. War die Untersuchung
beider Organe mdéglich wurde der Unterschied noch deutlicher (Abb. 3.4 B, p=0,0093, n=93).
Wurde im Knochenmark oder im Lymphknoten eine disseminierte Tumorzelle gefunden, so
verkurzte sich die Zeit bis zum Versterben des Patienten. Beim Vergleich von Patienten bei
denen jeweils nur ein Organ untersucht wurde, ergab sich beziiglich des Uberlebens kein
Unterschied (Abb. 3.4 C, p=0,2923, n=31).

Im nachsten Schritt wurde der Einfluss des pathologischen Lymphknotenstatus in
Zusammenhang mit MRD im Knochenmark oder im Lymphknoten auf das weitere Uberleben
untersucht. Wurde das Ergebnis des Pathologen mit in die Auswertung einbezogen, d.h. das
Lymphknotenstadium nach TNM Kilassifikation (pN), ergab sich fur Patienten mit einem
Hinweis auf Streuung, d.h. positiver Lymphknotenhistologie (pN1-3) oder mit MRD, eine
schlechtere Prognose, als fur Patienten ohne jeden Hinweis auf Streuung, d.h. MRD und
negativer Lymphknotenhistologie (pNO). Dieses Ergebnis war unabhangig von der Lokalisation
der disseminierten Tumorzellen (LK oder KM, Abb. 3.5 A und B). Allerdings hatte beim
Vergleich von Patienten ohne Befall der regionalen Lymphknoten (pNO) das Auffinden von
disseminierten Tumorzellen in Knochenmark oder Lymphknoten einen negativen Einfluss auf
das weitere Uberleben. Patienten mit disseminierten Tumorzellen tberlebten deutlich kiirzer
als Patienten ohne Tumorzellen (Abb. 3.5 C, p=0,0090, n=47). Das bedeutet, dass nur bei
Patienten ohne pathologisch sichtbaren Befall der Lymphknoten die Tatsache, dass
disseminierte Tumorzellen gefunden werden, einen Einfluss auf das Uberleben besitzt. Bei
Patienten mit befallenen Lymphknoten hat die histopathologische Beurteilung mehr

Aussagekraft, als das Auffinden der disseminierten Tumorzellen.

p=0,0113 p =0,0093 p =0,2923
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Abbildung 3.5: Relevanz disseminierter Tumorzellen bei Patienten ohne histopathologischen
Befall der Lymphknoten. A, MRD im Lymphknoten und histologischer Befund des Lymphknotens (pN);
B, MRD im Knochenmark und histologischer Befund des Lymphknotens (pN); C, Patienten ohne Befall
der regionalen Lymphknoten (pNO) und mit immunhistochemisch untersuchtem Lymphknoten und
untersuchtem Knochenmark.

Im nachsten Schritt soll geklart werden, ob der Effekt der disseminierten Tumorzellen auf das
Uberleben der Patienten, auf die Streuung oder das fortgeschrittene Wachstum des Tumors
zurtickzufiihren ist. Hierflir wurden Patienten ohne eine pathologisch sichtbare Streuung in die
regionalen Lymphknoten (pNO), aber mit disseminierten Tumorzellen in LK oder KM mit
Patienten verglichen, bei denen eine Streuung in die Lymphknoten (pN1-3) festgestellt werden
konnte. Bei den Patienten mit Befall der LK wurde vernachladssigt, ob disseminierte
Tumorzellen in einem der untersuchten Organe gefunden wurden. Patienten ohne Befall der
LK (pNO) aber mit disseminierten Tumorzellen in einem der untersuchten Organe zeigten
bezlglich des Uberlebens keine Unterschiede zu Patienten mit einem pathologisch sichtbaren
Befall der LK (pN1-3). Diese Beobachtungen zeigten sich unabhangig von einer Unterteilung
in MRD im Knochenmark oder MRD im Lymphknoten (Abb. 3.6 A-C).
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Abbildung 3.6: Einfluss disseminierter Tumorzellen auf das Uberleben von Patienten ohne
histopathologischen Befall der Lymphknoten im Vergleich zu Patienten mit Befall der
Lymphknoten (pN1-3). A, MRD in Lymphknoten oder Knochenmark von Patienten ohne Streuung in
die Lymphknoten (pNQ) und mit Streuung in die Lymphknoten (pN1-3); B, MRD im Knochenmark von
Patienten ohne Streuung in die Lymphknoten (pNO) und mit Streuung in die Lymphknoten (pN1-3); C,
MRD in Lymphknoten von Patienten ohne Streuung in die Lymphknoten (pNO) und mit Streuung in die
Lymphknoten (pN1-3).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in dem untersuchten Kollektiv ein histologisch
positiver Lymphknotenstatus (pN1-3) die gleiche Aussagekraft beziglich des weiteren
Uberlebens der Patienten besitzt, wie die Tatsache, dass in Patienten ohne Streuung in die
Lymphknoten (pNO) einzelne disseminierte Tumorzellen im Knochenmark, bzw. im
Lymphknoten gefunden wurden. Nur flir Patienten ohne pathologischen Befall der
Lymphknoten (pNO) besitzt das Feststellen einer minimalen residualen Erkrankung einen
signifikanten prognostischen Wert.

Um zu Kklaren, welcher Metastasierungsweg flir NSCLC-Patienten von gréRerer Bedeutung flir
die weitere Prognose sein konnte, wurde im Folgenden der Einfluss disseminierter
Tumorzellen aus dem Knochenmark mit dem Einfluss disseminierter Tumorzellen aus den
Lymphknoten auf das Uberleben der Patienten verglichen. Insgesamt war es mdglich von 102
der 124 Patienten die Lymphknoten und von 115 das Knochenmark auf disseminierte

Tumorzellen hin zu untersuchen.

A Disseminierte Tumorzellen im LK B pNO C pN1-3
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Abbildung 3.7: Prognostischer Einfluss disseminierter Tumorzellen aus den Lymphknoten (LK)
nach immunhistochemischer Untersuchung und Vergleich mit dem pathologischen N-Status. A,
disseminierte Tumorzellen im Lymphknoten aller untersuchten Patienten (n = 102); B, disseminierte
Tumorzellen aus den Lymphknoten von Patienten mit Lymphknotenstadium pNO (n=52); C,
disseminierte Tumorzellen aus den Lymphknoten von Patienten mit Lymphknotenstadium pN1-3
(n =50).

Wurde bei den Patienten eine Tumorzelle im Lymphknoten entdeckt, so verschlechterte sich
die Prognose signifikant (Abb. 3.7 A). Nach 40 Monaten lebten von diesen Patienten nur noch
knapp 40%. Noch anschaulicher wurde die Bedeutung dieser Zellen, wenn die Patienten mit
Stadium pNO (Abb. 3.7 B) getrennt von den Patienten mit Stadium pN1-3 (Abb. 3.7 C)
betrachtet wurden. Die Unterschiede zwischen pNO Patienten mit einer disseminierten
Tumorzelle und Patienten ohne Zelle waren deutlich signifikant (n=52, p=0,0023). Nach 40
Monaten lebten nur noch 30% der pNO Patienten mit disseminierter Tumorzelle, von den pNO
Patienten ohne Tumorzelle allerdings noch ca. 85% (Abb. 3.7 B). Beim Vergleich von
Patienten im Stadium pN1-3 waren diese Unterschiede nicht mehr festzustellen (Abb. 3.7 C;
p=0,5130; n=50).
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A Disseminierte Tumorzellen im KM B pNO C pN1-3
" >/=1 Zell " >/=1 Zell " >/=1 Zell
= elle = elle = elle
J_‘imKM 4L|_L—‘—~LH J_‘\mKM J_‘imKM
Kein MRD im Kein MRD im Kein MRD im
0,8 Tkm 0,6 T 0,8 S Tkm
c c c
3 3 @
8 06 8 06 8 06
3 ] 3
= -3 a2
=1 =] 2
£ 04+ £ 04 § °1
cl 3 El
X X X
027 n=115 027 n=59 027 n=51
p =0,0067 p =0,0384 p =0,0036
0,0 0,0 0,0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60

Zeit bis Tod (Monate) Zeit bis Tod (Monate) Zeit bis Tod (Monate)

Abbildung 3.8: Prognostischer Einfluss disseminierter Tumorzellen aus dem Knochenmark (KM)
nach immunhistochemischer Untersuchung und Vergleich mit dem pathologischen N-Status. A,
disseminierte Tumorzellen im Knochenmark aller untersuchten Patienten (n=115); B, disseminierte
Tumorzellen aus dem Knochenmark von Patienten mit Lymphknotenstadium pNO (n=59); C,
disseminierte Tumorzellen aus dem Knochenmark von Patienten mit Lymphknotenstadium pN1-3
(n=51). Bei funf Patienten war der pN-Status unbekannt.

Auch im Knochenmark bedeutete das Auffinden der disseminierten Tumorzellen eine fir den
Patienten signifikant schlechtere Prognose (Abb. 3.8 A). Nach 40 Monaten lebten von den
Patienten mit einer disseminierten Zelle noch etwas tber 40%, von den Patienten ohne MRD
noch ca. 65%. Nach erneuter Trennung der pNO-Patienten (n=59) von den pN1-3 Patienten
(n=51, bei 5 Patienten pN-Status unbekannt) waren die Unterschiede bei den pNO Patienten
mit untersuchtem Knochenmark allerdings weniger deutlich, als bei den pNO Patienten mit
untersuchtem Lymphknoten (Abb. 3.8 B, p=0,0384). Nach 40 Monaten lebten von Patienten
mit einer disseminierten Tumorzelle im Knochenmark noch fast 60% (Patienten mit Zelle im
LK nach 40 Monaten 30%), von den Patienten ohne Zelle ca. 80% (Patienten ohne Zelle im
LK Uber 85%). Bei den Patienten mit untersuchtem Lymphknoten war es bei einem N-Stadium
zwischen pN1 und pN3 fiir das Uberleben nicht mehr ausschlaggebend, ob eine disseminierte
Tumorzelle im Lymphknoten gefunden wurde oder nicht. Bei den Zellen aus dem
Knochenmark konnten in diesem fortgeschrittenen Tumorstadium allerdings noch signifikante
Unterschiede festgestellt werden (p=0,0036). Nach 40 Monaten lebten von den Patienten mit
einer Tumorzelle im KM noch ca. 30%, von den Patienten ohne Zelle noch fast 60%
(Abb. 3.8 C).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fir die Patienten das Auffinden von disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark unabhangig vom pathologischen Lymphknoten-Status ein
Risiko fir das Uberleben darstellt. Allerdings waren disseminierte Tumorzellen in den
Lymphknoten fur den weiteren Verlauf der Krankheit nur ohne Befall der regionalen
Lymphknoten (pNO) von Bedeutung. Dies legt die Vermutung nahe, dass bei NSCLC-
Patienten die lymphogene Metastasierung in einem frilhen Stadium der Erkrankung einen

starkeren prognostischen Einfluss hat als die hdmatogene Metastasierung. Dagegen scheint
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die Metastasierung ins Knochenmark eher langfristig fiir den weiteren Verlauf von Bedeutung

Zu sein.

3.3 Analyse der Lymphknoten-Metastasierung

Im Rahmen dieser Arbeit wird die lymphogene Metastasierung beim Bronchialkarzinom naher
untersucht. Hierfur wurden sowohl von disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten als
auch von verschiedenen Arealen aus den dazugehdrigen Primartumoren der Patienten die
RNA- und DNA mittels Array-Hybridisierung, bzw. CGH analysiert (Abb. 3.9). Das Ergebnis
dieser Untersuchung sollte ein Datensatz von jedem Patienten, bestehend aus Genom und
Transkriptom des Primartumors und den dazugehérigen disseminierten Tumorzellen sein.

Insgesamt konnten 49 NSCLC-Patienten untersucht werden, wobei disseminierte Tumorzellen
von 23 Patienten und mikrodissektierte Areale aus dem Primartumor von 40 Patienten in die
Analyse eingingen. Eine erste Auswertung der Expression einzelner disseminierter
Tumorzellen wurde bereits von Sabine Schilling im Rahmen ihrer Doktorarbeit durchgefiihrt
(Titel: Proteasenexpression einzelner disseminierter Tumorzellen aus Lymphknoten und

Knochenmark von Patienten mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom).

| IR’ || NSCLC Patienten |
. . _
KWoirnn l

Hamatoxylin-Férbung

. g : .k

-

DNA-Isolation RNA-Isolation DNA-Isolation
Amplifikation cDNA-Amplifikation Amplifikation
Markierung Markierung Markierung

Abbildung 3.9: Schematische Darstellung des Projektplanes

-
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Von 34 Arealen aus den LK-positiven Primartumoren von insgesamt 14 Patienten und von 16
disseminierten Tumorzellen aus den dazugehérigen Lymphknoten von 13 Patienten konnte
sowohl die DNA, als auch die RNA untersucht werden. Es war mdglich einen kompletten
Datensatz der CGH und Array Experimente von Primartumor und disseminierten Tumorzellen

fir 13 Patienten zu erstellen.

Tabelle 3.2: Auszug der klinisch-pathologischen Daten des Patientenkollektivs fiir den direkten
Vergleich von Genom- und Transkriptomdaten und zur Analyse der Ilymphogenen

Metastasierung

MRD LK+

Array

PT
MRD LK-

TZ
MRD LK+

MRD LK+

CGH

PT
MRD LK-

TZ
MRD LK+

Anzahl

14

14

13

15

12

20

Tumor
T1
T2
T3
T4

W =2 N W

o W ©O© N

W = NN

W = 0 W

o W NN

11

Lvmphknoten
NO

N1
N2
N3
Nx

= =2 0 N N

o O w »~» N

= A 00 N -~

- =2 00 N W

O O W ~ O

Metastasieruna
MO

M1

13

12

14

R-Klassifikation
RO
R1
R2

12

11

Grad
G1/G2
G3/G4
Gx

11

11

Histoloaie
Adenokarzinom
Plattenepithelkarzinom

GrolRzelliges Karzinom

10

1

5
7
2

1

10

1

PT, Primartumor; TZ, disseminierte Tumorzelle; MRD k., disseminierte Tumorzelle im Lymphknoten;
MRD, k., keine disseminierte Tumorzelle im Lymphknoten.
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Zusatzlich zu den Patienten mit disseminierten Tumorzellen in den Lymphknoten wurden
aullerdem Patienten untersucht, bei denen sowohl die untersuchten Lymphknoten, als auch
das Knochenmark frei von disseminierten Tumorzellen waren. Bei diesen so genannten
doppelt negativen Patienten (EZyrp--) war die Erstellung eines kompletten Satzes von CGH
und cDNA Arraydaten von 12 Primartumoren moglich. Geringere Fallzahlen ergaben sich bei
den Patienten mit positivem Knochenmark und negativem Lymphknoten und bei den Patienten
mit nur einem untersuchten Organ. Die klinisch-pathologischen Daten dieser Patienten sind in
Tabelle 3.2 aufgefiihrt. Eine detaillierte Ubersicht der erfolgreich hybridisierten Proben nach
Mikrodissektion und Isolation der DNA/RNA ist im Anhang in Abbildung 7.1 und Tabelle 7.1

aufgelistet.

3.4Etablierung der Mikrodissektion fiir DNA und RNA Isolation

Um den genetischen Ursprung zu untersuchen, bzw. den Genotyp und den Phanotyp
disseminierter Tumorzellen mit verschiedenen Arealen aus ihren dazugehdrigen
Primartumoren zu vergleichen, wurde eine Methode bendtigt, die es ermdglicht verschiedene
Areale innerhalb eines Tumors zu isolieren. Mit Hilfe der Laser-Mikrodissektion wurden
zwischen zwei und finf Proben aus verschiedenen Regionen des Tumors herausgeschnitten
und anschlieRend sowohl die DNA, als auch die RNA isoliert. Fiir die kombinierte Analyse von
Genom und Transkriptom aus den Zellen wurde ein bereits etabliertes Protokoll verwendet,
das fur Einzelzellen entwickelt wurde (Klein et al. 2002, Material und Methoden 2.6). Fir die
Farbung der Gewebeschnitte des Primartumors und die anschlieliende Lasermikrodissektion
musste ein Protokoll erarbeitet werden, bei dessen Durchfihrung die Qualitdt der Probe

keinen Schaden nimmt und bei dem vor allem die empfindliche RNA nicht abgebaut wird.

Lysis —> DNA und RNA
Puffer ISOLATION

I >: I > ﬂ Membran

| —
e Objekttrager

A

PRIMARTUMOR  KRYOSCHNITTE FARBUNG UND
MIKRODISSEKTION

Abbildung 3.10: Lasermikrodissektion: Die 5 um dicken Kryoschnitte aus dem Primartumor werden
auf eine Polyethylenmembran Ubertragen, gefarbt und getrocknet. Mit dem Laser werden maximal
10000 um2 gro3e Areale herausgeschnitten, mit einem Laserimpuls hoch katapultiert und von einem
dariber angebrachten Tubedeckel in Lysispuffer aufgefangen.
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Zuerst wurden von den in flissigem Stickstoff gefrorenen und bei -80°C aufbewahrten

Primartumoren mit dem Kryostat 5 um dicke Schnitte angefertigt, auf Objekttrager mit

Polyethylenmembranen aufgetragen, Hamatoxylin gefarbt und anschlieRend einzelne
Zellareale mit dem PALM Laser Mikroskop ausgeschnitten (Abb. 3.10 und 3.11). Das PALM

Lasermikroskop wurde von Altana Pharma zur Verfigung gestellt.

Abbildung 3.11: Lasermikrodissektion des Primartumors: Hamatoxylinfarbung eines
Adenokarzinoms. A, gelasertes Areal mit einer Flache von ca. 10000 pm2 vor dem Laserimpuls
(VergréRerung 40x) B, Ubersichtsaufnahme von vier herausgeschnittenen und katapultierten Arealen
mit einer Flache von jeweils ca. 10000 pm2 (Vergrélerung 10x).

Es stellte sich heraus, dass fir die Farbung der Zellen nur Meyers Hamatoxylin verwendet
werden darf, da der pH-Wert fir die Gewinnung und Stabilitdt der RNA entscheidend ist. Ist
der pH-Wert zu alkalisch kommt es zur Degradierung der RNA. Des Weiteren mussten die
einzelnen Farbeschritte verkirzt, bzw. ganz weggelassen werden (Material und Methoden
2.4.1). Bevor man mit dem Herausschneiden einzelner Areale aus dem Tumor beginnen
konnte war es wichtig, dass die gefarbten Schnitte vollstandig trocken waren, da es sonst
durch den Laser zu einer Uberhitzung des Schnittes kommen kann, wodurch ein GroRteil der
RNA zerstort wird. AuRerdem sind sauberes Arbeiten mit RNase freien Reagenzien und
sterilen Spitzen wichtige Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche RNA-Isolation.

Zu Beginn der Methodenetablierung wurde versucht, anhand der ersten 58 mikrodissektierten
Proben aus den Primartumoren von 14 NSCLC-Patienten die geringst mogliche, aber
effektivste Zellzahl fir die hier verwendete Methode festzulegen. Als Qualitatskontrolle wurde
nach cDNA-Synthese eine PCR mit EF1-alpha und beta-Aktin durchgefiihrt (Abb. 3.12).
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Mamma BC BC
Abbildung 3.12: Kontroll-PCR (EF-1a, B-Aktin) nach Mikrodissektion und cDNA Synthese. Jeweils
drei verschiedene Areale unterschiedlicher Tumore (1x Mammakarzinom = Mamma, 2x

Bronchialkarzinom = BC) und unterschiedlicher GroRe (zwischen 20000 und 60000 pm?).

Es konnte gezeigt werden, dass flr eine optimale lIsolation der RNA/DNA und eine
anschlielende erfolgreiche Hybridisierung von cDNA (Abb. 3.13) und genomischer DNA
mindestens zwischen zwei und fiinf Areale mit jeweils 10000 um? nétig sind. Die RNA eines
5 um dicken Schnittes mit einer Flache von 10000 um? entspricht in etwa 40 intakten Zellen.
Alle weiteren Proben wurden dann nur noch in dieser GroRenordnung gelasert. Eine weitere
Bedingung flr eine erfolgreiche Weiterverarbeitung der Proben war eine PCR, die zumindest

fur beta-Aktin positiv sein musste (Tab. 3.3).

Tabelle 3.3: Ergebnisse der Kontroll-PCR nach Mikrodissektion und cDNA-Synthese in
Abhéngigkeit von der GroBe. Ergebnisse basieren auf 58 Proben von 14 NSCLC-Patienten.

ArealgroRe Probenanzahl
) EF1-alpha beta-Aktin EGP
(m?) (n=58)
10000 7 6 (86%) 4 (57%) 0 (0%)
20000 12 11 (92%) 7 (58%) 3 (25%)
30000 28 25 (89%) 15 (54%) 9 (32%)
50000 6 6 (100%) 6 (100%) 3 (50%)
100000 5 4 (80%) 3 (60%) 3 (60%)
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Kontrollfilter <8 fRE H. AR Aktin
40.000pm? o o s v .
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T EF-1a

Abbildung 3.13: Ergebnis nach Hybridisierung eines Areals (GroRe 40000 pmz) auf cDNA-
Filterarray. Laborintern hergestellter Kontrollfilter mit ca. 190 gespotteten cDNAs (siehe Anhang
Abb. 7.2). Die Ergebnisse der PCR konnten durch die Filterhybridisierung bestatigt werden. Als
reprasentative Qualitatskontrolle wurden die Haushaltsgene beta-Aktin und EF1-alpha verwendet.

3.5Genomische Charakterisierung

Fir den genomischen Vergleich von verschiedenen Arealen aus den Primartumoren mit
disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten von NSCLC-Patienten wurde die CGH
verwendet. Mit ihr lassen sich, basierend auf dem quantitativen Vergleich von Tumor- und
Referenz-DNA, numerische chromosomale Veranderungen gréRer als 10-20 Mb nachweisen.
Das hier verwendete Protokoll wurde speziell fir geringe DNA-Mengen, z.B. einzelne
Tumorzellen etabliert (Klein et al. 1999).

Die Qualitat der primaren PCR-Produkte wurde mit Hilfe von Primern fir spezifische Mse |-
Fragmente kontrolliert. Hierfir wurden Primerpaare fir p53 Exon2/3, p53 Exon8/9 und
Cytokeratin 19 verwendet. Ein erfolgreiches CGH-Ergebnis lie sich erzielen, wenn das
primare PCR-Produkt fur mindestens eines der drei Produkte positiv war.

Die fluoreszenzmarkierten Proben wurden nach Hybridisierung auf humane Metaphasen
photographiert und anschlieBend mit der dazugehoérigen Software ausgewertet. Von jeder
Metaphase wurden jeweils 3 Aufnahmen gemacht: DAPI, FITC und Cy3.5. Durch
Ubereinanderlagerung der Aufnahmen erhalt man das typische Bild einer Metaphase mit
Amplifikationen und Deletionen (Abb. 3.14 A). Anhand der DAPI-Banderung wurden die
Chromosomen anschlielend zu einem Karyogramm sortiert. Die Software ermdglicht anhand
der Fluoreszenzintensitat die Berechnung der genauen Amplifikations, bzw. Deletionsrate und
die graphische Darstellung eines Profils. Nach Auswertung einiger Metaphasen wurden alle
Profile eines Tumores, bzw. einer Zelle miteinander verrechnet und ein Gesamtprofil erstellt.
Dabei wurden Deletionen mit einem roten Balken links und Amplifikationen mit einem griinen
Balken rechts neben den Chromosomen markiert (Abb. 3.14 B). Die Methode erlaubt den

Vergleich verschiedener Tumoridentitaten, bzw. von Primartumoren und disseminierten
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Einzelzellen. Die CGH-Profile aller auswertbaren Proben sind im Anhang unter Abbildung 7.3

aufgeflhrt.

A

‘SarRara

16 17 18

o | OO

I ko] wg‘ ﬂ ‘Igw |

Abbildung 3.14: Comparative Genomische Hybridisierung einer einzelnen disseminierten
Tumorzelle aus dem Lymphknoten eines Adenokarzinompatienten (Patient SA EZ 5). A, Aufnahme
einer DAPI gefarbten Metaphase; B, Aufnahme einer Metaphase mit Cy3.5; C, Aufnahme einer
Metaphase mit FITC; D, Ubereinandergelagerte Bilder von FITC und Cy3.5; E, sortiertes Karyogramm;
F, Gesamtprofil mehrerer Metaphasen nach digitaler Auswertung.
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3.5.1 Identifikation spezifischer Aberrationen bei Primartumoren

Zuerst sollte geklart werden, ob sich anhand der genomischen Veranderungen Unterschiede
zwischen Primartumoren mit disseminierten Tumorzellen in den Lymphknoten und
Primartumoren ohne disseminierte Zellen in Knochenmark und Lymphknoten erkennen
lassen. Die Chromosomen wurden neben der Unterteilung in p- und g-Arm noch genauer in
zwei bis drei Regionen pro Arm unterteilt (insgesamt n=87). Unter www.progenetix.de kann ein
Gesamtideogramm erstellt werden, das die Veranderungen relativ zur Anzahl der Proben
berechnet und graphisch darstellt. Dies erlaubt den Vergleich von Gruppen mit
unterschiedlicher Probenanzahl. Chromosomen mit besonders vielen
Deletionen/Amplifikationen, bzw. Unterschieden und Gemeinsamkeiten zwischen
verschiedenen Gruppen sind auf diese Weise deutlich zu erkennen (Abb. 3.15).

Alle mikrodissektierten Areale aus den Primartumoren, sowohl ohne (PTyrp., Abb. 3.15 A) als
auch mit disseminierten Tumorzellen (PT.k wmrp+, Abb.3.15B) in den dazugehdrigen
untersuchten Lymphknoten wiesen chromosomale Aberrationen auf. Nach dem Vergleich der
Gesamthistogramme kann man erkennen, dass sich Primartumoren mit und ohne Streuung in
die regionalen Lymphknoten in ihren genomischen Veranderungen sehr ahnlich sind. Bei
Patienten mit disseminierten Tumorzellen in den Lymphknoten zeigten sich allerdings auf den
Chromosomen 6q, 11p, 15g und 16q vermehrt Deletionen (Abb. 3.15 B) und Patienten ohne
disseminierte Tumorzellen auf den Chromosomen 10q und 14q deutlich mehr Amplifikationen.
Durch eine weitere Unterteilung der LN-positiven Primartumoren in Tumorstatus T1-2 und T3-
4 sollten Veranderungen wahrend einem frihen Stadium der Kanzerogenese von spateren
Ereignissen getrennt werden. Auch die kumulativen Profile dieser beiden Gruppen waren sich
sehr ahnlich. Tumoren im Stadium T1-2 wiesen Deletionen auf Chromosom 4 und
Amplifikationen auf dem X-Chromosom und Chromosom 8p und 21 auf (Abb. 3.15 C), die bei
Primartumoren im fortgeschrittenen Stadium T3-4 nicht zu sehen waren. Deletionen auf dem
kurzen Arm von Chromosom 11 und Amplifikationen auf 2q und 7p zeigten sich nur bei
Primartumoren im Stadium T3-4 (Abb. 3.15 D).


http://www.progenetix.de/
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Abbildung 3.15: Vergleich der Aberrationen bei den verschiedenen Untergruppen der
untersuchten Primartumoren (Seite 66). A, doppelt negative Primartumoren (PTyrp., N=12); B,
Primartumoren mit disseminierten Tumorzellen in den Lymphknoten (PT k+, n=38); C, Primartumoren
mit T-Status T1-2 (n=25 Proben von 11 Patienten); D, Primartumoren mit T-Status T3-4 (n=13 Proben
von vier Patienten). Die &auferen Linien rechts und links von jedem Chromosom markieren
Veranderungen, die bei 20% der Proben zu finden sind.

Da sich beim Vergleich der Gesamtprofile nur geringe Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen erkennen lieRen, wurde auRerdem die durchschnittliche Anzahl an Aberrationen pro
Patient zwischen Primartumoren mit disseminierten Tumorzellen (PTk.«) und ohne
disseminierte Tumorzellen (PTwrp-) miteinander verglichen (Abb. 3.16). Von allen
chromosomalen Veranderungen der verschiedenen Areale eines Primartumors wurden die
Mittelwerte gebildet und die p-Werte mittels t-Tests errechnet. Dabei wurden im Durchschnitt
bei den Lymphknoten-positiven Primartumoren geringfigig weniger Aberrationen als bei den
doppelt negativen Primartumoren detektiert (p=0,496). Primartumoren ohne disseminierte
Tumorzellen wiesen mehr Amplifikationen auf als Primartumoren mit disseminierten
Tumorzellen. Auch bei den Deletionen war nur ein geringfugiger Unterschied zu erkennen. In

keiner der drei Gruppen waren die Unterschiede signifikant.

B Aberrationen gesamt
@ Amplifikationen

@ Anzahl an Aberrationen pro Patient

0 Deletionen
PT LK pos PT LK/KM neg
n=15 n=12
Summe aller Aberrationen 174,25 159
- Amplifikationen 119,65 124
- Deletionen 54,2 35

Abbildung 3.16: Durchschnittliche Anzahl genomischer Verianderungen bei Lymphknoten-
positiven Primartumoren (PT k:, n=15) und doppelt negativen Primartumoren (PTygrp., N=12). Bei
mehreren Arealen aus dem Primartumor wurde der Mittelwert pro Patient gebildet. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen (Aberrationen gesamt, Amplifikationen,
Deletionen) festgestellt werden.
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Mit der weiteren Unterteilung der Primartumoren nach dem T-Status in T1-2 und T3-4 sollte
untersucht werden, ob fortgeschrittene Tumore mehr chromosomale Aberrationen ansammeln
als Tumore friheren Stadiums. Hier zeigten Patienten mit Tumoren im Stadium T3-4
tendenziell mehr chromosomale Veranderungen (13,6) als Tumore im Stadium T1-2 (10,9).
Diese Tendenz war sowohl bei den Deletionen, als auch bei den Amplifikationen zu erkennen
(siehe Anhang, Abb. 7.4). Es muss allerdings darauf hingewiesen werden, dass die Gruppe
der T3-4 Tumore nur aus vier und die Gruppe der T1-2 Tumore aus 11 Patienten besteht und

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen ergaben.

Ahnlichkeit von Primirtumoren mit und ohne disseminierte Tumorzellen

Eine hierarchische Clusteranalyse ermdglicht die graphische Darstellung von
Ahnlichkeitsverhaltnissen zwischen den einzelnen Proben (Eisen et al. 1998,
http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm). Nachdem gezeigt werden konnte, dass die
Unterschiede in den chromosomalen Veranderungen und in der durchschnittlichen Anzahl der
Aberrationen gering sind wurde des Weiteren untersucht, wie ahnlich sich Primartumoren mit
disseminierten Tumorzellen in den Lymphknoten und Primartumoren ohne disseminierte
Tumorzellen in  Lymphknoten und Knochenmark hinsichtlich ihrer genomischen
Veranderungen sind und ob ein charakteristisches genomisches Muster fir die jeweilige
Gruppe vorhanden ist. In der Clusteranalyse war zu erkennen, dass sich Primartumoren ohne
disseminierte Tumorzellen (=doppelt negative PT, in Abb. 3.17 mit ,N“ markiert) auf Level llI
und V beschranken. In diesen beiden Gruppen zeigten sich Uberwiegend Amplifikationen
verschiedener Chromosomen, wie beispielsweise von Chromosom 1g31-tel, 7, 11q11-14 und
16g. Die anderen Level (I, Il und 1V), in denen ausschlieBlich Primartumoren mit
disseminierten Tumorzellen zu finden waren, kennzeichneten sich vor allem durch Deletionen
auf den Chromosomen 3p, 5q und 16q. Zusammenfassend kann man sagen, dass sich trotz
der geringen Unterschiede in den chromosomalen Aberrationen und in der Anzahl der
Veranderungen Muster erkennen lassen, die eine Unterscheidung in Primartumoren, mit und

ohne disseminierten Tumorzellen mdglich macht.
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Abbildung 3.17: Ahnlichkeitsanalyse von streuenden und nicht-streuenden Primartumoren.
Dendrogramm und Ausschnitt aus der Clusteranalyse aller Areale aus Primartumoren mit
disseminierten Tumorzellen in den entsprechenden Lymphknoten (PT k., n=38, ohne Markierung) und
aus Primartumoren ohne disseminierte Tumorzellen in Lymphknoten und Knochenmark (PTyrp.., N=12,
im Dendrogramm mit ,N“ markiert). Level I-IV kennzeichnen die fiinf Hauptarme des Dendrogramms.
rot = Deletion, griin = Amplifikation.
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3.5.2 Identifikation spezifischer Aberrationen bei Primartumoren und ihren

dazugehorigen disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten

Im néachsten Schritt wurden die verschiedenen mikrodissektierten Areale aus den
Primartumoren und ihre dazugehdrigen disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten
hinsichtlich ihrer genomischen Aberrationen miteinander verglichen. Unterschiede in den
Gesamtprofilen von disseminierten Tumorzellen und den entsprechenden Primartumoren
zeigten sich nur in der vermehrten Amplifikation der Telomerregion von Chromosom 6p und
14q bei den Einzelzellen und der Telomerregion von Chromosom 1p und 17q bei den
Primartumoren (Abb. 3.18).
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Abbildung 3.18: Vergleich der Aberrationen von disseminierten Tumorzellen aus den
Lymphknoten und den dazugehorigen Primartumoren. A, Gesamthistogramm aller disseminierten
Tumorzellen aus den Lymphknoten (TZk, n=26); B, Gesamthistogramm der Primartumoren der
entsprechenden Patienten (PT « mrp+, N=38).
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Des Weiteren sollte untersucht werden, ob sich in der Anzahl der Aberrationen Unterschiede
zwischen Einzelzellen und ihren Primartumoren erkennen lassen (Abb. 3.19). Es zeigte sich,
dass disseminierte Tumorzellen im Durchschnitt mehr Aberrationen als ihre Primartumoren
aufwiesen. Fur disseminierte Tumorzellen ergaben sich im Durchschnitt 14,2 chromosomale
Veranderungen pro Zelle, fir die dazugehoérigen Primartumoren 11,6 (p=0,186). Nach der
Trennung der Aberrationen in Deletionen und Amplifikationen konnte zwischen disseminierten
Tumorzellen und Lymphknoten-positiven Primartumoren bei den Deletionen ein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (p=0,022). Dieser Unterschied war auch beim Vergleich der

einzelnen Tumorzellen mit nicht-streuenden Primartumoren zu sehen (p=0,013).

p=0,0133615
16 -
T 141 p=0,0217275
2
&
o 12
S
g 10
§ W Aberrationen gesamt
§ 8 @ Amplifikationen
g O Deletionen
< 6
c
©
g 4
N
<
Q 2
0 - \ :
EZ PT LK pos PT LK/KM neg
n=20 n=15 n=12
Summe aller Aberrationen 284,1 174,25 159
- Amplifikationen 153,75 119,65 124
- Deletionen 130,8 54,2 35

Abbildung 3.19: Durchschnittliche Anzahl genomischer Verdanderungen bei einzelnen
disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten (EZ, n=20), streuenden (PT LK pos, n=15) und
nicht-streuenden Primartumoren (PT LK/KM neg, n=12). Bei mehreren Tumorzellen, bzw. Arealen
aus dem Primartumor wurde der Mittelwert pro Patient gebildet. Signifikante Unterschiede (t-Test)
zeigen sich zwischen Deletionen bei EZ und PT LKpos (p=0,0217275) und bei EZ und PT LK/KM neg
(p=0,0133615).

Genomische Ahnlichkeit von Primartumorarealen und ihren disseminierten Tumorzellen
aus den Lymphknoten

Die Clusteranalyse sollte zeigen, wie ahnlich die unterschiedlichen mikrodissektierten Areale
der Primartumoren untereinander, die verschiedenen disseminierten Tumorzellen eines
Patienten untereinander, sowie Primartumorareale und ihre entsprechenden disseminierten

Tumorzellen zueinander sind (Abb. 3.20).
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Abbildung 3.20: Ahnlichkeitsanalyse der CGH-Daten von disseminierten Tumorzellen aus den
Lymphknoten und Primdrtumorarealen. A, Dendrogramm aller Patienten mit mehreren
disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten; B, Dendrogramm aller disseminierten Tumorzellen
aus den Lymphknoten (LN, n=28); C, Dendrogramm aller mikrodissektierten Areale aus den
Primartumoren (PT, n=36). Die Kastchen kennzeichnen jeweils verschiedene Proben eines Patienten,
die sich sehr ahnlich sind. Klammern markieren Areale eines Patienten, die in unterschiedlichen Armen
zu finden sind. Mit Pfeilen sind Patienten hervorgehoben bei denen die Areale ausschlielich in
unterschiedlichen  Armen liegen. (Nomenklatur Bsp.: Sa-PT-175, Sa = Patientenkurzel,
PT = Primartumor, 175 = Probennummer, LN = Lymphknoten).

Bei den disseminierten Tumorzellen konnten bei flinf Patienten mehrere disseminierte
Tumorzellen isoliert werden (Abb. 3.20 A). In der Clusteranalyse der CGH-Daten war zu
erkennen, dass diese Zellen bei vier von funf Patienten immer in einem Level des
Dendrogramms zusammen liegen. Sie sind sich im Bezug auf ihre genomischen Aberrationen
sehr ahnlich. Ausnahmen zeigten die Zellen Ko-LN4 und die beiden Zellen des Patienten ,Du*.
Diese Proben befinden sich in verschiedenen Levels des Clusterbaumes, d.h. sie sind sich
weniger ahnlich. Dieses Verhaltnis wurde auch durch zusatzliche Tumorzellen von Patienten
mit nur einer disseminierten Zelle nicht beeinflusst (Abb. 3.20 B, n=14). Auch dann fanden sich
die verschiedenen Zellen eines Patienten im gleichen Level (I und llI).

Bei den mikrodissektierten Arealen aus den Primartumoren (mindestens zwei Areale pro
Patient) verhielt es sich ahnlich wie bei den disseminierten Tumorzellen (Abb. 3.20 C). Auch
hier gruppierten sich bei 84,6% der Patienten (11 von 13) mindestens zwei Areale aus einem

Primartumor zusammen, d.h. die genomischen Unterschiede zwischen den Arealen eines
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Patienten waren gering. Allerdings existierten auch drei Patienten (Wa, Ko, Se), bei denen die
verschiedenen Areale in ganz unterschiedlichen Armen zu finden waren, bzw. vier Patienten
bei denen zwei Areale zusammen und weitere Areale dieser Patienten in anderen Armen
lagen.

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob sich die disseminierten Tumorzellen aus den
Lymphknoten einem oder mehreren Arealen aus dem Primartumor zuordnen lassen, d.h. ob
disseminierte Zellen hinsichtlich ihrer genomischen Veranderungen einem oder mehreren
Arealen ahnlicher sind. Die Beantwortung dieser Frage soll klaren, ob ein ,metastasiogenes*
Areal innerhalb des Tumors existiert, von dem aus die Zellen metastasieren. In der
Clusteranalyse aus insgesamt 36 Arealen der Primartumoren und 20 disseminierten
Einzelzellen der entsprechenden Patienten konnte man bei sieben Patienten ein oder auch
mehrere disseminierte Tumorzellen zusammen mit ein oder mehreren mikrodissektierten
Arealen des dazugehodrigen Primartumors in dem gleichen Level finden (I, Il oder llI,
Abb. 3.21). Bezuglich der disseminierten Zellen lieRen sich 60% (12 von 28) einem oder
mehrerer Areale des entsprechenden Patienten zuordnen. Bei den Ubrigen 40% der
Tumorzellen (8 von 28) waren die entsprechenden Areale aus dem Primartumor in anderen
Hauptarmen des Dendrogramms zu finden und sich daher weniger ahnlich (Abb. 3.21).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die genomischen Unterschiede zwischen den
verschiedenen Arealen des Primartumors und den disseminierten Tumorzellen aus den
Lymphknoten der NSCLC-Patienten relativ gering sind und dass sich in Uber der Halfte der

Falle eine Zelle einem Areal des Primartumors zuordnen lasst.
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Abbildung 3.21: Dendrogramm von disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten (LN,
n=20) und ihren dazugehorigen Primartumoren (PT, n=36). In rot sind die drei groflen Hauptgruppen
(Level 1, 1lI, IlI) und Untergruppen des Dendrogramms unterteilt. Kastchen markieren disseminierte
Tumorzelle und dazugehorige Areale aus dem Primartumor eines Patienten, die sich sehr ahnlich sind.
Klammern kennzeichnen Patienten, bei denen Areal und disseminierte Tumorzelle noch innerhalb eines
Armes zusammen liegen. 40% der disseminierten Tumorzellen lassen sich keinem Areal innerhalb
eines Levels zuordnen (Pfeile).
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3.6 Charakterisierung der Genexpression

Da die hier verwendete Methode die Isolation von DNA und RNA erlaubt, konnte des Weiteren
untersucht werden, wie unterschiedlich die Expressionsmuster von Primartumoren und den
dazugehdrigen disseminierten Tumorzellen sind und ob fiir Einzelzellen, bzw. Primartumoren
spezifische Proteasen existieren.

Hierfur wurde die cDNA der gleichen Proben, die bereits mit Hilfe der CGH untersucht wurden,

auf selbst hergestellte Proteasenarrays hybridisiert (Abb. 3.22).

Cystatin B
Bikunin Cystatin A

.

EF1a

GAPDH

e
e e

Cathepsin L

—_»
MAGE 4

“T“ ﬁ _ ..,*'—. Ubiquitin

Caspase 4 TIMP-4

Abbildung 3.22: Beispiel fiur einen entwickelten Proteasenfilter nach Hybridisierung eines
Primartumorareals. Diagonal gegenuberliegend gespottete cDNAs reprasentieren das gleiche Gen
(vgl. Cystatin A und Cystatin B). Beispiele flir exprimierte Gene sind mit farbigen Pfeilen gekennzeichnet
(griin Haushaltsgene, rot Proteasen/Inhibitoren, schwarz sonstige cDNAs).

Als Qualitatskontrolle wurde nach cDNA Amplifikation eine PCR mit R-Aktin und EF1-alpha
durchgefihrt. Fir die anschlielende Hybridisierung wurden nur Proben verwendet, die
mindestens fir eine der beiden Kontrollen positiv waren. AbschlieRend wurden die Filter
eingescannt und mit Hilfe der ArrayVision Software (Imaging Research Inc.) ausgewertet (vgl.
Methoden 2.9.1). Eine detaillierte Analyse der Expression der disseminierten Tumorzellen
wurde bereits von Sabine Schilling im Rahmen ihrer Doktorarbeit durchgefuhrt. Der
Schwerpunkt der Auswertung in der hier vorliegenden Arbeit ist der Vergleich von
disseminierten Tumorzellen mit verschiedenen Arealen aus den entsprechenden
Primartumoren.

Eine Auflistung aller auf dem Filter vorhandenen cDNAs ist in Tabelle 3.4 zu finden. Die

genaue Lokalisation der 109 cDNAs ist in einem Schema im Anhang gezeigt (Abb. 7.2).
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Keratine

Mage

Integrine
MMPs

ADAMs
Caspasen
Cathepsine
Serinproteasen
Inhibitoren
Sonstige

Haushaltsgene

781013181920

o2, od, of, of, av, B1, B2, B3, B4, B5, B7

MMP1, 7 13; Gelatinase A+B; Stromelysin 1, 3; MT-MMP 1-5

g,9,10,11,15, 20,21, TACE

1,2,3,4,6,7,8,8,10

B.D,F H K LS W W

uPA; Kallikrein 2, 5,6, 7, 8; TF; Chymatrypsin; Neuratrypsin, Proteinase 3; Medullasing Granzyme A, B, H, K, M
Bikunin, PSTI, Cystatin A, B, C; PAIT, PALZ; TIMP1-4

EMMPRIN 1,2, uPAR, c-est-1, 159, R13a, Heparanase, CEA, IAP3, EMMPRIN 1, 2, 1323

[E-Aktin, EF1-a, GAPDH, Ubiguitin

Tabelle 3.4: Ubersicht der auf den Filter gespotteten cDNAs.

Zusatzlich zu den Proteasen und ihren Inhibitoren waren auf dem Filter tumorspezifische

Gene, wie beispielsweise die MAGE-Antigene, Haushaltsgene und Gene, die Uber den

epithelialen Ursprung der Probe Auskunft geben, vorhanden. Von der Gruppe der

Zytokeratine, der MAGE Antigene und der Integrine wurden jeweils verschiedene Isotypen auf

dem Filterarray immobilisiert. Alle Proben waren sowohl fir B-Aktin, als auch fir mindestens
ein Zytokeratin positiv (Abb. 3.23). Die Haushaltsgene EF1-alpha, GAPDH und Ubiquitin

wurden in allen Proben zwischen 60% und 85% exprimiert. Die Starke der Expression wurde

bei dieser ersten Auswertung nicht berlcksichtigt. Alle Werte sind nochmals im Anhang
(Tab. 7.2) im Detail aufgelistet.
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Abbildung 3.23: Vergleich der Expressionshaufigkeit von Zytokeratinen und Haushaltsgenen.
Disseminierte Tumorzellen aus den Lymphknoten (TZ, n=16), Primartumoren mit disseminierten
Tumorzellen in den Lymphknoten (PT LK MRDpos, n=36) und Primartumoren ohne disseminierte

Tumorzellen (PT MRDneg, n=17).Die Gruppe von Zytokeratinen (n=7) besteht aus CK7, CK8, CK10,
CK13, CK18, CK19 und CK20.

3.6.1 Vergleichende Expressionsanalyse der Primartumoren

Zuerst sollte die Expressionshaufigkeit bei Primartumoren mit Streuung (=PT LK MRDpositiv)
in die lokalen Lymphknoten und bei Tumoren ohne Streuung (=PT MRDnegativ) miteinander
verglichen werden. Weder bei den Zytokeratinen, noch bei den MAGE-Antigenen und den
Integrinen konnten Unterschiede zwischen den beiden Primartumortypen festgestellt werden
(Abb. 3.24). Bei der Verteilung der Zytokeratine war das CK 19 mit Uber 94% (Abb. 3.24 A),
bei den MAGE-Antigenen MAGE 4 und 12 (35%, Abb. 3.24 B) und bei den Integrinen die
Untertypen beta 1 und beta 2 mit etwa 40% am haufigsten bei allen Primartumoren vertreten
(Abb. 3.24 C).
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Abbildung 3.24: Expressionshaufigkeit von Zytokeratinen (A), MAGE-Antigenen,
Carcinoembryonalem Antigen CEA (B) und Integrinen (C) bei Primartumoren mit disseminierten
Tumorzellen in den Lymphknoten (PT LK MRDpos, n=36) und Primartumoren ohne disseminierte
Tumorzellen (PT MRDneg, n=17). Die mit ,F* gekennzeichneten MAGE-Antigene stehen fur eine kurze
Variante der MAGE-Gene, ohne homologe Sequenzen.
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In der weiteren Auswertung sollten unterschiedlich exprimierte Proteasen zwischen den
Primartumoren ausfindig gemacht werden. Es zeigte sich, dass keine Proteasen, bzw. keine
Inhibitoren existieren, die ausschlielllich bei einer der beiden Gruppen zu finden sind
(Abb. 3.25).
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Abbildung 3.25: Expressionshéufigkeit der verschiedenen Proteasen bei Primdrtumoren mit
positivem Lymphknoten (PT LK MRDpos, disseminierte Tumorzellen, n=36) im Vergleich zu
Primartumoren mit negativem Lymphknoten (PT LK MRDneg, keine disseminierten Tumorzellen,
n=17). Es wurden nur Proteasen ausgewahlt, die bei mind. 30% der Proben exprimiert wurden.

Allerdings wurden Cystatin C, Caspase 7 und Cathepsin D haufiger in den LK-negativen
Primartumoren, Caspase 2 und Bikunin haufiger in den LK-positiven Primartumoren
exprimiert. Die genaue prozentuale Expressionshaufigkeit flir jede Gruppe ist im Anhang in

Tabelle 7.3 aufgelistet.

Starke der Expression und Normalisierung

Die meisten der 109 Gene/Proteasen wurden nicht spezifisch exprimiert. Ein deutlicher Anteil
der Streuung in der Expression der Gene entsteht durch unterschiedliche experimentelle
Bedingungen. Aus diesem Grund wurden alle Werte dahingehend normalisiert, dass sie sich
unabhangig von diesen experimentell bedingten Unterschieden auf einem vergleichbaren
Niveau befinden. Da nur Filter eingescannt und ausgewertet werden konnten, die eine
gleichmaRige Schwarzung aufwiesen, wurden zum Teil Filter mit unterschiedlichen
Belichtungszeiten (zwischen 15 min und 45 min) miteinander verglichen. In einem ersten
Normalisierungsschritt wurden alle Proben mit der gleichen Belichtungsdauer in einer Gruppe
zusammengefasst. Fir diese Gruppe wurde ein mittlerer Expressionswert aller Haushaltsgene

berechnet. Jedes Experiment wurde dann bezlglich diesem Wert korrigiert, d.h. mit dem
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Verhaltnis Mittelwert - alle Haushaltsgene der Gruppe/ Mittelwert - eigene Haushaltsgene
multipliziert. Nach dieser gruppenspezifischen Angleichung exprimierten alle Experimente im
Mittel auf dem gleichen Niveau unabhéangig von der Belichtungsdauer.

In einem zweiten Normalisierungsschritt wurde jedes Experiment standardisiert, d.h. alle
Proben auf den Mittelwert O korrigiert. Daflir wurde der Mittelwert abgezogen und auf eine
Varianz gleich 1 normiert indem man durch die Standardabweichung teilt. Nach diesem
zweiten Normalisierungsschritt konnten 23 Gene herausgefiltert werden, die Uber alle
Experimente stark streuen. Die bioinformatische Auswertung und Normalisierung wurde von
Dr. Thomas Ragg von Quantiom Bioinformatics GmbH & Co.KG durchgefuihrt.

Bei der Microarray-Datenanalyse treten immer wieder falsch positive Gene auf, die als
statistisch unterschiedlich identifiziert werden, die es in Wirklichkeit aber nicht sind. Fir die
Korrektur dieser individuellen p-Werte stehen Methoden mit unterschiedlicher Stringenz zur
Verfugung. Je stringenter eine Methode, desto weniger falsch positive Gene werden
zugelassen. Die Methode sollte umso strenger sein, je mehr Gene untersucht werden. Um
eine hohe Wahrscheinlichkeit fur tatsachlich signifikant unterschiedlich exprimierte Gene zu
gewahrleisten wurden die individuellen p-Werte jedes Gens durch multiples Testen nach
Benjamini/Hochberg (Benjamini & Hochberg 1995) korrigiert.

Nach dem Vergleich streuender (PT MRDpos) und nicht streuender Primartumoren
(PT MRDneg) beziglich dieser 23 Gene zeigte sich, dass nur das Cathepsin B signifikant
starker bei Primartumoren ohne disseminierte Zellen in Knochenmark oder Lymphknoten
exprimiert wurde. Allerdings war der Unterschied nach Korrektur der p-Werte nach Benjamini
& Hochberg nicht mehr signifikant (Tab. 3.5).
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Gen PT pos (n=36) PT neg (n=17) p p*

CK 19 2,20 2,20 1 1
Emmprin | 1,30 1,34 0,904955 0,945677975
R13a 3,34 3,16 0,698161 0,892249758
Cath H 1,23 1,02 0,619226 0,890446988
Bikunin 1,36 1,46 0,772992 0,8889408
CK 18 1,58 1,38 0,577931 0,885968223
TIMP-2 0,97 0,77 0,49958 0,88375702
Cystatin B 1,57 1,69 0,72778 0,8806138
GAPDH 2,33 2,12 0,531507 0,873266001
Emmprin Il 1,53 1,44 0,78825 0,86313375
TIMP-1 1,36 1,60 0,63328 0,85682784
b2 0,74 1,15 0,164609 0,7572014
CKs8 2,52 1,91 0,170566 0,653779478
EF-1alpha 2,36 1,89 0,192729 0,633114765
Gel A 0,95 1,40 0,196066 0,56368975
Cystatin C 1,43 2,10 0,044519 0,5119685
R-Aktin 3,13 3,74 0,199446 0,509783976
Ubiquitin 1,18 0,91 0,235684 0,49257956
Cath D 1,43 1,92 0,209849 0,4826527
CK7 1,97 1,53 0,251451 0,482031567
Cath B 1,16 2,18 0,017323 0,398429
rS9 2,62 1,96 0,061765 0,35514875
TIMP-3 0,38 1,19 0,045522 0,349017174

Tabelle 3.5: Expressionsstarke verschiedener Gene bei streuenden und nicht streuenden
Primartumoren nach Normalisierung und Korrektur nach Benjamini & Hochberg. Es ergeben sich
keine signifikant unterschiedlich exprimierten Gene zwischen Primartumoren mit (PT pos) und ohne
(PT neg) disseminerte Zellen. p*, korrigierter p-Wert nach Benjamini & Hochberg (1995).

3.6.2 Vergleichende Expressionsanalyse von Primartumoren und ihren dazugehorigen

disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten

Fur die vergleichende Analyse der Expression von Primartumoren und einzelnen
disseminierten Tumorzellen wurden Patienten ausgewahlt, bei denen sowohl die
Filterergebnisse von den Arealen des Primartumors als auch von den dazugehoérigen
disseminierten Einzelzellen vorhanden waren. Der Datensatz bestand aus 36 Arealen der
Primartumoren und 16 disseminierten Tumorzellen von 13 Patienten. Zuerst wurde die
Expressionshaufigkeit bei den verschiedenen Zytokeratinen, MAGE-Antigenen und Integrinen

miteinander verglichen (Abb. 3.26).
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Abbildung 3.26:
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Der epitheliale Ursprung der Zellen wurde wieder anhand der Zytokeratinexpression bestatigt.
Die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen waren sehr gering. In beiden Gruppen wurde
das CK 19 mit Uber 90% am haufigsten und CK 20 mit unter 10% am seltensten exprimiert
(Abb. 3.26 A). Die MAGE-Antigene, die bereits seit langerem flir eine Immuntherapie im
Gesprach sind, fanden sich in der Regel haufiger bei den Primartumoren. In etwa einem Drittel
der Primartumoren wurden MAGE 4 und MAGE 12 exprimiert. Einige Isotypen wurden
allerdings auch von den disseminierten Tumorzellen exprimiert, wie beispielsweise MAGE 2,
das mit etwa 25% haufiger als in den Primartumoren zu finden war (Abb. 3.26 B). Die
unterschiedliche Expression der Integrin-Rezeptormolekiile spiegelt deren Bedeutung bei der
Verankerung der Zellen aneinander und an die extrazellulare Matrix wieder. Sie war
dementsprechend haufiger bei den Zellen aus den Primartumoren (Integrine beta 1, beta 2
und beta 3 bei etwa 40%) als bei den disseminierten Einzelzellen zu finden (Abb. 3.26 C).

Die Auswertung der Expressionsstarke dieser drei Gruppen ergab nur geringfugige
Unterschiede bei den MAGE-Antigenen und den Integrinen. Die Zytokeratine wurden etwas
starker in den Einzelzellen als in den Primartumoren exprimiert (Daten nicht gezeigt).

Des Weiteren wurde versucht charakteristische Proteasen fiir Einzelzellen, bzw. den
Primartumor zu identifizieren. 18 Proteasen wurden sowohl in den Primartumoren, als auch in

den disseminierten Einzelzellen exprimiert (Abb. 3.27).
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Abbildung 3.27: Expressionshaufigkeit der Proteasen von verschiedenen Arealen aus den
Primartumoren (PT LK MRDpos, n=36) und deren dazugehdrigen disseminierten Tumorzellen
(TZ, n=16) aus den Lymphknoten von 13 NSCLC-Patienten. Es wurden nur Proteasen gewertet, die
bei mindestens 30% der Proben exprimiert wurden.
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Von diesen Proteasen wurden 16 haufiger in den Primartumoren exprimiert. Bei einigen waren
die Unterschiede zwischen Einzelzellen und Primartumor sehr grof3, wie beispielsweise bei
Caspase 2, andere wiederum wurden fast gleich haufig exprimiert (z.B. PAI Il). Eine deutlich
vermehrte Expression von Proteasen bei den Einzelzellen im Vergleich zu den Primartumoren
konnte nur bei Kallikrein 7 festgestellt werden. Bei Uber 30% der Primartumoren konnten drei
Caspasen (1, 4 und 8) identifiziert werden, die nur in den Arealen des Primartumors zu finden
waren. Keine Protease wurde ausschlieBlich von Einzelzellen exprimiert. Eine genaue
Auflistung der Werte in Prozent ist im Anhang (Tab. 7.4) zu finden.

Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, ob sich flir die 23 nach Normalisierung Uber alle
Experimente streuenden Gene signifikante Unterschiede in der Starke der Expression
zwischen den Primartumoren und ihren entsprechenden disseminierten Tumorzellen aus den
Lymphknoten ergeben (Tab. 3.6). Bikunin und die Zytokeratine 18 und 19 und wurden starker
bei den Einzelzellen exprimiert, das ribosomales Protein rS9 hingegen starker bei den
Primartumoren. Nach p-Wert Korrektur (Bejamini & Hochberg) waren nur noch die

Unterschiede fur rS9 signifikant.

Gen PT pos (n=36) TZ (n=16) p p*
CK7 1,97 1,94 0,952395 0,952395
Cystatin C 1,43 1,40 0,920744 0,96217748
R-Aktin 3,13 3,09 0,91285 0,99957075
EF-1alpha 2,36 2,22 0,750302 0,8628473
TIMP-1 1,36 1,18 0,633321 0,76631841
Cath H 1,23 1,42 0,626277 0,800382006
R13a 3,34 3,10 0,612265 0,828394545
Cath D 1,43 1,19 0,531563 0,764387594
TIMP-3 0,38 0,56 0,416108 0,637893564
Emmprin | 1,30 0,94 0,341675 0,561372025
Cystatin B 1,57 1,05 0,231968 0,410351392
Emmprin Il 1,53 1,00 0,147827 0,283384359
Cath B 1,16 0,71 0,132319 0,27654671
GAPDH 2,33 1,65 0,084524 0,1944052
Gel A 0,95 0,45 0,070227 0,179500212
TIMP-2 0,97 0,44 0,064562 0,18561575
b2 0,74 0,34 0,053221 0,174830985
Ubiquitin 1,18 1,77 0,049842 0,191044386
CK8 2,52 1,49 0,028209 0,1297614
CK19 2,20 2,95 0,022762 0,1308815
CK18 1,58 2,71 0,011318 0,086775106
Bikunin 1,36 2,55 0,004824 0,055476
rs9 2,62 1,35 0,000666 0,015318

Tabelle 3.6: Expressionsstirke der 23 differenziell exprimierten Gene von Arealen aus den
Primartumoren und deren dazugehérigen disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten
von 13 NSCLC-Patienten nach Normalisierung und Korrektur der p-Werte nach Benjamini &
Hochberg. Signifikante Unterschiede zwischen streuenden Primartumoren (PT pos, n=36) und ihren
entsprechenden disseminierten einzelnen Tumorzellen (TZ, n=16) ergeben sich fiir rS9 (p*=0,01).
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Adenokarzinompatienten und ihre disseminierten Tumorzellen

Bei den oben genannten 13 NSCLC-Patienten handelte es sich um 10 Adenokarzinome und
drei Plattenepithelkarzinome. Die verschiedenen histologischen Untergruppen beim
Bronchialkarzinom kénnen sich auch durch eine eigene Proteasenexpression voneinander
unterscheiden. Aus diesem Grund wurden die verschiedenen Areale der Adenokarzinome und
deren dazugehorige disseminierte Tumorzellen aus dem Lymphknoten in der nachsten
Auswertung gesondert betrachtet. Die Expressionshaufigkeit der untersuchten Molekiile bei 26
Arealen aus den Primartumoren konnte mit 12 disseminierten Einzelzellen verglichen werden
(Abb. 3.28). Eine genaue Auflistung der prozentualen Expression ist im Anhang (Tab. 7.5)
aufgeflhrt.
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Abbildung 3.28: Expressionshaufigkeit der Proteasen von verschiedenen Arealen aus den
Primartumoren (PT LK MRDpos, n=26) und deren dazugehérigen disseminierten Tumorzellen
(TZ, n=12) aus den Lymphknoten von 10 Adenokarzinompatienten.

15 Proteasen bzw. ihre Inhibitoren wurden haufiger in den Primartumoren exprimiert. Dabei
handelte es sich bis auf drei Proteasen (ADAM 15, PAI Il, Cath B) um die Gleichen, die bereits
bei der Auswertung aller Proben vermehrt bei den Primartumoren auftraten (PT LK MRDpos,
vgl. Abb. 3.27). Vier Proteasen wurden haufiger bei den disseminierten Tumorzellen
identifiziert. Hier wies die Caspase 6 den deutlichsten Unterschied auf (Differenz von 29%).
Funf Proteasen wurden nur bei den Primartumoren der Adenokarzinome exprimiert (Caspasen
1, 4, 8, 10 und MMP 1). Sie waren auch ohne die Unterteilung in Adenokarzinome und
Plattenepithelkarzinome ausschlief3lich bei den Primartumoren mit disseminierten Tumorzellen
in den Lymphknoten zu finden. Es konnte keine Protease / Inhibitor festgestellt werden, die

ausschlieBlich bei den disseminierten Einzelzellen von Adenokarzinomen exprimiert wurde.
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Eine Analyse der Plattenepithelkarzinome war aufgrund der geringen Patientenanzahl (n=3)
nicht sinnvoll.

Bezlglich der Starke der Expression ergab die Unterscheidung von Primartumor und
disseminierten Tumorzellen von Adenokarzinompatienten signifikante Unterschiede sowohl
vor, als auch nach p-Wert Korrektur fir Zytokeratin 18, 19, rS9 und auch fiir das Bikunin, das
beim Vergleich aller Primartumoren nach p-Wert Korrektur nicht mehr signifikant war (Tab. 3.7,
vgl. Tab. 3.6).

Gen PT ADC (n=26) | TZ ADC (n=12) p p*
CK7 2,00 2,12 0,811629 0,888733755
Cystatin C 1,51 1,41 0,819394 0,85626673
Cath D 1,34 1,45 0,827114 0,827114
TIMP-1 1,38 1,10 0,507133 0,777434889
Cystatin B 1,61 1,27 0,526225 0,75671155
Cath B 0,96 0,81 0,634131 0,72925065
EF-1alpha 2,42 2,11 0,532673 0,720706569
TIMP-3 0,42 0,60 0,532673 0,680756094
Emmprin II 1,29 0,95 0,400943 0,658749349
Emmprin | 1,19 0,92 0,539163 0,65238723
Cath H 1,15 1,63 0,257726 0,53864734
R-Aktin 3,16 2,70 0,274359 0,525946203
CK38 2,47 1,85 0,291741 0,516089829
R13a 3,52 2,77 0,219365 0,5045395
Gel A 1,04 0,46 0,111822 0,285817032
TIMP-2 1,08 0,45 0,06822 0,1961325
GAPDH 2,31 1,39 0,035086 0,134484638
Ubiquitin 1,09 1,82 0,026125 0,120175
b2 0,87 0,31 0,035086 0,11525751
CK 18 1,74 3,12 0,00719 0,0413425
rs9 2,64 1,33 0,001855 0,014222285
CK 19 2,02 3,32 0,000523 0,0060145
Bikunin 1,20 3,00 0,000163 0,003749

Tabelle 3.7: Expressionsstarke der differentiell exprimierten 23 Gene von Arealen aus den
Primartumoren und deren dazugehorigen disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten
von 10 Adenokarzinompatienten nach Normalisierung und Korrektur der p-Werte nach Benjamini
& Hochberg. Signifikante Unterschiede zwischen den Primartumoren (PT LK MRDpos, n=36) und den
entsprechenden einzelnen Tumorzellen (TZ, n=16) ergeben sich fur CK 19 (p*=0,01), CK 18 (p* = 0,04),
Bikunin (p*=0,00) und rS9 (p*=0,01).
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Clusteranalyse der Expressionsdaten

Nachdem die unterschiedliche Expression fiir die verschiedenen Gruppen analysiert wurde,
sollte mit Hilfe einer EisenLab Clusteranalyse der Transkriptomdaten geklart werden, wie
ahnlich disseminierte Tumorzellen aus den Lymphknoten und die verschiedenen
mikrodissektierten Areale aus den Primartumoren der Patienten untereinander sind
(Abb. 3.29). Bei den disseminierten Einzelzellen von 13 Patienten konnten nur bei einem
Patienten (KU) mehrere disseminierte Zellen erfolgreich hybridisiert werden. Alle vier Zellen
befanden sich in einem Level (ll). Zwei dieser Zellen, KU-LN1 und KU-LN4 lagen direkt
nebeneinander, d.h. sie waren sich in ihrer Expression ahnlicher. Bei acht von insgesamt 13
Patienten (61%) lagen mindestens zwei Areale der Primartumoren zusammen in einem Level
(I, 1, 1M und IV). Funf von diesen clusterten unmittelbar nebeneinander, waren sich also

ahnlicher. Drei weitere Patienten waren in verschiedenen Unterarmen von Level Il zu finden.
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Abbildung 3.29: Clusteranalyse der Arraydaten. A, Dendrogramm der einzelnen disseminierten
Tumorzellen (n=16). B, Dendrogramm der vers. Areale aus den Primartumoren (n=35). Kastchen
markieren naher verwandte disseminierte Tumorzellen, bzw. Areale aus dem Primartumor eines
Patienten, Klammern kennzeichnen verschiedene Areale aus den Primartumoren eines Patienten, die
innerhalb eines Levels (=Unterarm) zu finden sind.
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Bereits mit den genomischen Daten konnte durch die CGH gezeigt werden, dass sich Uber die
Halfte der disseminierten Tumorzellen einem Areal aus dem Primartumor zuordnen lassen.
Der Versuch auch nach der Transkriptomanalyse allen PT-Arealen ihre entsprechenden
disseminierten Einzelzellen zuzuordnen, ist aufgrund der vermehrten Proteasenexpression in
den Primartumoren im Vergleich zu den Einzelzellen, die zum einen durch den Zellverband
und die daraus resultierenden Zell-Zell-Interaktionen zustande kommt und zum anderen auch
in Zusammenhang mit der hoheren Zellzahl steht, nicht sinnvoll. Eine Unterteilung nach
Primartumoren (PT) und Tumoreinzelzellen (TZ) wirde sich allein aufgrund der geringeren

Expression bei den disseminierten Einzelzellen im Vergleich zu den Primartumoren ergeben.

3.7Chromosomale Zuordnung der Proteasen und ihrer Inhibitoren

Die chromosomale Lokalisation der Proteasen und ihrer Inhibitoren kénnte Hinweise auf
mdgliche Zusammenhange mit den genomischen Aberrationen geben. In Abbildung 3.30 sind
haufig identifizierte chromosomale Veranderungen bei Primartumoren und disseminierten
Tumorzellen aus den Lymphknoten und die eventuell davon betroffenen Proteasen, bzw.

Inhibitoren dargestellt.
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Abbildung 3.30: Chromosomale Lokalisation der Proteasen und ihrer Inhibitoren. In rot sind hdufige
deletierte, in grin haufig amplifizierte Regionen in den Protease-codierenden Bereichen von
Primartumoren und disseminierten Tumorzellen markiert.
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Abbildung 3.31: Korrelation zwischen Starke der Proteasenexpression und genomischer
Aberration bei Primdrtumoren mit disseminierten Tumorzellen in den Lymphknoten,
Primartumoren ohne disseminierte Tumorzellen und disseminierten Tumorzellen. A und B,
Bikunin; C und D, Cathepsin B; E und F, TIMP-3.

Alle Proteasen aus den als differenziell exprimiert identifizierten 23 Molekilen wurden auf eine
mdgliche Korrelation zwischen Expression und chromosomalen Veradnderungen hin
untersucht. Dabei konnte fur keine Protease/Inhibitor ein Zusammenhang zwischen
Expression und Aberration festgestellt werden. Als Beispiele sind Bikunin, Cathepsin B und
TIMP-3 gezeigt (Abb. 3.31). Eine detaillierte Liste Uber alle Proteasen und ihre Inhibitoren,

Synonyme und ihre chromosomale Lokalisation ist im Anhang (Tab. 7.8) aufgefuhrt. Auch



Ergebnisse 89

wenn sich die Proben der Primartumoren hinsichtlich ihrer Proteasenexpression deutlich von
den disseminierten Einzelzellen unterscheiden bleibt noch offen, inwieweit ein
Zusammenhang zwischen Aberration und Expression besteht, bzw. ob die gefundenen
chromosomalen Aberrationen einer Uberexpression oder Niedrigregulierung der jeweiligen
Proteasen entsprechen. Hierflr sind genauere Untersuchungen, zum Beispiel mit Markern flr

die jeweilige Region, notig.
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4 Diskussion

41 Detektion und Frequenz disseminierter Tumorzellen

Mehrere Studien haben gezeigt, dass der Nachweis von disseminierten epithelialen
Tumorzellen in den mesenchymalen Organen Knochenmark und Lymphknoten fir Patienten
mit Karzinomen von prognostischer Bedeutung ist (Braun 2005, Yasumoto 2003). In dieser
Arbeit wurden einzelne disseminierte Tumorzellen mit Hilfe von zwei verschiedenen
monoklonalen Antikérpern detektiert. Epitheliale disseminierte Tumorzellen aus den
Knochenmarkproben von NSCLC-Patienten wurden mit dem monoklonalen Antikérper A45-
B/B3 nachgewiesen. Dieser bindet an ein gemeinsames Epitop der Zytokeratine 8, 18 und
19. Bei der Verwendung dieses Antikorpers in den Proben der Lymphknoten wirde es
aufgrund der dort vorhandenen retikularen Zytokeratin-exprimierenden Bindegewebszellen
zu falsch-positiven Ergebnissen kommen. Um dies zu vermeiden, wurde hierfir der
monoklonale Antikérper Ber-EP4 ausgewahlt, der auf der Oberflache epithelialer Zellen an
das epithelspezifische Zelladhasionsmolekil Ep-CAM (17-1A, EGP40) bindet und einen
spezifischen Nachweis der disseminierten epithelialen Einzelzellen im Lymphknoten
ermdglicht (Passlick et al. 1994, Kubuschok et al. 1999, Latza et al. 1990). In 36 von 115
(31,3%) untersuchten Knochenmarkpunktaten wurden CK-positive Zellen und in 25 von 102
(24,5%) untersuchten Lymphknoten EpCAM-positive Zellen detektiert. Die Detektionsrate
von Uber 20% im Lymphknoten stimmt mit der Studie von Passlick et al. (1996) Uberein. In
dieser wurden mit dem monoklonalen Antikérper Ber-EP4 in 21,6% der 125 untersuchten
Lymphknotenproben positive Zellen detektiert (Tab 4.1).

In anderen Studien, die zum Teil sowohl Knochenmark- als auch Lymphknotenproben
untersuchten, wurde mit dem biklonalen antiCK Antikdrper AE1/AE3 eine Detektionsrate
zwischen 15,7% und 44,9% erreicht. Bei der Haufigkeit von CK*-Zellen im Knochenmark
schwanken die Zahlen zwischen 27,8% in einer Studie von Osaki et al. (2002), 33,8% bei der
Gruppe von Pantel et al. (1993), 31,9% bei Yashumoto et al. (2003) und 40% bei Cote et al.
(1995, Tab 4.1).
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Tabelle 4.1: Studien zum Nachweis disseminierter Tumorzellen beim Bronchialkarzinom.
LK=Lymphknoten; KM=Knochenmark.

Studie Zellen | Patienten | verwendete Antikorper Follow-up | Detektion
(Monate) | (%)
Pantel K KM n=88 Monoklonaler anti-CK2 13 30
1993 MO
RO
Cote RJ KM n=71 Maus monoklonaler anti-AE1 13,6 40
1995 stage I-lll Maus monoklonaler anti-CAM5
(n=43)
stage IV
(n=4)
Pantel K KM n=139 Monoklonaler anti-CK2 gegen 39 59,7
1996 T1-4 CK18
NO-2
MO
Passlick B |KM n=139 Monoklonaler anti-CK2 gegen 66 59,7
1999 stage I-lll | CK18
RO
Passlick B LK n=125 Monoklonaler anti-Ber-Ep4 39 21,6
1996 565 LK
NO
Osaki T LK n=115 LK: biklonaler anti-CK (AE1/AE3) 35 LK: 27,8
2002 KM stage | n=243 .
RO KM: monoklonaler anti-CK (CK2) KM: 27,8
n=115
GuCD LK n=49 biklonaler anti-CK (AE1/AE3) 60 449
2002 stage | n=474
RO + monoklonaler anti-p53 (DO-1)
n=263
Yasumoto K | LK n=351 LK: biklonaler anti-CK (AE1/AE3) 48,2 KM: 31,9
2003 KM stage I-llIA | n=112 LK: 15.7
R=0 KM: monoklonaler anti-CK (CK2) o
n=216

Isolierte Zellen sind epithelialen und neoplastischen Ursprungs

Es kann nicht zwangslaufig davon ausgegangen werden, dass es sich bei den isolierten
disseminierten Einzelzellen um Tumorzellen handelt. Der maligne Ursprung konnte allerdings
mit Hilfe der CGH festgestellt werden. So wiesen alle disseminierten Einzelzellen und auch
alle mittels Mikrodissektion isolierten Zellen des Primartumors chromosomale
Veranderungen auf. Dabei war die Anzahl an Aberrationen bei den disseminierten
Tumorzellen aus den Lymphknoten (n=20) mit 14,2 Aberrationen pro Patient im Durchschnitt
sogar hoher als bei den Primartumoren (n=15; 11,6). Da sich die einzelnen Tumorzellen vor
allem durch die erhdhte Anzahl an Deletionen von den Primartumoren unterscheiden, liegt
die Vermutung nahe, dass die disseminierten Tumorzellen diese Deletionen sehr frih in ihrer
Entwicklung und unabhangig vom Primartumor ansammeln. Unter Umstanden fiihren diese
Deletionen zum Verlust von Adhasionsmolekilen und befahigen Zellen dazu, sich aus dem

Zellverband zu losen und zu metastasieren.
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Als sicherer Beweis flir den neoplastischen Ursprung der isolierten Zellen kann zusatzlich die
Expression verschiedener Mitglieder der MAGE Tumor-Antigen Familie angesehen werden.
Bei den MAGE-Antigenen, auch bekannt als CT-Antigene, handelt es sich um eine Gruppe
von Tumorantigenen, die auller im Testis- ausschlief3lich in Tumorgeweben zu finden sind
und meist als Multigenfamilien X-chromosomal lokalisiert sind (Zendman et al. 2003). Sie
wurden mehrfach auch im Zusammenhang mit Bronchialkarzinomen beschrieben und ihre
Expression bedeutet in der Regel eine schlechtere Prognose fir die Patienten (Sugita et al.
2002, Kufer et al. 2002, Gure et al. 2005, Peikert et al. 2006). Es zeigte sich, dass die
Expression von MAGE-A bei disseminierten Zellen aus dem Knochenmark als unabhangiger
prognostischer Faktor fir NSCLC-Patienten angesehen werden kann (Sienel et al. 2007). Bei
den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proben wurde bei 47,2% der streuenden, bei
41,2% der nicht-streuenden Primartumoren und bei 31,3% der disseminierten Einzelzellen
mindestens ein Mitglied dieser Antigenfamilie nachgewiesen.

Des Weiteren ist es moglich, die Anwesenheit von Tumorzellen durch die Expression des
Zelladhasionsmolekils CEA (Carcinoembryonales Antigen) zu bestatigen. Bei dem
urspringlich zur Identifikation von gastro-intestinalen Adenokarzinomen eingesetzten Marker
handelt es sich um ein Tumorantigen, dessen Expression auch beim Bronchialkarzinom
festgestellt werden konnte. Beispielsweise konnte die Gruppe um D’Cunha (2002) CEA
mittels RT-PCR in 90% der Primartumorproben und in 25% der untersuchten Stage |
Lymphknoten nachweisen. Sie erzielten damit die grofite Sensitivitat, die bisher bei der
Detektion von disseminierten Tumorzellen in Lymphknoten erreicht wurde. Die Ergebnisse
von Nosotti et al. (2006) zeigen auRerdem, dass CEA mRNA negative Lymphknoten eine
bessere Prognose fur die Patienten bedeuten. Mittlerweile wird das carcinoembryonale
Antigen in Kombination mit weiteren Tumormarkern (CYFRA 21-1, TPS) fur die Diagnose
und Verlaufskontrolle beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom herangezogen (Barak et al.
2004, Buccheri et al. 2001). Bei den in der hier vorliegenden Arbeit untersuchten Proben
konnte bei 11,1% der streuenden und 11,8% der nicht-streuenden Primartumoren und bei
37,5% der disseminierten Einzelzellen eine Expression dieses Antigens festgestellt werden.
Aulerdem kann der epitheliale Ursprung der Zellen durch die Expression von Zytokeratinen
und fir die disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten zusatzlich durch die Isolation
der Zellen Uber Antikorper gegen das epitheliale Zelladhasionsmolekil EpCAM bestatigt
werden (Mitas et al. 2003, Passlick et al. 2000). Alle mikrodissektierten Areale der
Primartumoren und alle isolierten disseminierten Tumorzellen exprimierten mindestens eines
der sieben auf dem Filter vorhandenen Zytokeratine, wodurch ihr epithelialer Ursprung

bestatigt werden kann.
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4.2 Prognostische Bedeutung lymphogener und hamatogener
Disseminierung

Das untersuchte Kollektiv ist reprasentativ fiir NSCLC-Patienten

In den vergangenen Jahren wurde die prognostische Relevanz der disseminierten
Tumorzellen aus Knochenmark und Lymphknoten bei den unterschiedlichsten Tumortypen
untersucht und wiederholt ein Einfluss auf das Uberleben der Patienten festgestellt. Diese
Untersuchungen haben aber bis heute noch keine klinische Bedeutung erlangt. Zur Zeit
werden fur die Abschatzung der Prognose beim Bronchialkarzinom nur die Tumorgrofde, der
Befall der Lymphknoten, das Auftreten von Fernmetastasen und das Ausmal der Resektion
herangezogen. Die Stadieneinteilung richtet sich nach dem internationalen System nach C.F.
Mountain (2000). Nach dieser Einteilung haben NSCLC-Patienten im Stadium plIB (T2N1MO,
T3NOMO) eine signifikant schlechtere Prognose als Patienten im Stadium pllIA (T1N1MO)
(Mountain 1997).

Fir das hier untersuchte Kollektiv, das sich aus 124 NSCLC-Patienten ohne diagnostizierte
Fernmetastasen zusammensetzt, konnte gezeigt werden, dass Patienten mit grof3en, das
umliegende Gewebe infiltrierenden Tumoren, mit Befall der regionalen Lymphknoten und mit
nicht vollstandig resezierten Tumoren signifikant kirzer Uberlebten als Patienten mit noch
kleinen, vollstandig im Gesunden entfernten Tumoren und ohne Befall der regionalen
Lymphknoten. Das hier untersuchte Kollektiv ist somit reprasentativ fir NSCLC-Patienten
und damit fir die weitere Untersuchung und den Vergleich der verschiedenen

Metastasierungswege geeignet.

Der prognostische Einfluss der lymphogenen und hamatogenen Metastasierung

Bei den Lymphgefalten handelt es sich um ein sogenanntes Ein-Weg-Transportsystem fir
die Lymphe, eine Flussigkeit aus Wasser, Elektrolyten, Proteinen und Zellen. Die blind
endenden, l6chrigen, mit dinnem Endothel ausgestatteten Gefalke, die sich bis in alle
Extremitaten immer feiner verzweigen, besitzen keine durchgehende Basalmembran und
erleichtern dadurch den Austausch von Zellen und Flussigkeit (Schmid-Schonbein 1990).
Eine Beteiligung der LymphgefaRe an der Tumorzelldisseminierung und Metastasierung gilt
mittlerweile als unumstritten (Pepper 2001). Der genaue Vorgang, der dazu fihrt, dass die
Tumorzellen sich vom Primartumor I6sen und in die Lymphgefale einwandern ist jedoch
noch weitgehend unklar. Mittlerweile weil® man, dass Lymphgefafie in der Nahe des Tumors
die Wahrscheinlichkeit fur Lymphknotenmetastasen erhéhen und dass die Anzahl der
Gefalle mit dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen korreliert. Dabei scheint es
allerdings einen Unterschied zu geben, um welche Gefalie es sich handelt. So kénnen nur
peritumorale Lymphgefalle Tumorzellen in die Peripherie des Tumors transportieren,

intratumorale hingegen nicht, was darauf hindeutet, dass sie keine Rolle bei der
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Metastasierung spielen (Stacker et al. 2002, Pepper et al. 2003). Die Lymphangiogenese im
Tumor wird dabei unter anderem durch die endothelialen Wachstumsfaktoren der VEGF-
Familie (v.a. VEGF-C) und die Metastasierung in die Lymphknoten durch die Interaktion mit
den entsprechenden Rezeptoren (VEGFR-3) stimuliert (He et al. 2002). Eine aktuelle
Veroffentlichung zeigt, dass sich mittels verschiedener Inhibitoren, wie beispielsweise
Rapamycin, die die VEGF-C Expression inhibieren, die Anzahl der lymphatischen Gefalle
innerhalb des Tumors signifikant reduzieren und die Metastasierung in die Lymphknoten
unterdricken lasst (Kobayashi et al. 2007). Wie die Tumorzellen vom Tumor in die
Lymphgefalle und von dort zu den regionalen Lymphknoten gelangen, ist ein sehr komplexer
Mechanismus, an dem eine Reihe von Faktoren, wie zum Beispiel die Interaktion von intra-
und peritumoralem interstitiellem Druck, die Hoch- und Niederregulation von
Zelladhasionsmolekilen, die Sekretion von Zytokinen, Chemokinen und proteolytischer
Enzyme, die Expression von Adhasionsmolekilen wund ihren Rezeptoren, die
Lymphangiogenese, spezifische mikroanatomische Strukturen der lymphatischen Kapillaren
und der Lymphfluss beteiligt sind (Saharinen et al. 2004, Achen und Stacker 2006).

Abhangig von der histologischen Untergruppe Uberwiegt meist ein Metastasierungsweg. So
finden sich bei Plattenepithelkarzinomen Tumorzellmetastasen vor allem in den
Lymphknoten, bei den Grof3zelligen Bronchialkarzinomen Uberwiegend Uber den
hamatogenen Weg in Leber, Gehirn und Knochen. Bei den Adenokarzinomen treten beide
Wege in gleichem Male auf. Bei den hier untersuchten Patientenproben war dies tendenziell
fur die Adenokarzinome (LK: n=14, KM: n=16) und die GroRzelligen Bronchialkarzinome (LK:
n=2, KM: n=4) zu erkennen. Bei den Plattenepithelkarzinomen wurden allerdings
Uberwiegend Zellen in den Knochenmarkproben (LK: n=8, KM: n=15) detektiert. Auch wenn
die niedrigen Fallzahlen keine eindeutige Aussage Uber die Metastasierungswege erlauben
(vgl. Ergebnisse, Tab. 3.1), so beweist das Auffinden einzelner disseminierter Zellen
epithelialen Ursprungs sowohl in Knochenmarkproben, als auch in Lymphknotenproben,
dass bei nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen sowohl der hamatogene, als auch der
lymphogene Metastasierungsweg vorkommen. Die enge Verbindung dieser beiden Systeme
ist nicht verwunderlich, da schon wahrend der embryonalen Entwicklung das erste
lymphatische Gefal durch Aussprossung eines Blutgefalles entsteht (Cao 2005).

Trotz der unumstrittenen gemeinsamen Beteiligung dieser beiden Systeme an der
Ausbreitung von Tumorzellen, ist noch immer nicht klar, welche unterschiedliche Auswirkung
die lymphogene und hamatogene Metastasierung auf den Krankheitsverlauf von Patienten
mit einem Bronchialkarzinom haben kann. Bislang existieren nur zwei Studien, die anhand
disseminierter Tumorzellen aus Lymphknoten und Knochenmark sowohl den Einfluss der
lymphogenen als auch der hamatogenen Metastasierung beim Bronchialkarzinom auf das
Uberleben untersucht haben (Osaki et al. 2002, Yasumoto et al. 2003, vgl. Tab. 4.1). Beide
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Studien kamen zu dem Ergebnis, dass bereits im Stadium | disseminierte Tumorzellen in den
Lymphknoten eine signifikant schlechtere Prognose flir die Patienten bedeuten, wohingegen
sich in diesem Stadium anhand der disseminierten Zellen aus dem Knochenmark keine
Prognose ableiten lasst. Erst ab den Stadien IlI-lll konnte ein signifikant reduziertes
Gesamtuberleben festgesellt werden (Yasumoto et al. 2003). Die Ergebnisse zeigen, dass
das Stadium der Erkrankung fir den unterschiedlichen Einfluss der disseminierten
Tumorzellen von Bedeutung ist. Mit der Begrindung, dass kein Zusammenhang zwischen
dem Auftreten von disseminierten Zellen in den Lymphknoten und Zellen im Knochenmark
festgestellt werden konnte, gehen die Autoren davon aus, dass unterschiedliche
Regulationsmechanismen vorhanden sein missen. Da es sich bei allen Patienten mit
disseminierten Zellen in den Lymphknoten bei denen ein Rickfall der Erkrankung beobachtet
werden konnte, um eine hamatogene rezividierende Erkrankung handelte, kamen sie des
Weiteren zu dem Schluss, dass die Metastasierung in die Lymphknoten nicht nur die
Streuung in die Lymphknoten widerspiegelt, sondern auch kennzeichnend fiir eine friihe
Phase der hamatogenen Tumorzelldisseminierung ist (Osaki et al. 2002).

Anders als in diesen beiden Studien, in denen die Patienten nach Stadium | und Il-lll
unterteilt wurden, wurde in der hier vorliegenden Arbeit eine Trennung der MO Patienten mit
sichtbarem pathologischen Befall der Lymphknoten (pN1-3) und ohne sichtbaren Befall (pNO)
vorgenommen. Die durchgefiihrte Kaplan-Meier Uberlebensanalyse ergab, dass das
Vorliegen einer minimal residualen Erkrankung (MRD), d. h. das Auffinden disseminierter
Tumorzellen in Lymphknoten oder Knochenmark, bei pNO Patienten einen signifikant
prognostischen Wert besitzt. Fur die prognostische Relevanz im Stadium pN1-3 muss
unterschieden werden, ob disseminierte Tumorzellen in Knochenmark oder Lymphknoten zu
finden sind. Disseminierte Tumorzellen in den Lymphknoten sind nur ohne Befall der
regionalen Lymphknoten (pNO) prognostisch relevant, disseminierte Tumorzellen im
Knochenmark flir die Patienten sowohl mit (pN1-3) als auch ohne Befall der regionalen
Lymphknoten (pNO) eine schlechtere Prognose bedeuten. Der Nachweis disseminierter
Tumorzellen im Knochenmark ist also unabhangig vom pathologischen Lymphknoten-Status
immer mit einer schlechteren Prognose verbunden. Bei der lymphogenen Metastasierung hat
die Detektion disseminierter Tumorzellen in den Lymphknoten in einem frihen Stadium der
Erkrankung (pNO) einen starkeren prognostischen Einfluss als in einem fortgeschrittenen
Stadium.
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4.3 Genetischer Ursprung und Heterogenitat disseminierter Tumorzellen

und ihrer Primartumoren

Die Suche nach dem ,,metastasiogenen Areal*

Zu Projektbeginn bestand die Uberlegung, dass innerhalb eines Primartumors ein
sogenanntes ,metastasiogenes Areal® bestehen kdnnte, innerhalb dessen die Tumorzellen
chromosomale Veranderungen und Fahigkeiten erworben haben, um sich aus dem
Zellverband zu lésen und in andere Organe zu metastasieren. Um diese Vermutung zu
Uberprifen wurden mit Hilfe der Laser-Mikrodissektion einzelne Areale aus den
kryoasservierten Primartumoren isoliert. Mit dieser Methode kann Tumorgewebe von
umliegendem Stromagewebe getrennt und so die Kontamination mit Normalzellen gering
gehalten werden. Nach Etablierung war es mdglich aus einem 10000 ym? groRen Areal, das
in etwa 40-200 Zellen entspricht, ausreichend RNA fiir die Expressionsstudien zu isolieren.
Erstmals gelang es mit Hilfe der kombinierten Genom- und Transkriptomanalyse genomische
Aberrationen als auch die Genexpression eines Primartumorgewebes zu analysieren und
direkt mit den Ergebnissen der disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten der
entsprechenden Patienten zu vergleichen. Um die aufgestellte Hypothese zu belegen wurde
bei der Mikrodissektion des Primartumors darauf geachtet, aus verschiedenen Regionen des
Tumors Material zu entnehmen. In der Regel bestand das zu untersuchende Tumorgewebe

sowohl aus einem Areal vom Randgebiet, als auch aus dem zentralen Teil des Tumors.

Sowohl mehrere disseminierte Tumorzellen eines Patienten als auch unterschiedliche
Areale innerhalb eines Primartumors sind sich @hnlich

Die genomischen Aberrationen der verschiedenen Areale eines Primartumors wiesen
untereinander eine groRRe Ahnlichkeit auf. Bei einer hierarchischen Clusteranalyse lagen bei
84,6% der Patienten mindestens zwei Areale eines Tumors innerhalb eines Armes
zusammen. Auch nach Analyse der Genexpressionsdaten befanden sich bei lber der Halfte
der Patienten (61%) mindestens zwei Areale eines Primartumors innerhalb eines Armes.
Allein durch die Tatsache, dass sich die untersuchten Areale sehr ahnlich sind, wird die
Existenz eines ,metastasiogenen Areals“ von dem sich die disseminierten Zellen I6sen und
metastasieren unwahrscheinlich. Allerdings stand immer nur ein Teil des operativ entfernten
Primartumors der wissenschaftlichen Forschung zur Verflgung, so dass das Ergebnis nur
mit Einschrankung auf den gesamten Tumor Ubertragen werden kann. Es ist theoretisch
denkbar, dass sich das ,metastasiogene Areal in dem anderen, vom Pathologen
untersuchten Teil des Tumors befindet.

Fir die Fragestellung sind in diesem Zusammenhang auch die Ergebnisse der

disseminierten Tumorzellen relevant. Beim Vergleich der Aberrationen von disseminierten
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Tumorzellen aus den Lymphknoten bei Patienten mit mehr als einer Zelle, clusterten nach
der Analyse 80% der Tumorzellen in einem Arm zusammen.

Bei der Analyse der Transkriptomdaten war es leider nur bei einem Patienten maoglich,
mehrere disseminierte Tumorzellen zu untersuchen. Auch diese waren sich in ihrem
Expressionsmuster sehr &dhnlich und befanden sich dementsprechend innerhalb eines
Armes. Die nachstliegende Erklarung fur diese Ahnlichkeit ist, dass sich die disseminierten
Tumorzellen aus einer gemeinsamen Vorlauferzelle entwickelt haben. Unter Umstanden
kdnnte es sich dabei auch um eine Tumorstammzelle handeln (Otto 2002, Griffiths et al.
2005), deren Existenz aber flir das Bronchialkarzinom, im Gegensatz zum Mammakarzinom,
noch nicht bewiesen wurde. Einen Hinweis auf eine gemeinsame Vorlauferzelle fir alle
Bronchialkarzinome lieferten Petersen und Petersen (2001). Sie konnten mit Hilfe der CGH
Lungentumoren klassifizieren und die kleinzelligen Bronchialkarzinome in primare und
sekundare Karzinome unterteilen. Anhand ihrer Ergebnisse kamen sie zu dem Schluss, dass
die ,primaren“ SCLCs Uber eine Vorlauferzelle unbekannten Ursprungs entstehen und sich
die ,sekundaren“ SCLCs aus nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen weiter entwickeln
mussen. Mittlerweile gelang es im Mausmodell sogenannte ,bronchioalveolaren
Stammzellen® (= BASCs) zu isolieren (Kim et al. 2005). Méglicherweise wurden damit die

Ursprungszellen fur die Entwicklung eines Adenokarzinoms gefunden.

Die ,klonale Verwandtschaft® von Primartumorarealen und ihren dazugehorigen
Einzelzellen

Auch wenn sich sowohl die verschiedenen Areale eines Tumors als auch die einzelnen
disseminierten Tumorzellen eines Patienten sehr ahnlich sind, kann erst der direkte
Vergleich von disseminierter Zelle und mikrodissektiertem Areal des Primartumors die Licke
in der Entwicklung vom soliden Primartumor hin zur disseminierten Einzelzelle schlieRen.
Nach genomischer Analyse konnten 60% der disseminierten Tumorzellen aufgrund ahnlicher
Aberrationsmuster einem oder mehreren Arealen aus dem Primartumor zugeordnet werden.
Bei den ubrigen 40% lieR sich keine Ahnlichkeit feststellen (Abb. 4.1).
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Abbildung 4.1: Klonale Verwandtschaft auf genomischer Ebene. Model 1: Disseminierte einzelne
Tumorzellen entwickeln sich klonal und lassen sich anhand ihrer Aberrationen einem Areal des
Primartumors zuordnen. Primartumor und disseminierte Tumorzelle sind sich in 60% der untersuchten
Falle sehr ahnlich. Model 2: Disseminierte Tumorzellen entwickeln sich unabhangig vom Primartumor.
Disseminierte Tumorzelle und die Areale des Primartumors sind in 40% der Falle unterschiedlich.

Zum einen ware denkbar, dass sich diese Zahlen noch weiter zugunsten der Zellen, die sich
einem Areal zuordnen lassen verschieben wirden, je mehr Areale pro Primartumor
untersucht werden. Es besteht aber auch die Mdéglichkeit, dass die disseminierten Zellen, die
sich von den Arealen des Primartumors unterscheiden, im Lauf der Zeit Mutationen
angesammelt haben und die eventuell urspriinglich vorhandene Ahnlichkeit wahrend dieser
Entwicklung verloren gegangen ist. Unterstiitzt wird diese Uberlegung durch den
signifikanten Unterschied in der Anzahl der Deletionen von disseminierten Einzelzellen und
ihren dazugehdrigen Primartumoren (p=0,02, Abb.3.19). Da bei den einzelnen
disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten deutlich mehr Deletionen auftraten als bei
den Arealen der Primartumoren (bei den nicht-streuenden Primartumoren war die Anzahl an
Deletionen noch geringer), ist es durchaus denkbar, dass den disseminierten Einzelzellen
durch diese Deletionen Funktionen von Molekilen (beispielsweise Zelladhasionsmolekiile)
verloren gehen, wodurch sie befahigt werden, sich aus dem Zellverband zu I6sen. Die
Uberlegung, dass die 60% der disseminierten Tumorzellen, die sich einem Tumor zuordnen
lassen weniger Deletionen aufweisen als die 40% der Tumorzellen, die sich nicht zuordnen
lassen, konnte nicht bestatigt werden (im Durchschnitt 5,9 versus 6,4; p=0,4).

Obwohl der Anteil an Nicht-Tumorzellen bei der Mikrodissektion sehr gering gehalten werden
kann, muss berucksichtigt werden, dass durch die Heterogenitdt des mikrodissektierten
Areals bzw. durch die Normalzellen, die in einem mikrodissektierten Areal zwangslaufig mit
untersucht werden, die Anzahl an Aberrationen unter Umstanden gesenkt wird. Ein weiterer
Grund fur die geringe Zahl an chromosomalen Veranderungen im Primartumor ist darin zu

sehen, dass Veranderungen von mindestens 60% geteilt werden missen, damit sie in der
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CGH darstellbar sind. Bei ausgepragter genetischer Heterogenitat konnte deshalb die
tatsachliche Anzahl der Veranderungen in den Zellen des Primartumors deutlich héher sein.

Inwieweit ein klonaler Zusammenhang zwischen Primartumor und disseminierter Tumorzelle
besteht wurde bereits mehrfach mittels zytogenetischer Techniken, wie beispielsweise der
CGH untersucht. Anhand verschiedener Tumortypen konnte gezeigt werden, dass innerhalb
eines Primartumors verschiedene Klone existieren und dass Metastasen des
entsprechenden Lymphknotens diesen Klonen in ihren Aberrationen dhneln (Gorunova et al.
1998, Heim et al. 1997). Andererseits zeigten Studien wie beispielsweise beim
Mammakarzinom (Pandis et al. 1998) oder beim kolorektalen Karzinom (Al-Mulla et al.
1999), dass Primartumoren und ihre Lymphknotenmetastasen unterschiedliche
chromosomale Veranderungen aufweisen. Es ist denkbar, dass eine unabhangige
Entwicklung  der  disseminierten  Tumorzellen  stattfindet, die  parallel  zur
Primartumorentstehung ablauft. Eine weitere  Mdoglichkeit, warum sich  keine
Ubereinstimmungen mit den Klonen des Primartumors feststellen lassen, ware, dass
disseminierte Tumorzellen als Subklone des Primartumors entstehen und dass nur diese

Subklone die Fahigkeit besitzen zu metastasieren.

Streuende und nicht-streuende Primartumoren zeigen unterschiedliche chromosomale
Aberrationsmuster

Bei der Behandlung und der Prognose der Patienten ist es entscheidend, ob Zellen des
Primartumors bereits in die Lymphknoten, das Knochenmark oder andere Organe
metastasiert sind. Patienten ohne Befall der Lymphknoten werden beispielsweise nur
operiert, wohingegen Patienten mit Befall der Lymphknoten zusatzlich eine adjuvante oder
neoadjuvante Therapie erhalten. Bei letzteren ist die weitere Prognose trotz systemischer
Therapie schlechter. Die momentan verwendeten Kklinisch-pathologischen Methoden zur
Feststellung des Lymphknotenbefalls sind allerdings nicht sensitiv genug. In dem hier
untersuchten  Kollektiv kénnen mit Hilfe von Antikbrpern gegen epitheliale
Oberflachenmolekile bei etwa 20-30% der Patienten ohne einen pathologisch sichtbaren
Befall der Lymphknoten in den Lymphknoten (20,16%), aber auch im Knochenmark (29,03%)
disseminierte Tumorzellen detektiert werden. Das Auffinden dieser Zellen korrelierte mit
einer schlechteren Prognose und einem kiirzeren Uberleben der Patienten. Fiir die Patienten
ware eine eindeutige und sichere Identifikation von disseminierten Zellen in den
Lymphknoten und im Knochenmark bzw. eine frihzeitige Unterscheidung in streuende und
nicht-streuende Primartumoren winschenswert. Nur dann ist eine individuelle und
erfolgreiche Therapie mdglich. Dabei koénnten entweder spezifische genomische
Veranderungen oder Expressionsunterschiede fir streuende und nicht-streuende

Primartumoren hilfreich sein. Bei dem hier durchgefiihrten Vergleich von 15 streuenden
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Primartumoren mit 12 nicht-streuenden Primartumoren konnten keine eindeutig signifikanten
Unterschiede in der Anzahl der Veranderungen (p=0,5) festgestellt werden. Allerdings gelang
es nach einer Clusteranalyse mit der sich die Ahnlichkeit der einzelnen Proben bestimmen
lasst, ein Aberrationsmuster zu identifizieren, das zumindest ansatzweise eine
Unterscheidung in Primartumoren mit und ohne disseminierte Tumorzellen méglich macht.
Ausschlaggebend hierfur waren bei den streuenden Primartumoren vor allem Deletionen der
Chromosomen 3p11-14 und 6g. Amplifikationen der Region 16g23-tel waren kennzeichnend
fur nicht-streuende Primartumoren, Deletionen der selben Stelle hingegen flr streuende
Primartumore (vgl. Ergebnisse, Abb. 3.17). Das bedeutet, dass eventuell erst mehrere
Aberrationen zusammen eine Unterscheidung mdglich machen und nétig sind damit die
Zellen disseminieren konnen. Erste Ergebnisse einer umfangreichen professionellen
bioinformatischen Auswertung lieferten Hinweise auf eine prognostische Relevanz der
chromosomalen Regionen 14q21-24, 7q31-tel, 6921-23 und 3p21-tel bei streuenden

Primartumoren.

Fortgeschrittene Tumoren weisen tendenziell mehr chromosomale Verdanderungen auf
Der Zeitpunkt der Streuung von Tumorzellen aus der Primarlasion ist grundsatzlich
unbekannt. Abhangig vom Tumortyp und auch von der Sensitivitat der Nachweismethode ist
diese Zeitspanne relativ gro3. Fest steht allerdings, dass mit der Entwicklung eines Tumors
die Ansammlung genomischer Veranderungen einhergeht (Garnis et al. 2004, Karakosta et
al. 2005, Yokota 2000). Dies sollte auch hier untersucht werden. Zwischen friihen Tumoren
(T1-2, n=11) und fortgeschrittenen Tumoren (T3-4, n=4) waren auf genomischer Ebene nur
geringe Unterschiede zu erkennen. Tumore im Stadium T1-2 wiesen Deletionen auf
Chromosom 4 und Amplifikationen auf dem X-Chromosom und Chromosom 21 auf, die bei
Primartumoren im fortgeschrittenen Stadium T3-4 nicht zu sehen waren. Deletionen auf dem
kurzen Arm von Chromosom 11 zeigten sich nur bei Primartumoren im Stadium T3-4. Bei
den fortgeschrittenen Tumoren lieRen sich tendenziell mehr Aberrationen pro Patient
(n=13,6) feststellen als bei den friihen Tumoren (n=10,9; p=0,3). Es muss allerdings darauf
hingewiesen werden, dass die beiden Gruppen aus sehr unterschiedlichen Fallzahlen

bestehen und sie deshalb nur eine Tendenz vorgeben kdnnen.

44 Die Analyse der Genexpression

Mogliche prognostische Relevanz differentiell exprimierter Gene

Das langfristige Ziel dieser Arbeit war die Identifikation prognostisch relevanter Gene bzw.
Proteasen und ihrer Inhibitoren. Die Ahnlichkeitsanalyse der Primartumoren machte deutlich,
dass die unterschiedlichen Areale eines Patienten bei Uber der Halfte (61%) in einem Level

des Clusterbaumes zu finden sind und dementsprechend ein vergleichbares
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Expressionsmuster aufweisen. Bei einem Patienten konnten mehrere disseminierte
Einzelzellen untersucht werden, die sich ebenfalls auf ein Level konzentrierten. Dieses
Ergebnis entspricht in etwa der genomischen Analyse (4.3) und macht das Vorhandensein
eines metastasiogenen Areals noch unwahrscheinlicher. Streuende und nicht-streuende
Primartumoren konnten aufgrund der geringen Expressionsunterschiede mittels
Clusteranalyse nicht getrennt werden.

Auf eine Ahnlichkeitsanalyse der Genexpression von Primartumoren und den dazugehérigen
einzelnen disseminierten Tumorzellen wurde verzichtet, da diese aufgrund der
unterschiedlichen Zellzahl von Primartumorprobe und Einzelzelle nicht sinnvoll ware. Anders
als bei den genetischen Aberrationen wirden hier allein die allgemein geringeren
Expressionslevels der disseminierten Einzelzellen zu einer Unterteilung nach disseminierten
Tumorzellen und Primartumoren fihren. AuRerdem bedingt das unterschiedliche biologische
Milieu eine fir disseminierte Tumorzellen bzw. Primartumoren spezifische Expression. Die
Zellen des Primartumors befinden sich in einem engen Zellverband weswegen sie anders als
die einzelnen disseminierten Tumorzellen, vor allem Gene, die fir Zell-Zell-Kontakte und Zell-
Zell-Interaktionen bendtigt werden, exprimieren (Albelda 1993). So werden beispielsweise
Integrin-Rezeptormolekile, die eine wichtige Rolle bei der Verankerung der Zellen
untereinander und an der extrazellularen Matrix spielen (Mizejewski 1999) bei den
untersuchten Primartumoren deutlich haufiger exprimiert als bei den disseminierten
Tumorzellen aus den Lymphknoten (vgl. Abb. 3.26 C).

Nach statistischer Analyse und Normalisierung der Expressionsstarke konnten 23 der 109
untersuchten Gene als differenziell exprimiert identifiziert werden. Nach p-Wert Korrektur
ergaben sich nur bei der Gruppe der Patienten mit einem Adenokarzinom (n=10) in der
Expression von vier Genen signifikante Unterschiede zwischen Primartumor und
disseminierten Tumorzellen. Dazu zahlen der Serin Protease Inhibitor Bikunin (HAI2) und die
beiden Cytokeratine CK18 und CK19, die jeweils signifikant starker bei den einzelnen
Tumorzellen exprimiert wurden sowie das ribosomale Protein rS9 (RPS9), das starker bei den
Primartumoren exprimiert wurde.

Im letzten Punkt soll nun die Bedeutung dieser vier differentiell exprimierten Gene fir die
Disseminierung und die Ausbreitung des Tumorgeschehens beim Bronchialkarzinom

diskutiert werden.

Die Rolle proteolytischer Systeme bei der Tumorprogression

Die Bedeutung proteolytischer Systeme bei der frilhen Disseminierung und der Ausbreitung
des Tumorgeschehens beim Bronchialkarzinom wurde in vielen Arbeiten unterschiedlich
diskutiert. Der Verlust der Zelladhasion und der Abbau der extrazellularen Matrix (ECM)
gelten als wichtige Voraussetzungen fiir die Invasion und die Metastasierung von epithelialen

Tumoren. Viele Studien konnten mittlerweile zeigen, dass vor allem die Mitglieder der
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Matrixmetalloproteinasen (MMP) und des Urokinase-Typ Plasminogen-Aktivator-Systems
(uPA, uPAR) an der Tumorinvasion, der Metastasierung und der Angiogenese beteiligt sind.
MMP-2 und MMP-9 gelten dabei als Schllisselenzyme, da sie das Typ IV Kollagen, den
Hauptbestandteil der ECM abbauen (Starnenkovic 2003). Beispielsweise korreliert beim
Bronchialkarzinom die Expression von MMP-2 (Gelatinase A) im Primartumor von Patienten
ohne Befall der Lymphknoten mit einer schlechten Prognose, was vermutlich durch die
erhdéhte Invasivitat der Tumorzellen hervorgerufen wird (Passlick 2000). Ebenso korreliert die
Expression von MMP-9 zum einen mit einem zunehmenden T-Status (Gouyer et al. 2005)
und zum anderen mit einem kiirzeren Uberleben und scheint des Weiteren ein unabhangiger
prognostischer Marker fur das Bronchialkarzinom zu sein (Sienel et al. 2003). In
praklinischen und klinischen Studien wurden mittlerweile eine Reihe von Inhibitoren gegen
MMPs bei verschiedenen Tumortypen getestet, allerdings mit geringem Erfolg (Rasmussen
1999, Nelson AR, 2000). Schuld daran war meist die geringe Spezifitdt der Inhibitoren. Fir
die Zukunft scheint ein wirklicher Fortschritt im Einsatz von MMP Inhibitoren nur mdglich,
wenn es gelingt tumorspezifische MMPs zu einem friihen Zeitpunkt der Tumorentwicklung zu
inhibieren und weitere tumorspezifische Marker zu identifizieren, um die Antwort der MMPIs
in vivo zu kontrollieren (Greenwald 1999, Pavlaki und Zucker 2003, Fingleton 2003, 2008).
Zum uPA-System (Urokinase-Typ Plasminogen-Aktivator-System, Serinprotease) gehort
zum einen das Molekul Plasmin, das unmittelbar am Abbau von ECM-Bestandteilen und an
der Aktivierung von Kollagenasen und Metalloproteasen beteiligt ist, und zum anderen uPA
und der uPA-Rezeptor, die vor allem die Zelladhdsion und Migration regulieren. Eine
verstarkte Produktion von Bestandteilen des uPA-Systems tragt zur Tumorinvasion,
Metastasierung und Angiogenese bei (MacKay et al. 1990). Aullerdem korreliert eine
stromale Expression von uPA mit der Tumorgrofle und der Lymphknotenmetastasierung
(Bolon et al. 1995, Bolon et al. 1997). Beziglich der prognostischen Relevanz der am uPA-
System beteiligten Moleklle existieren unterschiedliche Meinungen. So konnte
beispielsweise die Arbeitsgruppe von Werle et al. (2004) sowohl uPAR, als auch PAI-1 als
unabhangige prognostische Faktoren beim NSCLC identifizieren, wohingegen bei Offersen
et al. (2007) uPA und PAI-1 unter Umstanden die Angiogenese stimulieren kénnen, aber
keine prognostischen Marker darstellen.

Im Zusammenhang mit dem uPA-System scheint auch der in dieser Arbeit als differentiell
exprimiert identifizierte Inhibitor Bikunin zu stehen. Der auch unter dem Namen HAI-2 (HGF-
Activator Inhibitor) bekannte Inhibitor moduliert das Zellwachstum, blockiert die zellulare
Aufnahme von Kalzium und inhibiert das Plasmin auf der Oberflache von Tumorzellen. In
gesundem Lungengewebe wird er in Bindegewebszellen und in einigen Becherzellen
exprimiert. Kobayashi et al. (2002) konnten zeigen, dass Bikunin die Expression von uPA

reduziert. Diese Regulation von uPA erfolgt durch eine Reduktion des Wachstumsfaktors
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TGF-R1 (Tanaka et al. 2004), der normalerweise die Expression von uPA erhoht. Die
Unterdriickung der uPA Expression durch Bikunin inhibiert die Invasion und Metastasierung
von verschiedenen Krebszellen. Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass es in Bikunin-
defizienten Mausen zu einer verstarkten spontanen Metastasierung kommt. Schuld daran
scheint der Mangel an zirkulierenden Proteinen der Inter-alpha-Inhibitor Familie zu sein, der
in den Knock-out-Mausen in vivo zu einem erhdhten Auftreten von Lungenmetastasen fuhrt
(Yagyu et al. 2006). Ein prognostischer Einfluss von Bikunin wurde bis jetzt nur beim
Ovarialkarzinom beschrieben. Hier bedingt eine reduzierte Expression im Primartumor ein
kiirzeres Uberleben der Patienten (Tanaka et al. 2003). Inwieweit dies auch beim

Bronchialkarzinom giiltig ist, werden folgende Uberlebensanalysen zeigen miissen.

Cytokeratine und ihre Bedeutung bei der Krebsprognose und Diagnose

Cytokeratine (CK) gehdren zur gro3en Familie der Intermediarfilamentproteine. Sie bilden
zusammen mit Aktin und Mikrotubuli das Zytoskelett der Zelle und sind charakteristisch fur
epitheliale Zellen. Der Cytokeratin-Nachweis kann sowohl im Blut und in Primartumoren aber
auch in disseminierten epithelialen Tumorzellen erfolgen. Fur das nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinom ist CYFRA 21-1 (CK19) der wichtigste Tumormarker (50% Plattenepithel-,
30% Adeno- und 20% GroRRzellige Karzinome). Dass es sich bei den Cytokeratinen 18 und
19, die in den disseminierten Tumorzellen gegeniber dem Primartumor hochreguliert
gefunden wurden, um wichtige prognostische Faktoren beziiglich des Uberlebens handelt,
konnten Nisman B et al. bereits 1998 mit Hilfe der fiir diese beiden Cytokeratine spezifischen
Marker CYFRA 21-1 und TPS (tissue polypeptide specific antigen) zeigen. Mittlerweile
gehoren sie zusammen mit TPA (tissue polypeptide antigen) und CEA zu den im klinischen
Alltag fiur die Krebsdiagnose und den weiteren Krankheitsverlauf gebrauchlichsten
Tumormarkern (Barak et al. 2004). Sie sind hilfreich bei der Identifikation von Patienten mit
einer frihen subklinischen Metastasierung und gelten auch bei anderen Tumortypen als
unabhangige Prognosefaktoren (Nisman et al. 1998, Barak et al. 2004). Zusatzlich kam das
Cytokeratin 19 in den letzten Jahren bei der Detektion disseminierter Tumorzellen in den
Lymphknoten von NSCLC-Patienten zum Einsatz. Beispielsweise konnten Ge et al. (2005)
mittels RT-PCR Amplifikation bei 27% der Patienten ohne pathologisch befallene
Lymphknoten die Expression von CK19 mRNA in den Lymphknoten nachweisen und einen
Bezug zwischen der CK19 Expression in den Lymphknoten und der Tumorgréf3e, bzw. der
Differenzierung des Tumors herstellen. Sie konnten auferdem ein kirzeres Uberleben von

Patienten mit diesen disseminierten CK19-positiven Zellen in den Lymphknoten feststellen.

Ribosomale Proteine und ihre unbekannten ,,extraribosomalen‘ Funktionen
Bei dem ribosomalen Protein rS9 handelt es sich um einen Bestandteil des aus zwei

Untereinheiten (40S uns 60S) bestehenden eukaryontischen 80S Ribosoms, das sich aus 4
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RNA-Arten und ungefahr 80 unterschiedlichen Proteinen zusammensetzt. Ribosome und ihre
Proteine spielen die entscheidende Rolle bei der Proteinbiosythese und ein Funktionsverlust
fuhrt zu schweren Stérungen in der Entwicklung. Es konnte allerdings wiederholt gezeigt
werden, dass einige dieser ribosomalen Proteine neben der Translation von mRNA in die
Aminosduresequenz auch eine zweite ,extraribosomale Funktion erflllen kdnnen (Wool
1996). Erst klrzlich wiesen Wissenschaftler aus der Abteilung ,Molekulare Genomanalyse*
am Deutschen Krebsforschungszentrum bei Autisten Mutationen in der Gensequenz nach, die
das ribosomale Protein L10 (RPL10) kodiert und vermuten, dass ein funktionsgestortes
RPL10 fur die mangelhafte Differenzierung von Nervenzellen und unzureichende Ausbildung
von Nervenzellverbindungen wahrend der Gehirnentwicklung verantwortlich sein kénnte
(Klauck et al. 2006). Aber auch eine Beteiligung dieser Proteine bei der Entstehung von
soliden Tumoren ist nicht auszuschlielen. Beispielsweise konnte beim Vergleich von
neoplastischem mit normalem kolorektalen Gewebe eine unterschiedliche Expression
verschiedener ribosomaler Proteine festgestellt werden (Kasai et al. 2003). Bei
gastrointestinalen Tumoren bewirkte die Expressionsinhibition des ribosomalen Proteins L13
durch ,small interfering® RNA (siRNA) eine drastische Verminderung des Zellwachstums
(Kobayashi et al. 2006). Des Weiteren bildet das ribosomale Protein RPL5 einen
Proteinkomplex mit Mdm2 und p53 (Marechal et al. 1994, Lindstrom et al. 2007) und RPS6
fungiert als Tumorsuppressor im hamatopoetischen System von Drosophila (Watson et al.
1992).

Das in dieser Arbeit als differentiell exprimiert identifizierte Gen RPS9 konnte von Kenmochi
et al. (1998) zusammen mit 11 weiteren Genen der ribosomalen Proteine dem Chromosom
19 zugeordnet werden. Auf der Suche nach einer Verbindung zwischen Gendefekten der
ribosomalen Proteine und Krankheiten fanden sie heraus, dass das RPS9 Gen im gleichen
Intervall wie das Gen fur Retinitis pigmentosa 11 (RP11) liegt. Bei dieser Krankheit kommt es
zu einem Absterben der Sehzellen und zu einem védlligen Verlust der Sehkraft. Dies
geschieht auch bei der sogenannten ,Cancer associated retinopathy“ (CAR). Dabei handelt
es sich um ein am haufigsten bei SCLC- (Polans et al. 1995), aber auch bei NSCLC-
Patienten (Salgia et al. 1998) auftretendem paraneoplastischen Syndrom, bei dem Antikdrper
an retinale Antigene binden. Ein in diesem Zusammenhang haufig erwahnter Autoantikdrper
richtet sich gegen das photorezeptor-spezifische Kalzium-bindende Protein Recoverin, das
an der Transduktion von Licht bei Photorezeptoren der Vertebraten beteiligt ist. Anti-
Recoverin Antikérper kdnnen meist noch vor der eigentlichen Krebsdiagnose im Blut, und
spater unter anderem in Tumoren von Bronchialkarzinompatienten identifiziert werden. Die
von Plasmazellen produzierten Antikdrper gegen Recoverin erreichen Uber die periphere
Blutzirkulation die Retina und werden dort von den Photorezeptorzellen aufgenommen.

Dadurch wird die Phosphorylierung von Rhodopsin inhibiert und die Apoptose der Retina
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induziert (Ohguro et al. 2002). Eine Verbindung zwischen Retinitis pigmentosa und
Recoverin wurde ebenfalls bereits beschrieben (Senin et al. 2006). Ein Nachweis von
Recoverin, beispielsweise im Blut und Primartumoren des hier untersuchten Kollektivs und
eine Untersuchung der Retina der Patienten bzw. Informationen Uber paraneoplastische
Symptome der untersuchten Patienten, kdnnte einen moglichen Zusammenhang zwischen
der Uberexpression des ribosomalen Proteins RPS9 in Primartumoren, dem Autoantigen
Recoverin und der Krebs-assoziierten Retinopathie (CAR) herstellen und eventuell die

extraribosomale Funktion von RPS9 entschlisseln.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass diese Interpretation nur einen kleinen Ausschnitt der
moglichen Zusammenhange darstellt und dass auch in der Diskussion nicht aufgefuhrte
Molekule an der Tumorentstehung und der Metastasierung beteiligt sind und als Risikogene
in Frage kommen kénnen. Umfassende professionelle bioinformatische Auswertungen der
Daten werden zeigen, welche der differenziell exprimierten Molekule wirkliche prognostische

Relevanz besitzen und sich langfristig als Marker, bzw. Therapieziel eignen kénnten.
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5 Zusammenfassung

Das Bronchialkarzinom liegt bei Mannern mit einer Fiinfiahres-Uberlebensrate von etwa 15%
auf Platz eins der Krebssterbefélle (Frauen: 18%, Platz 3). Wie bei allen Tumortypen
unterscheiden sich die Uberlebensraten deutlich nach dem Stadium der Erkrankung und dem
histologischen Tumortyp. Grund flir die schlechte Prognose sind das asymptomatische
Wachstum des Tumors, schlechte und unzureichende Friherkennungsmethoden und, je
nach histologischem Typ, die meist frihe Metastasierung.

In der vorliegenden Arbeit sollte am Beispiel des Nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms zum
einen der Einfluss von disseminierten Tumorzellen aus Knochenmark und Lymphknoten auf
das Uberleben und zum anderen durch den Vergleich der pathologisch veranderten
Genexpression und genetischer Aberrationen von disseminierten Tumorzellen und
mikrodissektierten Arealen des Primartumors die friihe lymphogene Metastasierung
untersucht werden. Ziel war es, Gene zu identifizieren, die prognostisch relevant und ein
moglicher Angriffspunkt zur Bekdmpfung disseminierter Zellen sein kénnten.

Die prognostische Bedeutung disseminierter Tumorzellen wurde anhand einer Follow-up
Uberlebensanalyse untersucht. Zur Analyse von Genom und Transkriptom wurde eine
Methode verwendet, die eine Isolation von mRNA und cDNA von ein und derselben Probe
ermdglicht. Dabei handelte es sich im Extremfall um eine einzelne, aus dem Lymphknoten
isolierte Zelle. Nach erfolgreicher Etablierung der Mikrodissektion war es mdglich den Geno-
bzw. Phénotyp einzelner disseminierter Tumorzellen mit verschiedenen mikrodissektierten
Arealen bestehend aus 40-200 Zellen des dazugehdérigen Primartumors zu vergleichen und
auf diese Weise den genetischen Ursprung zu analysieren.

Mit Hilfe einer umfangreichen Follow-up Analyse von 124 NSCLC-Patienten konnte der
negative Einfluss disseminierter Tumorzellen auf das Uberleben belegt werden. Fir die
Patienten bedeutet das Auffinden von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark
unabhdngig vom pathologischen Lymphknoten-Status ein Risiko fur das Uberleben,
wohingegen disseminierte Tumorzellen in den Lymphknoten fir den weiteren Verlauf der
Krankheit nur ohne Befall der regionalen Lymphknoten (pNO) ausschlaggebend sind.
Dementsprechend besitzt die lymphogene Metastasierung in einem frilhen Stadium der
Erkrankung einen starkeren prognostischen Einfluss, wohingegen die hamatogene
Metastasierung eher langfristig flir den weiteren Verlauf von Bedeutung zu sein scheint.

Alle mikrodissektierten Zellen der Primartumore und alle isolierten Zellen aus den
Lymphknoten konnten anhand ihrer chromosomalen Aberrationen und der Expression
verschiedenster Molekile (MAGE, CEA, EpCAM) als epitheliale Zellen neoplastischen
Ursprungs identifiziert werden. Nach Analyse der genetischen Veranderungen mittels CGH

wurde deutlich, dass sich sowohl die isolierten Tumorzellen aus den Lymphknoten
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untereinander (80%), als auch die mikrodissektierten Areale aus den entsprechenden
Primartumoren (84,6%) sehr ahnlich sind. In 60% der Falle war es moglich, genetische
Ahnlichkeit zwischen einer disseminierten Tumorzelle und einem bestimmten Areal aus dem
entsprechenden Primartumor festzustellen. Bei streuenden Primartumoren konnten im
Vergleich zu nicht-streuenden keine signifikanten Unterschiede bei den Aberrationen
festgestellt werden. Fortgeschrittene Tumoren (T3-4) wiesen tendenziell mehr Aberrationen
auf als frihe Tumoren (T1-2).

Nach Analyse der Genexpression zeigte sich, dass sich sowohl die unterschiedlichen Areale
des Primartumors (60%), als auch die einzelnen Tumorzellen aus den Lymphknoten sehr
ahnlich sind. Mit dem laborintern zusammengestellten Proteasen-Filterarray bestehend aus
109 cDNAs von Proteasen, Inhibitoren, tumorspezifischen Genen und Haushaltsgenen
konnten 23 als differenziell exprimiert identifiziert werden, von denen wiederum vier Gene
nach p-Wert Korrektur bei der Gruppe der Patienten mit einem Adenokarzinom signifikant
blieben. Dabei handelt es sich um den Serin Proteaseinhibitor Bikunin (HAI2), die
Cytokeratine 18 und 19 und das ribosomale Protein rS9.

Inwieweit diese Gene tatsachlich mit einer schlechteren Prognose korrelieren und ob sich
daraus neue diagnostischen Testverfahren oder Therapien entwickeln lassen, werden

zukunftige Untersuchungen zeigen missen.
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7 Anhang
CGH Primartumore cDNA ARRAY

| 38 Areale / 15 Patienten | | LN positive | | 36 Areale / 14 Patienten |
|—| 34 Areale / 14 Patienten ‘—l

| 12 Areale / 12 Patienten | | KM und LK negativ | | 17 Areale / 14 Patienten |
|—| 12 Areale / 12 Patienten }—l

| 2 Areale / 2 Patienten | | KM positiv und LK negativ | | 4 Areale / 3 Patienten |
\—( 1 Areal / 1 Patienten }—l

| 4 Areale / 3 Patienten | | KM negativ, LK unbekannt | | 4 Areale / 4 Patienten |
\—‘ 3 Areale / 3 Patienten }—l

| 2 Areale / 2 Patienten | | LK negativ, KM unbekannt | | 3 Areale / 2 Patienten |
\—( 2 Areale / 2 Patienten }—l

Einzelzellen

| 28 Zellen / 20 Patienten | | LK Einzelzellen | | 16 Zellen / 13 Patienten |
\—( 16 Zellen / 13 Patienten }—l

| 3 Zellen / 3 Patienten | | KM Einzelzellen | | 0 |

Abbildung 7.1: Erfolgreich hybridisierte Proben der Primartumoren und disseminierten
Einzelzellen der verschiedenen Kategorien. Links: Areale, bzw. Tumorzellen pro Patient nach CGH,
Rechts: Areale, bzw. Tumorzellen nach Array-Filterhybridisierung, Mitte (kursiv): Probenanzahl pro
Patient mit erfolgreicher CGH und Arrayhybridisierung.

Tabelle 7.1: Unterteilung aller 128 Patienten nach untersuchten Organen, gefundenen
disseminierten Tumorzellen und Anzahl der mit CGH und Array untersuchten Proben. LK
Lymphknoten, KM Knochenmark, PT Primartumor, EZ Tumorzelle, ADC Adenokarzinom

| 128 NSCLC Patienten |

31 nur ein Organ vorhanden | 97 KM und LK untersucht |

negativ | | positiv | beide negativ | | ein Organ positiv ” beide positiv |

| k- [ km- || ks |[km+ | | ik-rkm- [ km+rik- ][ ks rkm- || Lk+rkm+ |

= [+ [ = J[ = [ w_]

ER KA ENER [ 20 J[ 14 |

PT (Patienten) 2 4 0 0 15 4 10 5
CGH 2 3 0 0 12 2 10 5
Array 2 4 0 0 15 3 9 5
Array+CGH 2 3 0 0 12 1 9 5
EZ (Patienten) 1 0 3 13 6
CGH 1 0 3 13 6
Array 0 0 0 4
Array+CGH 0 0 0 4
ADC (Patienten) 1 0 5 6 4
PT CGH 0 0 5 6 4
Array 0 0 4 6 4
EZ CGH 1 0 0 12 0
Array 0 0 0 6 3
PT+EZ 0 0 0 6 3
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CKT7T CK8 | MAGE1F beta 3 Chymaotrypsin hdtP 1 ADAN 15 Cystatin A PAL-1 R13a [E-Aktin
CK8 CKT | MAGE2F beta 4 PRSS12 WP 13 ADAM 20 | Cystatin B PAJ-2 14P3 EF1-alpha
Ck10 MAGE 3F beta 5 "Tigger!" | Cathepsin B | ADAM 21 Cystatin © Str (=] GAPDH
CKI13 MAGE 4F beta 7 Bikunin Cathepsin D TACE Tissue Factor Str3 1323
Ck18 MWAGE 12F KLK 2 Gel A Cathepsin F | Caspase 7 GFP c-est-1 Wedullasin
CK139 alpha 2 KLK 5 Gel B Cathepsin H | Caspase 8 MWyeloplastin
Ck 20 alpha 4 kLK B ADAM 5 hAT-1 Caspase 3 | Heparanase UPA Cathepsin K
MAGE 1 alpha 5 Caspase 1 ADAM D MT-2 Caspase 10 CEA uPAR Cathepsin L
MWAGE 3 alpha B Caspase 2 | ADAM 10 MWT-3 PSTI TIMP-1 Gzm kK Cathepsin 3
MAGE 4 alpha v Caspase 3 | ADAM 11 Matrilysin Gzm A TIMP-2 Gzm M Cathepsin %
MAGE B beta 1 Caspase 4 | EMWMPRIN | KLK 7 Gzm B TINP-3 hfT-4 Cathepsin W
MAGE 12 beta 2 Caspase B | EMMPRIN II KLKB Gzm H TIWP-4 MT-5 Ubiguitin

Abbildung 7.2: Schema des Proteasenfilters. Aufteilung der 109 jeweils doppelt gespotteten Gene
(Proteasen, Inhibitoren, tumorspezifische Gene, Haushaltsgene) Die cDNAs eines Gens wurden
jeweils schrag gegeniiberliegend aufgetragen und fixiert.
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Abbildung 7.3: CGH-Profile aller Primartumoren und ihrer dazugehérigen disseminierten
Einzelzellen (Buchstabenkurzel = Patient, Z = Zelle, Nummer = Probe)
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Abbildung 7.4: Durchschnittliche Anzahl genomischer Verdanderungen bei T1-2 (n=11) und T3-4

(n=4) Tumoren. Bei mehreren Arealen aus dem Primartumor wurde der Mittelwert pro Patient

gebildet. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen (Aberrationen
gesamt, Amplifikationen, Deletionen) festgestellt werden.
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Tabelle 7.2: Expressionshaufigkeit von Cytokeratinen, Haushaltsgenen, Integrinen und
tumorspezifischen Genen. Unterteilung nach Primartumoren mit (PT LK pos, n = 36), Primartumoren
ohne disseminierte Tumorzellen (PT LK/KM neg, n = 17) und disseminierten Tumorzellen aus den
Lymphknoten (EZ, n = 16).

PT LK/KM neg
PT LK pos (n=36) (n=17) EZ (n=16)

n % n % n %
Cytokeratine (n=7) 36 100 17 100 16 100
MAGE (n=10) 17 47,2 7 41,2 5 31,3
CEA 4 11,1 2 11,8 6 37,5
Integrine (n=11) 27 75 11 64,7 4 25
EMMPRIN I 24 66,7 11 64,7 5 31,25
EMMPRIN II 26 72,2 11 64,7 5 31,25
beta-Aktin 36 100 17 100 16 100
EF-1alpha 31 86,1 13 76,5 13 81,3
GAPDH 31 86,1 13 76,5 10 62,5
Ubiquitin 27 75 10 58,8 13 81,3
MAGE 1 6 16,7 1 59 0 0
MAGE 3 9 25 4 23,5 2 12,5
MAGE 4 13 36,1 5 29,4 0 0
MAGE 6 10 27,8 3 17,6 3 18,75
MAGE 12 11 35,6 5 29,4 2 12,5
MAGE 1F 1 2,8 1 59 1 6,25
MAGE 2F 3 8,3 2 11,8 4 25
MAGE 3F 1 2,8 1 5,9 0 0
MAGE 4F 2 5,6 1 5,9 0 0
MAGE 12F 5 13,9 2 11,8 2 12,5
CK7 26 70,2 10 58,8 11 68,75
CK8 29 80,6 13 76,5 10 62,5
CK10 18 50 6 35,3 7 43,75
CK 13 10 27,8 2 11,8 7 43,75
CK 18 21 58,3 8 471 13 81,3
CK19 34 94,4 16 94,1 16 100
CK 20 2 5,6 0 0 1 6,25
Integrin a2 10 27,8 3 17,6 1 6,25
Integrin a4 0 0 0 0 0 0
Integrin a5 10 27,8 5 29,4 0 0
Integrin a6 7 19,4 3 17,6 0 0
Integrin av 11 30,6 4 23,5 1 6,25
Integrin b1 15 41,7 7 41,2 2 12,5
Integrin b2 14 38,9 8 471 0 0
Integrin b3 3 8,3 2 11,8 1 6,25
Integrin b4 14 38,9 6 35,3 1 6,25
Integrin b5 9 25 5 29,4 1 6,25
Integrin b7 5 13,9 1 59 1 6,25
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Tabelle 7.3: Proteasenexpression bei Primartumoren mit (n=36) und Primartumoren ohne

disseminierte Einzelzellen (n=17) in den Lymphknoten in Prozent.

CYSC CASP 7 CYSH CATHB  |TIMP-1 P4 MT &-MMP CATHL |TACE
LM pos % 78 67 56 36 22 19
LM neg % 85 71 65 41 35 35
GELB Str3 Bikunin  |CATHH |CASP1 TIMP-2  [UPAR CATHS |PETI
LM pos % 14 67 56 44 3 31
LM neg % 35 53 47 41 24

Tabelle 7.4: Proteasenexpression bei disseminierten Einzelzellen (EZ, n=16) und verschiedenen
Arealen aus den dazugehérigen Priméartumoren (PT, n=36) in Prozent.

CATHE TIMP 1 [CASP Y LIPA, Matrylizin| GEL A
EZ % |50 al 43.75 31.25 25 18.75 18.75
FT % |B1.1 78 B9.4 36.1 Jg.9
TS TIMP 2 [CATH S CAZF 1 CASF &
EZ % |15.75 B.25 B.25 1]
FT % |30.6 44.4 44.4 B1.1

Tabelle 7.5: Proteasenexpression bei disseminierten Einzelzellen (EZ, n=12) und verschiedenen
Arealen aus den dazugehérigen Primartumoren (PT, n=26) von Adenokarzinomen (AD) in

Prozent
CYSC CASP 2 [CATH H [TIMP-1 UPAR  [Matrilysin GELA [CATHS
AD PT % |73 58 54 50 15 35
AD EZ % |50 58 50 17 25 8
ADAM 15 CATHE [GELE [CASP B CASP S [CASP 1 CASP 10
AD PT % |31 12 4 50 15
AD EZ % |17 33 33 0 0
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Tabelle 7.6: Ubersicht iiber alle auf dem Filterarray gespotteten Proteasen und ihre
Inhibitoren, Synonyme und ihre chromosomale Lokalisation

Proteasen Synonym Chromosom
ADAMs ADAM 8 Human Leucocyte Diffentiation Antigen, CD158 10026.3
A Disintegrin and Metalioprateinase ADAM 9 Myeloma Cell Metalloprateinase, MCMP, MDC3
ADAM 10 15021.3-923
ADAM 11 MOC 17213
ADAM 15 MOC 15, Metargidin 1q21.3
ADAM 17 Tumor necrosis factor-alpha converting enzyme, TACE 2p2h
ADAM 20 14241
ADAM 21 14241
Caspasen Caspase 1 CASF 10, MCH4, FLICEZ Mg22.2-22.3
Apoptose-related cystein protease Caspase 2 CASPF 2 NEDDZ, ICH1 7435
Caspase 3 CASF 3, Parp Cleavage Protease, Apopain, CPP32 4435
Caspase 4 CASF 4 Mg22.2-22.3
Caspase b CASF B, Apoptotic Cystein Protease MCH2 4425
Caspase 7 CASPY 10526.1-25.2
Caspase 8 CASP B, MACH, FLICE, MCHS 2¢33-34
Caspase 9 CASP 9, Apoptotic Protease Activating Factor 3, APAF 9 1p36.3-36.1
Caspase 10 |CASP 10, MCH4, FLICEZ 2¢33-34
Cathepsine Cathepsin B [CTSE, Amyloid Precursor Protein Secretase, APPS Bp22
Cathepsin D [CTSD 1Mplshs
Cathepsin F |CTSF 11g13.1
Cathepsin H [CTSH 15024-25
Cathepsin K |CTSK 1g21.3
Cathepsin L |CTSL, Major excreted Protein, MEP Q2122
Cathepsin § [CTSS 1g21.3
Cathepsin V |CTSY, Cathepsin L2, CTSL2 Q22 2
Cathepsin W [CTSW 11g13.1
Serinproteasen uPa Plastinogenaktivator, PLAU, Urakinase, URK 10024
Kallirein 2 KLk2 1913
Kallirein KLKS, Straturn Comeurn Tryptic Enzyme, SCTE, Kallikrein-Like 2, KLKL2 19913.4
Kallirein 6 KLKE, PRSSS, Neurosin, Protease M, Zyme 19913.3
Kallirein 7 KLEF, PRSSE, Stratum Cameum Chymotryptic Enzyme, SCCE 19913.3-13.4
Kallirein 8 KLKE, TADG14, PR5513, 19g13.4
Tissue Factor [TF, Coagulation Factar 3, F3, Tissue Thromboplastin 1p22-21
Granzyme A |GZIMA, Cytotoxic T-Lymphocyte-associated Serin Esterase 3, CTLAZ, HFSP [5g11-12
Granzyme B |GZME, CTLA1, Granzyme 2, C5PE, CGLI 14g11.2
Granzyme H |GZMH, Cathepsin G-Like 2, CTSGL2, CGLE, 14g11.2
Granzyme K |GZMK, Tryptase 2, TRYPZ, Granzyme 3 aq11-12
Granzyme M |GZMM, Lymphocyte Met-Ase 1, MET-ASE 19p13.3
Medullasin Elagtazse 2, ELAZ, NE 19p13.3
Proteinase 3 |PRTN3, PR3, Myeloblastin, MET, Wegener Autoantigen, P29, AGP7 19p13.3
Neurotrypsin |PRS512, Brain-Specific Serin Protease 3, BS5F3 4025-26
Chymotrypsin |CTRE1, Chymatrypsinogen A, alpha-Chymatrypsinogen 16023.2-23.3
MMPs MMP 1 Collagenase, CLG, CLGMN TMg22-23
Matri Metalioproteinasen MMP 2 Gelatinase A, Collagenase Type 44, CLGAA 16g13
MMP 3 Stromelysin 1, STRT, SThY1, Transin Tg23
MMP 7 Matrylisin, Putative Metalloproteinase 1, PLURMP1 Tg21-22
MMP 9 Gelatinase B, Collagenase Type 4-B, CLG4B, Collagenase Type 5 20g11.2-13
MMP 11 Stromelysin 3, STMY3 22g11.2
MMP 13 Collagenase 3, CLG3 TMg22.3
MMP 14 Membran Type 1 Matrix Metalloproteinase, MT1-MMP 14g11-12
MMP 15 WAT2-MMP 16g13-21
MMP 16 AT3-MMP By21
MMP 17 WAT4-hMP 1224
MMP 24 WATS-hMP 20g11.2
Serin Protease Inhibitor Bikunin SPINT2, Kunitz-type, Hepatocyte Growth factor Inhibitor 2, HAZ, 19913.1
PSTI Pancreatic secretory Trypsin Inhibitor, Kazal-typel SPINK1, TATI G432
Cystein Protease Inhibitor Cystatin A CSTA, Stefin A, STFA, STF1 21
Cystatin B CSTB, Stefin B, STFB 219223
Cystatin C Cystatin 3, C5T3, Gamma-TRACE 11g14.1-14.3
Plasminogen Activator Inhibitor PAlI1 PLAMHT, Serpinel, PAIE 721322
PAl 2 PLAMHZ, SerpineB2, Urokinase Inhibitar, Monocyte Arginine-Serpin 18421.3
Tissue Inhibitor of Metalloproteinase | TIMP-1 Humman Collagenase Inhibitor, HCI EPA Hp11.3-11.23
TIMP 2 1725
TIMP3 229121132
TIMP 4 3p25




8 Danksagungen

Herrn Prof. Dr. Gert Riethmuller danke ich flr seine Unterstitzung und sein Interesse an

meiner Arbeit.

Bei Prof. Dr. Christoph Klein moéchte ich mich fir seine Ideen, seine kompetente
Unterstltzung als Betreuer und Doktorvater dieser Arbeit und fiir die freundschaftliche
Zusammenarbeit bedanken, die mich in all den Jahren motiviert hat. Des Weiteren mochte
ich ihm fir die Ermoglichung, die Arbeit nach dem Erziehungsurlaub fortzuflihren und fir

seinen Einsatz bei der Finanzierung des Projektes und meiner Stelle danken.

Dank gilt auch allen untersuchten Patienten, die durch ihre Zustimmung die

wissenschaftliche Untersuchung ihrer Proben mdglich gemacht haben.

Des Weiteren danke ich den Kooperationspartnern Dr. Thomas Ragg und Dr. Crispin fur die

bioinformatische Berechnung und die statistische Auswertung der Daten.

Die gesamte AG Klein hat dazu beigetragen, dass diese Arbeit in einem angenehmen und
inspirierenden Umfeld entstehen konnte. Euch allen Danke dafir!

Fir ihre technische Unterstlitzung bedanke ich mich vor allem bei Manfred ,Mani“ Mayer,
Elke Burkhart, Barbara Lindner, Isabell Blochberger und Bea Cucuruz.

Besonderer Dank geht an Bernhard “Bernie“ Polzer flir das wiederholte, geduldige
Korrekturlesen der Dissertation und die wertvollen fachlichen und nicht fachlichen
Gesprache. Ich danke Andrea Eberhardt, Thomas Blankenstein, Nickolas Stdcklein und Oleg
Schmidt-Kittler fir die lustigen Stunden auch auferhalb des Labors. Ich hoffe wir bleiben in
Kontakt!

Meinen Eltern mdchte ich sowohl fur Ihre finanzielle Unterstitzung, vor allem aber fur die
Hilfe bei der Betreuung meiner Kinder danken. Ohne sie waren mir der Wiedereinstieg und

die Beendigung der Promotion nicht méglich gewesen.

Meiner Familie David, Joshua und Sarah danke ich fir Ilhre Geduld und Ihre

Rucksichtnahme, fir lhre Unterstitzung und Ihre Aufmunterungen und flr das Wissen, dass

im Leben auch noch etwas anderes wichtig ist Y¥Y.



9 Lebenslauf

Personliche Daten:

Geburtstag:
Geburtsort:

Staatsangehorigkeit:

Religion:

Familienstand:

18.06.1974
Ndrnberg
deutsch
katholisch

ledig, zwei Kinder

Ausbildung und beruflicher Werdegang:

seit 5/2007

seit 12/2005

11/2004 - 11/2005

6/2003 - 10/2004

5/2001 - 5/2003

8/2000 - 4/2001

freie Mitarbeiterin bei Urban&Vogel Verlag GmbH

Elternzeit und Beendigung der Dissertation

Institut fir Immunologie, LMU Miinchen
Durchfihrung  weiterfihrender  Versuche  fir  Publikationen
(28/11/2005 Promotionsvorprufung)

Elternzeit und Verfassen der Dissertation

Institut fur Immunologie, LMU Miinchen

Promotion in der Arbeitsgruppe von Dr. Christoph Klein

Thema: Proteasenexpression und genomische Analyse einzelner
disseminierter Tumorzellen aus den Lymphknoten und verschiedener
Tumorzellareale aus dem Primartumor von Patienten mit nicht-

kleinzelligen Bronchialkarzinomen

Institut fir Immunologie, LMU Miinchen

Diplomarbeit unter Prof. Dr. G. Riethmdller und in Zusammenarbeit mit
Micromet AG, Martinsried und Altana Pharma (Byk Gulden)

Thema: Vergleichende DNA-Array-Analyse von Lungenbiopsien:
Identifizierung von Kandidaten-Genen zur Fruherkennung von
Lungenkarzinomen

Note: 1,3 (sehr gut)



10/1997 - 4/2001

10/1994 - 9/1997

9/1991 - 6/1994

9/1984 - 7/1991
9/1980 - 7/1984

Ludwig-Maximilian Universitat Miinchen
Diplomhauptprifung Gesamtnote: 1,5 (sehr gut)
Hauptfach:  Anthropologie und Humangenetik

1. Nebenfach: Pharmakologie und Toxikologie

2. Nebenfach: Zoologie, neurobiologische Richtung

3. Nebenfach: Immunologie

Technische Universitat Miinchen: Studium der Biologie

Theresien-Gymnasium, Minchen;
Allgemeine Hochschulreife: 3,2
Dante-Gymnasium, Minchen

Grundschule an der Konrad-Celtis-Stralle, Minchen

2,0
1,7
1,7
1,3



10 Publikationen

Posterpriasentationen

Gene expression profiling of non small cell lung cancers using bronchoscopic
biopsies, Nicole Wendler, Rudolf M. Huber, Franz Stanzel, Bernward Passlick, Sonja Offner,
Christoph A. Klein, 3™ international Symposium on Minimal Residual Cancer, 16-18 February

2001, Hamburg, Germany.

Search for the “metastasiogenic” area within primary tumors from NSCLC patients,
Nicole Wendler, Bernward Passlick, Sabine Krostina, Wulf Sienel, Nikolas H. Stoeklein,
Christoph A. Klein, International Proteolysis Society (IPS),: 2nd General Meeting of the
International Proteolysis Society, Oct 31°-Nov.4th 2001, Freisig, Germany.

Proteinase expression profiling and genomic analysis of single disseminated tumor
cells from the bone marrow and from laser-captured tumor cells out of the primary
tumor of patients with Non Small Cell Lung Cancer, Nicole Wendler, Sabine Krostina,
Bernward Passlick, Wulf Sienel, Christoph A. Klein, 2" International Conference On Tumor

Microenvironment: Progression, Therapy and Prevention, June 2002, Baden, Austria.

Veroffentlichungen

The hematopoietic system-specific minor histocompatibility antigen HA-1 shows
aberrant expression in epithelial cancer cells, Klein CA, Wilke M, Pool J, Vermeulen C,
Blokland E, Burghart E, Krostina S, Wendler N, Passlick B, Riethmueller G, Goulmy E., J Exp
Med. 2002 Aug 5; 196(3):359-68.

Combined transcriptome and genome analysis of single micrometastatic cells, Klein
CA, Seidl S, Petat-Dutter K, Offner S, Geigl JB, Schmidt-Kittler O, Wendler N, Passlick B,

Huber RM, Schlimok G, Baeuerle PA, Riethmuller G., Nat Biotechnol. 2002 Apr; 20(4):387-
92.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=12163564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=12163564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=11923846
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=11923846
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=11923846

Erklarung

Hiermit erklare ich, Nicole Wendler, an Eides statt,
dass ich die vorgelegte Doktorarbeit selbststandig und

nur mit den angegebenen Quellen angefertigt habe.

Munchen, den




	1 Einleitung
	1.1 Das Bronchialkarzinom
	1.1.1 Epidemiologie und Ätiologie
	1.1.2  Histopathologische Klassifizierung 
	1.1.3 Diagnostik, Prognose und Therapie des Bronchialkarzinoms
	1.1.4 Genetische Veränderungen beim Bronchialkarzinom

	1.2 Disseminierung und Metastasierung
	1.2.1 Die minimale residuale Tumorerkrankung
	1.2.2 Die Bedeutung der Proteasen

	1.3 Ziel der Studie

	2 Material und Methoden
	2.1 Verzeichnis der verwendeten Abkürzungen
	2.2 Material
	2.3  Patientenkollektiv
	2.4 Kooperationen
	2.5 Primärtumoren
	2.5.1 Anfertigung von Kryoschnitten
	2.5.2 Lasermikrodissektion

	2.6 Einzelzellen
	2.7 Methode zur Isolation von DNA und mRNA 
	2.7.1 Vorbereitung der Dynal-Beads
	2.7.2 Isolation der mRNA
	2.7.2.1 cDNA Synthese
	2.7.2.2 3´-Tailing
	2.7.2.3 PCR
	2.7.2.4 PCR zur Kontrolle der Probenqualität

	2.7.3 Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte
	2.7.4 Isolation der DNA
	2.7.4.1 Fällung der DNA und Waschen der Pellets
	2.7.4.2 PK-Verdau
	2.7.4.3 Mse-Adapter-PCR
	2.7.4.4 Kontroll-PCR


	2.8 Hybridisierungen und Datenerhebung
	2.8.1 Hybridisierung von cDNA Filterarrays zur Expressionsanalyse
	2.8.1.1 Markierung der primären PCR Produkte
	2.8.1.2 DNA-Konzentrationsbestimmung
	2.8.1.3 Herstellung der cDNA Filter-Arrays
	2.8.1.4 Gewinnung chromosomaler DNA aus E.coli und E.Coli-PBS Verdau
	2.8.1.5 Prähybridisierung und Hybridisierung der Filter
	2.8.1.6 Entwicklung der Filter-Arrays
	2.8.1.7 Scannen der Filter und Auswertung der Filterdaten

	2.8.2 Comparative genomische Hybridisierung zur Analyse des Genoms
	2.8.2.1 Anfertigung von Metaphase-Objektträgern
	2.8.2.2 Markierung der PCR-Produkte
	2.8.2.3 Fällung markierter DNA
	2.8.2.4 Vorbehandlung des Metaphasen-Spread-Objektträgers
	2.8.2.5 DNA-Hybridisierung auf Metaphasen
	2.8.2.6 Entwicklung der Objektträger
	2.8.2.7 Auswertung der CGH



	 
	3 Ergebnisse
	3.1 Isolierung disseminierter Tumorzellen aus Lymphknoten und Knochenmark
	3.2 Einfluss klinisch-pathologischer Parameter auf das Überleben
	3.3 Analyse der Lymphknoten-Metastasierung
	3.4 Etablierung der Mikrodissektion für DNA und RNA Isolation
	3.5 Genomische Charakterisierung
	3.5.1 Identifikation spezifischer Aberrationen bei Primärtumoren
	3.5.2 Identifikation spezifischer Aberrationen bei Primärtumoren und ihren dazugehörigen disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten

	3.6 Charakterisierung der Genexpression
	3.6.1 Vergleichende Expressionsanalyse der Primärtumoren
	3.6.2 Vergleichende Expressionsanalyse von Primärtumoren und ihren dazugehörigen disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten

	3.7 Chromosomale Zuordnung der Proteasen und ihrer Inhibitoren

	4 Diskussion
	4.1 Detektion und Frequenz disseminierter Tumorzellen
	4.2 Prognostische Bedeutung lymphogener und hämatogener Disseminierung
	4.3 Genetischer Ursprung und Heterogenität disseminierter Tumorzellen und ihrer Primärtumoren
	4.4 Die Analyse der Genexpression

	5 Zusammenfassung
	 
	6 Literaturverzeichnis
	7 Anhang
	8 Danksagungen
	9  Lebenslauf
	10  Publikationen

