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1 Einfihrung und Fragestellung

Die Homoostase von Zelluntergang und -neubildung spielt eine wesentliche Rolle fiir die
Entwicklung sowie die Lebens- und Funktionsfahigkeit von einzelnen Organen,
Organsystemen und ganzen Organismen. Ein Ungleichgewicht dieser beiden Komponenten
kann fatale Folgen haben: Ein gedrosselter Zelluntergang mit einem Uberhandnehmen der
Zellneubildung fiihrt zu systemisch oder lokal hyperproliferierenden Erkrankungen. Ein
Uberwiegen des Zelluntergangs andererseits wird bei degenerativen Erkrankungen, AIDS,

Ischdmie-, Toxin-vermittelten und autoimmunen Erkrankungen beobachtet.

Bei genauer Betrachtung sind die zur Dyshomoostase fithrenden Prozesse mitunter sehr
komplex. Wéhrend der Pathogenese einiger Krankheiten — wie bei malignen Tumoren — kann
das Verhéltnis von Zelltod und —neubildung je nach Stadium variieren. Initial nimmt parallel
zur Steigerung der Proliferationsrate auch die Zelltodrate zu. Reicht dieser gegenregulierende
Mechanismus nicht mehr aus oder wird er blockiert, kommt es zu einem Nettowachstum des
Tumors. Dabei kann das Zelltodvorkommen in diesem Stadium beziiglich der
physiologischen Ausgangsbasis erniedrigt, gleich oder immer noch deutlich gesteigert sein.
Im Rahmen der weiteren Karzinogenese kann die Zelltodrate mit der zunehmenden

Proliferation dysfunktioneller Zellen wieder ansteigen.

Therapeutische Bemiihungen zielen darauf hin, das Gleichgewicht von Zellneubildung und -
untergang wiederherzustellen. Bei Patienten mit malignen Tumoren wird durch chemo- oder
radiotherapeutische Ansitze eine gezielte Reduktion von Tumorzellen durch eine Anhebung
der Zelltodrate angestrebt. Der Therapieerfolg kann anhand von bildgebenden Verfahren
allerdings erst zu einem Zeitpunkt abgeschitzt werden, wenn makroskopische Verdanderungen
sichtbar sind. Aufgrund der hohen Toxizitdt der Therapien wére es wiinschenswert und
sinnvoll, bereits friiher Informationen iiber das biochemische Ansprechen der Behandlung zu
erhalten, um gegebenenfalls intervenieren und das Therapieschema individuell anpassen zu
konnen. Als Beurteilungskriterium der therapeutischen Wirksamkeit bietet sich die

Zelltodrate im Therapieverlauf an.
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Ein fiir diese Zwecke geeignetes, diagnostisches Verfahren, sollte zahlreiche Anforderungen
erfiillen: Es sollte schnell, kostengiinstig und leicht zu handhaben sein, eine hohe Sensitivitit
besitzen, reproduzierbare Ergebnisse liefern und vor allem eine moglichst geringe Invasivitét

aufweisen.

Viele der bislang fiir den Zelltodnachweis eingesetzten Methoden basieren allerdings auf dem
zelluldaren Nachweis des Zelluntergangs und erfordern eine invasive Gewinnung des
Probenmaterials — wie Gewebsentnahmen. Deshalb konnen sie fiir kontinuierliche Verlaufs-

beobachtungen nicht eingesetzt werden.

Eine zunichst hypothetische Annahme bildet die Grundlage fiir einen einfachen, nur minimal-
invasiven Ansatz zur Zelltod-Bestimmung: Massive, lokale Zelltodprozesse fithren zu einer
Freisetzung einer Reihe von Zelltodprodukten, die — sofern eine suffiziente Blutversorgung
des betroffenen Gebietes besteht — auch in den Blutkreislauf iibertreten. Sie konnen somit als
Korrelat des Zelltodvorkommens auch im leicht zu gewinnenden Blutserum oder -plasma

nachgewiesen und quantifiziert werden.

Typische Zelltodprodukte sind aus DNA und Histonen gebildete Nukleosomen, die wéihrend
des apoptotischen und onkotischen Zelltods als Spaltprodukte des Chromatins durch
Endonukleasen entstehen. Im Gewebe konnen sie durch immunologische Testsysteme wie

den Cell Death Detection ELISA "™ nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde — aufbauend auf der urspriinglichen Version dieses Tests —
ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Nukleosomen im Serum entwickelt. Dabei
standen zunéchst notwendige Modifikationen und Standardisierungen sowie die methodische
Bewertung des Testsystems im Mittelpunkt. Daran schlossen sich eingehende
Untersuchungen der zur Verfiigung stehenden Matrices, der préanalytischen

Probenbehandlung und potentieller Stérgréfen an.

SchlieBlich erfolgte eine klinische Evaluierung des modifizierten Nukleosomentests
hinsichtlich der spontanen und Therapie-induzierten Nukleosomenkonzentration im Serum.

Dabei wurden folgende Fragestellungen untersucht:



Unterscheiden sich die spontanen Nukleosomenkonzentrationen von gesunden Personen,
Patienten mit benignen Erkrankungen und Patienten mit malignen Tumoren? Ist eine
Diagnose maligner Erkrankungen méglich?

Unterscheiden sich die spontanen Nukleosomenkonzentrationen bei verschiedenen
Tumorarten?

Unterscheiden sich die spontanen Nukleosomenkonzentrationen hinsichtlich der
Tumoreigenschaften wie Stadium, Grading oder Histologie?

Welche Verdnderungen ergeben sich in der Nukleosomenkonzentration durch
Operationen, Infektionen und konsekutiver Antibiose sowie wéhrend chemo- und
radiotherapeutischer Behandlung?

Korrelieren bei Personen mit malignen Erkrankungen die durch Chemo- und
Radiotherapie-induzierten Verdnderungen der Nukleosomenkonzentration mit dem
klinischen Ansprechen der Therapie und den bildgebenden Befunden? Kann mittels
Nukleosomen ein therapeutisches Monitoring durchgefiihrt werden? Wie sicher und wie
frithzeitig kann die Therapieeftizienz beurteilt werden?

Korrelieren die Nukleosomenkonzentrationen wéihrend Chemo- und Radiotherapie mit
anderen, zur Therapieeffizienzkontrolle herangezogenen onkologischen Biomarkern? Ist
durch Nukleosomen eine vergleichbare oder zuverldssigere Beurteilung des

Therapieerfolgs moglich?



2 Hintergrund

Das zu behandelnde Thema steht im Spannungsfeld Grundlagen-theroretischer, klinisch
Anwendungs-bezogener und laborchemisch messtechnischer Kontexte. So empfiehlt es sich,
in einem ersten Schritt wesentliche Aspekte fiir die Lokalisierung und Eingrenzung der

Fragestellung zu beleuchten.

Dabei soll zunédchst auf das Phdnomen des Zelltods als solchem sowie auf dessen Bedeutung,
Funktion und Regulation bis zur Freisetzung der Nukleosomen eingegangen werden. Danach
werden die vielfiltigen Mdoglichkeiten zum Nachweis des Zelltods vorgestellt. SchlieBlich
wird die Struktur, Funktion und Bedeutung der Nukleosomen als Grundbaustein des
Chromatins untersucht, und die klinische Relevanz des Analyten im Serum und Plasma

erortert.

2.1 Zelltod

2.1.1 Geschichte der Zelltodforschung

Zelltodforschung im weiteren Sinn wurde vermutlich schon von Aristoteles, sicher jedoch
von Galenus Galen betrieben. Er beschrieb bereits im 2. Jhd. n. Chr. die Regression von

larvalen und fetalen Strukturen im Laufe der Ontogenese. (Krammer 2000a)

Die gezielte Erforschung von zelluldren Degenerationsprozessen begann allerdings erst Mitte
des 19. Jahrhunderts. Auch ohne Zugang zu histochemischen Methoden, entdeckte Carl Vogt
1842, dass Zellen durch ,,programmierten” Tod zugrunde gehen konnen (Vogt 1842). In
einem von Virchow 1858 verfassten grundlegenden Opus iiber zelluldre Pathologie findet sich
dann eine ausfiihrliche Abhandlung iiber ,,passive Prozesse und Degenerationen®, wobei
Begriffe wie Degeneration, Erweichung, Nekrose und Mortifikation zur Unterscheidung

verschiedener Zelltodprozesse verwendet werden (Majno 1995; Clarke 1996).

Walter Fleming erwidhnte 1885 zum ersten Mal den Begriff ,,spontaner Zelltod* als
physiologisches Ereignis. Er bemerkte an der Oberfliche sich zuriickbildender, ovarieller

Follikel einen Saum von Zellen, deren Kerne typische, zu Halbmonden zusammen-



geschrumpfte (pyknotische) Chromatin-
schollen enthielten, die schlieB3lich
verschwanden. Diesen Prozess nannte

er ,,Chromatolyse* (Flemming 1885).

Die Erkenntnisse iiber Chromatolyse

fasste Ludwig Griper 1914 in ,,Eine

neue Anschauung iiber physiologische

Abbildung 1 (Flemming 1885):
Chromatolyse in ovariellen Follikeln

Zellausschaltung®  zusammen. Er
postulierte, dass Chromatolyse als
ausgleichendes Gegengewicht zu Mitose in allen Gewebeverbianden und Organen existiere, in
denen Zellen eliminiert werden, beispielsweise in Epithelien. Die Riickstinde werden dann
von Nachbarzellen aufgenommen; iibersteigen sie deren Aufnahmekapazitit, werden sie in

das Lumen eines Organs ausgeschiittet (Graper 1914).

Nach den beiden Weltkriegen wurde die Chromatolyse als morphogenetischer Mechanismus
von Embryologen wieder aufgegriffen. A. Gliicksmann gelang es 1951, den Tod embryonalen
Gewebes auf den Untergang einzelner Zellen zuriickzufiihren und diesen Vorgang detailliert
zu charakterisieren (Gliicksmann 1951). In den folgenden Jahren wurden diese typischen
morphologischen Verdnderungen auch vom Hidmatologen Bessis und dem Biologen Tata bei

der Metamorphose der Kaulquappe beschrieben (Melino 2002; Vaux 2002).

Die Rolle der Denaturierung von Proteinen wéhrend des Zelltodes wurde 1960 durch G
Majno geklért. Er unterschied zwischen ischdmischem Zelltod — als den Zeitpunkt, der
unmittelbar zum Zelltodprozess fiithre — und Nekrose, die erst spéter durch die Riickstéinde der

toten Zelle nachweisbar werde (Majno 1960).

Die Idee des zelluliren Selbstmords kam erstmals in den spiten 50er Jahren nach der
Entdeckung der Lysosomen auf, deren Explosion zum Zelltod von innen fiihren sollte. Als
weiterer Selbstmord-Mechanismus wurde die intrazelluldre Freisetzung von freien Radikalen

nach Intoxikationen angesehen. (Majno 1995).
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Am Insektenmodell studierten in den frithen 60er Jahren R Lockshin und C Williams
Vorginge wihrend des Zelltods und pragten den Begriff des ,,programmierten Zelltods* als
einen rdumlich und zeitlich vorhersehbaren Prozess (Lockshin 1964). Wenig spiter zeigten
Tata und wiederum Lockshin, dass fiir diesen Zelltod die Synthese von Makromolekiilen
erforderlich ist. Mit RNA- und Protein-Inhibitoren konnten sie ihn wirksam verhindern (Tata

1966; Lockshin 1969).

1971 schlieBlich beschrieb John F. Kerr die so genannte ,,shrinkage necrosis®, eine Abfolge
von Verdnderungen, die er nach Okklusion der Vena portae von Ratten in einzelnen,

absterbenden Zellen der darauthin atrophierenden Leber feststellte (Kerr 1971).

John F. Kerr Andrew Wyllie Sir Alastair Currie

Abbildungen 2-4 (Cummings 1997):
Erstbeschreiber der Apoptose

Ein Jahr spiter fithrte er zusammen mit Andrew Wyllie und Sir Alastair Currie dafiir den
Terminus der ,,Apoptose ein — ein dem Griechischen entnommener Begriff, der das
Herunterfallen von Blattern im Herbst bezeichnet — und ldutete damit eine neue Epoche der

modernen Zelltodforschung ein (Kerr 1972).

Abbildungen 5 und 6 (Kerr 1994):
Apoptotische Zellen mit den typischen morphologischen Charakteristika



In den spéten 70er Jahren wurden in bestrahltem Gewebe elektrophoretische Untersuchungen
des Chromatins durchgefiihrt. Dabei wurde eine typische Fragmentierung vorgefunden, die
ein Leiter-dhnliches Muster auf dem dabei verwendeten Agarose-Gel hinterlief3 (Skalka 1976,

Yamada 1981, Zhivotovsky 1981). Die Chromatin-
bp. Marker Frobe bruchstiicke wiesen eine Lidnge von ca. 200
Basenpaaren oder einem Vielfachen davon auf, die der
GroBe von Mono- oder Oligonukleosomen entspricht.
Diese aus DNA und Histonen bestehenden
Grundbausteine des Chromatins waren bereits 1974

durch R Kornberg strukturell charakterisiert worden

(Kornberg 1974, 1977). 1973 war zudem von Hewish

1444 -
S und Burgoyne die Existenz der Ca’’- und Mg*'-
736- abhéngigen DNase I beschriecben worden (Hewish
585-

476 1973). A Wyllie verkniipfte diese Erkenntnisse mit dem

341 -

o Phanomen des apoptotischen Zelltodes und fiigte den

morphologischen somit mit der DNase I-abhingigen

internukleosomalen DNA-Fragmentierung ein bioche-

Abbild 7 (D kiewicz 1997):
g T A tior o= 199 nisches Charakteristikum hinzu (Wyllie 1980b, 1984).

In der Folgezeit entspann sich ein regelrechter Wettlauf in der Erforschung der genetischen
Regulierung der Apoptose, der Vermittlung von Zelltod-Signalen und ihrer intrazelluldren
Weiterleitung bis hin zu Moglichkeiten der diagnostischen und therapeutischen Intervention

in die Zelltod-Organisation:

Den Zusammenhang zwischen Zelltod und genetischer Programmierung stellte R Horvitz
1982 durch Untersuchungen eines Wurm namens Caenorhabditis elegans her, bei dem genau
131 der 1090 Korperzellen wéhrend der Entwicklung durch Apoptose zugrunde gehen
(Horvitz 1982). 1986 wurden die bei diesem Prozess essentiellen Gene ced (cell death) 3 und
ced 4 (Ellis 1986), 1992 zusitzlich das regulierende ced 9 entdeckt (Hengartner 1992).
Dessen Pendant in Sédugetierzellen — das Bcl-2 Gen — war bereits 1984 von L Pegoraro in
follikuldren Lymphomzellen analysiert worden und wurde zunéchst als Onkogen angesehen
(Reed 1988). Wenig spiter erkannte D Vaux die Bedeutung von Bcl-2 fiir die Blockierung
des apoptotischen Zelltods (Vaux 1988). Eine zentrale Rolle fiir die Auslosung der Apoptose
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hingegen spielt das p53 Gen, wie R Yonish 1991 an leukédmischen Zellen zeigte (Yonish
1991).

Ein wesentlicher Meilenstein in der Zelltodforschung war die Entdeckung der Rezeptor-
vermittelten  Apoptose-Induktion: Unabhédngig voneinander beschrieben 1989 die
Arbeitsgruppen von S Yonehara (Yonehara 1989) und P Krammer (Trauth 1989) die
Stimulation des apoptotischen Zelltods durch einen Oberflichenrezeptor der TNF-Familie,
der als Fas und Apol, spiter dann als CD95 bezeichnet wurde. Die Aktivierung des
Fas/Apol1/CD95-Systems mittels eines monoklonalen Antikorpers durch B Trauth gilt als

erster erfolgreicher Ansatz, die Apoptose-Induktion therapeutisch zu nutzen (Trauth 1989).

Als Protagonisten der intrazelluldren Vermitttlung des Apoptosesignals kommt den Caspasen
(Cystein-abhéngige Aspartat-spezifische Proteasen) eine zentrale Bedeutung zu: 1992 wurde
die erste Cysteinproteasen — das Interleukin-1-beta konvertierende Enzym, spiter auch
Caspase 3 benannt — von N Thornberry identifiziert (Thornberry 1992). In den darauf
folgenden Jahren wurden weitere sich gegenseitig proteolytisch aktivierende Caspasen
gefunden, die das Apoptosesignal kaskadenartig weiterleiten (Boldin 1996; Muzin 1996;
Thornberry 1999). Dennoch dauerte es bis 1997, ehe das Endglied der Kaskade entdeckt
wurde, eine Caspasen-abhingige DNase (DFF/CAD), die das Chromatin in
oligonukleosomale Fragmente spaltet (Liu 1997; Enari 1998).

Inzwischen sind eine Vielzahl weiterer Oberflichen-Rezeptoren und intrazelluldrer Faktoren
bekannt, die das Apoptosesignal verstirkend oder hemmend beeinflussen (Birnbaum 1994;
Zou 1997; Conradt 1998; Du 2000; Verhagen 2000; Krammer 2000a; Gastman 2001). Die
Beteiligung der Mitochondrien an den aktiven Prozessen ist mittlerweile unbestritten
(Vayssiere 1994; Green 1998); die Rolle weiterer Organelle, wie des Endoplasmatischen
Retikulums und des Golgi-Apparats, riicken mehr und mehr in den Blickwinkel des Interesses
(Gastman 2001). Auf genetischer, RNA- und Proteinebene setzen therapeutische Strategien
zur Modulation der Apoptose an, deren Stellenwert fiir unterschiedlichste Krankheitsbilder
zunechmend erkannt wird (Kaufmann 2000; Nicholson 2000; Ehlert 2001; Ferreira 2002; Reed
2002; Timmer 2002). Gleichzeitig wird die Vielseitigkeit der Zelltodformen und -prozesse
jenseits der klassischen Einteilungen deutlich (Majno 1995; Lockshin 2000; Sperandio 2000;
Leist 2001; Grossmann 2002). Dies soll in den folgenden Kapiteln beleuchtet werden.
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Abbildung 8: Chronologie der Zelltodforschung
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2.1.2 Dichotomisches Zelltodmodell

Aus historischen Griinden wurde nach der Einfithrung des Apoptose-Begriffs durch Kerr
zundchst zwischen Zelltodformen unterschieden, die sich aufgrund &uBlerer und innerer
Stimuli ergeben. Selbstmord von Zellen wurde in mindestens drei Arten unterteilt:
Ischdmischer Zelltod, Zelltod durch freie Radikale und die genetisch regulierte Apoptose

(Majno 1995). Letztere bildete — wie von Griper vorgeschlagen — das Gegenstiick zur Mitose.

Unter Nekrose verstand man zunédchst makroskopisch die Riickstinde eines abgestorbenen
Gewebes. Auf zellularer Ebene wurde die Nekrose als durch externe Stimuli veranlasster,
passiv ablaufender Zelltod bezeichnet — im Gegensatz zur intrinsischen, aktiv durchgefiihrten
Zelldegradation, der Apoptose. Diese beiden Formen wurden in dichotomischer Manier auf
alle Zelluntergangsphdnomene angewendet; andere Zelltodformen blieben weithin

unberiicksichtigt (Wyllie 1980a; Kerr 1994).

Abbildung 9: ,,Klassisches* Zelltodmodell (modifiziert nach Majno 1995):

Kondensation des Chromatins Plasmamembran intakt
Aufbrechen des Zellkerns

Dehydratation und

Schrumpfung der Zelle Apoptotische

Korperchen

Anschwellen der Zelle
und der Mitochondrien Ruptur der Plasmamembran
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Die Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose auf morphologischer und biochemischer
Ebene sind in der folgenden Tabelle dargestellt (Kerr 1994; Majno 1995; Uchiyama 1995;
Granville 1998):

Tabelle 1: Morphologische und biochemische Charakteristika von Nekrose und Apoptose

Nekrose Apoptose
Vorkommen Betrifft Gruppen von Zellen Betrifft einzelne Zellen
Lokalisation Zentrum von gréReren Lasionen | Peripherie von Lasionen oder
vereinzelt
Aktivitatsgrad Passiv, energieunabhangig Aktiv, energieverbrauchend

Pathomechanismus

Ausfall des Ubiquitin-System
Ausfall der lonenpumpe

Einstrom von Na und Wasser

ATP-abhangige Aktivierung von
Proteasen und Endonukleasen

Wasserverlust

Zelle Schwillt an Schrumpft

Zellkern Schwillt an Schrumpft bzw. bricht auf oder
teilt sich, Nukleoli verschwinden

Chromatin Verklumpt Kondensiert und aggregiert
schollig an der Kernmembran

Unspezifische Fragmentierung | Fragmentierung in Bruchstiicke

von 50-300 kbp, dann
Fragmentierung in Vielfache von
180 bp durch Endonukleasen

Organellen Geschadigt Nicht geschadigt

Mitochondrien

Schwellen an

Ausfall des Ubiquitin-System

Keine strukturelle Veranderung

Vermindertes Transmembran-
potential

Zellmembran

Blebbing-Phanomen

Wird permeabel, platzt schliel3-
lich und setzt Zellinhalt frei

Budding-Phanomen
Zellinhalt wird in Vesikel verpackt

Apoptotische Kdrperchen

Elimination

Migration von Phagozyten

Phagozytose durch Nachbar-
zellen und gewebsstandige
Makrophagen

Entziindung

Entzindungsreaktion

Keine Entzindungsreaktion
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Nekrose

Nekrotischer Zelltod betrifft typischerweise Gruppen von Zellen oder ganze Gewebeteile.
Gravierende, meist externe Stimuli, wie Ischdmien, starke Bestrahlungsdosen oder schwere
Traumata, schiadigen auf zelluldrer Ebene zundchst das Endoplasmatische Retikulum und die
Mitochondrien. Diese schwellen in der Folge dramatisch an, ebenso wie auch die Zelle als
ganze, deren zunehmend durchléssigere Zellmembran den Einstrom von Wasser ermdglicht.

An der Zelloberflache sind so genannte ,,Blebbing“-Prozesse zu beobachten (Kerr 1994):

Es bilden sich kleine fliissigkeitsgefiillte
Blaschen, die groBer werden und aufplatzen.
Schlielich rupturiert die Zellmembran selbst
und setzt die Zellbestandteile, einschliefllich
lysosomaler Enzyme, in den extrazelluldren
Raum frei. Diese proteolytischen Enzyme
greifen Nachbarzellen und -gewebe an und
tragen zur Entwicklung einer Entziindungs-
reaktion mit Einwanderung von Phagozyten

bei.

Abbildung 10 (Kerr 1994):
Nekrotische Zelle

Derweil klumpt im ebenfalls angeschwollenen Zellkern das Chromatin zusammen
(Flocculation) und wird durch Proteasen unspezifisch gespalten (Cotter 1990), so dass DNA-
Fragmente von heterogener Grofe entstehen (Darzykiewicz 1997). Diese gelangen nach der
Auflésung der Kernmembran (Karyolysis) ebenfalls in den Extrazelluldrraum. Innerhalb von

etwa 12 bis 24 Stunden ist der nekrotische Zelltodvorgang abgeschlossen (Majno 1995).

Apoptose

Apoptose betrifft jeweils nur einzelne Zellen, die entweder ein gewisses Alter erreicht haben,
fiir die Funktionsfahigkeit eines Organs nicht mehr gebraucht werden oder gar gefdhrlich
sind, oder die durch externe Stimuli irreparabel geschadigt wurden. Sofern die bendtigten
zelluldren Strukturen und Funktionen erhalten sind, wird ein intrinsisches Programm zur
aktiven Selbstdestruktion angestoBen. Im gegenteiligen Fall geht die Zelle passiv zugrunde

(Kerr 1994; Wyllie 1994; Majno 1995; Darzykiewicz 1997).
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Der Vollzug des Zelltods kann in drei Stadien aufgegliedert werden:

e Zunichst kondensiert das Chromatin, wird pyknotisch, verlagert sich randstindig an die
Kernmembran und bildet dort halbmondartige Gebilde. Zelleigene Endonukleasen werden
aktiviert, welche die DNA erst in grobe Stiicke von 50 bis 300 Kilobasenpaare (kbp),
spéter in kleinere — mit einer Linge von etwa 180 bp oder einem Vielfachen davon —
spaltet. Die Zelle als ganze verliert an Wasser, schrumpft und nimmt an Dichte zu. Auch
der Zellkern wird kleiner und kann aufbrechen (Karyorhexis). Die zytoplasmatischen
Organellen werden zusammengepackt; das endoplasmatische Retikulum dilatiert. Dabei
bleiben die Mitochondrien, die Lysosomen und die Zellmembran zunichst unveridndert
(Arends 1990; Darzynkiewicz 1997).

e In der zweiten Phase finden so genannte ,.Budding“-Prozesse statt; es kommt zu
UnregelméBigkeiten, Auffaltungen und Blasenbildung an der Zellmembran.
Zellbestandteile, darunter auch pyknotische Kernfragmente und strukturell intakte
Zellorganelle, werden in die zahlreichen, membranstidndigen Vesikel eingeschlossen. Im
weiteren Verlauf schniiren sich diese ab, 16sen sich als apoptotische Koérperchen von der
Zelloberfliche und werden von Gewebs-Makrophagen oder Nachbarzellen phagozytiert.
(Arends 1990; Kerr 1994; Majno 1995)

e Im dritten Stadium verliert die zuriickgebliebene Zelle nach und nach ihre Substanz. Die
zytoplasmatischen und nukledren Strukturen schrumpfen zusammen und formen
schlieBlich selbst ein dichtes, rundes apoptotisches Korperchen, welches phagozytiert
wird. Die Erkennung, vollstindige Aufnahme und lysosomale Verdauung der
Zellbestandteile in benachbarten Zellen oder Makrophagen wird durch ein gut
funktionierendes Recyclingsystem ermdglicht. Da physiologischerweise so keine Zellreste
zuriickbleiben wird beim apoptotischen Zelltod keine inflammatorische Reaktion mit
Migration von Phagozyten in das betroffene Gewebsareal beobachtet (Kerr 1994), ebenso
wenig eine Zelltod-Affektion von anliegenden Zellen (Kerr 1972, 1994; Wyllie 1980a).

Die frithen apoptotischen Ereignisse — einschlielich des Buddings und der Ausbildung von
apoptotischen Kdorperchen — spielen sich meist innerhalb weniger Minuten ab (Kerr 1994;
Arends 1990; Majno 1995), der lysosomale Abbau ist schon nach wenigen Stunden beendet.
Allerdings variieren die zeitlichen Abldufe je nach Zelltyp und Gewebe (Kanduc 2002).
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In vitro entkommen die apoptotischen Korperchen der Phagozytose, es kommt entweder zur
Desintegration der sie umschlieBenden Membran, gefolgt von der Freisetzung des Inhalts in
die Umgebung oder zu einer weiteren Aufspaltung und Degradation (Kerr 1994; Majno

1995).

Abbildung 11 (Cummings 1997): Ultrastrukturelle Veranderungen wahrend Apoptose:

1) Kondensation und Marginalisation des Chromatins 2) Ausstilpung der Kern- und
Plasmamembran, ,Budding“-Prozesse und Bildung von apoptotischen Kérperchen

3) Phagozytose durch Nachbarzellen und 4) Makrophagen 5) Lysosomale Degradation zu
6) unkenntlichen Resten 7) Entkommen eines apoptotischen Kdérperchens und Freisetz-
ung in ein Lumen oder die Blutbahn 8) Degenerative Nekrose-&hnliche Veranderungen.

Wihrend des apoptotischen Zelltods steigt die intrazelluldre Kalzium-Konzentration an und
fiihrt zur Aktivierung von Ca*"- und Mg*"- abhingigen Endonukleasen, die an der Spaltung
des Chromatins malgeblich mitbeteiligt sind (Arends 1990; Zhivotovsky 1994;
Darzynkiewicz 1997). Durch den Ausfall der Asymmetrie von Phospholipiden in der
Plasmamembran wird ehemals nach innen gewandtes Phophatidylserin nach auflen gekehrt
und dient zur Erkennung der apoptotischen Korperchen durch phagozytierende Makrophagen
und Nachbarzellen (Fadock 1992; Verhoven 1995; Martin 1995; Webb 1997; Hengartner
2001).

Weitere Zelltodarten und Mischformen

Die genannten Charakteristika lassen nicht immer eine eindeutige Unterscheidung zwischen
Nekrose und Apoptose zu: Auf biochemischer Ebene wurden morphologisch eindeutig als
Nekrose klassifizierte Prozesse auch mit spezifischer DNA-Fragmentierung und dem DNA-

Leiter-Profil im Agarose-Gel beobachtet (Collins 1992; Stewart 1994). Andererseits wurden
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morphologisch als Apoptose eingeordnete Vorgénge ohne die fiir sie typische spezifische

DNA-Fragmentierung gefunden (Cohen 1992, Oberhammer 1993, Stewart 1994).

Unabhéngig von morphologischen oder biochemischen Merkmalen werden die Begriffe des
reproduktiven oder mitotischen sowie des Interphase-Zelltods gebraucht: Beim reproduktiven
oder mitotischen Zelltod durchlduft die Zelle nach der Schiddigung noch einen oder mehrere
Zellzyklen und geht dabei langsam zugrunde. Hingegen stirbt die Zelle beim Interphase-
Zelltod noch im gleichen Zyklus, in dem ihr die letale Lasion zugefiigt wurde (Darzynkiewicz

1997).

Als autophagischer Zelltod werden dynamische, zellulire Prozesse wéhrend der Embryonal-
entwicklung sowie unter nutritiven Mangelzustinden bezeichnet, bei denen durch einen
Umbau von subzelluliren Membranen Zytoplasma und Organellen sequestriert und in
Lysosomen und autophagischen Vakuolen abgebaut werden. So kdnnen sich einzelne Zellen
genetisch programmiert oder als Reaktion auf externe Stress-Bedingungen optimal neuen

Anforderungen anpassen (Klionsky 2000).

Eine alternative Zelltodform, die ebenfalls genetisch programmiert ist, wéhrend der
embryonalen Entwicklungszeit und bei Neurodegeneration auftritt, mit zytoplasmatischer
Vakuolenbildung und mitochondrialer Schwellung einhergeht, wird als ,Paraptose*
bezeichnet. Sie hat weder eindeutig apoptotische noch nekrotische Charakteristika und ist
durch typische Apoptose-Inhibitoren nicht zu blockieren (Sperandio 2000). Auch der
zytoplasmatische Zelltod und weitere Zelltodformen wéhrend der neuronalen Entwicklung
oder bei der Amyotrophen Lateralsklerose sind mit einer Schwellung der Mitochondrien und
des Endoplasmatischen Retikulums assoziiert und erweitern die Palette von Mischformen

zwischen Apoptose und Nekrose (Sperandio 2000).

Vor kurzem wurde schlieBlich der Begriff der ,,Anoikis* (griech: Zustand der
Heimatlosigkeit) geprigt flir eine Zelltodart, die durch den Verlust der interzelluliren oder
der Zell-Matrix Kontakte eintritt. Sie weist morphologische und biochemische Merkmale der
Apoptose auf, betont jedoch die Bedeutung der externen Uberlebenssignale und der

Adhisionsfahigkeit einer Zelle (Grossmann 2002).
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Unzuldssigerweise werden die Termini ,,Apoptose* und ,,programmierter Zelltod* manchmal
als Synonyme verwendet. Die Unschirfe entsteht durch die Verquickung zweier Programme,
die zur Durchfiihrung des physiologischen Zelltods notwendig sind:

e Ein Triggerprogramm, welches den Zeitpunkt der Selbstmordeinleitung reguliert.

e Ein Selbstmordprogramm, welches die Art der Zelldegradation bestimmt.

Beim programmierten Zelltod ist der Zeitpunkt der Auslosung des Zelldestruktionsprozesses
(Trigger) genetisch festgelegt. Auf welche Art der Selbstmord selbst vonstatten geht, ist
hingegen offen.

Apoptose ist ein durch spezifische morphologische und biochemische Charakteristika
gekennzeichnetes Selbstmordprogramm. Dieses kann durch einen genetischen Trigger oder
externe Ereignisse ausgeldst werden.

Somit koénnen programmierter Zelltod und Apoptose — je nach Art des Trigger- und des
Selbstmordprogramms — getrennt voneinander oder auch zusammen auftreten, bezeichnen

jedoch unterschiedliche Anteile des physiologischen Zelltods (Majno 1995).

Des Weiteren kann nach der interner oder externer Natur des Triggers differenziert werden.
Der akzidentelle Zelltod bezeichnet dabei den nach Einwirkung von Hitze, Toxinen, Ischdmie
oder anderen extern zugefiigten Lisionen eintretenden Zelltod. Der programmierte Zelltod ist
dann streng auf den genetisch (intern) determinierten Degradationsprozess begrenzt. Da bei
beiden Formen apoptotische und nekrotische Zelltodformen festgestellt wurden, sind offenbar
fiir die Wahl des Selbstmordprogramms weniger die Art, als vielmehr die Starke des Stimulus
sowie die Féhigkeit oder Neigung einer Zellart, eine bestimmte Todesart vorzuziehen,

entscheidend (Majno 1995; Darzynkiewicz 1997; Nicotera 1999; Leist 2001).

Einen wesentlichen Einfluss auf die Art des Zelltodes nimmt offenbar der Energiegehalt einer
Zelle: Wihrend energiereiche Zellen nach entsprechender Schadigung apoptotische Charakte-
ristika aufweisen, gehen Zellen mit niedrigem Energiepotential hiufig durch Nekrose
zugrunde (Richter 1995; Nikotera 1997; Leist 1997a,b). Daneben sind auch intrazelluldre
Kalzium-Konzentration und der pH fiir die Zelltodart bedeutsam (Leist 1998; Matsuyama
2000)
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2.1.3 Integriertes Zelltodmodell

Hinsichtlich der morphologischen Verdnderungen einer Zelle in der zeitlichen Abfolge
wiahrend des Zelltodgeschehens kann ferner zwischen Prozessen unterschieden werden, die
zum Zelltod fithren und solchen, die nach demselben stattfinden. Dabei wird die
Schwierigkeit der Definition des exakten Zelltod-Zeitpunktes offenbar. Eine sterbende Zelle
ist schon sehr frith nach einer Schidigung an einem ,,point of no return“ angelangt, das
Vollbild einer toten Zelle jedoch ist oft erst nach mehreren Stunden erkennbar. Irreversiblen
Veridnderungen des Zellkerns und -plasmas sind klassische nekrotische Kennzeichen, welche

allerdings erst post mortem stattfinden (Majno 1995; Darzynkiewicz 1997; Kanduc 2002).

In einem Zelltodkonzept integrierten Majno und Joris 1995 die weiteren Entwicklungen im
Verstindnis des Zelltodes. Dabei benannten sie die ehemals als Nekrose titulierte, mit einem
Anschwellen der Zelle einhergehenden Todesform als Onkose (griech. Schwellung) als

Gegenstiick zur Apoptose, die mit Zellschrumpfung verbunden ist (Majno 1995).

Abbildung 12: Erweitertes Zelltodmodell (modifiziert nach Majno 1995):

Apoptose —»(@fﬁ —_
\%{7 r«%ﬁ

Phagozytose durch
Makrophagen und
Nekrose Nachbarzellen
o . o _ o SN,
RUE PRI
Blebbing Entziindung

Dieses Zelltodmodell bietet den Vorteil einer differenzierteren Unterscheidung zwischen
Ereignissen, die zum Zelltod fiihren, den Zelltodprozessen als solchen und Vorgingen, die
nach dem Zelltod ablaufen. Allerdings wird dieses Modell durch neu charakterisierte
Zelltodformen — wie autophagischer Zelltod, Paraptose und zytoplasmatischer Zelltod —

weiter komplexiert: Fiir eine umfassende Betrachtung des Zelltodgeschehens — sei es
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physiolo-gischerweise oder durch dullere Einfliisse ausgelost — ist das Nebeneinander von
Apoptose, Onkose und Mischformen in unterschiedlicher Ausprigung und Gewichtung zu
beriicksichtigen. Zusammengefasst ergibt sich folgendes Schema, welches die Ursachen und

Abfolge der Ereignisse, die im Zusammenhang des Zelltodgeschehens stattfinden, integriert:

Abbildung 13: Integriertes Zelltodmodell

Stimulus physiologisch akzidentell
endogen exogen

Triggerung programmiert nicht programmiert

Zelltodmodalitét Apoptose Mischformen Onkose

Postmortem Zustand nekrotische Apoptose l nekrotische Onkose
(apoptische) Nekrose ? (onkotische) Nekrose

Fiir die weitere Darstellung werden die in diesem Schema verwendeten Begriffe zugrunde

gelegt.

2.1.4 Zelltod bei physiologischen Prozessen

Der Zelltod — besonders der apoptotische — spielt im menschlichen Organismus eine
fundamentale Rolle, sowohl in der embryonalen Entwicklung, der Ausbildung und
Funktionsfdahigkeit des Immunsystems sowie der Homoostase der Zellzahl und

Aufrechterhaltung von Organfunktionen (Kerr 1994; Cummings 1997; Granville 1998).

Embryonalentwicklung

Wiéhrend der embryonalen Entwicklung finden ausgedehnte und gezielte apoptotische
Vorginge statt, um schiidliche, unnétige oder im Uberschuss vorhandene Zellen zu beseitigen
(Prindull 1995; Jacobson 1997; Cummings 1997; Granville 1998): So ist der apoptotische
Zelltod von Bedeutung bei der Formung von tubuldren Strukturen, Darmlumina oder
Gelenkhohlen, der Modellierung der Finger und Zehenglieder, der Bildung der Gesichtsform
einschlieflich des Gaumens, der Morphogenese des Herzens, der Entwicklung des
Nervensystems und der Riickbildung von phylogenetischen Spuren, wie den interdigitalen

Schwimmhéduten, dem Miiller’schen und Wolff’schen Gang. Schon im Stadium der
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Blastogenese — bei Madusen bereits 95 Stunden nach Konzeption — wurden elektronen-
mikroskopisch apoptotische Zellen nachgewiesen, was die herausragende Rolle der Apoptose
in der embryonalen Entwicklung schon von Beginn an demonstriert (Gliicksmann 1951; Raff

1992; Prindull 1995; Jacobsen 1997; Cummings 1997; Granville 1998; Meier 2000).

Immunsystem

Bei der Ausbildung des Immunsystems reifen T-Lymphozyten zundchst im Knochenmark
heran und durchlaufen danach im Thymus die Prozesse der positiven und negativen Selektion
(Krammer 1997, 2000a,b). Dabei werden korpereigene Peptide und ,,Major
Histocompatibility* (MHC)- Antigene den T-Zellen présentiert. Reagieren diese mit den T-
Zell-Rezeptoren, werden die somit als potenziell autoreaktiv erkannten T-Zellen durch
Apoptose beseitigt (negative Selektion), um die Toleranz gegeniiber korpereigenem Gewebe
zu gewdhrleisten und Autoimmunitét zu vermeiden. Durch positive Selektion werden nutzlose
Immunzellen, die unfdhig sind, korperfremde Antigene zu erkennen, eliminiert. Auf
entsprechende Weise werden B-Zellen, die nicht funktionelle B-Zell-Rezeptoren tragen, im

Knochenmark ausgemustert (Ucker 1997; Krammer 1997, 2000a,b).

Die Aktivierung des Immunsystems zur Beseitigung eines infektiosen Agens geht mit einer
komplexen Immunantwort einher: Das Antigen wird von Antigen-présentierenden Zellen den
T-Zellen vorgelegt und von deren T-Zell-Rezeptor als korperfremd erkannt. Der Antigen-
MHC-Komplex, weitere stimulierende Zelloberflichenmolekiile und Zytokine fiihren zu einer
klonalen Expansion der T-Zellen. Diese wiederum kommunizieren mit anderen T- und B-
Zellen, wodurch die spezifische und unspezifische Abwehrreaktion reguliert wird. Nach dem
Gipfel der Immunantwort werden alle nicht mehr benétigten Immunzellen insbesondere durch
apoptotischen Aktivierungs-induzierten Zelltod (activation induced cell death: AICD)
eliminiert und die Homdostase innerhalb des Immunsystems wieder hergestellt (Ameisen

1994; Ucker 1997; Krammer 1997, 2000a,b).

Erhaltung von Organfunktionen
Téglich werden im menschlichen Organismus etwa eine Billion Zellen neugebildet. Ein
groBBer Teil davon wird durch Gewebe oder Systeme mit hohem Zellumsatz bestritten, zum

Beispiel durch Epithelien des Gastrointestinaltraktes, durch die Leber, das lymphatische und
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hamatopoetische System sowie durch die Spermato- und Oogenese. Die Entfernung der alten,
geschiddigten und nicht mehr gebrauchten Zellen erfolgt zum iiberwiegenden Teil auf
aktivem, meist apoptotischem Wege (Cotter 1990; Raff 1992; Ameisen 1994; Thompson
1995; Cummings 1997; Savitz 1998; Wagener 1999).

Daneben sind menschliche Zellen stindig Mutagenen, Sauerstoffradikalen- und mediatoren,
Toxinen und anderen Umwelteinfliissen ausgesetzt, welche potentiell zu DNA-Schidden
fiihren. Konnen DNA-Reparatursysteme diese nicht mehr beheben, miissen diese Zellen —
meist durch Apoptose — entfernt werden, damit sie nicht zur Entstehung von neoplastischen
oder anderen Erkrankungen beitragen (Thompson 1995; Granville 1998; Rich 2000; Schér
2001).

Nach Gewebsschdden werden ebenfalls Reparaturmechanismen aktiviert, die eine
Entziindungsreaktion, Bildung von Granulationsgewebe und =zuletzt die Vernarbung
beinhalten. Auch hier spielt Apoptose eine Rolle, wenn sich nach dem Wundverschluss das
Granulations- in Narbengewebe umwandelt und die zelluldiren Bestandteile zugunsten von

Fasergewebe beseitigt werden (Desmouliere 1997).

Alterungsprozess

Beim Alterungsprozess gewinnt neben der Beseitigung von Zellen zur Erhaltung der
Homoostase und Funktionsfidhigkeit von Organen die Elimination von postmitotischen, nicht
mehr ersetzbaren Zellen, wie Neuronen und Myokardiozyten, an Bedeutung (Warner 1997;
Granville 1998; Fadeel 1999). Daneben verlieren viele Zelltypen ihre Féhigkeit, den
apoptotischen Zelltod zu vollziehen, beispielsweise Fibroblasten, Thymozyten und
Lymphozyten (Warner 1997). Somit konnte die Deregulation der Apoptose zum allgemeinen
Absinken der Organfunktionalitét beitragen, wie auch zu erhohter Anfalligkeit fiir infektiose

und Autoimmun-Erkrankungen.

Neurodegenerative Erkrankungen, die auf Verlust von spezifischen Neuronen beruhen und in
ihrer Privalenz im Alter stark zunehmen, wie Chorea Huntington, Morbus Parkinson, Morbus
Alzheimer und Amyotrophe Lateralsklerose lassen auf eine Beteiligung von apoptotischen

Prozessen in der Pathogenese schlieBen (Warner 1997; Savitz 2000; Yuan 2000).
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2.1.5 Zelltod bei pathologischen Prozessen

Zelltod und Zellproliferation stehen im Organismus wie auch in einzelnen Organen und
Funktionssystemen in einem fein regulierten Gleichgewicht. Wird diese Balance gestort, kann

es auf allen Ebenen zur Entstehung von Erkrankungen fiithren:

O
& == Homdostase

Zelltod Proliferation

Ein Uberwiegen der Proliferationsrate gegeniiber der Zelltodrate kann zu lokalen und
systemischen, malignen Erkrankungen, ferner zu metabolischen, entziindlichen und einigen

Autoimmunerkrankungen fiihren.

Hyperproliferierende

I Erkrankungen

Zelltod
Proliferation

UbermiBiges Zelltodvorkommen hingegen ist die Grundlage fiir das Entstehen einer Vielzahl
von degenerativen, hdmatologischen, autoimmunen, Ischimie-bedingten, Toxin-vermittelten

und entziindlichen Erkrankungen.

Degenerative und
=P destruktive
Erkrankungen

Proliferation

Zelltod
Eine Ubersicht iiber die Bedeutung des Zelltodes bei verschiedenen Erkrankungen ist in der

folgenden Tabelle zusammengestellt (Thompson 1995; Fadeel 1999; Robertson 2002):
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Tabelle 2: Erkrankungen mit erhéhter bzw. erniedrigter Zelltodrate

Erhohte Zelltodrate

Erniedrigte Zelltodrate

1. Maligne Erkrankungen

1. Maligne Erkrankungen

Solide Karzinome
Leukdmien
Lymphome
Maligne Gliome
Sarkom
Seminom

Solide Karzinome
Leukamien
Lymphome
Maligne Gliome
Sarkom
Seminom

2. Hamatologische Erkrankungen

2. Pramaligne Erkrankungen

Aplastische Anamie

Fanconi Anamie

M. Hodgkin
Myelodysplastische Syndrome
Polyzytédmia vera

Ataxia telangiectasia

Paroxysmale nachtliche Hdmoglobinurie
Myelodystplastische Syndrome
Xeroderma pigmentosum

3. Neurodegenerative Erkrankungen

M. Alzheimer

Amyotrophe Lateralsklerose
Creutzfeld-Jakob Erkrankung
Chorea Huntingon

M. Parkinson

Retinitis pigmentosa

Spinale Muskelatrophie

4. Autoimmunerkrankungen

4. Autoimmunerkrankungen

Fulminante Hepatitis
Graft-versus-host Erkrankung
Hashimoto’s Thyreoditis
Diabetes mellitus

Multiple Sklerose
Rheumathoide Arthritis
Sklerodermie

Sjogeren‘s Syndrom

Colitis ulcerosa

Systemischer Lupus Erythematodes
Autoimmune Lymphoproliferative Syndrome

5. Ischamische Lasionen

5. Atherosklerose

Ischamie und Reperfusion
Niereninfarkt
Myokardinfarkt
Cerebraler Infarkt

6. Toxin-induzierte Erkrankungen

6. Metabolische Erkrankungen

Alkohol induzierte Hepatitis Osteoporose
Lungenfibrose M. Wilson

Sepsis M. Niemann-Pick

7. Bakterielle und virale Infektionen 7. Virale Infektionen
HIV Adenovirus

Ebola Virus Baculovirus

Chlamydia trachomatis
Helicobacter pylori
Neisseria meningitidis
Salmonella typhimurium
Shigella flexneri

Epstein-Barr-Virus
Herpesvirus
Poxvirus

8. Entwicklungsstérungen und
Missbildungen

8. Entwicklungsstorungen und
Missbildungen

9. Gemischte Erkrankungen

9. Apoptose wahrend des physiologischen
und vorzeitigen Alterns

Traumatische Rickenmarkslasion
Immunologische Tumorabwehr

M. Down
Progerie
Xeroderma pigmentosum

10. Trauma
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Maligne Tumoren

Bei der Tumorentstehung ereignet sich ein ,,Nettozuwachs* an Zellen oder Gewebe. In der
Homoostase von Proliferation und Zelltod bedeutet dies eine Verschiebung zugunsten der
Proliferation. Grund dafiir konnte entweder eine gesteigerte Proliferationsrate, eine
erniedrigte Zelltodrate, ein Zusammentreffen beider Phidnomene oder eine gleichsinnige
Verinderung mit Uberwiegen der Wachstumskomponente sein (Wyllie 1992; Thompson

1995; Fadeel 1999; Aotake 1999; Saikumar 1999; Reed 1999).

Im Modell der mehrstufigen Entwicklungssequenz von Tumoren, nach dem Mutationen an
charakteristischen Genen fiir den Ubergang von normalem Gewebe zu metaplastischem,
dysplastischem und schlieSlich neoplastischem Gewebe verantwortlich sind, finden sich
aktivierte Onkogene und supprimierte Suppressorgene, die eine Beschleunigung der
Proliferationsrate bewirken (Fearon 1990; Wyllie 1999; Braithwaite 1999). Ebenso wird bei
vielen Tumoren eine Mutation des p53-Gens beobachtet, wodurch die betroffenen Zellen die
Féhigkeit verlieren, durch apoptotischen Zelltod zugrundezugehen (Fadeel 1999; Wagener
1999; Zornig 2001).

Allerdings wurde wiederholt in verschiedenen Tumoren auch eine Diskrepanz zwischen der
aus  der  zelluliren  Proliferationsrate = errechneten = und  der  tatséchlichen
Wachstumsgeschwindigkeit vorgefunden (Cotter 1990; Kornbluth 1994). Diese Beobachtung
lasst sich auf eine gesteigerte Apoptoserate zuriickfiihren, die sich in allen Teilen, vom Rand
bis ins Zentrum von kleinen wie groflen Tumoren findet (Cotter 1990). Besonders haufig sind
apoptotische Prozesse in Zellen, die sich an Rdndern nekrotischer Foci befinden, wobei milde
Ischdmie ein auslosender Stimulus sein konnte. Als weitere Apoptose-induzierende Faktoren
kommen in diesem Kontext der von Makrophagen freigesetzte Tumornekrosefaktor oo (TNF
a), wie auch der Angriff von Tumorzellen durch zytotoxische T-Lymphozyten in Frage (Kerr
1994). So zeichnen sich Tumoren mit einer hohen Infiltrationsrate von Lymphozyten durch
eine aullerordentlich hohe Apoptosehdufigkeit aus (Cotter 1990). Ebenfalls massiv gesteigerte

Zelltodhdufigkeiten finden sich in spontan regredienten Tumoren (Papac 1996).

Letztlich ist die Bedeutung des Zelltodes — und vornehmlich der Apoptose — fiir die

Karzinogenese und die Unterhaltung des Tumors differenzierter zu betrachten. Sowohl die
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Art wie auch die Haufigkeit seines Auftretens variiert zwischen Zell- und Gewebetypen und
verdandert sich im Laufe der Tumorentwicklung. Dies erscheint auf dem Hintergrund so
unterschiedlicher Prozesse wie der Hyperplasie von Zellen, der neoplastischen
Transformation, des Tumorwachstums, der beginnenden Neovaskularisation und schlieBlich

der Metastasierung verstidndlich (Fadeel 1999).

Aotake et. al. (1999) untersuchten das Ausmall und das Verhéltnis der Proliferation, der
Apoptose und der Neubildung von Gefdllen (Angiogenese) bei der Adenom-Karzinom-
Sequenz wiéhrend der kolorektalen Karzinogenese: Sie beobachteten eine deutliche
Steigerung der Proliferationsrate am Ubergang von normalen Epithelien zu Adenomen mit
geringen Dysplasien. Als Gegenreaktion stieg die Apoptoserate steil an; moglicherweise
konnten viele der Zellen in einer Umgebung mit Mangel an Néahrstoffen, Sauerstoff und
Wachstumshormonen im ungeziigelt proliferierenden Gewebe nicht itiberleben. Deshalb kann
sich das Wachstum von frilhen Adenomen trotz einer hohen Proliferationsaktivitit {iber

Jahrzehnte erstrecken.

Hingegen wachsen Adenome mit starken Dysplasien deutlich schneller. Zwei synergistische
Effekte tragen nach Aotakes Beobachtungen dazu bei: Im Ubergang von Adenomen mit
geringen zu starken Dysplasien nimmt die Proliferationsrate nochmals zu, wahrend die
Apoptoserate stark abféllt. Genetische Veranderungen, wie Mutationen des ras-Gens oder des
Adenomatdsen Polyposis Coli (APC)-Gens konnten dafiir eine Rolle spielen. AuBlerdem
beginnt bei diesem Schritt der Tumorentwicklung eine umfassende Ausbildung von neuen
Blutgefdlen. Aufgrund der besseren Blutversorgung werden die oben genannten Stimuli fiir
die Apoptoseinduktion reduziert und filhren zu einer weiteren Senkung der
gegenregulierenden Zelltodrate. Beim weiteren Fortschreiten der Erkrankung zu manifesten
Karzinomen kommt es zu einem leichten Wiederanstieg der spontanen Apoptoserate bei
gleich bleibend maximaler Proliferationsrate und nochmals gesteigerter Gefd3dichte (Aotake

1999).

Metastasierte Zellen schlielich haben Mechanismen entwickelt, unabhidngig von fiir sie
physiologische Umweltfaktoren zu iiberleben, wodurch sie eine erhdhte Resistenz gegeniiber

Apoptose aufweisen. Darliber hinaus konnen sie oft die Initiilerung oder Ausfiihrung des
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apoptotischen Programms direkt unterbinden. Dazu werden sie durch genetische Mutationen

wie des Bcl 2-Gens (siehe unten) befahigt (Thompson 1995).
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normale Adenome mit Adenome mit  Karzinom
Epithelien geringen schweren

Dysplasien Dysplasien

Abbildung 14: Kolorektale Karzinogenese (modifiziert nach Aotake 1999)

Autoimmunerkrankungen

Autoimmune Reaktionen werden durch Lymphozyten hervorgerufen, die korpereigene
Antigene als fremd erkennen, jedoch bei der negativen Selektion wahrend ihrer Reifung im
Knochenmark und Thymus nicht eliminiert wurden. Ferner werden aktivierte Immunzellen
dafiir verantwortlich gemacht, die nach erfolgreicher Immunantwort sich dem AICD
(activation induced cell death) entziehen, der fiir die Reduktion der aktivierten Zellen und der

Begrenzung der Immunreaktion sorgt (Krammer 1997, 2000a,b).

Haufig werden von diesen Zellen nukledre Autoantigene erkannt, die im Falle von
apoptotischem Zelluntergang in Membranbldschen verpackt, abgesondert und von
Makrophagen abgebaut werden. Allerdings ist bei autoimmunen Erkrankungen oft die
Aktivitit von Makrophagen eingeschrinkt, so dass viele apoptotische Korperchen und
unverpackte Bestandteile abgestorbener Zellen als unentsorgter Abfall sich lokal ansammeln
oder im Blut zirkulieren. Als Immunogene stimulieren sie die Induktion weiterer
autoreaktiver Lymphozyten und fordern die Entstehung von Autoimmunerkrankungen (Bell

1990; Kornbluth 1994; Pisetzky 1997; Amoura 1997, 2000; Degen 2000).
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Akute und chronische neurologische Erkrankungen

Wihrend der embryonalen Entwicklung des Nervensystems von Wirbeltieren gehen etwa
50% der Neuronen zugrunde. Dabei spielt weniger die genetische Determinierung als
vielmehr der Wettbewerb um die limitierten Wachstumsfaktoren eine Rolle. Im weiteren
Verlauf des Lebens nimmt die Verlustrate an Nervenzellen ab. Allerdings konnen die dann
absterbenden Zellen nicht oder nur in begrenztem Umfang ersetzt werden, wodurch die

Zellverluste durch funktionelle Ausfille offenbar werden (Savitz 1998).

Wihrend urspriinglich im besonderen der Einfluss der Nekrose bei hypoxisch-ischdmischen
Erkrankungen, Traumata und anhaltenden epileptischen Anféllen diskutiert wurde (Wyllie
1980a), tritt zunehmend die Bedeutung von apoptotischen Prozessen vor allem bei
chronischen, neurodegenerativen Erkrankungen und Hirntumoren, aber auch bei akut
pathologischen Zustinden (Dirnagl 1999, Savitz 1998; Mattson 2001) zutage: Bei
ischdmischen Ereignissen wird beispielsweise der zunichst nur geringfiigigen und reversiblen
Schadigung der Infarkt-umgebenden Penumbra — sowohl in der Ischdmie-Phase wie auch in
der Reperfusionsphase — grole Wichtigkeit fiir die langfristige Prognose der verbleibenden
Funktionsfdhigkeit beigemessen (Dirnagl 1999). Zellen, die in diesen kritischen Zeitrdumen
nicht effektiv repariert werden konnen, gehen hdufig auf apoptotischem Weg zugrunde.
Ursdchlich kommen fiir die Ausldsung des aktiven Zelltodes mehrere Mechanismen in Frage,
besonders oxidativer Stress, Glutamat-Toxizitdt und Dysregulation des Kalzium-

Gleichgewichts (Savitz 1998).

Bei chronisch neurodegenerativen Erkrankungen erfolgt ein iibermidBiger Abbau von
physiologischerweise funktionell koordinierten und kooperierenden Neuroneneinheiten. So
wird bei der Alzheimer’schen Erkrankung Apoptose durch B-Amyloid unter anderem in der
hippocampalen Region induziert. Bei der Parkinson’schen Erkrankung sind
Sauerstoffradikale und Dopamin fiir die Apoptose-Auslosung in den dopaminergen Neuronen

der Substantia nigra verantwortlich (Savitz 1998).

Virale und bakterielle Infektionen
Die Rolle der Apoptose bei viralen Infektionen besitzt zwei Komponenten. Sie spielt

einerseits eine Rolle wéhrend der antiviralen Abwehrreaktion des Korpers und trigt
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andererseits als Pathogen-vermittelter Mechanismus zur Schwichung des Immunsystems und
Aufrechterhaltung der Infektion bei. Der Einfluss der beiden Aspekte variiert ja nach
Viruserkrankung (Fadeel 1999).

Die Spitze der Infektionsabwehr bilden zytotoxische T-Zellen, die durch Oberflichenantigene
vermittelt in infizierten Zellen Apoptose auslosen konnen. Allerdings haben einige
Virustypen dagegen Vorkehrungen getroffen. Nach Befall der Wirtszelle wird diese durch so
genannte [APs (inhibitors of apoptosis proteins) vor dem Zelltod bewahrt. Andererseits
profitieren bestimmte Viren von der Apoptose-Induktion der Wirtszelle gegen Ende des
viralen Zyklus, da sich die Freisetzung der viralen DNA dadurch erleichtert und die
Infektiositdt erhoht — wie beispielsweise bei Ebola-Virus-Infektionen, die mit massiver

intravasaler Apoptose einhergehen (Granville 1998; Fadeel 1999).

Infektionen mit dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV) sind durch den
Konzentrationsabfall der CD4 T-Helferzellen gekennzeichnet. Sowohl fiir CD4- wie auch fiir
CDS8-Zellen ist eine erhdhte Sensibilitét fiir apoptotischen Zelltod beschrieben, die mit dem
Krankheitsverlauf in Zusammenhang stehen soll (Ameisen 1994, 1995; Fadeel 1999).
Allerdings wurde in vivo Apoptose vor allem in nicht infizierten ,,Bystander“-Zellen
beobachtet, wihrend der Anteil der apoptotischen, infizierten Zellen nur gering war.
Antiapoptotische ~ Therapiestrategien  bewirkten dagegen eine Vermehrung der
Virusproduktion und eine persistierende Verschlechterung des Krankheitszustandes (Fadeel

1999).

Auch bakterielle Erreger aktivieren das Immunsystem, dessen Zellen diese zu lysieren oder
auf apoptotischem Wege zu eliminieren versuchen. Jedoch verwenden auch die Bakterien
selbst Apoptose-auslosende Angriffsstrategien: So induzieren Salmonella typhimurium,
Shigella flexneri und Yersinia pseudotuberculosis in Makrophagen Apoptose, was fiir die
Entstehung der Entziindungsreaktion, das Uberleben der Bakterien und das Entkommen vor
der Immunantwort grundlegend sein konnte. Auf dhnlichem Weg erzeugen Helicobacter
pylori-Bakterien chronische Gastritiden und peptische Ulzerationen, indem sie apoptotische
Prozesse in den Epithelzellen des Magens und Darms anstoen und dadurch eine

Immunantwort provozieren (Fadeel 1999).
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2.1.6 Genetische Regulierung des apoptotischen Zelltods

ced 3, ced 4und ced 9

Die ersten Erkenntnisse iiber die genetische Regulierung des programmierten Zelltods in
Form von Apoptose stammen aus Untersuchungen der Nematode C. elegans. Bei ihr wurden
mehr als 10 Gene identifiziert, die Einfluss auf a) die Entscheidung einer Zelle zu sterben, b)
die Ausfiihrung des Selbstmordprogramms, ¢) die Einverleibung durch Makrophagen und

Nachbarzellen und letztlich d) den Abbau in diesen Zellen nehmen.

Zelltod- Zelltod- Phagozytose Degradation
Entscheidung Ausfiihrung
Gesunde Zelle Absterbende Zelle Tote Zelle
egl-1 ——— ced-9 ced-1 nuc-1

J_ ced-2
ced-5
ced-3 ced-6
ced-4 ced-7
ced-8

ced-10

) Spezifische Zellen o Alle sterbenden Zellen -

Abbildung 15: Genetische Beeinflussung des Zelltodvorgangs bei C. elegans
(modifiziert nach Steller 1995)

Wihrend nur wenige Gene in spezifischen Zellen den ersten Schritt beeinflussen, wirken die
Mehrzahl der Gene bei der Ausfiithrung des Zelltods und der anschlieenden Phagozytose mit
und sind in allen von der Apoptose betroffenen Zellen vorzufinden. Drei der Gene
einschlieBlich der von ihnen kodierten Proteine sind von besonderer Bedeutung: Die Aktivitit
der cell death-Gene ced 3 und ced 4 ist notwendig fiir die Zelltodausfiihrung in allen
somatischen Zellen, ced 9 schiitzt die Zellen vor dem Untergang (Ellis 1986; Hengartner
1992; Steller 1995; Robertson 2002).

Ced 3, ced 4 und ced 9 stehen in einer fein abgestimmten Balance, wobei ced 9 als Inhibitor
von ced 4 agiert, um die Zelltoddurchfiihrung durch ced 3 zu verhindern (Golstein 1997).
Mutationen mit Funktionsverlust in ced 3 oder ced 4 fiithren zu einer Unfdhigkeit der Zelle,
ihr Selbstmordprogramm zu aktivieren; rascher Zelltod hingegen ist die Folge von
Mutationen in ced 9. Als zusitzliche Komponente dieses Aktivierungsweges wurde das ,, egg
laying defective 1“-Gen (egl 1) identifiziert, welches hemmende Wirkung auf ced 9 ausiibt
und somit zur Apoptoseauslosung beitragt (Conradt 1998; Metzstein 1998; Fraser 1999).
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Die Bcl 2-Familie

Die Bedeutung der Bcl 2-Familie (B-Cell Lymphoma) wurde in follikuldren Non-Hodgkin’s-
Lymphomen entdeckt. Bei dieser Erkrankung fungiert der Hauptvertreter, das Bcl 2-Gen, als
Onkogen der t(14;18)-Translokation (Pegoraro 1984; Reed 1988).

Die Bcl-2 Proteine sind an der zytoplasmatischen Seite der Membranen von Mitochondrien,
endoplasmatischem Retikulum und des Zellkerns lokalisiert. Durch Oligomerisierung sind sie
in der Lage, Poren in der duleren Mitochondrien-Membran zu bilden, durch die Ionen ins
Zytosol gelangen kénnen (Green 1998). Uberexpression von Bcl 2 bietet Zellen Schutz gegen
die Auslosung des physiologischen wie auch des durch externe Faktoren induzierten Zelltods.
Zu diesen zdhlen Chemotherapeutika, y- und UV-Bestrahlung, Hitzeschock, freie Radikale,
Wasserstoffperoxid, p53, Tumor-Nekrose-Faktor, Kalzium, Entzug von Wachstumsfaktoren,
Hypoxie und die konstitutive Aktivierung des myc-Gens (Saikumar 1997; Granville 1998;
Wagener 1999).

Zur Bcl 2-Familie gehoren weitere strukturverwandte Proteine, die Apoptose-fordernde oder -
hemmende Eigenschaften aufweisen. Zum engeren Kreis der anti-apoptotischen Mitglieder,
die bis zu vier der Bcl-2 homologen Doméanen (BH1-4) besitzen, werden neben Bcl 2 Bel-X|,
Bcl-W und ced-9 gerechnet; die pro-apoptotischen Verwandten werden in die Bax-Gruppe

(13

mit mehreren BH-Dominen und die ,reine BH3-Gruppe unterteilt. Deren wichtigste
Vertreter sind Bax und Bak (Bax-Gruppe) sowie Bcl-Xs, Bik, Bad, Bim, Noxa und egl-1
(BH3-Gruppe) (Kroemer 1997; Adams 1998; Fadeel 1999, Huang 2000). Fiir die Apoptose-
Stimulation bendtigen die Mitglieder der BH3-Gruppe die Zusammenarbeit mit mindestens
einem Angehdrigen der Bax-Gruppe. Letztere sind konstitutiv fiir die Aktivierung des

mitochondrialen Apoptose-Signalwegs (Robertson 2002).

c-Myc

Die Expression des c-myc-Gens hat je nach Zelltyp und Differenzierungsstatus
unterschiedliche Auswirkungen auf das Schicksal einer Zelle. Das im Zellkern lokalisierte
Onkogen wird vor allem in proliferierenden Zellen exprimiert. Das c-myc-Protein bewegt die
Zelle auch ohne die Einwirkung von externen Mitogenen, in den mitotischen Zellzyklus

einzutreten (Evan 1998), und regt somit die Zellproliferation an. Die Wirkung von c-myc
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wird noch verstiarkt durch das Vorhandensein weiterer proliferativen Komponenten wie Bcel 2.
Lymphome, die beide Gene enthalten, zeichnen sich durch besondere Aggressivitit und

schnelles Wachstum aus (Wagener 1999).

Andererseits wurden auch pro-apoptotische Eigenschaften von c-myc gefunden. Zusammen
mit Apoptose-stimulierenden Faktoren scheint c-myc die Aus- und Durchfiihrung des
Zelltods zu beschleunigen. Somit agiert c-myc als bipolarer Einflussfaktor, der Zellen
sensitiver filir Proliferation und Apoptose macht. Zusétzliche Stimulatoren oder Inhibitoren

entscheiden, wohin sich das Schicksal der Zelle dann wendet (Evan 1998).

P53

Das p53 Protein — auch als ,,Wachter des Genoms* tituliert (Lane 1992) — reguliert die
zelluldre Antwort auf endogene und exogene DNA-Schidigungen, indem es 1) das Fort-
schreiten einer Zelle im Zellzyklus unterbricht, um die Reparatur der Lasion zu ermdglichen,
2) die Zelle in einen stdndigen Zellzyklusarrest verbannt, oder 3) bei gravierenderen Schiaden
die Einleitung der Apoptose bewirkt. Sein Funktionsradius umschlieft somit sowohl

Proliferation, Differenzierung, Alterung, Zellzyklusarrest und Tod einer Zelle (Levine 1997,

Webb 1997; Wagener 1999; Albrechtsen 1999; Vousden 2000; Woods 2001).

Mutierte p53-Gene finden sich in etwa der Hélfte aller menschlichen Tumore in mehr als 50
verschiedenen Zellen und Gewebetypen. Sie betreffen zumeist nur ein Allel und fiihren zu
einem Funktionsausfall des Gens (Levine 1997). Somit scheint p53 als Tumorsuppressorgen

zu wirken und eine zentrale Rolle wihrend der Karzinogenese zu spielen.

Der Verlust wie auch die Mutation des p53-Gens ist von grofler Bedeutung im Mehrschritt-
Entstehungsmodell von Tumoren. Schon die Mutation eines p53 Allels kann deletdre Folgen
haben: Mutante p53 Monomere konnen die fiir die Funktion notwendige Oligomerisierung
der Wildtyp-Monomere unterbinden und sie in eine mutante Konformation zwingen; sie iiben
somit eine dominant negative Wirkung auf die p53-Funktion aus. Daneben aktiveren p53-
Mutanten auch Gene, deren Produkte Proliferation und Wachstum von Tumoren fordern,
unter anderem Gene, die fiir den EGF (epithelial growth factor)-Rezeptor, FGF-2 (fibroblast
growth factor) und VEGF (vascular endothelial growth factor) kodieren (Wagener 1999).
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2.1.7 Signalwege des apoptotischen Zelltods

Externe Stimuli konnen ihre Wirkung in der Zelle direkt an die entsprechenden
Effektorstellen oder indirekt iiber an der Zelloberfliche befindliche Rezeptoren vermitteln.
Uber mehrere Wege werden die Apoptose-auslosenden Signale zu den ausfiihrenden
Endonukleasen geleitet. Fiir einige Stimuli wurde sowohl eine direkte wie auch eine indirekte

Signaliibertragung nachgewiesen.

Rezeptor-vermittelte Apoptoseinduktion

Im Laufe der letzten Jahre wurden mehrere Oberflichen-Rezeptoren und Liganden
identifiziert und charakterisiert, die externe apoptotische Signale iibermitteln konnen. Im
Mittelpunkt stehen die Rezeptoren der Tumornekrosefaktor (TNF)-Familie, deren Mitglieder
mit den entsprechenden Liganden in der folgenden Tabelle aufgelistet sind (Ashkenazi 1998;
Krammer 2000a).

Tabelle 3: Apoptose-vermitteinde Rezeptoren und ihre Liganden

Rezeptor Synonym Ligand
CD 95 Fas oder APO 1 CD95L
TNFR1 p55 oder CD 120a TNF und Lymphotoxin a
DR 3 Apo 3, WSL-1, TRAMP oder LARD | APO 3 L (auch Tweak)
DR 4 und DR 5 Apo 2, TRAIL-R2, TRICK 2 oder|APO 2 L (auch TRAIL)
Killer
OPG TRANCE (auch RANKL / OPGL)
LTR-R Lymphotoxin
CD 40 CD 40 L (auch TRAP / gp39)
CD 30 CD30L
CD 27 CD 27 L (auch CD70)
4-1BB 4-1BB L
0X 40 OX 40 L (gp34)
NGF-R1 NGF

AuBerdem kann Apoptose durch die Wechselwirkung von Zellen mit Granzymen und
Perforin sowie durch Vermittlung des Sphinogmyelin-Ceramid-Systems ausgeldst werden
(Lowin1995)

Die Rezeptoren der TNF-Familie sind glykosylierte Transmembranproteine. Sie bestehen aus

einem extrazelluliren Anteil, der aus zwei bis sechs cysteinreichen Doménen
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zusammengesetzt ist, und einem intrazelluliren Anteil. Dieser weist eine grofle Homologie
bei allen Todesrezeptoren auf. Von struktureller Wichtigkeit fiir die Weiterleitung des
Todessignals ist dabei eine etwa 80 Aminosduren zdhlende intrazellulire Doméne — die so
genannte Todesdomidne (DD = death domain) trdgt. Neben transmembranen Rezeptoren
existieren auch losliche Rezeptoren, die durch Splice-Vorginge entstehen (Nagata 1997;

Krammer 2000a). CD95-Ligand

Das Prinzip der Rezeptoraktivierung besteht in einer

Trimerisierung der Rezeptoren. Diese wird physio-

CD95/Fas/
APO1-Rezeptor

logischerweise durch die Bindung von Liganden, die ihrerseits
schon in Trimeren vorkommen (Nagata 1995), oder
agonistischen, stimulierenden Antikdrpern ausgeldst. Dieser
Vorgang ist sowohl bei den ersten beschriebenen

Oberflichenrezeptoren Fas/Apol/CD95, wie auch bei anderen \/ \/
Angehorigen der TNF-Familie beobachtet worden und bewirkt
die Weiterleitung des Todessignals in das Zellinnere (Nagata
1997; Ashkenazi 1998; Krammer 1999, 2000a). Einige der

. . ' . . Caspase 8
Rezeptoren (wie CD 95) leiten Signale spezifisch an die 1

Effektorkaskade der Apoptose weiter; andere (wie TNF-R1)
Effektor Caspasen (3, 7)
konnen auch alternative intrazelluldre Signalwege (wie NF «B 1

und JNK/AP-1) aktivieren, die fiir die Immunantwort infolge

. . ] .. . Apoptose
von Infektionen wund somit fiir das Uberleben, die
Abbildung 16: Rezeptor-
aktivierung bei Apoptose

) . (modifiziert nach
(Nagata 1997; Ashkenazi 1998). Ashkenazi 1998)

Differenzierung oder Proliferation von Zellen notwendig sind

Die CD95-abhingige Apoptoseeinleitung spielt eine wichtige Rolle im Rahmen der
Homoostase innerhalb des Immunsystems, bei der Eliminierung von infizierten oder
entarteten Zellen durch zytotoxische T-Zellen und beim Aktivierungs-induzierten Zelltods
(AICD) zur Beendigung einer Immunantwort (Krammer 2000a,b). Auch Viren und
neoplastische Zellen machen sich diesen Mechanismus zunutze: Durch eigene CD95-
Liganden induzieren sie in den fiir sie gefdhrlichen Immunzellen Apoptose und gehen somit

zum Gegenangriff iiber (Fadeel 1999; Igney 2000; Contreras 2000).
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Weiterleitung des intrazellularen Signals

Da die intrazelluldren Anteile der Todesrezeptoren keine eigene enzymatischen Funktionen
besitzen, miissen weitere Proteine an die Todesdomdnen der kreuzvernetzten Rezeptoren
binden, um das Signal weiterzuleiten. Der Komplex aus durch Liganden aktivierten
Rezeptoren und Rezeptor-assoziierten Signalmolekiilen wird als ,,Tod induzierender
Signalkomplex* DISC (death inducing signalling complex) bezeichnet. Daran sind am
Beispiel des CD95/Fas/APO1-Systems neben dem CD95-Rezeptor, dem Adaptermolekiil
FADD/MORT]1 (Fas associated death domain) auch die Procaspase 8 beteiligt, die mit ihrer
Todeseffektordoméne DED (death effector domain) an eine entsprechende DED von
FADD/MORT1 bindet (Nagata 1997; Ashkenazi 1998; Granville 1998; Krammer 2000a;
Zornig 2001).

Durch autokatalytische Spaltung wird das Zymogen (Proenzym) Procaspase 8 im DISC in die
aktive Form Caspase 8 umgewandelt. Diese fungiert als Initiatorcaspase, da sie in der Lage
ist, weitere Caspasen wie die Effektor-Caspase 3 zu spalten und zu aktivieren.
Effektorcaspasen wiederum greifen verschiedene =zellulire Substrate, so genannte
Todessubstrate, an und fiithren letztlich zum typischen morphologischen und biochemischen

Vollbild der Apoptose (Kumar 1999; Krammer 2000a; Nagata 2000).

Aufgrund seiner zentralen Position in der Weiterleitung des Apoptose-Signals ins Zellinnere
bietet sich der DISC, insbesondere durch die Rekrutierung und Aktivierung der Procaspase 8,
als idealer Angriffspunkt fiir physiologische und pathologische Modifikatoren der Apoptose
an: So konkurrieren so genannte FLIPs — FADD Like ICE Inhibitory Proteins, auch als
Casper, I-FLICE, FLAME-I, CASH, CLARP, MRIT und Usurpin bezeichnet — mit der
Procaspase 8 um die DED-Bindungsstellen am DISC. Wirkungsvoll fiir die Inhibition der
Signalvermittlung werden FLIPs unter anderem von Viren in den infizierten Wirtszellen und
ebenso in Tumorzellen eingesetzt, um sie vor der Elimination durch Immunzellen zu schiitzen

und die Induktion von Apoptose zu verhindern (Krammer 2000a; Sartorius 2001).

Bei der im Falle einer erfolgreichen Caspase 8-Aktivierung kaskadenartigen Fortleitung des
Zelltodsignals bedient sich die Zelle eines mehrschrittigen und damit fein regulierbaren

Verfahrens:
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Caspasen (Cysteine-dependent ASPartate-specific proteASEs) — spezielle Proteasen mit einer

Cystein-Aminosdure im aktiven Zentrum, welche ihre Substrate spezifisch nach Aspartat-

sequenzen schneiden — spalten und aktivieren nachgeordnete Procaspasen, die dann ihrerseits

weitere Caspasen proteolytisch aktivieren, bis das Signal schlieBlich die Effektorcaspasen

erreicht. Diese greifen dann an mehreren Stellen zelluldre Substrate an und fithren zur schritt-

weisen, konzertierten Degradation der Zelle (Slee 1999; Hengartner 2000; Krammer 2000a).

Initiatorcaspasen Caspase 6 Caspase 8 Caspase 9 Caspase 10

Effektorcaspase Caspase 2 Caspase 3 Caspase 7

Granzym B

.

Apoptose

Abbildung 17: An der Apoptose beteiligte Caspasen (modifiziert nach Nicholson 1999)

Im Einzelnen sind als Ansatzpunkte, Regulationsmechanismen und Substrate der Caspasen zu

nennen (Granville 1998; Wagener 1999; Samali 1999; Nicholson 1999):

Spaltung von strukturellen Komponenten des Zytoskelett wie dem Actin, sowie von
Bestandteilen der Intermediérfilamente und der Kernmembran wie Cytokeratinen
und Laminen.

Exposition von Phosphatidylserin auf der Zelloberfldche als Erkennungsmerkmal
fiir phagozytierende Zellen.

Authebung der Wirkung Apoptose-hemmender Proteine wie Bel 2 und Bcel-x;..
Blockierung von Genen, die im Zellzyklus fiir die Reparatur von DNA-Schiden
notwendig sind wie das MDM2- und das Retinoblastomgen.

Inaktivierung einiger fiir die Stabilitdt, Unversehrtheit und Reparatur der DNA
zustindigen Enzyme wie die Poly-(ADP-Ribose) Polymerase PARP, die DNA-PK
und der DNA-Replikationsfaktor 140.

Abspaltung des ICAD (inhibitor of the caspase-activated DNase) und Aktivierung
der CAD (caspase-activated DNase), die das Chromatin in die charakteristischen

oligonukleosomalen Fragmente spaltet (Simali 1999, Wagener 1999).
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Da die Signaltransduktion fiir die Apoptose-Auslosung klassischerweise iiber die
Caspasenkaskade erfolgt, wurde bereits eine neue Apoptose-Definition in Abhéngigkeit der
Caspasen-Aktivierung erwogen (Samali 1999). Allerdings wurde inzwischen auch eine
Caspase-unabhéngige Apoptose-Induktion beschrieben (Kitanaka 1999; Vaux 1999; Meng
2000; Kolenko 2000). AuBlerdem spielen in einigen Zellsystemen auch andere Mechanismen
mit Beteiligung von Cathepsinen, Serin- oder anderer Proteasen eine wichtige Rolle bei der

Vermittlung der intrazelluldren Zelltodinformation (Leist 2001).

Mitochondrien

Trotz der morphologischen und oft auch funktionellen Unversehrtheit der Mitochondrien sind
sie aktiv in die apoptotischen Prozesse eingebunden. Durch Offnung kleiner Poren der
duBeren Mitochondrienmembran — insbesondere durch proapoptotische Mitglieder der Bcl-2-
Familie — kann es zum kurzfristigen Zusammenbruch des Transmembranpotentials kommen.
Dies fiihrt zur Modifikation von groBen, transmembrandsen PT (permeability transition)-
Poren, durch die dann mitochondriale Proteine bis zu einer Grofle von 1,5 kDa ins
Zytoplasma gelangen konnen. Darunter befinden sich auch Caspase-aktivierende Proteine wie
Cytochrom C und der Apoptose-induzierende Faktor AIF (Green 1998; Hengartner 2000;
Krammer 2000a).

Das normalerweise im Intermembranspalt der Mitochondrien lokalisierte Cytochrom C, ein
essenzieller Bestandteil der Atmungskette, aggregiert im Zytosol mit dem zytoplasmatischen
APAF-1 (apoptosis activating factor 1) — dem Homolog zu ced 4 in C. elegans —und ATP zu
einem Komplex, der als ,,Apoptosom* bezeichnet wird. An diesen bindet Procaspase 9 und
wird in den aktiven Zustand als Caspase 9 iiberfiihrt. Als solche kann sie dann weitere

Effektorcaspasen wie die Caspase 3 aktivieren (Krammer 2000a; Robertson 2002).

AIF kann im Zytoplasma durch seine proteolytische Fahigkeit direkt Caspase 3-&hnliche
Caspasen spalten und aktivieren. Dadurch induziert AIF indirekt die Fragmentierung der
DNA im Zellkern. Daneben kann AIF auch Caspasen-unabhingig und direkt die Spaltung von
DNA in oligonukleosomale Fragmente bewirken. Aulerdem ist AIF an der Kondensation des
Chromatins sowie die Exposition von Phosphatidylserin auf der AuBenseite der

Plamamembran beteiligt (Susin 1999; Krammer 2000a; Joza 2001).
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Die Regulation der Signalwege

Fiir die Rezeptor-vermittelte Apoptoseauslosung und -durchfithrung wurden einige zentrale,
allen Zellen gemeinsame Wegstrecken der Signaliibermittlung identifiziert und einige
variable, je nach Zelltyp und auslosendem Agens unterschiedliche Abschnitte beschrieben. Zu
den gemeinsamen zdhlen die Bildung des DISC aus trimerisierten Rezeptoren, FADD und der
Initiator-Procaspase 8 sowie die Endstrecke der Effektor-Caspasen, im besonderen Caspase 3,
die zur Aktivierung von Zellstruktur- und Kern-spaltenden Proteasen fiihrt. Dazwischen

fachern sich drei variablen Abschnitte auf:

1. die direkte Aktivierung der Caspasenkaskade
2. die Einbindung der Mitochondrien mit Freisetzung von Cytochrom C

3. die Aktivierung der Mitochondrien und Freisetzung von AIF

Nach dem Weg, den sie fiir die Apoptose-Ausfithrung einschlagen, konnen zwei Zellentypen
unterschieden werden (Scaffidi 1998; Krammer 2000a,b):

Abbildung 18:

Apoptotische Signalwege

bei Typ | und Typ ll-Zellen
(modifiziert nach Krammer 2000a)
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a) Zellen des Typs I zeichnen sich durch eine schnelle DISC-Bildung und Aktivierung der
Caspase 8 aus. Diese ist offenbar in so groBen Mengen vorhanden, dass sie sowohl die
Mitochondrien wie auch die Caspase-Kaskade einschlieBlich der Effektorcaspasen auf

direktem Weg zu aktivieren vermag (Scaffidi 1998; Krammer 2000a,b; Sartorius 2001).

b) Bei Zellen des Typs II erfolgt die DISC-Bildung und Aktivierung der Caspase 8 nur
zogerlich. Sie reicht nicht aus, um die Caspasen-Kaskade direkt anzustoBen. Zur
Verstarkung des Signals wird zunéchst ein Mitglied der Bcl 2-Familie namens BID
gespalten und aktiviert, welches wiederum eine Aktivierung der Mitochondrien bewirkt.
Nach Freisetzung von Cytochrom C, Bildung des Apoptosoms mit APAF-1, ATP und
Procaspase 9 werden dann sowohl die Effektor-Caspase 3 wie auch Caspase 8 aktiviert,
die iiber eine erneute Spaltung von BID den Verstirkerkreislauf iiber die Mitochondrien

in Gang hilt (Scaffidi 1998; Krammer 2000a,b; Sartorius 2001).

¢) Daneben gibt es noch einen durch AIF vermittelten Apoptose-induzierenden Signalweg,
der die typischen morphologischen Charakteristika der Apoptose caspaseabhidngig und -
unabhéngig hervorrufen kann (Scaffidi 1998). Dieser Signalweg ist besonders bedeutsam

fiir die Morphogenese wihrend der gesamten embryonalen Entwicklung (Joza 2001).

Weitere Signalwege

Im Rahmen der Immunabwehr konnen zytotoxische T-Lymphozyten und natiirliche
Killerzellen in Bakterien, Virus-infizierten Zellen, Parasiten und Tumorzellen auch {iber
nicht-rezeptorvermittelte Signalwege Apoptose induzieren, beispielsweise durch die
Freisetzung von Perforinen und Granzymen, die in intrazelluliren Granula gespeichert

werden.

Perforine lagern sich an Phosphorylcholin-Endigungen von Lipidmembranen an und bilden in
der Zielzelle transmembrandse Kandle. Aufgrund des osmotischen Effekts, des massiven
Kalzium-Einstroms und des zelluliren Energieverlust wird die Zelle schlieBlich lysiert. Bei
nur begrenzter Induktion von Perforin-Kanélen tritt der Effekt von eingeschleusten Proteasen

wie den Granzymen in den Vordergrund (Lowin 1995).
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Granzyme sind Serinproteasen, die durch Endozytose, iiber Thrombinrezeptoren oder durch
transmembrandse Kandle Zugang zur Zielzelle gewinnen. Im Zytoplasma nehmen die
Granzyme direkt Einfluss auf die proteolytische Caspasenkaskade: Granzym A fiihrt zu einer
Aktivierung der Caspase 8 und zu einer langsamen Fragmentierung der DNA. Granzym B
bindet neben der Initiatorprocaspase 8 an Procaspase 3 und weitere Effektor-Procaspasen (2,
7) und bewirkt durch deren Aktivierung eine schnellere Spaltung des Chromatins (Lowin

1995, Saikumar 1999).

Auch membranbildende Lipide selbst kénnen die Uberleitung apoptotischer Signale ins
Zellinnere vermitteln. Durch rezeptorabhdngige Hydrolyse des Sphingomyelins entsteht
Ceramid, welches die Aktivitit von Transkriptionsfaktoren, Kinasen, Phosphatasen,
Phospholipasen sowie die Expression von Genen im Rahmen von inflammatorischen
Prozessen, Zelldifferenzierung und Zelltod moduliert. Auferdem aktiviert Ceramid —
wahrscheinlich unter Einbeziechung der Mitochondrien — an der Apoptose beteiligte

Effektorcaspasen (Rowan 1997; Smyth 1997; Granville 1998; Green 1998; Poremba 1999).

Inhibitoren der Signalwege
Bei der intrazelluldren Weiterreichung des Apoptose-Signals konnen vielféltige Inhibitoren
regulierend eingreifen. Grundséatzlich kann zwischen Inhibitoren der Initiator-Caspasen, des

mitochondrialen Aktivierungswegs sowie der Effektor-Caspasen unterschieden werden.

Als prominentester Vertreter der Inhibitoren von Initiator-Caspasen hemmt das von
Kuhpockenviren synthetisierte CrmA (cytokine response modifier A) sehr effektiv die
Wirkung der Caspasen 1 und 8 (Ekert 1999). Ahnlich wie die FLIPs im DISC setzt CrmA
somit an einem zentralen Punkt der Signaliibermittlung an und verhindert sowohl die direkte
Weiterleitung an die Effektorcaspasen wie auch die indirekte Stimulierung der Mitochondrien

tiber BID (Green 1998; Budihardjo 1999).

Mitochondriale Inhibitoren des Apoptosesignalwegs sind vor allem Angehorige der Bel 2-
Familie. Sie blockieren -einerseits die Stimulierung der Mitochondrien durch das
proapoptotische Bax, die Bildung des transmembrandsen PT-Kanals und die Freisetzung von
Cytochrom C und AIF ins Zytosol und vereiteln aulerdem im Zytoplasma die Rekrutierung

der Procaspase 9 am Apoptosom (Granville 1998).
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Zahlreiche Inhibitoren der Effektor-Caspasen sind als IAPs (inhibitors of apoptosis)

zusammengefasst. Dazu zéhlen in menschlichen Zellen unter anderen XIAP (MIHA), c-IAP-1

(MIHB), c-IAP-2 (MIHC), NAIP und Survivin. Sie setzen an den aktivierten Caspasen 3 und

7 und am Apoptosom an und unterscheiden sich deutlich in ihrer inhibitorischen

Wirkungsstérke. (Cecconi 1999; Budjhardjo 1999, Thornberry 1998; Jéitteld 1999; Deveraux

1999; Goyal 2001). Ihre Bedeutung liegt wahrscheinlich in der Feinregulierung des

Apoptosesignals. Dies wird auch durch die Freisetzung von zusitzlichen IAP-regulierenden

Proteinen wie Smac (second mitochondria-derived activator of caspases) und DIABLO

(direct IAP-binding protein with low pl) (Hengartner 2000) wihrend der Apoptose

unterstiitzt. Im Folgenden sind die wichtigsten Komponenten der Apoptose-Signalwege

einschlieBlich der inhibitorischen Ansatzpunkte illustriert:
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Abbildung 19: Ubersicht
liber die Regulation der
Signalwege bei Apoptose
(modifiziert nach Hengartner
2000 und Rosell 2002)
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2.1.8 Induktoren des apoptotischen Zelltods

Eine Vielzahl von Faktoren sind in der Lage, bei Zellen Schéden hervorzurufen und ihren Tod

herbeizufiihren. Ebenso mannigfach sind die Reparatur- und Schutzmechanismen, die fiir ein

Uberleben der Zellen sorgen (Thompson 1995).

Tabelle 4: Induktoren und Inhibitoren der Apoptose

Apoptose-Induktoren

Apoptose-Inhibitoren

1. Physiologische Aktivatoren 1. Physiologische Inhibitoren
1. TNF Familie 1. Wachstumsfaktoren
Fas Ligand 2. Extrazelluldre Matrix
TNF 3. CD40 Ligand
2.TGF B 4. Neutrale Aminosauren
3. Neurotransmitter 5. Zink
Glutamat 6. Ostrogen
Dopamin 7. Androgene
NMDA
4. Wachstumsfaktorenmangel
5. Verlust von Matrix-Kontakten
6. Kalzium
7. Glucokortikoide
2. Lasions-vermittelnde Aktivatoren 2. Genetisch determinierte Inhibitoren
1. Hitzeschock 1.Bcl 2
2. Virale Infektionen 2. 1APs
3. Bakterielle Toxine 3. Adenovirus E1B
4. Onkogene (myc, rel, E1A) 4. Baculovirus p35
5. Tumorsuppressorgene (p53) 5. Baculovirus IAP
6. Zytotoxische T-Zellen 6. Cowpox Virus crmA
7. Oxidanzien 7. Epstein-Barr Virus BHRF1, LMP-1
8. Freie Radikale 8. Afrikan. Schweinefiebervirus LMW5-HL
9. Nahrstoffmangel 9. Herpesvirus y1 34.5

10. Antimetabolite

3. Therapeutische Agenzien

. Pharmakologische Agenzien

1. Chemotherapeutische Medikamente
Cisplatin
Adriamycin
Bleomycin
Cytosin Arabinosid
Methotrexat
Vinchristin
2. Strahlentherapie (y-Strahlen)
3. UV Bestrahlung
4. Hyperthermie

WN 2w

. Calpain Inhibitoren
. Cysteinproteasen-Hemmer
. Tumor Promotoren

PMA
Phenobarbital
a-Hexachlorocyclohexane

4. Toxine

1. Ethanol
2. a-Amyloid Peptid
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Zellen bendtigen eine Reihe von stimulierenden Signalen zum Uberleben wie geniigend
Nahrstoffe, Wachstumsfaktoren, Hormone sowie Kontakte zur extrazelluldren Matrix und den
umgebenden Zellen. Fallen diese Faktoren weg, wird das zelleigene Selbstmordprogramm
aktiviert (Raff 1992; Grossmann 2002). Weitere Ausloser der Apoptose sind externe,
zellschiadigende Agenzien, die ihre Wirkung durch Oberflichenrezeptoren oder direkt am
Zellkern vermitteln: Dazu zdhlen Viren und Bakterien, deren Toxine, Onkogene,
Tumorsuppressorgene, zytotoxische T-Zellen, Oxidanzien, freie Radikale, Antimetabolite und

Toxine (Thompson 1995; Granville 1998; Savitz 1998; Wagener 1999).

Die verschiedenen Apoptose-induzierenden Wege erdffnen auch Ansatzpunkte fiir

therapeutische ~ Optionen,  wie Tabelle 5: Apoptose-assoziierte Medikamente

Chemotherapie, Radiotherapie und

Hyperthermie.  Dabei  reagieren
Zelltypen je nach Zelltodspezifitit
und -sensitivitdt unterschiedlich auf
verschiedene  Dosierungen. Wie
nebenstehende Tabelle zeigt, sind
eine Vielzahl chemotherapeutischer
Medikamente in der Lage, Apoptose
in unterschiedlichen Tumorgeweben
zu induzieren (Allen 1993; Hickman
1994; Mesner 1997b; Hannun 1997;
Martin 1997; Savitz 1998; Seiter
1998; Tolis 1999; Mani 2000; Pace

2000; Eichhorst 2001; Milner 2002).

Die Wirkungsweise von Chemo-
therapeutika ist aufgrund der grof3en
Anzahl an Substanzen, der Vielfalt
ithrer Angriffspunkte, und der unter-
schiedlichen Reaktionen einzelner

Zelltypen sehr komplex. Viele von

und Apoptose-sensitive Tumorarten

Apoptose-assoziierte

Apoptose-sensitive

Medikamente Tumorarten
Adriamycin Lymphome
Actinomycin D Leukamien

Ara-C
L-Asparaginase
Bleomycin
BCNU
Camptothecin
Chlorambucil
Cisplatin
Colchizin
Cyclophosphamid
Dexamethason
Etoposid
Fludarabin
5‘-Flourouracil
Gemcitabine
Hydroxyurea
Melphalan
Methotrexat
Mitoxantron
Nitrogen Mustard
Oxaliplatin
Paclitaxel

Taxol

Teniposid
Topotecan
Vinchristin

Kleinzelliges Bronchial-
Karzinom

Nicht-kleinzelliges
Bronchial-Karzinom

HNO-Karzinom
Osophagus-Karzinom
Magen-Karzinom
Kolorektales Karzinom
Leberzell-Karzinom
Pankreas-Karzinom
Mamma-Karzinom
Ovarial-Karzinom
Cervix-Karzinom
Prostata-Karzinom
Seminom

Embryonale Karzinome
Sarkom

Malignes Gliom
Neuroblastom
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thnen induzieren in der Zielzelle Apoptose iiber das CD95/Fas/APO1-System beispielsweise
Adriamycin, Cisplatin, Methotrexat, Cytarabin und Etoposid (Friesen 1999). In der weiteren
Signaltransduktion spielen die Caspasenkaskade wie auch das Verhiltnis von pro- und
antiapoptotischen Faktoren im mitochondrialen Signalweg eine wesentliche Rolle fiir die
Wirksamkeit vieler Medikamente. Ein Uberwiegen der proapoptotischen Bax und Bcl-xg
steigert die Empfindlichkeit, die Uberexpression von Bcl 2 und Bel-x; hingegen kann eine
Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika bewirken (Stoetzer 1996; Friesen 1999). Aullerdem
konnen Chemotherapeutika iiber die Aktivierung des Sphingomyelin-Ceramid-Systems zur
Apoptose fiihren, ebenso liber eine direkte Stimulation der Mitochondrien oder iiber eine
DNA-Schidigung, die eine Aktivierung von p53 und Bax und sukzessive eine indirekte

Induktion des mitochondrialen Wegs nach sich zieht (Gorczyca 1993b; Granville 1998).

Bei Behandlung mittels y-Strahlen verursachen schon therapeutische Fraktionsdosierungen
von 2 Gray meist DNA-Doppelstrang-, vereinzelt auch Einzelstrangbriiche. In der Folge wird
p53 rasch hochreguliert und erwirkt einen Arrest des Zellzyklus zur Reparatur der Lision.
Ubersteigen die Schiden jedoch die Reparaturkapazititen, leitet p53 direkt oder wiederum
durch Aktivierung von Bax auf mitochondrialem Weg die apoptotische Zelldegradation ein.
Daneben konnen y-Strahlen auch durch die Aktivierung des CD95/Fas/APO1-Systems oder
des Sphingomyelin-Ceramid-Systems Apoptose induzieren (Belka 1998; Sheard 1999;
Mirzaie-Joniani 2002). Ferner kann durch Hyperthermie — eine lokale Erwdrmung des
Gewebes auf 44°C — direkt eine Erhohung der Zelltodrate erreicht sowie die Wirksamkeit von
Zytostatika unterstiitzt werden. Dabei kann das Apoptosesignal durch Ceramid oder das
CD95/Fas/APO1-System vermittelt werden (Dyson 1986; Barry 1990; Takano 1991; Kerr
1994; Sakakura 1998).

Chemotherapie / Radiotherapie / Hyperthermie

3 3

CD95 WW DNA-Schaden r Ceramid

TNFR-1 '

£
A
DR4 / DR5 % p53
\ {
Abbildung 20: Therapeu-
tische Apoptoseinduktion
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2.1.9 Nachweisverfahren von Zelltod

Zur qualitativen Beschreibung und quantitativen Erfassung von Zelltodprozessen kdnnen eine
Vielzahl von Methoden eingesetzt werden. Sie setzen an verschiedenen Stellen des
Zelltodgeschehens an und weisen hinsichtlich ihrer Sensitivitdt und Spezifitit zum Teil
deutliche Unterschiede auf. Im Folgenden sind die gebrduchlichsten Methoden zum
Zelltodnachweis mit ihren Anwendungsmdglichkeiten aufgelistet und ihre Eignung fiir
qualitative und quantitative Untersuchungen sowie die dabei ungefahr anfallenden Kosten auf

einer Skala von ,,— (=ungiinstig) bis ,,+++* (=sehr gut bzw. sehr giinstig) angegeben:

Tabelle 6: Nachweisverfahren von Zelltod

Beispiel Qualitativ | Quantitativ | Kosten
Nachweis auf zellularer Ebene
Zellmorphologie
Elektronenmikroskopie +++ + +
Lichtmikroskopie + ++ ++
DurchfluBzytometrie ++ ++ ++
Light Scatter + ++ ++
Integritiat der Plasmamembran
Trypanblau,
Aufnahme von Farbstoffen Propidium, FDA + ++ ++
Freisetzung von zelluléren LDH, Adenylat- + ++ ot
Enzymen und Bestandteilen zyklase
. Rhodamin 123,
Funktion der Organellen Aczdianmcl)r:ange + + -+
AnnexinV- Phosphatidyl-Serin ++ ++ ++
DNA-Fragmentierung
Agarose-Gel-Elektrophorese + - ++
Zellfraktionierung + + ++
Filtration + + ++
Umkehrfeld-Gel-Elektrophorese + + ++
TUNEL ++ 4
ISEL ++ ++ +
DurchfluBzytometrie ++ ++ ++
Polymerase-Ketten-Reaktion +++ ++ -
Aktivitiat von Enzymen g;zzzie"’ ++ ++ +
Inhibition von Enzymen ATA, CMK,FMK ++ ++ +
Zelltod-Endprodukte :’lﬁEIZ;)somen ++ ++ ++
Nachweis in fliissigen Medien
Bestandteile des Zytoskeletts fztr:i':f:ati"e’ + ++ ++
Intrazellulare Enzyme NSE, LDH + ++ ++
Bestandteile des Zellkerns mstk';:‘:;g:ﬁg:‘e + ++ ++
Caspasen,
Zelltodenzyme und deren PARP, ICAD, . " -
Spaltprodukte Nukleosomen
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Nachweis von Zelltod auf zellularer Ebene

Urspriinglich waren es morphologische Beobachtungen, die zur Charakterisierung der
verschiedenen Zelltodarten fiihrten (Kerr 1972; Wyllie 1980). Durch zusitzliche Farbungen
konnten zuverldssige quantitative Untersuchungen vorgenommen werden und die
Funktionsfahigkeit der Plasmamembran wie auch von zelluliren Organellen gepriift werden.
Je nach Zelltodart und -stadium sind diese fiir Farbstoffe permeabel oder nehmen sie aktiv
auf.

Weitere elegante Methoden zur qualitativen und quantitativen Zelltodbestimmungen stellen
durchfluBBzytometrische Verfahren und der Einsatz von fluoreszierenden Markern dar. Damit
konnen GroBe, Struktur, Funktionsfiahigkeit sowie strukturelle und funktionelle
Veranderungen relativ einfach beurteilt werden, so auch die Intaktheit der Phospholipid-
asymmetrie innerhalb der Plasmamembran, die bei Apoptose aufgehoben ist.

Nachdem der Zusammenhang zwischen Apoptose und Fragmentierung des Chromatins
erkannt worden war, wurden Techniken entwickelt, um diesen Prozess nachzuweisen,
darunter die DNA-Elektrophorese, durchfluzytometrische Verfahren, Filtrationsassays und
Markierung von DNA-Briichen mit fluoreszierenden Stoffen.

SchlieBlich eroffnen sich mit zunehmendem Verstindnis der regulativen Prozesse und
Signalwege wiahrend des Zelltods zahlreiche Nachweismoglichkeiten, zu denen die
Aktivierung und Inhibierung verschiedener Caspasen ebenso zdhlen wie das Vorhandensein

von spezifischen Substraten in unversehrter oder gespaltener Form (Mesner 1997a).

Zellmorphologie

Anhand von morphologischen Verdnderungen — wie Zellschrumpfung, Loslosung der Zelle
aus dem Verband mit Nachbarzellen, randstdndige Kondensation des Chromatins im Zellkern,
Fragmentierung des Zellkerns, Bldschenbildung (Budding, Blebbing) und Abschniirung von
apoptotischen Korperchen an der Zellmembran sowie Phagozytose durch Nachbarzellen —
konnen apoptotische Zellen deutlich von onkotischen unterschieden werden. Bei letzteren
kommt es zu einem Anschwellen der Zelle und deren Organellen, einer unregelméfBigen und
diffusen Verklumpung des Chromatins im Zellkern, einem friihzeitigen Rupturieren der
Membran und einem ungeordneten Austreten des Zellinhalts in den extrazelluliren Raum

(Kerr 1995).
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Elektronenmikroskopischer Nachweis

Aufgrund seines hohen Auflosungsvermogens lassen sich mittels Elektronenmikroskop die
zelluldren und subzelluldren Vorgénge einschlieBlich ihrer zeitlichen Abfolge sehr genau
beobachten. Allerdings betrifft der apoptotische Zelltod meist nur einzelne Zellen innerhalb
eines Gewebes und ist wegen der raschen Phagozytose durch Nachbarzellen hiufig schon
nach kurzer Zeit (etwa 30 bis 60 min) abgeschlossen. Da mit dem Elektronenmikroskop
jedoch nur diinne Gewebsschnitte oder Zellschichten untersucht werden konnen, deren Zellen
sich darliber hinaus in unterschiedlichen Stadien befinden, eignet sich diese Methode nicht

zum quantitativen Nachweis von apoptotischen Zellen (Sgonc 1994; Mesner 1997a).

Lichtmikroskopischer Nachweis

Mit dem Lichtmikroskop kann eine groBere Anzahl von Zellen beurteilt werden. Allerdings
konnen nur grobe morphologische Verdnderungen, wie die apoptotischen Korperchen
einzelner apoptotischer Zellen oder die unregelméfig oder schwach kondensierten Kerne von
Verbianden onkotischer Zellen, die oft von neutrophilen Leukozyten oder mononukledren
Phagozyten umgeben sind, erkannt werden (Kerr 1995).

Chromatinfarbungen mit Hematoxylin und Eosin, sowie den DNA-bindenden Farbstoffen
Hoechst 33258 und 4°,6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI) und anschliefende Fluoreszenz-
mikroskopie erleichtern das Aufspiiren von apoptotischen Zellen. Allerdings stellen normale
Zellen mit kondensiertem Chromatin, etwa kleine Lymphozyten, oder kleine Zellfragmente,

die beim Gewebeschnitt entstanden, Verwechslungsgefahren dar (Mesner 1997a).

DurchfluBzytometrie

Bei der Identifizierung und Charakterisierung von Zellen wird in zunehmendem Mal} auf
durchfluzytometrische Verfahren zuriickgegriffen. Das Prinzip der Methode besteht
vereinfacht im Erfassen von Fluoreszenzeigenschaften einzelner Zellen: Zellsuspensionen
werden im Zytometer in kleine Tropfchen atomisiert, die mit hoher Wahrscheinlichkeit nur
eine einzelne Zelle enthalten. Diese Tropfchen passieren in einer Kaniile nacheinander einen
Laserstrahl und mehrere Detektoren. In Lichtverstirkern wird das durch die Zelle gestreute
Laserlicht sowie die durch den Laser angeregte Fluoreszenzstrahlung der Zelle gesammelt,
verstiarkt und gemessen (Mesner 1997a).

Der Hauptvorteil gegeniiber der Mikroskopie ist die Quantitidt der Untersuchungen: Mittels

DurchfluBzytometrie konnen Zehntausende von Zellen innerhalb einer Minute beurteilt
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werden. Auflerdem konnen durch den breiten dynamischen Bereich der Verstirker prazise die
Fluoreszenzintensititen tiiber vier Potenzen ermittelt werden. Wegen dieser idealen
Voraussetzungen wurden viele Firbe- und Fluoreszenzmethoden fiir die durchfluf3-
zytometrische Zelltodcharakterisierung entwickelt. Ein schwerwiegender Nachteil ist
allerdings die fiir die Anschaffung eines Zytometers notwendigen hohen finanziellen

Aufwendungen (Darzynkiewicz 1997; Mesner 1997a).

Light Scatter

Eine Anwendung des Zytometers ist das ,Light Scatter-Verfahren. Dabei trifft ein
Laserstrahl auf eine Zelle und wird in verschiedene Richtungen gestreut. Aus der Analyse des
gestreuten Lichts lassen sich Riickschliisse iiber die Grofe und Struktur der Zelle ziehen. Die
Intensitdt des nach vorne gestreuten Lichts (forward scatter) korreliert mit der ZellgroB3e, die
Intensitét des in einem rechten Winkel zum auftreffenden Laserstrahl gestreuten Lichts (side
scatter) mit der Granularitdt und dem Vorhandensein von intrazelluldren lichtreflektierenden
Strukturen (Carbonari 1995; Darzynkiewicz 1997).

Wihrend der Onkose wird ein initial gesteigerte, dann schnell abnehmende Fahigkeit der
Zelle beobachtet, Licht sowohl nach vorn und zur Seite zu streuen. Diese verdnderte
Eigenschaft wird durch das anfiangliche Anschwellen der Zelle und der friih einsetzenden
Plasmamembranruptur mit folgender Freisetzung des Zellinhalts erklart.

Apoptotische Zellen zeigen eine erniedrigte Intensitdt im forward scatter — aufgrund des
Zellschrumpfungsprozesses — jedoch eine voriibergehend erhdhte Intensitdt im side scatter,
die auf die Kondensation des Chromatins und die Fragmentation des Zellkerns
zuriickzufiihren ist. In spdteren Apoptose-Stadien nimmt auch die side scatter-Intensitit ab.
Wiederum limitieren mechanisch fragmentierte Zellen und isolierte Zellkerne die Spezifitit

der Methode (Darzynkiewicz 1997).

Integritat der Plasmamembran

Anhand der Plasmaintegritit konnen lebende von toten Zellen unterschieden werden.
Anzeichen fiir eine erhohte Permeabilitit der Membran sind einerseits die zellulédre
Anfarbung mit speziellen Farbstoffen andererseits die Freisetzung von zelluldren
Bestandteilen, die in intakten Zellen die Plasmamembran nicht passieren konnen

(Darzynkiewicz 1994, 1997; Mesner 1997a).
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Aufnahme von Farbstoffen

Zu den Farbstoffen, die die Plasmamembran nur in Zellen mit gestorter Plasmaintegritit
tiberwinden konnen, zédhlen kationisch geladene Molekiile, wie Trypanblau, Propidium,
Ethidium und 7-Amino-Actinomycin-D (7-AMD). Nach Inkubation mit diesen Farbstoffen
werden selektiv Zellen wihrend Onkose, in spiten Stadien der Apoptose und nekrotische
Zellen markiert. Da im Verlauf der Apoptose die membrandse Transportfunktion bereits vor
der Ruptur der Zellmembran gestort sein kann, ist hdufig in apoptotischen Zellen eine leichte
Féarbung vorzufinden (Darzynkiewicz 1994, 1997, Mesner 1997a).

Eine weitere Moglichkeit, die Zellintegritit nachzuweisen, ist die Verwendung des nicht-
fluoreszierenden Esterasesubstrats Fluorescein Diacetat (FDA), welches nach der Aufnahme
in lebende Zellen durch intrazelluldre Esterasen in das hochfluoreszierende Fluorescein
hydrolysiert wird. Bei Gegenfarbung mit Propidiumiodid (PI) erscheinen lebende Zellen griin
(Fluorescein), tote Zellen hingegen rot (PI).

Das membrangingige Fluorochrom Hoechst 33342 wird zur speziellen Anfarbung von
apoptotischen Zellen eingesetzt. Kurzzeitige Inkubation mit niedrigen Konzentrationen dieses
Farbstoffs soll zu besonders kréftigen Einlagerung in apoptotischen Zellen fiihren, wahrend
lebende Zellen eine ldngere Inkubationszeit bendtigen. Nach Gegenfarbung mit PI kénnen die
apoptotischen dann von onkotischen, spdt-apoptotischen und nekrotischen Zellen
unterschieden werden (Carbonari 1995; Darzynkiewicz 1997).

Da jedoch die Membraneigenschaften je nach Zelltyp, Apoptosestadium und
Apoptoseauslosung  variieren, miissen die Konzentration der Fluorochrome, die
Inkubationszeit und -temperatur, sowie die Zusammensetzung der Inkubationsmedien erst

optimiert werden, um die beschriebenen Effekte zu erzielen (Mesner 1997a).

Freisetzung von zelluldren Bestandteilen

Aufschluss iiber die Integritit der Plasmamembran liefert auch das extrazelluldre Vorkommen
von urspriinglich intrazelluldren Bestandteilen oder Enzymen. Eine einfache Moglichkeit zur
Quantifizierung von toten Zellen besteht in der Aktivititsbestimmung der
Laktatdehydrogenase (LDH) oder der Adenylatkinase im Kulturmedium.

Der Vorteil der Methoden zur Priifung der Unversehrtheit der Plasmamembran liegt in der
Beurteilbarkeit von groflen Zellzahlen und der Quantifizierung des Zelltodvorkommens.
Allerdings ist die exakte Bestimmung der Zelltodart oft schwierig, insbesondere in frithen

Stadien. Fiir die Untersuchung einzelner Zellen sowie fiir die Beurteilung von in vivo-
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Modellen, bei denen die Zellen oft schon vor der Ruptur der Zellmembran phagozytiert

werden, ist ihre Bedeutung ebenfalls eingeschrinkt (Mesner 1997a).

Funktion der Organellen

Viele der Tests zur Beurteilung der Lebensfihigkeit von Zellen untersuchen die
Funktionsfdhigkeit deren Organellen. Das kationischen Fluorochroms Rhodamin 123 (Rh123)
reichert sich in Mitochondrien mit intaktem Transmembranpotential an. Bei Gegenfirbung
mit Propidiumiodid koénnen lebende Zellen so griin (Rh123) und tote rot (PI) markiert
werden. Im Frithstadium wird bei onkotischen Zellen voriibergehend eine verstirkte
Einlagerung von RH123 beobachtet, was auf eine tempordre Erhéhung des mitochondrialen
Transmembranpotentials hindeutet. Hingegen geht der Abfall des Transmembranpotentials
wihrend der friihen Apoptose mit erniedrigter RH123-Akkumulation einher.

Lysosomen intakter Zellen nehmen das metachromatische Acridin Orange (AO) auf, welches
rot fluoresziert. Besonders in Zellen mit einer Vielzahl aktiver Lysosomen, wie Monozyten

und Makrophagen kann dieser Farbstoff eingesetzt werden (Darzynkiewicz 1994, 1997).

Annexin V - Phosphatidyl- Serin

In lebenden Zellen sind die Phospholipide der Plasmamembran asymmetrisch verteilt.
Wihrend Phosphatidylcholin und Sphingomyelin auf der d&ufleren Oberflédche angeordnet sind,
ist Phosphatidylserin nach innen gewandt. Schon in einem frithen Apoptosestadium geht diese
Asymmetrie verloren und Phosphatidylserin wird ebenfalls an der dufleren Oberfliche der
Zellmembran exponiert (Fadock 1992; Koopman 1994). Das Antikoagulans Annexin V
bindet bevorzugt und spezifisch an negativ geladene Phospholipide wie Phosphatidylserin. In
Verbindung mit Fluorescein, kdnnen apoptotische Zellen mittels Zytometer nachgewiesen
werden (Koopman 1994; Vermes 1995; Mesner 1997a).

Wihrend Apoptose reagieren Zellen mit Annexin V nach dem Einsetzen der
Chromatinkondensation; jedoch ist die Plasmamembran zu diesem Zeitpunkt noch nicht
durchldssig fiir Propidiumiodid. So kénnen mit einer Kombination von fluoreszierendem
Annexin V und PI sowohl lebende Zellen (Annexin V negativ, PI negativ), frithapoptotische
Zellen (Annexin positiv, PI negativ) und spatapoptotische oder nekrotische Zellen (PI positiv)

identifiziert werden (Darzynkiewicz 1997).



49

Nachweis der DNA-Fragmentierung

Aufgrund ihres Aufbaus bietet das Chromatin bevorzugte Angriffspunkte fiir Nukleasen an
den Verbindungsstiicken zwischen den relativ geschiitzten Nukleosomen. Nachdem in
Agarose-Gel-Untersuchungen bei apoptotischen Zellen charakteristische Bande entdeckt
wurden, die der GroBe von Nukleosomen und Vielfachen davon entsprachen, wurde dies auf
die Aktivierung von Nukleasen zuriickgefiihrt und Techniken entwickelt, um die DNA-

Fragmentierung nachzuweisen (Mesner 1997a).

Agarose-Gel Elektrophorese

Urspriinglich wurde die internukleosomale DNA-Fragmentierung mit Hilfe der Agarose-Gel
Elektrophorese gezeigt. Nach Isolierung und Préparation wird die DNA auf ein Gel mit 1%
bis 2% Agarose aufgetragen und nach Anlegen einer geeigneten Spannung nach Gréfe und
Ladung aufgetrennt. Wéhrend bei apoptotischen Zellen typischerweise regelméBige,
voneinander scharf abgegrenzte Bande zu beobachten sind, die auf das iiberwiegende
Vorhandensein von Fragmenten mit einer Lange von 180 Basenpaaren (bp) und Vielfachen
davon zuriickzufiihren ist und den Eindruck einer Leiter vermitteln, zeigt sich bei onkotischen
Zellen eine mehr oder weniger unscharfe, ,,verschmierte® Verteilung der DNA auf dem Gel,
die durch eine unspezifische und zufédllige DNA-Spaltung bedingt ist (Kerr 1994; Mesner
1997a).

Die Agarose-Gel-Elektrophorese ist eine einfach durchzufithrende und billige Methode,
jedoch weist sie einige Méngel auf: Aufgrund ihrer Insensitivitit muss eine grofle Menge an
DNA (der Gehalt von etwa 10° Zellen) ins Gel geladen werden, um dann mit Ethidiumbromid
erkannt zu werden. Bei Verwendung von sensitiveren DNA-bindenden Farbstoffen wie
SYBR Green oder Southern Blots kann diesem Manko teilweise abgeholfen werden (Mesner
1997a).

Ein weiterer Schwachpunkt liegt in der fehlenden quantitativen Aussagekraft. Zwar kann mit
Agarose-Gel zwischen Apoptose und Onkose unterschieden werden, doch der Prozentsatz der
in der Leiter abgebildeten DNA-Menge kann nur schwer abgeschitzt werden. SchlieBlich
wer-den im Agarose-Gel nur Fragmente mit Doppelstrangbriichen in einem Bereich von 180
bp bis 10 kbp erfasst. Somit entziehen sich einzelstringige und hochmolekulare Fragmente
dem Nachweis durch diese Methode. Dies fillt besonders ins Gewicht, da bei Apoptose in

einigen Zellen einzelstringige DNA-Briiche (Mesner 1997a) sowie hdufig nur Spaltung der
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DNA in hochmolekulare Fragmente ohne weitergehende Zerstiickelung (Oberhammer 1993)

oder vollig ausbleibende DNA-Fragmentierung (Cohen 1992) beobachtet wird.

Zellfraktionierung

Doppelstrangige DNA-Fragmente bis circa 20 kb kdnnen aus Kernen extrahiert werden, wenn
Zellen unter nicht-denaturierenden Bedingungen in EDTA-Puffer lysiert werden. Durch
anschlieBende colorimetrische oder fluorimetrische Bestimmung ist dann die Quantifizierung
der DNA-Fragmente moglich. Alternativ dazu kann eine Radiomarkierung der zelluldren
DNA vor Eintritt des Zelltods und anschliefende szintillatorische Zahlung durchgefiihrt
werden.

Aufgrund der relativ exakten Quantifizierung von DNA-Fragmenten konnen diese Techniken
fiir Studien der zeitlichen Abfolge des Zelltods herangezogen werden. Da jedoch nur die
Menge der DNA bestimmt wird, konnen keine Riickschliisse auf die Zelltodart gezogen
werden. Aullerdem kann nicht unterschieden werden, ob die DNA Ergebnis einer gleichmifig
verteilten aber geringen Degradation in allen untersuchten Zellen oder einer

iiberproportionalen Fragmentierung in wenigen Zellen ist (Mesner 1997a).

Filtration

Eine weitere Quantifizierungsmoglichkeit fragmentierter DNA ist durch Filtrationsassays
gegeben. Dabei wird die zellulire DNA vor Beginn des Zelltods ebenfalls radiomarkiert und
danach in Filter mit definierter Porengrofe eluiert. Wahrend hochmolekulare DNA-Stiicke im
Filter zuriickgehalten werden, konnen kleine Fragmente die Poren passieren und werden an-
hand ihrer Markierung quantifiziert. Zwar ist auch diese Methode einfach, schnell und genau,

jedoch kann auch damit keine Aussage iiber die Zelltodart gemacht werden (Mesner 1997a).

Umkehrfeld (Field inversion) Gel-Elektrophorese

Schon vor dem Auftreten der typischen DNA-Leiter aus Fragmenten mit 180 bp und einem
Vielfachen davon konnen wihrend des apoptotischen Zelltods hohermolekulare DNA-Stiicke
(20-500 kbp) vorgefunden werden. Es wird vermutet, dass in einem ersten Schritt von Endo-
nukleasen DNA-Rosetten (200-600 kbp) und DNA-Schleifen (50 kbp) gespalten werden, ehe
in einem zweiten Schritt die internukleosomale Zerstiickelung erfolgt oder in einigen Fillen
auch ausbleiben kann (Oberhammer 1993). Zum Nachweis dieser hochmolekularen DNA-

Fragmente eignet sich besonders die Umkehrfeld-Gel-Elektrophorese. Nach der Extraktion
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und Priparation wird die DNA in ein Gel geladen, an das ein elektrisches Wechselfeld
angelegt wird. Aufgrund ihrer Tréagheit konnen grofere Stiicke die Richtungswechsel nur

langsamer vornehmen als kleinere und kénnen so separiert werden (Mesner 1997a).

TUNEL

Allen elektrophoretischen Verfahren ist gemein, dass sie die Anzahl der vom Zelltod
betroffenen Zellen nicht bestimmen konnen. Dies ist jedoch mit der TUNEL (Terminal
Deoxyribonucleotidyl Transferase-Mediated dUTP Nick End Labeling)-Technik moglich:

Das Prinzip besteht in der Markierung der freien 3°‘OH-Enden der DNA, wie sie auch
wiahrend Apoptose entstehen, durch Nukleoside, die mit Biotin, Digoxigenin oder FITC
versehen sind. Die am hdufigsten verwendete Version des Tests beniitzt als Nukleosid
biotinyliertes Deoxyuridintriphosphat (dUTP) (Gorczyca 1993a; Ben-Sasson 1995). Die
Bindung der Nukleoside an ein 3°‘OH-Ende der DNA wird dabei durch ein Enzym namens
Terminale Deoxyribonucleotidyl Transferase (TdT) unter Beteiligung von Co*" katalysiert.
Nach Beseitigung der iiberschiissigen Nukleoside wird fluoreszierend markiertes Streptavidin
zugegeben, das an die biotinylierten Nukleoside bindet und die Quantifizierung im
Fluoreszenzmikrospkop oder Durchfluzytometer erlaubt (Gorczyca 1993a; Sgonc 1994;
Ben-Sasson 1995; Darzynkiewicz 1997).

Der Vorteil der TUNEL-Technik ist die gleichzeitige Beurteilbarkeit von Morphologie und
Farbeverhalten, wodurch sich mit dieser Methode der zeitliche Ablauf von morphologischen
Verdnderungen und DNA-Fragmentation einordnen ldsst. AuBerdem ldsst sich der
Prozentsatz der apoptotischen Zellen genau abschitzen. Diese Vorteile werden unterstrichen

durch die Verwendung von Durchflulzytometern, die eine hohe Sensitivitit gewihrleisten.

Allerdings kénnen dadurch auch DNA-Briiche mit freien 3°‘OH-Enden, die auf andere
Ursachen als Apoptose zuriickgehen, wie die Aktivitit von Topoisomerase II oder
Fragmentierung wihrend des onkotischen Zelltods, zu positiven — wenngleich auch weniger
starken — Signalen im TUNEL-Test fithren (Gorczyca 1993a; Ben-Sasson 1995; Mesner
1997a).
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ISEL

Ein dhnliches Verfahren ist ISEL (In situ end labeling of fragmented DNA), das an Stelle von
TdT die DNA Polymerase I zur Bindung der Nukleoside an die freien 3°‘OH-Enden benutzt
(nick translation). Gegeniiber der TUNEL-Methode ist ISEL etwas weniger sensitiv, da nur
zuriickgesetzte und nicht wie bei TUNEL zusidtzlich hervorstehende und stumpfe 3’OH-
Endigungen markiert werden (Wjisman 1993; Gorczyca 1993a; Gold 1994; Darzynkiewicz
1997).

DurchfluBmetrische DNA-Bestimmung
Die durchfluBzytometrische Bestimmung des zelluliren DNA-Gehalts kann gut mit den
TUNEL- und ISEL-Verfahren kombiniert werden. Nach G,

Permeabilisierung der Zellen mittels Detergenzien oder i
Fixation durch Alkohol oder Aceton ftritt bereits
fragmentierte DNA aus der Zelle aus. Deshalb zeigen
apoptotische Zellen bei Anfiarbung der verbleibenden

zelluldren DNA einen verminderten DNA-Gehalt, der noch

unterhalb der sich in der G1-Phase befindenden Zellen liegt
(,,Sub-G1-Peak®). Da bei dieser Art der DNA-

Quantifizierung der Status der nicht-apoptotischen Zellen im

Zellzyklus mitbestimmt wird, ist auch eine Untersuchung

Abbildung 21: Sub-G1 Peak
bei apoptotischen Zellen

(Darzynkiewicz 1997). (Darzynkiewicz 1997)

der Zellzyklusspezifitit der apoptotischen Zellen mdoglich

Unter den Sub-Gl-Peak fallen allerdings auch mechanisch geschédigte Zellen, Zellen mit
niedrigem DNA-Gehalt oder mit abweichender Chromatinstruktur, die fiir Fluorochrome nur

eingeschriankt zuginglich sind, wodurch die Spezifitit des Verfahrens sinkt.

Bestimmung der Aktivitdt von Enzymen und Proteasen

Das zunehmende Verstindnis von Enzymen und Proteasen, die an Zelltodprozessen beteiligt
sind, eroffnete neue Moglichkeiten, Zellen anhand der Aktivitit dieser Enzyme zu

charakterisieren. Diese kann auf verschiedene Arten bestimmt werden:
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e Durch direkte Bestimmung der Enzymaktivititen, die wihrend des Zelltods erhoht sind.

e Durch Blockierung der Enzymaktivitdten mittels Inhibitoren

e Durch genetische Modulationen der Enzymaktivitit, das heiit Erzeugen von
Uberexpression (durch Transfektion) oder Unterexpression (durch , Antisense

Oligonukleotide* oder genetischen ,.knockout™) relevanter Gene.

Zu den Enzymen, deren Aktivitit wihrend Apoptose gesteigert ist, zdhlen die Gewebstrans-
glutaminase, die Deoxyribonuklease und verschiedene Mitglieder der Caspasenfamilie. Vor-
aussetzungen fiir zuverlissige Aktivitdtsbestimmungen sind eine ausreichende Spezifitdt des
Tests, moglichst dem intrazelluldren Milieu wihrend Apoptose dhnliche Bedingungen und ein

direkter Bezug zwischen der Enzymmenge und dem gebildeten Endprodukt (Mesner 1997a).

Einsatz von Inhibitoren

Wiéhrend Apoptose sind in einer Zelle sowohl die Proteinsynthese sowie verschiedene
Nukleasen und Proteasen aktiviert. Zum Nachweis ihrer Beteiligung an apoptotischen
Prozessen konnen Inhibitoren gegen die Enzyme eingesetzt werden: Die Proteinsynthese wird
beispielsweise durch Cycloheximid oder Staurosporin blockiert; Endonukleasen werden in
ihrer Aktivitdt durch Aurintricarboxylsdure (ATA) oder Zink gehemmt; Chloromethylketone
(CMKs) und Fluoromethylketone (FMKs) wie auch Peptidaldehyde (YVAD-Aldehyd und
DEVD-Aldehyd) sind potente Inhibitoren von Proteasen, darunter auch von Caspasen.
Allerdings ist in den wenigsten Fidllen eine gute Selektivitdt der Inhibitoren gegeben: So
hemmt ATA neben Endonukleasen auch eine Reihe von Proteasen, Polymerasen sowie die
Proteinsynthese, ebenso wirkt Zink auch inhibierend auf Proteasen. Hingegen weisen
Proteasen eine weit geringere Affinitdt zu FMKs und CMKs auf wie andere Enzyme.
Aufgrund der oft mangelnden Selektivitit miissen Inhibitoren-Tests sorgfiltig geplant,
kontrolliert und vorsichtig interpretiert werden. Zu ihrer Bestitigung konnen alternative
Techniken wie die Verwendung von Antisense-Oligonukleotiden oder genetischen

,knockouts* herangezogen werden (Mesner 1997a).

Nachweis von Endprodukten

Der intrazelluldre Nachweis von Substraten oder Endprodukten apoptosespezifischer Enzyme
bietet dartiber hinaus eine zusdtzliche Option der Zelltodcharakterisierung. Am bekanntesten

sind der Nachweis von Poly-(ADP-Ribose) Polymerase (PARP) sowie von Nukleosomen, die
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nach Lyse der Zellen immunologisch mit Antikorpertestsystemen aufgespiirt und quantifiziert
werden konnen. Dabei kommt der Spezifitdt und Sensitivitét der eingesetzten Antikorper eine

zentrale Bedeutung zu (Kaufmann 1993; Leist 1994; Mesner 1997a).

Nachweis von Zelltod in flissigen Medien
In Korperfliissigkeiten wie Blutplasma und -serum, Urin, Liquor, Aszites, Pleurafliissigkeit
konnen Substanzen, die von absterbenden oder abgestorbenen Zellen freigesetzt werden,

nachgewiesen werden. Dazu zéhlen

e Bestandteile des Zytoskeletts, wie Cytokeratine und Lamine,

e vorwiegend intrazellulire Enzyme, wie die Laktatdehydrogenase (LDH) und die
Neuronen-spezifische Enolase (NSE),

e Bestandteile des Zellkerns, wie Nukleosomen und freie DNA, auflerdem

o direkt am Zelltod beteiligte Enzyme wie Caspasen und deren Spaltprodukte.

Bestandteile des Zytoskeletts

Intrazelluldre Stiitzproteine, wie Cytokeratine und Lamine, werden wéhrend des Zelltods von
Proteasen degradiert, welche dadurch eine Destabilisierung der Zellmembran erreichen. In
fragmentierter und somit loslicher Form erscheinen sie in der Blutbahn und konnen dort
mittels immunologischer Nachweisverfahren quantifiziert werden. Von den mehr als 20
bisher charakterisierten Cytokeratinen werden einige Fragmente, deren Serumkonzentrationen
in Beziehung mit der Ausdehnung oder dem Wachstum von epithelialen Tumoren stehen, bei
Personen mit derartigen Tumorerkrankungen zur Diagnostik, Therapiekontrolle, Rezidiv-

erkennung und Prognoseabschitzung eingesetzt.

Ein Beispiel ist der 1993 entwickelte Test CYFRA 21-1, der ein Fragment des Cytokeratins
19 mittels zweier monoklonaler Antikdrper erkennt und sich als aussagekréftiger Parameter
bei Plattenepithelkarzinomen, insbesondere beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom,
etabliert hat (Stieber 1993). Untersuchungen neueren Datums stellten einen direkten
Zusammenhang zwischen der Freisetzung von CYFRA 21-1 und dem apoptotischen Zelltod

her (Sheard 2002).
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Intrazelluléare Enzyme

Obligat intrazelluldre Enzyme gelangen erst in die Blutbahn wenn die Plasmamembran pords
wird oder zerreifit. Diese beiden Zustinde sind zwei wichtige Vorginge wéhrend des
Zelltodprozesses. Von den zahlreichen intrazelluldiren Enzymen werden einige als genereller
Zelltodmarker eingesetzt. Prominentester Vertreter ist die Laktatdehydrogenase (LDH) , die
in die Isoenzymgruppen 1-5 unterteilt werden kann. Da diese eine gewisse Zellspezifitit
aufweisen, konnen sie zur Differenzierung und Lokalisierung des Zell- oder Gewebeschadens
herangezogen werden. Erhohte Konzentrationen der Gesamt-LDH werden im Serum von
Patienten mit verschiedenen Tumorerkrankungen — vor allem in fortgeschrittenen Stadien —
beobachtet, aber auch bei akuten Infekten, Herzinfarkt und ebenso bei intravasaler Hamolyse

(Dorner 1998, Thomas 1998).

Tabelle 7: Isoenzyme der LDH und ihre Organspezifitat

Isoenzyme der LDH Organspezifitat

LDH-1 und LDH-2 Herz, Erythrozyten und Niere

LDH-3 Granulozyten und Lunge

LDH-4 und LDH-5 Leber, Skelettmuskel, Milz und Lunge

Die Neuronen-spezifische Enolase (NSE) wird hingegen vorwiegend in Neuronen des
zentralen und peripheren Nervensystems sowie in Zellen des neuroendokrinen Gewebes
angetroffen. Bei Schddigung dieser Gewebe dient sie daher zur Abschéitzung der
Lasionsgrofle. Dariiber hinaus wird sie vermehrt bei Personen mit kleinzelligem
Bronchialkarzinom freigesetzt und als Serummarker fiir die Diagnosefindung und
Therapiekontrolle verwendet. Die Spezifitdt der NSE wird jedoch durch ihr Vorkommen in
Erythrozyten, Plasmazellen und Thrombozyten eingeschrinkt. Hé&molyse und zu spétes

Abzentrifugieren fiihrt zu falsch-positiven Werten (Fateh-Moghadam 1993).

Bestandteile des Zellkerns

Anteile der nukledren Membran, nukledre Matrixproteine und die physiologischerweise im
Zellkern angesiedelte nukleosomale DNA gewinnen wéhrend des Zelltods ebenfalls Zugang
zum extrazelluldren Raum und zur Blutzirkulation.

Die Quantifizierung der DNA und die Bestimmung qualitativer Besonderheiten der DNA im
Serum und Plasma von Tumorpatienten wurde von zahlreichen Arbeitsgruppen hinsichtlich

threr Eignung fiir die Diagnosefindung, Therapiekontrolle, Rezidiverkennung und
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Prognoseabschidtzung untersucht. Durch die Einfiihrung molekularer Methoden, insbesondere
der Echtzeit-quantitativen Polymerasenkettenreaktion (Real-time quantitative PCR Tagman),
konnen qualitative und quantitative Analysen gleichzeitig vorgenommen werden. Aufgrund
der vielseitigen Indikationsgebiete sowie der breiten FEinsetzbarkeit ist mit einer
Charakterisierung zahlreicher neuer molekulargenetischer Marker zu rechnen (Anker

2001a,b; Lo 2001a; Johnson 2002; Sidransky 2002).

Zelltodenzyme und deren Spaltprodukte

Auch direkt am Zelltodprozess beteiligte Enzyme wie die Caspasen konnen in der Blutbahn
nachgewiesen und deren Aktivitit bestimmt werden. Dafiir werden Testsysteme mit
Antikorpern gegen spezifische Caspase-Epitope, Inhibitoren oder Substrate, die durch
Caspasen modifiziert werden, verwendet. Je nach Ahnlichkeit Struktur oder Spezifitit werden

dabei mehrere Caspasen gleichzeitig erfasst (http:\\www.biochem.roche.com; Hentze 2001).

Einige der durch Caspasen gespaltenen Substrate wie die Poly-(ADP-Ribose) Polymerase
(PARP), der Inhibitor der Caspase-aktivierten DNase (ICAD) sowie Lamine und Cytokeratine
sind auch im Serum oder Plasma detektierbar. Beispielsweise wird das Cytokeratin 18 von
Caspasen in epithelialen Zellen an einer definierten Stelle prozessiert, wodurch eine Antigen-
struktur freigelegt wird, die durch den Antikdrper M30 erkannt wird. So kann aus der
Konzen-tration an Cytokeratin gebundener M30-Antikdrper im Serum oder Plasma indirekt
auf die Caspasen-Tatigkeit geschlossen werden (Leers 1999). AuBlerdem weist auch ein
vermehrtes Vorkommen von Nukleosomen im Serum und Plasma auf eine Aktivierung von
Caspase-abhdngigen Endonukleasen hin. Dabei kann mdoglicherweise durch den Grad der
DNA-Fragmentierung zwischen verschiedenen Zelltodmodalititen unterschieden werden:
Kleine DNA-Fragmente wie Mono- und Oligonukleosomen sprechen fiir apoptotischen
Zelltod mit ausgedehnter, spezifischer Nukleasenaktivierung; hochmolekulare Fragmente von
iiber 10 kbp fiir Onkose mit eingeschriankter und unspezifischer Nukleasenaktivierung (Jahr

2001).

Allerdings miissen diese Hypthesen spekulativ bleiben, da die Herkunft der Substanzen nicht
sicher zuriickverfolgt werden kann, die genannten Verdnderungen auch sekundir auftreten
konnen und eine Vielzahl von Zwischenformen der Zelltodarten auf einem Kontinuum

zwischen Apoptose und Onkose bekannt sind (Lockshin 2000, Graham 2001).
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2.2 Nukleosomen

Chromatin setzt sich aus einer Kette von Komplexen aus DNA und Histonen zusammen. In

den menschlichen Zellen sind ungefahr 99% der DNA, und diese in proteingebundener Form,

im Zellkern lokalisiert. Nur ein kleiner Anteil liegt als ringférmige Struktur ohne Assoziation

an Proteine in den Mitochondrien vor. Das nukledre Chromatin ist nach einem mehrstufigen

Ordnungsprinzip angelegt:

Die DNA ist in sich selbst verdrillt (etwa 10,5 Basen pro Umdrehung; Durchmesser 2
nm).

Die DNA ist ca. 1,5-mal um Histone gewickelt. Zusammen bilden sie eine perlenférmige,
als Chromatin bezeichnete Struktur mit einem Durchmesser von 11 nm.

Die DNA-Protein-Kette ist wiederum in sich verdrillt und wird durch weitere Histone
stabilisiert, wodurch die 30 nm dicken Chromatinfasern entstehen. Die Histon-
komponenten sind dabei zur Innenseite der Fasern angeordnet.

Die Chromatinfasern bilden Schleifen und sind in sich zu einem Supertwist verdrillt.
Diese laufen schleifenartig quer durch jedes Chromosom.

Im Innern der Chromosomen sorgt ein Haltestab aus schlecht 16slichen Kernproteinen fiir

die geregelte Kondensation der Chromosomen.

DNA-Doppelhelix

g (2 nm)

Chromatin aus einer
\~ Nukleosomenkette
(11 nm)

Chromatinfaser
(30 nm)

Schleifen aus
30 nm-Fasern

Supertwist <
Chromosom

Abbildung 22:
\ / Aufbau des Chromatins
Chromatiden (modifiziert nach Plattner 1997)
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Das Chromatin kommt im Zellkern zumeist in kondensierter, maximal komprimierter Form
als Heterochromatin vor, in der es gegen exogene und endogene Schiadigungen am besten
geschiitzt ist. Im Rahmen von Replikations-, Transkriptions- und Reparaturvorgingen an der
DNA kann sie aus diesem kompakten in einen lockeren, dekondensierten Zustand {ibergehen,
um den daran beteiligten Enzymen Zugang zu den entsprechenden Stellen zu gewédhren

(Plattner 1997; Kornberg 1999).

2.2.1 Struktur und Funktion der Nukleosomen

Die Feinstruktur der Nukleosomen — der Grundbausteine des Chromatins — und ihre
Funktionsweise gewihren Einblicke in das alltdgliche, dynamische Geschehen um die
menschliche Erbinformation:

Die Proteinkomponente der Nukleosomen wird aus den Histonen H2A, H2B, H3 und H4
gebildet. Diese liegen jeweils doppelt und dazu in Dimerstruktur als H2A-H2B und H3-H4
vor. Insgesamt ergibt sich somit ein Kernprotein bestehend aus vier Dimeren eines Histon-
Oktamers. Um diesen Komplex winden sich 145 bis 147 Basenpaare DNA und formen mit
diesem zusammen den scheiben-dhnlichen Nukleosomenkern mit einem Molekulargewicht
von 206 kDa. Benachbarte Nukleosomen werden durch so genannte Linker-DNA verbunden,
deren Linge je nach Zelltyp zwischen 10 und 100 Basenpaaren (bp) variiert. An dieser
Linker-DNA sind im Abstand von etwa zehn Nukleosomen Histone vom H1-Typ angeordnet,

die fiir die Organisation als Chromatin-Faser von Bedeutung sind (Luger 1997; Rhodes 1997).

Abbildung 23: Nukleosomenstruktur (Luger 1997)
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Die linkshéndig gedrillte DNA-Superhelix umgibt das Histon-Oktamer etwa 1,65-mal und ist
an der flachen AuBenseite der Nukleosomenscheibe angebracht. 121 von 146 bp der DNA
sind durch die Interaktion mit den Histondimeren organisiert. Alle 10 bp bestehen
Bindungsstellen zwischen den Phosphodiester-Holmen der DNA und den Histonen. Diese 14
Kontakte werden durch Wasserstoftbriickenbindungen und hydrophobe Wechselwirkung
zwischen der Proteinhauptkette und den Phosphodiestern stabilisiert und gleichzeitig
unspezifisch gehalten, so dass die Bindungen unabhingig von DNA-Sequenzen bleiben.
Daneben verleihen Arginin-Seitenketten iiber nicht-polare Kontakte mit den Desoxyribose-

Gruppen zusitzliche Stabilitdt (Luger 1997; Rhodes 1997).

Die durchschnittliche Anzahl der Basenpaare pro
helikaler Windung ist mit 10,2 innerhalb des
Nukleosomenkerns reduziert im Vergleich zur
Linker-DNA mit 10,6 Basenpaaren pro Windung.
Dadurch wird die Anpassungsfahigkeit der DNA
im Nukleosomenkomplex wie auch die Positio-
nierung der Nukleosomen hinsichtlich der DNA-

Sequenz begiinstigt (Luger 1997; Rhodes 1997).

Die Histone sind aus strukturierten trihelikalen

Abbildung 24: Nukleosomenkern
Domidnen — so genannte Histon-Faltungen — (Luger 1997)

aufgebaut, sowie aus zwei unstrukturierten Endigungen. Die Heterodimere H2A-H2B und
H3-H4 entstehen durch einhakenden Kontakt zweier zentraler Histon-Falten. Im Oktamer
sind die beiden H3-H4 Dimere zentral angeordnet und stellen die zentralen sechs
Bindungsstellen fiir die DNA-Superhelix bereit; die peripheren H2A-H2B Dimere hingegen

sind furr die Fixation der in den Nukleosomenkern ein- und austretenden DNA verantwortlich.

Untereinander sind die Histondimere ebenfalls durch Wasserstoftbriickenbindungen und
hydrophobe Wechselwirkungen miteinander oligomerisiert. H3-H3 Interaktionen sorgen fiir
die Assoziation der zentralen Dimere, H2B-H4 Interaktionen fiir die Anbindung der
peripheren Dimere. Dariliber hinaus sind mehrere quervernetzende Kontakte bekannt (Luger

1997).
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Die 15 bis 30 Aminosdure zihlenden,
unstrukturierten Histon-Endigungen treten aus
dem Nukleosomenkern aus; die Ausldufer H2A
und H4 verlaufen auf der flachen Seite durch die
DNA-Superhelix  hindurch, H2B und H3
durchziehen die durch die DNA-Drillung
geformten Kanédle. Diese Endigungen nehmen
Kontakt zu benachbarten Nukleosomen auf und
gewihrleisten die internukleosomale Interaktion.

Dartiber hinaus erhohen sie die Stabilitit

innerhalb der Nukleosomenkette und spielen eine Abbildung 25: Struktur der Histone
Rolle in der Organisation der Chromatinfaser. im Nukleosomenkern (Luger 1997)
AulBlerdem konnen sie durch verschiedene chemische Gruppen modifiziert werden, wodurch
funktionelle, dynamische Prozesse an der DNA ermoglicht werden (Luger 1997; Rhodes

1997; Kornberg 1999).

Bedeutung und Funktion der Nukleosomen

Neben der Kompaktierung und Stabilisierung der DNA ist Regulation der Transkription von
genetischer Information die zentrale Aufgabe der Nukleosomen. Die Gewéhrung oder
Verhinderung des Zugangs von Transkriptionsfaktoren zu den entsprechenden DNA-
Sequenzen wird vor allem von den Histonen im Nukleosomenkern reguliert. Auf diese
wiederum kann durch Modifikationen der abstehenden Endigungen Einfluss genommen
werden. Zundchst wurde das Anfiigen und Entfernen von Acetylgruppen und deren
Auswirkungen auf die Transkription beobachtet (Grunstein 1998; Kornberg 1999);
inzwischen wurden auch Methyl-, Phosphor-, Ubiquitin- und ADP-Ribose-Gruppen in diesem
Zusammenhang untersucht (Hagmann 1999; Strahl 2000).

Durch die Ubertragung von Acetylgruppen auf die Histonendigungen durch
Histonacetyltransferasen (HAT) wird eine lokale Dekondensation des Chromatins, eine
Lockerung internukleosomaler Histon-Histon-Kontakte wie auch intranukleosomaler Histon-
DNA-Verbindungen bewirkt, wodurch Transkriptionsfaktoren Zugang zur DNA erlangen
(Grunstein 1998). Ahnliche transkriptionsférdernde Einfliisse wurden fiir Phosphorylierungen
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und Methylierungen an Histon-Endigungen beschrieben und fiir die Modifikation mit

Ubiquitin- und ADP-Ribose-Gruppen vermutet (Strahl 2000).

Als Gegenspieler der HAT fungieren Histon-Deacetylasen (HDAC), die in Zusammenarbeit
mit DNA-bindenden Proteinen an Promotoren ankoppeln und Transkriptionsprozesse
unterbinden konnen. Mit einer Repression der Transkription geht auch eine Kondensierung
des Chromatins einher. Eine Beseitigung der Phosphor- und Methylgruppen ist ebenfalls
hdufig mit einer Verlust der Transkriptionsfahigkeit verbunden (Hagmann 1999; Strahl 2000).

Remodelling des Chromatins

Promotoren und Verstarker transkriptionsaktiver Gene befinden sich meist in den Nuklease-
hypersensitiven DNA-Linker-Abschnitten. Zumindest fiir den Zeitraum der Transkription
miissen die inhibierenden Nukleosomen von diesen Bereichen entfernt oder abgehalten

werden.

Die dynamischen Nukleosomentranslokations-Prozesse werden durch Chromatin-Modelling
Komplexe wie die SWI/SNF- und RSC- Proteinkomplexe ermdglicht. Dabei unterbrechen sie
die Histon-DNA-Kontakte beginnend an den peripheren Fixationsstellen und schélen die
DNA quasi vom Nukleosomenkern ab. Wihrend RNA-Polymerasen die freigelegten DNA-
Sequenzen transkribieren, konnen weitere Verbindungen gekappt werden und das schrittweise

Voranriicken der Polymerase ermoglichen.

Der RSC-Komplex ist als bisher einziges Mitlied der SWI/SNF-Familie zur kompletten
Ablosung der DNA vom Histon-Oktamer und dessen Transfer zu einem anderen DNA-
Molekiil fahig. Bei anderen SWI/SNF-dhnlichen Komplexen findet nur eine teilweise
Abschilung statt, die freie Histonoberflache bindet an benachbarte oder entfernte DNA, bildet

Schleifen, ehe die Histone als ganze transloziert werden (Kornberg 1999; Bjorklund 1999).

Mitglieder einer zweiten Familie der Chromatin-remodelling Komplexe namens ISWI
verursachen keine derartig gravierenden Verdnderungen. Sie schaffen Histon-freie DNA-
Bereiche indem sie das Histonoktamer entlang der DNA bewegen. Dabei 16sen sie jeweils
einen peripheren Kontakt der in den Nukleosomenkern eintretenden DNA und kniifen an

deren Ausgang einen neuen. Ein zusétzlicher Motor fiir diesen Gleitvorgang ist die stirkere



helikale Drillung der DNA-
Superhelix ~ innerhalb  des
Nukleosomes, die nach Losung
der Histon-DNA-Kontakte sich
etwas aufdreht und den Histon-
komplex verschiebt (Widom
1997; Kornberg 1999). Fiir die
Funktion einiger dieser
Komplexe, zum Beispiel fiir
den Nukleosomen remodellie-

renden Faktor NURF, ist die

Promotor

mRNA

Beteiligung von

Histonendigungen erforderlich.

acetylierten

Eine Ubersicht iiber Cromatin-

remodelling Komplexe ist in

der folgenden Tabelle gegeben

(Kornberg 1999):
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Abbildung 26: Chromatin-Remodelling
durch ISWI-Komplexe (Widom 1997)

Tabelle 8: Gruppierung und Charakteristika von Chromatin-Remodelling Komplexen

Chromatin-Remodelling] Organismus ATPase Molekular- Unter-
Komplex gewicht (MDa) | einheiten
SWI/SNF-Familie
SWI/SNF S.cerevisiae SWI2/SNF2 2 11
RSC S.cerevisiae STHA1 1 15
Brahma D.melanogaster | Brahma 2 ND
H SWI/SNF H.sapiens hBRM 2 10
H SWI/SNF H.sapiens BRG1 2 10
NRD H.sapiens CHDA4 1,5 18
ISWI-Familie
| SWI1 S.cerevisiae ISWI1 04 4
| SWI2 S.cerevisiae ISWI2 0,3 2
NURF D.melanogaster | ISWI 0,5 4
CHRAC D.melanogaster | ISWI 0,7 5
ACF D.melanogaster | ISWI 0,2 4
RSF H.sapiens hISWI 0,5 2
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Silencing

Die negative Regulierung des Trans- Histonacetyltransferasen (HATS)
und Deacetylasen (DHATS)

kriptionsvorgangs  findet neben  der V4

Unterdriickung  durch  Gen-spezifische
DNA-bindende-Proteine auch durch so
genanntes ,,Silencing statt. Dies geschieht
durch die Bildung von Heterochromatin an

Chromo-somenenden oder an definierten

Stellen, die durch entsprechende DNA SIR-Proteine

gekennzeichnet ist, und persistiert wihrend  Abbildung 27: Chromatin-Silencing durch SIR-
. Proteine (modifiziert nach Grunstein 1997)

des ganzen Zellzyklus‘. In hypoacetyliertem

Zustand werden die H3- und H4-Proteine dabei von SIR3-, SIR4- oder Tup1/Ssn6- Proteinen

gebunden, die sich iiber mehrere Nukleosomen erstrecken und das Ablesen der darin

befindlichen DNA vollstindig verhindern (Grunstein 1997).

Sprach-Codierung der modifizierten Histone

Wie am Beispiel der Acetylierung von Histonendigungen dargestellt, konnen auch
Modifikationen der Histonausldufer mit Methyl-, Phosphor-, Ubiquitin- und ADP-Ribose-
Gruppen in die Regulation von dynamischen Prozessen am Chromatin — wie der
Transkription oder der Replikation — eingreifen. Diese Signale konnen sich gegenseitig

ergédnzen, unterstiitzen oder auch modulieren (Strahl 2000).

Chromatinfaser W

Nukleosom

# N-Terminus globulére Doméne *,

nicht modifiziertes .
Histon 3 N -

Abhildung 28:

modifiziertes * N o p @ 4 ‘ Modifikationen der Histone

Histon 3 (modifiziert nach Strahl 2000)
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Aufgrund der Komplexitdt der gleichzeitig stattfindenden Histon-Modifikationen, die je nach
Stellung im Zellzyklus unterschiedliche Reaktionen bzw. Aktivierungsmuster von Proteinen
bewirken konnen, wird inzwischen von einer Sprache kovalenter Histon-Modifikationen
ausgegangen. Der sich stindig &dndernde Code wird wihrend des Zellzyklus von
unterschiedlichen Proteinen gelesen, die jeweils spezifische Anweisungen ausfiihren und

erlaubt so eine optimale Anpassung an die Bediirfnisse der Zelle (Strahl 2000).

Modifikations- Funktion
N-Termini status
14 910 14 18 23 28
H3 N Nicht modifiziert Silencing
N F Acetyliert Transkription
N N ¢ Phosphoryliert Mitosis / Meiosis
N il Phos / Acetyl Transkription
N + 4 4 Methyliert Transkription?
N f CP P f f Kombinationen o
héherer Ordnung :
H4 N 8r 16r Acetyliert Transkription
N SP 1: Acetyliert Histon-Deposition

Abbildung 29: Sprachcode der Histonmodifikationen (modifiziert nach Strahl 2000)

2.2.2 Nukleosomen wahrend des Zelltods

Die Verdnderungen des Chromatins wihrend des Zelltods héngen vom verbleibenden
Energiepotential der Zelle ab: Beim onkotischen Zelltod fallen die Stétten der
Energieproduktion und -regeneration zu einem frithen Zeitpunkt aus, wodurch ATP-
abhingige Prozesse, wie die Stabilisierung von Membranen und Reparaturvorginge
zusammenbrechen. Das Chromatin verteilt sich zundchst schollig im Zellkern, ehe es ins
Zytoplasma und in den extrazelluliren Raum freigesetzt wird. Nukleasen, Proteasen und
lysosomale Enzyme finden leicht Zugang zur DNA und den eingewobenen Proteinen und
teilen diese unspezifisch in Fragmente variabler Grole (Kerr 1994; Leist 1997b; Nicotera

1998; Kanduc 2002).

Bei noch intaktem Energienachschub wihrend des apoptotischen Zelltods werden das

Chromatin und andere zelluldre Bestandteile geordnet abgebaut: Im Zellkern kondensiert das
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Chromatin und lagert sich an dessen Ridndern an. Spezielle Endonukleasen gewinnen Zugang
zum Zellkern und spalten es zunichst in groBe Teilstiicke von etwa 50-300 kbp, dann in
kleine Einheiten von 180 bp und Vielfachen davon. Dabei koénnen die beiden
Fragmentierungsschritte auch unabhéngig voneinander vorkommen, ganz ausbleiben und mit

unterschiedlichen morphologischen Verdnderungen einhergehen (Bortner 1995).

Endonukleasen

Fiir die Fragmentierung der DNA in apoptotischen Zellen wurden mehrere Endonukleasen
verantwortlich gemacht: Zunichst wurden Ca’’- und Mg”*'- abhingige Endonukleasen
verschiedener Grofe, darunter die DNase I, beschrieben (Hewish 1973; Wyllie 1980b), spéter
eine azidophile, kationenunabhingige DNase II (Barry 1993), und einige weitere wie
Cyclophiline und DNase y (Bortner 1995; Tanuma 1994). Eine Verbindung zwischen der
apoptotischen Caspasen-Kaskade und DNA-Fragmentation konnte allerdings erst 1998 durch
die Entdeckung einer Caspase-3-aktivierten DNase (CAD) und deren Inhibitor ICAD
hergestellt werden (Enari 1998; Sakahira 1998). Ohne die Vermittlung von Effektorcaspasen
kann die DNA-Fragmentation dariiber hinaus durch die Endonuklease G vorgenommen

werden (van Loo 2001).

DNase |

DNase I ist ein Polypeptid aus 260 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 30 kDA.
Die neutrale und thermostabile Endonuklease hydrolysiert Doppelstrang-DNA zu 5°-
Phospho-Oligonukleotiden mit freien 3°‘OH-Enden bei einem pH-Optimum bei pH 7,5. Fiir
ihre volle enzymatische Aktivitit benétigt sie die Anwesenheit der divalenten Kationen Ca**
und Mngr oder Mn?" in mikromolaren Konzentrationen (Mannherz 1995; Peitsch 1993,1995).
Zusammen mit Ca’" und Mg’ ruft DNase I Einzelstrangbriiche, zusammen mit Mn*"
Doppelstrangbriiche in gereinigter DNA hervor. Hingegen wird die endonukleolytische
Aktivitit durch chelierende Agenzien, Zn**, Aurintricarboxylséure (ATA) und Actin inhibiert
(Peitsch 1993, 1995).

DNase I wird im rauhen Endoplasmatischen Retikulum synthetisiert und teils als Enzym
sezerniert, teils in den perinukledren Vakuolen gespeichert. Von dort gewinnt sie wéhrend der
Apoptose bei Anstieg der intrazelluldren Konzentration der aktivierenden Kationen Zugang

zum Zellkern (Mannherz 1995). Nachdem Hewish und Burgoyne bereits 1973 iiber ihre
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Aktivitét berichteten (Hewish 1973), wurde DNase I 1980 von Wyllie mit der apoptotischen
DNA-Fragmentierung in Verbindung gebracht (Wyllie 1980b).

In grofBen Mengen wurde sie in der Niere, der Parotis, im Skelettmuskel, in Darmepithelien,
Zungenepithelien und Lymphknoten — vornehmlich Organe mit erhohtem Zellumsatz —
nachgewiesen, wihrend im Herzmuskel, der Milz, dem Pankreas und der Leber keine oder
nur geringe Aktivitit gefunden wurde (Polzar 1994; Zanotti 1995; Peitsch 1995). Eine starke
Enzymtitigkeit wurde dariiber hinaus im Blutserum und in menschlicher Samenfliissigkeit
festgestellt. Serum- DNase I baute dabei nukledre DNA auf apoptosetypische Weise in
Fragmente von 180 bp und Vielfachen davon ab, wihrend dieses Muster bei Verwendung von
gereinigter DNase I nicht auftrat. Deshalb ist vom Einfluss eines zusitzlichen Serumfaktors

oder von einer chemischen Modifikation der DNase I im Serum auszugehen (Peitsch 1992).

DNase Il

DNase II — eine azidophile Endonuklease mit einem Molekulargewicht von 38 kDA — ist
unabhingig von den Kationen Ca®", Mg*" und Mn”" und kann nicht durch Zn®>" inhibiert
werden, jedoch von Aminosédure-spezifischen Alkylantien. AuBerdem ist sie resistent
gegeniiber Hitze oder Behandlung mit Proteinase K. Thr Aktivitdtsmaximum erreicht sie bei
einem pH von 4,5, doch auch bei pH 6,5 zeigt sie noch Aktivitdt (Barry 1993). Im Gegensatz
zu DNase I produziert sie freie 5‘-OH-Enden an der von ihr fragmentierten DNA (Bortner
1995).

DNase II ist ein ubiquitires Enzym in Saugetierzellen und wird in Lysosomen und im
Zellkern vorgefunden. Wéhrend Apoptose, findet gleichzeitig zum Anstieg der intrazelluldren
Ca”*-Konzentration eine Azidifizierung statt. Intrazellulér sinkt der pH auf Werte von pH 6,3,
intranukledr sorgt eine H'-ATPase zusitzlich fiir ein Konzentrationsgefille von weiteren 0,2
pH-Einheiten. Beobachtungen von DNA-Fragmentierung ohne Erhohung der zelluliren Ca*'-
Konzentration bestarken die mogliche Beteiligung von DNase II am apoptotischen Geschehen

(Barry 1992, 1993).



Weitere DNasen

Weitere Endonukleasen mit einer Ahnlichkeit zu DNase I, jedoch unterschiedlicher Struktur
oder Aktivierungsmuster wurden als zusitzliche Kandidaten fiir die apoptotische DNA-
Spaltung gehandelt. Darunter befindet sich eine Ca®’- und Mg*"- abhingige Nuklease mit
einem Molekulargewicht (MW) von 18 kDa und einer Verwandtschaft zu Cyclophilinen
namens NUC 18 (Bortner 1995); des Weiteren eine Kationen-abhéngige Endonuklease (MW
33 kDa) namens DNase y (Tanuma 1994).

CAD /ICAD

Fiir die Caspase-aktivierten DNase (CAD) — auch als CPAN (Caspase activated nuclease;
Halenbeck 1998) und DFF-40 (DNA fragmentation factor 40 kDA; Liu 1997) bekannt — und
deren Inhibitor ICAD konnte ein direkter Bezug zu Signalwegen der Apoptose hergestellt
werden und die Liicke zwischen Caspasen-Kaskade und Fragmentierung der DNA

geschlossen werden. (Enari 1998, Sakahira 1998, Mcllroy 1999).

Die 40kDa grofle, basische CAD besteht aus 343 Aminosduren und besitzt intrinsische
DNase-Aktivitit, ist jedoch im Zytosol lebender Zellen mit dem sauren ICAD komplexiert. In
diesem Zustand blockiert ICAD die DNase-Tétigkeit von CAD, hingegen nicht jene von
DNase I und DNase II (Enari 1998). An zwei definierten Stellen kann Caspase 3 ICAD
spalten, wodurch CAD aus dem Komplex freigesetzt wird, Zugang zum Zellkern findet und
dort ihre hochspezifische endonukleatische Aktivitit entfalten kann (Enari 1998, Mcllroy
1999).

CASP-3
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CAD
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aeee Y O
. ~~
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Nukleosomen

Abbildung 30: Aktivierung von CAD (modifiziert nach Enari 1998)
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ICAD liegt in 2 Formen vor: Die lange Version ICAD-L ist ein 45 kDa Protein aus 331
Aminosaduren; bei der kiirzeren ICAD-S sind die Aminosduren 1 bis 261 identisch. In ihren
enzymatischen Eigenschaften unterscheiden sich die beiden Formen nur geringfligig. CAD-
induzierte DNA-Spaltung konnte durch Aktivierung des Fas-Signalwegs und ebenso durch
direkt DNA-schidigende Agenzien wie UV- und y-Strahlen, Etoposid sowie durch Entzug
von Wachstumsfaktoren erzielt werden (Enari 1998; Mcllroy 1999).

Endonuklease G

Unabhéngig von der Vermittlung durch aktivierte Caspasen kann die DNA-Fragmentation
durch die mitochondriale Endonuklease G erfolgen. Das 30 kDa gro3e Protein wird nach
Stimulation des mitochondrialen Apoptosesignalwegs durch die Spaltung von Bid zusammen
mit Cytochrom C ins Zytoplasma freigesetzt und bewirkt die Apoptose-typische oligo-
nukleosomale Fragmentierung des Chromatins. Durch Bcl 2 kann die Ausschiittung der Endo-

nuklease G und des Cytochroms C aus den Mitochondrien inhibiert werden (van Loo 2001).

2.2.3 Zirkulierende Nukleinsauren im Plasma und Serum

Zirkulierende Nukleinsduren wurde im Plasma und Serum bereits 1948 von Mandel und
Metais mittels einer Perchlorsidure-Fillung nachgewiesen (Mandel 1948). Bei gesunden
Personen betrédgt die vorgefundene DNA-Konzentration zwischen 10 und 30 ng/ml (Steinman
1975; Sorenson 1994; Anker 2000); bei Patienten mit SLE und anderen entziindlichen
Erkrankungen wurden hohere Werte gemessen (Shapiro 1983; Amoura 1997); Patienten mit
verschiedenen malignen Erkrankungen wiesen noch héhere Level an zirkulierender DNA auf

(Leon 1977; Shapiro 1983; Maebo 1990; Fournie 1995).

Generell kann zirkulierende DNA in Form von freier, ungebundener DNA, komplexiert mit
Histonen als Nukleosomen, assoziiert mit anderen Proteinen oder eingeschlossen in
apoptotische Korperchen (,,apoptotic bodies®) vorkommen. Die genauen Anteile der
einzelnen Komponenten konnen interindividuell wie auch intraindividuell variieren. In
Untersuchungen in Plasma von SLE- und Tumorpatienten konnte gezeigt werden dass der
tiberwiegend Teil der DNA in Fragmenten von 150-200 bp, 400 bp, 600 bp und 800 bp als
Mono- und Oligonukleosomen vorliegt (Rumore 1990; Giacona 1998; Jahr 2001).
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Bei Gesunden und Patienten mit benignen Erkrankungen konnen diese nukleosomalen
Komplexe von Lymphozyten, von nukledren Blut- oder anderen Korperzellen stammen, bei
Patienten mit Tumoren zusdtzlich von Tumorzellen, die Anschluss an das Gefdflsystem
gefunden haben. Prinzipiell konnen sie passiv im Rahmen des apoptotischen oder onkotischen
Zelltods sowie von lysierten zirkulierenden Tumorzellen freigesetzt oder aktiv von lebenden

Zellen sezerniert werden (Stroun 2000; Lichtenstein 2001).

An einzelnen Zellen konnte zwar beobachtet werden, dass die zelluldren Bestandteile, unter
anderem auch bereits fragmentierte DNA, in apoptotische Korperchen verpackt werden und
von Makrophagen und Nachbarzellen phagozytiert und abgebaut werden. Allerdings scheint
dieses System fiir physiologische Verhiltnisse ausgelegt und unter Situationen eines massiv
gesteigerten Zelltodvorkommens iiberlastet zu sein. Die Nukleosomen werden somit
vermutlich aus apoptotischen Zellen oder Korperchen in den extrazelluldren Raum freigesetzt
und konnen dann Zugang zum Gefilsystem finden (Kornbluth 1994; Rumore 1990; Franek
1991; Giacona 1998; Stroun 2000; Jahr 2001; Lichtenstein 2001).

Inzwischen wurden eine Reihe von Zelltodformen mit unterschiedlichen apoptotischen und
onkotischen Anteilen identifiziert, dic mit einem variierenden Grad an intrazelluldrer
Chromatinfragmentierung einhergehen (Leist 2001). Zwar werden bei gezielter Apoptose-
Auslosung das vermehrte Vorkommen von mono- und oligonukleosomaler DNA, bei Onkose-
Induktion die iiberwiegende Prisenz von grolen DNA-Stiicken im Plasma berichtet (Jahr
2001), doch diirfte es sich bei der Komplexitit der normalerweise in vivo gleichzeitig
ablaufenden Zelldegradierungsvorgénge an verschiedenen Zelltypen anhand der Art der
zirkulierenden DNA-Fragmente nur schwer rekonstruieren lassen, welcher Todesform genau

jene Zellen erlagen, aus denen sie freigesetzt wurden.

Komplizierend kommt hinzu, dass auch eine spontane und aktive Freisetzung nukleosomaler
DNA aus Lymphozyten in vitro sowie im Tiermodell beobachtet wurde. In einem in-vitro-
Experiment bewegte sich die Konzentration der freien DNA im Medium bei unterschiedlich
langer Inkubationszeit in engen Grenzen und pendelte sich auf diese Konzentration auch in
einem neuen Medium schnell ein, was auf einen homdostatischen Mechanismus schlieflen

lasst (Anker 1975; Stroun 2000).
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Eine weitere theoretische Quelle stellen lysierte zirkulierende Tumorzellen oder
Mikrometastasen dar. Allerdings konnen sie allein die hohen Konzentrationen fiir

zirkulierende Nukleosomen bei Tumorpatienten nicht erkldren (Sorenson 1994; Stroun 2000).

Metabolismus der zirkulierenden Nukleosomen

Da bei Hamodialyse groBe Mengen von DNA in mono- oder oligonukleosomaler Struktur
freigesetzt und in die Blutbahn geschwemmt, die mit Abschluss der Behandlung abrupt endet,
kann die Elimination der Nukleosomenkonzentration im Blut direkt verfolgt werden. Dabei
wurde eine Halbwertszeit von nur vier Minuten beobachtet (Rumore 1992). Genauere
Differenzierungen ergaben, dass etwa 90% der Nukleosomen wihrend dieser initialen,
schnellen Phase, der restliche Anteil in einer zweiten, langsameren Phase entfernt werden
(Burlingame 1996). Im Tiermodell wurde auferdem mit zunehmender Menge injizierter
Mononukleosomen eine Verlangsamung der Eliminationsgeschwindigkeit festgestellt
(Gauthier 1996). Dies deutet auf einen séttigbaren Beseitigungsmechanismus der

zirkulierenden Nukleosomen hin.

Die Leber dient als Hauptaufnahmeort fiir die aus der Blutbahn entfernte nukleosomalen
DNA. Dort waren in einer Studie von Gauthier et. al. zehn Minuten nach Injektion tliber 70%
der bereits eliminierten DNA lokalisiert. Hingegen sind Niere, Milz, Magen, Darm, Herz und
Lunge mit Aufnahmeraten von unter 1% fiir die Beseitigung von zirkulierenden Nukleosomen

nur von zweitrangiger Bedeutung (Gauthier 1996).

Generell wurde eine Abhidngigkeit der Eliminationsgeschwindigkeit von der
Zusammensetzung zirkulierender DNA beobachtet: Einzelstrang-DNA wurde schneller
abgebaut als Doppelstrang-DNA, besonders dann, wenn diese mit Proteinen assoziiert war
(Emlen 1982, 1984). Zudem wurde die Beseitigung von nukleosomaler DNA durch die
zusitzliche Gabe von Einzelstrang-DNA verzogert, was auf einen gemeinsamen, séttigbaren

Entsorgungsmechanismus zuriickzufiihren sein konnte (Gauthier 1996).

Fiir den Abbau und die Elimination der zirkulierenden DNA kommen mehrere Systeme in

Frage:
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e Bereits in der Blutbahn kann eine Degradierung durch Endonukleasen erfolgen,

e die DNA kann durch Antikérper komplexiert und prazipitiert werden,

e Makrophagen und andere Mitglieder des Retikulo-Endothelialen Systems (RES)
konnen die DNA phagozytieren, oder

e der Abbau und die Verwertung der DNA findet in der Leber statt.

Durch DNasen werden im Blut groBere DNA-Protein-Komplexe gespalten und die aus den
Komplexen herausragende DNA abgebaut. Danach erfolgt erst die weitere Zerstiickelung der
besser konservierten DNA-Anteile. Wéhrend die Eliminationsrate der groBen Komplexe in
etwa derjenigen freier DNA entspricht, geht die Beseitigung der bereits verdauten DNA
deutlich verzogert vonstatten, so dass moglicherweise die Erkennung von exponierter DNA

fiir die entsorgenden Instanzen eine wesentliche Rolle spielt (Emlen 1988).

Eine gesteigerte Endonukleasenaktivitit wurde — vermutlich korrespondierend mit einer
erhohten DNA-Konzentration — im Plasma von Patienten mit akutem Nierenversagen,
fortgeschrittenen Lebererkrankungen, akuter hdmorrhagischer Pankreatitis sowie mit
Mamma-karzinom, HNO- und urogenitalen Tumoren beobachtet. Verringerte Aktivitit fand

sich hingegen bei Patienten mit SLE (Macanovic 1997).

Dartiiber hinaus kann zirkulierende DNA, sofern sie nicht rasch und effizient abgebaut und
entfernt wird, antigenen Charakter annehmen und die endogene Antikorper-Produktion
anregen, wie bei Patienten mit SLE festgestellt wurde (Bell 1990; Machanovic 1997; Amoura
1997; Pisetzky 1997). Neben Anti-DNA-Antikorpern (Tan 1966) und Anti-Histon-
Antikorpern wurden schlieBlich auch Anti-Nukleosomen-Antikérper im Serum und Plasma
von SLE-Patienten nachgewiesen, die aufgrund ihres frithen Auftretens eine fiihrende Rolle in

der Pathogenese einnehmen (Amoura 1994; Burlingame 1994; Monestier 1996; Rosen 1999).

Unspezifisch wird extrazelluliren DNA — sei es im Gewebeverband, als frei zirkulierende
oder in apoptotische Korperchen verpackte DNA — auch von Zellen des Retikulo-
Endothelialen System (RES) wie Monozyten, Makrophagen, gewebsstindige Histiozyten,
dendritische Zellen der Epidermis und der Darmmukosa sowie phagozytierende

Endothelzellen eliminiert. Diese Zellen besitzen eine grole Anzahl von Lysosomen, die eine
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Reihe von Nukleasen und Proteasen, darunter auch eine saure, der DNase II dhnliche
Endonuklease, enthalten, die die Zerstiickelung der aufgenommenen DNA vornehmen. Die
Histon-Oktamere hingegen werden durch verschiedene Cathepsin-Proteasen abgebaut (Odaka

1999; Savill 2000).

In der Leber wird Einzelstrang-DNA fast vollstindig {iber einen séttigbaren Mechanismus
beseitigt, wobei die DNA an der Oberfliche von nicht-parenchymalen Leberzellen wie den
Kupffer’schen Sternzellen abgebaut wird. Doppelstringige, mit Histonen assoziierte DNA
findet sich nur zu etwa 70% in der Leber wieder. Dabei werden zumindest die Histon-
Komponenten von nicht-parenchymalen Leberzellen internalisiert und intrazelluldr zerlegt.
Das Schicksal der protein-gebundenen DNA ist noch nicht geklért: Mdglicherweise werden
die kompletten Nukleosomen rezeptorvermittelt in die nicht-parenchymalen Leberzellen
aufgenommen und dort abgebaut oder die DNA wird an deren Zelloberfliche fragmentiert,

wihrend die Histone intrazelluldr zerkleinert werden (Gauthier 1996).

Akute-Phase Proteine wie das C-reaktive Protein (CRP) und das Serum-Amyloid P (SAP)
liegen bei bakteriellen Infektionen hiufig in hohen Konzentrationen vor und konnen dann die
Elimination der zirkulierenden Nukleosomen verzégern. Ob dieser Effekt auf einer
kompetitiven Verdriangung an den Rezeptoren der auch fiir den Katabolismus der Akut-Phase
Proteine zustdndigen Leberzellen oder auf einer direkten Interaktion beruht, ist bisher noch
nicht geklart (Burlingame 1996). Allerdings ist die Bindungsfdhigkeit der Akut-Phase
Proteine an die positiv geladenen Histon-Komponente bekannt, wodurch sie diese
neutralisieren und ihre Affinitdt zum hepatischen Rezeptor schwichen kénnen (Du Clos 1991,

1996; Burlingame 1996).

Bedeutung von zirkulierenden Nukleosomen

Aufgrund ihrer antigenen Eigenschaften und der Produktion von Anti-Nukleosomen-
Antikdrpern wurde bereits ein kausaler Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von
zirkulierenden Nukleosomen und einigen Autoimmunerkrankungen wie SLE nachgewiesen

(Fournie 1988; Amoura 2000).
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Auch fir die Generation von Metastasen konnten sie eine wesentliche Rolle spielen. Im
Tiermodell konnte gezeigt werden, dass zirkulierende Tumor-DNA von gesunden Zellen
aufgenommen werden kann und diese Zielzellen durch die transfizierten aktiven Onkogene in

maligne Zellen transformieren kann (Garcia-Olmo 1999).

Zirkulierende Nukleosomen konnen zudem zum Schutz von Tumorzellen gegeniiber der
korpereigenen Abwehr beitragen: Sie werden vor allem von Tumorzellen, aber auch von
Lymphozyten und natiirlichen Killerzellen Rezeptor-vermittelt aufgenommen (Le Lann 1997,
Hengartner 2001), prozessiert und blockieren die durch natiirlichen Killerzellen induzierte
Lyse von Tumorzellen. Gegentiiber freier DNA oder Histonen allein sind Nukleosomen um

ein Mehrfaches wirkungsvoller (Le Lann 1997).

Differenzierung der zirkulierenden Nukleinsauren

Das Interesse an quantitativen Analysen iiber zirkulierende Nukleinsduren bei verschiedenen
Erkrankungen war lange Zeit begrenzt, da aus ihrer Prisenz nicht auf ihren spezifischen
Ursprung geschlossen werden konnte. Mit der Entdeckung neoplastischer Charakteristika der
DNA im Plasma von Tumorpatienten in Form einer reduzierten Strang-Stabilitdt der DNA
Ende der 80er Jahre durch M Stroun und P Anker (Stroun 1987, 1989) und der Etablierung
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) als neue molekulare Untersuchungsmethode in den
90er Jahren erlebte die Forschung an =zirkulierenden Nukleinsduren einen enormen
Aufschwung (Jen 2000). Mittlerweile wurden eine Reihe qualitativer, tumorspezifischer
Verdanderungen sowie weitere Formen zirkulierender Nukleinsduren identifiziert und bei

verschiedenen malignen Erkrankungen untersucht:

Abbildung 31: Qualitative Veranderungen und Erscheinungsformen zirkulierender Nukleinsduren
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Tumorspezifische Mutationen

Mutationen sind ein im Tumorgewebe hédufig beobachtetes Phinomen, die auf ineffiziente
Reparatursysteme hinweisen und zur Entwicklung und Progression der Erkrankung durch
Aktivierung von Onkogenen oder Deaktivierung von Suppressorgenen beitragen. Als
charakteristische Mutationen, die in vielen Tumoren vorzufinden sind, gelten Verdnderungen
der p53-, Bcl2-, c-myc- oder ras-Gene. Aufgrund der gewohnlich nur an wenigen,
spezifischen Stellen auf Codon 12 auftretenden Mutationen eignet sich besonders das ras-
Onkogen zu vergleichenden Untersuchungen (Sorenson 2000; Hayashi 2000; Kopreski 2000).
Ras-Mutationen werden am haufigsten in Pankreas- (Sorenson 1994; Yamada 1998; Mulcahy
1998; Castells 1999), kolorektalen (Anker 1997), gastrointestinalen (Mulcahy 2000; Sorenson
2000), und Bronchial-Karzinomen (Cooper 1997; Schneider 2000) sowie chronisch
myeloischen Leukdmien (Vasioukhin 1994) angetroffen und sind schon in friihen Stadien

vorhanden (Wagener 1999).

Mikrosatelliten-Instabilitat
Neben den kodierenden konnen auch nicht-kodierende Genabschnitte von Mutationen
betroffen sein.  Besonders Abbildung 32: Mikrosatelliten-Instabilitit (Chen 1996)

anfillig dafir sind kurze
repetetive Sequenzen ohne
funktionelle Bedeutung, so
genannte Mikrosatelliten, die

beim Entlanggleiten  der

DNA-Polymerase an der zu

kopierenden DNA wihrend

Plasma Lympho- Tumor Plasma Lympho-  Tumor
zyten zyten

der Replikationsphase verlo-
ren gehen oder zusdtzlich
eingefiigt werden. In normalen Zellen werden diese Lesefehler durch Mismatch-
Reparatursysteme bereinigt; in Tumorzellen sind diese oft blockiert oder geschiadigt. Dadurch
werden die verdnderten Loci nicht korrigiert; vielmehr erhalten und vermehren sich die

fehlerhaften Sequenzen im Laufe der kommenden Zellgenerationen.
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So werden mit der Mikrosatelliten-Instabilitit (MSI) zwei wesentliche Eigenschaften einer
Tumorzelle weitergegeben:

e die genetische Instabilitét (aufgrund der fehlenden Reparatur) und

e die Klonalitit (durch die Verbreitung identischer Mutationen).
Wihrend bei normalen Zellen eine spezifische Mikrosatellitensequenz nur sehr selten mutiert
ist und durch PCR-Amplifikation nicht erfasst wird, ist sie in Tumorzellen aufgrund deren
Klonalitit zu einem weit hoheren Prozentsatz vorhanden und kann leicht detektiert werden
(Bevilaqua 1998). Derartige Mikrosatelliteninstabilititen beschrieben 1996 als erste Chen
beim Bronchialkarzinom (Chen 1996) und Nawroz beim HNO-Karzinom (Nawroz 1996).
Seither wurden sie mehrfach bestétigt und ein Zusammenhang mit einer Reihe weiterer
Karzinome hergestellt — so beim Bronchial- (Sozzi 1999; Bruhn 2000; Gonzales 2000), HNO-
(Coulet 2000), Nierenzell- (Goessl 1998), Blasen- (Steiner 1997) und Mammakarzinom
(Mayall 1999; Shaw 2000) sowie beim Melanom (Nakayama 2000).

Verlust der Heterozygozitat

Jenseits der Feststellung von Mutationen innerhalb der Mikrosatelliten-Sequenzen kommt
diesen Genabschnitten auch Bedeutung bei der Markierung von speziellen DNA-Regionen zu,
in welchen sich oft Tumorsuppressorgene befinden. Bei der Replikation der DNA gehen
allerdings diese markierenden Gensequenzen weit hdufiger verloren, als Mutationen in den
Suppressorgenen selbst auftreten. Da meist nur ein Allel betroffen ist, wird dieser Vorgang als
Verlust der Heterozygozitit (loss of heterozygosity = LOH) bezeichnet (Bevilaqua 1998).
Sind keine bekannten ,,Hot Spots*“ mit Mutationen von Onkogenen oder Suppressorgenen
vorhanden, eignen sich die Mikrosatelliteninstabilitdt und der Verlust der Heterozygozitdt als
alternative klonale Marker fiir den Nachweis von Tumor-DNA im Plasma und Serum

(Sidransky 1997; Chen 1999; Anker 1999, 2001a; Lo 2001a; Johnson 2002).

Epigenetische Phanomene

Neben tumorspezifischen, genetischen Mutationen kdnnen auch Veridnderungen beziiglich der
DNA-Methylierung zu Funktionsverlusten von Suppressorgenen oder zur Aktivierung von
Onkogenen fiithren. In Tumor-DNA wird hdufig eine Hypermethylierung von so genannten
,»CpG Inseln® beobachtet, die sich in der Ndhe von Promotoren befinden und diese in ihrer

Gen-regulierenden Funktion storen. Dadurch kommt es zum Ausfall wichtiger Tumor-
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abwehrender Systeme, die an der Suppression von Onkogenen, an DNA-Reparaturprozessen,

an der Progression des Zellzyklus und der Apoptose-Induktion beteiligt sind (Herman 2000a).

In gesunden Zellen sind die seltenen CpG-Regionen auflerhalb der ,,Inseln* gewo6hnlich stark
methyliert, wéahrend die CpG-Inseln frei von Methylgruppen sind. So koénnen in den daran
anschlieBenden Genen Transkriptionsvorgiange stattfinden. In Tumorzellen kehren sich die
Verhiltnisse um: Anstelle der CpG-Regionen sind dort die nahe am Promotor liegenden CpG-
Inseln hypermethyliert, was eine Hemmung der Transkription nach sich zieht. Dariiber hinaus
kann auch die Methylgruppen-iibertragende DNA-Methyltransferase (DMTase) in ihrer
Konzentration, ihrer Aktivitét oder ihrer Bindungsspezifitdt verdndert sein und eine generelle
oder partielle Hypermethylierung bewirken. Im Gegensatz zu Mutationen sind diese Effekte
jedoch reversibel: Nach medikamtendser Entfernung der Methylgruppen von den CpG-Inseln

sind die angekoppelten Promotoren wieder vollstdndig wirksam (Herman 2000a,b).

Normal f_ﬁ_ﬁ_% 2 Lo o

Karzinom Luuﬁ 0 Lm0 O

Abbildung 33: Methylierungsmuster bei gesunden und Karzinomzellen
(® methyliert; O nicht methyliert; modifiziert nach Herman 2000a)

Ausgedehnte Untersuchungen wurden an DNA aus dem Tumorgewebe und aus Blutproben
von Patienten mit verschiedenen soliden Tumoren — wie Nierenzell-, Kolon-, Magen-, HNO-,
Bronchial-, Prostata-, Cervix-, Schilddriisen-Karzinomen — und hdmatologischen Neoplasien

vorgenommen (Baylin 1998, 2000; Esteller 1999, 2001; Herman 2000a,b; Jones 2001).

Dabei wurden Methylierungen in CpG-Inseln in der Néhe von Promotoren Zellzyklus-
regulierender Gene wie Rb, CDKN2A, pl16, pl4 und pl5, von Tumorsuppressorgenen wie
p73, APC und BRCA1, von DNA-Reparaturgenen wie GSTP1, MGMT und hMLHI1 sowie
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von Genen, die in Zelladhdrenz, Apoptose und Metastasierung involviert sind, wie CDHI,
TIMP3 und DAPK gefunden. Bei einigen anderen, strukturell oder funktionell verwandten
Genen wie p53 oder BRCA2 wurden keine typischen Promotor-CpG-Inseln oder
Hypermethylierungen angetroffen.

Hypermethylierungen an den oben aufgezihlten Regionen traten bei verschiedenen malignen
Erkrankungen in typischen Mustern auf. So konnte ein Methylierungs-Profil humaner
Tumorzellen erstellt werden, das fiir primir- oder differentialdiagnostische Zwecke eingesetzt

werden kann (Esteller 2001).

Verschiedene Erscheinungsformen der zirkulierenden Nukleinsauren

Die bisherige Erdrterung quantitativer und qualitativer Eigenschaften zirkulierender DNA
bezog sich auf nukleire DNA in nukleosomaler Konfiguration. Zahlreiche akute und
chronische, benigne Erkrankungen entziindlicher, autoimmuner und traumatischer Art waren
bisher Gegenstand von Untersuchungen; ebenso maligne Erkrankungen wie gastrointestinale,
Bronchial-, Pankreas- und Mammakarzinome jeweils bei Diagnose und im Therapieverlauf.
Generell korrelierte das quantitative Vorkommen der DNA héufig mit der Akuitit und dem
Stadium der Krankheit; allerdings wurden auch gegenldufige Tendenzen berichtet (Leon
1977; Shapiro 1983; Maebo 1990; Sorenson 1994; Fournie 1995; Amoura 1997; Lo
1999a,b;2000a).

Qualitative Verdnderungen im Sinne von Mutationen, Mikrosatelliten-Instabilitdt, Verlust der
Heterozygozitit und Hypermethylierungen wurden insbesondere an DNA von
Tumorpatienten vorgefunden. Als mogliche Einsatzgebiete dieser Untersuchungen bieten sich

an:

e die Bestimmung der Erstdiagnose,

e die Bestimmung der Differentialdiagnose,
e das Therapiemonitoring,

e die Beurteilung der Therapieeffizienz

e die Erkennung einer residualen Erkrankung
e die Erkennung eines Rezidivs sowie

e die Abschitzung der Prognose.
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Neben tumorspezifischer DNA konnten auch deren Transkripte nicht nur in den Tumorzellen
selbst sondern auch im Plasma und Serum nachgewiesen werden. Dabei handelt es sich um
verschiedene Messenger-RNA, zum Beispiel Tyrosinase-RNA, Telomerase-RNA, 5T4-RNA
und Mammaglobin-RNA (Kopreski 1999, 2001; Chen 2000; Poon 2000b; Gal 2001). Die
Detektion zirkulierender tumorspezifischer RNA schlieBt die Liicke zwischen der

Beschreibung genetischer Verdnderungen und der Bestimmung tumorspezifischer Proteine.

Mitochondriale DNA ist im Vergleich zur nukledren DNA kiirzer, ringférmig und nicht mit
Histon-Proteinen assoziiert. Durch spezifische genetische Fingerabdriicke kann sie
identifiziert und auch im Serum und Plasma quantifiziert werden. Aulerdem konnen auch an
ihr Mutationen und tumorspezifische Charakteristika erkannt und zu der Art und dem

Stadium der Grunderkrankung in Beziehung gesetzt werden (Fliss 2000; Sidransky 2000).

Fetale DNA wurde schon vor einer Dekade im maternalen Blut festgestellt. Sie gelangt
insbesondere durch Transfusion von fetalen Erythroblasten in den miitterlichen Blutkreislauf
(Bianchi 1990; 2001, Sekizawa 2000). In dem fiir sie fremden Milieu gehen viele
Erythroblasten auf apoptotischem Weg zugrunde und setzen ihre DNA frei. Andere iiberleben
teilweise sogar noch mehrere Jahrzehnte nach der Schwangerschaft und fithren zum Bild
eines molekularen Mikrochimirismus (Lambert 2001). Der wiederum kann Ursache von
Autoimmunerkrankungen wie SLE, Sklerodermie oder Thyreoiditis sein, die gehduft bei
Frauen nach durchlebter Schwangerschaft auftreten (Bianchi 1992, 1998, Lo 1997). In
einigen Féllen wurde beobachtet, dass die fetalen Zellen in Organe einwandern und zu
Parenchymzellen ausdifferenzieren. Dabei ist nicht entscheidend, ob die Schwangerschaft
erfolgreich verlaufen ist und zur Geburt eines Kindes fiihrte oder nicht.

Erhohte Konzentration von fetaler DNA wurde in Verbindung mit verschiedenen
pathologischen Situationen beobachtet: Miitter, die eine Priaeklampsie oder eine Frithgeburt
entwickelten, hatten deutlich hohere Werte an fetaler DNA im Plasma; aullerdem Miitter von
Feten mit einem Down-Syndrom (Leung 1998; Bianchi 1998, 2001, Lo 1997, 2000c; Poon
2000a; Zhong 2001).

Auch bakterielle DNA kann im Blut aufgrund spezifischer Sequenzen nachgewiesen werden,

jedoch wurde bisher noch keine Korrelation zu infektiosen Krankheitsbildern hergestellt.
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Aus dem Blut von Patienten mit Malaria tropica wurde DNA von Plasmodium falciparum
isoliert. Dabei wurde Plasmodien-DNA bei allen erkrankten Personen vorgefunden, bei einer
Personen sogar noch vor dem positiven mikroskopischen Befund. Kontrollpersonen waren
hingegen frei von DNA (Gal 2001).

Bei Personen mit Virus-asszoiierten Tumorerkrankungen wurden erhohte Konzentrationen

der entsprechende Virus-DNA in der Zirkulation nachgewiesen, im Besonderen:

e DNA des humanen Papilloma-Virus (HPV) bei Patientinnen mit Cervix-Karzinom
e DNA des Ebstein-Barr-Virus (EBV) bei Patienten mit nasopharyngealen Karzinomen und
Lymphomen

Bei letzteren wurde auch die Kinetik wéhrend einer radiotherapeutischen Behandlung
ermittelt. Dabei sanken die Werte in fast allen Fillen ab und blieben bei Personen mit einer
anhaltenden Remission auf einem konstant niedrigen Niveau. Beim Auftreten eines Rezidivs
oder von Metastasen stiegen sie auf dhnlich hohe Werte wie zum Diagnosezeitpunkt wieder
an; dabei ging der Anstieg oft mehrere Monate der bildgebenden Rezidivdiagnostik voraus

(Lo 1999b).
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Abbildungen 34 und 35: EBV-DNA bei Patienten mit nasopharyngealem Karzinom
(modifiziert nach Lo 1999b)

Eine genauere Analyse der Daten zur Identifizierung von Patienten mit einer erhohten
Radiosensitivitdt sowie zur Abschidtzung der Prognose stehen noch aus. Auch mit anderen
EBV-assozierten Tumorerkrankungen wie beim Magenkarzinom (Lo 2001b), Non-Hodgkin’s
Lymphom (Lei 2002) sowie beim Mamma-, Bronchial-, Colon- und Prostatakarzinom
(Grinstein  2002) .wurden quantitative EBV-DNA-Bestimmungen zur Diagnosefindung

vorgenommen und dhnliche Ergebnisse erzielt.



80

3 Methodischer Hintergrund des Nukleosomentests

Im Rahmen der hier vorgestellten Untersuchungen sollte eine methodische Uberpriifung der
Anwendbarkeit des Cell Death Detection — ELISAs P in fliissigen Medien sowie die
Validierung der klinischen Aussagekraft an unterschiedlichen Patientenkollektiven
vorgenommen werden. Als methodische Voraussetzungen fiir den Einsatz einer
diagnostischen Methode bei klinischen Fragestellungen waren dabei insbesondere zu
beriicksichtigen:
1. Standardisierte Testdurchfiihrung
2. Spezifische Nachweisbarkeit des nachzuweisenden Agens (analytische Spezifitit)
3. Sensitive Nachweisbarkeit des nachzuweisenden Agens im entsprechenden Medium
(analytische Sensitivitit)
4. Konstante Nachweisbarkeit innerhalb eines Testansatzes (Intraassay- Imprézision)
5. Konstante Nachweisbarkeit innerhalb verschiedener Testansdtze (Interassay-
Imprézision)
6. Quantifizierbarkeit des nachzuweisenden Agens (Standardkurve, Einheit)
7. Vergleich verschiedener Matrices (Serum und Plasma)
8. Stabilitdt des zu untersuchenden Agens im entsprechenden Medium
9. Langzeitstabilitdt und Lagerungsbedingungen des Mediums
10. Storende Einfliisse durch intravitale Faktoren (in vivo)
11. Storende Einfliisse durch postvitale Faktoren (in vitro)

12. Storende Einfliisse durch die Testdurchfiihrung (in vitro)

3.1 Immunchemische Nachweis- und Messverfahren

Grundlage fiir immunchemische Nachweismethoden und Messverfahren ist eine Antigen-
Antikorper-Reaktion. Dabei gehen Antigen und Antikdrper eine spezifische, reversible
Bindung ein. Nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip bindet der jeweilige spezifische Antikorper
an ein Epitop des Antigens. Hochmolekulare Antigene, wie auch Nukleosomen, besitzen

meist mehrere Epitope.

Prizipitationstechniken bildeten den Anfang bei der Entwicklung von immunchemischen
Nachweismethoden, spiter kamen die Antigen-Antikdrper-Bindung in der Nephelometrie und

der Turbidimetrie dazu. Bei diesen Methoden liegt die untere Nachweisgrenze bei etwa 10 -
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100 ng/ml. Fiir ihre Anwendung ist die Ausgewogenheit des GroBenverhéltnisses

Antigen/Antikorper entscheidend.

Durch die Markierung von Antigenen oder Antikdrpern mit fluoreszierenden Gruppen, spater
auch chemilumineszenten Gruppen und Enzymen sowie Radioisotopen wurde das Spektrum
der analytischen Mdglichkeiten enorm erweitert. Da durch die Markierung auch kleinere
Mengen analytisch erfait wurden, konnte die Nachweisgrenze herabgesetzt werden.
AuBerdem konnten mit zunehmender Unabhéngigkeit der Methoden von der Molekiilgrof3e

Nachweismethoden fiir kleine wie auch fiir sehr grole Antigene entwickelt werden.

Bei enzymimmunchemischen Testsystemen sind spezifische Markerenzyme an die im
Uberschuss zugesetzten Antigene oder Antikdrper gekoppelt. Nach Zugabe eines geeigneten
Substrats katalysieren diese Enzyme eine charakteristische Reaktion, deren Endprodukt dann
photometrisch leicht erfallit und gemessen werden kann. Typische Markerenzyme sind die
saure Meerrettich-Peroxidase, die alkalische Phosphatase und die [-Galaktosidase. Dabei
kann der Enzym-Immuno-Assay (EIA) als kompetitive Variante von dem nicht-kompetitiven

Enzym-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) unterschieden werden.

Zur Verbesserung der Spezifitit werden in einem Testsystem hédufig zwei Antikorper
eingesetzt, die das zu detektierende Antigen an zwei verschiedenen Epitopen erkennen und in
»dandwich“- Manier daran binden. Nach Reaktion eines Substrats mit der entsprechenden

Markierung eines der Antikdrper (AK) kdnnen die Komplexe quantifiziert werden.

AK 1 Antigen AK 2 Substrat

O e R
>0
O>-OXE

Abbildung 36: Prinzip eines Sandwich-Assays mit zwei Antikérpern

In den Tests konnen sowohl mono- als auch polyklonale Antikérper zum Einsatz kommen.

Klassischerweise erfolgt die Produktion von polyklonalen Antikdrpern durch Inokkulation



82

von entsprechenden Antigenen auf Labortiere und nachfolgender Gewinnung der Seren,

welche infolge der Immunantwort der Tiere erh6hte Antikorpertiter aufweisen.

Die Spezifitit der Antikorper trigt entscheidend zur Qualitét des Testsystems bei. Polyklonale
Antikdrper binden an verschiedene Epitope und sind deshalb bei geringen zu erfassenden
Konzentrationen von Vorteil, allerdings zu Lasten der Antigenspezifitit. Monoklonale
Antikorper binden hingegen nur an spezifische Epitope und erreichen somit eine besseren

Antigenspezifitidt (Thomas 1998; Dorner 1998).

3.2 Methodische Grundlagen des Ausgangstests

Firr die hier dargestellten Untersuchungen wurde der Cell Death Detection - ELISA P
(=CDDE-Test) von Roche Diagnostics, Mannheim, (Katalog-Nummer 1774 425) bezogen.

Testprinzip des Cell Death Detection — ELISAs P

Beim Cell Death Detection - ELISA ™ handelt es sich um einen nicht-kompetetiven Enzym-
immunoassay, bei dem zwei monoklonale Maus- Antikdrper nach dem oben beschriebenen
quantitativen Sandwich-Prinzip zur Anwendung kommen.

Der Festphasen-Antikorper ist gegen die Proteinkomponente der Nukleosomen, die Histone,
gerichtet, der mit Peroxidase markierte Antikorper gegen DNA. Somit ist das Vorhandensein
von beiden Nukleosomen-Komponenten, Histone und DNA, Voraussetzung fiir die Detektion
der zu bestimmenden Agenzien.

Im Testansatz wird zu einer Serumprobe mit den darin enthaltenen Mono- und
Oligonukleosomen ein Puffergemisch mit definierten Konzentrationen der beiden Antikorper
zugegeben. Wihrend der Festphasenantikdrper reversibel an die Histon-Komponente bindet
und diese an die Wand der Mikrotiterplatte fixiert, reagiert der Detektionsantikérper mit der
DNA-Komponente. Nach Beseitigung aller ungebundenen Antikérper durch mehrere
Waschschritte, wird dem Testansatz ein Substrat im Uberschuss zugesetzt, welches durch die
an den Anti-DNA-Antikorpern gekoppelte Peroxidase umgesetzt wird und zu einem
Farbumschlag fiihrt. Dieser ist somit direkt proportional zu der im Antikdrper-Sandwich
detektierten Nukleosomenmenge. Bei einer geeigneten Wellenldnge kann der Grad des
Farbumschlags photometrisch quantifiziert und {iiber eine Kalibrationskurve die

Konzentration der Nukleosomen ermittelt werden.
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Abbildung 37: Testprinzip des Cell Death Detection — ELISAs P“*
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beschichtete Anti-Histon- mit Antikorper mit Substrat
Mikrotiterplatte Antikorper Nukleosomen Peroxidase-
Markierung

Verwendete Materialien
Die verwendeten Materialien sind in zum Teil bereits gebrauchsfertiger Form im Testkit

enthalten oder werden auf folgende Weise vor der Testdurchfiihrung vorbereitet:

e PBS (Phosphate Buffer Saline): Gebrauchsfertige Losung, die 8,0 g NaCl, 0,2 g KCI,
1,44 ¢ Na,HPOy,, x 2 H,0O und 0,2 g KH,POy, in einem Liter H,O enthélt und auf pH 7.4

justiert ist.
¢ Inkubationspuffer: Gebrauchsfertige Losung, die PBS mit 1% Rinder Serum Albumin,
0,5% Tween 20 und 1 mM EDTA enthilt.

e Anti-Histon-Biotin: Tablette eines lyophilisierten und biotinylierten Anti-Histon-
Antikorper Panels, die in 450 pl bidestilliertem H,O aufgeldst wird.

e Anti-DNA-POD: Tablette eines lyophilisierten und mit Peroxidase markierten Anti-

DNA-Antikorper Panels, die in 450 pl bidestilliertem H,O aufgeldst wird.

e Immunoreagens: 1/20 Volumenanteile der biotinylierten Anti-Histon Antikorper und

1/20 Volumenanteile der Peroxidase markierten Anti-DNA Antikdrper werden
vorsichtig mit 18/20 Volumenanteilen Inkubationspuffer homogenisiert.

e Substratpuffer: Gebrauchsfertige Losung, die 1047,5 mg Zitronensdure, 62,5 mg
Natriumperborat x 3 H,0, 9,77 mg CaCl, x 2 H,0, 1335 mg Na,HPO4 x 2 H,O in 125

ml enthélt und auf pH 4,5 justiert ist.

e Substrat: Drei Tabletten mit 2,2’-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-sulfonat) (ABTS), die
unmittelbar vor Gebrauch in 15 ml Substratpuffer gelost werden und lichtgeschiitzt
gelagert werden miissen.

e Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte und Adhésiv- Folien
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Antikorper

Beim CDDE-Test werden monoklonale, aus Méusen gewonnene Antikdrper verwendet: Die
Anti-Histon-Antikorper stammen aus dem Mausklon H11-4 und besitzen eine spezifische
Affinitét fiir die Histone H1, H2a, H2b, H3 und H4. Die Anti-DNA-Antikérper wurden im
Mausklon M-CA-33 geziichtet und erkennen Einzel- und Doppelstrang-DNA.

Durch das Sandwichverfahren werden nur nukledre Mono- und Oligonukleosomen aus
eukaryotischen Zellen erfalit. Sowohl in Mitochondrien, prokaryotischen Zellen, als auch in
Bakterien und Viren ist die DNA nicht mit Histonen assoziiert und liegt deshalb auch nicht in
Nukleosomenform vor. Auch RNA ist nicht an Histone gebunden und wird so nicht detektiert

(Plattner 1997).

Vorgehensweise bei der Testdurchfiihrung
Die Testdurchfiihrung erfolgte nach der von den Herstellern empfohlenen Vorgehensweise

(http:\\www .biochem.roche.com):

Je 20 pl des zu testenden Probenmaterials werden in eine Vertiefung einer Streptavidin-
beschichtete Mikrotiterplatte pipettiert. Dazu werden 80 pl eines Immunoreagens’, bestehend
aus biotinylierten Anti-Histon-Antikorpern, Peroxidase-markierten Anti-DNA-Antikdrpern
und Inkubationspuffer, gegeben, mit einer Adhédsivfolie bedeckt und fiir 2 Stunden auf einem

Mikrotiterplatten-Riittler bei 500 g inkubiert.

Wihrend dieser Inkubationszeit reagiert der Anti-Histon-Antikorper mit der Histon-
Komponente der Nukleosomen und fixiert den Komplex mittels des Biotins an die
Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte. AuBerdem bindet der Anti-DNA-Antikorper an die

DNA-Komponente der Nukleosomen.

Nach Entfernen der noch ungebundenen Antikorper durch dreimaliges Waschen mit je 300
bis 400 pl Inkubationspuffer werden die fixierten Komplexe mit 100 ul ABTS (2,2’-Azino-
di(3-ethylbenzthiazolin-sulfonat)) inkubiert, die Mikrotiterplatte mit einer Adhésivfolie
verschlossen und bei 250 g geriittelt. Das Substrat reagiert mit der Peroxidase-Markierung der
Anti-DNA-Antikorper und bewirkt eine zu diesen Antikdrpern proportionale

Farbverinderung, die photo-metrisch bei =405 nm gegen die Substratlosung als Blank



85

(Referenzwellenldnge =492 nm) quantifiziert wird. Wéhrend der Testhersteller fiir die
Inkubation des ABTS-Substrats eine ,,ausreichende Farbentwicklungszeit von ca. 10 bis 20

min“ angibt, wurde diese von uns auf 30 min standardisiert (siche unten).

Interpretation mittels eines Anreicherungfaktors

Bei der urspriinglichen Version des Cell Death Detection - ELISAs " handelt es sich um ein
semiquantitatives Messverfahren. Im Gegensatz zu quantitativen Methoden, welche
Ergebnisse in genauen Konzentrationsangaben liefern, wird hier der gemessene zu einem
negativen oder positiven Kontrollwert in Relation gesetzt. In den Testanweisungen wird das
Mitfiihren einer Negativkontrolle und die Berechnung eines Anreicherungsfaktors (AF)

gemal folgender Formel empfohlen:

mU der Probe

AF =
mU der nicht behandelten Negativprobe

mU = Absorption (optische Dichte)

Da semiquantitative Verfahren in der klinischen Routine wegen ihrer eingeschrinkten
Aussagekraft nur sehr selten eingesetzt werden und aufgrund einer mangelhaften Inter-Assay
Imprézision des CDDE-Tests (siche unten) wurde in den hier vorgestellten Untersuchungen
auf die Interpretation mittels eines Anreicherungfaktors verzichtet und stattdessen eine

Kalibrationskurve etabliert, deren Herstellung im folgenden Kapitel beschrieben ist.

Zum Nachweis von Nukleosomen konnen zelluldre Fraktionen und Zelliiberstinde nach
Zelllyse-Behandlung in das Testsystem eingesetzt werden. Daneben konnen nach
Herstellerangaben theoretisch auch korpereigene Fliissigkeiten wie Serum, Plasma und Urin

zur Quantifizierung von Nukleosomen verwendet werden.

3.3 Modifikationen und Standardisierung des Ausgangstests

Die nur semiquantitativen Ergebnisse sowie die ungeniigende Vergleichbarkeit von an
verschiedenen Tagen durchgefiihrten Testlaufen limitierten den Einsatz der urspriinglichen
Version des Cell Death Detection - ELISAs P fiir klinische Fragestellungen und wurden
auch von anderen Arbeitsgruppen moniert (Leist 1994). Diese Méngel liefen sich auf

folgende Ursachen zuriickfiihren:
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1. Das Fehlen einer definierten Farbentwicklungszeit nach Zugabe des ABTS-Substrats
oder alternativ das Fehlen eines Stop-Reagens".

2. Die Verwendung eines Anreicherungsfaktors zur Interpretation der Ergebnisse, der
sich auf eine Negativkontrolle mit einer sehr hohen Interassay-Imprézision bezog.

3. Das Fehlen einer Kalibrationskurve zur direkten Quantifizierung der Nukleosomen.

Standardisierung der Farbentwicklungszeit

Da der CDDE-Test ein manuelles Testverfahren ist, treten bei den einzelnen Pipettierschritten
leichte Verzdgerungen auf. Diese bekommen besonders bei der Zugabe des ABTS Substrates
Gewicht, da sie je nach Positionierung einer Probe auf der Mikrotiterplatte zu unterschiedlich
langen Inkubationszeiten fithren. Betrdgt die Pipettierzeit fiir alle 96 Vertiefungen der
Mikrotiterplatte etwa 90 Sekunden, resultiert daraus bei einer Farbentwicklungszeit von 10
Minuten eine Differenz von circa 15 % zwischen der ersten und letzten Vertiefung. Um eine
vertretbare Messungenauigkeitsgrenze von 5 % nicht zu iiberschreiten und die Gesamt-
Testzeit dennoch moglichst niedrig zu halten, wurde deshalb die ABTS- Inkubationszeit auf
30 Minuten festgelegt.

Eine definierte Farbentwicklungszeit kann auch durch eine Unterbrechung mittels eines Stop-
Reagens® erreicht werden. Da die Messung zu einem festgelegten Zeitpunkt denselben Effekt

erzielt, wurde diese Maflnahme fiir die Austestungsphase gewéhlt.

Standardkurve

Fiir eine direkte Quantifizierung der Nukleosomen mit hoher Vergleichbarkeit zwischen
verschiedenen Testlaufen wurde eine Kalibrationskurve aus nukleosomenreichem
Referenzmaterial hergestellt, welches auf folgende Weise gewonnen wurde:

Von drei gesunden Blutspendern wurden je 10 ml EDTA-Blut gemischt und bei 37 °C und
einer CO,-Séttigung von 5% {iber 24 Stunden inkubiert. Bei dem auch als ,Mixed
Lymphocyte Reaction“ (MLR) bekannten Prozess, induzieren die Lymphozyten in den
jeweils als fremd erkannten Lymphozyten der anderen Spender Apoptose, wodurch grof3e
Mengen an  Nukleosomen freigesetzt werden (O’Flaherty). Nach einem
Zentrifugationsschritt, wurde der nukleosomenreiche Uberstand dekantiert und lyophilisiert.

Bei einer Lagerungstemperatur von 4 °C war das Material mindestens 12 Monate stabil.
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Nach Resuspension in 500 pl bidestilliertem H,O wurde das Referenzmaterial vor der
Durchfiihrung des Tests mit Inkubationspuffer so verdiinnt, dass nach der definierten
Farbentwicklungszeit von 30 Minuten die niedrigste Verdiinnungsstufe Extinktionswerte von
etwa 2500 Milli-Units (mU) optischer Dichte (OD) erreichte, was im oberen Messbereich des
Photometers liegt. Die entsprechende Verdiinnung des fiir die Austestung vorliegenden
Standardmaterials wurde mit einem Volumenanteil Serum und 23 Volumenanteilen
Inkubationspuffer bestimmt. Durch weitere Verdiinnungsschritte (1:24, 1:32, 1:48, 1:64, 1:96,
nur Inkubationspuffer) wurde eine lineare Standardkurve erstellt, die durch den Ursprung des

Koordinatensystems lief.

Messeinheit

Als Messeinheiten der Skalierung wurden so genannte Arbitrary Units (AU) eingefiihrt. Diese
Units geben eine an der Standardkurve orientierte, relative Konzentrationsangabe der
Nukleosomen im getesteten Material an. Der hochste Standardwert erhielt definitionsgemal3
einen relativen Wert von 1000 AU. Nach der definierten ABTS-Inkubationszeit von 30
Minuten entsprachen somit 1000 AU einer optischen Dichte von 2500 mU, 500 AU
entsprachen 1250 mU, 250 AU entsprachen 625 mU und so weiter.

Wihrend die Werte optischer Dichte mit Farbentwicklungszeit zunahmen und trotz deren
Festlegung auf 30 Minuten in mehreren Testldufen variieren konnten, waren die Arbitrary
Units aufgrund ihres direkten Bezug zur Standardkurve stabiler. Insgesamt besal3 die

Standardkurve folgende Kenngrof3en:

Tabelle 9: KenngroBen der Standardkurve

Standard 1 1:24 2500 mU 1000 AU
Standard 2 1:32 1875 mU 750 AU
Standard 3 1:48 1250 mU 500 AU
Standard 4 1:64 938 muU 375 AU
Standard 5 1:96 625 mU 250 AU
Standard 6 Inkubationspuffer 0mu 0 AU




88

Probenmaterialien

Da fiir diese Untersuchungen die Bestimmung der Nukleosomen in einem moglichst einfach
zu gewinnendem Probenmaterial angestrebt wurde, kamen als Matrices Serum, Plasma und
Urin — in weiterem Sinne Liquor, Aszites und Pleurapunktat — in Frage. Fiir die methodischen
Untersuchungen wurden einige dieser Materialien ausgetestet (sieche unten). In den klinischen

Untersuchungen kam dann Serum zur Anwendung.

Gewinnung und Vorbehandlung des Probenmaterials

Aus der Cubitalvene wurde mdglichst hdmolysefrei 10 ml Blut mittels eines Einmal-
Blutabnahmebestecks in ein mehrere Kaolin-Kugeln enthaltendes Rohrchen (Fa. Kabe)

entnommen, welches im klinischen Routinealltag fiir Serumbestimmungen verwendet wird.

Nach einem mdglichst ziigigen Transport ins Zentrallabor wurde ldngstens ein bis zwei
Stunden nach Blutabnahme die Vollblutprobe fiir 10 min bei 3000 g zentrifugiert und das
tiberstehende Serum dekantiert. Unverziiglich wurden 900 pl dieses Serums mit 100 ul einer
100 millimolaren Ethylendiamin-Tetraacetat-Saure (EDTA)-Losung versetzt, gut gemischt

und im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert. Die EDTA-L6sung wurde nach folgender Rezeptur

hergestellt:
1. Aufldsen eines 5 mM TRIS-Puffers in bidestilliertem H,O 605 mg/1
2. Zugabe von 154 mM physiolog. NaCl-Losung (0,9%) 9 000 mg/1
3. Zugabe von 100 mM EDTA 37 200 mg/1
4. Sorgfiltiges Homogenisieren, bis alle festen Bestandteile geldst sind.
5. Einstellen des Puffers auf pH 8,0 durch Titration mit NaOH.
6. Luftdicht abschlieBen und bei 4 °C kiihl lagern (Haltbarkeit circa 12 Monate).

Moglichst bald darauf, zumindest jedoch noch am selben Tag wurden die so behandelten
Seren aliquotiert, in 2 ml PlastikgefdBe (Fa. Greiner) gefiillt und bei —20 °C tiefgefroren.
Insgesamt wurden je drei Aliquots mit EDTA-versetztem Serum und drei weitere mit nativem
Serum fiir Nachbestimmungen mit mindestens 300 pl Inhalt eingefroren. Innerhalb von sechs
Monaten wurden jeweils eines der ,behandelten” Aliquots aufgetaut und darin die

Nukleosomenkonzentration bestimmt.
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Vorbereitung der Proben fiir die Testdurchfiihrung

Vor Einsetzen der Probe ins Testsystem wurde sie fiir drei Sekunden mit dem Vortex
homogenisiert, mit Inkubationspuffer in einem Volumenverhéltnis von 1:4 verdiinnt (20 pl
Serum und 60 pl Inkubationspuffer) und nochmals fiir drei Sekunden gevortext. Von dieser

verdiinnten Serumprobe wurden dann 20 pul in die Mikrotiterplatte pipettiert.

Mehrfachbestimmungen

Fiir alle methodischen Untersuchungen sowie den ersten Teil der klinischen Untersuchungen,
bei dem die Serumwerte von Personen mit verschiedenen Erkrankungen verglichen wurden,
wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Aufgrund der sehr guten Intra-Assay-
Impréazision (siehe unten) wurde bei den Verlaufsuntersuchungen auf Einzelbestimmungen
iibergegangen. Allerdings wurde darauf geachtet, dass alle Werte eines vollstindigen,
individuellen Verlaufs innerhalb einer Testdurchfiihrung gemessen wurden, um die Inter-
Assay Variabilitdt als mogliche Ursache von Ungenauigkeiten innerhalb eines Verlaufs

auszuschlief3en.

Erweiterung des Messbereichs

Die meisten der vermessenen Serumproben befanden sich im normalen Messbereich bis 1000
AU. Durch eine Erweiterung des Messbereichs konnten weitere Verdiinnungen und
Nachmessungen der wenigen Seren mit hoheren Werten umgangen werden: Dazu wurden
zusitzliche Standards mit niedrigeren Verdiinnungen (1:6, 1:8, 1:12, 1:16) eingesetzt und
zusidtzliche photometrische Bestimmungen nach 7,5 und 15 Minuten durchgefiihrt.

Abbildung 38: Prinzip der Erweiterung des Messbereichs
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Aufgrund der direkten Proportionalitit der Verdiinnungsschritte innerhalb der Standardkurve
erreichte die 1:6 Verdiinnung nach 7,5 Minuten Farbentwicklungszeit Absorptionswerte von

etwa 2500 mU optischer Dichte, die 1:12 Verdiinnung nach etwa 15 Minuten.

Durch die zusétzlichen Messungen nach 7,5 und 15 Minuten wurde der Messbereich um den
Faktor 2 (bei der 1:12-Verdiinnung) auf 2000 AU und den Faktor 4 (bei der 1:6-Verdiinnung)
auf insgesamt 4000 AU ausgedehnt. Zwar fielen bei den kiirzeren Substrat-Inkubationszeiten
die Verzogerungen durch die manuellen Pipettierschritte stirker ins Gewicht, jedoch konnte
bei den ohnehin sehr hohen Werten die Verzerrungen in Kauf genommen werden — umso
mehr, da dadurch ein neuer Testansatz mit einem zusétzlichen Interassay-Impréizisionsfehler

vermieden wurde.

3.4 Bewertung der analytischen Qualitat

Prazision

Die Prézision ist die Kenngrofe zufillig auftretender Fehler, welche durch technische Mingel
wéhrend der Analyse zustande kommen. Leichte Ungenauigkeiten beim Pipettieren,
Temperaturschwankungen bei Inkubationsschritten und minimale Photometerabweichungen
konnen nicht vollstindig ausgeschlossen werden und fiihren zu Abweichungen in beide

Richtungen des zu erwartenden Sollergebnisses.

Die Prézision, beziehungsweise die aus den Fehlern resultierende Imprazision, wird
ausgehend von der Gauss’schen Normalverteilung durch den Variationskoeffizienten VK
beschrieben, welcher aus der Standardabweichung s und dem Mittelwert x einer Messreihe
bestimmt wird. Als prozentuales Mall wird damit die relative Streuung oder Varianz der
Messwerte um den Mittelwert angegeben und kann als Vergleichsparameter zwischen

Mittelwerten verschiedener Hohe dienen:
s *100
VK (%)= ——

X
Demnach besitzt ein Testsystem mit einer hohen Prézision und somit einer geringen

Streubreite um den Mittelwert einen niedrigen VK-Wert.
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Intraassay-Prazision

Die Prézision kann auf die mehrmalige Bestimmung einer Probe innerhalb eines
Testdurchlaufs bezogen werden (Prizision in der Serie). Sie wird dann als Repetetierbarkeit
bezeichnet. Idealerweise werden mehrere Proben-Pools mit unterschiedlich hohen
Konzentrationen des Analyten gebildet, welche jeweils mindestens zehnmal in einem
Testansatz vermessen werden. Die Streuung um den Mittelwert wird nach obiger Formel
durch den Intraassay-VK ausgedriickt. Aufgrund groBerer prozentualer Schwankungen bei
niedrigen Analyten-Konzentrationen sinkt die Prédzision im unteren Messbereich ab; die

Varianz nimmt dementsprechend zu.

Interassay-Prazision

Die Streuung zwischen verschiedenen Messreihen (Prézision von Tag zu Tag) wird durch den
Interassay-VK angegeben. Dieser ist ein Mall fiir die Reproduzierbarkeit des Testes.
Verschiedene Proben-Pools werden in mehrere (mindestens zehn) Teste eingesetzt und aus
den Messwerten die Varianzen errechnet. Wegen der groBBeren Anzahl potentieller
Fehlermdglichkeiten ist die Interassay-Prézision in der Regel geringer als die Intraassay-

Prazision.

Richtigkeit und Vergleichbarkeit

Die Richtigkeit einer Methode kann mittels Referenzmaterialien oder -methoden festgestellt
werden. Auflerdem kann durch die Zugabe definierter Mengen an Reinsubstanz der
Linearitatsbereich sowie die Wiederfindungsrate gepriift werden. Allerdings gelten solche
Additionsversuche nur als Ndherungen an den ,richtigen® Wert. In engem Zusammenhang
damit steht die Vergleichbarkeit zweier Methoden, wenn parallel an verschiedenen

Testgeriten oder mit bereits etablierten Verfahren gearbeitet wird (Dérner 1998).
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4 Methodischer Hintergrund der klinischen Evaluation
4.1 Patienten

Fir die klinische Evaluierung des Nukleosomentests wurden insgesamt Seren von 590
Personen ausgewertet, davon 527, die im Zeitraum vom August 1996 bis zum Januar 1999 im

Klinikum GroBhadern in Behandlung waren.

4.1.1 Gesunde Personen

Als Kontrollgruppe dienten Seren von 63 freiwilligen, gesunden Blutspendern, die
hinsichtlich klinischer und klinisch-chemischer Unauffilligkeit iiberpriift wurden. Die

Einschlusskriterien fiir diese Kontrollgruppe wurden folgendermafen definiert:

e C-reaktives Protein (CRP): < 0,5 mg/di
e Kreatinin: < 1,1 mg/dl
¢ Gamma Glutamyl-Transferase (GGT): <28 U/l
e Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT): <24 g/
e Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT): <17 g/

¢ unauffalliges Blutbild

Des Weiteren wurde anhand eines standardisierten Fragebogens auf friihere und potentielle,
aktuelle Erkrankungen sowie auf Allergien und die Art der Lebensfiihrung (Rauchen, Alko-
hol, Stress) eingegangen. Die Altersverteilung reichte von 20 bis 60 Jahren (Mittelwert: 34,6
Jahre, Median: 32 Jahre). Es nahmen 34 Frauen und 29 Minner an der Studie teil. Zur Beur-
teilung der Variabilitdt der individuellen Werte wurden zusitzlich bei fiinf dieser Probanden

zweiwOchentlich Blutabnahmen {iber einen Zeitraum von vier Wochen vorgenommen.

4.1.2 Patienten mit benignen Erkrankungen

Als weiteres Kontrollkollektiv wurden 109 Seren von Patienten mit benignen Erkrankungen
untersucht, darunter 38 Personen mit benignen gastrointestinalen Erkrankungen, 13 mit
benig-nen pulmonalen Erkrankungen, 37 mit benignen gyndkologischen Erkrankungen und
21 mit anderen benignen Erkrankungen. Die Mittelwert der untersuchten Personen betrug
51,5 Jahre, der Median 53 Jahre (Bandbreite: 13 bis 90 Jahre). 67 der 109 Personen waren
weiblichen, 42 ménnlichen Geschlechts. Die einzelnen Patientengruppen schliisselten sich

wie folgt auf:
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Tabelle 10: Patienten mit benignen Erkrankungen

Benigne Erkrankungen Anzahl der | Benigne Erkrankungen Anzahl der
Patienten Patienten
1. Benigne pulmonale 13 3. Benigne gynakologische 37
Erkrankungen Erkrankungen

Akute Bronchitis 3 Endometriose
Atelektase 1 Ovarialzyste 26
BOOP-Syndrom 1 Thekom 1
Lungenabszel’ 2 Uterus myomatosus 3
Lungenfibrom 1 Zervizitis 2
Mukoviszidose 1
Pneumonie 1
Z.n. Lungentransplatation 3

2. Benigne gastrointestinale 38 4. Andere benigne 21

Erkrankungen Erkrankungen

Adenom 3 Abszess 1
Adhéasionen 2 Endokarditis 1
Akute Blutung 1 Gonarthritis 1
Analfistel 1 Hamangiom 1
Appendizitis 1 Hyperthyreose 1
Cholangitis 3 Kardiomyopathie 1
Cholezystolithiasis 5 KHK 3
Colitis 2 Lipom 2
Divertikulitis 3 Morbus Werlhof 1
Duodenalfistel 1 Osteitis 2
Hamorrhoiden 1 Osteomyelitis 1
lleitis 2 Post-Partal-Schock 1
Leberzirrhose 1 Pseudotumor cerebri 1
Leistenhernie 2 Struma nodosa 4
Narbenhernie 2
Pankreatitis 3
Primar biliare Zirrhose 1
Subileus 3
Ulcus ventriculi 1

Aus diesen Patienten wurden 50 mit akuten Infekten nach Wertlage des C-reaktiven Proteins

in finf Gruppen (jeweils N = 10) eingeteilt und mit den Nukleosomenwerten korreliert:

Gruppe I: CRP = 1 mg/di
Gruppe I 1 mg/dl < CRP £ 5 mg/dl
Gruppe llI: 5 mg/dl < CRP = 10 mg/dI
Gruppe IV: 10 mg/dl < CRP = 20 mg/di
Gruppe V: 20 mg/dl < CRP

Verlaufsbeobachtung wahrend antibiotischer Therapie

11 dieser Patienten wurden dariiber hinaus iiber einen Zeitraum von etwa einer Woche im
Verlauf wiéhrend antibiotischer Therapie beobachtet. Dabei wurde bei den téglichen
Routineblutabnahmen die Kinetik der Nukleosomen bestimmt und mit den CRP- und

Leukozytenwerten in Beziehung gesetzt.
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4.1.3 Patienten mit malignen Erkrankungen

Ferner wurden Seren von 418 Patienten mit verschiedenen Tumorerkrankungen untersucht.
Die Altersverteilung der Patienten reichte von 16 bis 91 Jahren (Mittelwert (MW): 59,8 Jahre,
Median: 61 Jahre). Es befanden sich darunter 217 Frauen (W) und 201 Ménner (M).

Tabelle 11: Patienten mit malignen Erkrankungen

Maligne Tumore Anzahl der Alter Geschlecht
Patienten MW Band- w M
breite
Bronchial-Karzinom 60 60,7 37-84 16 44
Kolorektales Karzinom 79 62,5 39-84 19 60
Kolon-Karzinom 30 61,2 40-75 8 22
Rektum-Karzinom 28 63,2 39-84 5 23
Sigma-Karzinom 21 63,5 40-82 6 15
Andere gastrointestinale Karzinome 49 62,1 24-86 21 28
Osophagus-Karzinom 8 56,3 46-78 1 7
Magen-Karzinom 17 65,4 28-86 8 9
Hepatozellulares Karzinom 10 58,2 24-79 4 6
Gallenblasen-Karzinom 3 65,7 63-70 3 0
Pankreas-Karzinom 11 64,0 41-79 5 6
Mamma-Karzinome 61 57,7 32-83 61 0
Ovarial-Karzinom 45 59,1 26-81 45 0
Andere gynakologische Karzinome 20 52,0 | 22-91 20 0
Korpus-Karzinom 4 71,5 60-91 4 0
Zervix-Karzinom 15 44,3 22-81 15 0
Vulva-Karzinom 1 88,0 88 1 0
Lymphom 40 58,3 | 27-85 22
Non-Hodgkin’s-Lymphom 28 63,3 27-82 12 16
Hodgkin’s-Lymphom 8 44,6 27-71 5 3
Plasmozytom 4 51,0 33-85 1 3
Nierenzell-Karzinom 20 59,2 20-85 10 10
Prostata-Karzinom 17 64,6 48-86 0 17
Andere Karzinome 27 56,4 16-78 7 20
HNO-Karzinom 8 56,0 22-76 0 8
AML 3 52,7 39-72 2 1
Histiozytom 2 50,5 44-57 0 2
Karzinoid 3 70,7 64-76 0 3
Leiomyosarkom 2 66,0 65-67 0 2
Osteosarkom 1 59,0 59 1 0
Melanom 3 33,0 16-51 1 2
Schilddriisen-Karzinom 2 66,0 54-78 1 1
Adenokarzinom unklarer Genese 3 60,7 40-75 2 1
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Blutproben wurden jeweils vor der operativen Primirtherapie beziehungsweise vor Chemo-
oder Radiotherapie entnommen, um die spontane Nukleosomenkonzentration im Serum zu

erfassen.

Verlaufsbeobachtung nach operativer Therapie

Von diesen Patienten wurden 18 iiber einen Zeitraum bis zu 14 Tagen nach operativer
Entfernung des Tumors beobachtet und die Nukleosomenkinetik im Serum bestimmt. Je nach
Art des Eingriffs wurden die postoperativen Blutabnahmen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
vorgenommen; es lagen jedoch mindestens drei, im Mittel 4,7 Blutentnahmen im Verlauf pro

Patient vor.

Tabelle 12: Patienten mit malignen Tumoren nach Operation

Maligne Tumore Anzahl der Alter Geschlecht Stadium
Patienten | | Band-| W | M |1 |2]3 4
breite
Bronchial-Karzinom 5 60,2 | 37-83 1 4 312010
Kolorektales Karzinom 6 64,3 | 53-81 0 6 00|33
Magen-Karzinom 3 66,3 | 55-77 1 2 1121010
Pankreas-Karzinom 1 57 57 0 1 o(0|1]0
Mamma-Karzinom 1 50 50 1 0 110(01]0
Nierenzell-Karzinom 1 72 72 0 1 0(1]0]0
Prostata-Karzinom 1 61 61 0 1 0Oj|o0|1]0

Verlaufsbeobachtung wahrend Chemotherapie

Aus der Gruppe der Patienten mit soliden Tumoren wurden aullerdem 62 Patienten, die eine
Chemotherapie erhielten, im Verlauf beobachtet. Bei ihnen kamen je nach Tumorart, -stadium
und Progredienz unterschiedliche Therapieschemata zur Anwendung, die meist aus mehreren
ein- bis flinftigigen Therapiezyklen bestanden, die durch mehrwdchige Therapiepausen

unterbrochen wurden.

Da die Patienten teilambulant in der onkologischen Tagesklinik behandelt wurden, konnten
die Blutentnahmen nicht immer engmaschig erfolgen. Idealerweise wurde jeweils vor
Therapiebeginn (I) sowie am zweiten (II), und vierten Tag (III) und eine Woche (IV) nach der
ersten Dosisgabe Blut entnommen, danach wochentlich oder vor Beginn des néchsten

Therapiezyklus” (V-XII).
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Tabelle 13: Patienten mit malignen Tumoren wahrend Chemotherapie

Maligne Tumore N Alter & Geschlecht Stadium Therapieart
MW Band-|W | M| 1| 2| 3 | 4 |Prim| Rez|pOP
breite

Bronchial-Karzinom 13 56,4 41-721 6 | 7|0 |01 12] 10 3 0
Nicht-kleinzellig (NSCLC) 6 417214 | 210 |0 1 5 4 2 0
Kleinzellig (SCLC) 7 5566 | 2 | 50| 0| 0|7 6 1 0

Kolorektales Karzinom 25 59,4 |40-79| 6 (1910 | 0 | 8 |17] 3 11 | 11
Kolon-Karzinom 15 45-751 4 |11] O 0 2 |13 3 8 4
Sigma-Karzinom 6 40-79 12 | 410 | 0| 5 1 0 0 6
Rektum-Karzinom 4 5766 | O 4 0 0 1 3 0 3 1

Lymphom 17 52,2 |(27-72)1 4 (1310 | 9 |5 | 3113 | 4 0
Hodgkin’s Lymphom 6 27-58 | 3 3 0 5 1 0 5 1 0
Non-Hodgkin’s Lymphom 9 51-72 1 1 8 0| 4 2 3 7 2 0
Plasmozytom 2 33441 0 | 2 0 0 2 0 1 1 0

Sonstige Karzinome 7 596 (41-711] 0 | 710 | 0|0 | 7 2 5 0
Osophagus-Karzinom 2 46-56 | O 2 0 0 0 2 2 0 0
Pankreas-Karzinom 3 41711 O 3 0 0 0 3 0 3 0
Sarkom 2 6567 0| 210|002 0 2 0

(N=Anzahl der Patienten, Prim=Primartherapie, Rez=Rezidivtherapie, pOP=postoperative Therapie)

Gleichzeitig wurden — nach Mdéglichkeit — vor jedem Zyklus die fiir die einzelnen Tumorarten

jeweils relevanten Tumor-assoziierten Antigene bestimmt. Diese sind im Folgenden mit den

Anwendungsgebieten, den Methoden und den Grenzwerten aufgelistet:

Tabelle 14: Charakteristika der untersuchten Tumor assoziierten Antigene

Tumor-assoziierte Antigene Anwendungsgebiet Methode Grenzwert
Nicht-kleinzelliges
Bronchial-Karzinom
Carcino-Emb les Ani Kleinzelliges AxS
(;éir;o- mbryonales Antigen Bronchial-Karzinom (A)I;b)c,)rt‘:) 3,0 ng/ml
Kolorektales Karzinom
Pankreas-Karzinom
Osophagus-Karzinom
Cytokeratin 19 Fragmente tht-kl_emzelhg_;es ElecSys 2010
Bronchial-Karzinom 2,0 ng/ml
(CYFRA 21-1) - ) (Roche)
Osophagus-Karzinom
. Kleinzelliges
Neuronen-spezifische Enolase Bronchial-Karzinom Kryptor. 12,5 ng/ml
(NSE) (Pharmazia)
Sarkom
Pro-Gastrin-releasing Peptide Kleinzelliges ELISA 30 pa/ml
(ProGRP) Bronchial-Karzinom (ALSI/ IDL) P9
Cancer Antigen 19-9 Kolorektales Karzinom ElecSys 2010 37 U/ml
(CA19-9) Pankreas-Karzinom (Roche)
Squamous Cancer Cell Antigen Osophagus-Karzinom Kryptor 2,5 ng/ml

(SCC)

Verlaufsbeobachtung wahrend Radiotherapie

(Pharmazia)
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Des Weiteren wurden 16 Patienten wihrend primirer oder sekundédrer Radiotherapie im
Therapieverlauf beobachtet. Das Therapieschema sah bei den meisten Patienten eine tégliche
Bestrahlungseinheit mit einer Dosis von je 2 Gy iiber einen Zeitraum von 4 bis 6 Wochen (mit
Therapiepausen an den Wochenenden) vor, so dass insgesamt 40 bis 60 Gy appliziert wurden.

Dabei variierte das Bestrahlungsvolumen je nach Tumorart und —grofe.

Tabelle 15: Patienten mit malignen Tumoren wahrend Radiotherapie

Maligne Tumore N Alter & Geschlecht Stadium Therapieart
MW |Band-|W M| 1|2 | 3| 4 |Prim| Rez |POP
breite
Bronchial-Karzinom 6 6553884115100 |6 |0] 2 4 0
HNO-Karzinom 4 64,5 |55-76] 0 | 4]0 (1|3 |0 2 1 1
Lymphom 4 62,8 |52-73]1 | 3|0 |2 |11 1 3 0
Kolorektales Karzinom 2 58014868 0| 20|02 |0] 0 0 2

(N=Anzahl der Patienten, Prim=Primartherapie, Rez=Rezidivtherapie, pOP=postoperative Therapie)

Blutentnahmen wurden jeweils vor der ersten Bestrahlung (I) sowie drei (II), sechs (III), 24
(IV), 72 (V) Stunden und eine Woche (VI) nach Beginn der Radiatio vorgenommen, im

Folgenden zudem jeweils vor Beginn der ersten wochentlichen Bestrahlungseinheit (VII-XII).

4.2 Statistische Methoden

4.2.1 Bewertung der klinisch-diagnostischen Qualitat
Fiir die Validierung der klinisch-diagnostischen Qualitét eines Testes sind von Bedeutung:

1. Die diagnostische Spezifitit gegeniiber Kontrollkollektiven
2. Die diagnostische Sensitivitit

3. Der positive und negative pradiktive Wert

Die Ubereinstimmung zwischen einem Testergebnis und dem, was zu messen beabsichtigt

war, wird als Validitit oder Brauchbarkeit eines Testverfahrens bezeichnet (Dorner 1998).

Spezifitat und Sensitivitat
Eine optimale Validitit wird erreicht, wenn alle Gesunden im Test unauffillig sind (hohe
diagnostische Spezifitit) und alle Kranken als krank erkannt werden (hohe diagnostische

Sensitivitdt). Dies lieBe sich theoretisch erreichen, wenn Gesunde und Kranke beziiglich des
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Parameters zwei getrennte Gruppen wiren, die durch einen giinstig gewdhlten

Diskriminationswert voneinander zu trennen wéren (Fateh-Moghadam 1993).

Grenzwert Abbildung 39:
Idealisierte Werteverteilung bei
Gesunden und Tumorpatienten
Spezifitat Sensitivitit (modifiziert nach
RI 00% 100% Fateh-Moghadam 1993)
T
Gesunde Tumorpatienten

Im klinischen Alltag tiberlappen sich jedoch beide Gruppen, wodurch eine strikte Trennung
nicht mehr moglich ist. Je nach Wahl des Diskriminationswert werden fiir eine mehr oder
weniger grofle Anzahl kranker Personen fdlschlicherweise negative Ergebnisse erzielt, fiir

eine variable Gruppe von Gesunden erhdlt man hingegen ebenso falschlicherweise positive
Werte (Fateh-Moghadam 1993).

Grenzwert Abbildung 40:
Reale Werteverteilung bei

Sensitivitit Steigt qum |=—mp Spezifitit steigt Gesunden und Tumorpatienten
Spezifitit sinkt Sensitivitit sinkt ~ (medifiziert nach

Fateh-Moghadam 1993)

Falsch
positiv

Gesunde Tumorpatienten

negativ

Komplizierend kommt bei der Bewertung von Parametern zur Diagnostik maligner
Erkrankungen hinzu, dass neben den Gesunden auch Personen mit benignen Erkrankungen
mit den Personen, die an den entsprechenden Tumoren leiden, hinsichtlich der Wertlagen

interferieren konnen (Stieber 2001).
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Grenzwert Abbildung 41:
Reale Werteverteilung bei
Sensitivitit steigt gumm | ——p Spezifitit steigt Gesunden, Tumorpatienten
Spezifitét sinkt Sensitivitit sinkt und Patienten mit benignen
Erkrankungen

(modifiziert nach Stieber 2001)
Pat. mit benignen EK

Gesunde I Tumorpatienten
- _J
' Y
Falsch Falsch
negativ positiv

In einer Vierfeldertafel konnen die Testergebnisse zu den tatsdchlichen Verhiltnissen —
jeweils in dichotomer Weise — in Beziehung gesetzt werden. Die Begriffe der Spezifitit,
Sensitivitdt sowie der positive und negative priadiktive Wert beschreiben diese Beziehung und

geben zusammen genommen die diagnostische Qualitit eines Tests an (Dorner 1998).

Abbildung 42: Indikatoren

— : >
Testergebnisse der diagnostischen Qualitit
Grenzwert (modifiziert nach Dérner 1998)
negativ 1] positiv
Tumor- falsch negative richtig positive S Sensrlgwtat
kranke =fn =rp
rp + fn
Spezifitat
Gesunde richtig negative falsch positive e P rzrl‘l
(Referenz) =rn =fp
rn + fp
negativer positiver
pradiktiver Wert pradiktiver Wert
rn rp
fn+rn fp+rp

Die diagnostische Spezifitdt und Sensitivitdt ist demnach definiert als:

Anzahl richtig negativer Ergebnisse * 100

Diagnostische Spezifitit (%) =
Anzahl der Nicht-Tumorerkrankten

Anzahl richtig positiver Ergebnisse * 100
Diagnostische Sensitivitat (%) =

Anzahl der tatsachlich Tumorerkrankten
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Der Grad der Spezifitdt hingt von der Wahl des Diskriminations-, Grenz- oder Cutoff-Wertes
ab: Bei einem hohen Cutoff werden nur wenige Gesunde félschlicherweise als positiv
bewertet (hohe Spezifitit), allerdings entgehen viele Erkrankte der Testung (niedrige
Sensitivitdt). Andererseits werden bei einem niedrigen Cutoff viele Erkrankte erfasst (hohe
Sensitivitét) auf Kosten einer gro3en Zahl Gesunder, die als krank deklariert werden (niedrige
Spezifitdt). Je nach diagnostischer Intention kann der Cutoff variabel gesetzt und das

Spezifitits-Sensitivitdts-Verhdltnis dementsprechend bestimmt werden.

Aus Griinden der diagnostischen Sicherheit sowie der Vergleichbarkeit von Studien wird der
Cutoff nach Ubereinkunft der European Group on Tumor Markers (EGTM) bei Testverfahren
Tumor-assoziierter Antigene bei einer 95% Spezifitit gegeniiber Gesunden und Personen mit
benignen Erkrankungen gewdhlt. Damit wird der Prozentsatz der félschlicherweise
Testpositiven auf ein vertretbares Mall von 5% beschriankt und den daraus resultierenden
diagnostischen und therapeutischen Konsequenzen sowie der psychischen Belastung fiir die
betroffenen Person Rechnung getragen. Die Sensitivitdt liegt bei den meisten Tests fiir
onkologische Biomarker im Bereich von 30% bis 60% bei einer 95%iger Spezifitit gegeniiber

Personen mit benignen Erkrankungen.

ROC-Kurven
Das ganze Spezifitits-Sensitivititsprofil kann elegant durch ,receiver operating

characteristic” (ROC)-Kurven dargestellt Abbildung 43: ROC-Kurve

werden. Dabei werden die Spezifititen 100
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angleicht, desto geringer ist sie. Diese Darstellung bietet den Vorteil, dass liber das ganze
Spezifitdts-Spektrum gleichzeitig die Sensitivitdten mehrerer Marker miteinander sowie das
Diskriminanzvermogen eines Markers beziiglich verschiedener Referenzkollektive verglichen

werden konnen.

Pradiktiver Wert

Der positive und negative priadiktive Wert leiten sich ebenfalls aus der Vierfeldertafel ab:

Anzahl richtig positiver Ergebnisse * 100

Positiver pradiktiver Wert (%) =
Anzahl der positiven Ergebnisse

Anzahl richtig negativer Ergebnisse * 100

Negativer pradiktiver Wert (%) =
Anzahl der negativen Ergebnisse

Der positive pradiktive Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der in einer gemischten
Personengruppe bei einem positiven Testergebnis eine Tumorerkrankung vorliegt. Der
negative pradiktive Wert beschreibt entsprechend die Wahrscheinlichkeit, bei einem
unauffalligen Testergebnis Tumorfreiheit vorzufinden. Beide KenngroBen sind im Gegensatz
zur Spezifitdt und Sensitivitidt von der Priavalenz der Krankheit, das heif3t vom Anteil Tumor-

erkrankter an der Gesamtheit der untersuchten Personengruppe, abhiangig (Dorner 1998).

Fiir die Bestimmung der pradiktiven Werte ergeben sich folgende Formeln:

Prav * Sens

Positiver pradiktiver Wert (%) =
Prav * Sens + Unspez * (1 — Prav)

Spez * (1 — Prav)

Negativer pradiktiver Wert (%) =
Spez * (1 — Prav) + Prav * Unsens

Dabei ist ,,Prav" = Privalenz; ,,Sens = Sensitivitit; ,,Spez* = Spezifitit; ,,Unsens* =

Unsensitivitdt = 1 — Sensitivitét; ,,Unspez* = Unspezifitit = 1 — Spezifitit.
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4.2.2 Statistische Verfahren in den Querschnittsuntersuchungen

Die Abschitzung, ob sich die Wertlagen zweier oder mehrerer Gruppen tatséchlich, also
signifikant, voneinander unterscheiden, kann anhand verschiedener Testverfahren
vorgenommen werden, die je nach Homogenitit und Verteilungsmuster der Messwerte

innerhalb der untersuchten Gruppen eingesetzt werden.

Der Student-T-Test kommt zur Anwendung, wenn das Verteilungsmuster der Wertlagen in
etwa einer Gauss’schen Normalverteilung entspricht. Dann kénnen die Gruppen auch anhand
der Mittelwerte ihrer Wertlagen verglichen werden. Bei nicht normal verteilten Werten wird
der Wilcoxon-Test herangezogen; hier sind die Mediane der Gruppen im Vergleich

aussagekriftiger als die Mittelwerte.

Da die Nukleosomenwerte in den untersuchten Gruppen nicht normalverteilt, sondern

rechtsschief waren, wurden nichtparametrische Verfahren bei den Auswertungen verwendet:

e Die Verteilungen der Einzelwerte werden als Punkte-Plots dargestellt. Dariiber hinaus
werden tabellarisch der Median und die Bandbreite (= Minimum — Maximum), bei

grofleren Stichproben auch der Mittelwert und die 75%- und 95% Perzentile angegeben.

Beim Vergleich zweier Gruppen — z.B. hinsichtlich des Nikotin- und Alkoholkonsums, des
Geschlechts, des Krankheitsstatus® oder des Metastasierungsgrads — wurde die

Signifikanz mittels des Wilcoxon-Tests gepriift.

Der Vergleich mehrerer Gruppen, die geordnet sind — z.B. nach der Stressbelastung
gesunder Personen, den Tumorstadien 1 bis 4 sowie den T-, N- und G-Stadien — wurde

anhand einer Rangvarianzanalyse mit dem Trend-Test angestellt.

Beim Vergleich mehrerer Gruppen ohne Ordnung — z.B. beziiglich der Histologie und
Lokalisation der Tumore — wurde eine Rangvarianzanalyse mit multiplen Vergleichen

nach Tukey durchgefiihrt.

Beim Vergleich mit einer stetigen Variable — wie dem Alter der Personen und der
Wertlage des C-reaktiven Proteins bei Personen mit Infekten — wurde eine Einteilung der
Variable in Quintilen vorgenommen; dann erfolgte eine Rangvarianzanalyse mit dem

Trend-Test.
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e Fiir die multivariate Analyse von mehreren kategorisierten Variablen — z.B. von Alter und
C-reaktivem Protein bei Personen mit Infekten sowie bei Tumorgrofle und

Metastasierungsgrad bei Tumorpatienten — wurde eine Rangvarianzanalyse herangezogen.

4.2.3 Statistische Verfahren in den Longitudinaluntersuchungen

Bei den Verlaufsuntersuchungen wihrend Chemo- und Radiotherapie wurde der
Therapieerfolg in die Kategorien ,,Remission®, ,,No change* und ,,Progression* eingeteilt. Zur

Bewertung einzelner Variablen wurde die Rangvarianzanalyse mit Trend-Test verwendet.

e Die getesteten Variablen sind absolute Gréfen (Basis-, Maximum-, Minimum-, Endwerte)
oder Verhiltnisse dieser Grofen zueinander (Maximumwert / Basiswert, Minimumwert /
Basiswert, Endwert / Basiswert, Basiswert 2 oder 3 / Basiswert 1). Diese Quotienten

werden in % angegeben.

e Zusitzlich wurde der absolute tagliche Abfall (= Abfall / d) vom Anfangswert (Basiswert
vor dem ersten Zyklus = BW-1) zum Endwert (BW-E) bei Chemotherapie bzw. vom
Anfangs (BW)- zum Minimumwert (Min) bei Radiotherapie berechnet. Da die
Chemotherapien unterschiedlich lange dauerten und die Werte wéahrend Radiotherapie
unterschiedlich schnell abfielen, konnte durch die Beriicksichtigung der Anzahl der Tage
(d) bis zum End- bzw. Minimalwert die Dynamik genauer erfasst werden:

Abfall / d = (BW-1 - BW-E) / d (Chemotherapie)
Abfall / d = (BW - Min) / d (Radiotherapie)

e Der prozentuale tdgliche Abfall vom Anfangs (BW-1)- zum Endwert (BW-E) bei
Chemotherapie bzw. vom Anfangs (BW)- zum Minimumwert (Min) bei Radiotherapie
wurde mit folgender Formel ermittelt:

Abfall / d (%) = 100 (1 — exp((log(BW-E) — log(BW-1)) / d) (Chemotherapie)
Abfall / d (%) = 100 (1 — exp((log(Min) — log(BW)) / d) (Radiotherapie)

e Die Halbwertszeit des Abfalls der Nukleosomenwerte wurde errechnet wie folgt:
Halbwertszeit (HWZ) = d * log(2) / (log (BW-1) — log(BW-E)) (Chemotherapie)
Halbwertszeit (HWZ) = d * log(2) / (log (BW) — log(Min)) (Radiotherapie)

Eine negative Halbwertszeit bedeutete demnach einen Anstieg der Nukleosomenwerte.
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e Als weitere Variable wurde bei den Verlaufsuntersuchungen wihrend Radiotherapie die
Flache unter der Kurve der Werte der ersten Therapiewoche (AUC) berechnet: Da je nach
Therapieplanung die wochentliche Blutabnahme 7 oder 8 Tagen nach Therapiebeginn
erfolgte, wurde die Fliche unter der Kurve durch die Anzahl der Tage (d) geteilt, um

durch diesen normierten Parameter (AUC / d) eine bessere Vergleichbarkeit zu erhalten.

e Dariiber hinaus wurde wihrend Radiotherapie auch die Dauer bis zum Beginn eines
anhaltenden Werteabfalls um mehr als 25% nach Erreichen des Maximalwertes (Abfall-
Start) als Variable evaluiert.

Fir eine potentielle klinische Anwendung wurden die signifikant diskriminierenden
Nukleosomenvariablen in Kategorien eingeteilt. Als Rationale fiir die dabei eingefiihrten
Grenzwerte diente fiir das Erreichen des Endwertes bei Chemotherapie und zusétzlich des
Minimalwertes bei Radiotherapie die 95%-Perzentile gesunder Personen (100 AU). Eine
deutliche Verdnderung der Kinetik der Basiswerte bei Chemotherapie wurde bei einem Abfall
bzw. Anstieg von mehr als 50% angenommen. Fiir den Start des Abfalls der Werte (1 Tag)
und die Fliche unter der Kurve (300 AU/d) bei Radiotherapie wurde ein Wert nahe des
Medians ausgewdhlt. Die Kategorien der Variablen wurden mittels des Chi-Quadrat-Tests auf

ihre Signifikanz gepriift.

Fiir die Untersuchung des multivariaten Einflusses mehrerer kategorisierter Variablen auf den
Therapieerfolg wurde der Mantel-Haenszel-Test eingesetzt. Dieses Verfahren kam bei den
univariat signifikanten Variablen wéhrend Chemotherapie und beim Vergleich von
Nukleosomen und Tumormarkern jeweils unter Beriicksichtigung klinisch bedeutsamer

Parameter zur Anwendung.

Bei allen eingesetzten Methoden wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 als Bedingung fiir
die Unterschiedlichkeit gefordert. Fiir alle Signifikanzberechnungen wurde Software der

Firma SAS benutzt.
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5 Ergebnisse
5.1 Methodische Evaluierung des Nukleosomentests

Erste Messungen mit dem Ausgangstest ergaben stark abweichende, nicht korrelierende
Ergebnisse in unterschiedlichen Matrices (Serum, Plasma) derselben Personen, die im Tag zu
Tag-Vergleich in keiner Weise reproduzierbar waren. Diese Beobachtungen wurden durch
Beschreibungen anderer Arbeitsgruppen (Leist 1994) bestitigt und lieBen den Einsatz der

plus

urspriinglichen Version des Cell Death Detection - ELISAs zu laborklinischen aber auch

zu Forschungszwecken dulerst problematisch erscheinen.

Fiir eine mogliche Verwendung des Tests zur Bestimmung der Nukleosomenmenge in
flissigen Medien galt es deshalb, zunidchst im Testaufbau und -ablauf die Mingel zu
identifizieren, die eine reproduzierbare und prizise Quantifizierung von Nukleosomen
verhindern und diese durch entsprechende Modifikationen und Standardisierungen des
Testsystems zu beheben. Als besondere Herausforderung erwiesen sich dabei die vielfdltigen
Regulationsmoglichkeiten der Test-StellgroBen und die Herstellung eines geeigneten

Referenzmaterials mit ausreichender Stabilitét.

In einem weiteren Schritt war eine qualitative Bewertung der so modifizierten, neuen Version
des CDDE-Tests vorzunehmen einschlieBlich einer Uberpriifung der analytischen Spezifitit

und Sensitivitdt sowie der Intra- und Interassay-Prézision.

Aufgrund der initial beobachteten, divergenten Ergebnisse in verschiedenen Matrices erfolgte
anschliefend eine systematische Untersuchung in Frage kommender Probenmaterialien sowie
unterschiedlicher Lagerungsbedingungen und entsprechender Zusidtze, die zu einer

Optimierung der kurz- und langfristigen Stabilitit geeignet sein konnen.

Die  klinische  Evaluierung  sollte  darauthin  mit der  Bestimmung  der
Nukleosomenkonzentrationen im Blut von gesunden Probanden begonnen werden. Dabei
fielen drastische Unterschiede in den Wertlagen auf zwischen direkt im Klinikum
entnommenen Spender-Blutproben und solchen, die in der Peripherie abgenommen und ins

Klinikum transportiert wurden. Diese Beobachtung war der AnstoB fiir eine ausgedehnte
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Untersuchung der prédanalytischen Probenbehandlung, die den Einfluss der einzelnen
Verfahrensschritte von der Blutabnahme iiber die Zentrifugation und Lagerung der Proben bis

hin zur Vermessung im Testsystem umfasste.

Ergédnzend wurden schlieBlich potentielle stérende Einfliisse auf die gemessene
Nukleosomenkonzentration wie zirkadiane Schwankungen, Hadmolyse, Hyerlipiddmie und

Kontamination durch Bakterien und Detritus untersucht.

Im Folgenden werden die einzelnen Experimente, der theoretische Hintergrund und die
resultierenden Ergebnisse vorgestellt, die im Rahmen der methodischen Optimierung und der
anschlieBenden Validierung des Ausgangstestes durchgefiihrt wurden. Dabei sind bereits die

Modifizierungen und Standardisierungen beriicksichtigt. Diese betreffen vor allem:

4. Die Optimierung der Zusammensetzung der im Test verwendeten Reagenzien.

5. Die Definition der Farbentwicklungszeit nach Zugabe des ABTS-Substrats.

6. Die Herstellung eines geeigneten Referenzmaterials und einer entsprechenden
Standardkurve.

7. Die optimierte Interpretation der gemessenen Extinktionswerte.

8. Die Vorbereitung der zu vermessenden Proben
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5.1.1 Modifikationen und Standardisierung des Nukleosomentests

Entwicklung der Werte im zeitlichen Verlauf

Nach Zugabe des ABTS-Substrates ist mit zunehmender Dauer der Inkubationszeit eine
starkere Farbentwicklung durch die Reaktion von ABTS mit der in den Komplexen
enthaltenen Peroxidase zu erwarten. Fiir die Bewertung der Ergebnisse innerhalb eines
Testlaufs ist ein linearer, zur Inkubationszeit proportionaler Anstieg der Werte zu fordern.
Tritt nach einiger Zeit eine Séttigung der Farbentwicklung auf, muss dies bei der Berechnung
der Ergebnisse beriicksichtigt werden; verlangsamt sich die Farbentwicklung bei Erreichen
eines bestimmten Absorptionsgrades oder sistiert sie gar, miissen die entsprechenden Proben

vorverdiinnt werden, um Verzerrungen zwischen den ermittelten Werten vorzubeugen.

Um die zeitliche Farbentwicklung zu verfolgen, wurden photometrische Messungen im Fiinf-
Minutentakt durchgefiihrt und drei Proben mit unterschiedlichem Gehalt an Nukleosomen
iiber eine Farbentwicklungs-Zeitspanne von insgesamt 30 Minuten beobachtet. Uber diesen
Zeitraum zeigten alle Proben eine stetige und zeitlich proportionale Zunahme der
Absorptionswerte mit Ausnahme der nukleosomenreichen Probe. Diese stieg zwar linear bis
etwa 2500 mU optischer Dichte an, ging dann jedoch in ein Plateau iiber.

Diese Beobachtungen stimmten mit der theoretischen oberen Messbereichsgrenze des
Photometers von 2500 mU bis 3000 mU iiberein. Proben, die iiber diesem Wert lagen, muss-

ten in einem neuen Testansatz vorverdiinnt werden, um falsch niedrige Werte zu vermeiden.

Abbildung 44: Entwicklung der Werte im zeitlichen Verlauf
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Messzeit

Durch manuelles Pipettieren entstehen Verzdgerungen, die vor allem bei der Zugabe des
ABTS-Substrates zu Verzerrungen zwischen der ersten und letzten Probe fiihren konnen. Wie
im Methodenteil beschrieben, wurde deshalb die Inkubationszeit auf 30 Minuten festgesetzt,

um den theoretischen Fehler auf vertretbare 5% zu begrenzen.

Inwiefern sich diese Diskrepanz tatsidchlich in der Praxis widerspiegelte, wurde anhand von
mehreren Proben untersucht, die jeweils am Anfang (Pos C3 und C4), in der Mitte (Pos F8)
und am Ende der Mikrotiterplatte (Pos H12) positioniert waren.

Bei photometrischen Bestimmungen nach 10, 20 und 30 Minuten zeigte sich, dass die Werte
bei den ersten Messungen geringe Unterschiede aufwiesen, die mit Dauer der ABTS-

Inkubationszeit abnahmen.

Abbildung 45: Intra-Mikrotiterplatten-Variabilitat
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Stabilitidt des Standardmaterials

Da das Standardmaterial die Referenz fiir alle weiteren Testungen darstellt, kommt seiner
Qualitdt und Stabilitdt grole Bedeutung zu. Diese konnte allein durch die Lyophilisierung,
also die Trockenpulverisierung des nukleosomenreichen Materials, das durch gemeinsame
Inkubation der Blutproben verschiedener gesunder Spender gewonnen wurde, nicht erreicht

werden; die Wertlagen sanken bei wochentlichen Messungen stetig um circa 5% bis 10% pro
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Reproduzierbarkeit, Linearitdt, = Urspriinglichkeit und Erfassung des gesamten

Photometermessbereichs geniigte.

Abbildung 47: Verdiinnung des Standardmaterials mit Negativ-Plasma
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Verdinnung mit Inkubationspuffer

Die Verwendung von Inkubationspuffer zur Verdiinnung des Standardmaterials bietet den
Vorteil, dass es absolut nukleosomenfrei und nicht humaner Abstammung ist. Dadurch wird
die Reproduktion der Standardkurve erleichtert und mogliche Infektionsrisiken fiir die

Herstellung und Anwendung der Standardmaterialien gesenkt.

Auch mit diesem Diluens wurde eine reproduzierbare, lineare Ursprungsgerade erhalten, die
bei einer 1:24-Verdiinnung des obersten Standardwertes nach 30 Minuten Messzeit den
ganzen Messbereich des Photometers durchmall. Als weitere Standardwerte wurden

Verdiinnungen im Verhiltnis 1:32, 1:48, 1:64, 1:96 und nur Inkubationspuffer gewéhlt.

Die Linearitit der Kurve war unabhidngig davon, ob jede der Verdiinnungen einzeln
hergestellt oder durch Weiterreichen des schon verdiinnten Materials innerhalb der
Verdiinnungsreihe hergestellt wurde, sofern jeweils eine ausreichende Homogenisierung der

Verdiinnungen durch Vortexen iiber mehrere Sekunden stattgefunden hatte.

Allerdings mussten die Verdiinnungen vor der Testdurchfiihrung jeweils neu hergestellt

werden, da die Konservierung der schon verdiinnten Standards zu Verlusten der Signalstirke
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fiihrten (siche unten). Aufgrund der oben genannten Griinde wurde im Folgenden die
Verdiinnung des Standardmaterials mittels Inkubationspuffer fiir die Erstellung der

Kalibrationskurve bevorzugt.

Abbildung 48: Verdiinnung des Standardmaterials mit Inkubationspuffer
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Verwendung eines synthetischen Standardmaterials

Eine vollige Unabhéngigkeit von menschlichen Materialien wére durch die Verwendung von
synthetischen Standards, zum Beispiel Ldsungen mit einer definierten Anzahl an
Mononukleosomen, zu erreichen. AuBlerdem konnte an der resultierenden Kalibrationskurve

direkt die absolute Konzentration an Nukleosomen abgelesen werden.

Versuche mit bereits fertig synthetisierten Nukleosomen sowie mit Gemischen aus Histonen
und DNA, die jeweils mit Inkubationspuffer verdiinnt wurden ergaben jedoch weder
reproduzierbare Werte, noch eine lineare Kurve. Moglicherweise veridnderte sich durch die
Verdiinnungen die Affinitdt der einzelnen Komponenten zueinander, die kiinstlich erzeugten
Komplexe interagierten miteinander oder mit der Wand der Reagenzgefille. Deshalb musste

von einer ganzlich synthetischen Standardkurve abgesehen werden.

Relative Skalierung in Arbitrary Units
In dem aus gemischtem Spenderblut hergestellten Standardmaterial konnte die Menge der

darin befindlichen Nukleosomen nicht in absoluten Konzentrationen angegeben werden.
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Denn es enthielt vermutlich Mono- und Oligonukleosomen verschiedener Lénge, die im Test

unterschiedliches Bindungsverhalten an die Antikorper erwarten lieBen.

In seiner Zusammensetzung ist das verwendete Standardmaterial jedoch den zu
untersuchenden Serum- oder Plasma-Proben &hnlicher, als es synthetisches Referenzmaterial
wire. Zudem sind die Nukleosomen im verwendeten Standard natiirlicher Art; Serum- oder
Plasma-Faktoren, die moglicherweise mit den Nukleosomen interagieren, sind dort in

vergleichbarem Verhéltnis wie in den zu messenden Proben vorhanden.

Deshalb wurde eine zum Standard relative Quantifizierung der Nukleosomen vorgenommen,
deren Messeinheit als ,,Arbitrary Units* oder ,,AU* benannt. Nach 30 miniitiger Messzeit
entsprachen 1000 AU einer Absorption von 2500 mU, 500 AU waren 1250 mU, 250 AU
waren 625 mU und so fort. Da die Skalierung in Arbitrary Units vor allem von der
Standardkurve, und nur in geringem Mal} von der Messzeit abhingen, konnte dadurch die
Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Testdurchldufen verbessert werden. Wie die
folgenden Abbildungen zeigen, variierten die Standardkurven in vier verschiedenen Tests

hinsichtlich der Absorption, waren jedoch beziiglich der Arbitrary Units nahezu identisch:

Abbildung 49: Vergleich mehrerer Standardkurven nach absoluten Absorptionswerten
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Abbildung 50: Vergleich mehrerer Standardkurven nach relativen Arbitrary Units
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Auch im Vergleich von Serum-Proben unterschiedlicher Wertlagen, die jeweils in 10 Tests
vermessen wurden, wurde durch die Verwendung der Arbitrary Units ein Absinken der
Interassay-Varianz von 12% auf 8% und von 17% auf 13% beobachtet (siche auch weiter

unten).

Optimierung des Messbereichs
Nach der Definition der Messzeit und Festlegung der Standardkurve wurden Testmessungen
an einer Reihe von Serum-Proben durchgefiihrt. Dabei {liberschritten viele dieser Proben den
Messbereich von 1000 AU. Eine Optimierung des Messbereichs konnte durch Regulation
mehrerer Stellgrofen erreicht werden:

e cine Verdiinnung des Konjugat-Gemischs

e ciner generellen Vorverdiinnung der zu vermessenden Serum-Proben durch

e cin nukleosomenarmes Serum

e Inkubationspuffer

Verdinnung des Konjugat-Gemischs

Durch Erhdhung der Inkubationspuffer-Anteils im Konjugat-Gemisch wurde die
Konzentration der darin enthaltenen Anti-DNA- und Anti-Histon-Antikorper reduziert. Bei
gleich bleibender Affinitit gegeniiber den Nukleosomen konnte so die Menge der Antigen-
Antikorperkomplexe und dadurch das Messsignal verringert werden. Wie die folgende

Abbildung zeigt, wurde durch eine Verdiinnung des originalen Konjugats mit der gleichen
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eine Abnahme der Extinktion
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Verdinnung der Serumproben mit Inkubationspuffer

Ein dhnlicher Effekt wurde durch die Verdiinnung der nukleosomenreichen Serum-Probe mit
Inkubationspuffer erzielt. Der bei ausschlieBlichem FEinsatz von Inkubationspuffer
resultierende Nullwert spiegelt wider, dass dieses Verdlinnungsmittel génzlich von

Nukleosomen frei ist.

Abbildung 53: Verdiinnung der Serumproben mit Inkubationspuffer
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Fir die Validierung des CDDE-Tests schien die 1:4-Vorverdiinnung der Seren mit
Inkubationspuffer praktikabel und ausreichend zu sein, um einen Grofiteil der Serum-Proben
im Messbereich bis 1000 AU zu erfassen. Die Titrierung des Konjugationsgemischs wurde

der spiteren Weiterentwicklung des Tests vorbehalten.

Verdiunnungslinearitat

Die Verdinnungslinearitit ist ein wesentliches Kriteritum fiir den Einsatz und die
Vergleichbarkeit von generell vorverdiinnten Seren sowie fiir eine weitere Verdiinnung von
Proben, die den Messbereich dennoch iibersteigen.

Wie aus der untenstehenden Abbildung ersichtlich ist, wurde mit der schrittweisen
Verdiinnung der Serum-Proben durch Inkubationspuffer eine reproduzierbare, lineare
Ursprungsgerade erhalten. Dabei halbierte sich der Ausgangswert bei jeder weiteren
Verdiinnungsstufe. Somit konnte eine zum Verhiltnis Probe / Inkubationspuffer proportionale

Verdiinnungslinearitat fiir die Serum-Proben gezeigt werden.
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Abbildung 54: Verdiinnungslinearitat
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5.1.2 Qualitative Austestung

Die qualitative Austestung des Nukleosomentests umfasst die Bewertung der
e Analytischen Spezifitit
e Analytischen Sensitivitit
e Intraassay-Varianz

e Interassay-Varianz

Analytische Spezifitat
Die analytische Spezifitit als Qualitditsmerkmal der Antikorper eines ELISAs soll dariiber
Aufschluss geben, ob Nukleosomen-freie Proben auch tatséchlich kein positives Messsignal

hervorrufen konnen.

Um dies zu lberpriifen wurde zum Konjugat-Gemisch, welches biotinylierte Anti-Histon-
Antikdrper und Peroxidase-markierte Anti-DNA-Antikorper enthélt, ein Gemisch titriert, in
welchem identische, jedoch native Anti-Histon-Antikorper gelost waren, die nicht mit Biotin
behaftet waren. Letztere konnten zwar an Nukleosomen binden, diese jedoch nicht an die
Mikrotiterplattenwand fixieren. So wurden die unfixierten Komplexe beim Waschschritt

entfernt und in der photometrischen Messung nicht erfasst.
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Abbildung 55: Bindeverhalten der Nukleosomen an die Mikrotiterplatte nach Titration
von Anti-Histon-Antikorpern mit und ohne Biotin zum Konjugatgemisch

X X X
1pa¥— Y189

L Ll X I

Bei gemeinsamer Inkubation der Anti-Histon-Antikorper mit und ohne Biotin konkurrierten
beide um die in der Probe vorhandenen Nukleosomen. Mit zunehmender Menge des
zugegebenen Gemischs entfielen dadurch immer weniger Nukleosomen auf die biotinylierten
Anti-Histon-Antikorper des Konjugats, die die Nukleosomen an der Mikrotiterplatte

verankerten. Dadurch bedingt war eine Abnahme des resultierenden Messsignals zu erwarten.

Diese theoretische Hypothese bestétigte sich bei den durchgefiihrten Untersuchungen: Mit
ansteigender Titration der wieder auswaschbaren, Biotin-freien Anti-Histon-Antikdrper nahm
das Messsignal dosisabhidngig ab und ging fast auf die Nulllinie zuriick. Somit war fiir die
Auslosung eines Messsignals das Vorhandensein von Nukleosomen, biotinylierten Anti-

Histon-Antikorpern und Peroxidase-markierten Anti-DNA-Antikorpern notwendig.

Abbildung 56: Analytische Spezifitat
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In weiteren Versuchen wurden nukleosomenreiche Serumproben ausschlieBlich mit
biotinylierten Anti-Histon-Antikdrpern oder nur mit Peroxidase-markierten Anti-DNA-

Antikorpern inkubiert, ohne dass ein messbares Signal vorzufinden war. Auch wurde
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nukleosomenarme Serumproben oder nukleosomenfreies Material wie Inkubationspuffer mit
biotinylierten Anti-Histon-Antikérpern und Peroxidase-markierten Anti-DNA-Antikorpern

inkubiert, ohne dass eine Erh6hung des Signals festgestellt wurde.

Analytische Sensitivitat

Die analytische Sensitivitdt wird durch die untere Nachweisgrenze beschrieben. Sie wird im
Besonderen durch die Affinitit der Antikorper zu den Nukleosomen beeinflusst. Fiir ihre
Berechnung wurde der Mittelwert der Leerwerte von 14 Testdurchldufen gebildet und die
dreifache Standardabweichung hinzuaddiert. Somit ergab sich fiir die untere Nachweisgrenze

ein Wert von 16 AU — bei einer Absorption von 38 mU optischer Dichte.

Intraassay-Varianz

Sowohl die Intra- wie auch die Interassay-Varianz konnen bei einem Testsystem von der
Hohe der Wertlagen abhingen. Deshalb wurden aus einem Gemisch verschiedener Seren
jeweils drei spezielle Serumpools hergestellt, die Signale im niedrigen, mittleren und hohen
Messbereich hervorriefen. Zur Priifung der Intraassay-Varianz — der Schwankungsbreite der
Messwerte innerhalb eines Testansatzes — wurden die Pools in einer Messreihe zehnmal
bestimmt, dann aus den Mittelwerten und Standardabweichungen die Variationskoeffizienten
(VK) errechnet. Diese sind in der untenstehenden Tabelle dargestellt. Fiir den hohen und
mittleren Serumpool war der VK mit 3,0% beziehungsweise 4,1% in etwa vergleichbar

gering, der VK des niedrigsten Pools war mit 12,8% erwartungsgemif am grof3ten.

Interassay-Varianz

Fiir die Bestimmung der Inter-Assay-Varianz, also der Abweichung der Messwerte vom
Mittelwert in verschiedenen Testdurchldufen, wurden die drei Serumpools in 14 aufeinander
folgenden Messreihen mitgemessen. Ahnlich wie bei der Intraassay-Varianz, waren die
resultierenden Variationskoeffizienten bei hohen und mittleren Wertlagen mit 8,6% und
13,5% dhnlich gering, wéhrend sie bei sehr niedrigen Wertlagen mit 46% deutlich hoher

lagen. Die einzelnen Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.
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Tabelle 16: Intra-Assay und Inter-Assay-Varianz

Intra — Assay Inter — Assay
N=10 N=10
x =327 AU x =455 AU
Pool 1
VK =3,0 VK = 8,6
Pool 2 x =181 AU x=235AU
VK=4,1 VK=13,5
Pool 3 x =48 AU x =24 AU
VK =12,8 VK = 46,0

5.1.3 Matrix und Stabilisierung

Vergleich verschiedener Matrices
Die meisten Parameter werden in einem Routinelabor im Serum oder Plasma bestimmt. Zur
Gewinnung von beiden Matrices wird Vollblut nach der Abnahme zentrifugiert, darauthin der

Uberstand dekantiert und in den entsprechenden Testsystemen vermessen.

In den fiir die Serumgewinnung verwendeten Blutréhrchen setzt vor der Zentrifugation ein
Gerinnungsvorgang unter Verbrauch von Gerinnungsfaktoren ein, die somit im Uberstand
nicht mehr vorhanden sind. Zur Erleichterung der Gerinnung sind in den Serumrdhrchen zur

OberfliachenvergroBerung Kaolin-Kugeln oder Gele vorgelegt.

Die fiir die Plasmaaufbereitung zur Anwendung kommenden Rohrchen hingegen enthalten
Agenzien, die in die Gerinnungskaskade eingreifen und diese antagonisierien, wie das mit
Ca*"-Ionen chelierende EDTA oder Citrat und Heparin-Zusitze, die gerinnungsfordernde
Faktoren inhibieren. In diesen Rohrchen bleiben die Gerinnungsfaktoren nach der

Zentrifugation im Uberstand und kénnen dort nachgewiesen werden.

Um abzuschitzen, welche Matrix sich fiir die Bestimmung der Nukleosomen besser eignet,
wurden von zehn Probanden jeweils Serum- und Plasmaproben gewonnen und darin die
Nukleosomenkonzentration gemessen. Unter den Probanden waren drei gesunden Personen,
vier Personen mit soliden Tumoren, zwei Personen mit akut entziindlichen Erkrankungen und

einer Person mit einem akuten Allergieschub.



120

In neun der untersuchten Probenpaare wurde allenfalls ein geringes Messsignal im Plasma
erhalten, wihrend sie im Serum variierten und groftenteils deutlich héher waren. Nur in
einem Fall waren die Werte in beiden Matrices vergleichbar hoch. Diese Blutprobe stammte
von einem Patienten mit fulminant verlaufender Sepsis und hoch pathologischen CRP-Werten

von liber 45 mg/dl.

Abbildung 57: Vergleich von Serum und Plasma als Probenmatrix
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Stabilisierung mit EDTA

Da in den Serum- und Plasmaproben die Prisenz von Mg®"- und Ca’"-abhingigen
Endonukleasen vermutet werden konnte, wurden drei Serumproben 10 mM und 100 mM
EDTA als Stabilisator zugegeben, um deren Aktivitidt zu unterbinden. Danach wurde ohne

weitere zeitliche Verzogerung die Nukleosomenkonzentration bestimmt.

Abbildung 58: Stabilisierung der Serumproben mit EDTA
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Die Messwerte der verschiedenen Behandlungsformen unterschieden sich fiir die
untersuchten Proben nur geringfiigig. Der natiirlichen Aktivitdt von Endonukleasen schien

hinsichtlich der gemessenen Nukleosomenkonzentration keine Bedeutung zuzukommen.

Inhibition der Stabilisierung durch Ca*

Durch Zugabe von Ca®" wurde iiberpriift, ob die Aktivitit eventuell vorhandener
Endonukleasen induziert oder gesteigert werden konnte. Allerdings &dnderten sich die
Messwerte bei Zusatz von 10 mM Ca”" nur unwesentlich. Bei einer Konzentration von 100
mM Ca®" jedoch wurde fiir alle Proben nur noch ein minimales Signal gemessen.
Moglicherweise ist dieses Phanomen auf eine Storung des Testsystems als ganzem durch eine
Inaktivierung der Antikorper zurtickzufiihren.

Abbildung 59: Stabilisierung mit EDTA und Inhibition der Stabilisierung durch Ca**
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Vergleich unterschiedlicher Lagerungsbedingungen
Da sich EDTA als Stabilisator fiir die Lagerung des Standardmaterials bewéhrt hatte, war zu
untersuchen, ob es einen dhnlich Effekt auf die Probandenproben ausiibte. Die Serum- und

Plasmaproben wurden aliquotiert und in zwei Gruppen aufgeteilt:

e Den Aliquots der ersten Gruppe (Serum und Plasma) wurden nach der Zentrifugation
EDTA in einer Konzentration von 10 mM zugegeben, che sie fiir ein, drei, sieben und
21 Tage bei Raumtemperatur (25°C), Kiihlschranktemperatur (4°C) oder im
Gefrierschrank bei —20°C und —80°C gelagert wurden.
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e Die Aliquots der zweiten Gruppe erhielten keinen EDTA-Zusatz und wurden nativ

unter den gleichen Bedingungen iiber die gleichen Zeitrdume gelagert.

Nach den genannten Lagerungszeiten wurden die Proben in den Test eingesetzt und

vermessen. In folgenden Abbildungen sind exemplarisch fiir 3 Probanden die Ergebnisse

dargestellt:

Abbildung 60: Stabilitat von Serum und Plasma mit (+) und ohne (-) EDTA-Zusatz bei Proband 4
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Abbildung 61: Stabilitat von Serum und Plasma mit (+) und ohne (-) EDTA-Zusatz bei Proband 5
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Abbildung 62: Stabilitdt von Serum und Plasma mit (+) und ohne (-) EDTA-Zusatz bei Proband 8
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Einige charakteristische Merkmale konnten bei mehreren Probanden festgestellt werden:

1. Die Plasmen von allen neun Probanden mit geringen Ausgangswerten blieben nach
ein, drei, sieben und 21 Tagen auf einem konstant niedrigen Niveau, unabhéngig von
der EDTA-Zugabe und den Lagerungsbedingungen.

2. Die Seren zeigten je nach Stabilisierung und Lagerungsart variable Verldufe: Bei
Raum- und Kiihlschranktemperatur sanken die Werte spitestens nach einer bis drei
Wochen deutlich ab. Dabei konnte der Zusatz von EDTA nur eine relative
Stabilisierung bewirken.

3. Wurden die Seren bei —20°C und —80°C gelagert, wurde kein derartiger Abfall der
Werte beobachtet, allerdings waren sie Schwankungen unterschiedlicher Stirke
unterworfen. Hier konnte durch die EDTA-Zugabe eine weitgehende Stabilisierung

erreicht werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde Serum der Vorzug als Matrix fiir die Bestimmung der
Nukleosomenkonzentration gegeben und bei allen zu untersuchenden Serumproben nach der
Zentrifugation eine Stabilisierung mit 10 mM EDTA und die Lagerung bei —20°C oder —80°C

vorgenommen.
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5.1.4 Praanalytische Probenbehandlung

Die Stabilitdit des Analyten in der Blutprobe kann wéhrend der prédanalytischen
Aufbereitungs- und Lagerungsphase von verschiedenen Faktoren beeinflusst werden. Durch
diese konnen die in vivo-Verhéltnisse verzerrt werden und zu falsch-positiven wie -negativen
Messergebnissen flihren. Deshalb sind fiir die Bewertung eines Tests die Untersuchung der
praanalytischen Einflussfaktoren und gegebenenfalls eine Standardisierung der prdana-

lytischen Proben-behandlung angezeigt. Die Praanalytik gliedert sich in folgende Abschnitte:

Abbildung 63: Logistischer Ablauf der praanalytischen Probenbehandlung
Blutabnahme
I—P Transport ins Labor
|—> Zentrifugation
L zugabe von EDTA
I—» Zwischenlagerung
Lo Tieffrieren bei -20°C oder -80°C
I—» Auftauen
I—» Homogenisierung
I—» Testdurchfiihrung
UnregelmiBigkeiten bei jedem der Schritte konnen zu Beeintrdchtigungen der im Test

gemessenen Wertlagen fithren. Die moglichen Auswirkungen wurden im Einzelnen iiberpriift.

Blutabnahme

Venoses Blut wird aus der Cubitalvene durch Einmalabnahme-Besteck liegender oder
sitzender Personen entnommen. Dabei befindet sich die Punktionsstelle in etwa auf Hohe des
Herzens. Blutabname aus Verweilkaniilen ist zu vermeiden, da sich um die im Blutgefal3
liegenden Kaniile sowie am Eingang ihres Lumens moglicherweise thrombotisches Material
ansammeln kann und vermehrt Bruchstiicke zugrundegegangener Blutzellen bei der
Entnahme mit nach auflen geschwemmt werden. Bei der Abnahme aus Portsystemen ist auf
geniigende Spiilung mit physiologischem NaCl zu achten. Aufgrund des Verdiinnungseffekts
sind die ersten 10 ml des entnommenen Blutes zu verwerfen und erst das darauf gewonnene
Blut zu verwenden. Langes Stauen oder Pressen des Armes, ,,Herumstochern* sowie starke
Aspiration bei Verwendung diinner Nadeln sind ebenfalls zu vermeiden, da durch intravasale
Héamolyse oder durch Reizung der Venenwinde zusitzliche Zellbestandteile freigesetzt

werden konnen.
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Transport der Blutproben ins Labor
Der Transport ins Labor sollte innerhalb einer Stunde nach Blutabnahme erfolgen, ohne dass
die Blutprobe dabei groferen Belastungen ausgesetzt ist. Sonneneinstrahlung und Schiitteln

konnen zu einer in vitro Hamolyse fiihren, wodurch die Messungen verfilscht werden.

Bei insgesamt 40 gesunden Probanden wurde Blut fiir die Nukleosomenbestimmung
entnommen. Dabei wurde die Blutabnahme bei einer Gruppe von 20 dieser Personen in der
Klinik vorgenommen, wo ein schonender Transport innerhalb von 30 bis 60 Minuten ins
Labor gewdhrleistet war. Bei der anderen Gruppe von ebenfalls 20 hinsichtlich der
Altersstruktur vergleichbaren Personen wurde das Blut in einer ambulanten Filiale
abgenommen, wo kein Labor verfiigbar war. Bis zum Eintreffen im Labor des Klinikums
vergingen etwa vier Stunden. Dabei waren die Proben ungekiihlt und Temperaturen von circa

35°C ausgesetzt.

Gegeniiber den im Klinikum gewonnenen Serumproben wiesen die auswérts abgenommenen
Proben fast durchweg deutlich erhdhte Wertlagen auf. Aufgrund der Ahnlichkeit der
Probandengruppen diirfte der Unterschied auf die ungeeigneten Transportbedingungen

zuriickzufiihren sein.

Abbildung 64: EinfluB des Transports der Blutproben ins Labor
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Die Blutabnahme ist deshalb nach Moéglichkeit in einer Einrichtung mit einem direkten und
schnellen Zugang zu einem Labor vorzunehmen. Einsendung von Vollblutproben auf dem

Postweg diirfen als obsolet gelten.
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Zentrifugation der Blutproben
Im Zeitraum zwischen Blutabnahme und Zentrifugation konnen Blutzellen in vitro zugrunde
gehen und zusétzliche Nukleosomen freisetzen oder das schon in der Probe befindliche

Chromatin durch Endonukleasen gespalten werden.

Deshalb wurde die Zeitspanne und die Lagerungsbedingungen zwischen Blutentnahme und
der Zentrifugation variiert und deren Bedeutung fiir die im Test gemessenen Signale
untersucht: Die Vollblutproben wurden fiir 0, 2, 4 und 6 Stunden nach ihrer Entnahme
aufbewahrt und bei 37°C, 25°C und 4°C gelagert. Danach wurden sie bei 3000 g zentrifugiert,

mit 10 mM EDTA versehen, eingefroren und in einem Testansatz vermessen.

Mit zunehmender Zeitdauer zwischen Blutabnahme und Zentrifugation stiegen die
Nukleosomenwerte im Test an. Dieser Effekt war fiir mehrere Serumproben &hnlich
nachweisbar und im Falle der Lagerung bei Raumtemperatur (25°C) oder bei 37°C besonders
ausgepragt; bei Kiihlschranktemperatur war der Anstieg weniger deutlich, wie im Folgenden

exemplarisch fiir eine Serumprobe demonstriert ist.

Abbildung 65: EinfluR des Zentrifugationszeitpunkts und der Lagerung
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Neben schonender Abnahme und Transport ist somit auf eine mdglichst rasche Zentrifugation
der Blutproben innerhalb von 2 Stunden nach Entnahme fiir die verléssliche

Nukleosomenbestimmung zu achten.
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Stabilisierung der Serumproben mit EDTA

Auch nach der Zentrifugation kann die Fragmentierung des Chromatins durch Endonukleasen
fortgefiihrt werden. Dies sollte durch die Stabilisierung mit EDTA, welches das fiir die
Nukleasenaktivitit essentielle Ca®" komplexiert, unterbunden werden. Der Einfluss des
Zeitpunkts dieser EDTA-Zugabe auf die Messergebnisse wurde in einem weiteren

Experiment tiberpriift:

Nach Zentrifugation wurden drei Serumproben bei 37°C, 25°C und 4°C gelagert, ehe ihnen
nach 0, 2, 4, 6 oder 8 Stunden 10 mM EDTA zugegeben wurde. Danach wurden sie sofort bei

-20°C eingefroren.

Mit zunehmendem zeitlichem Abstand zwischen Zentrifugation und EDTA-Zugabe sanken
die Messsignale im Test linear ab, so dass nach acht Stunden nur noch ungefihr die Hélfte des
urspriinglichen Signals vorgefunden wurde. Sehr niedrige und sehr hohe Werte bildeten die
Ausnahmen und zeigten wenige Verdnderungen, wohl aufgrund der fehlenden Moglichkeit,
noch weiter abzusinken, oder weil der Riickgang der Werte tiber dem erfassten Messbereich
lag. Bei diesen Beobachtungen hatte die Lagerungstemperatur keinen wesentlichen Einfluss.

Die folgende Abbildung zeigt den Effekt fiir drei Seren bei Raumtemperatur (25°C).

Abbildung 66: EinfluR des Zeitpunkts der Probenstabilisierung mit EDTA
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Um einem Verlust der Signalausbeute vorzubeugen, wurde den Serumproben EDTA als

Stabilisator unverziiglich nach der Zentrifugation zugegeben.
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Zwischenlagerung der Serumproben bis zum Einfrieren
Da es im Routinealltag sehr aufwendig ist, jede einzelne Serumprobe sofort einzufrieren,
wurde untersucht, ob die Zeitspanne zwischen dem EDTA-Zusatz und Tieffrieren zu einem
Anstieg oder Abfall der Messsignale fiihrt. Nach der Zentrifugation und sofortiger Zugabe
von 10 mM EDTA wurden drei Serumproben deshalb fiir 0, 2, 4 und 8 Stunden bei 37°C,
25°C und 4°C aufbewahrt, ehe sie bei —20°C tiefgefroren wurden.

Trotz zunehmender Lagerungsdauer bis zum Tieffrieren blieben die Messwerte bei allen
Serumproben konstant. Auch die unterschiedlichen Temperaturen spielten dabei keine Rolle.
Somit konnten die Blutproben nach Zentrifugation und EDTA-Zugaben iiber den Tag
gesammelt und am Abend gemeinsam tiefgefroren werden, was eine erhebliche, logistische

Vereinfachung darstellte.

Abbildung 67: EinfluR der Lagerungsbedingungen bis zum Einfrieren
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In einem weiteren Versuch konnte gezeigt werden, dass nach EDTA-Zugabe die Proben auch
bei mehrtdgiger Lagerung im Kiihlschrank vor dem Tieffrieren konstante Ergebnisse ergaben.
Dies unterstreicht den zuverldssig stabilisierenden Effekt von EDTA und erleichtert
Untersuchungen in externen Einrichtungen ohne eine Tieffriermdglichkeit: Proben kdnnen
dort nach der Zentrifugation und Stabilisierung gesammelt und auch an einem der darauf

folgenden Tage ins Zentrallabor zur Bestimmung oder zum Tieffrieren transportiert werden.
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Langzeit-Stabilitat der Serumproben

Die Stabilitdit der Nukleosomenkonzentrationen {iiber einen ldngeren Zeitraum ist fiir
vergleichende Messungen von groBler Wichtigkeit. Ist sie gewihrleistet, konnen Proben
interessierender Patientengruppen aufbewahrt werden, bis eine geniligend groBe Anzahl
vorhanden ist, und diese zusammen bestimmt werden. Dadurch kann die Interassay-
Imprézision elegant umgangen werden und eine hohere Vergleichbarkeit erreicht werden.
Gleiches gilt fiir Verldufe einzelner Patienten iiber einen langeren Zeitraum. Werden diese
alle in einem Testansatz gemessen, steigt die Aussagekraft der Kinetik, da die Schwankungen

zwischen verschiedenen Testen entfallen.

Fiir die Priifung der Langzeitstabilitidt wurden drei Serumproben bei -20°C eingefroren, nach
einem, 2, 3, 4 und 6 Monaten aufgetaut und vermessen. Sowohl bei niedrigen, mittleren wie
auch bei hohen Werten wurden iiber den gesamten halbjdhrlichen Zeitraum stabile
Messsignale mit nur geringen Schwankungen beobachtet. Die Variationskoeffizienten

betrugen zwischen 4,2% und 9,2%.

Abbildung 68: Langzeitstabilitat der Serumproben bei -20°C
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Nach diesen Ergebnissen kdnnen Serumproben mindestens sechs Monate bei —20°C oder
noch tieferen Temperaturen eingefroren werden, ohne dass die Qualitit der Messsignale

eingebiifit wird.



130

Verdiinnung der Serumproben vor und nach dem Einfrieren

Durch die Modifikationen des Nukleosomentests wurden sowohl Verdiinnungen des
Standardmaterials mit Inkubationspuffer fiir die Kalibrationskurve wie auch die generelle
Verdiinnung aller Serumproben notwendig. Vor allem fiir die verschiedenen Standards wére
es von praktischem Vorteil, wenn sie in grolem Malstab verdiinnt, aliquotiert und
eingefroren werden kdnnten, um sich die aufwendigen Verdiinnungen vor jedem Testansatz

Zu ersparen.

Deshalb wurde ein Vergleich angestellt zwischen Standards und Serumproben, die jeweils vor
dem Einfrieren verdiinnt wurden, sowie solchen, die erst vor Durchfiihrung des Tests
verdinnt wurden. Unsere Versuche zeigten, dass die bereits vor dem Einfrieren
vorgenommenen Verdiinnungen eine Abnahme der Messsignale um circa 50% bewirkten.
Hingegen wurden stabile Werte erhalten, wenn die Standards oder Serumproben eingefroren

wurden und vor der Testdurchfiihrung verdiinnt wurden.

Abbildung 69: EinfluB der Probenverdiinnung vor und nach dem Einfrieren
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Deshalb wurden Verdiinnungen der Standards und Serumproben nur unmittelbar vor dem

Einsatz ins Testsystem vorgenommen.
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Wiederauftauen von Serumproben

Auch wenn das Gros der Proben im normalen oder erweiterten Messbereich lag, gab es
vereinzelt Proben mit weit hoheren Werten. Diese wurden bei einem zweiten Testansatz
vorverdiinnt und ihre tatsdchliche Konzentration dann extrapoliert. Fiir diese Félle war es
wichtig zu wissen, ob die bereits vermessenen Serumproben wieder eingefroren und nochmals
aufgetaut werden konnen oder ob dadurch eine Verfilschung der Messwerte hervorgerufen

wiirde.

Drei Serumproben wurden deshalb je dreimal bei —20°C eingefroren und wieder aufgetaut.
Bei jedem Zyklus bestehend aus einmal Einfrieren und Auftauen wurde ein Teil der Probe
entnommen, der Rest wurde in den nédchsten Zyklus eingeschleust. Zuletzt wurden die Proben
aus allen Zyklen in einem Testansatz vermessen. Trotz zunehmender Zyklenzahl wurden fiir

die Serumproben allenfalls geringfiigige Schwankungen beobachtet.

Abbildung 70: EinfluR des mehrmaligen Auftauens
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Spétere Untersuchungen zeigten jedoch, dass in Proben, die nach dem Vermessen mit einer
Verzogerung von einigen Tagen wieder eingefroren wurden, eine Abnahme des Messsignals
zu verzeichnen war. Deshalb wurden bereits vermessene Seren verworfen und nach der
initialen EDTA-Zugabe mehrere Aliquots fiir eventuelle Nachbestimmungen gebildet und

eingefroren.
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Homogenisierung der Serumproben nach dem Auftauen

Durch die Tieffrierung werden Analyten mdglicherweise verdndert, in ihrer Struktur
aufgebrochen, kristallisieren, bilden Komplexe oder adhérieren an der GefaBBwand. Neben
einer geniigend langen Auftauphase, die eine optimale Verfliissigung der Probe und eine
Anpassung an die Raumtemperatur erlaubt, kommt der Homogenisierung der Proben
vermutlich eine Bedeutung fiir die Herstellung der urspriinglichen Verhiltnisse in der Probe

und der Hohe der Messwerte zu.

Deshalb wurden Serumproben nach dem Auftauen fiir eine Minute bei 1600 g zentrifugiert,
fiir ein, 3, 5, 10 Sekunden auf dem Vortex geschiittelt oder unbehandelt in das Testsystem
eingesetzt. Anhand der erhaltenen Messwerte konnten keine Unterschiede hinsichtlich der
Homogenisierungsmodalitidten festgestellt werden, wie hier beispielhaft fiir eine Serumprobe

gezeigt ist.

Abbildung 71: EinfluR des Homogenisierens nach dem Auftauen
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Fiir die Testdurchfiihrung wurde eine einheitliche Homogenisierung mittels Vortex fiir drei

Sekunden festgelegt.
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5.1.5 StorgroRen

Auch auBlerhalb der prdanalytischen Probenbehandlung konnen stérende Faktoren die
Messergebnisse beeinflussen. Dazu zihlen:

e Schwankungen im zirkadianen Verlauf,

e die Einnahme fettreicher Mahlzeiten,

e die in vivo und in vitro Himolyse,

e Kontamination der Proben durch bakterielle DNA oder Detritus,

e Kontaminationen wéhrend der Testdurchfiihrung.

Schwankungen im zirkadianen Verlauf

Eine tageszeitliche Rhythmik ist fiir mehrere biochemische Parameter, insbesondere fiir
verschiedene ~ Hormone, bekannt. Um die zirkadianen  Schwankungen  der
Nukleosomenkonzentration im Blut zu untersuchen, wurden bei einem gesunden Probanden
mehrere Blutentnahmen in dreistiindlichem Abstand wéhrend eines Tages entnommen,
beginnend um 8 Uhr morgens bis 6 Uhr abends. Es wurden leichte korperliche Arbeiten
durchgefiihrt und kleinere Mahlzeiten um 9 Uhr, 13 Uhr und 17 Uhr eingenommen.

Im Tagesverlauf blieben die Nukleosomenwerte konstant; es traten keine {iber einen

Variationskoeffizienten von 10% hinausgehenden Schwankungen auf.

Abbildung 72: EinfluR von Schwankungen im zirkadianen Verlauf
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Obwohl durch tageszeitliche Unterschiede keine Messwert-Verzerrungen zu erwarten waren,

wurden aus Praktikabilitdtsgriinden die Blutabnahmen meist morgens vorgenommen.
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Einnahme von fettreicher Ernahrung

Hyperlipiddmien gelten als weitere mogliche Storfaktoren, die Testergebnisse verfdlschen
koénnen. Zur Uberpriifung des Einflusses von fettreicher Ernihrung wurde von 15 Probanden,
die morgens eine ausgesprochen triglycerid- und cholesterinhaltige Mahlzeit zu sich
genommen hatten, vor der Mahlzeit sowie 2, 4 und 6 Stunden danach Blut abgenommen. In
dem daraus gewonnenen Serum wurde die Nukleosomenkonzentration, aulerdem die Menge

der Triglyceride, des Cholesterins und der Lipoproteine bestimmt.

Bei den meisten der Probanden wurde ein geringer Anstieg der Nukleosomenkonzentrationen
beobachtet, der seinen Hohepunkt 6 Stunden nach der fettreichen Mahlzeit hatte. Der
Triglycerid-Spiegel wies nach 2 Stunden, der VLDL-Spiegel nach 4 Stunden ein Maximum
auf. Das Gesamt-Cholesterin, sowie die LDL- und HDL-Fraktionen blieben hingegen
konstant. Bei keinem der Lipidmarker zeigte sich eine Korrelation zu den

Nukleosomenwerten.

Abbildung 73: EinfluR von der Einnahme fettreicher Erndhrung
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Da die Werte nach fettreicher Mahlzeit — wenngleich nur geringfiigig — anstiegen, wurden

darauf geachtet, dass die Blutabnahmen nicht nach derartiger Fettaufnahme vorgenommen

wurden.
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In vivo und in vitro Hamolyse
Der Einfluss der intravasalen und in vitro Himolyse wurde bereits im Zusammenhang mit der
Blutabnahme und dem Transport der Proben ins Labor erwéhnt. Systematisch wurde er durch

»Spike-Experimente* untersucht:

Vollblutproben zweier gesunder Probanden, bei denen zuvor eine nur sehr geringe
Nukleosomenkonzentration im Serum gemessen wurde, wurden artifiziell hamolysiert:

e Je eine Vollblutprobe wurde zweimal bei —20°C tiefgefroren und wieder aufgetaut,
wodurch die Blutzellen lysierten und ein kirschrotes Hamolysat ergaben.

e FEine weitere Vollblutprobe wurde vier Stunden bei 37°C inkubiert und mehrmals
geschiittelt, um die Transportbedingungen extern abgenommener Blutproben zu
imitieren. Nach Zentrifugation wurde daraus ein schwach rotlich imponierendes
Serum gewonnen.

Diese artifiziell hdmolysierten Seren wurden in aufsteigender Konzentration (1 pl, 2 pl, 3 ul,
5 pl, 10 pl) zu 250 pl des normalen, nukleosomenarmen Serums der Probanden titriert und

die Hohe des dadurch im Test hervorgerufenen Messsignals bestimmt.

Bei Zusatz der stark hdmolytischen Seren zu den Negativ-Seren stieg das gemessene Signal
nicht oder nur leicht an. Hingegen war mit zunehmender Konzentration der zugegebenen

leicht hamolytischen Seren ein deutlicher und linearer Anstieg des Signals zu verzeichnen.

Abbildung 74: EinfluB von Hamolyse
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Neben der Blutabnahme in einer Einrichtung mit direktem Zugang zum Labor wurden
deshalb — auch nur gering — hdmolysierte Proben gekennzeichnet und nur unter Vorbehalt

bestimmt.

Kontamination der Proben durch bakterielle DNA oder Detritus

Inkubation bakterieller Zellen in neutraler Ringer-L6sung

Prokaryotische DNA von Bakterien ist nicht mit Proteinen assoziiert und liegt daher auch
nicht in nukleosomaler Form vor. Um zu iiberpriifen, ob sie tatsdchlich nicht durch den
CDDE-Test erfasst wird, wurden Bakterien in unterschiedlichen Konzentrationen in neutraler
Ringerlésung inkubiert, durch Antibiotika lysiert und die freigesetzte DNA im Uberstand

gemessen.

Es wurden im mikrobiologischen Institut aus Probandenmaterial gewonnene Stdmme von
Escherichia coli (E.c.), Staphylococcus aureus (S.a.) und Pseudomonas aeruginosa (P.a.)
verwendet. Diese wurden in Konzentrationen von 10° Zellen/ml, 10° Zellen/ml und 108
Zellen/ml in Ringer-Losung iiber vier Stunden inkubiert. Jedem dieser Testansdtze wurden
initial antibiotische Medikamenten der ersten Wahl fiir die jeweiligen Bakterienstimme in
aufsteigender Konzentration zugegeben: Cefotaxim (1, 10 und 100 mg/ml) fiir Escherichia
coli und Staphylococcus aureus, Ceftazidim (1, 10 und 100 mg/ml) fiir Pseudomonas

aeruginosa.

Wihrend der Inkubationszeit wurden die Bakterien durch die hoch konzentrierten Antibiotika,
die den therapeutischen Bereich bei weitem {iberstiegen, abgetotet und deren DNA freigelegt.
Nach zehnminiitiger Abzentrifugation der verbleibenden Zellen bei 1600 g wurde der

Uberstand in den Test eingesetzt und vermessen.

Bei keinem der Bakterienstimme, nicht einmal bei Verwendung der hochsten Konzentration
und unter Zugabe der hochsten Menge an Antibiotika, wodurch enorme Mengen an
freigesetzter DNA im Uberstand erwartet werden konnten, wurde ein messbares Signal im

CDDE-Test erhalten.

Die Verwendung von humanem, nukleosomenarmem Serum als Inkubationsmedium

erbrachte fiir alle Konzentrationen an Bakterien und Antibiotika dazu identische Ergebnisse.
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Abbildung 75: EinfluB von Bakterien - DNA
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Inkubation bakterieller Zellen in Vollblut eines gesunden Spenders

In einem zweiten Experiment wurden dieselben Bakterienstimme (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa) in den gleichen Konzentrationen (107
Zellen/ml, 10° Zellen/ml, 10® Zellen/ml) mit den gleichen Antibiotikakonzentrationen
(Cefotaxim (1, 10 und 100 mg/ml) fiir Escherichia coli und Staphylococcus aureus,
Ceftazidim (1, 10 und 100 mg/ml) fiir Pseudomonas aeruginosa) iiber vier Stunden in vitro im

Vollblut eines gesunden Blutspenders inkubiert.

Wihrend dieser Inkubationszeit reagierten Blutzellen mit den Bakterien, wodurch eine
massive Zelltodinduktion humaner und bakterieller Zellen zu erwarten war. Ferner schidigten
die Antibiotika nicht nur Bakterien sondern auch menschliche Blutzellen und fiihrten zur
Freisetzung von DNA beziehungsweise von Nukleosomen. Nach Zentrifugation der Proben

wurden die Nukleosomen im Serum im CDDE-Test bestimmt.

Bei allen Bakterienstimmen wurden bereits bei den niedrigsten eingesetzten Konzentrationen
und selbst ohne Zugabe von Antibiotika sehr hohe Messwerte erzielt. Mit zunehmender

Antibiotikamenge blieben die Werte konstant hoch.



138

Abbildung 76: EinfluR bakterieller Kontamination des Blutes
(102 Bakterien / ml Vollblut)
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Abbildung 77: EinfluB bakterieller Kontamination des Blutes
(105 Bakterien / ml Vollblut)
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Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass bakterielle DNA durch den Nukleosomentest
nicht erfasst wird, wiahrend Bakterien — sofern sie in menschlichem Blut inkubiert werden —
zu einer starken Freisetzung von humanen Nukleosomen fiihren, die sich in stark positiven

Messergebnissen niederschlagen.
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Kontaminationen wahrend der Testdurchfiihrung

DNA-Bestimmungen — zumal auf PCR-Basis — miissen unter besonderen Vorsichts-
mafBnahmen durchfiihrt werden, um Kontaminationen durch fremde DNA wéhrend der
Testdurchfiilhrung zu vermeiden. Die Anfilligkeit der Nukleosomenmessung fiir externe
Kontaminationen wurde durch ein Zusatzexperiment untersucht, bei dem fiir die Hélfte des
Tests vom Ausfithrenden konsequent Mundschutz getragen wurde, bei der anderen Hailfte
nicht. Einige Proben wurden auf beiden Hélften eingesetzt. Diese Testproben auf der nicht
geschiitzten Seite wurden zusitzlich durch Husten einer Person mit grippalem Infekt

kontaminiert.

Die Ergebnisse der Testproben der vorsichtig behandelten Seite und der ungeschiitzten Seite,
die zusitzlich kontaminiert wurden, unterschieden sich nur unwesentlich. So konnte auf das

Tragen eines Mundschutzes oder sonstige Vorsichtsma3nahmen verzichtet werden.

Abbildung 78: EinfluB der Kontamination des Tests
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5.1.6 Zusammenfassung der methodischen Ergebnisse

Durch die beschriebenen methodischen Untersuchungen zum CDDE-Test wurde die

Grundlage fiir weitere klinische Austestungen geschaffen. Im Einzelnen wurden folgende

Resultate erzielt:

1.

Durch die Festlegung der Farbentwicklungszeit auf 30 Minuten sowie die Einfiihrung
einer Standardkurve mit relativer Skalierung konnte das Testsystem und die
Testdurchfiihrung standardisiert und eine quantitative Bestimmung der Nukleosomen
ermoglicht werden. Verdiinnungslinearitit des Standardmaterials sowie der Serumproben
sind vorhanden. Der hochste Standardwert ist eine 1:24 Verdiinnung des
Referenzmaterials mit Inkubationspuffer und erreicht nach 30 min. ABTS-Inkubationszeit
den oberen Messbereich des Photometers bei einer optischen Dichte von 2500 mU.
Diesem wird der relative Wert 1000 AU (Arbitrary Units) zugeordnet. Serumproben

werden generell vor der Testdurchfithrung 1:4 mit Inkubationspuffer verdiinnt.

Die Qualitdt des Tests wird durch eine fiir manuelle Verfahren zu fordernde Intraassay-
Varianz <10% und Interassay-Varianz <15% beschrieben. Die analytische Spezifitit ist

gegeben; die analytische Sensitivitit liegt bei 16 AU.

Im Serum werden gegeniiber Plasma hohere Nukleosomenkonzentrationen gemessen. Als
Untersuchungsmatrix wird im folgenden Serum verwendet. Nach Stabilisierung mit 10
mM EDTA und Lagerung bei —20°C oder —80°C werden konstante Werte iiber mehrere

Wochen erreicht.

Die praanalytische Probenbehandlung ist essentiell fiir die Verldsslichkeit der

Testergebnisse. Es wird folgendes Procedere vorgeschlagen:

e Die Blutabnahme wird mdéglichst in einer Einrichtung mit direktem Zugang zu einem
Labor mittels eines Einmalabnahmebestecks schonend vorgenommen, ohne
zusdtzliche Hdmolyse hervorzurufen.

¢ Die Blutproben werden moglichst ziigig innerhalb von 30 bis 60 Minuten ins Labor
transportiert, ohne sie Belastungen durch Wirmeexposition oder Schiitteln

auszusetzen.
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e Die Zentrifugation wird innerhalb von zwei Stunden nach Blutentnahme bei 3000 g
tiber 10 Minuten durchgefiihrt.

e Unmittelbar danach wird den dekantierten Seren 10 mM EDTA zugegeben. Dann
werden diese im Kiihlschrank bei 4°C zwischengelagert.

e Noch am gleichen Tag werden die Serumproben aliquotiert und bei —20°C oder —
80°C eingefroren.

e Nach dem Auftauen werden die Proben fiir drei Sekunden durch Vortexen
homogenisiert.

e Verdiinnungen des Standardmaterials und der Serumproben werden erst unmittelbar
vor Testbeginn vorgenommen.

e Nach Vermessen der Serumproben werden diese verworfen.

. Als mogliche StorgroBen wurden Hémolyse und bakterielle Kontamination der
Blutproben identifiziert. Zirkadiane Schwankungen und fettreiche Erndhrung beeinflussen
allenfalls geringfiigig die Messwerte. Besondere VorsichtsmaBnahmen wéhrend der

Testdurch-fiihrung, wie das Tragen eines Mundschutzes, sind nicht notwendig.
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5.2 Klinische Evaluierung anhand von Querschnittsuntersuchungen

5.2.1 Werteverteilung der pratherapeutischen Nukleosomenkonzentrationen

Die spontane Nukleosomenkonzentration im Serum spiegelt die Freisetzung der
Nukleosomen durch Zelltodprozesse oder Sekretionsvorginge wider, die nicht durch
medikamentdse oder andere therapeutische Interventionen manipuliert wurden. Bei Personen
mit bekanntermallen gesteigertem Zellumsatz und somit auch hoherem Zelltodvorkommen —
wie Patienten mit malignen Tumoren — miissten demnach deutlich hoéhere, spontane
Nukleosomenwerte im Serum zu erwarten sein, sofern die Zelltodprodukte Anschluss ans

BlutgefdBsystem gewinnen.

Um zu iberpriifen, ob anhand dieser spontanen Nukleosomenwerte Tumorpatienten
identifiziert werden konnen, das heiflit ob der Quantifizierung der Nukleosomen eine
diagnostische Bedeutung zukommt, wurde Serum von Personen mit verschiedenen
Tumorentitdten untersucht. Als Kontrollgruppen wurden gesunde Personen und Personen mit
benignen Erkrankungen ausgewihlt. Darunter befand sich auch eine Untergruppe von

Personen, die an akuten Infekten erkrankt waren.

Gesunde Personen
Die Gruppe der gesunden Probanden zeigte ein homogenes Verteilungsmuster der

Nukleosomenwerte. Diese waren fir alle
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Tabelle 17: Werteverteilung in Abhédngigkeit von Geschlecht und Alter bei gesunden Personen

Gesunde Gesamt| Geschlecht Alter (Quintile)
Personen w M | 20-24 | 25-29 | 30-33 | 34-45 | 46-60
Anzahl 63 34 29 13 12 13 12 13
Median (AU) 24 35 19 27 41 18 24 23
Mittelwert (AU) 36 39 32 50 45 32 26 40
Bandbreite <16-156 | <16-156 | <16-150 | <16-156 | <16-145 | <16-77 | <16-53 | <16-99
p-Wert p=0,110 p =0,494
Abbildung 80: Abhangigkeit der Wertlagen Abbildung 81: Abhéangigkeit der
vom Nikotinkonsum Wertlagen
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Abbildung 82: Abhéngigkeit der Wertlagen von der subjektiven Stressbewertung
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Patienten mit benignen Erkrankungen

Bei Patienten mit benignen Erkrankungen hingegen war ein breites Spektrum an Wertlagen

anzutreffen, das sich von < 16 AU bis zu 1248 AU erstreckte. Der Mittelwert war mit 264 AU

Abbildung 83: Werteverteilung bei Patienten
mit benignen Erkrankungen
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deutlich hoher, ebenso der Median mit 146
AU. Die 95%-Perzentile lag hier bei 988 AU.

Bei organspezifischer Aufgliederung des
Kollektivs waren geringe Unterschiede
erkennbar, die in der folgenden Abbildung
illustriert sind.

Dabei bildeten Patienten mit benignen
gastrointestinalen Erkrankungen mit etwas
niedrigeren medianen Werten, Patienten mit
benignen gynédkologischen Erkrankungen mit

eher hoheren medianen Werten den Rahmen.

Jedoch variierten die Werte interindividuell sehr stark.

Abbildung 84: Werteverteilung bei verschiedenen benignen Erkrankungen
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Werte erzielten Patienten mit Pankreatitiden, einer Divertikulitis, einem

Lungenabszess, einer Ovarialzyste, einem Uterus myomatosus, Osteitiden und einem

Herzinfarkt.
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Hinsichtlich des Geschlechts und des Alters der Patienten konnten keine signifikanten

Unterschiede festgestellt werden.

Tabelle 18: Werteverteilung bei Patienten mit benignen Erkrankungen in Abhangigkeit
von Geschlecht und Alter

Patienten mit | gesamt | Geschlecht Alter (Quintile)

benignen EK w M | 13-33 | 34-45 | 46-57 | 58-67 | 68-90
N 109 67 42 22 22 21 22 22
Median (AU) 146 178 103 193 201 95 50 131
Mittelwert (AU) 264 264 264 221 328 264 224 287
Bandbreite <16-1249 | <16-1138 | <16-1249 | <16-669 | <16-1026 | 31-1050 | <16-1249 | <16-1138
p-Wert p = 0,249 p=0,178

Patienten mit entziindlichen Erkrankungen

Innerhalb der Gruppe der Patienten mit benignen Erkrankungen wurde die Subgruppe der

akut entziindlichen Erkrankungen gesondert betrachtet. Dabei wurde nach dem Schweregrad

der Infektion unterschieden, der wiederum mittels des C-reaktiven Proteins beurteilt wurde.

Bei diesem Vergleich wiesen Patienten mit den niedrigsten CRP-Werten im Durchschnitt die

geringsten Nukleosomenkonzentrationen im Serum auf. Fiir die Gruppe mit CRP < 1 mg/dl

wurde der Mittelwert mit 135 AU der Median mit 66 AU bestimmt. Mit zunehmenden CRP-

Werten stiegen auch die detektierten Nukleosomenmengen an und erreichten ihren hdchsten
Stand bei der Gruppe mit CRP > 20 mg/dl. Dort lag der Mittelwert bei 569 AU und der
Median bei 540 AU.

Abbildung 85: Werteverteilung bei Patienten mit entziindlichen Erkrankungen
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Tabelle 19: Wertlagen in Abhédngigkeit von der Konzentration des C-reaktiven Proteins

Nukleosomenkonzentration im Serum (AU)
Anzahl | Mittelwert Median 75% 95% Bandbreite
(c(;:;{upp:?n:g @ 10 135 66 188 407 <16 —511
g;‘;ﬁ’f . < smgrd 10 219 123 239 669  <16-732
g‘;‘;ﬁ’f " ctomgan | 10 413 251 645 1022 80-1138
(C:;;S/TJXRP <oomgan | 1 377 315 451 1002 <16 — 1036
gguppfgoxg @ 10 569 540 974 1062 <16-1071

Ungeachtet dieser eindeutigen Korrelation ist allerdings darauf hinzuweisen, dass bei
einzelnen Patienten starke Abweichungen auftraten. So fanden sich auch bei Patienten mit
niedrigen CRP-Werten hohe Nukleosomenwerte. Ebenso waren bei Patienten mit sehr hohen

CRP-Werten vereinzelt niedrige Nukleosomenkonzentrationen festgestellt worden.

Auch bei gleichzeitiger (multivariater) Beriicksichtigung von Alter und CRP war die
Altersverteilung ohne Einfluss auf die Nukleosomenwerte, wahrend der Einfluss des CRP

signifikant blieb.

Patienten mit malignen Tumoren
Bei der Gruppe der Patienten mit malignen Tumoren wurden verschiedenste Tumorentitéten

Abbildung 86: Werteverteilung bei Patienten in allen Stadien erfasst. Ahnlich wie bei den
mit malignen Erkrankungen
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Mal. Erkrankungen Serum von Patienten mit Bronchialkarzinom
N=418

mit einem Mittelwert von 569 AU und einem
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Median von 416 AU beobachtet. Patienten mit Prostata-Karzinom hingegen hatten durchwegs
niedrige Serumnukleosomenkonzentrationen (Mittelwert 31 AU; Median <16 AU).

Dazwischen rangierten die Patienten mit den verschiedenen anderen Tumorerkrankungen.
Abbildung 87: Werteverteilung bei verschiedenen malignen Erkrankungen
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(KRK=Kolorektales Karzinom, aGlK=andere gastrointestinale Karzinome, BK=Bronchialkarzinom,
MK=Mammakarzinom, OK=Ovarialkarzinom, aGyK=andere gynakologische Karzinome,
Ly=Lymphome, NZK=Nierenzellkarzinom, PK=Prostatakarzinom, so=sonstige Karzinome)

Die folgenden Tabellen fassen die Ergebnisse der spontanen Nukleosomenkonzentration im

Serum aller untersuchten Patientengruppen zusammen:

Tabelle 20: Werteverteilung bei gesunden Personen und Patienten mit benignen Erkrankungen

Nukleosomenkonzentration im Serum (AU)

Anzahl | Mittelwert Median 75% 95%  Bandbreite
Gesunde Personen 63 36 24 50 98 <16 — 156
Pat. mit benignen 109 264 146 330 988 <16 — 1249
Erkrankungen
Benigne pulmonale 13 273 149 349 906 <16 — 1006
Erkrankungen
Benigne gastrointestinale 38 265 93 279 1022 <16 — 1248
Erkrankungen
Benigne gynakologische | 47 244 177 336 806  <16—1026
Erkrankungen
Andere benignen 21 203 139 291 960 <16 - 1138
Erkrankungen
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Tabelle 21: Werteverteilung bei Patienten mit malignen Erkrankungen

Nukleosomenkonzentration im Serum (AU)
Anzahl | Mittelwert Median 75% 95%  Bandbreite
rat. ::;3‘;;?1“9“ 418 350 190 528 1084  <16—1812
Bronchialkarzinom 60 569 416 984 1195 <16 - 1812
Kolorektales Karzinom 79 343 187 505 1074 <16 - 1191
Kolon 30 320 157 460 1105 <16 - 1191
Rektum 28 384 229 784 1066 <16 - 1109
Sigma 21 323 188 491 1020 <16 - 1073
fendere gastrointestinale | 4 334 175 550 1051  <16— 1252
Osophagus 8 568 562 1008 1170 <16 — 1252
Magen 17 323 175 443 1082 18-1116
Leber-/ Gallenblase 13 295 196 656 782 <16-973
Pankreas 11 227 92 286 722 19 - 894
Mammakarzinom 61 330 185 432 1032 <16 - 1260
Ovarialkarzinom 45 391 216 670 1086 <16 — 1347
tendere gynakologische 20 347 232 477 1264 <16 1424
Korpus 4 482 222 560 1251 61— 1424
Zervix / Vulva 16 314 235 477 828 <16 — 1256
Lymphom 40 324 136 572 1012 <16 — 1137
NHL / Plasmozytom 32 288 84 407 970 <16 - 1137
Morbus Hodgkin 8 470 490 735 994 <16 - 1080
Nierenzellkarzinom 20 194 60 299 716 <16 — 767
Prostatakarzinom 17 31 <16 44 110 <16 — 167
Sonstige Karzinome 27 249 151 404 651 <16 - 1032

Hinsichtlich des Medians konnten die Tumorarten in folgender Reihenfolge abgestuft werden:
Bronchialkarzinom (BK) — andere gyndkologische Karzinome (aGyK) -
Ovarialkarzinom (OK) — kolorektales Karzinom (KRK) — Mammakarzinom (MK)

— andere gastrointestinale Karzinome (aGIK) — sonstige Karzinome (so) —

Lymphome (Ly) — Nierenzellkarzinom (NZK) — Prostatakarzinom (PK).

Da die Verteilungen, Mittelwerte und Mediane beim Kolon-Karzinom und den anderen
gastrointestinalen Karzinomen sowie beim Ovarial-Karzinom und den anderen gyniko-
logischen Karzinomen in etwa entsprachen, wurden sie fiir die weiteren Berechnungen in die

Gruppen der gastrointestinalen bzw. die der gynédkologischen Karzinome zusammengefasst.
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5.2.2 Diagnostische Wertigkeit der Nukleosomen im Serum

Die diagnostische Wertigkeit eines biochemischen Parameters bemisst sich am Vergleich mit
relevanten Kontrollgruppen. Dieser kann durch Signifikanzanalysen des Unterschiedes
zwischen den Gruppen als ganzen objektiviert werden. Feiner nuanciert wird die
Diskriminationsfahigkeit eines Parameters iliber das vollstindige Sensitivitéits-Spezifitdts-

Spektrum durch ROC-Kurven dargestellt.

Zunichst wurde die Hypothese, dass die Nukleosomenkonzentration im Serum als genereller
Malignitdtsmarker niitzlich sein konnte, durch den Vergleich der Patienten mit malignen
Tumoren mit gesunden Personen sowie mit Patienten mit benignen Erkrankungen iiberpriift.

Dann wurde diese Vergleichsuntersuchung innerhalb einzelner Organsysteme angestellt.

Gesunde, benigne und maligne Erkrankungen allgemein
Von gesunden Personen (Median: 24 AU) hoben sich Patienten mit benignen (Median: 146
AU) ebenso wie Patienten mit malignen Erkrankungen (Median: 190 AU) in ihren Nukleoso-

menwerten deutlich ab. In beiden Fillen wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 erreicht.

Abbildung 88: Diagnostische Differenzierung der verschiedenen Patientengruppen
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Obwohl die Gruppe der Patienten mit malignen Tumoren héhere Werte als die eigentlich
differentialdiagnostisch relevante Gruppe der Patienten mit benignen Erkrankungen aufwies,

war dieser Unterschied mit p = 0,072 nicht statisch signifikant.
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Die ROC-Kurven in der folgenden Abbildung spiegeln die Unterscheidungstihigkeit

zwischen den  Tumorpatienten und  Abbildung 89: ROC-Kurve: alle Patienten

gesunden Personen (Kurve 1: ,,Ges-Mal®) 100

und zwischen  Tumorpatienten  und 80 Q’Mff?
Patienten mit benignen Erkrankungen < @jﬁ

wider (Kurve 2: ,Ben-Mal®“). Wéhrend :g 60 3

Kurve 1 einen fast idealen Verlauf zeigt, g

konstatiert Kurve 2 in Form einer nahezu @ 40

Winkelhalbierenden die fehlende Diskrimi- % 20

nierung zwischen Tumorpatienten und der —— Ges-Mal
differential-diagnostisch wichtigen Gruppe 0 I-O-Ber-MaI
der Patienten mit benignen Erkrankungen. 100 80 60 40 20 O

Spezifitit [%]

Bei einer 95% Spezifitit gegeniiber Gesunden ergibt sich ein Cutoff-Wert von 98 AU und
eine Sensitivitét fiir die Detektion von Tumorpatienten von 64,6%. Bei einer 95% Spezifitit
gegeniiber Patienten mit benignen Erkrankungen errechnet sich ein Cutoff-Wert von 988 AU
und eine Sensitivitdt von lediglich 10,0%.

Tabelle 22: Differentialdiagnostische Charakteristika bei der Gesamtheit der Patienten

Alle Erkran- Cutoff | Tu-Pat | Tu-Pat | Spez | Sens | Pra- | neg prad | pos prad
kungen (EK) (CO) <CO | insges valenz| Wert Wert

95% S
e SREZUSOCN | 9g AU | 148 | 418 | 95% | 64,6% | 30% | 86,2% | 84,7%

95% S
Pat°mitp§§ngE?<en 988 AU | 376 418 | 95% [10,0% | 30% | 71,1% | 46,3%

(EK=Erkrankungen, CO=Cutoff, Tu-Pat<CO=Anzahl der Tumorpatienten mit Werten unterhalb des
Grenzwerts, Tu-Pat. insges.=Anzahl aller Tumorpatienten, Spez=Spezifitat, Sens=Sensitivitat,
neg prad Wert=negativer pradiktiver Wert, pos prad Wert=positiver pradiktiver Wert)

Die pradiktiven Werte sind aufgrund der unterschiedlichen Prévalenzen der einzelnen
Tumorerkrankungen nur wunter Vorbehalt zu ermitteln. Bei einer geschitzten
durchschnittlichen Prdvalenz von Tumorerkrankungen beziiglich aller im Klinikum
behandelten Erkrankungen von 30% werden im Vergleich zu Gesunden ein negativer
pradiktiver Wert von 86,2% und ein positiver pridiktiver Wert von 84,7% erhalten. Im
Vergleich zu Patienten mit benignen Erkran-kungen betragt der negative pradiktive Wert nur

71,1%, der positive pradiktive Wert 46,3%.
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Gesunde, benigne und maligne pulmonale Erkrankungen
Auch bei organspezifischer Betrachtung zeigt sich die gute Diskriminationsfdhigkeit der
Nukleosomen im Vergleich zwischen Tumorpatienten und gesunden Personen, wihrend die
Unterscheidung zwischen Tumorpatienten und Patienten mit benignen Erkrankungen nicht
oder nur eingeschriankt gelingt.
Abbildung 90: Diagnostische Differenzierung bei pulmonalen Erkrankungen
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Abbildung 91: ROC-Kurve: pulmonale Erkrankungen
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Bei einer Spezifitdt von 95% gegeniiber Gesunden und einem Cutoff von 98 AU erreicht die
Sensitivitit 91,7%. Bei einer angenommenen Privalenz von 30% liegt der negative pradiktive

Wert bei 96,4%, der positive pradiktive Wert bei 88,7%.
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Wird die Spezifitdt bei 95% gegeniiber den Patienten mit benignen pulmonalen Erkrankungen
fixiert, sinkt die Sensitivitdt auf 31,7% bei einem Cutoff von 906 AU. Der negative pradiktive
Wert betrégt dann 76,4%, der positive pradiktive Wert 73,1%.

Tabelle 23: Differentialdiagnostische Charakteristika bei pulmonalen Erkrankungen

pulmonale EK Cutoff | Tu-Pat | Tu-Pat | Spez | Sens | Pra- | neg prad | pos prad
(CO) <CO | insges valenz| Wert Wert

95% S

e Spezgegen | ggau | 5 60 | 95% |91,7%| 30% | 96,4% | 88,7%

95% S

Pafamitpsgnggg}(en 906 AU 41 60 95% | 31,7% | 30% | 76,4% | 73,1%

Gesunde, benigne und maligne gastrointestinale Erkrankungen

Bei Erkrankungen des gastrointestinalen Traktes liegen die Wertlagen der Patienten mit
benignen und malignen Erkrankungen enger zusammen. Zwar weisen Tumorpatienten noch
deutlich hohere Nukleosomenwerte auf, doch ist der Unterschied zu den Patienten mit

benignen gastrointestinalen Erkrankungen nicht signifikant.

Abbildung 92: Diagnostische Differenzierung bei gastrointestinalen Erkrankungen
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Auch néhert sich die ROC-Kurve fir diese Kollektive der Winkelhalbierenden an als Zeichen
fiir die fehlende Diskriminationsféhigkeit. Bei einer Spezifitit von 95% gegeniiber Gesunden

und einem Cutoff von 98 AU ergibt sich fiir die Detektion von Tumorpatienten eine
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Abbildung 93: ROC-Kurve: gastrointestinale
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Tabelle 24: Differentialdiagnostische Charakteristika bei gastrointestinalen Erkrankungen
Gastrointesti- Cutoff | Tu-Pat | Tu-Pat | Spez | Sens | Pra- | neg prad | pos prad
nale EK (CO) <CO | insges valenz Wert Wert
95% S
Gosunde 2" | 98AU | 49 | 128 | 95% |61,7% | 30% | 853% | 84,1%
95% Spez gegen
Pat mit ben EK 1022AU | 118 128 | 95% | 7,8% | 30% | 70,6% | 40,1%

Gesunde, benigne und maligne gynakologische Erkrankungen

Sowohl hinsichtlich der Wertverteilungen, Signifikanzberechnungen und der ROC-Kurven

zeigt sich ein dhnliches Bild fiir Erkrankungen der gynédkologischen Organsysteme. Hierzu

wurden Erkrankungen der Ovarien, des Uterus, der Cervix und Vulva zusammengefasst.
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Abbildung 94: Diagnostische Differenzierung bei gynakologischen Erkrankungen
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Bei einer Spezifitit von 95% gegeniiber

Gesunden und einem Cutoff von 98 AU

wurde eine Sensitivitit von 70,8% erzielt.

Ausgehend von einer 30%igen Privalenz

der Tumorerkrankungen ergibt sich ein

negativer pradiktiver Wert von 88,3% und

ein positiver pradiktiver Wert von 85,8%.

Bei 95%iger Spezifitit gegeniiber den

Patienten mit benignen gyndkologischen

Erkrankungen, sinkt die Sensitivitit bei
einem Cutoff von 806 AU auf nur 15,4%.

Der negative priadiktive Wert liegt dann bei

72,4%, der positive pradiktive Wert bei 56,9%.

Abbildung 95: ROC-Kurve: gynakologische
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Tabelle 25: Differentialdiagnostische Charakteristika bei gynédkologischen Erkrankungen

Gynakolo- Cutoff | Tu-Pat | Tu-Pat | Spez | Sens | Pra- | neg prad | pos prad
gische EK (CO) <CO | insges valenz| Wert Wert
95% S

oo SPOZOS0N | gg Ay | 19 | 65 | 95% |70,8% | 30% | 88,3% | 858%
95% Spez gegen

Patmitben EK | 806 AU | 99 65 | 95% |154% | 30% | 72,4% | 56,9%

Bei tumordsen Erkrankungen der Ovarien widre es wiinschenswert, bereits pridoperativ

zwischen benignen und malignen Prozessen anhand von biochemischen Parametern unter-

scheiden zu konnen. Allerdings iiberlappen sich die Wertlagen der Nukleosomen im Serum

bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom und Ovarialzysten deutlich, so dass sich daraus keine

diagnostische Aussage ableiten ldsst.

Abbildung 96: Diagnostische Differenzierung bei
ovariellen Erkrankungen
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5.2.3 Abhangigkeit der Nukleosomenwerte von der Tumorlokalisation,

Stagingkriterien und weiteren Charakteristika

In der Gruppe der Patienten mit malignen Erkrankungen sind verschiedene Tumortypen
vertreten, die sich in ihrer Aktivitdt, Invasivitdt, Proliferationsrate, Metastasierungsneigung
und im Perfusionsgrad unterscheiden. Dariiber hinaus sind die Tumorstadien und der

Differenzierungsgrad der Tumorzellen innerhalb der Tumorentitdten sehr variabel.

Um zu {berpriifen, ob Subgruppen sich durch -einheitliche, deutlich abgrenzbare
Nukleosomenwertlagen auszeichnen, wurden die Tumortypen miteinander verglichen sowie

die einzelnen Tumorarten nach folgenden Kriterien differenziert:

e Tumorlokalisation

e Tumorstadium

e TumorgroBe (T-Stadium)

e Lymphknotenbefall (N-Stadium)

e Metastasierungsgrad (M-Stadium)

e Differenzierungsgrad der Tumorzellen (G-Stadium)
e Krankheitsstatus (Neuerkrankung / Rezidiv)

e Histologie des Tumors

e Alter und Geschlecht der Patienten

Differenzierung nach Tumorentitaten allgemein
Untereinander zeigten die Tumorarten nur gering variable Werteverteilungs-Muster. Dennoch
ergaben sich signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen einigen, die in der folgenden

Abbildung durch eine Klammer identifiziert sind.

Insbesondere fielen dabei das Prostata-Karzinoms mit sehr niedrigen und des Bronchial-
Karzinoms mit sehr hohen Werten auf, die sich von den meisten der anderen Tumorentititen

unterschieden.
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Abbildung 97: Differenzierung der verschiedenen Tumorentititen
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Differenzierung nach dem Tumorstadium

Tumorstadien  werden  fiir  verschiedene  Organsysteme in  unterschiedlichen
Klassifikationssystemen beschrieben und beinhalten je nach Tumorart unterschiedliche
Kriterien hinsichtlich TumorgroBBe, Invasivitit, Lymphknoten- und Organbefall sowie
Metastasierung. Fiir die Signifikanzberechnungen wurde das fiir die jeweilige Tumorart
relevante Klassifikationssystem verwendet. Zur gemeinsamen Bewertung aller Tumore

wurden die Stadieneinteilungen UICC, FIGO, DUKES und ANN ARBOR herangezogen.

Die Differenzierung nach dem Tumorstadium erlaubt Einblicke, ob sich frithe Stadien von
spateren durch die Nukleosomenfreisetzung unterscheiden. Da bei fortgeschrittenen Tumoren
meist ein hoherer Zellumsatz stattfindet, sind bei diesen hohere Nukleosomenkonzentrationen

im Serum zu erwarten.

Diese Hypothese traf fiir die Gesamtheit aller Tumoren sowie fiir die Untergruppe der
gastrointestinalen Tumoren zu. Dabei waren frithe Stadien mit niedrigen Nukleosomenwerten,
fortgeschrittene Stadien mit hoheren Werten assoziiert. Alle anderen Gruppen wiesen jedoch
keine derartigen Unterschiede auf. Bei Bronchialkarzinomen und Mamma-Karzinomen
fanden sich sogar haufig in frithen Stadien deutlich erh6hte Wertlagen. Fiir die signifikanten
Unterschiede in der Gruppe aller Tumore ist der hohe Anteil an gastrointestinalen Tumoren
verantwortlich. Wurden diese bei den Berechnungen nicht berilicksichtigt, stieg das

Signifikanzniveau auf p>0,05 an.
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Abbildung 98: Werteverteilung in Abhangigkeit vom Tumorstadium
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Eine Ubersicht der Signifikanzberechnungen ist in der folgenden Tabelle wiedergegeben.
Tabelle 26: Differenzierung nach dem Tumorstadium

UiCC-Stadium UiCC 1 uUiCC 2 uicC 3 uiCcC 4 p
N |Med] N [Med| N |Med| N | Med |Trend-Test

alle Karzinome (KA) 67 | 171 | 81 [ 126 | 96 | 161 | 130 | 299 | 0,002
Bronchial-KA 7 | 864 8 | 258 )] 13 | 337 ] 26 | 431 0,298
Gastrointestinale KA 17 | 73 15 | 54 46 | 122 | 49 | 407 | <0,001
Mamma-KA 21 (210 | 17 | 168 7 177 1 12 | 259 | 0,754
Gynikologische KA 16 | 181 10 [ 119 ] 16 | 220 14 | 315 ]| 0,472
Lymphome 10 | 66 9 27 6 180 | 0,763
Nierenzell-KA 11 | 109 2 365 6 60 0,588
Prostata-KA 4 <16 9 <16 3 77 1 <16 0,781
sonstige KA 2 118 1 314 16 | 123 0,527
alle KA ohne GI-KA 50 | 201 ] 66 | 132 50 | 193] 871 | 210 | 0,433

Differenzierung nach der Tumorgrofe (T-Stadium)

Auf die Berechnung des Tumorstadiums nimmt die TumorgroBle starken Einfluss. Dabei
bestétigten sich die vorher beschriebenen Ergebnisse der Tumorstadien: Nur die Gruppe der
gastrointestinalen Tumore zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen allen T-Stadien,
wobei eine geringe Tumorgrofle mit niedrigen Nukleosomenwerten, ausgedehnte Tumoren
mit hohen Werten einhergingen. Bei allen anderen Tumorentititen waren keine signifikanten
Unterschiede festzustellen. Bei Bronchialkarzinomen und Mamma-Karzinomen waren kleine

Tumore sogar mit hohen Nukleosomenwerten assoziiert.
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Abbildung 99: Werteverteilung in Abhéangigkeit von der Tumorgrofe
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Tabelle 27: Differenzierung nach der Tumorgréfe
T-Stadium T1 T2 T3 T4 p
N |Med] N [Med| N |Med| N | Med |Trend-Test
alle Karzinome (KA) 67 | 185 | 103 | 167 | 113 | 168 | 70 | 332 0,010
Bronchial-KA 5 (410 ] 18 | 376 9 |[202] 21 | 439 0,699
Gastrointestinale KA 12 70 26 | 1551 60 | 140 ) 26 | 536 0,009
Mamma-KA 30 | 184 ]| 16 | 151 2 85 6 | 444 ] 0,656
Gynikologische KA 17 | 191 | 11 75 24 | 251 2 (764 ] 0,076
Lymphome 7 42 10 37 7 160 0,914
Nierenzell-KA 12 94 5 46 1 55 0,760
Prostata-KA 9 <16 3 77 1 <16 0,534
sonstige KA 3 | 217 4 | 329 6 121 0,134
alle KA ohne GI-KA 55 (191 ]| 77 | 167 | 53 | 174 | 44 | 269 | 0,134

Differenzierung nach dem Lymphknotenbefall (N-Stadium)

Der Befall der Lymphknoten

Metastasierungsprozess und kennzeichnet den Ubergang vom lokalen Tumorwachstum zur
systemischen Tumorerkrankung. Mit zunehmendem Grad des Lymphknotenbefalls ergab sich

allerdings weder fiir die Gesamtheit aller Tumoren noch fiir einzelne Untergruppen ein

ist

signifikanter Unterschied im Trend-Test.

in vielen Fillen ein Vorstadium fir

einen
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Abbildung 100: Werteverteilung in Abhangigkeit vom Lymphknotenbefall
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Tabelle 28: Differenzierung nach dem Lymphknotenstadium
N-Stadium NO N1 N2 N3 o]
N (Med] N ([Med| N [Med| N |Med| Trend-
Test
alle Karzinome (KA) 120 | 167 | 97 | 178 | 28 | 267 9 541 | 0,062
Bronchial-KA 10 | 791 10 | 258 8 333 4 614 | 0,544
Gastrointestinale KA 29 73 53 | 187 16 | 177 3 588 | 0,329
Mamma-KA 28 | 184 ] 21 | 128 3 346 1 541 | 0,148
Gynédkologische KA 21 | 278 | 10 | 308 0,729
Nierenzell-KA 15 46
Prostata-KA 10 30 2 <16 0,420
sonstige KA 7 | 217 1 604 1 151 1 240 | 0,752
alle KA ohne GI-KA 91 | 174 | 44 | 176 | 12 | 333 6 | 404 ] 0,069

Differenzierung nach dem Metastasierungsgrad (M-Stadium)
Das Vorhandensein von Metastasen signalisiert die Generalisierung einer Tumorerkrankung
und ist hdufig mit dem Verlust der Operabilitit verbunden. Da der Prozess der Fern-

metastasierung den Anschluss des Tumors an das Blut- oder LymphgefaBsystem voraussetzt,

kann in diesen Féllen ein hoheres Nukleosomenvorkommen im Serum vermutet werden.

Tatsdchlich war ein signifikanter Unterschied zwischen nicht metastasierten Tumoren (MO)
mit niedrigen Nuklesomenwerten und bereits metastasierten Tumoren (M1) mit erhShten

Werten bei der Gruppe der gastrointestinalen Tumoren vorhanden. Bei den anderen

Tumorentititen wurde kein signifikanter Unterschied festgestellt.
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Abbildung 101: Werteverteilung in Abhangigkeit vom Metastasierungsgrad
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Tabelle 29: Differenzierung nach dem Metastasierungsstadium

M-Stadium MO M1 p
N Med N Med Wilcoxon-Test

alle Karzinome (KA) 185 167 118 320 0,001
Bronchial-KA 24 374 26 431 0,805
Gastrointestinale KA 69 105 48 380 <0,001
Mamma-KA 45 176 13 259 0,925
Gynéakologische KA 21 191 13 272 0,531
Nierenzell-KA 11 109 5 64 0,541
Prostata-KA 8 <16 1 <16 0,532
sonstige KA 7 217 12 123 0,547
alle KA ohne GI-KA 116 187 70 250 0,405

Um die Auswirkung groBer Karzinome ohne Fernabsiedlungen auf die Nukleosomen-
konzentration im Serum im Vergleich zu kleinen, aber friih metastasierenden Karzinomen zu
untersuchen, wurde in einem weiteren Schritt eine multivariate Analyse von Tumorgréf3e und
Metastasierungsgrad bei Patienten mit gastrointestinalen Karzinomen vorgenommen. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Bildung von Fernmetastasen groferen Einfluss auf die

Nukleosomenwerte im Serum hat (p=0,0008) als das Tumorvolumen (p=0,696).
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Differenzierung nach dem Differenzierungsgrad der Tumorzellen (G-Stadium)

Der Verlust der Zelldifferenzierung ist ein wesentliches Charakteristikum von Tumoren,
welches oft Riickschliisse auf ihre Aggressivitit und Wachstumsgeschwindigkeit erlaubt. Da
bei aggressiven, schnell progredienten Tumoren hdufig ein gesteigerter Zellumsatz zu
beobachten ist, konnte bei diesen eine deutliche Erhohung der Nukleosomenmenge im Blut
vermutet werden. Allerdings zeigten sich keine Unterschiede der Nukleosomenwerte fiir alle

untersuchten Tumorarten, auch nicht fiir gastrointestinale Tumore.

Abbildung 102: Werteverteilung in Abhangigkeit vom Differenzierungsgrad der Tumorzellen
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Tabelle 30: Differenzierung nach dem G-Stadium
G-Stadium G1 G2 G3 p
N Med N Med N Med | Trend-Test

Alle Karzinome (KA) 16 147 113 202 135 189 0,544
Bronchial-KA 10 347 22 415 0,427
Gastrointestinale KA 3 115 51 276 54 174 0,640
Mamma-KA 6 404 21 177 24 178 0,099
Gyndkologische KA 2 529 11 174 18 193 0,904
Nierenzell-KA 1 64 13 78 3 17 0,939
Prostata-KA 2 92 5 <16 4 <16 0,342
Sonstige KA 2 345 2 514 10 173 0,940

Alle KA ohne GI-KA 13 167 62 174 81 197 0,657
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Differenzierung nach dem Krankheitsstatus

Hinsichtlich des Krankheitsstatus® wurden in der vorliegenden Untersuchung nur Patienten

mit aktiven Krankheitsstadien beriicksichtigt, also Personen, bei denen eine Neuerkrankung

oder ein Rezidiv eines schon frither aufgetretenen Tumors festgestellt wurde. Oft zeichnen

sich rezidivierende Tumorerkrankungen durch eine hohere Aggressivitit aus, die dadurch

bedingt sein kann, dass das Immunsystem durch die schon verabreichten, belastenden

Therapien schon vorgeschadigt ist. Tatsdchlich wurde jedoch kein signifikanter Unterschied

der Nukleosomenwerte fur alle untersuchten Tumorentititen einschliefllich deren Gesamtheit

beobachtet.

Abbildung 103: Werteverteilung in Abhangigkeit vom Krankheitsstatus
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Tabelle 31: Differenzierung nach dem Krankheitsstatus

Status Neuerkrankung Rezidiv p
N Med N Med Wilcoxon-Test

alle Karzinome (KA) 305 189 113 197 0,856
Bronchial-KA 44 448 16 316 0,800
Gastrointestinale KA 103 187 25 151 0,868
Mamma-KA 32 194 29 185 0,925
Gynikologische KA 41 286 24 193 0,153
Lymphome 32 208 8 25 0,083
Nierenzell-KA 18 51 2 532 0,039
Prostata-KA 17 <16

sonstige KA 18 173 9 73 0,803
Alle KA ohne GI-KA 202 198 88 198 0,802
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Differenzierung nach der Histologie

Die histologische Klassifizierung eines Tumors entscheidet hdufig tiber die Wahl der
Therapieform und hat oft hohe prognostische Aussagekraft. Bei einigen histologischen
Subtypen, wie dem kleinzelligen Bronchialkarzinom, wird oft eine hohe Proliferationsrate
und Aggressivitit beobachtet; andere — etwa das klarzellige Nierenzell-Karzinom — wachsen
meist langsamer, sind jedoch therapieresistenter. Die Freisetzung von Nuklesosomen kdnnte

in diesem Kontext Riickschliisse iiber die Zelltodrate und den zelluldren Umsatz ermoglichen.

Wir unterschieden zwischen Plattenepithelkarzinomen, Adenokarzinomen und anderen
Karzinomen als den am hiufigsten auftretenden histologischen Subtypen bei den untersuchten

Patienten. Dabei fielen Plattenepithelkarzinome mit signifikant hoheren Werten auf.

Abbildung 104: Werteverteilung in Abhangigkeit von der Histologie
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In einem weiteren Schritt wurden die Untersuchungen auf diejenigen Tumortypen fokussiert,
bei denen alle drei histologischen Untergruppen in relevanter Anzahl vertreten waren:
Bronchial-, gastrointestinale, gynédkologische und sonstige Karzinome. Hierbei hoben sich
wiederum Plattenepithelkarzinome im besonderen von den anderen Karzinomen ab. Wurde
zusitzlich allerdings auch die Tumorlokalisation beriicksichtigt, verschwand dieser
Unterschied wieder. Somit konnte anhand der Nukleosomenwerte keiner der untersuchten,

histologischen Subtypen identifiziert werden.
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Differenzierung nach Alter und Geschlecht der Patienten

Mit zunehmendem Lebensalter steigt das Risiko fiir die Entstehung verschiedenster
Tumorerkrankungen. Somit ist das Alter ein wichtiger Morbidititsfaktor und bei einigen
Tumortypen sogar von prognostischer Bedeutung. Die Rolle des Zelltodes im Alter ist
allerdings noch nicht geklért: Der generell sinkenden Féhigkeit zur Zellregeneration und dem
zuriickgehenden Zellumsatz steht ein relativ gesteigerter Zellabbau gegeniiber. Zunehmende

Morbiditit ist mit einem schwécher werdenden Immunsystem konfrontiert.

Obwohl die Differenzierung nach dem Alter bei der Gruppe der gesunden Personen und der
Patienten mit benignen Erkrankungen keine Unterschiede hinsichtlich der Nukleosomenwerte
ergab, wurde eine nochmalige Untersuchung bei Patienten mit malignen Erkrankungen
angestellt; denn aufgrund des hoheren Lebensalters vieler Tumorpatienten verschoben sich
die Quintilen im Vergleich zu den vorher untersuchten Gruppen. Allerdings konnten auch hier
keine signifikant unterschiedlichen Wertlagen der Nukleosomen identifiziert werden. Dieser
fehlende Einfluss des Alters auf die Nukleosomenwerte bestétigte sich auch bei

differenzierter Betrachtung einzelner Tumorerkrankungen.

Abbildung 105: Werteverteilung in Abhangigkeit vom Alter der Patienten
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Als weiterer bedeutsamer Prognosefaktor gilt bei einigen Tumorarten das Geschlecht der
Patienten. Hinsichtlich der Nukleosomenwerte fanden sich jedoch keine signifikanten

Unterschiede zwischen Patientinnen und Patienten mit malignen Erkrankungen.
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Tabelle 32: Werteverteilung in Abhédngigkeit von Geschlecht und Alter

Patienten mit | Gesamt] Geschlecht Alter (Quintile)

malignen EK w M 16-50 | 51-57 | 58-64 | 65-70 | 71-91
Anzahl 418 217 | 201 81 88 83 79 87
Median (AU) 190 197 171 183 | 193 | 178 | 208 | 249
Mittelwert (AU) | 350 340 | 361 320 | 332 | 370 | 378 | 351
Bandbreite <16-1812 | <16-1431 | <16-1812 | <16-1260 | <16-1177 | <16-1812 | <16-1361 | <16-1424
p-Wert p = 0,562 p =0,477

5.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Querschnittsuntersuchungen

Bei den Untersuchungen zur spontanen Nukleosomenkonzentration im Serum von gesunden

Personen und Patienten mit verschiedenen Erkrankungen im aktiven Stadium wurden

folgende Ergebnisse erzielt:

1.

Wihrend gesunde Personen nur geringe Nukleosomenwerte aufwiesen, war bei Patienten
mit benignen Erkrankungen ein breites Spektrum an Wertlagen zu beobachten. Bei
Patienten mit akut entzlindlichen Erkrankungen korrelierte die Nukleosomenmenge mit
der Konzentration des C-reaktiven Proteins, einem Marker fiir den Schweregrad der
Erkrankung.

Eine dhnliche Bandbreite an Nukleosomenwerten fand sich auch bei Patienten mit
malignen Tumoren. Dabei fielen Bronchialkarzinome durch sehr hohe Werte,

Prostatakarzinome durch sehr niedrige Werte im Bereich von gesunden Personen auf.

Gegeniiber Gesunden lieBen sich sowohl die Gruppen der Patienten mit benignen
Erkrankungen wie auch der Patienten mit malignen Tumoren signifikant abgrenzen. Dies
galt fiir die Gesamtheit der Erkrankungen wie auch fiir die organspezifische Unterteilung
in pulmonale, gastrointestinale und gynékologische Erkrankungen.

Allerdings konnten die Patienten mit malignen Tumoren nicht signifikant von der fiir sie
eigentlich relevanten Kontrollgruppe der Patienten mit benignen Erkrankungen
unterschieden werden. FEine Ausnahme bildete die Subgruppe der pulmonalen
Erkrankungen, bei denen allerdings einschrinkend auf die geringere Zahl an Patienten mit

benignen Erkrankungen hinzuweisen ist.



3.

166

Innerhalb der Patienten mit malignen Tumoren wurden signifikante Unterschiede
hinsichtlich des Tumorstadiums, der TumorgroBBe (T-Stadium) und des Metastasierungs-
grades (M-Stadium) nur bei der Untergruppe der gastrointestinalen Tumoren im Sinne
von ansteigenden  Nukleosomenwerten bei  zunehmender Progredienz  der
Tumorerkrankung beobachtet.

Bei anderen Tumorentitdten war eine derartige Korrelation mit dem Tumorstadium nicht
festzustellen. Bei Bronchial- und Mammakarzinomen waren die Nukleosomen-
konzentrationen im Gegenteil hdufig schon in frithen Stadien deutlich erhdht.

Hinsichtlich des Lymphknotenstatus® (N-Stadium), des Differenzierungsgrades der
Tumorzellen (G-Stadium), des histologischen Subtyps, des Krankheitsstatus®, des Alters
und Geschlechts der Patienten konnten keine signifikanten Unterschiede beziiglich der

Nukleosomenwerte identifiziert werden.

Obwohl beim Vergleich zwischen verschiedenen Personengruppen sowie innerhalb der
Tumorpatienten zwischen verschiedenen Krankheitsstadien rechnerisch teilweise
signifikante Unterschiede beobachtet wurden, fallen in den Darstellungen der
Werteverteilungen grofe Uberlappungen der Einzelwerte auf. Somit ist im Einzelfall eine
diagnostische oder differentialdiagnostische Einordnung aufgrund der Nukleosomenwerte
als unzuverldssig einzustufen. Ebenso ist keine zuverldssige Einteilung bei Staging-

Untersuchungen von Tumorpatienten moglich.
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5.3 Klinische Evaluierung anhand von Longitudinaluntersuchungen

5.3.1 Kinetik der Nukleosomenkonzentration im Serum

Nachdem die einzeitige, pratherapeutische Bestimmung der Nukleosomenkonzentration im
Serum als Querschnittsuntersuchung durch verschiedene Personengruppen keine prizisen
Riickschliisse auf den Malignitétsgrad einer Erkrankung sowie auf die Klassifikation einer
Tumorerkrankung zulieB3, blieb die Option zu {iberpriifen, ob in Longitudinaluntersuchungen
Verianderungen der Nukleosomenwerte bei individuellen Personen verwertbare Informationen

iiber den spontanen Krankheitsverlauf oder den Verlauf unter Therapie liefern.

Fiir dieses Vorhaben wurden bei folgenden Personengruppen wiederholt Nukleosomen-

bestimmungen in unterschiedlichen zeitlichen Abstinden und iiber variierende Zeitrdume

durchgefiihrt:

Tabelle 33: Personengruppen mit Verlaufsbestimmungen der Nukleosomen
Probanden N
Gesunde Personen 5
Patienten mit akuten Infekten wéhrend antibiotischer Therapie 11
Patienten mit malignen Tumoren vor und nach operativer Therapie 18
Patienten mit malignen Tumoren wihrend Chemotherapie 62
Patienten mit malignen Tumoren wéhrend Radiotherapie 16
insgesamt 112

5.3.2 Kinetik der Nukleosomen im Serum bei gesunden Personen

Die Stabilitit der Nukleosomenkonzentration im Serum bei gesunden Personen ist die
Voraussetzung, um aufgrund eventueller Verdnderungen bei Personen mit benignen oder
malignen Erkrankungen Aussagen iiber den Krankheits- oder Therapieverlauf treffen zu

konnen.
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Bei fiinf gesunden Probanden wurde in mehrwochentlichem  Abstand die

Nukleosomenkonzentration im Serum bestimmt. Dabei wurden jeweils relativ konstante
Nukleosomenmengen erhalten.

Abbildung 106: Nukleosomenverlaufe bei gesunden Personen liber mehrere Wochen
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Auch bei Blutabnahmen im tdglichen Rhythmus wurden bei einem Probanden nur geringe

Schwankungen beobachtet. Hierbei wurden die Nukleosomenwerte auch mit der

Leukozytenkonzentration korreliert.

Abbildung 107: Tagliche Nukleosomenbestimmungen bei einem Probanden
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5.3.3 Kinetik der Nukleosomen im Serum bei Patienten mit akuten Infekten

wahrend antibiotischer Therapie

Bei entziindlichen Erkrankungen ist die Akutphase durch die Schiddigung menschlicher
Korperzellen durch Bakterien, Parasiten, Viren oder andere Stimuli, durch die Aktivierung
des Immunsystems und die Bekdmpfung dieser infektiosen Agenzien gekennzeichnet. Dabei
kommt es zu einer gesteigerter Produktion von Immunzellen, ebenso zu einer erhdhten
Zelltodrate, die sich vermutlich in einer enormen Freisetzung von Nukleosomen in die

Blutbahn manifestiert.

Bei Verlaufsuntersuchungen in Seren von Patienten mit bakteriell entziindlichen
Erkrankungen wurden in der akuten Phase in vielen Fillen tatsdchlich grole Mengen an
Nukleosomen detektiert. Wihrend antibiotischer Behandlung nahmen diese graduell wieder
ab und ndherten sich mit zunehmender klinischer Besserung des Allgemeinzustands des
Patienten dem Bereich von gesunden Personen an. Haufig korrelierten die Nukleosomenwerte

mit den CRP-Werten und wiesen einen weitgehend parallelen Verlauf zu diesen auf.
Abbildung 108: Verlauf eines Patienten
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In wenigen Fillen stiegen die Nukleosomenwerte erst verzogert zu den CRP-Werten an oder
zeigten vereinzelt gar antizyklische Verldaufe. Bei einem Patienten mit einem Infekt nach
Knochenmarkstransplantation und gleichzeitiger Panzytopenie wurde im Gegensatz zum CRP
tiberhaupt kein Anstieg der Nukleosomen beobachtet, wie folgende Abbildung zeigt. Dies
konnte moglicherweise auf die geminderte Aktivierungsfahigkeit des Immunsystems

zuriickzufiihren sein.
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Abbildung 109: Verlauf eines Patienten mit akutem Infekt und Panzytopenie
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Im Vergleich zu den Leukozytenwerten bewegten sich die Nukleosomen ebenfalls oft
gleichsinnig; lediglich in einigen ausgewéhlten Féllen waren Diskrepanzen auszumachen. Im
der Nukleosomenkonzentration im Serum mit der

Folgenden sind die Verldufe

entsprechenden CRP- und Leukozyten-Kinetik dokumentiert:
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Abbildungen 110-120: Verlaufe
bei Patienten mit akuten Infekten
wahrend antibiotischer Therapie
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5.3.4 Kinetik der Nukleosomen im Serum bei Patienten mit malignen Tumoren

vor und nach operativer Therapie

Viele lokalisiert wachsenden soliden Tumore konnen operativ entfernt und die
Tumorerkrankung somit kurativ behandelt werden, sofern sich noch keine Metastasen
abgesiedelt haben. Damit werden bei diesen Patienten die Herde des gesteigerten
Zellumsatzes und der Nukleosomenfreisetzung beseitigt, wodurch sich deren Konzentration

im Serum in den Bereich von gesunden Personen absenken sollte.

Allerdings werden durch die operativen Interventionen auch Schéden an gesundem Gewebe
verursacht, die eine tempordre Erhohung der Nukleosomenausschiittung in das Blut zur Folge
haben konnten. AuBBerdem kommt es im Rahmen von chirurgischen Eingriffen nicht selten zu
infektiosen Komplikationen, welche Einfluss auf die Zelltodrate und Nukleosomenfreisetzung

nehmen.

Wir untersuchten die Kinetik der Nukleosomen im Serum von Patienten mit verschiedenen
soliden Tumoren vor und einige Tage nach der Operation und verglichen die entsprechenden
Verldufe mit den CRP- und Leukozytenwerten sowie dem jeweiligen klinischen Zustand. Bei
der Mehrzahl der beobachteten Personen stieg die Nukleosomenkonzentration ein bis drei
Tage nach der Intervention deutlich an und sank in den darauf folgenden Tagen wieder ab,

haufig jedoch ohne den priaoperativen Ausgangswert innerhalb von Wochenfrist zu erreichen.

Abbildung 121: Charakteristische Verlaufe von Patienten nach Operation
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Wiederum wurde dabei ein oftmals synchroner Verlauf mit den Entziindungsparametern
beobachtet, wie der nachfolgend abgebildete postoperative Verlauf der Nukleosomen sowie

des CRP und der Leukozyten eines Patienten mit einem Rektum-Karzinom im Stadium Dukes

D zeigt.
Abbildung 122: Korrelation der Nukleosomen mit Entziindungsparametern im Verlauf
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Bei mehreren Patienten kam es etwa eine Woche nach der Operation zu einem erneuten
Anstieg der Nukleosomenwerte, einhergehend mit einer postoperativen infektidsen

Komplikation.

Abbildung 123: Verlaufe von Patienten nach Operation mit postoperativen Komplikationen
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Pathologische Erh6hungen der Leukozyten- und/oder CRP-Werte standen damit in zeitlichem
Zusammenhang, wie auch im folgenden Verlauf eines Patienten mit einem Magen-Karzinom
zu erkennen ist. Nach entsprechender Behandlung kehrten Nukleosomen und Entziindungs-

parameter wieder langsam in einen niedrigeren Konzentrationsbereich zurtick.

Abbildung 124: Korrelation der Nukleosomen mit Entziindungsparametern im Verlauf
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Der initiale Nukleosomenanstieg war allerdings bei einigen Patienten iiberraschend gering
oder fehlte ganz. Bei solchen mit prétherapeutisch hohen Wertlagen blieben die Werte

teilweise konstant auf hohem Niveau oder sanken primér rasch ab.

Abbildung 125: Alternative Verlaufe mit gleichbleibend hohen Wertlagen nach Operation
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Abbildung 126: Alternative Verldaufe mit primaren Abfallen nach Operation
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Darunter befanden sich nicht nur Personen, bei denen nur geringe invasive Eingriffe
vorgenommen wurden, wie bei Mamma-Karzinom in frilhen Stadien oder lokalisiertem
Prostata-Karzinom, sondern auch Personen, die sich ausgedehnten Operationen unterziehen

mussten, wie bei Tumoren der Lunge, des Kolons, des Pankreas oder der Niere.

5.3.5 Kinetik der Nukleosomen im Serum bei Patienten mit malignen Tumoren

wahrend Chemotherapie

Eine weitere Behandlungsoption fiir Patienten mit malignen Tumoren ist die Chemotherapie.
Dabei werden zumeist Kombinationen von speziellen, antibiotischen Substanzen verabreicht,

welche besonders schnell proliferierende Zellen wie Tumorzellen schiddigen und vernichten.

Indikationen fiir diese Behandlungsform sind Tumorerkrankungen, die lokal weit
fortgeschritten und somit dem operativen Zugriff nicht mehr zugédnglich sind oder die bereits
Absiedlungen in entfernten Lymphknoten und Organen gebildet haben und somit als
systemische FErkrankung anzusehen sind. Auflerdem werden bei einigen Tumorarten
postoperativ adjuvante Chemotherapien zur Konsolidierung des Therapieerfolgs sowie in
zunehmendem Malle prioperativ neoadjuvante Schemata zur Verkleinerung des Tumors
(Downstaging) und Herstellung der Operabilitit eingesetzt. Dariliber hinaus werden auch
primdr als systemisch zu bewertende Erkrankungen wie Leukd@mien oder Lymphome

chemotherapeutisch behandelt.
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Die Chemotherapieschemata sind je nach den verwendeten Substanzen meist ein- bis
mehrtigig angelegt und zielen auf eine Reduktion der Tumorzellzahl um mehrere
Zehnerpotenzen ab. Da die Medikamente dabei haufig systemisch verabreicht werden, wird
danach zur Regeneration des gesunden Gewebes eine Pause von zwei bis drei Wochen
eingeschoben. Danach beginnt ein neuer Therapiezyklus. Generell erstrecken sich
Chemotherapien iiber mindestens vier bis sechs Zyklen, um eine zuverldssige und anhaltende
Senkung der Tumorzellzahl zu gewéhrleisten. Bei metastasierten Karzinomen wird mitunter
schon eine teilweise Reduktion der Tumorzellen als Erfolg gewertet und die Chemotherapie

bis zum Auftreten einer Progression der Erkrankung fortgesetzt.

Die Verwendung von neuen chemotherapeutischen Substanzen wie Gemcitabine, die
arterielle lokoregionédre Verabreichung von Medikamenten zum Beispiel bei Lebermetastasen
kolorektaler Karzinome sowie Hochdosis-Schemata, die bei aggressiv wachsenden Tumoren
in fortgeschrittenem Stadium zur Anwendung kommen, ermdglichen eine Intensivierung der

Therapien, die ohne ldngere Pausen in wochentlichen Abstéinden gegeben werden.

Im Folgenden wurde die Nukleosomenkinetik im Serum von Patienten mit verschiedenen
Tumorarten, die sich in ihren Ansprechraten und ihren Tumorstadien unterscheiden, wihrend
Chemotherapie beobachtet. Primdr systemischen Lymphom-Erkrankungen wurden
fortgeschrittene Bronchial- und Kolon-Karzinome gegeniibergestellt sowie Kolonkarzinome
wihrend der postoperativen Konsolidierungstherapie untersucht. Daneben wurden noch

einige weitere Tumorarten erfasst.

Zu erwartende Kinetik der Nuklesomenkonzentration wahrend Chemotherapie

Die ideale Vorstellung der selektiven Elimination von Tumorzellen ist durch die
eingeschriankte Spezifitdit der Chemotherapeutika limitiert. Da alle schnell proliferierenden
Zellen dadurch geschidigt werden, sind neben den Tumorzellen auch Darmepithelzellen,
Lymphozyten und Zellen der Himatopoese betroffen, die das Auftreten von entsprechenden

Nebenwirkungen erklaren (Hendry 1997).

Nach Verabreichung der toxischen Medikamente ist somit mit einem gewaltigen Anstieg der

Zelltodrate zu rechnen, der sich in einer Erh6hung der Nukleosomenkonzentration im Serum
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widerspiegelt. In der anschlieBenden Regenerationsphase wihrend der Therapiepause ist
hingegen ein bestindiger Riickgang der Nukleosomenwerte zu erwarten. Die folgenden

Zyklen diirften dhnliche Veranderungen hervorrufen.

Sowohl im Vergleich der verschiedenen Tumorarten wie auch in der Beziehung zur
Wirksamkeit der Therapie und dem Auftreten von klinischen Nebenwirkungen sind einige

charakteristische Merkmale am Nukleosomenverlauf von Bedeutung:

1. Der Ausgangswert vor dem Therapiezyklus (1)

Der Anstieg wiahrend des Therapiezyklus® (2)

Der Abfall in der Therapiepause (3)

Der Ausgangswert vor den folgenden Zyklen (4)

Der Anstieg und Abfall bei den folgenden Zyklen (5)

A

Die Verdnderungen bei klinischen Nebenwirkungen (6)

Abbildung 127: Schematische Darstellung eines Verlaufs wahrend Chemotherapie
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Tatsachliche Kinetik der Nuklesomenkonzentration wahrend Chemotherapie
Ausgehend von unterschiedlichen priatherapeutischen Werten war bei den meisten Patienten,
bei denen tdgliche Blutproben wihrend der Therapien erhéltlich waren, ein initialer, steiler
Anstieg der Nukleosomenwerte innerhalb von ein bis drei Tagen nach Beginn der
Chemotherapie zu beobachten. Dies traf sowohl auf Patienten mit Lymphomen, Bronchial-,
Kolon- wie auch anderen Karzinomen zu. Bei einigen Patienten mit pratherapeutisch erhdhten
Werten blieb dieser Anstieg allerdings aus und die Werte fielen schon wihrend des Zyklus*
ab.

In der anschlieBenden therapiefreien Zeit gingen die Werte erwartungsgemill auf ein
niedrigeres, bei den einzelnen Patienten unterschiedliches Niveau zuriick; bei einigen stiegen
sie bis zum Beginn des zweiten Zyklus an. In den folgenden Zyklen wiederholte sich dieser
kurzzeitige Anstieg in unterschiedlicher Auspragung. In manchen Féllen traten Nebenwirkun-

gen infektioser Art auf, die eine temporire Erh6hung der Nukleosomenwerte nach sich zogen.

Auch im Verlauf dieser Patientin mit einem Hodgkins‘ Lymphom im Stadium Ila, die eine
primdre Chemotherapie nach dem BEACOPP-Protokoll erhielt, kam es typischerweise zu
einem raschen Anstieg der Nukleosomenwerte innerhalb weniger Tage nach Therapiebeginn.
In der therapiefreien Zeit sanken die Werte auf ein sehr niedriges Niveau ab. Wéhrend der

folgenden Zyklen fielen kleinere Konzentrationsspitzen auf.

Abbildung 128: Verlauf einer Patientin mit einer Remission nach Chemotherapie
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Im gesamten Verlauf nahmen die prazyklischen Basiswerte kontinuierlich ab (gestrichelte
Linie) und blieben konstant in einem Wertebereich von gesunden Personen. Bereits beim
zweiten und dritten Zyklus (Z2 und Z3) zeigte sich eine deutliche klinische Besserung. Bei
den Staginguntersuchungen nach dem vierten Zyklus (Z4) konnte schlieBlich eine komplette

Remission festgestellt werden.

Im Folgenden ist die Nukleosomenkinetik eines Patienten mit einem metastasierten Kolon-
Karzinom abgebildet, der mit Fluoruracil, Folinsdure und Oxaliplatin behandelt wurde:
Abbildung 129: Verlauf eines Patienten mit einer Progression nach Chemotherapie
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Wiederum ist der rasche Anstieg der Nukleosomenkonzentration wéahrend der Therapiezyklen
(Z1, Z2 und Z3) zu erkennen. Jedoch fielen die Werte in den therapiefreien Intervallen nicht
oder nur kurz ab, um bis zu Beginn des ndchsten Zyklus wieder anzusteigen.
Korrespondierend zu diesen zunehmenden prizyklischen Basiswerten (gestrichelte Linie)
fand sich in den bildgebenden Staginguntersuchungen nach dem dritten Zyklus eine

Progression der Erkrankung.

Bei einigen Patienten wurden die Medikamente regelméfig einmal je Woche verabreicht. Bei
ithnen wurden Blutabnahmen in wochentlichen Abstinden vorgenommen. In der Zeit
zwischen zwei Messungen war der Therapie-Effekt auf die Nukleosomen-Freisetzung

vermutlich schon abgeklungen, so dass der tempordre Anstieg unmittelbar nach der
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Applikation {ibersprungen wurde. Die Verdnderungen der Nukleosomenkonzentrationen
geben in diesen Féllen deshalb die spontane Nukleosomen-Freisetzung wider, die in

Zusammenhang mit dem Zellumsatz und der verbleibenden Tumoraktivitit steht.

Der folgende Verlauf eines Patienten mit einem metastasierten Kolon-Karzinom wéahrend
einer wochentlichen Hochdosis-Behandlung mit Fluoruracil, Folinsdure und Oxaliplatin zeigt
nach dem dritten Zyklus einen kontinuierlichen Anstieg der Nukleosomenmenge. Bald darauf

wurde computertomographisch die Progression des Krankheitsprozesses erfasst.

Abbildung 130: Verlauf eines Patienten mit einer Progression nach Chemotherapie
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Die einzelnen Verldufe wihrend Chemotherapie sind im Folgenden detailliert dargestellt;
dabei sind in der ersten Abbildung jeweils die Absolutwerte der Nukleosomen, in der zweiten
die genormten, durch den Grenzwert dividierten Nukleosomen- und Tumormarkerwerte im
Vergleich gezeigt. Als Grenzwert (Cutoff) fiir die Nukleosomen wurde die 95%-Perzentile
gesunder Personen (100 AU) herangezogen (ED=Erstdiagnose, Rez=Rezidivdiagnose,
Z=7Zyklus):

Abbildungen 131 — 254: Verlaufe bei Patienten mit malignen Tumoren wahrend Chemotherapie
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Pat. C10, H.K. 62 J.
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Pat. C14, W.H. 64 J.

Rektum-KA T3 N1 M1 (Leber) Dukes D
ED+OP 6/98 postoperative Chemotherapie

Chemotherapie (5 Zy):  5-Fluoruracil 600 mg/gm i.a. (Tage 1-5)
Folinsaure 300 mg i.a. (Tage 1-5)
Klinischer Verlauf: Progression
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® Nukleosomen ® CEA ™ CA 19-9
Rektum-KA T2 N2 M1 (multiple) Dukes D
ED+OP 10/95 Rez 10/98

Chemotherapie (4 Zy):
(Hochdosis-Protokoll)

Klinischer Verlauf:

l1¢ l2¢ l3¢

5-Fluoruracil 3500 mg/gm i.v. (Tage 1+8)
Folinsaure 1000 mg i.v. (Tage 1+8)
Oxaliplatin 150 mg i.v. (Tag 8)

Progression
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Pat. C17, H.W. 58 J.

Nukleosomen (AU)

Colon-KA T4 NO M1 (multiple) G3 Dukes D

ED 1/98 Rez 10/98
Chemotherapie (3 Zy):  5-Fluoruracil 500 mg/gm i.v. (Tage 1-5)
Folinsaure 300 mg i.v. (Tage 1-5)
Oxaliplatin 130 mg iv. (Tag 2)
Klinischer Verlauf: Progression
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Pat. C19, J.N. 45 J.

Chemotherapie (2 Zy):

Klinischer Verlauf:
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@ Nukleosomen ® CEA

Colon-KA Tx Nx M1 (Leber, Lunge) Dukes D

ED 10/98 primare Chemotherapie
Carboplatin 300 mg/gm (Tag 1)
Taxol 135 mg/qm (Tag 1)

Progression
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Pat. C18, E.H. 67 J.

Colon-KA Tx Nx M1 (multiple) G2 Dukes D
ED+OP 12/96 palliative Chemotherapie

Chemotherapie (1 Zy):  5-Fluoruracil 500 mg/gm (Tage 1-5)
(Minchner Protokoll) Folinsaure 300 mg (Tage 1-5)
Klinischer Verlauf: Progression
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Pat. C20, G.I. 57 J.

Chemotherapie (4 Zy):
(Minchner Protokoll)

Klinischer Verlauf:
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Nukleosomen (AU)

1000

100 - l l

® Nukleosomen ™ CA 19-9

Sigma-KA T3 N2 M1 (multiple) G2 Dukes D
ED+OP 10/96 postoperative Chemotherapie

5-Fluoruracil
Folinsaure

500 mg/gm (Tage 1-5)
300 mg (Tage 1-5)

Progression
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Pat. C21, G.S. 60 J.

Colon-KA T3 N1 M1 (multiple) G2 Dukes D
ED+OP 12/90 Rez 9/96

Chemotherapie (3 Zy):  5-Fluoruracil 500 mg/gm (Tage 1-5)
(Miinchner Protokoll) Folinsaure 300 mg (Tage 1-5)
Klinischer Verlauf: Progression
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Pat. C23, A.S. 66 J.

Rektum-KA T3 N1 M0 G3 Dukes C
ED+OP 2/92 Radio+Chemotherapie Rez 10/96

Chemotherapie (3 Zy):  5-Fluoruracil 500 mg/gm (Tage 1-5)
(Miinchner Protokoll) Folinsaure 300 mg (Tage 1-5)
Klinischer Verlauf: Progression
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Pat. C22, E.K. 60 J.

Colon-KA T3 N2 M1 (multiple) G3 Dukes D
ED+OP 12/96 postoperative Chemotherapie

Chemotherapie (2 Zy):  5-Fluoruracil 500 mg/gm (Tage 1-5)
(Minchner Protokoll) Folinsaure 300 mg (Tage 1-5)
Klinischer Verlauf: Progression
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® Nukleosomen ® CEA ™ CA 19-9

Pat. C24, E.K. 61 J.

Chemotherapie (6 Zy):
(Hochdosis-Protokoll)

Klinischer Verlauf:

Rektum-KA T3 NO M1 (multiple) Dukes D
ED+OP 6/98 Radio+Chemotherapie Rez 10/98

5-Fluoruracil 3500 mg/gm i.v. (Tage 1+8)
Folinsaure 1000 mg i.v. (Tage 1+8)
Oxaliplatin 170 mg i.v. (Tag 8)

keine Befundénderung
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Pat. C25, HK. 75 J.

Chemotherapie (7 Zy):
(Miinchner Protokoll)

Klinischer Verlauf:

Nukleosomen (AU)

Nukleosomen bzw. Tumormarker / Cutoff

Pat. C27, H.G. 72 J.
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ED+OP 9/89 multiple Chemotherapien Rez 10/96

5-Fluoruracil
Folinsaure

500 mg/gm (Tage 1-5)
300 mg (Tage 1-5)

keine Befundanderung
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@ Nukleosomen ® CEA

Rektum-KA Tx Nx M1 G2 Dukes D

ED+OP 1/89 Rez (Leber) 10/98

Chemotherapie (3 Zy):  5-Fluoruracil 500 mg/qm i.a. (Tage 1-5)
Folinsaure 300 mg i.a. (Tage 1-5)
Oxaliplatin 25 mg/gmi.a. (Tag 2)
Remission

Klinischer Verlauf:
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Pat. C26, B.S. 56 J.

ED 4/98 primére Chemotherapie

Chemotherapie (4 Zy):  5-Fluoruracil 500 mg/gm i.v. (Tage 1-5)
Folinsaure 300 mg i.v. (Tage 1-5)

Klinischer Verlauf: Progression

Chemotherapie (6 Zy): 5-Fluoruracil 3500 mg/gm i.v. (Tage 1+8)

(Hochdosis-Protokoll) Folinsaure 1000 mg i.v. (Tage 1+8)
Oxaliplatin 150 mg i.v. (Tag 8)

Klinischer Verlauf: Remission
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® Nukleosomen ® CEA ® CA 19-9

ED 1/98 Rez 1/99
Chemotherapie (4 Zy): 5-Fluoruracil 3500 mg/qm i.v. (Tage 1+8)
(Hochdosis-Protokoll) Folinsaure 1000 mg i.v. (Tage 1+8)
Oxaliplatin 170 mg i.v. (Tag 8)
Klinischer Verlauf: Remission
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Colon-KA T3 N1 M1 (Leber) G2 Dukes D

Colon-KA T4 NO M1 (multiple) G3 Dukes D



Pat. C29, J.N. 45 J.

188

Colon-KA Tx Nx M1 (Leber, Lunge) Dukes D

ED 10/98 Rez 12/98
Chemotherapie (mult): Gemcitabine 1000 mg/gm (Tag 1)

Adriamycin 10 mg/gm (Tag 1)
Klinischer Verlauf: Remission
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Pat. C31, H.F. 63 J. Rektum-KA Tx Nx M1 G2 Dukes D

ED+OP 11/95 Rez (Leber) 12/98

Pat. C30, E.H. 67 J.

Colon-KA Tx Nx M1 (multiple) G2 Dukes D
ED+OP 12/96 palliative Rezidiv-Chemotherapie

Chemotherapie (2 Zy): Epirubicin 40 mg/gm (Tag 1)
Vinorelbin 30 mg/gm (Tage 1+8)
Klinischer Verlauf: Remission
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Pat. C32, A.G. 40 J.

Chemotherapie (4 Zy):

Klinischer Verlauf:

Chemotherapie (2 Zy):  5-Fluoruracil 500 mg/gm (Tage 1-5)
(Munchner Protokoll) Folinsaure 300 mg (Tage 1-5)
Exstirpation der Lebermetastase
Klinischer Verlauf: kein Rezidiv
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Nukleosomen (AU)
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® Nukleosomen M CA 19-9

Sigma-KA T3 N1 M0 G3 Dukes C

ED+OP 8/98 postoperative Chemotherapie
5-Fluoruracil 425 mg/gm i.v. Bolus (Tage 1-5)
Folinsaure 20 mg i.v. Bolus (Tage 1-5)
Panorex 100 mg i.v. (vor 1. und 3. Zyklus)
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Pat. C33,R.S. 79 J.

Chemotherapie (4 Zy):

189

Sigma-KA T3 N1 M0 G2 Dukes C
ED+OP 8/98 postoperative Chemotherapie

5-Fluoruracil 425 mg/gm i.v. Bolus (Tage 1-5)

Folinsaure 20 mg i.v. Bolus (Tage 1-5)
Klinischer Verlauf: kein Rezidiv
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® Nukleosomen ® CEA

Pat. C35, M.S. 51 J.

Chemotherapie (4 Zy):

Klinischer Verlauf:

Colon-KA T3 N1 M0 G3 Dukes C

ED+OP 7/98 postoperative Chemotherapie
5-Fluoruracil 425 mg/gm i.v. Bolus (Tage 1-5)
Folinsaure 20 mg i.v. Bolus (Tage 1-5)
Panorex 100 mg i.v. (vor 1. und 3. Zyklus)
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Pat. C34, J.K. 58 J.

Chemotherapie (4 Zy):

Klinischer Verlauf:
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Sigma-KA T2 N1 M0 G3 Dukes C
ED+OP 10/98 postoperative Chemotherapie

5-Fluoruracil 425 mg/gqm i.v. Bolus (Tage 1-5)

Folinsaure 20 mg i.v. Bolus (Tage 1-5)
kein Rezidiv
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® Nukleosomen ® CEA

Pat. C36, C.W. 47 J.

Chemotherapie (5 Zy):

Klinischer Verlauf:

= CA19-9

Colon-KA T3 N2 M0 G3 Dukes C
ED+OP 8/98 postoperative Chemotherapie

5-Fluoruracil 425 mg/gm i.v. Bolus (Tage 1-5)
Folinsaure 20 mg i.v. Bolus (Tage 1-5)
Panorex 100 mg i.v. (vor 1. und 3. Zyklus)
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Pat. C37, L.T. 52 J.

Chemotherapie (3 Zy):

Klinischer Verlauf:

Sigma-KA T2 N1 M0 G3  Dukes C

ED+OP 12/98 postoperative Chemotherapie
5-Fluoruracil 425 mg/qm i.v. Bolus (Tage 1-5)
Folinsaure 20 mg i.v. Bolus (Tage 1-5)
Panorex 100 mg i.v. (vor 1. und 3. Zyklus)

kein Rezidiv
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@ Nukleosomen ® CEA

Pat. C39, K.T. 51 J.

Chemotherapie (2 Zy):

Klinischer Verlauf:

hochmal. NHL Il A (Zungengrund)

ED 11/96  primare Chemotherapie
COPBLAM-Protokoll

Cyclophosphamid 400 mg/qm (Tag 1)
Vinchristin 1 mg/qm (Tag 1)
Adriamycin 40 mg/qm (Tag 1)
Procarbazin 100 mg/gm (Tage 1-10)
Prednison 40 mg/gm (Tage 1-10)
Bleomycin 15 mg/qm (Tag 14)

Progression
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Pat. C38, V.K. 57 J. Sigma-KA T3 N1 MO Dukes C

ED+OP 10/98 postoperative Chemotherapie

Chemotherapie (4 Zy): Panorex 100 mg i.v.
Klinischer Verlauf: kein Rezidiv
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Nukleosomen bzw. Tumormarker / Cutoff
s

Pat. C40, G.B. 33 J. IgG-Plasmozytom Il (A -Typ)

ED 11/97 Rez 11/98
Chemotherapie (3 Zy): VID-Protokoll

Vinchristin 1,6 mg/gm (Tag 1)

Idarubicin 10 mg/qm (Tage 1-4)

Dexamethason 40 mg (Tage 1-4, 9-12, 17-20)

Klinischer Verlauf: Progression
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Pat. C41, 0.S. 57 J.
Chemotherapie (2 Zy):
Klinischer Verlauf:

Rezidivtherapie (3 Zy):

Klinischer Verlauf:

niedrig malignes NHL (cc) IVB

ED 1/95 multiple Chemotherapien Rez 10/96
Fludarabin 50 mg (Tage 1-5)
Progression

CEVD-Protokoll

CCNU, Etoposid, Vindesin, Dexamethason

Progression
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Pat. C43, G.0. 56 J.

Chemotherapie (4 Zy):

hochmal. B-Zell-NHL Il B (MALT-Lymphom)
ED 9/98 primare Chemotherapie

ABVD-Protokoll

Adriamycin 25 mg/qm (Tag 1,15)
Bleomycin 10 mg/qm (Tag 1,15)
Vinblastin 6 mg/qm (Tag 1,15)
Dacarbazin 375 mg/qm (Tage 1,15)
Klinischer Verlauf: Remission
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Pat. C42,R.A. 72 J.

Chemotherapie (4 Zy):

hochmalignes NHL (cb) Il B + B-CLL
ED 9/98 primdre Chemotherapie

CHOP-Protokoll

Cyclophosphamid 750 mg/gm (Tag 1)
Adriamycin 50 mg/qm (Tag 1)
Vinchristin 1,4 mg/qm (Tag 1)
Prednison 100 mg/gqm (Tage 1-5)
Klinischer Verlauf: Remission
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Pat. C44, K.R. 68 J.

Chemotherapie (4 Zy):

niedrig malignes NHL IV B (Immunocytom)
ED 9/91 multiple Chemotherapien Rez 1/97

COP-Protokoll

Cyclophosphamid 400 mg/qm (Tage 1-5)
Vinchristin 2 mg/gm (Tag 1)
Prednison 100 mg/qm (Tage 1-5)
Klinischer Verlauf: Remission
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Pat. C45, J.U. 61 J. hochmal. NHL (cb) Ill B (Tonsillen, cervikal,
mediastinal, mesenterial, paraaortal, abdominal)
ED 12/96 primare Chemotherapie
Chemotherapie (6 Zy): COPBLAM-Protokoll
Cyclophosphamid 400 mg/qm (Tag 1)
Vinchristin 1 mg/qm (Tag 1)
Adriamycin 40 mg/gm (Tag 1)
Procarbazin 100 mg/gm (Tage 1-10)
Prednison 40 mg/qm (Tage 1-10)
Bleomycin 15 mg/qm (Tag 14)
Klinischer Verlauf: Remission
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Pat. C47,U.S. 29 J. M. Hodgkin Ill B

ED 12/96  primare Chemotherapie

Chemotherapie (3 Zy): COPP ABVD-Protokoll

I: Cyclophosphamid, Vinchristin (je Tage 1+8)
Procarbazin, Prednison (je Tage 1-14)

II: Adriamycin, Bleomycin (Tage 29+43)
Velbe, Dacarbazin (je Tage 1+15)

Klinischer Verlauf: Remission
Z1-A Z1-B Z2-A Z2-B Z3-A
2000 = - = = -
Komplette|
§ 1500 4 Remission|
5 '
51000—
3
o
Q
X
3 500
0 : : . 00— —= —
0 14 28 42 5 70 84 98 112 126
Tage
Z1-A Z1-B Z2-A Z2-B Z3-A
1000 <= - - - e
= Komplette
g 100 4 Remission
o
F !
o
£ 10 1
o
(7]
o
2
X 1
4 \_“/.\.
0,1 T T - - - - - - -
0 14 28 42 56 70 84 98 112 126

Tage

Pat. C46, L.K. 58 J. M. Hodgkin Il A

ED 10/98 primdre Chemotherapie

Chemotherapie (4 Zy): BEACOPP-Protokoll

Cyclophosphamid 650 mg/qm (Tag 1)

Adriamycin 25 mg/gm (Tag 1)
Etoposid 100 mg/qm (Tage 1-3)
Procarbazin 100 mg/gqm (Tage 1-7)
Prednison 40 mg/qm (Tage 1-14)
Vinchristin 1,4 mg/gm (Tag 8)
Bleomycin 10 mg/qm (Tag 8)

Klinischer Verlauf: Remission
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Pat. C48, H.B. 56 J. M. Hodgkin Il A

ED 8/98 primdre Chemotherapie

Chemotherapie (2 Zy): COPP ABVD-Protokoll

I: Cyclophosphamid, Vinchristin (je Tage 1+8)
Procarbazin, Prednison (je Tage 1-14)

II: Adriamycin, Bleomycin (Tage 29+43)
Velbe, Dacarbazin (je Tage 1+15)

Klinischer Verlauf: Remission
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Pat. C49, C.C. 30 J.

Chemotherapie (3 Zy):

M. Hodgkin Il A

ED 12/98 primdre Chemotherapie

ABVD-Protokoll

Adriamycin 25 mg/qm (Tag 1,15)
Bleomycin 10 mg/qm (Tag 1,15)
Velbe 6 mg/gm (Tag 1,15)
Dacarbazin 375 mg/qm (Tage 1,15)
Klinischer Verlauf: Remission
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Pat. C51, W.M. 56 J.

Chemotherapie (4 Zy):

Klinischer Verlauf:
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M. Hodgkin Il A
ED 10/95 Rez 8/98
BEACOPP-Protokoll
Cyclophosphamid 650 mg/qm (Tag 1)
Adriamycin 25 mg/gm (Tag 1)
Etoposid 100 mg/gm (Tage 1-3)
Procarbazin 100 mg/gqm (Tage 1-7)
Prednison 40 mg/gm (Tage 1-14)
Vinchristin 1,4 mg/gm (Tag 8)
Bleomycin 10 mg/qm (Tag 8)
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Pat. C50, I.H. 27 J.

Chemotherapie (3 Zy):

M. Hodgkin Il AE
ED 12/98 primare Chemotherapie

ABVD-Protokoll

Adriamycin 25 mg/qm (Tag 1,15)
Bleomycin 10 mg/qm (Tag 1,15)
Velbe 6 mg/gm (Tag 1,15)
Dacarbazin 375 mg/qm (Tage 1,15)
Klinischer Verlauf: Remission
Z1-A Z1-B Z2-A Z2-B Z3-A Z3-B
2000
E) _
5:_ 1500 Remission
@
: '
2 1000 4
@
x
E
z 500 -
o+
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77
Tage
Z1-A Z1-B Z2-A Z2-B Z3-A Z3-B
1000 -
100 4 Remission

|

Nukleosomen / Cutoff
s

0,1 T T T

Pat. C52, E.S. 44 J.

IgG-Plasmozytom I

ED 10/98  primare Chemotherapie
Chemotherapie (4 Zy): VID-Protokoll
Vinchristin 1,6 mg/gm (Tag 1)
Idarubicin 10 mg/qm (Tage 1-4)
Dexamethason 40 mg (Tage 1-4, 9-12, 17-20)
Klinischer Verlauf: Remission
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Pat. C53, .M. 64 J. niedrig mal. NHL (cc-cb) IV ED 11/95 Pat. C54, L.P. 66 J. hochmal. polymorphzelliges NHL (cb) lll
hochmal. NHL (cb) ED 12/96 ED 12/96  primare Chemotherapie
Chemotherapie (6 Zy): COPBLAM-Protokoll (prim. Chemotherapie) Chemotherapie (6 Zy): COPBLAM-Protokoll
Cyclophosphamid 400 mg/qm (Tag 1) Cyclophosphamid 400 mg/qm (Tag 1)
Vinchristin 1 mg/qm (Tag 1) Vinchristin 1 mg/qm (Tag 1)
Adrlamycuj 40 mg/gm (Tag 1) Adriamycin 40 mg/qm (Tag 1)
Procarbazin 100 mg/qm (Tage 1-10) Procarbazin 100 mg/qm (Tage 1-10)
Prednison 40 mg/gm (Tage 1-10) Prednison 40 mg/qm (Tage 1-10)
Bleomycin 15 mg/qm (Tag 14) Bleomycin 15 mg/qm (Tag 14)
Klinischer Verlauf: Remission Klinischer Verlauf: Remission
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Pankreas-KA T3 N1 M1 (Leber) G3 Adeno-CA
ED 5/95 multiple Chemotherapien Rez 10/96

Chemotherapie (3 Zy): SHIOZ'P"Em?" 750 meferm (Taq 1 Chemotherapie (1Zy): Cisplatin 85 mg/qm (Tage 1+15)
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Pat. C57

Chemotherapie (2 Zy):

Klinischer Verlauf:

,H.B.71J.

Pankreas-KA T3 N1 M1 (Leber) G3 Adeno-CA
ED 5/95 multiple Chemotherapien Rez 12/96

5-Fluoruracil
Folinsaure

500 mg/gm  (Tage 1-5)
300 mg Bolus (Tage 1-5)
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J.R. 46 J. Osophagus-KA T4 NO M1 (multiple) G3

ED 9/98 primare Chemotherapie
Carboplatin 300 mg/gm i.v. (Tag 1)
5-Fluoruracil 1000 mg/gm i.v. (Tage 2-5)
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Pat. C58, M.R. 41 J.

Chemotherapie (6 Zy):

Klinischer Verlauf:

Pankreas-KA T3 N2 M1 (Leber) G3

ED+OP 6/94 Rez 4/96

Cisplatin 85 mg/qm (Tage 1+15)
Gemcitabine 1700 mg/gm (Tage 1, 8 und 15)
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Pat. C60, H.B. 67 J.

Chemotherapie (3 Zy):

Klinischer Verlauf:
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Leiomyosarkom Il (Cointre)
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Ifosfamid
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1500 mg/gm (Tage 1-4)
50 mg/gqm (Tag 1)
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Pat. C61, K.N. 65 J. Leiomyosarkom (Duodenom) Pat. C62, H.W. 56 J. Osophagus-KA T4 N3 M1 (multiple) G2
ED+OP 7/96 Rez (Leber) 12/96 ED 9/98 primiare Chemotherapie

Chemotherapie (4 Zy): Ifosfamid 1500 mg/gm (Tage 1-4)
Adriblastin 50 mg/gm (Tag 1)

Chemotherapie (4 Zy): Carboplatin 300 mg/gm i.v. (Tag 1)
5-Fluoruracil 1000 mg/gm i.v. (Tage 2-5)

Klinischer Verlauf: Remission Klinischer Verlauf: Remission
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Korrelationen der Nukleosomenkinetik mit dem klinischen Therapieverlauf

Definition des Therapieerfolgs

Die Wirksamkeit der Chemotherapie wurde generell durch Staginguntersuchungen tiberpriift,
die routineméBig nach zwei bis vier Zyklen oder bei klinischem Verdacht auf eine rasche
Verschlechterung der Erkrankung durchgefiihrt wurden. Dabei kamen bildgebende Verfahren
(Computertomographie, Rontgen oder Sonographie) zum FEinsatz, durch welche die
Verianderungen der Tumorgrofle objektiviert wurden. Die Therapieeffizienz wurde geméal3 der
UICC-Klassifikation nach folgenden Kategorien bewertet:
e Progression: Zunahme der Tumorgréf3e um mindestens 25%
oder Auftreten von neuen Lisionen
e Remission: Abnahme der Tumorgréf3e um mindestens 50%
e Komplette Remission: Vollstédndiges Verschwinden aller Tumormanifestationen
¢ no change: Zunahme der Tumorgréf3e um weniger als 25%
oder eine Abnahme um weniger als 50%.
Bei postoperativen Chemotherapien wurde das Ausbleiben eines Rezidivs als anhaltende

Remission eingestuft.
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Therapieerfolg bei verschiedenen Tumorerkrankungen

Insgesamt wurden bei den 62 untersuchten Personen in 34 Fillen eine Remission (55%), in
drei Fillen keine Befundidnderung (no change) (5%) und in 25 Féllen eine Progression der

Erkrankung (40%) festgestellt.

Wihrend die Untergruppe der Personen mit kolorektalem Karzinom eine dhnliche Verteilung
des Therapieerfolgs aufwies, wichen die Gruppen der Personen mit Bronchialkarzinom und
sonstigen Karzinomen mit einem héheren Anteil an progredienten Verldufen (57% bis 62%)
sowie die Gruppe der Personen mit Lymphomen, die sich durch eine sehr gutes Ansprechen

auf Therapie auszeichnen (82% Remissionen), deutlich davon ab.

Die Differenzierung der malignen Erkrankungen hinsichtlich des Krankheitsstadiums zeigte
eine wesentlich hohere Remissionsrate bei noch nicht metastasierten Tumoren (87%) im
Vergleich zu Tumoren, bei denen bereits eine Fernmetastasierung aufgetreten war (36%).

Auch der Krankheitsstatus vor Beginn der Therapie hatte Einfluss auf das Ansprechen der
Therapie: Wihrend Chemotherapien bei Personen mit Tumorrezidiven nur in 39% der Fille
zu einer Remission fiithrten, lag der Erfolgs-Anteil bei primédren Therapien neuerkrankter
Personen sowie bei adjuvanten Therapien tumorektomierter Personen bei 64%. In der
Subgruppe der postoperativen Therapien, die Personen mit kolorektalen Karzinomen betraf,
zeigten alle vier mit metastasierten Tumorerkrankungen (Dukes D) einen progredienten
Verlauf, alle sieben mit lokal beschrinkten Tumore (Dukes C) hingegen blieben auch nach

der Therapie rezidivfrei.

Innerhalb der Gruppe der Personen mit Bronchial-Karzinom war die niedrige Ansprechrate
mit auf den hohen Anteil der Personen mit bereits metastasierten Erkrankungen
zurlickzufiihren (92%). Hinsichtlich der histologischen Differenzierung konnte in diesem
selektierten Kollektiv beim nicht-kleinzelligen Karzinom immerhin ein Therapieerfolg von

50%, beim kleinzelligen Karzinom nur von 29% verzeichnet werden.

Bei Personen mit kolorektalem Karzinom fiel die hohe Ansprechrate beim Sigma-Karzinom
(83%) gegeniiber dem Kolon-Karzinom (47%) und dem Rektum-Karzinom (25%) auf.
Allerdings war die Patientenzahl fiir die Untergruppen ungleich und klein. Dies fallt auch ins

Gewicht bei der Betrachtung nach Krankheitsstatus, wobei in dieser Subgruppe primire
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Therapien schlechter abschnitten (33% Remissionen) als Rezidivtherapien (46%) und
adjuvante Therapien (64%). Beziiglich des Stadiums hoben sich Tumore im Dukes C-Stadium

mit einer hohen Remissionsrate von 88% von Dukes D-Tumoren (35%) deutlich ab.

Eine Untergliederung der vielen Formen an lymphatischen Neoplasien wurde auf die gro3en
Gruppen der Hodgkin’s- und Non-Hodgkin’s-Lymphome beschriankt, die jeweils hohe
Ansprechrate von 100% (Morbus Hodgkin) und 82% (Non-Hodgkin’s-Lymphom) aufwiesen.
Primire Therapien flihrten héufiger zu einer Remission (92%) als Rezidivtherapien (50%).

Hinsichtlich der Stadieneinteilung waren die Unterschiede geringer.

In der Gruppe sonstiger Tumoren befanden sich ausschlieSlich Personen in fortgeschrittenen,
metastasierten Stadien, was die mangelhafte Therapie-Erfolgsquote erkldrt. Pankreastumoren
waren mit einer hohen Progressionsrate assoziiert (100%), Osophagus-Karzinome und
Sarkome zeigten immerhin in 50% der Fille eine Remission. Dabei sprachen

Rezidivtherapien wiederum schlechter an (20%) als Primértherapien (50%).

In der folgenden Tabelle sind die einzelnen Karzinome (KA) und ihre Subtypen (NSCLC =
Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom, SCLC = Kleinzelliges Bronchialkarzinom, MH =
Morbus Hodgkin, NHL = Non Hodgkin’s Lymphom, MM = Multiples Myelom), der
jeweilige Krankheitsstatus bei Therapiebeginn (prim = primédre Therapie, rez =
Rezidivtherapie, pOP = postoperative Therapie), das Stadium (2, 3, 4), die jeweilige
Gesamtzahl der Patienten (N) sowie der absolute und prozentuale Anteil der Patienten, deren
Ansprechen auf die Therapie einer Remission (Rem), einer stabilen Situation (NC = no

change) oder einer Progression (Prog) entsprach, zusammengefasst:



Tabelle 34: Ansprechen der Therapie bei Patienten wahrend Chemotherapie
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Tumor |Differential- |Status| Stadium N Rem | Rem-| NC NC- | Prog | Prog-
Diagnose % % %
Insgesamt 62 34 54,8 3 4.8 25 40,3
Bronchial-KA 13 5 38,5 0 0,0 8 61,5
Kolorekt. KA 25 13 52,0 2 8,0 10 40,0

o |Lymphom 17 14 | 824 | 0 0,0 3 | 17,6
g Sonstige KA 7 2 28,6 1 14,3 4 57,1
lE prim 28 18 64,3 0 0,0 10 35,7
2 rez 23 9 39,1 3 13,0 11 47,8
< pOP 11 7 [ 636| 0 |00 | 4 | 364
2 9 8 88,9 0 0,0 1 11
3 14 12 85,7 0 0,0 2 14,3
4 39 14 35,9 3 7,7 22 56,4
Insgesamt 13 5 38,5 0 0,0 8 61,5
§ NSCLC 6 3 50,0 0 0,0 3 50,0
—‘; SCLC 7 2 28,6 0 0,0 5 71,4
% prim 10 4 40,0 0 0,0 6 60,0
5 rez 3 1 33,3 0 0,0 2 66,7
& 3 1 1 |1000] 0 | 00 | 0 | 00
4 12 4 33,3 0 0,0 8 66,7
Insgesamt 25 13 52,0 2 8,0 10 40,0
Kolon-KA 15 7 46,7 2 13,3 6 40,0
§ Sigma-KA 6 5 83,3 0 0,0 1 16,7
& |Rektum-KA 4 1 | 250 O 0,0 3 | 75,0
< prim 3 1 [333] 0 0,0 2 | 66,7
S rez 11 | 5 [455] 2 [182 [ 4 | 364
S pOP 11 7 63,6 0 0,0 4 36,4
3 8 7 87,5 0 0,0 1 12,5
4 17 6 35,3 2 11,8 9 52,9
Insgesamt 17 14 82,4 0 0,0 3 17,6
MH 6 6 100,0 0 0,0 0 0,0
NHL 9 8 88,9 0 0,0 1 11
§ MM 2 1 |500] 0 | 00 | 1 | 500
g— prim 13 12 92,3 0 0,0 1 7,7
3 rez 4 2 50,0 0 0,0 2 50,0
2 9 8 88,9 0 0,0 1 11
3 5 4 80,0 0 0,0 1 20,0
4 3 2 66,7 0 0,0 1 33,3
Insgesamt 7 2 28,6 1 14,3 4 571
§ Osophag.-KA 2 1 50,0 0 0,0 1 50,0
o |Pankreas-KA 3 0 0,0 0 0,0 3 100,0
-%‘ Sarkom 2 1 |50 | 1 |50 O 0,0
S prim 2 1 50,0 0 0,0 1 50,0
A rez 5 1 20,0 1 20,0 3 60,0
4 7 2 28,6 1 14,3 4 57,1
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Qualitative Veranderungen der spontanen und Therapie-induzierten
Nukleosomenfreisetzung wahrend Chemotherapie

Bei der qualitativ-deskriptiven Analyse zeigten 66% der Patienten wéhrend des ersten
Zyklus® den charakteristischen Anstieg (=25%) der Nukleosomenwerte, auf den meist ein
Abfall (225%) erfolgte. Bei 34% der Patienten fielen die Werte, meist von einem hohen
Niveau ausgehend, primédr ab und stiegen eventuell spédter nochmals an. Wéhrend die
Kombination Anstieg-Abfall hiufiger bei Patienten mit Progression (67%) als mit Remission
(39%) angetroffen wurde, waren primdre Abfille 6fter bei Patienten mit Remission (33%) als
mit Progression (25%) vertreten. Kontinuierliche Anstiege sowie die Kombination Abfall-
Anstieg waren weitere, seltenere Ereignisse.

Tabelle 35: Qualitative Veranderungen wahrend des ersten Zyklus’

Verlauf wéahrend der ersten Gesamt Remission No change | Progression
Woche

N 32 18 2 12
Anstieg — Abfall (je >25%) 50,0% 38,9% 50,0% 66,7%
Anstieg (>25%) 15,6% 16,7% 50,0% 8,3%
Abfall (>25%) 28,1% 33,3% 0% 25,0%
Abfall — Anstieg (je >25%) 6,3% 11,1% 0% 0%

Der generelle Verlauf der Basiswerte vor den Therapiezyklen konnte in die Kategorien der
kontinuierlichen Abfdlle und Anstiege (jeweils >25%) sowie in die Kombinationen eines
Abfalls nach initialem Anstieg und eines Anstiegs nach initialem Abfall untergliedert werden.

In wenigen Fillen traten auch Verldufe mit stark schwankenden Werten oder ohne

nennenswerte Veranderungen (<25%) auf.

Tabelle 36: Qualitative Veranderungen der Basiswerte vor den Therapiezyklen

Genereller Verlauf der Gesamt Remission No change | Progression
Basiswerte

N 62 34 3 25
Kontinuierlicher Abfall 43,5% 67,7% 33,3% 12,0%
Abfall nach initialem Anstieg 22,6% 29,4% 33,3% 12,0%
Kontinuierlicher Anstieg 6,5% 16,0%
Anstieg nach initialem Abfall 16,1% 40,0%
gleich bleibend 1,6% 4,0%
Stark schwankend 9,7% 2,9% 33,3% 16,0%
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Bei Patienten mit Remission wurden iiberwiegend kontinuierliche Abfille (68%) oder ein
Abfall nach initialem Anstieg (29%) beobachtet. Bei Patienten mit Progression waren diese
Muster nur zu je 12% vertreten. Hingegen dominierten dort kontinuierliche Anstiege (40%),

Anstiege nach initialem Abfall (16%) und stark schwankende Werte (16%).

Verdnderungen der Werte bei klinischen Nebenwirkungen im Sinne von temporiren
Erhohungen wurden bei 6 Patienten mit intermittierenden Infekten festgestellt. Bei einem

Patienten blieben die Werte trotz eines Infekts auf niedrigem Niveau.

Parameter fiir die spontane und Therapie-induzierte Nukleosomenfreisetzung

Der Therapieerfolg bei den untersuchten Personen wurde mit der Kinetik der
Nukleosomenfreisetzung in die Zirkulation verglichen. Von Interesse war dabei vor allem die
Frage, ob es ein charakteristisches Verlaufsmuster der Nukleosomenkonzentration im Serum
bei unterschiedlichem Ansprechen auf die Therapien gab und ob diese Verdnderungen
quantitativ zu erfassen waren. Fiir die Beurteilung war die spontane wie auch die Therapie-

induzierte Nukleosomenfreisetzung von Bedeutung:

Aufgrund der schnellen Eliminationszeit der Nukleosomen aus dem Blutkreislauf ist nach der
mehrwochigen Therapiepause der Einfluss der vorhergehenden Chemotherapie sehr unwahr-
scheinlich. Deshalb spiegelt sich die Nukleosomenmenge, die durch die spontane Tumor-
aktivitdt freigesetzt wird, in den jeweils vor den Zyklen bestimmten Werten wider. Der Ver-
gleich dieser prazyklischen Basiswerte miteinander und mit den Werten zum Zeitpunkt der
Staginguntersuchungen erlaubt somit Riickschliisse iiber die verbliebene Restaktivitit des

Tumors.

Die durch die Chemotherapie induzierte Nukleosomenfreisetzung sowie die effektive
Beseitigung aus der Blutzirkulation hingegen kann durch unmittelbar wihrend und nach der
Medikamentengabe auftretende Verdnderungen der Nukleosomenkonzentration im Serum
erfasst werden. Diese beinhalten die Steilheit, Hohe und Latenz des Anstiegs, die

Verzogerung und Geschwindigkeit des Abfalls sowie die erreichten Minimalwerte.

Um die vielfiltigen EinflussgroBen auf die Nukleosomenkonzentration im Serum zu

beriicksichtigen und die einzelnen Parameter unter gleichen Bedingungen auf ihre potentielle
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Aussagekraft fiir den Therapieerfolg zu untersuchen, wurde im Rahmen einer ,,explorativen
Datenanalyse® eine reprisentative Auswahl an Variablen fiir die spontane und Therapie-
induzierten Nukleosomenfreisetzung vorgenommen, die mit dem klinischen Therapieerfolg in

Beziehung gesetzt wurden. Im einzelnen setzte sich das Panel an Parametern zusammen aus:

e dem Basiswert vor dem ersten Therapiezyklus (BW-1)

e dem Maximalwert in der ersten Woche nach Therapiebeginn (Max-1)

e dem Verhiltnis des Maximalwertes und zum Basiswert 1 (Max-1 / BW-1)

e dem Basiswert vor dem zweiten (BW-2) und dritten Therapiezyklus (BW-3) sowie bei
Therapieende bzw. den Staginguntersuchungen (BW-E)

e dem Verhiltnis der Basiswerte 2 und 1 (BW-2/BW-1),3 und 1 (BW-3/BW-1) sowie
Eund 1 (BW-E/BW-1)

e dem absoluten und prozentualen téiglichen Abfall von Basiswert 1 zum Endwert oder
einem vorher erreichten Minimalwert (Abfall / d bzw. Abfall / d%) (dabei bedeutet ein
negativer Abfall einen Anstieg )

e sowie die daraus ableitbare Halbwertszeit (HWZ)

Korrelation der Parameter der spontanen und Therapie-induzierten
Nukleosomenfreisetzung mit dem Verlauf bei Patienten unter Chemotherapie

Bei der Analyse aller Tumorarten und Therapiemodalititen konnten aus der Vielzahl der
genannten Parametern einige isoliert werden, die signifikant zwischen der Gruppe der
Patienten, die durch die Therapie eine Remission der Erkrankung erzielten, und jener

Patientengruppe mit progredientem Verlauf, unterscheiden. Dazu z&hlen:

e der Basiswert vor dem dritten Therapiezyklus (BW-3)

e das Verhiltnis der Basiswerte 3 und 1 (BW-3 / BW-1)

e der Basiswert bei Therapieende bzw. den Staginguntersuchungen (BW-E)

e das Verhiltnis der Basiswerte E und 1 (BW-E / BW-1)

e der absolute tdgliche Abfall von Basiswert 1 zum Endwert oder einem vorher
erreichten Minimalwert (Abfall / d)

e der prozentuale tdgliche Abfall von Basiswert 1 zum Endwert oder einem vorher
erreichten Minimalwert (Abfall / d %)

e die Halbwertszeit (HWZ)
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In der folgenden Tabelle sind die einzelnen Parameter mit ihren jeweiligen Medianen und
Bandbreiten fiir die Patientengruppen mit Remission, keiner Befundédnderung (no change) und
Progression nach Therapie aufgefiihrt mit dem Signifikanzniveau des Diskrimations-

vermogens.

Tabelle 37: Differenzierung des Therapieansprechens durch Nukleosomenvariablen

Variable Gesamt Remission | No change | Progression p-Wert
(Trend-Test)
N 62 34 3 25
BW-1 207 AU 251 AU 50 AU 199 AU 0,480
(<16-3000) (37-3000) (49-260) (<16-1946)
Max-1 930 AU 628 AU 719 AU 980 AU 0,742
(90-3344) (130-3000) (447-991) (90-3344)
Max-1 / BW-1 133,7% 108,8% 1458,2% 216,7% 0,329
(100-2821%) | (100-2821%) | (894-2022%) | (100-1507%)
BW-2 197 AU 200 AU 116 AU 184 AU 0,700
(<16-2475) | (<16-1257) (20-571) (<16-2475)
BW-2 /| BW-1 69,6% 59,6% 219,6% 80,6% 0,654
(5-1151%) (5-500%) (40-237%) (8-1151%)
BW-3 100 AU 74 AU 110 AU 197 AU 0,017
(<16-3601) (<16-899) (73-140) (<16-3601)
BW-3 / BW-1 59,6% 38,3% 146,0% 158,5% 0,002
(1-915%) (1-265%) (54-225%) (15-915%)
BW-E 52 AU 21 AU 38 AU 421 AU <0,0001
(<16-2612) (<16-167) (<16-242) (<16-2612)
BW-E /| BW-1 32,7% 14,5% 77,6% 158,3% <0,0001
(1-1151%) (1-213%) (32-93%) (8-1151%)
Abfall / d 1,00 AU/d | 2,28 AU/d | 0,23 AU/d | -1,43 AU/d <0,0001
(-103-31,0) | (-0,39-31,0) | (0,13-0,48) (-103-30,6)
Abfall / d % 1,56 %l/d 2,54 %ld 0,30 %/d -0,86 %l/d <0,0001
(-11,8-11,5) | (-0,65-11,5) | (-0,09-1,59) | (-11,8-8,65)
HWZ 19,0d 245d 229.0d -14,3 d <0,0001
(-531-2594) | (-108-263) (43,2-744) (-531-2594)

Patienten mit Remission hatten dabei signifikant niedrigere Basiswerte vor dem dritten
Zyklus und zum Zeitpunkt der Staginguntersuchungen als Patienten mit Progression. Da die
Ausgangswerte vor dem ersten Zyklus in etwa vergleichbar waren, ergab sich daraus auch ein

prozentual stirkerer Abfall fiir Patienten mit Remission als fiir jene mit Progression.
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Dartiber hinaus stiegen die Basiswerte bei Patienten mit Progression im Mittel und Median
an, wihrend sie bei Patienten mit Remission abfielen. Daraus ergibt sich eine kurze
Halbwertszeit fiir letztere; Patienten mit Progression wiesen hingegen eine negative

Halbwertszeit auf; Die Werte verdoppelten sich im Median alle 14,3 Tage.

Abbildungen 255 und 256: Nukleosomenkinetiken bei Patienten mit Remission und Progression
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Im Detail zeigten 91% der Patienten mit Remission Endwerte (BW-E) unter 100 AU, keiner
hatte Werte iiber 200 AU. Hingegen lagen die Endwerte bei nur 24% der Patienten mit
Progression niedriger als 100 AU, bei 72% tiber 200 AU und noch bei 40% iiber 500 AU.

Abbildung 257: Verteilung der Nukleosomen-Endwerte bei Patienten mit
Remission, no change und Progression
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Beziiglich des préitherapeutischen Ausgangswertes (BW-1) fiel der Endwert (BW-E) bei 88%
der Patienten mit Remission um mehr als 50%, bei 47% der Patienten sogar um mehr als 90%
ab, wihrend nur in einem Fall (3%) ein Anstieg verzeichnet wurde. Auch bei diesem
Patienten fielen die Basiswerte nach einem Anstieg zum zweiten Zyklus hin wieder ab,

blieben jedoch noch iiber dem Ausgangswert zum Zeitpunkt der Staginguntersuchungen.

Hingegen wurde bei nur 36% der Patienten mit Progression ein Abfall der Werte beobachtet,
der in 24% der Patienten mehr als 50% betrug. Bei 56% kam es zu einem Anstieg von mehr

als 50%, bei 40% gar zu einem mehr als 100%-igen Anstieg der Werte.

Abbildung 258: Verteilung der Kinetik der Nukleosomen-Basiswerte
bei Patienten mit Remission, no change und Progression
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In der folgenden Tabelle sind jene Nukleosomen-Variablen aufgelistet, die am besten mit dem
Therapieverlauf korrelierten und somit zur Therapieeffizienzkontrolle eingesetzt werden
konnen. Als Grenzwerte wurden fiir den Endwert (BW-E) die 95%-Perzentile gesunder
Personen (100 AU), fiir die Kinetik der Basiswerte (BW-E/BW-1) ein mindestens 50%-iger
Abfall bzw. Anstieg herangezogen:
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Tabelle 38: Aussagekraftigste Diskriminatoren hinsichtlich des Therapieansprechens

Variable gesamt | Remission | No change| Progres- p-Wert
sion (X2-Test)
N 62 34 3 25
BW-E <0,0001
<100 AU 39 (63%) | 31(91%) 2 (67%) 6 (24%)
>100 AU 23(B7%)| 3 (9%) | 1(33%) | 19 (76%)
Kinetik der
Basiswerte
(BW-E/BW-1) <0,0001
Abfall  >50% 37 (60%) | 30 (88%) | 1(33%) 6 (24%)
Abfall 0-<50% 8 (13%) 3 (9%) 2 (67%) 3 (12%)
Anstieg 0- <50% 2 (3%) 2 (8%)
Anstieg > 50% 15(24%) | 1 (3%) 14 (56%)

Multivariate Analyse der Nukleosomen-Parameter und klinischer Daten

Eine Abhédngigkeitspriifung unter Einbeziehung der klinischen Daten bestitigte den nahe
liegenden Schluss, dass Patienten mit soliden Tumoren ohne Fernmetastasen (Stadium 3) oder
Lymphomen ein signifikant (p = 0,0002) besseres Ansprechen auf die Therapie aufwiesen als
Patienten mit bereits metastasierten, soliden Tumoren (Stadium 4). Deshalb wurden das oben
genannte Panel an Parametern nochmals getrennt fiir die hinsichtlich des Therapie-
ansprechens giinstige (Lymphome und Stadium 3; N=26) und ungiinstige Gruppe (Stadium 4;
N=36) auf ihre Diskriminationsfahigkeit zwischen Patienten mit Remission, keiner Befund-
anderung und Progression untersucht. Dabei erwiesen sich in beiden Untergruppen als

signifikante Diskriminatoren:

e der Basiswert bei Therapieende (Endwert: BW-E)

e das Verhiltnis der Basiswerte E und 1 (BW-E / BW-1)

e der absolute tdgliche Abfall von Basiswert 1 zum Endwert oder einem vorher
erreichten Minimalwert (Abfall / d)

e der prozentuale tdgliche Abfall von Basiswert 1 zum Endwert oder einem vorher

erreichten Minimalwert (Abfall / d %)

Zusitzlich konnte in der ungilinstigen Gruppe das Ansprechen auf Therapie anhand der

Halbwertszeit (HWZ) eingeschétzt werden.
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Da sich sowohl in der Gesamtheit aller untersuchten Tumore wie auch innerhalb der klinisch
giinstigen und ungiinstigen Untergruppe im besonderen der Endwert (BW-E) sowie die
Kinetik der Basiswerte (BW-E/BW-1) fiir die Unterscheidung zwischen Patienten mit gutem
und ungeniigenden Ansprechen der Therapie eigneten, wurden diese beiden Variablen mittels
des Mantel-Haenszel-Tests hinsichtlich ihrer Unabhingigkeit gepriift; dabei wurden die 3
Patienten mit klinisch gleichbleibender Erkrankung (no change) nicht beriicksichtigt.

Wie die folgende Tabelle zeigt, nimmt der Endwert einen signifikanten Einfluss auf das
Therapieansprechen unabhingig von der klinischen Gruppierung und der Kinetik der
Basiswerte (p=0,0094). Dies ist von besonderer Bedeutung in den mittleren (fett gedruckten)
Subgruppen: In der klinisch giinstigen Subgruppe mit konstanten oder ansteigenden
Basiswerten und der klinisch ungiinstigen Subgruppe mit abfallenden oder konstanten
Basiswerten. Hier sind Endwerte < 100 AU deutlich mit einer Remission assoziiert, Endwerte
> 100 AU mit einer Progression, und ermdglichen so eine genauere Diskriminierung.
Hingegen finden sich in der klinisch giinstigen Subgruppe mit abfallenden Basiswerten
ohnehin fast nur Patienten mit Remission, in der klinisch ungiinstigen Subgruppe mit
ansteigenden Basiswerten ausschlielich Patienten mit Progression, so dass dort eine weitere
Diskriminierung anhand des Endwertes entbehrlich ist.

Tabelle 39: Additive Information des Endwertes zur Kinetik der Basiswerte und der Klinik

Klinische Kinetik der Endwert Anzahl | Remission | Progression
Gruppierung | Basiswerte (BW-E)
<100 AU 19 18  (95%) 1 (5%)
Abfall > 50%
Giinsti > 100 AU 2 (100%) 0 (0%)
linstige
Gruppe <100 AU 1 1 (100%) 0 (0%)
(Stadium 3 + |Konstant 0 o
Lymphome) > 100 AU 1 0 (0%) 1 (100%)
<100 AU 1 (100%) 0 (0%)
Anstieg >50%
> 100 AU 2 0 (0%) 2 (100%)
<100 AU 13 10 (77%) 3 (23%)
Abfall > 50%
> 100 AU 1 (33%) 2 (67%)
Ungiinstige <100 AU 1 (100%) | o  (0%)
Gruppe Konstant
(Stadium 4) > 100 AU 4 0 (0%) 4 (100%)
<100 AU 0 (0%) 2 (100%)
Anstieg >50%
> 100 AU 10 0 (0%) | 10 (100%)
Insgesamt p =0,0094 59 34 25
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In der Umkehrung hat ebenso die Kinetik der Basiswerte einen signifikanten Einfluss auf das
Therapieansprechen unabhéngig von der klinischen Gruppierung und dem Endwert
(p=0,0062). Wie in der folgenden Tabelle ersichtlich ist, tritt wiederum die zusétzliche
Diskriminationsfahigkeit am deutlichsten in den mittleren Subgruppen zutage: In der klinisch
giinstigen Subgruppe mit Endwerten > 100 AU sowie der klinisch ungiinstigen Subgruppe mit
Endwerten < 100 AU. Hier sind Abfille der Basiswerte meist mit einer Remission, Anstiege
mit einer Progression assoziiert (fett gedruckt).

In der klinisch gilinstigen Subgruppe mit Endwerten < 100 AU und der klinisch ungiinstigen
Subgruppe mit Endwerten > 100 AU sammeln sich hingegen bis auf je eine Ausnahme nur
Patienten mit Remission bzw. Progression, weshalb eine weitere Unterscheidung hinféllig ist.

Tabelle 40: Additive Information der Kinetik der Basiswerte zum Endwert und der Klinik

Klinische Endwert Kinetik der Anzahl | Remission | Progression
Gruppierung (BW-E) Basiswerte
Abfall > 50% 19 18 (95%) 1 (5%)
. <100 AU ] Konstant 1 1 (100%) 0 (0%)
Gunstige . . .
Gruppe Anstieg >50% 1 1 (100%) 0 (0%)
(Stadium 3 + Abfall > 50% 2 2 (100%) | o  (0%)
Lymphome)
> 100 AU ] Konstant 1 0 (0%) 1 (100%)
Anstieg >50% 2 0 (0%) 2 (100%)
Ungiinstige Abfall > 50% 13 10 (77%) 3 (23%)
Gruppe <100 AU ] Konstant 1 1 (100%) 0 (0%)
(Stadium 4) Anstieg >50% | 2 o (0% | 2 (100%)
Abfall > 50% 3 1 (33%) 2  (67%)
> 100 AU | Konstant 4 0 (0%) 4 (100%)
Anstieg >50% 10 0 (0%) | 10 (100%)
Insgesamt p =0,0062 59 34 25

Auf dhnliche Weise wurde anhand des Mantel-Haenszel-Tests die Unabhingigkeit der
Aussagekraft des absoluten und prozentualen téiglichen Abfalls der Nukleosomenwerte von
der klinischen Gruppierung und dem Endwert untersucht.

Dabei zeigte sich, dass sowohl der absolute tdgliche Abfall der Werte signifikanten Einfluss
auf das Therapieansprechen unabhéngig von der klinischen Gruppierung und dem Endwert
hat (p=0,0055) wie auch in der Umkehrung der Einfluss des Endwert unabhéngig von der
klinischen Gruppierung und dem absoluten téglichen Abfall signifikant bleibt (p<0,0001).
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Der prozentuale tdgliche Abfall der Werte hatte in der Unabhingigkeitspriifung von der
klinischen Gruppierung und dem Endwert keinen zusétzlichen signifikanten Einfluss auf das
Therapieansprechen (p=0,0945). Jedoch wurde in der Umkehrung ein signifikanter Einfluss
des Endwertes unabhingig von der klinischen Gruppierung und dem prozentualen tdglichen

Abfall festgestellt (p=0,0029).

Zur Veranschaulichung sind in den folgenden Grafiken die Anfangs- und Endwerte sowie die
Kinetik der Basiswerte fiir die klinisch giinstigere (A: Stadium 3 und Lymphome) und

ungiinstigere Gruppe (B: Stadium 4) dargestellt.
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Abbildungen 259 — 262: Nukleosomenkinetiken bei Patienten mit Remission und Progression
fiir die klinische giinstige (A) und ungiinstige Gruppe (B)
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5.3.6 Kinetik Tumor-assoziierter Antigene in Korrelation zur Nukleosomen-

kinetik bei Patienten mit soliden, malignen Tumoren wahrend Chemotherapie

Zur Kontrolle des biochemischen Ansprechens einer Therapie werden auch etablierte Tumor-
assoziierte Antigene eingesetzt. Im besonderen eignen sie sich fiir die Verlaufsbeobachtung
von Chemotherapien, die sich in der Regel liber mehrere Monate erstrecken. Bei dieser
Therapieform ist der Erfolg ansonsten durch klinisch erfassbare Verédnderungen oder durch
bildgebende Verfahren objektivierbar, die in groBeren Zeitintervallen zur Anwendung
kommen. Allerdings spiegeln diese die Effekte der Therapie oft nur grob und verzogert wider.
Tumor-assoziierte Antigene hingegen zeigen hdufig schon friih die biochemische Therapie-
Wirksamkeit und ebenso eine nachlassende Effizienz an. Um ihre Kinetik genau zu erfassen,

werden sie idealerweise vor jedem Therapiezyklus kontrolliert.

Auswahl der Tumor-assoziierten Antigene fur die Verlaufsbeobachtung

Bei den hier angestellten Untersuchungen wurden parallel zu den Nukleosomenwerte auch
Tumor-assoziierte Antigene im Verlauf der Chemotherapien bei Patienten mit soliden,
malignen Tumoren bestimmt. Nach Moglichkeit erfolgten diese Bestimmungen vor jedem
Therapiezyklus, zumindest aber zu den Staginguntersuchungen. Fiir jede Tumorart oder die

histologischen Subtypen wurden die jeweils spezifischen Parameter untersucht:

e beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom: CEA, CYFRA 21-1

e Dbeim kleinzelligen Bronchialkarzinom: CEA, NSE, ProGRP

e beim kolorektalen Karzinom: CEA, CA 19-9

e Dbeim Pankreaskarzinom: CA 19-9, CEA

e beim Osophaguskarzinom: CEA, CYFRA 21-1, SCC
e beim Sarkom: NSE

Héufig wurde bei einem Patienten nur eines der Tumor-assoziierten Antigene exprimiert oder
freigesetzt. Dieser so genannte ,,fithrende Parameter* wurde fiir die weitere Therapieeffizienz-
kontrolle herangezogen. In einigen Féllen waren allerdings die Serumkonzentrationen von
mehreren Tumor-assoziierten Antigenen erhoht. Dann wurden alle betreffende Parameter
wihrend des Therapieverlaufs verfolgt. Fiir die Korrelation mit dem Therapieerfolg wurde der

am stirksten exprimierte oder freigesetzte Marker ausgewéhlt.
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Interpretation der Verlaufe Tumor-assoziierter Antigene wahrend der Therapie

In der Praxis richtet sich die individuelle Bewertung des biochemischen Ansprechens der
Therapie nach den Verdnderungen des fiilhrenden Parameters oder dem Muster der
Verdnderungen mehrerer Parameter. Fiir die Interpretation spielt der Grad des Abfalls oder
Anstiegs einzelner Marker eine Rolle, ferner die Geschwindigkeit des Abfalls oder Anstiegs,
die aufgrund der unterschiedlichen Halbwertzeiten naturgemiBl variiert, auBlerdem

Verdnderungen in der Dynamik wie eine Ab- oder Zunahme der Abfallsgeschwindigkeit.

Bei gleichzeitiger Betrachtung mehrerer Parameter ergibt sich ein komplexes Bild vieler
relevanter Einzelbeobachtungen, bei deren integrativen Beurteilung die biochemischen und
messtechnischen Hintergriinde der untersuchten Parameter sowie der klinische Kontext zu

beriicksichtigen sind.

Fiir die hier angestellte, vergleichende Beurteilung des Therapieerfolgs anhand Tumor-
assoziierter Antigene wurden einige Pridmissen gewédhlt, um eine Vergleichbarkeit der
individuellen Verldufe von Patienten mit unterschiedlichen Tumorarten in unterschiedlichen
Stadien, in unterschiedlichem Krankheitsstatus bei unterschiedlichen Therapiemodalititen,

die mit unterschiedlichen Parametern tiberwacht wurden, zu gewéhrleisten:

e Fiir die Bewertung wurde nur der fithrende Parameter herangezogen.
e Dieser Parameter wurde normiert, indem er durch seinen Grenzwert dividiert wurde;
der Grenzwert wurde anhand der 95%-Perzentile gesunder Personen bestimmit.
e Das normierte Tumor-assoziierte Antigen wurde zu definierten Zeitpunkten
betrachtet:
e vor dem ersten (TA-1), zweiten (TA-2) und dritten Zyklus (TA-3) sowie zum
Zeitpunkt der Staginguntersuchungen (TA-S)
e AuBerdem wurde der jeweilige Grad der Verdanderung ausgewertet:
e das Verhiltnis der Werte vor Zyklus 2 und 1 (TA-2 / TA-1), 3 und 1 (TA-3 / TA-
1) sowie bei den Staginguntersuchungen und vor Zyklus 1 (TA-S / TA-1).
e der absolute und prozentuale tigliche Abfall vom ersten Zyklus zum Staging

(Abfall / d bzw. Abfall / d%)
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Korrelation der Kinetik Tumor-assoziierter Antigene mit dem klinischen
Ansprechen auf Chemotherapie bei Patienten mit soliden, malignen Tumoren

Als fiihrende Parameter wurden in 27 Fillen CEA, in zwei Fillen CYFRA 21-1, in sechs
Fillen ProGRP, in fiinf Fillen CA 19-9, in zwei Fillen NSE und in einem Fall SCC
ausgewdhlt. Bei zwei Patienten mit Bronchial-Karzinom lag nur ein prétherapeutischer Wert
vor. Deshalb wurden sie bei den Kinetikauswertungen nicht beriicksichtigt. Ebenso konnten
Patienten mit Lymphomen wegen fehlender Bestimmungen geeigneter Tumormarker nicht in
die Auswertungen einbezogen werden. Somit wurde im Folgenden eine Subgruppe (N=43)

der Patienten mit malignen Tumoren wéahrend Chemotherapie evaluiert.

Die normierten Tumor-assoziierten Antigene vor dem ersten (TA-1), zweiten (TA-2) und
dritten Zyklus (TA-3) sowie vor den Staging-Untersuchungen (TA-S) lagen bei Patienten mit
Remission im Median deutlich niedriger als bei Patienten mit Progression. Die prozentualen
Verdnderungen (TA-2/TA-1, TA-3/TA-1, TA-S/TA-1) zeigten fiir Patienten mit Remission
im Verlauf tendenziell eine Abnahme (= <100%), fiir Patienten mit Progression eher eine
Zunahme der Werte (= >100%). In der folgenden Tabelle sind die Mediane, Bandbreiten und

das jeweilige Signifikanzniveau fiir die einzelnen Patientengruppen und Parameter aufgelistet:

Tabelle 41: Differenzierung des Therapieansprechens durch Tumor-assoziierte Antigene

Variable Gesamt Remission No change | Progression p-Wert
(Trend-Test)

N 43 18 3 22

TA-1 21,8 24 39 42,0 0,003
(0,3-7776) (0,3-7776) (1,0-16,7) (1,2-2481)

TA-2 26,8 51 13,9 60,3 <0,001
(0,5-6037) (0,5-778) (2,9-24,8) (6,6-6037)

TA-2 / TA-1 108,5% 57,8% 111,4% 154,6% 0,002
(4,3-243%) (4,3-133%) | (74,4-148%) | (4,9-243%)

TA-3 5,7 1,7 2,2 21,3 0,007

(0,3-794) (0,3-244) (0,9-12,8) (0,6-794)

TA-3/ TA-1 94,3% 100,0% 76,7% 97,7% 0,897
(0,2-557%) (0,8-133%) | (56,4-90,0%) | (0,2-557%)

TA-S 7,7 1,0 1,1 56,5 <0,0001
(0,2-6037) (0,2-79,3) (0,9-7,2) (0,6-6037)

TA-S /| TA-1 100,0% 83,6% 43,1% 139,9% 0,002
(0,2-557%) (0,3-133%) | (28,2-90,0%) | (0,2-557%)

Abfall / d 0,0 AU/d ] 0,002 AUu/d | 0,02 AU/d |-0,198 AU/d 0,005
(-127-109) | (-0,055-109) | (0,001-0,12) | (-127-3,13)

Abfall / d % 0,0 %/d 0,11 %l/d 0,75 %l/d -0,41 %l/d <0,001
(-4,02-7,09) | (-0,22-7,09) | (0,15-1,09) | (-4,02-6,61)
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Da Patienten mit soliden Tumoren ohne Fernmetastasen (Stadium 3; N=8) ein signifikant
besseres Ansprechen auf die Therapie aufwiesen als Patienten mit bereits metastasierten,
soliden Tumoren (Stadium 4; N=35), wurden die Tumor-assoziierten Antigene getrennt in
beiden Gruppen auf ihre Diskrimierungsfiahigkeit zwischen Patienten mit Remission, keiner
Befundénderung und Progression untersucht. Dabei erwiesen sich in der hinsichtlich des

Therapieansprechens ungiinstigen Gruppe als signifikante Diskriminatoren:

e der Wert vor dem zweiten Zyklus (TA-2)

e das Verhiltnis der Werte vor Zyklus 2 und 1 (TA-2/ TA-1)

e der Wert zum Zeitpunkt der Staginguntersuchungen (TA-S)

e das Verhiltnis der Werte beim Staging und vor Zyklus 1 (TA-S / TA-1).

e der absolute tigliche Abfall vom ersten Zyklus zum Staging (Abfall / d)

e der prozentuale tdgliche Abfall vom ersten Zyklus zum Staging (Abfall / d%)

In der giinstigen Gruppe war nur ein Patient progredient.

Vergleich der Nukleosomen-Kinetik im Therapieverlauf mit der Kinetik Tumor-
assoziierter Antigene

Um zu tiberpriifen, ob bei Patienten mit soliden Tumoren wéhrend Chemotherapie der
Therapieerfolg durch Nukleosomen oder Tumor-assoziierte Antigenen besser wiedergegeben
wiirde und wie die beiden Parameter miteinander korrelierten, wurden die Kinetiken der
Nukleosomen und der ,,fithrenden* Tumor-assoziierten Antigene von Therapiebeginn bis zu
den Staginguntersuchungen herangezogen und miteinander verglichen. Als Messgrof3e diente
der Quotient aus dem Wert zum Zeitpunkt der Staginguntersuchungen und dem prithera-

peutischen Basiswert (BW-E / BW-1 (Nukleosomen) und TA-S / TA-1 (Tumormarker)).

Ein Anstieg oder Abfall wurde erst dann angenommen, wenn sich die Werte vom
Ausgangsniveau um mehr als 50% entfernten; eine derartige Verdnderung der Werte sollte
auBlerhalb der Messschwankungen liegen und als Kriterium fiir eine potentielle
Therapieentscheidung herangezogen werden konnen. Die Bewertung des Therapieerfolgs
wurde wie zuvor anhand morphologischer Veranderungen in den bildgebenden Verfahren der

Staginguntersuchungen vorgenommen.
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Bei den 22 Patienten mit einer Progression der Erkrankung stiegen die Nukleosomenwerte in

55% der Fille an, etwas héufiger als die der ,,flihrenden Tumor-assoziierten Antigene (50%).

Gleichsinnige Anstiege waren bei insgesamt 32% der Patienten zu verzeichnen.

Tabelle 42: Korrelation von Nukleosomen und Tumor-assoziierten Antigenen bei Progression

fliihrender Tumormarker

Progression

Nukleosomen

Abfall > 50% gleich bleibend | Anstieg > 50% gesamt
Abfall > 50% 0 1 1 2
0,0% 4,6% 4,6% 9,1%
gleich bleibend 4 1 4 9
18,2% 4,6% 18,2% 40,9%
Anstieg > 50% 1 3 7 11
4,6% 13,6% 31,8% 50,0%
gesamt 5 5 12 22
22,7% 22,7% 54,6% 100,0%

Falsch-negative Abfille wurden fiir Nukleosomen in 23%, fiir die Tumor-assoziierten

Antigene in 9% der Fille beobachtet. Bei keinem Patienten sanken trotz progredienten

Verlaufs beide Parameter ab. Bemerkenswert ist die geringe Haufigkeit diskrepanter

Ergebnisse: Nur einmal (5%) wurde ein Nukleosomenanstieg bei einem Tumormarkerabfall,

ebenso oft (5%) ein Tumormarkeranstieg bei einem Nukleosomenriickgang gesehen.

Bei den 18 Patienten mit einer Remission der Tumorerkrankung ergab sich folgendes Bild:

Tabelle 43: Korrelation von Nukleosomen und Tumor-assoziierten Antigenen bei Remission

fiihrender Tumormarker

Remission Nukleosomen
Abfall > 50% | gleich bleibend | Anstieg > 50% Gesamt
Abfall > 50% 5 1 0 6
27,8% 5,6% 0,0% 33,3%
gleich bleibend 12 0 0 12
66,7% 0,0% 0,0% 66,7%
Anstieg > 50% 0 0 0 0
0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
gesamt 17 1 0 18
94,4% 5,6% 0,0% 100,0%
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Bis auf einen Patienten, bei dem die Werte stagnierten, kam es bei allen Patienten zu einem
Abfall der Nukleosomenkonzentration (94%). Hingegen blieben die Werte des ,,fiihrenden*
Tumormarkers bei 12 Patienten auf dem gleichen Niveau (67%) und fielen in nur 6 Féllen ab
(33%). Dies ist mitunter auf mehrere Patienten mit kolorektalem Karzinom zuriickzufiihren,
die schon pritherapeutisch sehr niedrige Tumormarkerwerte hatten und wéhrend der Therapie

auf diesem niedrigen Niveau verharrten.

Hinsichtlich gleichsinniger Werteabfille ergibt sich dadurch eine geringere Ubereinstimmung
(28%); werden jedoch die gleich bleibenden Werte bei beiden Parametern als bedingt
richtungsweisend hinzugezahlt, werden damit alle Patienten erfasst. Im Umkehrschluss wurde
bei keinem Patienten mit einer Remission ein falsch-positiver Anstieg der Nukleosomen oder

der Tumormarker verzeichnet. Ebenso wenig wurden diskrepante Verldufe entdeckt.

SchlieBlich wurde bei den drei Patienten mit gleichbleibender Tumorerkrankung in zwei
Fallen ein Abfall der Tumormarkerwerte bei unveranderten Nukleosomenwerten und in einem

Fall ein Nukleosomenriickgang bei stagnierenden Tumormarkerwerten beobachtet.

Tabelle 44: Korrelation von Nukleosomen und Tumor-assoziierten Antigenen bei No change

No change Nukleosomen

_ Abfall > 50% | gleich bleibend | Anstieg > 50% Gesamt

% Abfall > 50% 0 2 0 2

€ 0,0% 66,7% 0,0% 66,7%

% gleich bleibend 1 0 0 1

; 33,3% 0,0% 0,0% 33,3%

g Anstieg > 50% 0 0 0 0

:}:E 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%

- gesamt 1 2 0 3
33,3% 66,7% 0,0% 100,0%
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Pradiktion der Therapieeffizienz durch die Kinetik von Nukleosomen und
Tumor-assoziierten Antigenen bei Patienten mit malignen Tumoren wahrend
Chemotherapie

Die eigentliche Bedeutung der Bestimmung von Kinetiken biochemischer Parameter wiahrend
Therapie liegt in der Pradiktion der Therapieeffizienz zu einem gegebenen Zeitpunkt. Kann
das Ansprechen der Therapie prizise vorausgesagt, konnten weitere Staginguntersuchungen
eingespart oder aufgeschoben werden. Eine entscheidende Rolle fiir die Vorhersagequalitit

spielen dabei die Haufigkeit von falsch-negativen oder falsch-positiven Ergebnissen.

Nach Moglichkeit wird bei der Durchfiihrung der Chemotherapie das Erreichen einer
Remission als Therapieziel angestrebt. Deshalb wurde im Folgenden die Gruppe der auf die
Therapie ansprechenden Patienten der Gruppe von Patienten mit ungeniigendem
Therapieerfolg gegeniibergestellt, zu welcher die Patienten mit gleich bleibenden und

progredienten Verldufen zusammengefasst wurden.

Bei alleiniger Betrachtung der Nukleosomen-Kinetik wurde der Verlauf der
Tumorerkrankung in 68 % der Fille richtig erkannt. Diese hohe Rate ist besonders auf die
hohe Trefferquote bei ansteigenden Nukleosomenwerten zuriickzufiihren, die in 100 % mit
einer Progression assozi-iert waren. Somit wurden bei den untersuchten Patienten keine
falsch-positiven Resultate beobachtet. Hingegen deutete eine riickldufige Kinetik nur in 74 %
eine Remission unter Therapie an; dies entspricht einer Quote von 26 % falsch-negativer
Ergebnisse. Insgesamt war das Diskriminationsvermdgen durch die Nukleosomenkinetik

hochsignifikant (p<0,0001).
Tabelle 45: Korrelation von klinischer Therapieeffizienz und Nukleosomen

Klinische Therapieeffizienz

Remission No change Progression gesamt
Abfall > 50% 17 1 5 23
S 39,6% 2,3% 11,6% 53,5%
§ gleich bleibend 1 2 5 8
é 2,3% 4,7% 11,6% 18,6%
>  Anstieg > 50% 0 0 12 12
0,0% 0,0% 27,9% 27,9%
gesamt 18 3 22 43
41,9% 7,0% 51,2% 100,0%
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Verdanderungen der Wertlagen Tumor-assoziierter Antigene konnten das Ansprechen der
Therapie nur in 40 % richtig erkennen. Wéhrend eine ansteigende Kinetik mit einer hohen
Wabhrscheinlichkeit fiir eine Progression sprach (100 %), lag im Falle eines Werteabfalls der
Tumormarker nur in 60 % eine Remission vor. Die Rate falsch-negativer Ergebnisse erreichte
somit 40 %. Insgesamt konnte anhand der Kinetik Tumor-assoziierter Antigene signifikant

(p=0,002) zwischen den drei Gruppen unterschieden werden.

Tabelle 46: Korrelation von klinischer Therapieeffizienz und Tumor-assoziierten Antigenen

klinische Therapieeffizienz

Remission No change Progression gesamt
Y
£ Abfall > 50% 6 2 2 10
©
§ 13,9% 4,7% 4,7% 23,3%
)
g gleich bleibend 12 1 9 22
= 27,9% 2,3% 20,9% 51,2%
o
2 Anstieg > 50% 0 0 1 11
o
_’;:E 0,0% 0,0% 25,6% 25,6%
2
gesamt 18 3 22 43
41,9% 7,0% 51,2% 100,0%

Ein additiver Effekt von Nukleosomen und Tumor assoziierten Antigenen konnte vorliegen,
wenn gleichzeitig ein Parameter auf dem Ausgangsniveau blieb und der andere abfiel oder
anstieg. Deshalb wurde als Kriterium des biochemischen Ansprechens der Therapie
(biochemische Remission) der Riickgang mindestens eines Markers bei gleichzeitigem Nicht-
Anstieg des anderen gefordert. Als eine biochemische Progression wurde der Anstieg
mindestens eines Parameters bei zeitgleichem Nicht-Abfall des anderen gewertet. Die
verbleibenden Kombinationen diskrepanter Verdnderungen im Sinne eines gleichzeitigen
Anstiegs und Abfalls je eines Parameters sowie konstant stagnierender Wertlagen wurden in

die Gruppe biochemisch nicht beurteilbarer Verlaufe gefasst.

Bei dieser Herangehensweise konnten fast 75% der Patienten durch die Kinetiken von
Nukleosomen und Tumor-assoziierten Antigenen richtig eingeordnet werden. Eine so
definierte biochemische Progression korrelierte in 100% der Fille mit einer bildgebend
nachgewiesenen Progression; eine biochemische Remission entsprach nur zu einem

Prozentsatz von 69 % einer bildgebend festgestellten Remission.
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Tabelle 47: Korrelation von klinischer Therapieeffizienz, Tumor-assoziierten Antigenen
und Nukleosomen

klinische Therapieeffizienz

Remission no change Progression gesamt
S
£ - mind. ein Abfall  und 18 3 5 26
g % kein Anstieg 41,9% 7,0% 11,6% 60,5%
2 § bzide gIeiAch :)Ieibend 0 0 3 3
3 9@ oder ein Anstieg
E % und ein Abfall 0.0% 0.0% 7,0% 7,0%
Z
o
S 2 mind. ein Anstieg 0 0 14 14
o .
;§ S und kein Abfall 0.0% 0.0% 32.5% 32.5%
Y=
gesamt 18 3 22 43
41,9% 7,0% 51,1% 100,0%

Anhand des Mantel-Haenszel-Tests wurde multivariat ein potentieller additiver Effekt der
Aussagekraft der Kinetiken von Nukleosomen und Tumormarkern {iberpriift: Dabei zeigte
sich, dass die Nukleosomenkinetik unabhéngig von der Tumormarkerkinetik einen
signifikanten Einfluss auf das Therapieansprechen nimmt (p=0,0015). Insbesondere wurde
der additive Effekt der Nukleosomen deutlich innerhalb der Subgruppe der Patienten mit
einem Abfall oder konstanten Tumormarkerwerten. Hier konnten Patienten mit Remission
mittels abfallender Nukleosomenwerte und Patienten mit Progression durch eine ansteigende
Kinetik weiter unterschieden werden. Alle Patienten mit einem Tumormarkeranstieg waren
progredient. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle veranschaulicht:

Tabelle 48: Additiver Effekt von Nukleosomen zu Tumor assoziierten Antigenen

Kinetik der Kinetik der Anzahl | Remission | no change | Progression
Tumormarker | Nukleosomen
Abfall > 50% 5 5 (100%) | 0 (0%) 0 (0%)
Abfall > 50% Konstant 4 1 (25%) | 2 (50%) 1 (25%)
Anstieg >50% 1 0 (0%) ] 0 (0%) 1 (100%)
Abfall > 50% 17 12 (70%) | 1 (6%) 4 (24%)
Konstant Konstant 1 0 (0%)] 0 (0%) 1 (100%)
Anstieg >50% 4 0 (0%) ] 0 (0%) 4 (100%)
Abfall > 50% 1 0 (0%)] 0 (0%) 1 (100%)
Anstieg > 50% | Konstant 3 0 (0%)]1 0 (0%) 3 (100%)
Anstieg >50% 7 0 (0%)] 0 (0%) 7 (100%)
Insgesamt p =0,0015 43 18 3 22
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In der Umkehrung hatte die Tumormarkerkinetik unabhéngig von der Nukleosomenkinetik
einen signifikanten Einfluss auf das Therapieansprechen (p=0,0103). Am deutlichsten
sichtbar war der additive Effekt der Tumormarker innerhalb der Subgruppe der Patienten mit
einem Abfall oder konstanten Nukleosomenwerten. Hier konnten vor allem Patienten mit
Progression durch eine ansteigende Kinetik identifiziert werden — wie die folgende Tabelle

zeigt:

Tabelle 49: Additiver Effekt von Tumor assoziierten Antigenen zu Nukleosomen

Kinetik der Kinetik der Anzahl | Remission | no change | Progression
Nukleosomen | Tumormarker
Abfall > 50% 5 5 (100%) | 0 (0%) 0 (0%)
Abfall > 50% Konstant 17 12 (70%) | 1 (6%) 4 (24%)
Anstieg >50% 1 0 (0%) ] 0 (0%) 1 (100%)
Abfall > 50% 4 1 (25%) | 2 (50%) 1 (25%)
Konstant Konstant 1 0 (0%)] 0 (0%) 1 (100%)
Anstieg >50% 3 0 (0%) ] 0 (0%) 3 (100%)
Abfall > 50% 1 0 (0%)] 0 (0%) 1 (100%)
Anstieg > 50% | Konstant 4 0 (0%)] 0 (0%) 4 (100%)
Anstieg >50% 7 0 (0%)] 0 (0%) 7 (100%)
Insgesamt p=0,0103 43 18 3 22

Der wechselseitige additive Effekt der Nukleosomen- und der Tumormarkerkinetik blieb auch
unter Beriicksichtigung der klinischen Differenzierung in eine gilinstige (Stadium 3) und eine

ungiinstige Gruppe (Stadium 4) erhalten.

Unabhéngig von der klinischen Gruppierung und der Tumormarkerkinetik war der Einfluss
der Nukleosomenkinetik auf das Therapieansprechen mit p=0,0122 signifikant. Ebenfalls
unabhingig von der klinischen Gruppierung und der Nukleosomenkinetik nahm die

Tumormarkerkinetik signifikanten Einfluss auf das Therapieansprechen (p=0,0208).
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5.3.7 Kinetik der Nukleosomen im Serum bei Patienten mit malignen Tumoren

wahrend Radiotherapie

Die Strahlentherapie kann je nach Grofe des Bestrahlungsfeldes als lokale oder systemische
Therapie eingesetzt werden. Nach Eingrenzung der zu bestrahlenden Korperregion werden
schwere a-Teilchen, - oder y-Strahlen auf den Tumor unter Einbeziehung der umgebenden

Gewebe gerichtet, in denen sich moglicherweise versprengte Tumorzellen authalten konnten.

Im Routine-Alltag wird heute meist perkutan harte y-Strahlung (10 Mega-Volt Photonen)
verwendet, die gut steuerbar ist und tief ins Gewebe eindringen kann. Durch die y-Strahlung
werden an der DNA der getroffenen Zellen Einzel- und Doppelstrangbriiche verursacht. Da
Tumorzellen ohnehin eine fragilere DNA besitzen und oft nicht mehr {iber effiziente
Reparatursysteme verfiigen, sind sie besonders anfillig fiir Strahlenschiiden. Ahnliches gilt
allerdings auch fiir alle anderen schnell proliferierenden Gewebe, die aufgrund der kurzen
Zellzykluszeiten DNA-Schédden oft nicht rechtzeitig vor der nédchsten Zellteilung reparieren

konnen und ebenfalls zugrunde gehen (Hendry 1997).

Indikationen fiir die Radiotherapie sind fortgeschrittene und metastasierte Tumor-
erkrankungen, ferner die adjuvante Konsolidierung nach Operationen oder Chemotherapien
sowie die neoadjuvante Vorbehandlung vor chirurgischen Eingriffen. AuBlerdem werden
zunehmend kombinierte Radiochemotherapie-Schemata zur Steigerung der therapeutischen

Wirksamkeit eingesetzt.

Aus Griinden der besseren Vertriglichkeit und Effizienz kommt zumeist eine fraktionierte
Strahlentherapie zur Anwendung: Ein bis maximal zweimal tiglich an 5 Tagen der Woche
werden Bestrahlungsdosen von 1,5 bis 2 Gray (Gy) appliziert. Dieses Schema wird insgesamt
tiber vier bis sechs Wochen fortgefiihrt bis eine fiir das bestrahlte Gewebe zuldssige
kumulative Hochstdosis — meistens zwischen 25 und 60 Gy — erreicht ist. Im Gegensatz zur

Chemotherapie sind meist keine langeren Regenerationspausen vorgesehen.

Die kombinierte Radiochemotherapie kann zeitverschoben oder zeitgleich angelegt sein. Bei

der ersten Version sind der Strahlentherapie einige Zyklen Chemotherapie vor- und / oder
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nachgeschaltet; bei der gleichzeitigen Applikation werden wihrend der Strahlentherapie an

definierten Tagen chemotherapeutische Medikamente zusétzlich gegeben.

Fiir unsere ersten Untersuchungen wéhlten wir Patienten aus mit unterschiedlich groBen
Bestrahlungsfeldern und Bestrahlungshochstdosen. Patienten mit Bronchial-Karzinomen und
HNO-Karzinomen erhielten eine hohe Gesamtdosis zwischen 50 und 60 Gy, allerdings war
das bestrahlte Gebiet auf die unmittelbare Umgebung des Tumors begrenzt. Patienten mit
Lymphomen hingegen wurden nur mit geringerer Gesamtdosis bis 25 Gy bestrahlt, da bei der
typischen Mantelfeldbestrahlung ein deutlich groeres Gebiet erfasst wurde, in dem sich sehr

strahlensensible Gewebe wie das Knochenmark befinden.

Zu erwartende Kinetik der Nuklesomenkonzentration wahrend Radiotherapie

Durch die kontinuierliche, fraktioniert erfolgende Strahlentherapie ist die bestrahlte
Korperregion bestéindig schiddigenden Stimuli ausgesetzt. Deshalb ist mit einer kumulativen
Zelltod-Induktion strahlensensibler Zellen zu rechnen. Durch den direkten Ansatz der Noxen
an der DNA und den hohen Wirkungsgrad der y-Strahlen kann von einem raschen und starken
Anstieg der Zelltodrate und somit der Nukleosomenfreisetzung ins Blut ausgegangen werden.
Je nach Menge der verbleibenden, sensiblen Zellen diirfte die Nukleosomenkonzentration
durch die folgenden Fraktionen auf einem hohen Niveau erhalten bleiben oder mit der
Reduktion dieser Zellen langsam absinken. Die schlieBlich wahrend oder nach der Therapie

erreichten Minimumwerte konnten ein Hinweis auf die restliche Aktivitiat des Tumors sein.

Im Vergleich der verschiedenen Tumorarten wie auch im Hinblick auf die therapeutische
Wirksamkeit und eventuell auftretende Nebenwirkungen sind einige Merkmale der

Nukleosomenkinetik zu beriicksichtigen:

1. Der Ausgangswert vor der Strahlentherapie (1)
Der Anstieg wéahrend der Therapie (Latenz, Hohe) (2)
Der Abfall wihrend oder nach der Therapie (Latenz, Geschwindigkeit) (3)

Die erreichten Minimalwerte wihrend oder nach der Therapie (4)

A

Die Veridnderungen bei klinischen Nebenwirkungen (5)
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Abbildung 263: Schematische Darstellung eines Verlaufs wiahrend Radiotherapie
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Tatsachliche Kinetik der Nuklesomenkonzentration wahrend Radiotherapie

Bei den meisten Patienten war — ausgehend von unterschiedlichen pratherapeutischen Werten
— ein initialer, steiler Anstieg der Nukleosomenwerte innerhalb von nur sechs bis 24 Stunden
nach Applikation der ersten Radiotherapie-Fraktion zu verzeichnen. Dabei wurden keine
Unterschiede zwischen Patienten mit Lymphomen, Bronchial-, HNO- oder anderen
Karzinomen beobachtet. Zu erwidhnen ist allerdings, dass es bei einigen Patienten drei bis
sechs Stunden nach der ersten Dosisgabe zu einem temporédren Abfall der Nukleosomenwerte

kam, ehe sie dann steil anstiegen.

Auf diesem hohen Niveau blieben die Nukleosomenkonzentrationen dann fiir eine
unterschiedlich lange Zeitdauer zwischen einem Tag und mehreren Wochen, ehe sie langsam,
manchmal auch sehr rasch wieder abfielen. Zeitgleich oder kurz nach diesem Werteriickgang
wurde in den bildgebenden Verfahren hiufig eine deutlich sichtbare Regression des Tumors

festgestellt.

Darauthin pendelten sich die Werte im Bereich von gesunden Personen konstant ein oder
blieben auf einem hoheren Niveau, von dem aus sie wieder ansteigen konnten. In diesen
Féllen wurde mit geringem zeitlichem Abstand oft eine Rezidivierung der Erkrankung oder
eine Metastasenbildung diagnostiziert. Allerdings konnten auch infektiose Nebenwirkungen

zu voriibergehenden, teilweise deutlichen Erh6hungen der Werte fiihren.
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Abbildung 264: Verlauf eines Patienten mit einer Progression nach Radiotherapie

Radiatio
2000 -
. . Regression Progression
=) i o
< 1500 _
et : Infektion
[ :
: |
91000 -
o
[})
x
=
Z 500 -
0 T T T T T T T T T
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63

Tage

Am Verlauf dieses Patienten mit einem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom im Stadium
IIIb, der insgesamt mit einer Dosis von 60 Gy im Mediastinum und den supraklavikuléren
Lymphknoten bestrahlt wurde, sind die beschriebenen Phasen illustriert:

Kurz nach Therapiebeginn stiegen die Werte rasch an, persistierten iiber mehrere Wochen auf
hohem Niveau, ehe sie einhergehend mit einer Verringerung der Tumormassen abfielen. Nach
einer Infekt-bedingten tempordren Erhohung gingen sie unter antibiotischer Behandlung
weiter zuriick, erreichten jedoch nicht den Bereich gesunder Personen (95%-Perzentile = 100
AU). Nach Therapieende stiegen die Werte zeitgleich zum Auftreten neuer Metastasen wieder

an.

Auch bei dem folgenden Patienten mit einem lokal wachsenden Hypopharynx-Karzinom, der
eine Radiochemotherapie mit einer Gesamt-Dosis von 42 Gy und tédglich Cisplatin erhielt,
war der initiale Anstieg zu beobachten. Allerdings fielen die Nukleosomenwerte gleich am
ersten Tag nach Erreichen des Maximalwertes schnell und vollstandig bis in den Bereich
gesunder Personen unter 100 AU ab. Sonographisch wurde ein fast vollstindige Remission

des Tumors festgestellt, die auch nach dem Beobachtungszeitraum anhielt.
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Abbildung 265: Verlauf eines Patienten mit einer Remission nach Radiotherapie
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Im Folgenden sind die Nukleosomen-Verldufe aller Patienten wéhrend Radio- oder
Radiochemotherapie dokumentiert; dabei sind in der ersten Abbildung wieder jeweils die
Absolutwerte, in der zweiten die genormten, durch den Grenzwert (100 AU = 95%-Perzentile
gesunder Personen) dividierten Nukleosomenwerte gezeigt (KA = Karzinom, ED = Erst-

diagnose, Rez = Rezidivdiagnose, KI = Karnoffsky Index, LK = Lymphknoten, Zy = Zyklen):

Abbildungen 266 — 297: Verlaufe bei Patienten mit malignen Tumoren wahrend Radiotherapie



Pat. R1, E.K. 65 J.

Perkutane Radiatio:
Volumen: 9922 ml
Nebenwirkungen:

Klinischer Verlauf:
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Bronchial-KA T4 N3 M0 G3 NSCLC
ED 10/96  primare Radiotherapie
Mediastinum, supraclav. LK bds. Kl: 60 %

Dosis gesamt: 60,0 Gy  tgl Fraktion: 2,0 Gy
Infektion, maligner Pleura+Perikarderguf
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Pat. R3, D.W. 74 J.

Perkutane Radiatio:
Volumen: 11700 ml

Bronchial-KA T4 N2 MO G3  Plattenepithel-KA
ED 10/96 Rez 11/96
Tumor, Mediastinum, supraclav. LK bds. KI: 50 %

Dosis gesamt: 56,0 Gy tgl Fraktion: 2,0 Gy

Nebenwirkungen: Mukositis 1°
Klinischer Verlauf: Progression
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Pat. R2, K.B. 56 J.

Perkutane Radiatio:
Volumen: 8778 ml
Nebenwirkungen:

Klinischer Verlauf:

Bronchial-KA T4 N2 M0 Adeno-KA
ED 5/96 6 Zy Chemotherapie Rez 1/97
Tumor, Mediastinum, supraclav. LK bds. KI: 60 %
Dosis gesamt: 60,0 Gy tgl Fraktion: 2,0 Gy
Unterschenkelthrombose
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Pat. R4, KK. 83 J. Bronchial-KA T2 N2 M0 G3 NSCLC
ED+OP 7/95 Rez 11/96

Perkutane Radiatio:
Volumen: 9975 ml
Nebenwirkungen:

Tumor, Mediastinum, supraclav. LK bds. KI: 80 %
Dosis gesamt: 60,0 Gy tgl Fraktion: 2,0 Gy
Mukositis 1°, Dermatitis 1°
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Pat. R5, R.H. 76 J.

Perkutane Radiatio:
Volumen: 1650 ml
Chemotherapie:
Nebenwirkungen:
Klinischer Verlauf:
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Maxilla-KA G3 Plattenepithel-KA
ED 1/96 Radiatio 4/96 Rez 10/96
Rezidivradiochemotherapie

Oropharynx & cervikale LK Kl: 70 %

Dosis gesamt: 16,8 Gy
6 mg/gm Cisplatin (tgl)
Pneumonie

Tod, klin. Progression

tgl Fraktion: 2 x 2,1 Gy
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Pat. R7, G.D. 71 J.

Perkutane Radiatio:
Volumen: 8928 ml
Nebenwirkungen:

Klinischer Verlauf:

Bronchial-KA T2 NO M0 G3
ED 10/96

Plattenepithel-KA
priméare Radiotherapie

Tumor, Mediastinum, supraclav. LK bds. Kl: 50 %

Dosis gesamt: 10,0 Gy tgl Fraktion: 2,0 Gy

Pleureempyem => OP

Stabilisierung, kein Resttumor, Remission
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Pat. R6, A.K. 38 J.

Perkutane Radiatio:
Volumen: 6498 ml
Chemotherapie:
Nebenwirkungen:
Klinischer Verlauf:

Tracheal-KA T4 NO MO G3 undiff. KA
ED+OP 1/96 Rez 1/97
Rezidivradiochemotherapie

Hypopharynx & Mediastinum Kl: 90 %

Dosis gesamt: 60,0 Gy tgl Fraktion: 2,0 Gy
10 mg Cisplatin (tgl: Tage 1-5 und 33-40)

Mukositis I°, Dermatitis 1°, Subklavia-Thrombose
keine Befundidnderung
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Pat. R8, T.M. 71 J.

Perkutane Radiatio:
Volumen: 3762 ml
Chemotherapie:
Nebenwirkungen:

Hypopharynx-KA T4 NO MO G2 Plattenepithel-KA
ED 10/96 primédre Radiochemotherapie
Hypopharynx & cervikale LK Kl: 70 %
Dosis gesamt: 42,0 Gy tgl Fraktion: 2 x 2,1 Gy
6 mg/gm Cisplatin (tgl)

Mucositis I1°, Dermatitis 11°

Klinischer Verlauf: Remission
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Pat. R9, K.H. 54 J.

Perkutane Radiatio:
Volumen: 2562 ml
Chemotherapie:
Nebenwirkungen:

Klinischer Verlauf:

Hypopharynx-KA T2 NO M0 G3 Plattenepithel-KA
ED+OP 11/96 postoperative Radiochemotherapie
Hypopharynx & cervikale LK Kl: 90 %
Dosis gesamt: 56,7 Gy tgl Fraktion: 2 x 2,1 Gy
6 mg/gm Cisplatin (tgl)

Mukositis 111°, Dermatitis 11°
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Pat. R11, M.K. 67 J.

Perkutane Radiatio:
(1) Volumen: 48864 ml
(2) Volumen: 10960 ml
Nebenwirkungen:
Klinischer Verlauf:

Tage

Follikuldares NHL (cb-cc) lll A + Anal-KA T3 Nx Mx
(iliacale, inguinale, retroperitoneale & retrocrurale LK)
ED 12/96  primire Radiotherapie

Ganzabdomen (1), Becken (2)
Dosis gesamt: 25,5 Gy
Dosis gesamt: 12,6 Gy
Diarrhoe 1°, Panzytopenie
Regredienz der LK und des Anal-KAs, Remission

Kl: 80 %
tgl Fraktion: 1,5 Gy
tgl Fraktion: 1,8 Gy
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Pat. R10, H.W. 54 J.

Perkutane Radiatio:
Volumen: 3780 ml

Chemotherapie (3 Zy):

Hypopharynx-KA T4 NO MO G3 Plattenepithel-KA
ED 10/96
Hypopharynx & cervikale LK

primédre Radiochemotherapie
KI: 90 %

tgl Fraktion: 2 x 1,8 Gy

Cisplatin 110 mg (T1), 5-FU 1920 mg (T1), 640 mg (T2+3)

Dosis gesamt: 70,2 Gy

Nebenwirkungen: Mucositis 111°
Klinischer Verlauf: Remission
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Pat. R12, C.D. 56 J.

Perkutane Radiatio:
Volumen: 50841 ml
Nebenwirkungen:

Klinischer Verlauf:

Follikuldres NHL (cb-cc) Il A (inguinale LK bds)
ED 4/92 6 Zy Chemotherapie Rez 11/96
Ganzabdomen KI: 100 %
Dosis gesamt: 25,5 Gy tgl Fraktion: 1,5 Gy
Diarrhoe 1°, Leuko- und Thrombopenie 1°

Regression der Lymphome, Remission
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Pat. R13, H.M. 49 J.

Perkutane Radiatio:

Volumen: 50841 ml
Nebenwirkungen:

Klinischer Verlauf:

Follikulares NHL (cb-cc) IVB

(Milz, abd., ing., cerv., supraclav., med. & axil. LK)
ED 4/96 insges. 9 Zy Chemotherapie
Ganzabdomen, inguinal bds. Kl: 80 %
Dosis gesamt: 25,5 Gy tgl Fraktion: 1,5 Gy
Panzytopenie, Diarrhoe 111°, Ubelkeit

Regression der Lymphome, Remission
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Pat. R15, S.L. 49 J.

Perkutane Radiatio:

Chemotherapie:
Volumen: 6992 ml
Nebenwirkungen:

Klinischer Verlauf:

Rektum-KA T3 N1 MO G2 Adeno-KA
ED+OP 10/96 postoperative Radiochemotherapie
Becken Kl: 100 %
300 mg/gm 5-Fluoruracil
Dosis gesamt: 54,0 Gy
Diarrhoe I1°, grippaler Infekt

tgl Fraktion: 1,8 Gy
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Pat. R14, K.B. 72 J.

Perkutane Radiatio:
Volumen: 22898 ml
Nebenwirkungen:

Klinischer Verlauf:

Follikuldres B-Zell-NHL Il A (Abdomen u. Milz)

ED 9/96 6 Zy Chemotherapie Rest-LK

Ganzabdomen KI: 80 %
Dosis gesamt: 25,5 Gy tgl Fraktion: 1,5 Gy
MaRige Diarrhoe, Panzytopenie

Regression der Lymphome, Remission
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Pat. R16, J.A. 67 J. Rektum-KA T3 N1 M0 G2 Adeno-KA
ED+ OP 10/96 postoperative Radiatio
Perkutane Radiatio: Becken Kl: 70%
Volumen: 9206 ml Dosis gesamt: 36,0 Gy tgl Fraktion: 1,8 Gy
Nebenwirkungen: Diarrhoe I°

Klinischer Verlauf:
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Korrelationen der Nukleosomenkinetik mit dem klinischen Therapieverlauf

Definition des Therapieerfolgs

Staginguntersuchungen einschlieBlich bildgebender Verfahren wurden meist erst am Ende der
Strahlentherapie durchgefiihrt oder bei klinischem Anhalt fiir eine rasche Verschlechterung
der Erkrankung. Ahnlich wie bei der Beurteilung der Therapieeffizienz bei Chemotherapie
wurden die UICC-Kriterien zur Klassifikation des Therapieerfolgs herangezogen. Bei
postoperativen Radiotherapien wurde das Ausbleiben eines Rezidivs als anhaltende

Remission gewertet.

Therapieerfolg bei verschiedenen Tumorerkrankungen

Insgesamt wurden bei den 16 untersuchten Personen in zehn Fillen eine Remission (63%), in
einem Fall keine Befundénderung (no change) (6%) und in fiinf Féllen eine Progression der
Erkrankung (31%) festgestellt. Obwohl bei dieser kleinen Personenzahl eine Differenzierung

keine reprasentativen Aussagen zulésst, seien einige Beobachtungen herausgestellt:

Wihrend hohere Remissionsraten bei den Subgruppen der Patienten mit HNO-Karzinom
(75%), kolorektalem Karzinom (100%) und Lymphomen (100%) festgestellt wurden, hoben
sich Patienten mit Bronchial-Karzinom, die eine Remissionsrate von nur 17% und einen
hoheren Anteil an progredienten Verldaufen (67%) aufwiesen, deutlich ab.

Einfluss auf das Ansprechen der Therapie hatte auch der Krankheitsstatus vor Beginn der
Therapie: Wahrend Radiotherapien bei Personen mit Tumorrezidiven nur in 38% der Félle zu
einer Remission fiihrten, lag der Erfolgs-Anteil bei priméren Therapien neuerkrankter Perso-
nen sowie adjuvanten Therapien tumorektomierter Personen bei 80% beziehungsweise 100%.
Hingegen zeigte die kombinierte Verwendung von Radio- und Chemotherapie im Vergleich
zur alleinigen Anwendung von Radiotherapie keine Vorteile hinsichtlich des Therapieerfolgs.

Bei beiden Modalitéten ergaben sich Remissionen in 63% der Fille.

Innerhalb der Gruppe der Personen mit Bronchial-Karzinom war die niedrige Ansprechrate
mit auf den hohen Anteil der Personen mit rezidivierenden Erkrankungen zuriickzufiihren
(67%), bei denen keine Remission erreicht wurde. Unter alleiniger Radiotherapie waren 75%
der Personen progredient, unter kombinierter Radiochemotherapie 50%. Obwohl auch unter
den Personen mit Lymphomen die Mehrzahl (75%) an einem Rezidiv litten, wurde dort in
allen Fillen ein Therapieerfolg sowohl unter Radio-Monotherapie wie auch unter

Radiochemotherapie festgestellt. Bei Personen mit HNO-Tumoren kam nur die kombinierte
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Radiochemotherapie zur Anwendung, die mit Ausnahme eines Patienten mit Rezidiv-
Erkrankung zur Remission fiihrte (75%). Bei den beiden Patienten mit kolorektalem

Karzinom wurde eine anhaltende Remission nach postoperativer Bestrahlung beobachtet.

In der folgenden Tabelle sind die einzelnen Karzinome (KA), der jeweilige Krankheitsstatus
bei Therapiebeginn (prim = primére Therapie, rez = Rezidivtherapie, pOP = postoperative
Therapie), die Therapieform (RT = Radiotherapie, RCT = Radiochemotherapie), die jeweilige
Gesamtzahl der Patienten (N) sowie der absolute und prozentuale Anteil der Patienten, deren
Ansprechen auf die Therapie einer Remission (Rem), einer stabilen Situation (NC = no

change) oder einer Progression (Prog) entsprach, zusammengefasst.

Tabelle 50: Ansprechen der Therapie bei Patienten wahrend Radiotherapie

Tumor |Differential- |Status| Therapie|] N Rem [ Rem-| NC NC- | Prog | Prog-
Diagnose % % %
Insgesamt 16 10 62,5 1 6,3 5 31,3
Bronchial-KA 6 1 16,7 1 16,7 | 4 | 66,7
HNO-KA 4 3 |750]| O 0,0 1 25,0

S |Lymphom 4 4 11000 0 [ 00 | 0 | 00
€  |Kolorekt. KA 2 2 |1000] 0 [ 00 | O | 00
'; prim 5 4 80,0 0 0,0 1 20,0
=< rez 8 3 37,5 1 12,5 4 50,0
pOP 3 3 [1000] O 0,0 0 0,0
RT 8 5 | 625 ]| 0 0,0 3 | 375
RCT 8 5 | 625 | 1 125 | 2 | 25,0
. 6 1 16,7 1 16,7 | 4 | 66,7
g prim 2 1 500 | O 0,0 1 50,0
S rez 4 o oo | 1 [250] 3 | 750
g RT 4 1 | 250 O 0,0 3 | 750
RCT 2 0 0,0 1 50,0 1 50,0
4 3 |750]| O 0,0 1 25,0
g prim 2 2 1000 O 0,0 0 0,0
o rez 1 0 0,0 0 0,0 1| 100,0
T pOP 1 1 [1000] 0 | 00 | 0 | 00
RCT 4 3 |750]| O 0,0 1 25,0
4 4 11000 O 0,0 0 0,0
£ prim 1 1 |1000] 0 | 00 | 0 | 00
‘é rez 3 3 [1000] 0 | 00 | 0 | 00
3 RT 3 3 [1000| O 0,0 0 0,0
RCT 1 1 [100,0| © 0,0 0 0,0
. 2 2 [100,0| O 0,0 0 0,0
g pOP 2 2 [100,0| O 0,0 0 0,0
s RT 1 1 [1000] o [ o0 | 0o | 00
x RCT 1 1 1000 © 0,0 0 0,0
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Parameter fiir die spontane und Therapie-induzierte Nukleosomenfreisetzung

Auch wihrend Radiotherapie wurde der Therapieerfolg bei den untersuchten Personen mit der
Kinetik der Nukleosomenkonzentration im Serum verglichen und nach charakteristischen
Mustern bei unterschiedlichem Ansprechen auf die Therapien gesucht. Auch hierbei waren

die spontane und die Therapie-induzierte Nukleosomenfreisetzung von besonderem Interesse.

Aufgrund der kontinuierlichen Therapie konnte die spontane Nukleosomenfreisetzung nur
durch den pritherapeutischen Wert sowie Nukleosomenwerte, die mit mindestens
einwOchigem Abstand zur vorangegangenen Strahlentherapie bestimmt wurden, eingeschétzt
werden. Der Vergleich des pratherapeutischen mit den posttherapeutischen Werten gewahrt

somit Einblick in die verbliebene Restaktivitit des Tumors.

Der durch die Bestrahlungsfraktionen induzierten Nukleosomenfreisetzung sowie der
Elimination der Nukleosomen aus dem Blutkreislauf kommen dagegen gréBere Bedeutung zu.
Sie konnen anhand der Verdnderungen der Nukleosomenkonzentration im Serum wéhrend
des gesamten Therapieprotokolls beobachtet werden. Wertvolle Aussagen sind dabei von der
Steilheit, Hohe und Latenz des Anstiegs, der Verzogerung und Geschwindigkeit des Abfalls

sowie den wihrend und der Therapie erreichten Minimalwerten zu erwarten.

Um die Bedeutung der einzelnen Parameter der spontanen sowie der Therapie-induzierten
Nukleosomenfreisetzung fiir das Ansprechen der Strahlentherapie beurteilen zu konnen,
wurden anhand einer ,,explorativen Datenanalyse“ eine Reihe von Variablen untersucht und

mit dem klinischen Therapieerfolg in Beziehung gesetzt:

e der Basiswert vor Therapiebeginn (BW)

e der Maximalwert in der ersten Woche nach Therapiebeginn (Max)

e das Verhiltnis des Maximalwertes zum Basiswert (Max / BW)

e die Dauer bis zum Beginn eines anhaltenden Werteabfalls um mehr als 25% nach
Erreichen des Maximalwertes (Abfall-Start)

e der Minimalwert wéihrend der Therapie (Min)

e das Verhiltnis des Minimalwertes zum Basiswert (Min / BW)

e der Endwert nach Therapie (End)

e das Verhiltnis des Endwertes zum Basiswert (End / BW)
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e der absolute und prozentuale téigliche Abfall vom pritherapeutischen Basiswert zum
Minimalwert (Abfall / d bzw. Abfall / d%)
e die daraus ableitbare Halbwertszeit (HWZ)

e der generelle Verlauf wiahrend der Therapie
e die Verdnderungen der Werte bei klinischen Nebenwirkungen

e die normierte Fliche unter der Kurve der Werte der erstem Woche, die durch die

Anzahl der Tage dividiert wurde (AUC / d).

In diese normierte Fliche gingen mehrere Komponenten der Kinetik wie der Ausgangswert,
die Steilheit, Hohe und Latenz des Anstiegs sowie die Verzdgerung und die Geschwindigkeit

des Abfalls mit ein.

Bei allen Patienten wurde ein striktes Blutabnahme-Protokoll angewandt, so dass wihrend der
ersten Woche Nukleosomenwerte an den Tagen jeweils vor der ersten Bestrahlung (I) sowie
drei (II), sechs (III), 24 (IV), 72 (V) Stunden und eine Woche (VI) nach Beginn der Radiatio
vorhanden waren. Da die letzte Abnahme je nach Entlassung des Patienten manchmal um
einen Tag vorgezogen wurde, die Fliche aber von dem Zeitraum der vorliegenden Werte
abhédngt, wurde sie durch die Anzahl der Tage dieses Zeitraums dividiert und ging als
normierte Fliache in die Auswertung ein. Somit wurde eine bessere interindividuelle

Vergleichbarkeit erreicht.

Korrelation der Parameter spontaner und Therapie-induzierter Nukleosomen-

freisetzung mit dem Therapieverlauf bei Patienten unter Radiotherapie

Bei gleichzeitiger Analyse aller Tumorarten und Therapiemodalititen zeigten folgende
Parameter einen signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe der Patienten, die durch die

Therapie eine Remission erzielten, und jener Patientengruppe mit progredientem Verlauf:

e die Dauer bis zum Beginn des Werteabfalls (Abfall-Start)

e der Minimalwert wéihrend der Therapie (Min)

e der Endwert nach Therapie (End)

e der prozentuale tigliche Abfall vom pritherapeutischen Basiswert zum Minimalwert
(Abfall / d%)

e die normierte Fliche unter der Kurve der Werte der erstem Woche, die durch die

Anzahl der Tage dividiert wurde (AUC / d).



Dabei wiesen Patienten mit einer Remission einen signifikant fritheren und schnelleren Abfall

der Werte, niedrigere Minimal- und Endwerte sowie eine kleinere Fldche unter der Kurve der
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ersten Woche auf als Patienten mit einer Progression.

In der folgenden Tabelle sind die einzelnen Parameter mit ihren jeweiligen Medianen und
Bandbreiten fiir die Patientengruppen mit Remission, stabilem Zustand (= No change) und

Progression nach Therapie aufgefiihrt mit dem Signifikanzniveau des Diskrimations-

vermogens.

Tabelle 51: Differenzierung des Therapieansprechens durch Nukleosomenvariablen

Variable gesamt Remission | No change | Progression p-Wert
(Trend-Test)
N 16 10 1 5
BW 326 AU 202 AU 174 AU 423 AU 0,162
(23-1952) (23-1410) (249-1952)
Max 657 AU 657 AU 230 AU 1167 AU 0,218
(81-2392) (81-1849) (530-2392)
Max / BW 206,4% 268,5% 132% 125,3% 0,672
(100-2622%) | (100-2622%) (108-710%)
Abfall-Start (d) 1,0d 1,0d 1d 40d 0,040
(0-21 d) (0-6 d) (0-21d)
Min 53,5 AU 27,0 AU 71 AU 158,0 AU 0,001
(<16-354) (<16-179) (93-354)
Min / BW 34,2% 25,9% 40,8% 37,4% 0,368
(3-105%) (3-70%) (5-105%)
End 41,5 AU 23 AU <16 AU 336 AU 0,001
(<16-1818) (<16-318) (152-1818)
End / BW 37,0% 33,9% 9,2% 79,4% 0,058
(2-539%) (2-113%) (8-539%)
Abfall / d 20,0 % 13,9 AU/d 4,1 AU/d 21,8 AU/d 0,833
(-0,5-62,0) (0,9-62,0) (-0,5-52,7)
Abfall / d% 8,80 %d 12,29% d 3,52%d 5,59%d 0,041
(-0,14-21,20) | (4,44-21,20) (-0,14-13,12)
HWZ 6,3d 53d 19,3 d 84d 0,483
(-478-19,3) (2,9-15,3) (-478-16,8)
Flache AUC/d | 287 Au/d 242 AU/d 180 AU/d 1096 AU/d 0,006
(42-2028) (42-981) (302-2028)
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Die beiden Gruppen mit klinisch positivem und negativem Ansprechen auf die Therapie
konnten anhand des posttherapeutischen Endwertes und des wéhrend der Therapie erreichten
Minimalwertes voneinander unterschieden werden. Allerdings befanden sich bei einigen
Patienten mit Remission bereits pratherapeutisch die Nukleosomenwerte auf einem niedrigen
Niveau, so dass der prozentuale Abfall weniger deutlich ausfiel.

Abbildungen 298 und 299: Nukleosomenkinetiken bei Patienten mit Remission und Progression
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Generell war bei 14 der 16 Patienten (88%) der typische Anstieg zu Therapiebeginn zu
beobachten. Bei 63% kam es zu einem tempordren Abfall drei bis sechs Stunden nach der
ersten Fraktion, ehe die Werte steil anstiegen. Davon waren Patienten mit Remission und
Progression gleichermallen betroffen. Nach Erreichen des Maximalwertes sanken die Werte
bei allen Patienten nach unterschiedlicher Latenz ab. Wéhrend die Werte bei Patienten mit
Remission héufig frithzeitig und auf ein sehr niedriges Niveau abfielen und dort konstant
blieben, war der Abfall bei Patienten mit Progression oft verzogert, nicht derart vollstindig

oder die Werte stiegen im Verlauf der Therapie wieder an.

Im Detail begannen bei 90% der Patienten mit Remission die Nukleosomenwerte schon
innerhalb eines Tages nach Erreichen des Maximalwertes wieder abzufallen, wihrend sie bei
80% der Patienten mit Progression ldnger auf hohem Niveau stagnierten — in einem Fall sogar

bis zu drei Wochen, ehe sie zuriickgingen.
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Abbildung 300: Verteilung des ,,Beginn des Abfalls der Nukleosomenwerte“
bei Patienten mit Remission und Progression
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Beziiglich des Minimalwertes wéahrend Therapie sanken die Nukleosomenwerte bei 90% der
Patienten mit Remission unter 100 AU, bei 80% gar unter 50 AU, wihrend nur einer der
Patienten mit Progression (20%) einen Wert unter 100 AU aufwies. Uber 200 AU blieben

ausschlieflich Patienten mit Progression iibrig.

Abbildung 301: Verteilung des Minimalwertes wahrend Therapie
bei Patienten mit Remission und Progression
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Die Flache unter der Kurve der ersten Woche als integratives Mal3 summierte die niedrigen
préitherapeutischen Basiswerte, Maximal- und Minimalwerte sowie die nur kurzzeitige Latenz
und Vollstindigkeit des Abfalls der Nukleosomenkonzentration bei Patienten mit Remission

zu einem deutlich niedrigeren Index als bei Patienten mit Progression.
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Abbildung 302: Verteilung der ,,Flache unter der Kurve der ersten Woche“ (AUC/d)
bei Patienten mit Remission und Progression
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90% der Patienten mit Remission hatten eine AUC/d unter 500 AU/d, 80% unter 300 AU/d,
30% sogar unter 100 AU/d. Hingegen erreichten keiner der Patienten mit Progression einen
Wert unter 300 AU/d, lediglich 40% blieben unter 500 AU/d, die restlichen 60% lagen gar
tiber 1000 AU/d.

Folgende Tabelle fasst die aussagekriftigsten Korrelationen der Nukleosomen-Variablen
wihrend Radiotherapie mit dem Therapieverlauf zusammen:

Tabelle 52: Aussagekréftigste Diskriminatoren hinsichtlich des Therapieansprechens

Variable gesamt Remission | No change | Progression] p-Wert
(Xz-Test)

N 16 10 1 5

Abfall-Start 0,009
<1 Tag 11 (69%) 9 (90%) 1 1 (20%)
>1 Tag 5 (31%) 1 (10%) 4 (80%)

Min 0,009
<100 AU 11 (69%) 9 (90%) 1 1 (20%)
>100 AU 5 (31%) 1 (10%) 4 (80%)

End 0,005
<100 AU 10 (63%) 9 (90%) 1 0 (0%)
>100 AU 6 (37%) 1 (10%) 5 (100%)

Flache AUC/d 0,006
<300 Au/d 9 (56%) 8 (80%) 1 0 (0%)
> 300 AU/d 7 (44%) 2 (20%) 5 (100%)
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Klinischen Nebenwirkungen in Form eines Infekts, einer Mukositis, Dermatitis, Diarrhoe,

Panzytopenie oder Thrombose wurde zumindest in leichter Auspridgung bei allen Patienten
festgestellt. Bei sieben Patienten traten starke Nebenwirkungen als akuter Infekt, Thrombose
sowie als Mukositis oder Dermatitis im Stadium III° der WHO-Klassifikation auf. Diese
waren in sechs Féllen mit tempordren Erhohungen der Nukleosomenwerte im Serum

verbunden.

Auch aufgrund klinischer Voraussetzungen konnten Patientengruppen mit unterschiedlichem

Therapieansprechen identifiziert werden: Alle Patienten mit Lymphomen oder soliden
Tumoren mit postoperativer Bestrahlung hatten posttherapeutisch eine Remission (7 von 7),
wéhrend die Mehrzahl der Patienten mit soliden Tumoren und primérer bzw. Rezidivtherapie
progredient war (5 von 9). Innerhalb der letzteren Subgruppe konnte - vermutlich wegen der
kleinen Patientenzahl — nur mittels der Latenzzeit bis zum Abfall der Werte (Abfall-Start)
eine signifikante Unterscheidung zwischen den Patienten mit Remission und Progression

vorgenommen werden.
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5.3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse der Longitudinaluntersuchungen

Bei den Untersuchungen zur Kinetik der Nukleosomenkonzentration im Serum wurden

folgende Ergebnisse erzielt:

l.

Bei gesunden Personen wurden iiber lingere Zeitrdume keine groBeren Schwankungen

der Nukleosomenkonzentration gefunden.

Akute Infekte fithrten haufig zu einem deutlichen Anstieg der Nukleosomenmenge im
Serum, die wihrend antibiotischer Behandlung wieder zuriickging. In vielen Fillen wurde

eine Parallelitét zur Kinetik des C-reaktiven Proteins festgestellt.

Nach operativen Eingriffen bei Tumorpatienten stieg die Nukleosomenkonzentration
hiufig innerhalb weniger Tage an, um danach wieder abzusinken. In einigen Fillen kam
es zeitgleich mit postoperativen Komplikationen etwa 7 bis 10 Tage nach der Operation

zu einem nochmaligen Anstieg der Nukleosomenwerte.

Bei Tumorpatienten wihrend einer Chemotherapie wurde héufig ein schneller Anstieg der
Nukleosomenkonzentration innerhalb ein bis drei Tage nach der Medikamentengabe
beobachtet, auf den ein Riickgang in der behandlungsfreien Zeit folgte. Folgende
Therapiezyklen riefen dhnlich Spitzen hervor. Aullerdem konnten intermittierende Infekte
zu tempordren Erhohungen fiihren. Neben diesen typischen Verldufen wurden in einigen

Féllen wihrend der Therapiephasen auch primire Abfélle vorgefunden.

Fiir die Korrelation mit dem Therapieerfolg wurden spontane und Therapie-induzierte

Verianderungen der Nukleosomenfreisetzung beriicksichtigt:

¢ Die spontane Nukleosomenkonzentration im Serum wurde anhand der Basiswerte vor
jedem neuen Zyklus verfolgt. Ein Abfall der Werte im Therapieverlauf wurde haufig
bei Patienten mit Remission beobachtet, ein Anstieg der Werte war oft mit einer
Progression verbunden, wenn eine Infektion ausgeschlossen werden konnte.
Hinsichtlich des Therapieerfolgs zeigten sich signifikante Unterschiede bei den
Basiswerten zu Beginn des dritten Zyklus und am Therapieende, die bei Patienten mit

Remission deutlich niedriger waren. Auch der prozentuale Abfall vom
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pratherapeutischen Ausgangswert zu den Basiswerten zu Beginn des dritten Zyklus
und am Therapieende war signifikant ausgeprigter fiir Patienten mit Remission. Dies
spiegelte sich auch in einem stidrkeren absoluten und prozentualen tédglichen
Werteabfall sowie einer kiirzeren Halbwertszeit bei Patienten mit Remission wider.

e Die Therapie-induzierten Verdnderungen der Nukleosomenfreisetzung wurden durch
zusétzliche Bestimmungen wéhrend der ersten Woche nach Therapiebeginn ermittelt.
Dabei wurden insbesondere der Ausgangswert, der Maximalwert sowie der
prozentuale Anstieg untersucht, die jedoch zwischen Patienten mit Remission und

Progression nicht signifikant diskriminieren konnten.

6. Auch klassische Tumor-assoziierte Antigene korrelierten mit dem Therapieerfolg.
Allerdings tiberschnitten sich die Wertlagen der normierten, ,,flihrenden” Tumormarker
vor Therapiebeginn und vor den folgenden Zyklen bei Patienten mit gutem und
mangelhaftem Ansprechen der Therapie zum Teil erheblich. Im Median jedoch
unterschieden sich Patienten mit Remission von solchen mit Progression durch niedrigere
prazyklische Werte bei den Querschnittsuntersuchungen und durch eine meist riicklaufige
Kinetik in den Longitudinaluntersuchungen; hingegen stiegen die Werte bei Patienten mit

Progression im Verlauf haufig an.

7. Beim Vergleich der Kinetik der Nukleosomen- und Tumormarkerwerte wurden oft
gleichsinnige Verdnderungen beider Parameter sichtbar; bei Patienten mit Remission
sanken die Werte im Therapieverlauf ab, bei progredienten Tumorleiden stiegen sie an.
Falsch-positive wie -negative Resultate kamen nur zu einem kleinen Prozentsatz vor. Die
Kinetik der Nukleosomenwerte gab den bildgebend objektivierten Therapieerfolg sowohl
bei Progression wie auch bei Remission deutlicher an als die der Tumor-assoziierten
Antigene. Durch eine Kombination von Nukleosomen und Tumormarkern konnte eine
weitere Steigerung der Detektionsgenauigkeit erreicht werden. Ein genereller
wechselseitiger, additiver Effekt konnte in der multivariaten Analyse gezeigt werden.
Auch unter Beriicksichtigung von klinischen Daten, die fiir die Pridiktion des
Therapieansprechen relevant waren (Stadium 3 gegeniiber Stadium 4) blieb der additive
Effekt von Nukleosomen und Tumor-assoziierten Antigenen erhalten. Somit ermdglicht

die Kombination von Nukleosomen und Tumor-assoziierten Antigenen sogar innerhalb
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prognostisch einheitlicher Gruppen eine bessere Beurteilung der Therapieetfizienz

wihrend Chemotherapie.

. Bei Tumorpatienten wihrend Radiotherapie wurde in fast allen Fillen ein noch
schnellerer Anstieg der Nukleosomenkonzentration bereits 6 bis 24 Stunden nach der
ersten Applikation beobachtet. Nach unterschiedlich langer Latenz sanken die Werte
wiéhrend der kontinuierlich fortgesetzten Therapie wieder ab. Parallel dazu wurde
bildgebend oft eine Regression des Tumors konstatiert. Bei fehlender Therapieeffizienz
und Progression der Erkrankung stiegen die Werte hdufig wieder deutlich an. Auch hier
fiihrten gravierende Nebenwirkungen der Therapie zu temporiren Erhdhungen der

Nukleosomenwerte.

Fir die Korrelation mit dem Therapieerfolg kamen aufgrund der mehrwochigen
Behandlungsdauer den Therapie-induzierten Verdnderungen der Nukleosomen-
konzentration groBBere Bedeutung zu. Der Ausgangswert, die Steilheit, Hohe und Latenz
des Anstiegs sowie die Verzogerung und Geschwindigkeit des Abfalls wurden dabei in
einer zusitzlichen integrativen Variablen, der normierten Fldche unter der Kurve der
Werte in der ersten Woche, zusammengefasst. Diese war signifikant kleiner fiir Patienten
mit Remission als fiir jene mit Progression. Weitere signifikante Diskriminatoren waren
die Latenz bis zum Abfall der Werte, die danach erreichten Minimalwerte wahrend der
Therapie, der prozentuale, tidgliche Abfall sowie die Werte am Therapieende. Wahrend
fast alle Patienten mit Remission einen frithen Abfall nach weniger als einem Tag sowie
einen schnellen und kompletten Abfall um mehr als 50% vom Ausgangswert bis in den
Bereich gesunder Personen <100 AU aufwiesen, sanken bei der Mehrzahl der Patienten
mit Progression die Nukleosomenwerte erst nach mehrtiagiger bis —wdochiger Latenz ab

und blieben iiber dem Niveau gesunder Personen.



241

6 Diskussion

Nukleosomen sind die Form, in der DNA bevorzugt im Blutkreislauf zirkulieren (Rumore
1990). Thre Freisetzung steht in engem Zusammenhang mit dem Tod von Zellen, die sich
bereits in der Blutbahn befinden, oder die Anschluss an das GefdBlsystem erlangt haben
(Stroun 2000; Lichtenstein 2001). Somit héngt ihre Konzentration im Plasma oder Serum
einerseits vom Umfang des Zellumsatzes und Zelltodvorkommens wie auch von der
Geschwindigkeit und Effizienz der Elimination aus der Zirkulation ab. Verdnderungen
mindestens einer dieser beiden Komponenten im Sinne einer Erhoéhung der
Nukleosomenmenge iiber das physiologische Mal3 finden bei verschiedenen pathologischen

Prozessen statt und konnen vielféltige Auswirkungen haben.

Die direkte Bestimmung von Nukleosomen im Blut ist ein viel versprechender Ansatz, um
das AusmaBl der zugrunde liegenden Storung und somit die Akuitit eines
Krankheitsgeschehens einzuschitzen. Aufgrund der geringen Invasivitit bietet sich eine
derartige Nukleosomen-Messung vor allem fiir Verlaufsbeobachtungen der spontanen oder

therapie-induzierten Zelltodkinetik an.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Testverfahren etabliert, das die Quantifizierung von
Nukleosomen in fliissigen Medien wie Serum, Plasma, Urin oder Liquor erlaubt. Als
Ausgangstest dafiir wurde der Cell Death Detection — ELISA ™™ der Firma Roche
Diagnostics verwendet, der auf immunchemischem Weg Nukleosomen in Zellpréparationen
und —iiberstinden detektiert. Da die Konzeption des Tests diesen allenfalls fiir
Forschungsuntersuchungen tauglich machte und eine Ubertragbarkeit auf fliissige Medien
nicht gegeben war, wurde durch zahlreiche Modifikationen und Standardisierungen daraus ein
Testsystem entwickelt, das eine =zuverldssige, reproduzierbare Quantifizierung von
Nukleosomen in fliissigen Medien gewéhrleistete und fiir die Routineanwendung im
klinischen Alltag geeignet war. Zur Priifung der methodische Unbedenklichkeit wurden
umfangreiche Untersuchungen der Testqualitdt, der prdanalytischen Vorgehensweise und
potentieller StorgroBen durchgefiihrt. Auf dieser Grundlage wurde die klinische Aussagekraft
des Nukleosomen-Tests bei einzeitigen Querschnittsuntersuchungen sowie bei mehrzeitigen

Longitudinaluntersuchungen bewertet.
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Methodische Voraussetzungen und Standardisierung der Testdurchfiihrung

Die am Testsystem vorgenommenen Verdnderungen betrafen die Standardisierung der
Messzeit, die Einfiihrung einer Standardkurve und der darauf bezogenen Skalierungseinheit
»Arbitrary Units“. Im Vergleich zu der vom Hersteller empfohlenen Bestimmung eines
Anreicherungsfaktors auf der Basis einer im Testkit enthaltenen Kontroll-Probe wurde mit der
modifizierten Version der Variationskoeffizient im Interassay-Vergleich von mehr als 40%
auf weniger als 15% gesenkt. Damit entsprach der modifizierte Nukleosomentest den
Qualititsanforderungen an einen manuellen Assay und ermoglichte auch vergleichende

Messungen an verschiedenen Tagen (Fateh-Moghadam 1993).

Definition der Messzeit und Einfiihrung einer Standardkurve

Ein wesentlicher Schritt bei der Testdurchfiihrung ist die Zugabe des Substrates zu den schon
im Ansatz befindlichen Antigen-Antikorper-Komplexen. Damit wird der fiir die Messung
erforderliche Farbumschlag bewirkt, der mit zunehmender Inkubationszeit stirker ausgepragt
wird. Um den Unterschied zwischen Proben, die sich am Anfang und Ende der
Mikrotiterplatte befinden, auszugleichen, wird héufig ein Stopreagenz eingesetzt, das in
gleicher Weise wie das Substrat zugegeben wird, oder die Messzeit selbst so definiert, dass
die Pipettierunterschiede nicht zu stark ins Gewicht fallen. Fiir den Nukleosomentest war eine
Festsetzung der Substrat-Inkubationszeit auf 30 Minuten ausreichend, um den theoretischen

Fehler auf vertretbare 5% zu begrenzen.

Zur Herstellung der Standardkurve werden hidufig synthetische Materialien gegentiber
solchen humanen Ursprungs bevorzugt, um potentielle Infektionsgefahren auszuschlieBen.
Leider lieBen sich bei Verwendung von kiinstlich aus DNA und Histonen hergestellten
Nukleosomen keine reproduzierbaren Messsignale und auch keine lineare Verdiinnungsreihe
erzielen. Die Griinde dafiir konnen in der mangelhaften Qualitét der einzelnen Elemente, ihrer

nicht stabilen Assoziationsfahigkeit oder weiteren storenden Einfliisse liegen.

Als vorldufiger Standard fiir die methodische und klinische Evaluierung des
Nukleosomentests wurde deshalb ein Material herangezogen, das aus der Vermischung von
EDTA-Vollblut gesunder Blutspender gewonnen wurde. Bei dieser Vorgehensweise wird

bekanntermaflen Zelltod durch eine so genannte ,,Mixed lymphocyte reaction® in grofSem
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Umfang induziert (O’Flaherty 2000). Aus Praktikabilitdtsgriinden wurde das so erhaltene,
nukleosomenreiche Standardmaterial auf Plasmabasis hergestellt, auch wenn gleiche
Matrixbedingungen wie bei den Patientenproben — das heiit ein Standardmaterial auf

Serumbasis — wiinschenswert gewesen wire.

Verdiinnungen des nukleosomenreichen Positiv-Plasmas mit nukleosomenarmem Negativ-
Plasma wie auch mit Inkubationspuffer ergaben reproduzierbare und lineare Reihen. Somit
waren die Grundvoraussetzungen fiir ein brauchbares Standardmaterial erfiillt. Als
Verdiinnungsmittel kamen sowohl Negativ-Plasma wie auch Inkubationspuffer in Frage.
Dabei iiberraschte die Beobachtung, dass die Verdiinnung des Positiv-Plasmas mit Negativ-
Plasma zu einer flacheren Kurve als mit Inkubationspuffer fiihrte; bei gleicher
Verdiinnungsstufe waren die Werte bei der Verdiinnung mit Negativ-Plasma also deutlich
niedriger als bei Verdiinnung mit Inkubationspuffer. Da im Inkubationspuffergemisch keine
nennenswerte Storgrofle vorhanden war, war von einer Wechselwirkung plasmatischer
Bestandteile des Positiv- und Negativ-Plasmas auszugehen, welche die Messsignale
reduzierten. Um derartige Interferenzen auszuschalten und das Infektionsrisiko zu

minimieren, wurde im weiteren Verlauf Inkubationspuffer als Verdiinnungsmittel verwendet.

Einstellung des Messbereichs

Der Messbereich eines Tests wird gewohnlich durch die Optimierung der
Mischungsverhiltnisse der im Test eingesetzten Reagenzien so eingestellt, dass der Grofteil
der Probenmaterialien messbare Signale erzeugt und in jenem Bereich liegt, der mit dem
Photometer noch sicher erfasst wird. Als idealer Ansatzpunkt dafiir bot sich im
Nukleosomentest die Regulation der Antikdrperkonzentrationen im Konjugat-Gemisch an.
Tatsdchlich lieBen sich mit stufenweiser Senkung der Antikorpermengen im Konjugat auch

die erhaltenen Messsignale konzentrationsabhidngig senken.

Als weitere giinstige Stellgrole wurde die Optimierung der Nukleosomenmengen in den
eingesetzten Probematerialien durch generelle Verdiinnungsschritte vor der Durchfiihrung des
Tests untersucht. Sowohl bei der Verdiinnung nukleosomenreicher Serumproben mit einem
nukleosomenarmen Negativ-Serum wie auch mit Inkubationspuffer wurden lineare

Verdiinnungskurven erhalten. Die Kurve mit Negativ-Serum als Verdiinnungsmedium lag
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geringfiigig tiber der Kurve mit Inkubationspuffer, was auf ein zusitzliches Messsignal durch
die wenigen Nukleosomen im Negativ-Serum zurlickzufiihren war. Im Gegensatz zu der
Verdiinnungsreihe der Standardkurve, wurde allerdings keine wechselwirkende Schwichung

der Signale bei der Verdiinnung des Positiv-Serums mit Negativ-Serum beobachtet.

Da alle regulativen MaBBnahmen zur Optimierung des Messbereichs dhnlich gute Ergebnisse
erzielten, wurde fiir die methodische und klinische Evaluierung des Nukleosomentests eine
generelle Verdiinnung der Serumproben mit Inkubationspuffer vor der Testdurchfiihrung

vorgenommen, um moglichst wenig in das Testsystem selbst einzugreifen.

Verwendung von Arbitrary Units als Messeinheit

Als Messeinheit wurden an der Standardkurve orientierte, so genannte ,,Arbitrary Units*
gewdhlt. Die Unschérfe dieser Bezeichnung beruht auf der komplexen Zusammensetzung der
Nukleosomen im Blut: Neben Mononukleosomen sind dort auch Oligonukleosomen
unterschiedlicher Linge sowie Polynukleosomen in ungeklérter Proportionalitit vorhanden

(Rumore 1990; Burlingame 1996; Jahr 2001).

Der Grad der Fragmentierung in kleine Nukleosomeneinheiten ist jedoch von Bedeutung fiir
die Detektion der Nukleosomen im untersuchten Testsystem. Denn die Bindung der
Peroxidase markierten Anti-DNA-Antikorper, die sich fiir das resultierende Messergebnis
verantwortlich zeichnen, hingt von der Zuginglichkeit der DNA fiir Antikdrper ab. Bei
komplexen Strukturen kann diese im Vergleich zu Mononukleosomen reduziert sein.
Andererseits konnen bei Oligonukleosomen lidngere Stiicke der Nukleosomen-verbindenden
»linker DNA* konserviert sein, an die zusdtzliche Antikorper binden kdnnen. Somit spiegelt
die gemessene Anti-DNA-Antikdrper-Menge nicht unbedingt die genaue Zahl an

Nukleosomen im Messvolumen der Probe wider.

Bei Kenntnis der Zusammensetzung der Nukleosomen im Blut wére es moglich, mit dem
Einsatz einer definierten Menge an Nukleosomen in vergleichbarer Verteilung eine
Abgleichung mit der Standardkurve vorzunehmen und die relativen in absolute Messeinheiten
wie ,,ng/ml*“ zu iiberfiihren. In einem Versuchsansatz wurden dafiir aus Histonen und DNA
synthetisch Nukleosomen hergestellt. Jedoch konnten damit keine konstanten Ergebnisse

erzielt werden. Mdoglicherweise traten Schwankungen in der Assoziationsfahigkeit zwischen
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DNA und Histonen auf oder die synthetischen Nukleosomen wurden an den Wénden der

Probengefidfie adhirent.

Prinzipiell sind solche Versuche zur Absolutierung der Messeinheit nur als Ndherung an die
Wirklichkeit zu verstehen: Zum einen kann das Verhalten von humanen und synthetischen
Nukleosomen hinsichtlich der Assoziationsfahigkeit und -stirke der Einzelbestandteile
Histone und DNA unterschiedlich sein, ebenso die Aggregation mit weiteren Nukleosomen.
Ferner kann die Affinitdt der Antikoérper zu humanen oder synthetischen Nukleosomen
variieren. Aulerdem ist die in vivo Verteilung der Nukleosomen inter- und intraindividuell

verschieden, wodurch theoretisch eine Kalibrierung jeder einzelnen Probe notwendig wiirde.

Noch vor einigen Jahren gingen einzelne Arbeitsgruppen von einem {iiberwiegenden oder
ausschlieBlichen Vorkommen von Mononukleosomen im Blut aus (Fournie 1995). Diese
Ansicht wurde jedoch von Studien neueren Datums widerlegt (Burlingame 1996; Jahr 2001),
die einen betrdchtlichen Anteil von Oligo- und Polynukleosomen im Blut nachwiesen.
Aufgrund dieser Beobachtungen wurde bei den vorliegenden Untersuchungen auf eine
moglicherweise irrtlimlichen Quantifizierung in absoluten MaBeinheiten verzichtet und die
Nukleosomenkonzentrationen in an der Standardkurve orientierten ,Arbitrary Units*

ausgedriickt.

Fragmentierung der Nukleosomen und Antikérperbindung
Der Zusammenhang zwischen Fragmentierung der Nukleosomen in kleinere Einheiten und
dem Ausmall der Anti-DNA-Antikorperbindung, die mit der Stirke des Messsignals

korreliert, verdient eine genauere Betrachtung:

Einerseits ist durch eine starke Fragmentierung eine Zunahme des Messsignals vorstellbar.
Diese Annahme trifft besonders auf komplexe, polynukleosomale Strukturen zu. Durch
endonukleatische Spaltung werden neue, vorher unzugéngliche Bindungsstellen freigelegt, an

die zusitzliche Antikorper fixieren konnen.

Bei oligonukleosomaler Fragmentierung tritt ein verstirktes Messsignal unter der Pramisse
auf, dass Antikorper nur jeweils an die von den Nukleosomenkomplexen abstehenden DNA-

Endigungen binden. Bei hoher endonukleatischer Aktivitdit nimmt durch die Generierung
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vieler kleinerer mononukleosomaler Einheiten die Anzahl der frei nach auflen ragenden
Endigungen und somit auch die der daran bindenden Antikdrper zu mit der Folge eines

starkeren Messsignals.
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Abbildung 303: Zunahme des Messsignals durch Fragmentierung des Chromatins

Andererseits ist ebenso eine Abnahme des Messsignals durch endonukleatische
Fragmentierung denkbar. Diese Vorstellung setzt die Moglichkeit voraus, dass Anti-DNA-
Antikorper nicht nur an die aus den Komplexen herausstehenden DNA-Endigungen, sondern
auch an die Nukleosomen-verbindende ,,linker DNA* binden kann. An oligonukleosomalen
Formen finden dann eine Vielzahl an Antikorper Fixationsstellen, wéhrend bei kleineren
Mononukleosomen das Ausmall der Antikorper-Bindung und somit auch des Messsignals

geringer ausfallen.
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Abbildung 304: Abnahme des Messsignals durch Fragmentierung des Chromatins

Wihrend der Inkubation der Antikérper mit dem Probenmaterial sind die Vorgénge weniger
eindimensionaler und statischer, vielmehr mehrdimensionaler und hochst dynamischer Art
vorzustellen. In dem zeitlich und rdumlich vielseitig variierenden Ablauf des Bindens und
Sich-wieder-Losens der Anti-Histon- und Anti-DNA-Antikorper an die Nukleosomen stellt
sich nach einiger Zeit ein Gleichgewicht ein, welches entscheidend von der Affinitit der
Antikorper zu ihren Antigenen beeinflusst wird. Moglicherweise unterliegt die
Bindungsfihigkeit der Antikorper bei gleicher Nukleosomenkonzentration intra- oder
interindividuell zufélligen Schwankungen oder gerichteten Einfliissen, die jedoch im

Nukleosomentest nicht im einzelnen differenziert werden konnen.
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Qualitative Merkmale des Nukleosomentests

Im Gegensatz zu voll automatisierten Assays, die auf groBen Analysern Proben schnell und in
groBem Umfang vermessen konnen, ist die Herstellung von manuellen, immunchemischen
Assays wesentlich kostengiinstiger, weniger zeitintensiv und unterliegt keinen qualitativen
Standards. Oftmals werden Assays aus wettbewerbstechnischen Griinden nach Priifung der
Spezifitit der Antikorper und einiger methodischer Rahmendaten, zum Teil als ,,Forschungs-
Assays® deklariert, kommerziell angeboten. Zu diesem Zeitpunkt liegt weder eine
methodische noch eine klinische Evaluierung vor. Deshalb ist bei manuellen Assays vor dem
klinischen Einsatz die Qualitdt des Testsystems und die Stabilitdt des Probenmaterials zu

untersuchen. Fiir die Qualititspriifung sind folgende Kriterien zu beriicksichtigen:

e Analytische Spezifitit

e Analytische Sensitivitit

¢ Intraassay-Varianz

e Interassay-Varianz

e Aufzuwendende Arbeitszeit

e Handhabung des Tests

Analytische Spezifitéit

Die Verwendung von zwei monoklonalen Antikdrpern im Nukleosomentest brachte Vorteile
hinsichtlich der analytischen Spezifitidt im Vergleich zum Einsatz nur eines Antikdrpers oder
von polyklonalen Antikorpern. Die Definition des Anti-Histon-Antikorpers als ,,Fanger-
Antikorper® und des Anti-DNA-Antikorpers als ,,Signal-Antikdrper wurde von der
Herstellerfirma gewihlt, wire allerdings auch in umgekehrter Anordnung vorstellbar. Uber
die Auswirkungen auf die analytische Spezifitit kann lediglich spekuliert werden. Eventuell
wére dadurch eine genauere Quantifizierung der Nukleosomen durch eine bessere Korrelation
der Signal-Anti-Histon-Antikoérper mit der Anzahl der Histone und damit der Nukleosomen

moglich.

Testverfahren zur Bestimmung von Nukleosomen weiterer Hersteller basieren zum Teil auf
einem einzigen ,,Anti-Nukleosomen-Antikorper” oder sind ebenfalls mit zwei Antikdrpern
ausgestattet, die unterschiedliche Antigene der DNA-Histon-Komplexe erkennen (Williams

2001; http:\\www.cnbi.de; Salgame 1997).
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Ein wichtiger Aspekt ist das Vorhandensein beider nukleosomaler Komponenten, DNA und
Histone, filir die Detektion im hier untersuchten Nukleosomentest. Damit wird gewéhrleistet,
dass tatsdchlich Nukleosomen gemessen werden, die aus Kernen eukaryotischer Zellen ent-
stammen und keine mitochondriale, prokarytische oder virale DNA sowie RNA erfasst wer-
den, die jeweils nicht mit Histonen assoziiert sind und nicht in nukleosomaler Form vorliegen.

Auch Histone allein kdnnen in dem Testsystem kein Messsignal erzeugen (Plattner 1997).

Bei der Priifung der analytischen Spezifitit wurden verschiedenste Alternativen untersucht:
Nukleosomenreiche Proben wurden mit beiden und je nur einem der Antikorper vermessen,
ebenso nukleosomenarme oder -freie Proben. Bei Verwendung nur eines der Antikorper
wurde jeweils kein Messsignal erhalten, hingegen ergab die Inkubation der nukleosomen-
reichen Probe mit beiden Antikorpern ein starkes Signal. Damit wurde gezeigt, dass beide
Antikorper flir die Detektion der Nukleosomen notwendig und ausreichend sind. Ferner blieb
der Test negativ bei Inkubation der nukleosomenarmen oder -freien Proben mit beiden Anti-

korpern — ein Indiz dafiir, dass analytenfreie Proben tatsachlich als solche erkannt werden.

Dies bestitigte auch eindrucksvoll der Titrationsversuch, bei dem Biotin-freie, auswaschbare
Anti-Histon-Antikorper zum Testansatz mit biotinylierten, an die Mikrotiterplatte haftenden
Anti-Histon-Antikorpern zugegeben wurde. Mit zunehmender Konzentration des Biotin-
freien Anti-Histon-Antikorpers, die der Probe die darin enthaltenen Nukleosomen entzogen,
nahm das Messsignal dosisabhdnig und fast vollstindig ab. Somit sind die Anwesenheit von
Nukleosomen, biotinylierten Anti-Histon-Antikérpern und Peroxidase-markierten Anti-DNA-

Antikorpern fiir eine Auslosung des Messsignals notwendig und ausreichend.

Auch die alleinige Zugabe von synthetischen Histonen oder DNA in unterschiedlicher
Dosierung zu nukleosomenfreiem Material bewirkte keine Erhohung des Messsignals; eine

Bestitigung, dass tatsdchlich beide nukleosomalen Komponenten erforderlich sind.

In diesem Zusammenhang wurde die Wechselwirkung mit verschiedenen Medikamenten oder
anderen StorgroBen nicht gepriift. Theoretisch konnte im Blut zirkulierendes Heparansulfat —
ein Bestandteil der glomeruldren Basalmembran in den Nieren, an welches Nukleosomen bei
Systemischem Lupus Erythematodes (SLE) binden (Van Bruggen 1997) — oder dhnliche

Molekiile mit Nukleosomen interagieren und eventuell Antikérperbindungsstellen blockieren
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(Termaat 1990). Auch fiir Cardiolipin-Antikorper ist ein derartig storender Einfluss denkbar
(Pyun 1993). Medikamentose Interaktionen mit DNA sind vor allem fiir Antibiotika

vorzustellen, deren Wirkmechanismus Modifikationen der DNA-Strukturen beinhalten.

Analytische Sensitivitat

Die analytische Sensitivitit des Nukleosomentests wurde vom Hersteller mit dem Nachweis
einer Nukleosomenmenge von nur 10° Zellen angegeben, was im Vergleich zum gel-
elektropholretischen Nachweis eine Steigerung um etwa drei Zehnerpotenzen bedeutet
(Salgame 1997). Die hohe Sensitivitidt konnte in der klinischen Evaluierung dadurch gezeigt
werden, dass im Serum von gesunden Personen mit niedrigen Nukleosomenspiegeln bereits
Messsignale, wenngleich auf niedrigem Niveau, erhalten wurden. In anderen Studien wurde
die bei gesunden Personen im Plasma gemessene DNA-Konzentration auf 10-30 ng/ml
beziffert (Leon 1977; Shapiro 1983; Fournie 1986; Sorenson 1994). Der vorliegende
Nukleosomentest ist somit ein hochsensitives Verfahren, das auch zur Bestimmung von

geringen Nukleosomen-Konzentrationen geeignet ist.

Intraassay-Varianz

Die Reproduzierbarkeit der FErgebnisse ist von grundlegender Bedeutung fiir die
Brauchbarkeit eines Assays. Sie wird durch die Variationskoeffizienten wiedergegeben, die
bei mehrmaligem Vermessung eines oder mehrerer Proben-Pools in einem Testansatz oder
mehreren aufeinander folgenden Testansdtzen ermittelt wird. Bei manuellen Assays ist eine
Intraassay-Varianz bis zu 10% noch vertretbar (Fateh-Moghadam 1993). Die Ergebnisse mit
dem Nukleosomentest lagen fiir mittlere und hohe Wertlagen jeweils unter 5% und erfiillten
somit die gesteckten Kriterien bei weitem. Dies ist umso bemerkenswerter, als das bereits
verdiinnte Probenvolumen von nur 20 pl fiir einen Handassay sehr knapp bemessen ist und

leicht zu Messwertschwankungen durch Ungenauigkeiten beim Pipettieren fiihren konnte.

Lediglich in den niedrigen Wertlagen wurde eine hohere Varianz festgestellt; ein Phdnomen,
das bei vielen Testen beobachtet wird, die auf die Erfassung eines groflen Messbereichs
ausgerichtet sind: Wéhrend geringe Unterschiede bei absoluten Werten im hohen
Messbereich allenfalls geringe prozentuale Verschiebungen hervorrufen, sind die

prozentualen Verdnderungen im niedrigen Messbereich dann erheblich grofer.
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Interassay-Varianz

Die Varianz zwischen mehreren, an verschiedenen Tagen durchgefiihrten Testansdtzen ist fiir
den klinischen Alltag von groBer Relevanz. Bei Verlaufsbeobachtungen wihrend oder nach
einer Therapie wird das Verhéltnis und die Tendenz aufeinander folgender Werte bewertet.
Bei einer groBen Interassay-Varianz konnen félschlicherweise Anstiege oder Abfille
vorgespiegelt werden, die therapeutische Entscheidungen beeinflussen kdnnen. Ebenso kann

eine therapierelevante Kinetik der Werte moglicherweise iibersehen werden.

Andererseits fallen bei Bestimmungen an verschiedenen Tagen zusitzliche Storfaktoren ins
Gewicht, wie die unterschiedliche Materialbeschaffenheit der Reagenzien, die
Neukalibrierung der Standardkurve, Temperaturunterschiede oder geringe Verzogerungen bei
der Testdurchfiihrung. Unter Abwégung dieser Argumente wird fiir manuelle Assays eine

Interassay-Varianz unter 15% gefordert (Fateh-Moghadam 1993).

Die Ergebnisse des Nukleosomentests befanden sich fiir mittlere und hohe Wertlagen in
diesem Bereich. Bei sehr niedrigen Wertlagen jedoch ergab sich eine deutlich hohere
Interassay-Varianz von iiber 40%. Mitverantwortlich fiir diese au8ergew6hnlich hohe Varianz
scheint die vor jedem Test jeweils neu herzustellende Standardkurve zu sein. Besonders im
niedrigen Wertebereich mit hohen Verdiinnungen der Standardkurve traten geringe

UnregelmiBigkeiten auf, die sich prozentual jedoch sehr stark auswirkten.

Bei der Beurteilung von Werteverldufen im Konzentrationsbereich unter 50 AU ist diese hohe
Varianz zu berticksichtigen. Alternativ konnen diese Schwankungen vermieden werden, wenn
die Proben eines Patienten im Verlauf konserviert und in einem Testansatz vermessen
werden. Bei den hier vorgelegten Kinetikuntersuchungen wurde nach diesem Verfahren

vorgegangen.

Aufzuwendende Arbeitszeit

Die rasche Bearbeitung von Proben setzt eine Integration der Testdurchfiihrung in den
routineméfigen Ablauf eines Labor-Arbeitstages voraus. Die reine, flir den Test aufgebrachte
Arbeitszeit wird vor allem durch die Anzahl und Dauer der Inkubationszeiten bestimmt, da
nach jeder Inkubationszeit ein Wasch- und Pipettierschritt folgen. Bei zahlreichen oder sehr

langen Inkubationszeiten dehnt sich die Testdauer mitunter auf zwei Arbeitstage aus.
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Andererseits sind sehr kurze Inkubationszeiten fiir Verzogerungen bei den Pipettierschritten
anfillig, besonders wenn viele Proben in einem Testansatz vermessen werden. AuBlerdem
haben Tests mit kurzen Inkubationszeiten eine geringere Nachweisempfindlichkeit und
Prézision. Im Idealfall sollte ein manueller Test in einem Arbeitstag durchzufiihren sein und
wenige, allerdings nicht zu kurze Inkubationszeiten enthalten. Zusammenfassend sind

folgende Kriterien fiir einen Assay vorteilhaft:

e cine einfache Handhabung des Testes
e kurze Inkubationszeiten

e wenige Verdiinnungsschritte

e wenige Waschschritte und

e cine Robustheit der Reagenzien.

Die aufzuwendende Arbeitszeit wird fiir die urspriingliche Version des Cell Death Detection
ELISAs mit etwa drei bis vier Stunden angegeben. Dabei sind eine ldngere Inkubationszeit
mit dem Antikorpergemisch von zwei Stunden und eine halbstiindige mit dem ABTS-Substrat
beriicksichtigt, zudem ein Pipettier- und ein Waschschritt sowie die Messzeit. Durch die
Modifikationen wurde ein zusétzlicher Vorverdiinnungsschritt notwendig, wodurch sich eine
Gesamtarbeitszeit von etwa fiinf Stunden ergab. Somit ist die problemlose Integration eines
Testansatzes in einen Arbeitstag moglich. Da die Testbearbeitung zeitlich geschachtelt

erfolgen kann, kdnnen von einer Assistentin téglich bis zu zwei Assays durchgefiihrt werden.

Die Handhabung des Testes erwies sich als einfach und schnell zu erlernen. Allerdings ist bei
den Verdiinnungen und der Standardherstellung wegen der geringen Volumina sorgfaltiges
Arbeiten erforderlich. Die einzelnen Reagenzien sind iiber mehrere Wochen haltbar; nur die
ABTS-Tablette ist lichtgeschiitzt zu lagern. Somit eignet sich der Nukleosomentest von

technischer Seite fiir die routineméfige Anwendung.

Verhalten der Nukleosomen in verschiedenen Matrices

Die Wahl der Probenmatrix ist sowohl fiir die methodische wie auch fiir die klinische
Evaluierung eines neuen Assays von zentraler Bedeutung. Idealerweise sollen in einem Test
die in vivo-Verhiltnisse des zu bestimmenden Parameters abgebildet werden. Die Priasenz

sowie das potentielle Ausmall von Storgrofen in der Probenmatrix selbst und wéhrend der



252

praanalytischen Probenbehandlung kann die Richtigkeit der gemessenen Werte und die

Imprézision des Testes beeintrachtigen.

Die in einem Routinelabor am hiufigsten verwendeten Matrices sind Serum fiir die meisten
der labor-, proteinchemischen und endokrinen Parameter sowie Plasma fiir Parameter des
hidmatologischen und Gerinnungssystems. Werden Werte durch Gerinnungsvorgénge nicht
beeinflusst, wird aufgrund der langeren Haltbarkeit oft Serum als Matrix bevorzugt. Dies trifft
auch auf die meisten Tumor-assoziierten Antigene und allgemeine Zellzerfalls-Parameter wie

die LDH oder NSE zu.

Bei der vergleichenden Austestung des Nukleosomentests wurde bei fast allen Proben ein
deutlich stirkeres Messsignal im Serum als im Plasma beobachtet. Spétere ausfiihrlichere
Messungen bestétigten dieses Phdnomen. Auch wurden dhnliche Ergebnisse von anderen
Arbeitsgruppen beschrieben, die jedoch keine Nukleosomen sondern freie DNA im Blut
quantifizierten (Steinman 1975; Fournie 1995; Lee 2001). Diese Diskrepanz zwischen den

Matrices ldsst sich auf mehrere mogliche Ursachen zuriickfiihren:

e FEine Erkldrung basiert auf der Stress-Situation von Blutzellen wihrend des in vitro
Gerinnungsvorgangs in den Serumrdhrchen, aufgrund dieser zusétzliche Zellen
absterben und Nukleosomen freisetzen konnten. Nach Steinman et al ist die gemessene
DNA-Mengen deshalb im Serum etwa dreifach hoher als im Plasma (Steinman 1975).

e FEin weiteres Argument ist die Anwesenheit von Chelatoren wie EDTA in den
Plasmarohrchen. Dadurch werden friihzeitig potentiell aktive Ca®"- und Mg*'-
abhingige Endonukleasen inhibiert, die weitere Fragmentierung der Poly- und
Oligonukleosomen und damit eine mogliche Freilegung von  weiteren
Antikorperbindungsstellen verhindert.

e Ferner konnen im Plasma Plasmaproteine mit den Nukleosomen interagieren und deren

Prasenz maskieren, wodurch ebenfalls niedrigere Werte resultieren.

Den schwerwiegendsten Einwand gegen die Verwendung von Serum als Matrix stellen die
unkalkulierbaren Vorgénge wihrend der in vitro-Gerinnung dar. Allerdings ist auch das
Ausmal der Interaktionen der Nukleosomen mit Proteinen im Plasma schwer abzuschitzen.

Zudem fillt bei Plasmaproben die kurze Haltbarkeit von wenigen Stunden ins Gewicht.
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Trotz der Einschrankungen fiel die Entscheidung fiir Serum als Probenmatrix aufgrund der
besseren Haltbarkeit, guten Stabilitit und der potentiellen Automatisierung des Testes. Die
spater in der klinischen Evaluierung erzielten Ergebnisse — vor allem die reproduzierbaren
und charakteristischen, kinetischen Effekte bei den Verlaufsuntersuchungen — stiitzten diese

Wahl.

Die Gruppe von Kuroi et. al.. fiihrte die Bestimmung der Nukleosomenkonzentration mittels
der urspriinglichen Version des Cell Death Detection — ELISAs ™ im Plasma durch. Bei
Plasmaproben von Patientinnen mit Mammakarzinom erhielten sie dhnliche Werteverteilun-

gen wie wir auf Serumbasis, wenngleich auf deutlich niedrigerem Niveau (Kuroi 1999, 2001).

Messbare Nukleosomenkonzentrationen wurden auch in weiteren Matrices festgestellt wie im
Urin, im Liquor cerebrospinalis, in Sputum, Pleura- und Aszitesfliissigkeit. Fiir spezielle
Fragestellungen eignen sich somit auch diese Matrices prinzipiell zur Quantifizierung von

Nukleosomen.

Einfluss von Stabilisierung und Lagerungsbedingungen

Durch die Zugabe von EDTA in verschiedenen Konzentrationen zu den Serumproben wurde
die Auswirkung einer Blockierung der Endonukleasenaktivitit untersucht. Allerdings waren
die resultierenden Messsignale bei allen Proben ungeachtet des Zusatzes dhnlich stark
ausgepriagt, was auf die Abwesenheit des erwarteten dosisabhidngigen wie auch eines
generellen Effekts schlieBen lieB. Mehrere Ursachen konnen dieser Beobachtung zugrunde
liegen: Die Inkubationszeit des EDTA konnte zu kurz gewdhlt sein, so dass sich keine
inhibierende Wirkung entfaltete. Der Einfluss von Endonukleasen im Serum wurde
tiberschdtzt oder die Fragmentation der Nukleosomen erstreckte sich iiber einen langeren
Zeitraum und wiirde erst spiter sichtbar. Aulerdem konnte die endonukleatische Tatigkeit im

Serum auch ohne wesentliche Folgen fiir die Messsignale sein.

Mit der Zugabe von Ca®’ sollte die Aktivitit der Nukleasen gesteigert werden, um deren
Effekte zu verstirken. Auch bei diesem Versuchsansatz dnderte sich die Stérke der
Messsignale bei mittleren Ca*"-Konzentrationen nicht. Nur bei der hdchsten Konzentration

kam es zu einem rapiden Abfall der Messwerte bei allen getesteten Proben. Dies kann jedoch
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weniger als eine direkte Ca’’-Wirkung auf die Endonukleasen, vielmehr als eine generelle
Storung des Testsystem interpretiert werden, da Ca®* die Funktionsfihigkeit von Antikdrpern
nachhaltig beeintrachtigen kann. Die wahrscheinlichste Ursache fiir die geringe
Beeinflussung der Messsignale ist wohl im Versuchsansatz selbst zu suchen. Bei ldngerer
Inkubation und differenzierterer Titrierung sind die Effekte von EDTA und Ca®" auf

Serumendonukleasen moglicherweise darzustellen.

Bei mehrwochiger Lagerung von Serum- und Plasmaproben konnen Verdnderungen der
Messsignale auftreten, die von in vitro- Einflussgroflen wie der Lagerungstemperatur und
dem Zusatz von stabilisierenden Agenzien abhidngen. Bei der Versuchsanordnung wurden
Lagerungsbedingungen bei Raumtemperatur (25°C), Kiihlschranktemperatur (4°C) und im
Gefrierfach bei —20°C sowie —80°C sehr variabel, jedoch entsprechend alltdglicher

Gegebenheiten gewihlt; ebenso eine mittlere Konzentration (10 mM) des EDTA-Zusatzes.

Die Tatsache, dass mit einer Ausnahme in allen Plasmaproben gleichermallen niedrige
Messsignale unabhéngig von der Lagerungstemperatur und dem EDTA-Zusatz vorgefunden
wurden, deutet darauf hin, dass darin nur eine geringe Menge an Nukleosomen enthalten war,
die sich durch ungiinstige Bedingungen nicht erhdhte. Alternativ konnten auch Storfaktoren

die im Plasma vorhandenen Nukleosomen effizient maskieren.

Hingegen machte sich bei den Serumproben mit erhohten Wertlagen der Einfluss der
Lagerungsbedingungen bemerkbar: Die Abschwichung der Messsignale nach ein- oder
mehrwochiger Lagerung bei Raum- oder Kiihlschranktemperaturen ist mit einem Abbau der

Nukleosomen, der auch bei anderen Proteinstrukturen beobachtet wird, vereinbar.

Tieffrieren bei —20°C oder —80°C wird im Routinealltag fiir die Aufbewahrung von
Serumproben angewendet, wenn der zu {liberbriickende Zeitrahmen mehrere Tage iibersteigt
oder das zu bestimmende Antigen instabil ist. Folgerichtig trat unter diesen Bedingungen kein
Abfall der Werte ein. Jedoch waren noch deutliche Schwankungen zu erkennen, die sich
durch Zusatz von 10 mM EDTA beheben lieBen. Mogliche Wege, auf denen EDTA zu einer
Stabilisierung der Messsignale beitrug, sind eine Inhibierung von Endonukleasen oder eine

direkte Interaktion mit den Nukleosomen.
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Fiir die Annahme und Weiterleitung von Probenmaterial zur Nukleosomenbestimmung im
klinischen Alltag eines Labor bedeutet dies einen zusdtzlichen Aufwand durch die
Aufbereitung der Proben mit EDTA, die Aliquotierung und das Tieffrieren. Wie auch fiir
andere instabile Parameter ldsst sich die Abwicklung jedoch in den Routinebetrieb

integrieren.

Praanalytische Probenbehandlung

Der Einfluss der praanalytische Probenbehandlung wird im ersten Stadium der methodischen
Evaluierung hiufig vernachléssigt und erst aufgrund auffilliger Ergebnisse nachtriglich in
unterschiedlicher Intensitdt untersucht. Dabei konnen durch unsachgemiBle Blutabnahme,
lange Transportwege, Verzégerungen durch Postversand oder Uberbriickung von Feiertagen
sowie durch Sonneneinstrahlung oder starkes Schiitteln der Proben starke Verdnderungen der
Messergebnisse verursacht werden, die deren Interpretation erschweren oder ganz unmoglich
machen. Fiir die Bestimmung der Nukleosomen im Blut sind in diesem Zusammenhang alle
praanalytischen Faktoren relevant, die eine unphysiologische in vivo- und in vitro-Freisetzung

von Nukleosomen oder deren in vitro-Abbau fordern.

Blutabnahme

Auf die bei der Blutabnahme zu verwendende Sorgfalt wurde bereits hingewiesen. Durch
langeres Stauen, Pressen oder Aspirieren provozierte Stress-Situationen konnen Blutzellen
zugrunde gehen. Das entnommene Blut scheint durch das aus lysierten Erythrozyten
freigesetzte Himoglobin hellrot; auch nach Zentrifugation ist im Serum oder Plasma hiufig
eine makroskopische Rotfarbung erkennbar. Neben Erythrozyten werden jedoch auch andere,
kernhaltige Zellen wie Leukozyten oder Vorstufen der Erythrozyten geschidigt und sterben
ab. Somit kommt es bei unsachgemiBer Blutabnahme zu einer zusitzlichen, artifiziellen
Freisetzung von Nukleosomen aus diesen Zellen. Bei Proben mit ersichtlicher intravasaler
Héamolyse sind die Ergebnisse deshalb vorsichtig zu bewerten, da der Verdacht der iatrogenen
Manipulation vorliegt. Des Weiteren konnen auch Endothelzellen an der Nukleosomen-
freisetzung beteiligt sein, sofern sie durch mechanische Reizung wie ,,Herumstochern® oder

Verweilkaniilen geschéadigt werden.
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Transport

Ein schonender und ziigiger Transport frisch entnommener Proben ins Labor ist fiir viele
laborchemische Routineparameter essentiell, die durch in vitro-Verdnderungen der Blutzellen
beeinflusst werden, wie die LDH, Kalium oder die NSE. Auch fiir Nukleosomen trifft dies zu:
Lange Transportwege und unvorteilhafte Bedingungen wie Sonneneinstrahlung und Schiitteln
konnen in den Blutproben zu einer zusétzlichen Nukleosomenfreisetzung fiithren, wie der
Versuch mit auswirts abgenommenen Proben zeigte. Vermutlich gehen in grolem Ausmal3
Erythrozyten wie auch kernhaltige Blutzellen unter diesen Stressbedingungen zugrunde. Auch
konnen Lymphozyten darauf mit einer aktiven Sekretion von Nukleosomen reagieren (Anker
1975; Stroun 2000). Die Blutprobe nimmt in diesen Féllen aufgrund der
Methdmoglobinbildung einen braunroten Farbton an, ebenso das Serum oder Plasma nach der
Zentrifugation. Derartige Proben sind verdidchtig auf einen unsachgeméfBen Transport und

konnen verfilschte Ergebnisse liefern.

Allerdings hinterlassen Stress-Situationen fiir Blutzellen bei der Blutentnahme oder dem
Transport nicht immer makroskopische Spuren. Deshalb ist die Herkunft der Proben
festzuhalten, um UnregelmdBigkeiten zuriickverfolgen zu konnen. Generell sind
Blutentnahmen auflerhalb einer Institution, die ein Labor oder zumindest eine Zentrifuge
besitzt, abzulehnen; ebenso natiirlich Verschickungen per Post oder Kurier in nicht

zentrifugiertem Zustand.

Zentrifugation

Ein sensibler Punkt bei der prdanalytischen Probenbehandlung ist der Zentrifugations-
zeitpunkt. Verzogerungen bis zur Durchfiihrung der Zentrifugation resultieren in einer zeitab-
hiangigen Verstirkung des Messsignals. Trotz ziigigen und schonenden Transports kénnen
lange Wartezeiten somit schiadigende Auswirkung auf Blutzellen haben. In Serumréhrchen
werden auBerdem wihrend des Gerinnungsprozesses kernhaltige Blutzellen zur Nukleo-
somenfreisetzung stimuliert oder sie werden geschadigt, sterben ab und entlassen ihre Zell-
bestandteile, darunter auch Nukleosomen, ins Blutserum. Schliefllich kénnen auch Endonuk-
leasen zu einer Erh6hung der Werte beitragen, indem sie die Tertidrstruktur groBerer Chro-
matinfasern aufbrechen und bis dahin verborgene Antikorperbindungsstellen freilegen. Die

vermehrte Bindung von Anti-DNA-Antikorpern zieht dann ein stirkeres Messignal nach sich.
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Generell sollte im Routinebetrieb eines Krankenhauses oder einer anderen Einrichtung mit
Labor eine Zentrifugation der Proben innerhalb von ein bis zwei Stunden nach Blutentnahme
moglich sein. Unter dieser realistischen Pridmisse bewegen sich die durch Wartezeiten

entstehenden Verfalschungen in einem vertretbarem Rahmen.

Die Zentrifugationsgeschwindigkeit von 3000 g und die Zentrifugationsdauer von 10 min, die
auch bei anderen laborchemischen Serumparametern angewendet werden, scheinen auch fiir
die Nukleosomen im Serum ausreichend zu sein. Eine hdhere Drehzahl oder eine
Verldngerung der Zeitspanne konnte moglicherweise zu einer noch besseren Trennung der
Blutbestandteile fiihren, andererseits aber auch belastend fiir die Blutzellen selbst sein und

eine artifizielle Nukleosomenfreisetzung provozieren.

Stabilisation durch EDTA-Zugabe

FEin gegensatzlicher Effekt wurde bei der Verzogerung der EDTA-Zugabe nach der
Zentrifugation beobachtet. Die zeitabhingige Abschwichung des Messsignals mit
zunehmender Zeitspanne zwischen Zentrifugation und EDTA-Zusatz ldsst sich dadurch
erklaren, dass Endonukleasen die leicht zugénglichen DNA-Verbindungs- und Endstiicke der
bereits kleinen Nukleosomeneinheiten angreifen und abspalten. Dadurch reduzieren sich fiir
die Signalantikorper die Bindungsstellen mit der Folge eines niedrigeren Messwertes.
Weiterhin konnen Nukleosomen auch potentiell auf Nukleasen-unabhdngigem Weg

degradiert werden und entziehen sich dadurch der Messung.

Wird jedoch EDTA unmittelbar nach der Zentrifugation zugegeben, kann der Abfall der
Messwerte verhindert werden. Offenbar {ibt EDTA in einer 10 mM Konzentration eine
deutlich inhibierende Wirkung auf Endonukleasen aus. Uber eine chelierende Interaktion mit
Kationen stort EDTA effektiv die hiufig an Abbauprozessen beteiligte Ca*"- und Mg”'-
abhingige DNase I (Peitsch 1995). Zusitzlich neutralisiert der auf einen pH im basischen
Bereich (pH 8) eingestellte Puffer die Zelltod-begleitende Azidifizierung und schafft dadurch
ungiinstige Arbeitsbedingungen fiir die DNase II, die ihr Aktivitdtsmaximum bei pH 4,5
besitzt (Barry 1993). Ferner ist ein direkter Effekt der EDTA auf Nukleosomen vorstellbar.
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Die weitgehende Stabilisierung der Werte durch EDTA ldsst auf eine nach wie vor
vorhandene Aktivitidt der Endonukleasen im Serum schlieBen, die fiir die Degradation der
Nukleosomen bei zeitlicher Verzogerung des EDTA-Zusatzes verantwortlich sind. Fiir die
priaanalytische Behandlung im Routinebetrieb eines Labors stellt die ziligige Zentrifugation
und die unmittelbare Zugabe von EDTA einen begrenzten Mehraufwand dar, der gut in den
alltdglichen Ablauf zu integrieren ist, zumal die Proben dann iiber den Tag gesammelt und am

Abend gemeinsam tiegefroren werden konnen.

Langzeit-Stabilitét

Fiir vergleichende Longitudinalmessungen eines Parameters wie auch fiir spitere, zusétzliche
Bestimmungen weiterer Parameter oder die Evaluierung neuer Parameter bietet sich die
Aufbewahrung von Serumproben in einem Archiv an. Die Lagerungstemperaturen sollten fiir
eine mittelfristige Konservierung bis zu sechs Monaten mindestens —20°C, fiir langere

Zeitrdume mindestens —80°C betragen.

Die nur geringen Schwankungen der Messwerte bei iiber sechs Monate bei —20°C
tiefgefrorenen Proben mit einem Variationskoeffizienten unter 10% unterstreichen die
Reproduzierbarkeit der Messsignale iiber lange Zeitrdume. Diese hervorragende Langzeit-
Stabilitdt wurde mittlerweile auch bei Seren bestétigt, die {iber mehrere Jahre bei —80°C
gelagert waren, und bildet die Voraussetzung dafiir, dass Blutproben zunédchst gesammelt und

spater vermessen werden konnen.

Im gegenteiligen Fall hitten sie sofort nach der Entnahme in das Testsystem eingesetzt
werden miissen. Durch schlechtere Ausnutzung der Mikrotiterplatten und erheblich héheren
Verbrauch von Standardmaterialien wére dann die Kosten-Nutzen-Bilanz deutlich negativer
ausgefallen. AuBlerdem hétten dann Longitudinalverldufe von Patienten unter Therapie nicht
in einem Testansatz vermessen werden konnen, wodurch die Interpretation durch die

zusitzlich zu beriicksichtigende Interassay-Varianz erschwert gewesen wire.

Verdiinnung der Serumproben
Bei lidngerer Lagerung spielt das Volumen der eingefrorenen Probe wie auch die Verdiinnung

der Probe mit einem Diluens eine Rolle. Bei zu kleinen Volumina verschiebt sich einerseits
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das Verhéltnis von Oberfliche zu Volumen der Probe, andererseits gelingt die Mischung und
Homogenisierung nach dem Auftauen mitunter nur unzureichend. Deshalb ist auf eine
Mindestfiillmenge der Rohrchen von mindestens 200 bis 300 pl zu achten, um

Ungenauigkeiten bei der Testdurchfiihrung vorzubeugen.

Eine generelle Vorverdiinnung der Serumproben wie auch der Standards vor dem Tieffrieren
hitte okonomische Vorteile, da dadurch Proben- und Standardmaterial eingespart werden
konnten. Aufgrund der Abschwichung des Messsignals, die moglicherweise auf einer
Wechselwirkung des Puffers mit den Nukleosomen beruht, kommt sie allerdings nicht in

Betracht.

Mehrmaliges Einfrieren

Sowohl beim Tieffrieren wie auch beim Auftauen werden innerhalb kurzer Zeit grofe
Temperaturdifferenzen liberwunden. Dieser Vorgang kann zu Briichen der Proteinbindungen
oder auch zur Degradation von Proteinen fiihren, vor allem wenn die Abfolge ,,Einfrieren-
Auftauen mehrmals wiederholt wird oder wenn die Gefriertemperatur schrittweise von

beispielsweise —20°C auf —70°C gesenkt wird.

Zwar wurde bei der Nukleosomenbestimmung durch mehrmaliges Einfrieren und Auftauen in
engen Zeitabstinden zuniichst keine wesentliche Anderung verzeichnet, allerdings kam es bei
mehrtigigen Abstinden zu einem Abfall der Messwerte. Da der letztere Versuchsansatz eher
den realen Bedingungen bei der Testdurchfiihrung entsprach, sind Ergebnisse von bereits

frither aufgetauten Proben mit Vorbehalt zu interpretieren.

Homogenisierung der Proben nach dem Auftauen

Die Art der Homogenisierung von Proben als mdgliche Storgréf3e trat erst in jlingster Zeit ins
Blickfeld, als fiir einige Tumor-assoziierte Antigene unterschiedliche Messergebnisse je nach
Dauer und Intensitit der Vortexbehandlung, der Zentrifugation, des Schiittelns oder Rollens
erzielt wurden (Hasholzner 1999). Ursdchlich konnen dafiir eine Aggregatbildung der
Antigene sowie Adhédrenzphdnomene mit der Rohrchenwand wihrend des Einfriervorgangs

verantwortlich sein, die sich beim Wiederauftauen nur teilweise aufheben.
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Fiir Nukleosomen wurde kein Einfluss unterschiedlicher Homogenisierungsmodalititen
festgestellt. Jedoch ist auf eine ausreichend lange Auftauphase und eine Anpassung der Probe
an die Raumtemperatur zu achten sowie die Homogenisierung fiir alle Proben einheitlich zu

handhaben.

Beriicksichtigung von StorgrofRen
Neben einer standardisierten priaanalytischen Probenbehandlung ist der Ausschluss von intra-
und postvitaler Storfaktoren sowie von Einflussfaktoren bei der Testdurchfiihrung

Voraussetzungen fiir die Validitit von Testresultaten.

Schwankungen im Tagesverlauf

Die zirkadiane Biorhythmik dufert sich durch zyklische Freisetzung von Hormonen und wird
riickwirkend von diesen getriggert. Ahnliche tageszeitliche Schwankungen ihrer
Serumkonzentration sind auch fiir weitere Parameter wie Nukleosomen vorstellbar, haben
sich jedoch nicht bestdtigt. Somit ist von keiner tageszeitlichen Akkumulation von
Zelluntergangsphdnomenen oder einer gepulsten Nukleosomenfreisetzung auszugehen. Die
Wahl der Blutabnahmezeit ist ohne Einfluss auf die gemessene Nukleosomenkonzentration.
Ebenso ist bei der Vergleichbarkeit an verschiedenen Tagen abgenommener Proben

unabhingig von der Abnahmezeit gewihrleistet.

Hyperlipiddmie

Hyperlipiddmien, wie sie passager nach fettreichen Mahlzeiten auftreten, konnen die
Bestimmung verschiedener Blutparametern storen. Aufgrund der Triibung der Serumprobe
sind vor allem Parameter, die durch eine nephelometrische oder turbidimetrische Messung
quantifiziert werden, davon betroffen. Auch beziiglich der Nukleosomen wurde nach einer
extrem fetthaltigen Mabhlzeit ein signifikanter Anstieg beobachtet. Allerdings war keine
Korrelation zu den ebenfalls erhdhten Triglyceridwerten oder einer Lipoproteinfraktion zu
ermitteln. Dieser Effekt trat bei der Untersuchung der zirkadianen Rhythmik unter

gemafigten, fettarmen Erndhrungsbedingungen nicht auf.
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Hamolyse

Die systematische Untersuchung der Storgrofle in vitro-Hamolyse durch Spike-Experimente
zeigte die von der Konzentration des titrierten Hamolysats abhidngige Zunahme des
Messsignals. Vermutlich war die lytische Degradation von Erythrozyten jedoch nur ein
Gradmesser der auf alle Blutzellen einwirkenden Stressfaktoren in Form von Wérme und
Schiittel- Exposition oder mehrmaliges Einfrieren und Auftauen. Die zusitzlich ins Blutserum
freigesetzten Nukleosomen stammen letztlich von anderen kernhaltigen Blutzellen wie
Leukozyten-Subtypen oder Vorstufen der Erythrozyten.

Bei jenem Hémolysat, welches durch mehrere Zyklen von Tieffrieren und Auftauen einer
Vollblutprobe gewonnen wurde, blieben die Werte auf niedrigem Niveau und stiegen nicht
konzentrationsabhéngig an. Mdglicherweise liegt diesem Phidnomen ein High-Dose-Hook
Effekt zugrunde, bei dem bekanntlich trotz sehr hoher Konzentrationen eines zu
bestimmenden Antigens, eine Storung des Testsystems auftritt mit der Folge einer

Umkehrung der Messsignale und falsch-negativen Wertlagen (Thomas 1998).

Bakterielle DNA und Detritus

Der negative Nachweis von bakterieller DNA in einem neutralen Medium durch den
Nukleosomentest kann als Bestdtigung der analytischen Spezifitit gewertet werden. Da
mitunter bei Patienten mit Sepsis hohe Messsignale erhalten wurden, sind diese nicht durch
die zugrunde liegende Bakteridmie zu erkldren, sondern beruhen vermutlich auf einer
Stimulation von humanen phagozytiren oder polymorphnukleéren Zellen oder deren
bakteriell induzierten Degradation (Deacheux 2000). Diese Hypothese wird zum einen durch
ein Experiment von Fournie ef. al. unterstiitzt, die nach Injektion von bakteriellen
Polysacchariden in Méuse einen sehr starken Anstieg der DNA-Konzentration im Plasma
binnen weniger Stunden berichteten (Fournie 1986), und ferner durch die Beobachtung in
unseren Untersuchungen, dass nach der Inkubation von Bakterien in Vollblutproben in allen
Féllen hohe Nukleosomenwerte resultierten. Dabei waren die fiir die Bakterienstimme
Escherichia coli, Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosa beobachteten

Ergebnisse trotz der unterschiedlichen, eingesetzten Konzentrationen weitgehend identisch.

Durch die Zugabe von Antibiotika in ansteigender Dosierung sollte gepriift werden, ob sich

der bakterizide Effekt auch in der Nukleosomenkonzentration niederschlug. Allerdings
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konnte in der neutralen Losung keine Erhohung der Werte auch bei maximaler Antibiotika-
und Bakterienkonzentration erzielt werden. Somit scheint es auch wenig wahrscheinlich, dass
fiir die Erhohung der Nukleosomenwerte im Vollblutmedium der Einfluss der Antibiotika auf
die Bakterien entscheidend war, vielmehr jedoch, dass diese auf der direkten Interaktion von

Bakterien und humanen Blutzellen beruhte.

Hingegen ist das Testsystem selbst wenig storanfillig gegeniiber Kontaminationen, wie der
Hustenversuch zeigte. Auf besondere VorsichtsmaBnahmen wie das Tragen eines

Mundschutzes kann somit verzichtet werden.

Empfehlung fir die praanalytische Vorgehensweise
Um eine hohe Vergleichbarkeit und Verlésslichkeit der Testergebnisse zu erreichen, wird
zusammenfassend folgendes Procedere der praanalytischen Probenbehandlung als Grundlage

fiir die klinische Evaluierung des Nukleosomentests vorausgesetzt:

1. Sachgemdfle Blutabnahme mittels eines Einmalabnahmebestecks in einer Einrichtung
mit direktem Laborzugang.

2. Schonender und ziigiger Transport der Blutproben (innerhalb von 30 bis 60 Minuten)
ins Labor.

3. Zentrifugation der Blutprobe innerhalb von zwei Stunden nach Entnahme bei 3000 g
tiber 10 Minuten.

4. Zugabe von 10 mM EDTA (pH 8) unmittelbar nach Zentrifugation und Abseren der
Proben. Zwischenlagerung bei 4°C.

5. Aliquotierung und Tieffrieren der Proben bei —20°C oder —80°C am Tag der
Blutabnahme.

6. Homogenisierung durch Vortex iiber drei Sekunden nach dem Auftauen.

7. Verdiinnung der Proben unmittelbar vor Testbeginn.

8. Beriicksichtigung von potentiellen Storgroflen wie Hdmolyse und Hyperlipiddmie bei

der Interpretation der Messwerte.
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Klinische Wertigkeit der Nukleosomen bei Querschnittsuntersuchungen

Anhand der spontanen Nukleosomenkonzentration im Serum wurde das Ausmall der
Nukleosomenfreisetzung  ohne  therapeutische  Einwirkung  bei  verschiedenen
Personengruppen untersucht. Da ein Zusammenhang mit dem generellen Zelltodvorkommen
anzunehmen war, wurden die Nukleosomenwerte von Personen mit vermutlich hoherem
Zellumsatz wie Personen mit malignen Tumoren denen gesunder Personen gegeniibergestellt.
Als weitere Vergleichsgruppe wurden Personen mit benignen, differentialdiagnostisch

relevanten Erkrankungen herangezogen.

Bereits in fritheren Studien anderer Arbeitsgruppen wurden zirkulierende DNA oder
Nukleosomen im Serum und Plasma mit verschiedenen, teils aufwendigen oder komplizierten
Methoden quantifiziert (Tan 1966; Stroun 1975; Leon 1977; Shapiro 1983; Maebo 1990;
Sorenson 1994; Fournie 1995). Aufgrund der unterschiedlichen, technischen Hintergriinde
war nicht unbedingt zu erwarten, dass deren Ergebnisse mit den hier vorgestellten
Nukleosomenuntersuchungen iibereinstimmten. Gegeniiber den herkommlichen Methoden sei
nochmals auf den Vorteil der einfachen, schnellen und reproduzierbaren Quantifizierung der

Nukleosomen durch den hier evaluierten Test hingewiesen.

Verteilung der Nukleosomenwerte bei gesunden Personen

In unseren Untersuchungen bildeten gesunde Personen eine homogene Gruppe mit sehr
niedrigen Nukleosomenwerten bei einem Median von 24 AU. Diese Beobachtung zeigte sich
bemerkenswerterweise auch in den oben erwihnten, vorangegangenen Studien:

Leon et. al. berichteten von einer mittleren Konzentration freier DNA im Serum von 13 ng/ml
(Leon 1977), Shapiro et. al. berechneten 14 ng/ml (Shapiro 1983); Sorenson et. al.
beschrieben 10 ng/ml als mittleren DNA-Wert im Plasma gesunder Personen (Sorenson

1994), was in etwa dem DNA-Gehalt von 1600 diploiden Zellen entspricht.

Bei differenzierter Betrachtung der Gruppe gesunder Personen fanden sich bei unserer
Evaluation keine Unterschiede hinsichtlich des Geschlechts oder der Altersverteilung. Auch
bei Personen mit benignen oder malignen Erkrankungen, bei denen die Haufigkeitsverteilung
zu hoheren Lebensaltern hin verschoben war, konnte keine Abhédngigkeit der
Nukleosomenwerte vom Alter oder dem Geschlecht festgestellt werden. Diese Ergebnisse

sind insofern interessant, als theoretisch mit zunehmendem Lebensalter auf zelluldrer Ebene
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mit einer abnehmenden Regenerationsfahigkeit, jedoch einer Zunahme degenerativer
Prozesse sowie allgemein mit einer Zunahme der Morbiditdt zu rechnen ist. Allerdings ist —
wie unsere Ergebnisse zeigen — eine Erh6hung der Nukleosomenmenge im Serum somit keine
generelle Alterserscheinung. Auch allgemeine Lebensgewohnheiten beziiglich des Alkohol-
oder Nikotinkonsums und die subjektive Stressbewertung hatte bei gesunden Personen

keinerlei Einfluss auf die spontanen Nukleosomenkonzentrationen im Serum.

Hinsichtlich der Altersabhingigkeit von zirkulierenden Nukleosomen liegen in der Literatur
nur schwer zu interpretierende Daten von Kuroi et. al. vor: Diese Arbeitsgruppe hatte bei
Minnern etwas hohere Nukleosomenwerte als bei Frauen und bei einer Untergruppe von
Frauen iiber 60 Jahre hohere Werte als bei jlingeren festgestellt. Allerdings hatten in dieser
Studie {iber 70-jdhrige Frauen wieder niedrigere Werte und der altersabhéngigen

Unterschiede lie3 sich bei Mannern nicht nachweisen (Kuroi 2001).

Verteilung der Nukleosomenwerte bei Personen mit benignen Erkrankungen

Personen mit benignen Erkrankungen wiesen in unseren Untersuchungen ein breites
Spektrum an Wertlagen auf mit einem signifikant hoheren Median von 146 AU als gesunde
Personen. Ahnliche Beobachtungen wurden auch in friiheren Studien iiber benigne
gastrointestinale Erkrankungen (Shapiro 1983; Sorenson 1994) und Systemischen Lupus
Erythematodes (Amoura 1997) berichtet. Dabei hob Amoura hervor, dass die

Nukleosomenwerte nicht im Zusammenhang mit dem Krankheitsstadium stehen.

Bei differenzierter Analyse unserer Daten zeigte sich bei Personen mit akuten Infekten eine
deutliche Korrelation der Nukleosomen mit dem C-reaktiven Protein — einem Parameter, der
die Akuitét und Ausmal einer bakteriellen Infektion anzeigt. Wie schon erwihnt, werden bei
einer Bakteridmie humane phagozytire und polymorphkernige Zellen sowohl stimuliert wie
auch angegriffen und sterben ab (Dacheux 2000). Zusétzlich bindet das C-reaktive Protein an
die Histon-Komponente von Nukleosomen und verzogert deren Elimination aus der Blutbahn
(Du Clos 1996; Burlingame 1996). Beide Vorgédnge bewirken eine Erhohung der spontanen
Nukleosomenkonzentration im Serum. Jedoch traten interindividuell auch Abweichungen auf,

weshalb nicht in jedem Fall eine eindeutige Korrelation festzustellen war.
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Verteilung der Nukleosomenwerte bei Personen mit malignen Erkrankungen

Auch bei Personen mit verschiedenen malignen Tumoren wurde eine grofle Bandbreite an
Nukleosomenwerten beobachtet, wobei der Median mit 190 AU nochmals hoher als bei
Personen mit benignen Erkrankungen lag. Deutlich erhohte Werte bei Personen mit
Karzinomen fanden in der Literatur auch die Arbeitsgruppen von Shapiro et. al. und Sorenson
et. al. bei gastrointestinalen Karzinomen (Shapiro 1983; Sorenson 1994), Maebo et. al. und
Fournie ef. al. beim Lungenkarzinom (Maebo 1990; Fournie 1995), Kuroi ef. al. beim
Mammakarzinom (Kuroi 1999; 2001) sowie Leon ef. al. und Jahr et. al. bei multiplen

Karzinomen (Leon 1977; Jahr 2001).

Bei ndherer Differenzierung der einzelnen Tumorarten fielen in unseren Untersuchungen
besonders Personen mit Lungenkarzinomen — einer oft sehr rasch progredienten Tumorart —
mit sehr hohen Werten auf. Im Gegensatz dazu waren bei Personen mit Prostata-Karzinom,
welches hdufig langsam wichst und in frithen Stadien diagnostiziert wird, fast ausschlieBlich

niedrige Wertlagen vorzufinden.

Die anderen Tumorarten wiesen zueinander dhnliche Werteverteilungsmuster auf und
unterschieden sich nur graduell. Die Heterogenitit des spontanen Zelltodvorkommens
innerhalb eines Tumors, zwischen verschiedenen Individuen mit einer Tumorart und
zwischen verschiedenen Tumorarten erklédrt die breite Streuung der Werte (Meyn 1993a).
Daneben spielen der Perfusionsgrad, die Invasivitit sowie die Aggressivitit eines Tumors auf
das umliegende Gewebe eine Rolle fiir das Erscheinen der Nukleosomen in der Zirkulation.
AuBerdem kann es auch interindividuelle Unterschiede im Verhédltnis von freier zu

Nukleosomen-gebundener DNA geben.

Diagnostische Wertigkeit der Nukleosomen im Serum

Fiir die Ermittlung der diagnostischen Wertigkeit eines Tests ist die Wahl der untersuchten
Personengruppen von entscheidender Bedeutung: Beim Vergleich deutlich unterscheidbarer
Gruppen — beispielsweise gesunde Personen und Personen mit bereits fortgeschrittenen
Tumorerkrankungen — werden sich vermutlich viele Parameter finden, die mit hoher
Sensitivitdt und Spezifitdt diskriminieren konnen. Ihre Tauglichkeit im klinischen Alltag

jedoch konnen sie nur beweisen, wenn zusitzlich das diagnostisch relevante Kollektiv der
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Personen mit benignen Erkrankungen gegeniiber Tumorpatienten — am besten in friihen

Stadien — untersucht wird (Stieber 2001).

Auch bei ausschlieBlicher Betrachtung der Mediane oder Mittelwerte mag sich leicht ein
signifikanter Unterschied ergeben. Die Verteilung der Wertlagen allerdings gewihrt erst
Einblick, ob groBe Uberlappungen bei den betreffenden Kollektiven vorliegen, wodurch sich
im Einzelfall die diagnostische Aussage stark relativieren wiirde. Das gesamte Sensitivitéts- /
Spezifitits-Spektrum wird durch ROC-Kurven dargestellt, wodurch die tatséchliche

Diskriminierungsfahigkeit eines Parameters leicht erkennbar ist.

In unseren Untersuchungen wurde die Anzahl der Personen in den einzelnen Kollektiven so
bemessen, dass in jeder Gruppe eine mdglichst reprdsentative Aussage getroffen werden
konnte. Da innerhalb der Gruppe der Personen mit malignen Erkrankungen nach einzelnen
Tumorarten differenziert wurde, ergab sich dort in der Summe eine deutlich groflere
Gesamtzahl an Personen. Dennoch scheint die Anzahl auch in den Vergleichsgruppen
ausreichend, um eine mogliche Heterogenitét innerhalb der Gruppe wiederzugeben und eine

Gegeniiberstellung der Gruppen als ganze zu erlauben.

In Ubereinstimmung mit anderen Studien (Leon 1977; Shapiro 1983; Maebo 1990; Sorenson
1994; Fournie 1995; Kuroi 1999) hoben sich in unseren Untersuchungen die
Nukleosomenwerte bei Personen mit malignen Erkrankungen hochsignifikant von denen
gesunder Personen ab. Auch bei differenzierter Betrachtung nach Lokalisation des Tumors
zeigte sich mit Ausnahme der Prostata-Karzinome ein dhnliches Verhéltnis. Dies unterstreicht
die anfiangliche Hypothese, dass Personen mit erh6htem Zellumsatz in stirkerem Ausmal
Nukleosomen freisetzen. Signifikant hohere DNA- bzw. Nukleosomenwerte fanden mit
unterschiedlichen Methoden auch Shapiro et. al. und Sorenson et. al. bei gastrointestinalen
Karzinomen (Shapiro 1983; Sorenson 1994), Maebo et. al. und Fournie ef. al. beim
Lungenkarzinom (Maebo 1990; Fournie 1995), Kuroi et. al. beim Mammakarzinom (Kuroi
1999; 2001) sowie Leon et. al. und Jahr et. al. bei mehreren Tumorarten (Leon 1977; Jahr

2001) im Vergleich mit gesunden Personen.
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In den entsprechenden ROC-Kurven ist am Verlauf im hohen Spezifititsbereich ein gutes
Diskriminationsvermdgen zwischen den beiden Gruppen abzulesen. Wie die Werteverteilung
illustriert, gibt es allerdings im niedrigen Wertebereich Uberlappungen: Neben gesunden
Personen weist auch eine beachtliche Zahl an Tumorpatienten nur geringe Nukleosomen-
konzentrationen im Serum auf, so dass in diesem Bereich eine diagnostische Entscheidung

nicht moglich ist. Auch in den oben genannten Studien wird diese Beobachtung bestitigt.

Bei der Gegeniiberstellung der klinisch relevanten Patientengruppen mit benignen und
malignen Erkrankungen sind bei unserer Evaluation im Mittel zwar bei Tumorpatienten
hohere Nukleosomenwerte erkennbar, jedoch erreicht der Unterschied kein Signifikanzniveau
von p<0,05. In der Differenzierung nach Organsystemen trifft diese Beobachtung auch fiir
gynidkologische und gastrointestinale Erkrankungen zu; lediglich bei pulmonalen
Erkrankungen wird der Unterschied aufgrund der iiberdurchschnittlich hohen Wertelagen bei

den Karzinomen signifikant.

In anderen Studien wird der Vergleich mit benignen Erkrankungen hdufig nicht durchgefiihrt;
lediglich Shapiro et. al. (Shapiro 1983) gaben einen signifikanten Unterschied zwischen
beiden Gruppen an. Dabei war in ihrer Untersuchung jedoch der grofle Anteil von Patienten
mit fortgeschrittenem Pankreas-Karzinom, die mit sehr hohen Werten assoziiert waren,
verantwortlich. Allerdings war auch dort eine eindeutige Trennung der Gruppen aufgrund
groBer Uberschneidungen der Wertlagen nicht mdglich. Vor allem fielen Pankreas-
Pseudozysten mit dhnlich hohen Werten wie Pankreaskarzinome auf, aber auch

Cholecystitiden und Gastritiden.

Bei unseren Ergebnissen waren neben Pankreatitiden, septischen Krankheitsbildern und
Cholecystitiden auch Ovarialzysten mit hohen Wertlagen vertreten. Da sich die Bandbreiten
der Wertlagen bei Personen mit benignen und malignen Erkrankungen fast vollstindig
iberlappten, war im Einzelfall anhand der Werte keine diagnostische Aussage zu treffen.
Dieser Sachverhalt stellt sich visuell in der nahezu Winkelhalbierenden ROC-Kurve dar und
wird auch durch die geringe Sensitivitit bei 95%iger Spezifitit gegeniiber Patienten mit

benignen Erkrankungen objektiviert.
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Aufgrund der unzureichenden Trennschérfe besonders zwischen Personen mit benignen und
malignen Erkrankungen ist eine diagnostische Tauglichkeit des Parameters im klinischen
Alltag nicht gegeben. Wihrend hohe Werte allenfalls als allgemeiner Krankheitsindikator
anzusehen sind, konnen aus niedrigen Werten iiberhaupt keine diagnostischen Schliisse

gezogen werden.

Abhéngikeit der Nukleosomenwerte von der Tumorlokalisation,
Stagingkriterien und weiteren Charakteristika

Die Gruppe der Tumorpatienten wurde nach verschiedenen Gesichtspunkten weiter
differenziert, um eventuell Subgruppen zu identifizieren, die ein typisches Wertemuster
aufweisen. Dabei wurde die Lokalisation des Tumors sowie die bei Staginguntersuchungen
relevanten Kriterien des Tumorstadiums, der Tumorgréfle, des Lymphknotenbefalls, des
Metastasierungsgrads, des Differenzierungsgrads der Tumorzellen und der histologischen

Einordnung des Tumors beriicksichtigt.

Die mit Ausnahme des Prostata-Karzinoms &hnlichen Werteverteilungen der verschiedenen
Tumorarten bzw. —lokalisationen bestétigte die Unspezifitidt der Nukleosomenfreisetzung; die
grole Bandbreite der Werte spiegelte die Heterogenitit innerhalb einer Tumorart wider.
Rasch progrediente Tumoren mit hdufig guter Perfusion wie das Bronchialkarzinom, aber
auch das oft erst in fortgeschrittenem Stadium diagnostizierte Ovarialkarzinom fielen dabei
durch hohere Werte, langsam und lokal wachsende Tumoren mit einem zum
Diagnosezeitpunkt hédufig kleinen Volumen hingegen mit niedrigen Wertlagen auf. Eine
tendenziell dhnliche Beobach-tung mit kleineren Personenzahlen wurde auch von Leon et. al.

(Leon 1977) berichtet.

Hinsichtlich des Tumorstadiums, der Tumorgrof3e, des Lymphknotenbefalls, Metastasierungs-
und Differenzierungsgrads konnten bei fast allen Tumorarten in unserer Untersuchung keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Diese Ergebnisse iiberraschten zunéchst;
waren doch bei groBeren Tumoren in fortgeschrittenen Stadien hohere Nukleosomenwerte
aufgrund des gesteigerten Zellumsatzes angenommen worden. Allerdings ist auch ein

Szenario vorstellbar, das die hohen Werte bei kleinen Tumoren in frithen Stadien erklért:
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Eine hohe Zelltodrate ist zunédchst noch in der Lage, die Zellzahl trotz einer bereits massiv
erhohten Proliferationsrate anndhernd konstant zu halten. In der weiteren Tumorentwicklung
gewinnt der proliferative Aspekt jedoch ein Ubergewicht, da durch genetische Mutationen,
beispielsweise von Bcl 2 oder p53, Resistenzmechanismen gegen die Zelltodinduktion oder —
ausfiihrung entstehen. Somit kommt es auch zu einem relativen Riickgang der Freisetzung
von Zellbestandteilen. Mit zunehmender Invasivitit wird umgebendes Gewebe durch Tumor-
induzierten Zelltod zerstort, wodurch wieder vermehrt Zellbestandteile wie Nukleosomen
ausgeschiittet werden. Bei einer anzunehmenden, ausgepréigten intra- und interindividuellen
Heterogenitit der ablaufenden Prozesse ist die mangelnde Einordnung der Tumorstadien und
damit in Verbindung stehender Kriterien durch die Konzentration zirkulierender

Nukleosomen im Serum verstiandlich.

Nichtsdestotrotz grenzte sich die Gruppe gastrointestinaler Tumoren als ganze davon ab. Bei
ihnen zeigte sich eine Abhingigkeit der Nukleosomenwerte hinsichtlich des Tumorstadiums,
der TumorgroBe und des Metastasierungsgrads in dem urspriinglich erwarteten Sinne von
ansteigenden Wertlagen bei zunehmender Progredienz und Ausdehnung der Erkrankung. Von
diesen drei Kriterien hatte der Metastasierungsgrad dabei den stirksten Einfluss auf die
Nukleosomenwerte. Da bei unserer Evaluation der Anteil von Personen mit gastrointestinalen
Tumoren an der Gesamtgruppe aller Tumorpatienten hoch war, fand sich auch dort eine
Korrelation der Nukleosomenwerte mit Tumorstadium, -gro3e und Metastasierungsgrad; bei
der Betrachtung ohne Beriicksichtigung der gastrointestinalen Tumore verschwand dieser
Zusammenhang. Moglicherweise findet bei dieser Subgruppe von Tumoren der Riickgang der
ausgleichenden Zelltodrate schon in einem prikanzerdosen Stadium statt, so dass der
Zellumsatz als ganzes entscheidende Bedeutung erhilt. Alternativ konnte gastrointestinalen

Tumoren ein abweichendes Entwicklungsmodell zugrunde liegen.

Die Auswertung der Nukleosomenwerte nach dem histologischen Subtyp konnte nur
unvollstindig vorgenommen werden, da nicht bei allen Patienten feingewebliche Befunde
vorlagen und bei einigen Tumorentititen wie dem Ovarial-, Uterus- oder Nierenkarzinom
vielfiltige Einzelbefunde schwer zu kategorisieren waren. Bei Vergleich der zahlenméBig am
stiarksten vertretenen Gruppen kristallisierte sich das Plattenepithelkarzinom mit deutlich
hoheren Werten gegeniiber Adeno- und anderen Karzinomen heraus. In der Analyse einzelner

Tumore konnte dieser Unterschied jedoch nicht nachvollzogen werden.
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Leon et. al. (Leon 1977) konnten bei multiplen Tumoren ebenfalls keine Beziehung zwischen
den DNA-Wertlagen und der Lokalisation oder Grof3e eines Tumors herstellen. Jedoch hatten
Patienten mit metastasierten Tumoren signifikant hohere Werte als Patienten im nicht
metastasierten Stadium. Auch Fournie et. al. (Fournie 1995) und Maebo et. al. Maebo (1990)
wiesen bei Patienten mit metastasiertem Lungenkarzinom ebenfalls signifikant hohere Werte
im Vergleich zum lokal begrenzten Lungenkarzinom nach. Hingegen fanden Kuroi et. al
(Kuroi 1999, 2001) bei Patientinnen mit Mammakarzinom weder eine Korrelation der
Nukleosomenwerte mit dem Metastasierungsgrad, noch mit der TumorgroBe, dem
Lymphknotenbefall, dem histologischen Subtyp, dem Hormonrezeptorstatus oder dem

Menopausenstatus.

Bei allen genannten Studien wie auch bei unseren Untersuchungen zeigten sich grof3e
Uberschneidungsbereiche der Wertlagen verschiedener Tumorstadien, wodurch die
Trennschérfe limitiert wurde. Im individuellen Fall ist ein FEinsatz der spontanen

Nukleosomen-konzentration im Serum zu Stagingzwecken somit nicht sinnvoll.

Ursprung der Nukleosomen im Serum

Aus der im Serum quantifizierten Konzentration an Nukleosomen allein kann nicht
unmittelbar auf deren Ursprung geschlossen werden. Sie konnen von Tumorzellen stammen,
sofern diese Anschluss an das GefdBlsystem gefunden haben, aulerdem von Zellen des den
Tumor umgebenden Gewebes, aber auch allgemein von zirkulierenden Leukozyten,
insbesondere von stimulierten oder apoptotischen Lymphozyten sowie von abgeschilferten

Endothelzellen (Anker 1975; Stroun 2000; Jahr 2001; Lichtenstein 2001).

Qualitative Untersuchungen an zirkulierender DNA, die zumeist in nukleosomaler Form
vorliegt, mittels Stabilititspriifung der Doppelstrangstrukturen zeigte, dass ein groer Anteil
neoplastische Charakteristika aufweist (Stroun 1989). Auch wurden Mutationen an
Onkogenen oder Tumor-Suppressor-Genen in tumordser und plasmatischer DNA festgestellt,
so zum Beispiel K-ras Mutationen beim Pankreas- (Sorenson 1994; Yamada 1998; Mulcahy
1998; Castells 1999), bei kolorektalen (Anker 1997), gastrointestinalen (Mulcahy 2000;
Sorenson 2000), und Bronchial-Karzinomen (Cooper 1997; Schneider 2000) sowie bei der

chronisch myeloischen Leukdmie (Vasioukhin 1994). Ebenso wurden bei verschiedenen
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Tumorarten Mikrosatellitenverdnderungen in der DNA aus Tumorzellen wie auch im Plasma
oder Serum nachgewiesen, so Bronchial- (Chen 1996; Sozzi 1999; Bruhn 2000; Gonzales
2000), HNO- (Nawroz 1996), Nierenzell- (Goessl 1998) und Mammakarzinom (Mayall 1999;
Shaw 2000) sowie beim Melanom (Nakayama 2000). Des Weiteren konnten tumor-
spezifische, epigenetische Phidnomene wie Hypermethylierungen von CpG-Inseln in
Promotoren von Tumor-Suppressor-Genen hédufig in Plasma-DNA von Tumorpatienten

identifiziert werden (Baylin 1998, 2000; Esteller 1999, 2001; Herman 2000a,b).

Obwohl auf vielfiltige Weise gezeigt werden konnte, dass plasmatische DNA tumordsen
Ursprungs sein kann, gibt es unterschiedliche Angaben, wie grofl deren Anteil an der
gesamten im Serum oder Plasma zirkulierenden DNA ist. Wahrend Studien, die ein hdufig
paralleles Vorkommen von tumor-spezifischen Verdnderungen an DNA aus dem
Tumorgewebe und dem Plasma konstatierten, von einem hohen Prozentsatz tumordser DNA
im Plasma ausgehen (Chen 1996, Nawroz 1996, Goessl 1998), schitzen Studien, bei denen
jene Verdanderungen seltener in Plasma-DNA vorzufinden waren, den Anteil von tumordser

DNA geringer ein (Anker 1997).

Jahr et. al. untersuchten plasmatische DNA von Personen mit verschiedenen Tumoren nach
mehreren genetischen, tumor-spezifischen Merkmalen und identifizierten damit zwischen 3%
und 93% als DNA tumordsen Ursprungs. Dabei wurde ein hoher prozentualer Anteilen von
Tumor-DNA bei Personen beobachtet, die geringere Absolutwerte an Plasma-DNA
aufwiesen, hingegen kleinere Anteile von Tumor-DNA bei Personen, die sehr viel hohere
Absolutwerte hatten (Jahr 2001). Als weitere DNA-Quelle kam das Tumor-umgebende
Gewebe in Frage, das jedoch qualitativ schwer zu charakterisieren ist. T-Lymphozyten und
Endothelzellen wurden von Jahr et al. durch spezifische Marker als Ursprung zirkulierender

DNA nahezu ausgeschlossen (Jahr 2001).

Eine einfache Methode, den Anteil tumordoser DNA abzuschitzen, bietet sich mit der
parallelen Bestimmung von Tumor-assoziierten Antigenen an, die von Tumorzellen sezerniert
werden (wie NSE oder PSA) oder die von Zugrundegehenden Zellen freigesetzt werden (wie
Cytokeratine). Korrelationen der DNA-Plasma-Konzentration wurden bereits mit der NSE

und LDH beim Bronchialkarzinom gefunden (Fournie 1995).
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Freisetzung und Migration der Nukleosomen in die Blutbahn

Auf welche Art die entsprechenden Tumor- oder Gewebezellen zugrunde gehen und DNA
beziehungsweise Nukleosomen freisetzen, ist anhand der im Serum oder Plasma vorge-
fundenen nukleosomalen DNA nicht einfach nachzuvollziehen, zumal Endonukleasen im Blut
eine weitere Fragmentierung und Degradierung der Nukleosomen bewirken. Auch wird mit
zunehmender Kenntnis der vielfiltigen Zelltodformen, die gewebe-spezifischen Eigenheiten

unterliegen kdnnen, die Zuordnung komplexer und uniibersichtlicher (Leist 2001).

In der vereinfachenden Dichotomie zwischen Apoptose und Nekrose machten Jahr et. al. Auf-
grund der tlberwiegend mono- und oligonukleosomalen Grundstruktur plasmatischer
DNA.die sie auch in einem Zellkulturexperiment durch artifizielle Apoptose-Induktion
erhielten, vor allem apoptotischen Zelltod fiir die Freisetzung plasmatischer DNA
verantwortlich.  Artifizielle Nekrose-Induktion fiihrte im Zellkulturexperiment zur
Ausschiittung groBerer polynukleosomaler Fragmente, die sie im Plasma von Tumorpatienten
nur in geringem MaRB vorfanden (Jahr 2001). Auch wenn mit diesem Versuch nur eine
Anndherung an die realen, komplexen Gegebenheiten gelingt, wird dabei doch der Einfluss
von apoptotischen oder Apoptose-dhnlichen Zelltodformen fiir die Freisetzung von

Nukleosomen ins Serum oder Plasma deutlich.

Nur wenig ist derzeit dariiber bekannt, auf welche Weise Nukleosomen nach ihrer Freisetzung
schlieBlich in die Blutbahn gelangen. Aufgrund der effektiven Phagozytose apoptotischer
Zellbestandteile durch Nachbarzellen und Makrophagen miissten sie wihrend oder kurz nach

Absterben der Zelle inkorporiert und abgebaut werden (Wyllie 1980a; Kerr 1994).

Moglicherweise kommt es bei einem Tumor mit zunehmendem Wachstum zu einem
Sauerstoff-Engpass aufgrund einer unzureichenden Vaskularisation. Dabei sterben im und um
den Tumor ein Vielzahl von Zellen ab. Durch dieses ausgeprigte Zelltodvorkommen sind die
Eliminationsmechanismen moglicherweise liberfordert oder sie sind in ihrer Effizienz im
Tumor-nahen Bereich eingeschrinkt. Auflerdem konnen die auBerhalb der apoptotischen
Korperchen freigesetzten Fragmente nicht mit einem Phagozytose-Signal opsoniert und somit
schwerer zu erkennen sein. Sofern die Nukleosomen den Entsorgungsmechanismen
entkommen, kénnen sie einen Zugang in die Blutbahn finden. Auf welche Weise sie dorthin
gelangen, wie sie sich vor einer spéteren Beseitigung schiitzen und ob sie eine physiologische

Aufgabe besitzen, wird sich erst noch zeigen miissen.
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Klinische Wertigkeit der Nukleosomen bei Longitudinaluntersuchungen

Durch die unspezifische und interindividuell heterogene Freisetzung der Nukleosomen eignet
sich die Nukleosomenkonzentration im Serum erwartungsgemal nicht fiir diagnostische oder
differentialdiagnostische Zwecke. Ahnlich wie bei anderen generellen Zelltodmarkern wie der
Laktatdehydrogenase (LDH) konnte jedoch der intraindividuelle Longitudinalverlauf
wichtige Informationen {iber den Verlauf einer Krankheit, das Ansprechen einer Therapie
oder die Entwicklung eines Rezidivs bieten. Die Voraussetzung dafiir wurde durch die

Stabilitdt der Werte bei gesunden Personen im Tages- und Wochenverlauf geschaffen.

Kinetik bei Patienten mit akuten Infekten wéahrend Antibiose

Im Verlauf von bakteriell entziindlichen Erkrankungen stiegen in der Akutphase die
Nukleosomenwerte — oft parallel oder leicht verzogert zum C-reaktiven Protein — stark an.
Ausloser dieser enormen Nukleosomenfreisetzung sind vermutlich die Bakterien selbst, die in
neutrophilen Granulozyten Zellen des Retikulo-Endothelialen Systems (RES) oder Gewebe-
zellen Zelltod induzieren: Wihrend im Zusammenhang mit Escherichia coli-, Staphylokokkus
aureus- und Shigella flexneri-Infektionen apoptotische Prozesse beschrieben wurden,
verursachten Pseudomonas aeruginosa auch onkotischen Zelltod in RES-Zellen (Kim 1998;

Watson 1996; Hofer 1996; Zychlinsky 1992; Dacheux 2000).

Auf diese Angriffe der Bakterien reagiert der Organismus mit einer Erh6hung der Akut-Phase
Proteine, unter anderem dem C-reaktiven Protein (CRP), und mobilisiert das unspezifische
und spezifische Immunsystem. Eine erfolgreiche Abwehr der infektiosen Antigene wie auch
der effiziente Einsatz antibiotischer Medikamente zeigt sich an der Reduzierung der Bakte-
rienzahl; in der Folge gehen weniger humane Zellen zugrunde, wodurch auch die Freisetzung
von Nukleosomen abnimmt. Die Abwehrreaktion einschlieBlich der Erhéhung der Akut-Phase
Proteine wird riickldufig und eine Besserung des Befindens tritt ein. Mit diesem Szenario geht
der Verlauf der Nukleosomenkonzentration im Serum bei den meisten der untersuchten

Verldufe in Einklang. Ebenso ist die hiufig anzutreffende Parallelitdt zum CRP einsichtig.

Ein Ausbleiben des Anstiegs der Nukleosomenwerte wurde bei einem Patienten mit massiver
Panzytopenie beobachtet. In diesem Fall fehlte den Bakterien der Angriffspunkt oder die

Aktivierung des Immunsystems erfolgte nur eingeschrinkt.
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Bei Patienten mit bakteriellen Infekten kann die Verlaufsbestimmung der Nukleosomen im
Serum als zusidtzlicher Parameter zur Abschétzung der Akuitét der Erkrankung herangezogen
werden. Allerdings ist dabei auf den Zusammenhang mit dem CRP und den Leukozyten zu
achten. Einem eventuellen klinischen Einsatz sollten unbedingt Studien mit definierten
Erkrankungen und Therapieschemata vorangehen, bei denen besonderes Augenmerk auf den
Vergleich mit anderen laborchemischen Parametern — insbesondere mit Zytokinen — gelegt
wird. Bisher ist lediglich eine vorldufige Studie zur Bestimmung von DNA im Plasma von
wenigen Patienten mit Sepsis verdffentlicht, die jedoch keine Verlaufsbeobachtungen
beinhaltet (Martins 2000). Jedoch ist der Effekt der Nukleosomenfreisetzung nach Exposition
gegeniiber bakteriellen Lipopolysacchariden, Hepatitis-A Viren bzw. zytotoxischen T-Zellen
und natiirlichen Killerzellen aus Experimenten am Tiermodell sowie in Zellkulturen bereits
langer bekannt (Bret 1990; Boender 1989). Die Nukleosomen- bzw. DNA-Konzentration im
Plasma und Serum wurde von Bret et. al. und Boender et. al. deshalb als Index fiir die in vivo

Zytotoxizitit beschrieben.

Kinetik bei Patienten mit malignen Tumoren nach operativer Therapie

Bei operativen Eingriffen sind die Einflisse mehrerer Faktoren auf die
Nukleosomenfreisetzung ins Serum zu beachten: Da durch die Tumorektomie die vermutlich
urspriingliche Quelle der Nukleosomen entfernt wird, sollte die postoperative
Nukleosomenkonzentration im Serum unter den priatherapeutischen Werten liegen. Allerdings
sanken die Werte nur selten in Wochenfrist unter das prétherapeutische Niveau ab. Dies
deutet darauf hin, dass intraoperative Prozesse zu einer nachhaltigen Nukleosomenfreisetzung

fihrten oder die Elimination der Nukleosomen aus dem Blut reduzierten.

Besonders durch chirurgische Interventionen grolen Ausmalles wie intraabdominale oder —
thorakale Eingriffe werden erhebliche Gewebeschidden verursacht, die eine perioperative
Erhohung der Nukleosomenwerte erklaren. In unseren Untersuchungen war tatsédchlich bei
vielen Patienten wéhrend oder nach der Operation ein Anstieg der Werte zu beobachten, der
von interindividuell unterschiedlicher Ausprigung und Dauer war. Allerdings zeichnete sich

keine Korrelation eines typischen Werteverlaufs mit bestimmten Operationsvarianten ab.
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Als zusédtzliche EinflussgrofBe spielt die ebenfalls interindividuell sehr heterogene
Akutreaktion des Organismus auf die Operation eine wesentliche Rolle: Das Alter des
Patienten, Begleiterkrankungen, Vortherapien, die Dringlichkeit des Eingriffs sowie die

aktuelle korperliche Verfassung des Patienten sind dafiir von Bedeutung.

Komplikation infektidser Art konnen bereits intraoperativ, bevorzugt jedoch etwa eine Woche
nach der Intervention auftreten. Wie bei Patienten mit akut infektiosen Erkrankungen bereits
geschildert, konnen dadurch grofle Mengen an Nukleosomen freigesetzt werden, die dann —
wie bei mehreren Patienten ersichtlich ist — eine postoperative Erhohung der Serumwerte mit
einer etwa einwoOchigen Verzdgerung zur Folge haben. In mehreren Féllen entwickelten sich

die CRP- oder Leukozytenwerte parallel zu den Nukleosomenwerten.

Neben den typischen Verldufen mit postoperativem Anstieg und langsamem Abfall fielen die
Werte bei einigen Patienten, durchaus mit ausgedehnten Eingriffen, primir ab. Abgesehen
von der individuellen Komponente eines jeden Falles, konnte der Anstieg zeitlich
iibersprungen, das Eliminationssystem der Nukleosomen durch die Operation weniger
beeintrachtigt, die Akutreaktion weniger stark ausgepridgt oder keine Komplikationen

aufgetreten sein.

Die Bedeutung und Relevanz der Nukleosomenkinetik fiir den Einsatz im klinischen Alltag
ist durch die vielen Einfluss nehmenden Faktoren vor, wihrend und nach dem operativen
Eingriff sicher nur begrenzt. Moglicherweise konnen in der Frithphase Patienten identifiziert
werden, die im weiteren Verlauf Komplikationen entwickeln. Dafiir bedarf es jedoch groBerer
Studien, die Patienten mit definierten Erkrankungen und vergleichbaren Interventionen sowie

einen Vergleich mit anderen laborchemischen Entziindungsparametern einschlie3en.

Ostermeier et. al. untersuchten bereits die Nukleosomenkonzentration im Plasma von 20
Patienten 24 Stunden nach einem groBeren chirurgischen, gastrointestinalen Eingriff. Sie
fanden deutlich hohere Werte als bei gesunden Kontrollpersonen, ebenso eine vermehrte
Expression des CD95-Antigens. Allerdings fiihrten sie keine Korrelationen mit den weiteren

klinischen Verldufen oder eventuellen Komplikationen durch (Ostermeier 1999).
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Kinetik bei Patienten mit malignen Tumoren wahrend Chemotherapie

Die bei systemischen und metastasierten, soliden Tumorerkrankungen zur Anwendung
kommenden chemotherapeutischen Strategien haben die gezielte Induktion von Zelltod in
Tumorzellen zum Ziel. Aufgrund der systemischen Wirkung auf alle schnell proliferierenden
Zellen werden jedoch auch Lymphozyten, himaotpoetische Vorlauferzellen, Darmepithelien
und Zellen der Spermatogenese lethal geschiddigt (Hendry 1997).

Der héufig nur wenige Tage nach der Applikation chemotherapeutischer Medikamente
festgestellte steile Anstieg der Nukleosomenkonzentration im Serum ist somit auf die enorme
Freisetzung aus zugrunde gehenden Tumorzellen wie auch aus normalen Blut- und

Gewebezellen zuriickzufiihren.

Zelltodinduktion durch Zytostatika

In physiologischer Dosierung induzieren viele Zytostatika in den Zielzellen apoptotischen
Zelltod (Mesner 1997b; Hannun 1997; Savitz 1998; Seiter 1998; Tolis 1999; Mani 2000; Pace
2000; Eichhorst 2001; Stahnke 2001). Wahrend einige Chemotherapeutika direkt iiber eine
Interaktion mit DNA, RNA oder Proteinen sowie iiber einen Eingriff in den Zellzyklus ihre
Wirkung entfalten, wurde bei mehreren eine Einbeziehung des Fas/APO-1/CD95 System
nachgewiesen, welches die Vermittlung des Zelltodsignals iibernimmt (Fulda 1998b; Friesen
1999, Debatin 1999). Je nach Zelltypus sowie Art und Dosierung der Medikamente werden
jedoch auch eine Fas/APO-1/CD95-unabhéngige Zelltodinduktion wie auch génzlich andere
Zelltodformen mit onkotischen oder gemischten Anteilen beobachtet (Hannun 1997,

Granville 1998; Fulda 2001b; Herr 2001; Leist 2001).

Das zeitliche Auftreten wie auch die Ausprigung der maximalen Zelltodinduktion variierte
sowohl bei Verwendung verschiedener Medikamente in einem definierten Tumor wie auch
bei Verwendung eines definierten Priparats bei verschiedenen Tumoren und der Verwendung
unterschiedlicher Dosierungen eines definierten Zytostatikums: Fiir Cisplatin wurden ein
Maximum 12 bis 48 Stunden nach der in vivo-Verabreichung an Mause mit Mamma- und
Ovarialkarzinomen beschrieben. Dabei stieg die Zelltodrate in den ersten 12 bis 18 Stunden
steil an, blieb dann auf hohem Niveau und fiel nach 48 Stunden langsam ab. Nach 72 Stunden
waren wieder die urspriinglichen Werte erreicht. Eine Steigerung der Dosierung fiihrte zu ho-

heren Zelltodraten und einer gréferen Latenz bis zum Eintreten des Maximums (Meyn 1995).
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Ahnliche Verhiltnisse ergaben sich fiir Taxol bei Miusen mit Mamma- und
Ovarialkarzinomen: Wéhrend die Apoptoserate nach der ersten Taxolgabe um mehr als das
Vierfache anstieg, war sie nach der zweiten Gabe nur geringfiigig erhoht (Milas 1995). Bei
der Anwendung von Cyclophosphamid bei den oben genannten Mausmodellen trat das

Maximum bereits nach 12 bis 24 Stunden auf (Meyn 1994a).

Auftreten und Elimination von Nukleosomen im Serum

Wird zu den Maxima dieser anhand histologischer Kriterien quantifizierten Apoptoseraten
eine zusidtzliche Frist flir die Desintegration der Zellmembran, die Freisetzung der
Nukleosomen in den extrazelluliren Raum und die Migration in Blutgefdfle eingerechnet,
stimmt das in unseren Untersuchungen bei vielen Patienten beobachtete Maximum der
Nukleosomenkonzentration im Serum nach 24 bis 72 Stunden mit diesen experimentellen
Daten iiberein. Auch erkliren sich dadurch interindividuelle Unterschiede aufgrund
unterschiedlicher Tumorarten sowie Art und Dosierung der eingesetzten Zytostatika. Um
vergleichbare FErgebnisse zu erhalten, miissten somit Patienten mit definierten

Tumorerkrankungen und Therapieschemata untersucht werden.

In der Literatur finden sich nur wenige Verlaufsuntersuchungen mit zirkulierenden
Nukleosomen oder DNA, dazu an geringen Patientenzahlen: Kuroi et. al. bestimmten die
Nukleosomenkonzentrationen im Plasma von vier Patientinnen mit rezidivierendem
Mammakarzinom, die mit Taxol behandelt wurden, und konnten einen Anstieg 24 Stunden
nach Therapiebeginn feststellen. Nach 72 Stunden waren wieder die urspriinglichen

Ausgangswerte erreicht (Kuroi 2001).

Auch in unseren Untersuchungen sanken die Nukleosomenwerte schon bald nach Beendigung
des jeweiligen Behandlungszyklus mehr oder weniger schnell auf ein niedriges Niveau ab,
das vermutlich die spontane Nukleosomenfreisetzung widerspiegelte. Fiir die
Geschwindigkeit und den Grad des Werteriickgangs ist neben dem Nachlassen der Zelltod-
induzierenden @ Wirkung der Zytostatika die Intaktheit wund Effizienz der

Eliminationsmechansimen von Nukleosomen aus dem Blut von wesentlicher Bedeutung.

Gelegentlich beobachtete protrahierte Anstiege mit spiten, langsamen Abfillen konnten

neben einer verzogerten Zelltodinduktion auch durch eine insuffiziente Elimination oder
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infektidse ~ Uberlagerungen hervorgerufen werden. Da jedoch myelosuppressive
Nebenwirkungen, die infektiose Komplikationen begiinstigen, meist erst nach zehn bis 14
Tagen in Erscheinung traten, konnte der Therapie-induzierte Effekt von Infektions-bedingten

UnregelméBigkeiten der Nukleosomenwerte in der Regel gut abgegrenzt werden.

Der klassische Verlauf mit einem schnellen Anstieg und darauf folgenden Abfall der Werte
war in dhnlicher Form oft auch in den folgenden Zyklen zu beobachten. Haufig waren die
Veranderungen der Nukleosomenkonzentration im Serum geringer ausgepragt. Besonders bei
Patienten mit einer Riickbildung des Tumors nahmen sowohl die priazyklischen
Ausgangswerte wie auch die durch die Therapie induzierten Anstiege im weiteren
Therapieverlauf ab. Dies kann als Riickgang der spontanen Freisetzung von Nukleosomen
sowie der Anzahl Zytostatika-sensibler Zellen bei abnehmender Tumormasse gewertet
werden. Bei Patienten mit progredienter Erkrankung hingegen waren die priazyklischen
Ausgangswerte hdufig nicht riickldufig als Ausdruck einer verbleibenden oder zunehmenden
Aktivitdt des Tumors. Ebenso zeigten sich auch im weiteren Verlauf oft starke Wertanstiege,

die auf die Zahl nachgebildeter sensibler Tumorzellen schlieBen lieen.

Allerdings konnten die Therapie-induzierten Nukleosomenerhohungen auch auf den Verlust
von Lymphozyten oder anderen chemosensiblen Zellen zuriickgehen: So wurde bei einigen
Patienten wahrend postoperativ adjuvanter Chemotherapie, bei denen allenfalls noch geringe
Tumorreste vorhanden waren, hohe Wertlagen nach Applikation der Therapie erreicht. Da
dieses Phinomen nur bei einem Teil der postoperativ chemotherapierten Patienten auftrat,
konnte die hohe Sensibilitdt von physiologischen Blut- oder Gewebezellen fiir den weiteren

Krankheitsverlauf von Bedeutung sein (Hendry 1997).

Andererseits zeigten einige Patienten mit progredienter Tumorerkrankung einen Abfall der
spontanen wie auch ein Ausbleiben der Therapie-induzierten Zelltodrate und Nukleosomen-
freisetzung. Wiahrend der Tumorigenese, der weiteren Progression und besonders wéhrend
antitumoroser Therapie finden eine Vielzahl von Mutationen — auch in Zelltod-regulierenden
Gensequenzen — statt. So entwickelte Resistenzen gegeniiber der Apoptose-Induktion bieten
Tumorzellen Uberlebensvorteile und gewihren ihnen Immunitit gegeniiber chemo-
therapeutischen Attacken (Sinicrope 1995; Reeve 1996; Weller 1998; Eliopoulos 1998;
Miiller 1998; Ferreira 1999; Sigal 2000; Sierra 2000; Shi 2002).
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Am bekanntesten sind p53- und Bcl-2 Mutationen. Mutante p53 Zellen besitzen eine erhohte
Chemoresistenz beim Ovarial- (Buttista 1997), Rektum- (Sakakura 1998) und Bronchial-
karzinom (Hashimoto 1999; Mitsudomi 2000) ferner beim Mammakarzinom (Clahsen 1998),
Sarkom (Goto 1998) und gastrointestinalen Karzinomen (Lenz 1998). Andere Autoren fanden
keine direkte Korrelation zwischen p53-Mutationsstatus und Resistenz gegeniiber Zytostatika
(reviewed in Ferreira 1999). In vielen Tumorarten wurde auch der Einfluss der Bcl-2 Familie
auf die Chemosensitivitdt untersucht. Bei lymphatischen Erkrankungen kam dem Verhéltnis
von proapoptotischem Bax zu antiapoptotischem Bcl-2 groBe Bedeutung zu. Bei Uberwiegen
von Bax wurde ein deutlich besseres Ansprechen der Chemotherapie berichtet als bei einer
vornehmlichen Prdsenz von Bcl-2 (Stoetzer 1996). Auch wurde mehrfach eine prognostische
giinstige Bedeutung von Bax, hingegen eine ungiinstige fiir Bcl-2 beschrieben (reviewed in
Konstantinidou 2002). Eine direkte Korrelation wurde zwischen der Expression von Bcl-2
und der Chemosensitivitdt bei verschiedenen Tumorarten hergestellt, so beim Bronchial-
(Pezzala 1993), Ovarial- (Herod 1996), Mamma-Karzinom (Silvestrini 1994), Non-Hodgkin’s
Lymphom (Hermine 1996), und bei weiteren Tumoren unterschiedlichen Ursprungs
(reviewed in Decaudin 1997 und Reed 1997). Daneben wurden auch Mutationen des
Fas/APO-1/CD95-Rezeptorsystems, der am DISC beteiligten Komponenten sowie der
Caspasen-Kaskade bei chemoresistenten Zelllinien nachgewiesen (Los 1997; Fulda 1998a;

Zheng 1999; Igney 2002).

Bei einer derartigen Resistenzentwicklung vor oder wihrend der durchgefiihrten
Chemotherapie sind keine starken Erhohungen der bei Apoptose freigesetzten
Zellbestandteile, wie den Nukleosomen, im Blut zu erwarten. Dementsprechend kénnen die
spontanen Werte trotz progredienter Erkrankung abfallen. Ebenso resultieren dann wéhrend

der Zyklen nur geringe Verdanderungen der Nukleosomenmenge im Serum.

Abweichend vom klassischen Verlauf wurden dariiber hinaus bei unseren Untersuchungen in
einigen Fillen schon wéhrend des ersten Zyklus primér abfallende Nukleosomenwerte ohne
den charakteristischen Anstieg vorgefunden. Besonders einige Patienten mit einer
lymphatischen Neoplasie hatten bereits priatherapeutisch stark erhohte Werte, die wihrend der
Therapie steil abfielen. Hier iiberdeckte die initial hohe, spontane Zelltodrate den Therapie-
induzierten Effekt; der Abfall spiegelte den Riickgang der in der Zirkulation befindlichen

Zellpopulation mit hohem Zellumsatz wider.
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Korrelation der Nukleosomenkinetik mit dem klinischen Ansprechen auf
Chemotherapie

Das Ansprechen der Chemotherapie bei den untersuchten Patientengruppen entsprach
weitgehend den Erwartungen: In der Gruppe der Patienten mit Bronchialkarzinom befand sich
ein groBer Anteil von Patienten mit bereits fortgeschrittener, metastasierter Erkrankung, bei
denen per se eine palliative Therapiesituation vorliegt. Somit sind die Ansprechraten beim
nicht-kleinzelligen Karzinom von 50% als liberdurchschnittlich zu werten. Hingegen wére
beim kleinzelligen Karzinom eine hdhere Therapieerfolgsquote als 30% zu erwarten, zumal
es sich meist um Primértherapien handelte, die in der Regel eine deutliche Tumorreduktion

bewirken.

Auch bei Patienten mit kolorektalen Karzinom zeigten sich erhebliche Unterschiede der
Ansprechraten zwischen lokal begrenzten und metastasierten Tumorerkrankungen. Im
Gegensatz zum Bronchialkarzinom hatten primdre Therapien weniger Erfolg als
Rezidivtherapien. Jedoch waren die Patientenzahlen in den Vergleichsgruppen ungleich und
gering. Am besten sprachen Patienten auf eine adjuvante Therapie an, wobei auffillt, dass alle
Patienten mit einem Tumor im Dukes C-Stadium rezidivfrei blieben, wiahrend Tumore im

Dukes D-Stadium auch unter Therapie progredient waren.

Bei Patienten mit Lymphomen wurde erwartungsgemdll ein hohe Therapieansprechrate
beobachtet. Davon hoben sich lediglich Patienten mit Rezidivtherapie mit einer niedrigeren

Erfolgsquote ab. Hinsichtlich der Stadieneinteilung ergaben sich nur geringe Unterschiede.

In der Gruppe der sonstigen Karzinomen sammelten sich mit dem Pankreas-,
Osophaguskarzinom sowie dem Sarkom Tumorarten mit ohnehin schlechter Chemotherapie-
Ansprechrate, die sich dazu alle in metastasierten Stadien befanden und zumeist schon eine

Rezidivtherapie erhielten. Somit ist die schlechte Erfolgsquote nicht erstaunlich.

Auswahl der Blutabnahme-Zeitpunkte und der Parameter fir die spontane und

Therapie-induzierte Nukleosomenfreisetzung

Die Zeitpunkte der Blutentnahme wurden so gewéhlt, dass einerseits anhand der Basiswerte
vor jedem neuen Therapiezyklus der Verlauf der spontanen Nukleosomenfreisetzung

kontrolliert werden konnte. Andererseits wurden wihrend des ersten Zyklus und nach
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Moglichkeit auch bei den weiteren Zyklen zumindest der vortherapeutische Werte sowie die
Werte an den Therapietagen zwei und vier erhoben, da initial engmaschigere Blutabnahmen

gezeigt hatten, dass sich der Therapie-induzierte Effekt dadurch abbilden lief3e.

Als limitierend fiir den Vergleich der Therapie-induzierten Nukleosomenfreisetzung zwischen
Patienten einer Tumorgruppe wie auch verschiedener Tumorgruppen erwies sich die
Verwendung unterschiedlicher Therapieschemata. Da die maximale Zelltodinduktion fiir
verschiedene Substanzen zeitlich variiert (Meyn 1994a, 1995; Kanduc 2002), konnte nicht
gewihrleistet werden, dass mit diesem Blutabnahmeschema auch die maximale
Nukleosomenfreisetzung erfasst wurde. Auch erstreckten sich die Therapieprotokolle iiber
unterschiedlich lange Zeitrdume, so dass die Beobachtungsdauer nicht einheitlich war. Fiir
zukiinftige, vergleichende Untersuchungen sollte deshalb unbedingt auf eine genaue
Definition der Tumorerkrankungen und -stadien sowie der Therapieschemata und

Abnahmemodalititen geachtet werden.

Die spontane Nukleosomenfreisetzung als Ausdruck der Aktivitdt des Tumors kann bestimmt
werden, wenn kein Einfluss einer Therapie oder eines akut entziindlichen Prozesses vorliegt.
Da aufgrund ihrer kurzen Halbwertszeit die durch die Therapie freigesetzten Nukleosomen in
den mehrwochigen Therapiepausen mit hoher Wahrscheinlichkeit entfernt werden, geben die
Basiswerte vor jedem therapeutischen Zyklus die momentane spontane Nukleosomen-

konzentration im Serum wider, die auf dem Zellumsatz des Tumors basiert.

Zur vergleichenden Bewertung eignen sich auBerdem die Quotienten der Basiswerte mit dem
Ausgangswert. Fiir die vorliegende Auswertung wurden die Basiswerte der ersten drei Zyklen
sowie die Quotienten der Basiswerte des zweiten und dritten Zyklus® mit dem ersten
herangezogen. Da bei Beginn einer Therapie die stirkste Reduzierung der Tumorzellzahl
vermutet wurde, sollten sich in diesen Indikatoren die groften und aussagekréftigsten
Verdnderungen zeigen. Zusidtzlich wurde der Basiswert zum Zeitpunkt der
Staginguntersuchungen als Endpunkt in die Auswertung aufgenommen. Um die Dauer und
Geschwindigkeit des Werteabfalls zu beriicksichtigen wurde der absolute und prozentuale

tiagliche Abfall sowie die Halbwertszeit rechnerisch ermittelt.
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Akute infektiose Komplikationen fiihrten meist zu einer Verschiebung des geplanten
Therapiezyklus, so dass bei der Weiterbehandlung — bis auf wenige Fille — keine
Verfilschung der Nukleosomenwerte dadurch zu erwarten waren. Selten wurde die Therapie
trotz eines Infektes durchgefiihrt. Dann wurden die Werte nicht in die Auswertungen

eingeschlossen.

Fiir die Beurteilung der Therapie-induzierten Nukleosomenfreisetzung kamen eine Reihe von
Parametern wie die Latenz, Hohe und Steilheit des Anstieges, die Verzogerung und
Geschwindigkeit des Abfalls und die erreichten Minimalwerte in Frage. Um eine
Vergleichbarkeit der Verldufe trotz der wunterschiedlichen Therapieschemata und
Therapiedauer zu erhalten, wurde die Auswertung der Therapie-bedingten Verdnderungen der
Nukleosomenkonzentration im Serum auf das wihrend der Behandlung erreichte Maximum
und dessen Verhiltnis zum Ausgangswert beschriankt. Fiir weitere Studien empfiehlt sich die
Einhaltung eines strikten Blutabnahme-Programms um die Vergleichbarkeit zu erhhen und

die Anstiegssteilheit und Abfallsgeschwindigkeit direkt bestimmen zu kdnnen.

Korrelation der Parameter fir die spontane und Therapie-induzierte Nukleosomen-

freisetzung mit dem Therapieverlauf wahrend Chemotherapie

Wie schon nach den Ergebnissen der Querschnittsuntersuchung mit der groen Bandbreite an
pratherapeutischen Nukleosomenkonzentrationen im Serum zu vermuten war, konnte anhand
der Basiswerte vor dem ersten Zyklus weder bei der Gesamtbetrachtung aller Tumore noch
einzelner Untergruppen das Ansprechen der Therapie vorhergesagt werden. Auch hinsichtlich
der Maximalwerte fand sich bei Patienten mit Remission wie auch mit Progression ein breites
Spektrum an Wertlagen. Weder anhand der absoluten Maximalwerte noch der prozentualen
Anstiege beziiglich des pritherapeutischen Basiswertes konnte die Therapieeffizienz

eingeschitzt werden.

Die Wirkung der Therapie zeigte sich angedeutet bei den Basiswerten vor dem zweiten und
starker dann vor dem dritten Zyklus und zum Zeitpunkt der Staginguntersuchungen. Hier
hatten Patienten mit einer Remission deutlich niedrigere Nukleosomenwerte. Dies ist durch
eine effiziente Reduktion der Tumormasse und/oder -aktivitit — einhergehend mit einer

verminderten Nukleosomenfreisetzung — erklirbar.
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Die Abnahme der Basiswerte driickt sich auch in den Quotienten der Basiswerte vor dem
zweiten, dritten Zyklus und zum Zeitpunkt der Staginguntersuchungen jeweils mit dem
pratherapeutischen Basiswert aus. Besonders eindrucksvoll sind die Ergebnisse zum
Zeitpunkt der Staginguntersuchungen, bei denen ca. 90% der Patienten mit einer Remission
Nukleosomenwerte unterhalb der 95% Perzentile von gesunden Personen (<100 AU) und
einen Abfall von mehr als 50% beziiglich des Ausgangswertes aufwiesen im Vergleich zu nur
je 25% der Patienten mit progredienter Erkrankung. Nukleosomenwerte iiber 200 AU zum
Zeitpunkt der Staginguntersuchungen wurde bei keinem, ein Anstieg der Werte im Vergleich
zum pratherapeutischen Basiswert nur bei einem Patienten mit Remission vorgefunden.
Anhand dieser Kriterien der spontanen Nukleosomenfreisetzung lie3 sich somit mit groBer

Treffsicherheit das Vorliegen einer Progression erkennen.

Allerdings wurden niedrige Werte zum Zeitpunkt der Staginguntersuchungen und starke
Abfille der Basiswerte in mehreren Fillen auch bei Patienten mit progredienten
Erkrankungen beobachtet, so dass eine positive Bestitigung einer Remission mittels der
Nukleosomenkinetik nicht moglich war. Die unterschiedlichen Nukleosomenverldufe bei
progredienten Tumorerkrankungen konnten einerseits durch die Zunahme der Aktivitdt und
des Zellumsatzes, andererseits durch neu auftretende Resistenzen gegen endogene oder

Therapie-bedingte Zelltodinduktion erklirt werden.

Da die Staginguntersuchungen zu verschiedenen Zeitpunkten im Therapieverlauf
durchgefiihrt wurden, war fiir die Bewertung der Therapieeffizienz die Beurteilung des
gesamten Nukleosomenverlaufs sinnvoll und notwenig. Bei einer Remission sanken die
Werte nach eventuell tempordrem Anstieg in niedrige Wertebereiche ab und stiegen mit
Ausnahme von infektiosen Komplikationen nicht mehr an. Bei einer Progression sanken die
Werte meist nicht so deutlich ab, stiegen primér oder sekundér nach einem temporiren Abfall
an oder zeigten einen Verlauf mit stark schwankenden Werten. In Einzelféllen traten jedoch

bei progredienten Patienten auch falsch-negative Befunde auf.

Etwas detaillierter lie sich die Nukleosomenkinetik durch den absoluten und prozentualen
tiaglichen Abfall der Werte sowie durch die Halbwertszeit beschreiben. Dabei wurde insbe-

sondere die Geschwindigkeit des Werteabfalls beriicksichtigt, die fiir Patienten mit Remission
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deutlich grofer war als fiir Patienten mit Progression. Fiir letztere wurde fiir alle drei

Variablen im Median ein negativer Abfall verzeichnet, was de facto einem Anstieg entspricht.

Da aus einer Analyse der klinischen Daten hervorging, dass Patienten mit soliden Tumoren
ohne Fernmetastasen oder Lymphomen signifikant besser auf die Chemotherapie ansprachen
als Patienten mit bereits metastasierten, soliden Tumoren, wurden die Parameter der
Nukleosomenkinetik zusitzlich innerhalb dieser Subgruppen untersucht. Dabei zeigte sich,
dass mehrere Variable — darunter der Basiswert bei Therapieende, das Verhéltnis der
Basiswerte bei Therapieende und -anfang, der absolute und prozentuale tégliche Abfall der
Werte sowie die Halbwertszeit — auch in der klinisch giinstigen und ungiinstigen Gruppe
zwischen Patienten mit Remission und Progression zu unterscheiden vermochten. Somit
erdffnet die Nukleosomen-kinetik neben den klinischen Daten neue Informationsquellen, die
zur Beurteilung der Therapieetfizienz geeignet sind. Diese Ergebnisse gewinnen insbesondere
weiter an praktischer Relevanz, da die Parameter ungeachtet der klinischen Gruppierung
einen wechselseitigen, additiven Einfluss auf das Therapieansprechen aufweisen. Um die
Sicherheit der Bewertung der Therapieeffizienz zu erhéhen, konnen deshalb zu den klinischen
Rahmendaten  gleichzeitig  mehrere  voneinander  unabhidngige  Variablen der
Nukleosomenkinetik herangezogen werden. Besonders viel versprechend ist dabei die
Kombination der Kinetik vom Therapieanfang bis zum -ende sowie dem absoluten Wert zum
Zeitpunkt der Staginguntersuchungen bzw. des Therapierendes, die die besten pridiktiven

Ergebnisse erzielten.

Ahnliche Studien, die eine systematische Bewertung der Therapieeffizienz anhand der
Kinetik der DNA- oder Nukleosomenkonzentration im Blut bei Chemotherapie vornehmen,

sind bislang in der Literatur nicht beschrieben.

Kinetik Tumor-assoziierter Antigene bei Patienten mit malignen Tumoren
wéhrend Chemotherapie

Bei der Bewertung der Verldufe Tumor-assoziierter Antigene wurden einige Pridmissen
gewihlt, welche die komplexe, individuelle Beurteilung der Verldufe im klinischen Alltag
vereinfacht und vergleichbar macht. Allerdings sind der Schematisierung Grenzen gesetzt, die

zum einen auf der Unterschiedlichkeit der Tumor-assoziierten Antigene in ihrer
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Beschaffenheit, Freisetzung, Metabolisierung und Elimination beruhen, zum anderen auf die
Verschiedenartigkeit der verglichenen Tumorentititen in Aggressivitit, Proliferation,

Invasivitit und Therapierbarkeit zuriickzufiihren sind.

Eine inzwischen auch im Routinealltag iibliche Vorgehensweise ist die Identifizierung eines
»fiuhrenden Parameters®, der fiir die Therapieeffizienzkontrolle oder die Erkennung eines
Rezidivs in der Nachsorgesituation herangezogen wird. Allerdings besitzen bei einigen
Tumoren verschiedene Parameter additive Information, wie die NSE und ProGRP beim
kleinzelligen Bronchialkarzinom, so dass dann in der Regel beide Marker im Verlauf verfolgt

werden (Stieber 1999).

Auch die Normierung der Tumor-assoziierten Antigene, die durch die Division durch ihren
jeweiligen Grenzwert vorgenommen wurde, ist géngige Praxis zum Vergleich mehrerer
verschiedener Parameter. Jedoch kommen dadurch auch ungewollt Verzerrungen zustande,
die sich bei den Auswertungen dann zeigten, wenn Median und Mittelwert deutlich
auseinanderklafften. In solchen Fillen nahmen einige extremen Werte starken Einfluss auf die
Masse der sich in einem gemafigten Rahmen bewegenden Werte. GroB3e Diskrepanzen traten
beispielsweise zwischen dem CEA bei kolorektalem Karzinom, welches in mehreren Féllen
nicht oder nur schwach exprimiert wurde, und dem ProGRP beim kleinzelligen
Bronchialkarzinom zu Tage, welches auch bei Patienten mit spéterer Remission initial hdufig

extrem hohe Werte aufwies.

Trotz dieser Einschrinkungen lieen sich Unterschiede in der Auspragung der Werte vor dem
ersten, zweiten, dritten Zyklus und zum Zeitpunkt der Staginguntersuchungen zwischen
Patienten mit Remission und Progression ausmachen. Bei ersteren wurden zum Teil erheblich
niedrigere Wertelagen angetroffen, was auf eine geringere Tumormasse oder —aktivitdt und
mit zunehmendem Verlauf auf ein Ansprechen der Therapie schlieen ldsst. Die Kinetik der
Tumor-assoziierten Antigene wihrend der Therapie zeigt eine Abnahme der Werte bei
Patienten mit Remission und eine begrenzte Abnahme beziehungsweise eine Zunahme der

Werte bei Patienten mit Progression am besten innerhalb der einzelnen Tumorentitéten.
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Vergleich der Nukleosomen-Kinetik mit der Kinetik Tumor-assoziierter
Antigene bei Patienten mit soliden Tumoren wdhrend Chemotherapie

Die hiufig gleichsinnige Verdnderungen der Nukleosomen- und Tumormarkerwerte wihrend
der Chemotherapie bei Patienten mit Remission wie auch mit Progression waren nach den
guten Korrelationen der Kinetiken der einzelnen Parametern mit dem Therapieerfolg zu
erwarten. Nur bei wenigen Patienten wurden vollig diskrepante Werteverldufe mit einem

zeitgleichen Anstieg und Abfall je eines Parameters beobachtet.

Im direkten Vergleich schnitt die Kinetik der Nukleosomen bei der Vorhersage des
Therapieerfolgs — vor allem bei Patienten mit Remission — etwas besser ab als die Kinetik der
Tumormarkerwerte. Allerdings traten gerade in dieser Patientengruppe Verzerrungen dadurch
auf, dass in mehreren Féllen bereits initial die Tumormarkerwerte auf niedrigem Niveau
waren und dann nicht weiter abfielen. Die Anzahl falsch-positiver Ergebnisse hielt sich fiir
beide Parameter bei Patienten mit Remission in engen Grenzen. Somit konnte aus dem
Ansteigen der einzelnen und im besonderen Mal3 beider Werte mit hoher Wahrscheinlichkeit

auf eine Progredienz der Tumorerkrankung geschlossen werden.

Bei Patienten mit Progression war die Korrelation der Werte mit dem Therapieerfolg weniger
eindrucksvoll, da offenbar bei mehrere Patienten ein Riickgang eines oder beider Parameter
zu verzeichnen war. Obgleich das Zusammentreffen zweier félschlicherweise negativen
Resultate sehr selten war, konnte aus dem Werteabfall eines Parameters das Vorliegen einer

Progression nicht ohne weiteres ausgeschlossen werden.

Bei allgemeiner Betrachtung der Kombination von Nukleosomen und Tumormarkern zeigte
sich zundchst zudem eine Steigerung der pradiktiven Aussagekraft der Nukleosomenkinetik
durch die Hinzunahme von Tumormarkern. Umgekehrt konnten die Verldufe der Patienten
mit stagnierenden Wertlagen Tumor-assoziierter Antigene durch die zusitzliche Information

der Nukleosomenkinetik erst interpretiert werden.

Bei multivariater Analyse der Nukleosomen- und Tumormarkerkinetik konnte die Unabhing-
igkeit der beiden Parameter objektiviert werden: Es zeigte sich ein wechselseitiger, additiver

Einfluss von Nukleosomen und Tumormarkern auf das Ansprechen der Therapie, der auch bei
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getrennter Betrachtung der klinisch giinstigen und ungiinstigen Gruppe erhalten blieb. Somit
lasst sich die Therapieeffizienz am sichersten durch die kombinierte Berlicksichtigung des

klinischen Stadiums, der Nukleosomen- sowie der Tumormarkerkinetik vorhersagen.

Da die Anflutung und Elimination der Nukleosomen im Blut schneller erfolgt als bei vielen
Tumor-assoziierten Antigenen, ist in folgenden Studien das Augenmerk insbesondere auf die
initiale Therapiephase zu richten: Durch engmaschige Nukleosomenbestimmungen bei
Patienten mit definierten Erkrankungen und Behandlungsschemata lédsst sich der Therapie-
induzierte Effekt auf die Nukleosomenfreisetzung erfassen, der fiir das Ansprechen der
Therapie von Bedeutung sein kann. Dadurch kann der potentielle, zeitliche Vorteil der

Nukleosomen fiir die Pradiktion der Therapieetfizienz beurteilt werden.

Kinetik der Nukleosomen bei Patienten mit malignen Tumoren wahrend
Radiotherapie

Ahnlich wie bei der Chemotherapie sollen auch bei der radiotherapeutischen Behandlung
gezielt schnell proliferierenden Tumorzellen inaktiviert oder abgetitet werden. Dies geschieht
durch eine effektive Schidigung der bei Tumorzellen oft schon instabilen DNA (Hendry
1997; Schar 2001). Allerdings werden dabei auch andere Korperzellen mit kurzen Zellzyklen
erfasst, deren Reparaturmechanismen bei diesen starken artifiziellen Noxen iiberfordert sind.
Je nach Grofle und Positionierung des Bestrahlungsfeldes werden hamatopoetische Zellen im
Blut und Knochenmark, sich schnell regenerierende Epithelien wie im Gastrointestinaltrakt
oder Zellen der Spermiogenese betroffen (Hendry 1997). Der in unseren Untersuchungen bei
den meisten Patienten sehr schnelle und steile Anstieg der Nukleosomenkonzentration im
Serum nach der ersten Bestrahlungseinheit beruht somit auf der massiven Freisetzung von
Nukleosomen aus zugrunde gehenden Tumorzellen wie auch aus normalen Blut- und

Gewebezellen.

Verschiedenen Zelltodformen sind nach Bestrahlung einer Zelllinie in vitro oder eines
Gewebes in vivo mit y-Strahlen beschrieben: Als klassischer Endpunkt vieler in vitro-Studien
gilt der reproduktive oder klonogene Zelltod, der eine unmittelbare Folge der Unfahigkeit
einer Zelle ist, durch Strahlenexposition hervorgerufene DNA-Schidden zu reparieren (Hendry

1995). Abhidngig vom Zeitpunkt des Zelltods wird ferner zwischen Interphase-Zelltod im
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Falle des Absterbens wéhrend desselben Zellzyklus‘ und mitotischem Zelltod im Falle einer
spéteren Degradierung der Zelle unterschieden. Beide Zelltodformen kénnen morphologische
Charakteristika der Apoptose beinhalten. Zusétzlich konnen Zellen nach DNA-Schéddigung in
einem inaktiven Stadium verbleiben und als ,,untote Zellen* weiter vegetieren (Dewey 1995;

Darzynkiewicz 1997).

In therapeutischer Strahlendosierung von 2 Gy wird in vielen Zellsystemen Apoptose
induziert, die in himatologischen Zellen innerhalb weniger Stunden, in solidem Gewebe je
nach Gewebetyp mit mehrstiindiger bis -tdgiger Verzogerung auftritt (Mirkovic 1994; Delic
1995; Mirzaie-Joniani 2002). Bei hoherer Dosierung werden auch vermehrt

Zelldegenerationen onkotischer oder gemischter Art beobachtet (Leist 1997a).

Zelltodinduktion durch Radiotherapie

Strahlenbedingte Einzel- und Doppelstrangbriiche der DNA koénnen zu einer Unterbrechung
des Zellzyklus in verschiedenen Phasen fiihren, um Reparatursystemen die Behebung der
Schiden zu ermdglichen (Maity 1994). In diesem Zusammenhang kommt der Hochregulation
des p53-Proteins eine zentrale Bedeutung zu: Effektive Reparaturmechansimen werden
aktiviert, um die Lasionen noch vor der DNA-Duplikationsphase zu beseitigen. Sind diese
jedoch zu ausgedehnt oder die Reparatursysteme funktionieren nur insuffizient, wird durch
eine Aktivierung von Bax und die mitochonriale Cytochrom C - Freisetzung umgehend die
apoptotische Degradation der Zelle eingeleitet (Szumiel 1998; Albrechtsen 1999; Sionov
1999; Hengartner 2000). Da bei Tumorzellen hdufig schon eine spontane Instabilitit der DNA
vorgefunden wird und Reparatursysteme aufgrund von Mutationen nicht funktionstiichtig
sind, treten bei ihnen in verstirktem MaBl DNA-Schiden auf, die nicht addquat repariert
werden konnen. Sofern sie nicht spezifische Resistenzmechanismen gegen die
Zelltodinduktion entwickelt haben, sind sie sehr sensitiv gegeniiber y-Strahlen und werden

wegen ihrer erhohten Teilungsrate schnell und effektiv abgetotet (Schar 2001; Hendry 2001).

Aufgrund der hochgradigen, zeitlich fokussierten und Zellzyklus-unabhédngigen Schédigung
der Zellen wurde von Mirkovic et al in einem in vivo-Experiment an Mausen mit Lyphomen,
die mit einer Dosis von 1,25 bis 5 Gy bestrahlt wurden, bereits wenige Stunden nach der

ersten Strahlendosis charakteristische apoptotische Zelltodverdnderungen festgestellt. Das
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Maximum der Zelltodinduktion war — erheblich friiher als bei Chemotherapie — bereits nach
vier Stunden erreicht. Danach sank die Apoptoserate langsam ab, um nach 24 Stunden wieder
beim  Ausgangsniveau  anzukommen. Dabei  wurde eine  Korrelation  von
Bestrahlungsdosierung und Zelltodinduktion nachgewiesen: bei einer Dosis von 2 Gy ergab
sich eine Apoptoserate von 40%, bei 5 Gy von iiber 60%, was dem dreifachen Wert der durch
Chemotherapie erzielten Zelltodinduktion entspricht (Mirkovic 1994). Ahnliche zeitliche
Verldufe mit einem Zelltodmaximum nach vier Stunden wurden auch von bei Méusen mit
Ovarialkarzinom beschrieben, allerdings waren die resultierenden Apoptoseraten nur etwa
halb so grof3 wie bei den Mausen mit Lymphomen (Stephens 1993). Hepatozelluldre Tumoren
erwiesen sich dagegen duf3erst radioresistent; selbst bei einer Strahlendosis konnte nur gering-

fligig Apoptose mit einem Maximum nach 6 Stunden induziert werden (Stephens 1993).

Auftreten und Elimination von Nukleosomen im Serum

Unter Beriicksichtigung einer zusitzlichen Frist flir die Desintegration der Zellmembran, die
Freisetzung der Nukleosomen in den extrazelluldren Raum und die Migration in Blutgefil3e
ist das in unseren Untersuchungen bei vielen Patienten beobachtete Maximum der
Nukleosomenkonzentration im Serum sechs bis 24 Stunden nach der Applikation einer
Strahlendosis in FEinklang mit diesen experimentellen Daten. Im Gegensatz zur
Chemotherapie wurden keine interindividuellen, zeitlichen Unterschiede beim Anstieg der
Nukleosomenwerte bei verschiedenen Tumorarten oder Bestrahlungsfelder beobachtet. Dies
entspricht der oben beschriebenen, zeitlich einheitlichen Apoptoseinduktion bei mehreren

Tumortypen im experimentellen Ansatz (Mirkovic 1994; Stephens 1993).

Auffillig war jedoch der kurzfristige, primdre Abfall der Nukleosomenkonzentration drei
Stunden nach Verabreichung der ersten Strahlendosis, der bei mehreren Patienten mit
unterschiedlichen Grunderkrankungen vorgefunden wurde. Vermutlich konnte die
Schéadigung durch y-Strahlen eine =zeitgleiche Arretierung vieler sensibler Zellen im
Zellzyklus auslosen, um eine Reparatur der betroffenen DNA zu ermoglichen (Schér 2001).

Somit werden als erste Reaktion auf die Bestrahlung weniger Zellen degradiert.

In der bislang einzigen Studie, welche die Verdnderungen der DNA-Konzentration im Blut
von Tumorpatienten wihrend Radiotherapie durch tigliche Blutabnahmen engmaschig unter-

suchte, konnten Lo et. al. bei fiinf Patienten mit nasopharyngealem Karzinom ebenfalls einen
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schnellen und deutlichen Anstieg der Anzahl von EBV-DNA-Kopien im Plasma nachvoll-
ziehen, dessen Maximum zwischen dem ersten und siebten Tag nach der ersten Bestrahlungs-
einheit variierte. Allerdings wurden dabei wihrend des ersten Bestrahlungstages keine zusitz-
lichen Blutabnahmen vorgenommen. Im weiteren Verlauf sanken die Werte unterschiedlich
schnell ab und erreichten nach vier bis 21 Tagen wieder das urspriingliche Niveau (Lo

2000a).

Ahnliche Differenzen in der Absinkgeschwindigkeit der Nukleosomenwerte wurden auch in
unseren Untersuchungen deutlich. Wihrend bei einigen Patienten schon nach vier Tagen die
Werte auf einem niedrigen Niveau angelangt waren, dauerte es bei anderen mehrere Wochen.
Dabei lieBen sich Verldufe mit sofortigem Abfall der Nukleosomenkonzentration nach
Erreichen des Maximalwertes von solchen unterscheiden, bei denen die Werte tiber mehrere

Tage bis Wochen auf einem hohen Niveau stagnierten, ehe sie abfielen.

Im ersten Fall bestétigte der rasche und einmalige Anstieg einerseits die Beobachtung, dass
bereits die erste Bestrahlungs-Fraktion die stirkste Zelltod-induzierende Wirkung besitzt,
wiéhrend in den folgenden Zyklen eine jeweils geringer werdende Zahl von strahlensensiblen
Zellen erfasst wird (Mirkovic 1994; Meyn 1994b). Der nach dem Maximalwert einsetzende
Abfall war somit vermutlich auf eine effektive Elimination strahlensensibler Tumorzellen
zuriickzufiihren, was hdufig spdter anhand bildgebender Verfahren durch eine deutliche

Reduktion der Tumorgrof3e dokumentiert wurde.

Hingegen wurden bei den Verldufen mit permanent hohen Werten meist ein unzureichendes
Ansprechen der Radiotherapie vorgefunden und wéhrend oder nach der Therapie bildgebend
eine Progression der FErkrankung festgestellt. Wahrscheinlich wurden bei diesen
aggressiveren Tumoren zwischen den einzelnen Fraktionen neue Subpopulationen von
Tumorzellen nachgebildet oder fiir eine strahleninduzierten Zelltod sensibilisiert, so dass auch
durch die folgenden Radiotherapie-Fraktionen jeweils eine hohe Anzahl von Zellen tédlich
getroffen wurde (Meyn 1994b; Thames 1996). Alternativ kann auch der Eliminations-
mechanismus der Nukleosomen aus dem Blut nur unzurecichend funktioniert haben, was auf
ein insuffizientes Immunsystem oder eine begleitende stark inflammatorische Komponente
hinweisen wiirde. So wurde bei einer hohen Konzentration von Zytokinen im Blut auch eine

verstirkte Apoptose-Induktion in nicht bestrahlten Gewebe beobachtet (Hill 2001).
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Das nach dem Abfall erreichte Minimalniveau der Nukleosomenkonzentration wihrend oder
am Ende der Radiotherapie spiegelte vermutlich den Anteil der noch verbleibenden aktiven
Tumorzellen wider, zumal bei Patienten mit progredienter Erkrankung hdhere Werte
gemessen wurden als bei Patienten mit einer anhaltenden Remission. Wihrend bei letzteren
ein Grofiteil der Tumorzellen effizient abgetotet und entfernt wurde und die
Nukleosomenfreisetzung somit bestdndig auf ein niedriges Mal} gedrosselt wurde, trugen bei
Patienten mit Progression neben der Neubildung und -sensibilisierung von Tumorzellen
eventuell auch eine Resistenzentwicklung von Tumorzellklonen mit einer gesteigerten
Aktivitdt zu der nach wie vor erhdhten Nukleosomenfreisetzung ins Blut bei (Thames 1996;
Meyn 1996a,b). Aufgrund der nachlassenden Effektivitdt der Strahlentherapie nahmen diese
Zellklone an Zellzahl und Aktivitdit zu und fiihrten oft zu einem Wiederanstieg der
Nukleosomenwerte im Serum, parallel zu bilddiagnostisch neu nachgewiesenen

Tumormanifestationen.

Leichte Nebenwirkungen traten bei fast allen untersuchten Patienten auf, nahmen jedoch
offensichtlich keine Auswirkungen auf die Nukleosomenwerte im Serum. Hingegen konnte
bei stark entziindlichen Komplikationen — dhnlich wie bei Chemotherapie — voriibergehend

deutliche Erhdhungen festgestellt werden.

Resistenzmechanismen

Die Wirkung von y-Strahlen entfaltet sich im besonderen durch direkte Schidigung der DNA
mit nachfolgender Hochregulation des p53-Proteins und im Falle ausgedehnter oder nicht
reparierbarer Lidsionen mit anschlieBender Einleitung des apoptotischen Zelltodes iiber die
Aktivierung von Bax, Bad und APAF1 (Kerr 1994; Sionov 1999; Rich 2000; Schir 2001;
Woods 2001). Mutationen in einer oder mehreren der an diesem Zelltodinduktions-System
beteiligten Komponenten konnen zu einer Resistenzentwicklung gegeniiber y-Strahlen fiihren.
Insbesondere Mutationen des p53-Genes sind bei einer Reihe von Tumoren fiir das
verringerte Therapieansprechen verantwortlich (Meyn 1996a; Pirollo 1997; Sigal 2000;
Dahm-Daphi 2000; Kemp 2001). Allerdings ist die p53-assoziierte Strahlenreaktion abhéngig
vom Tumortyp: Wéhrend bei Lymphomen, Mammatumoren und intestinalen Adenomen p53
sehr sensibel nach DNA-Schidden hochreguliert wird, sind Bronchial- und Leberzelltumore

weitgehend resistent (Kemp 2001).
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Verstiarkend wirken y-Strahlen zumindest bei humanen Lymphozyten und Lymphomzellen
iber eine Aktivierung den Fas-/APO1-/CD95-Systems. Dabei regulieren sie den Fas-/APO1-
/CD95-Liganden hoch und erhdhen die Apoptoserate schon bei geringen Strahlendosen vor
allem in Zytokin-stimulierten Zellen. Die Blockierung der Interaktion von Fas-/APO1-/CD95-
Liganden und -Rezeptoren durch Antikdrper vermindert die strahleninduzierte
Apoptoseinduktion erheblich (Belka 1998). Mutationen im Fas-/APO1-/CD95-System, sowie
potentiell der am DISC beteiligten Komponenten und der Caspasen-Kaskade sind somit als

weitere Resistenzmechanismen gegeniiber Strahlentherapie in Betracht zu ziehen.

AuBerdem ist fiir ein zufrieden stellende Effektivitdt der Radiotherapie eine ausreichende
Oxygenierung des betreffenden Tumorgewebes zu gewéhrleisten. Hypoxie reduziert die
Strahlenwirkung um den Faktor zwei bis drei und begiinstigt das Uberleben von
Tumorzellklonen (Mirkovic 1994). Somit konnen umschriebene, hypoxische Arealen mit
verminderter Strahlensensibilitdt innerhalb eines Tumors zur intratumoralen Heterogenitét der

Strahlenwirkung beitragen.

Strahlenresistente Tumorklone konnen theoretisch unterschiedliche Nukleosomen-
Freisetzungsmuster hervorrufen: Aufgrund der fehlenden Apoptose-Induktion durch v-
Strahlen kann der initiale Anstieg geringer ausfallen oder ganz ausbleiben. Bei einer sich
wiéhrend der Therapie entwickelnden Resistenz kann zudem ein starker Abfall auf ein sehr
niedriges Niveau trotz einer Progression der Erkrankung erfolgen und falschlicherweise ein
gutes therapeutisches Ansprechen vortduschen. Andererseits konnen resistente Klone bei
hoher Aktivitit und Zellumsatz zu einer permanent gesteigerten Zelldegradation und

Nukleosomenkonzentrationen im Blut beitragen.

Heterogenitat der Apoptoseraten innerhalb und zwischen verschiedenen Tumoren

Dariiber hinaus ist in verschiedenen Tumorgeweben eine ausgeprigte Heterogenitit
hinsichtlich der Sensibilitit von Tumorzellen gegeniiber der Zelltodinduktion durch y-
Strahlung zu beriicksichtigen: So wurde in Zelllinien von Mamma- und Ovarialkarzinomen
eine deutliche dosisabhéngige Erhohung der Apoptoserate beobachtet, die ihr Maximum nach
drei bis sechs Stunden erreichte. Bei einer einmaligen Dosierung von 2,5 Gy belief sie sich

auf 10 bis 20%, bei 25 Gy auf 20 bis 30% (Meyn 1993a,b; Stephens 1991). Noch stérker
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reagierten Lymphomzellen, die bei 2,5 Gy zu 40%, bei 25 Gy zu 60% apoptotisch zugrunde
gingen. Bei feinerer Modulation der Bestrahlungsdosis konnte fiir verschiedene
Tumorzelllinien ein maximales Apoptosevorkommen bei 7,5 Gy festgestellt werden; bei
hoheren Dosen ergab sich ein Plateau der Apoptoserate. Hingegen waren Zelllinien von
Sarkomen, primiren Leberzellkarzinomen und Plattenepithelkarzinomen weitgehend resistent
gegen Bestrahlung. Selbst die hochste Dosierung von 25 Gy bewirkte lediglich eine maximale

Apoptoserate von wenigen Prozent (Meyn 1993a).

Einfluss der Dosierung und des Bestrahlungsfeldes auf die Nukleosomenkinetik

Die Gesamtdosis nahm erwartungsgemidll keinen Einfluss auf die Kinetik der
Nukleosomenkonzentration, da die interessierenden Verdnderungen bereits kurz nach Beginn
der Radiotherapie erfolgten. Die Einzeldosis war jeweils in einem Rahmen von 1,6 bis 2,2 Gy

relativ einheitlich gewahlt, so dass sich daraus keine Verschiebungen ergaben.

Hinsichtlich der GroBe des Bestrahlungsfeldes war besonders bei Patienten mit Lymphomen,
die eine klassische Mantelfeldbestrahlung mit einem etwa fiinffach héheren Bestrahlungs-
volumen als Patienten mit Bronchial- oder HNO-Karzinomen erhielten, von einer hoheren
Therapie-induzierten Apoptoserate auszugehen, besonders da sich im Bestrahlungsgebiet ein
groBBer Anteil blutbildenden Gewebes befand. Allerdings konnten keine generellen Unter-
schiede in der Nukleosomenfreisetzung gegeniiber den Patienten mit soliden Tumoren festge-
stellt werden. Somit war der Einfluss des blutbildenden Gewebes trotz seiner hohen Apop-

tose-Sensibilitdt auf die Therapie-induzierte Nukleosomenkinetik als begrenzt einzustufen.

Verhéltnis allgemeiner und tumorspezifischer Radiosensitivitat

Da neben apoptotischen Tumorzellen héchstwahrscheinlich auch weitere strahlensensible
Zellen, insbesondere Blutzellen wie Lymphozyten, und normales Gewebe in der Umgebung
des Tumors zur Nukleosomenfreisetzung nach Bestrahlung einer Tumorregion beitragen
(Hendry 1997), stellt sich die Frage nach der Aussagekraft der im Serum bestimmten

Nukleosomen-konzentration fiir die spezifische Strahlensensibilitit des Tumorgewebes.

In mehreren Studien wurde eine Korrelation der DNA-Schidden bzw. der Zelltodrate von
Fibroblasten und Lymphozyten, die mit verschiedenen Testsystemen nach in vitro- und in

vivo-Bestrahlung untersucht wurden, mit der allgemeinen Strahlensensibilitidt — insbesondere
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mit akuten und/oder spiaten Nebenwirkungen in normalem Gewebe — gefunden (Geara 1993;
Brock 1995; Kiltie 1999; Barber 2000). Ebenso wurde eine Assoziation der
Strahlensensitivitdt von normalem und Tumorgewebe (Geara 1996), sowie von Fibroblasten
und Lymphozyten mit Tumorzellen beschrieben (West 1998). Boreham et. al. und Crompton
et. al. schlugen die Apoptoserate in Lymphozyten deshalb zum Einsatz als Dosimeter zur
Ermittlung der allgemeinen und somit auch der tumordsen Strahlenempfindlichkeit vor

(Boreham 1996; Crompton 1997).

Der Zusammenhang zwischen der Apoptoserate in Lymphozyten und in Tumorgewebe wirkt
sich vorteilhaft auf die Interpretationsfahigkeit der Nukleosomenkonzentration im Serum aus:
Gemail dieser Vorstellung stammen die bestimmten Nukleosomen zwar aus verschiedenen
Zelltypen, lassen jedoch Riickschliisse auf die Strahlenempfindlichkeit des Tumors zu. Eine
hohe Konzentration von Nukleosomen im Serum bedeutet gleichermallen eine hohe
Zelltodrate der Lymphozyten wie auch des Tumorgewebes. Somit wire eine Abschétzung der
allgemeinen wie auch tumorspezifischen Radiosensitivitdt durch die
Nukleosomenbestimmung im Serum moglich. Allerdings werfen die unterschiedlichen
pratherapeutischen Lymphozytenzahlen, die inter- und intratumoralen heterogenen
Strahlenwirkungen sowie die sich unregelmdBig entwickelnden Zellklonresistenzen Zweifel
beziiglich der Zuverldssigkeit einmaliger Bestimmungen auf. Eine sicherere Aussage konnte

jedoch die Kinetik iiber mehrere Tage zu Beginn der Therapie erlauben.

Korrelation der Nukleosomenkinetik mit dem klinischen Ansprechen auf
Radiotherapie

Aufgrund der geringen Anzahl der untersuchten Patienten kénnen die Beobachtungen {iber
das Ansprechen der Radiotherapie nicht als reprisentativ flir die verschiedenen Tumor-
erkrankungen angesehen werden.

Die mangelhaften Therapieerfolge bei Patienten mit Bronchialkarzinom erkléren sich
dadurch, dass sich die Mehrzahl dieser Patienten bereits im metastasierten Stadium befanden
und zum Behandlungszeitpunkt eine Rezidivierung des Tumors vorlag. In dieser palliativen
Situation konnte ohnehin nur mit einer eingeschrinkten Reduzierung der Tumormasse oder
einer zeitlich begrenzten Wachstumsretardierung gerechnet werden. Hingegen wurden bei der

Bestrahlung von Patienten mit Lymphomen, obwohl diese ebenfalls iiberwiegend als Rezidive
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vorlagen, dhnlich wie bei Chemotherapie eine hohe Therapieerfolgsrate verzeichnet, was die
hohe Sensitivitit von Lymphomzellen auf chemo- und radiotherapeutische Interventionen
unterstreicht. Mit Ausnahme eines Patienten mit einem rezidivierenden Tumor zeigten auch
Patienten mit einem HNO-Karzinom ein gutes Ansprechen auf die bei ihnen durchgefiihrte
Radiochemotherapie. SchlieSlich blieben die Patienten mit kolorektalem Karzinom unter
postoperativer, konsolidierender Radiotherapie erwartungsgemaf rezidivfrei.

Zusammenfassend ist die Verteilung des therapeutischen Ansprechens wunter den
verschiedenen Tumorerkrankungen wesentlich auf die Auswahl der Patienten in

unterschiedlich fortgeschrittenen Stadien zuriickzufiihren.

Auswahl der Blutabnahme-Zeitpunkte und der Parameter fiir die spontane und

Therapie-induzierte Nukleosomenfreisetzung

Im Vergleich zum Blutabnahme-Protokoll wéahrend Chemotherapie wurden bei der
Radiotherapie engmaschigere Entnahmen vor allem zu Beginn der Behandlung
vorgenommen, um den bereits durch die erste Bestrahlungsfraktion hervorgerufenen
schnellen Anstieg, den Maximalwert und die Abfallskinetik der Nukleosomenkonzentration
im Serum zu erfassen. Da sich die Patienten vor den tiglichen Bestrahlungseinheiten ohnehin
einer Blutabnahme zu unterzichen hatten, konnte die Entnahme fiir die
Nukleosomenbestimmung damit kombiniert werden. Somit waren die einzigen zusdtzlichen
Blutabnahmen drei und sechs Stunden nach der ersten Fraktion, was von den Patienten gut
toleriert wurde. Bis auf wenige Ausnahmen konnte das Schema bei den Patienten in der ersten
Woche vollstindig durchgefiihrt werden; danach variierten die Lénge der
Gesamtbeobachtungsdauer je nach klinischem Verlauf und weiterer Betreuung der Patienten

durch die Klinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie.

Fiir diese ersten Untersuchungen wurde bewusst auf eine kleine Anzahl von Patienten mit
mehreren definierten Tumorerkrankungen fokussiert, um eventuelle Gemeinsamkeiten wie
auch grobe Unterschiede in den Verldufen festzustellen. Dabei wurden mehrere solide
Tumoren mit zum Teil hoher Aggressivitit wie das Bronchial- und das HNO-Karzinom den
systemischen Lymphomen gegeniibergestellt. Wahrend bei letzteren das bestrahlte Volumen
das der soliden Tumore um ein Mehrfaches iibertraf, erhielten diese eine hohere Gesamtdosis.
AuBlerdem wurden einige HNO-Tumore mit einem intensivierten Schema bestrahlt, das

taglich zwei Fraktionen vorsah.
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Natiirlich war dadurch die Vergleichbarkeit der Patienten innerhalb einer sowie zwischen
verschiedenen Erkrankungsgruppen limitiert; durch die geringe Patientenzahl, die
unterschiedlichen Stadien der jeweiligen Tumoren und deren Bezug zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung (Neuerkrankung / Rezidiv / post-OP) sowie die zur Anwendung kommen-
den Bestrahlungsschemata war bestenfalls eine tendenzielle Aussage iiber den
Zusammenhang zwischen Nukleosomenkinetik und Therapieerfolg zu erwarten. Fiir
vertiefende Studien wird auf eine genaue Definition der benannten Kriterien unbedingt zu

achten sein.

Aufgrund der kontinuierlichen Verabreichung der Radiotherapie konnte die spontane
Nukleosomenfreisetzung nur vor der Behandlung, mit einigem Abstand danach und
moglicherweise wihrend der Therapie eingeschitzt werden, sofern sich die
Nukleosomenkonzentration auf einem niedrigen Niveau einpendelte. Damit standen als
Bezugsgrofen fiir die spontane Freisetzung lediglich der prd- und posttherapeutische
Nukleosomenwert sowie eventuell der Minimalwert wahrend Therapie zur Verfiigung, wobei

dieser auch als direkte Auswirkung der Bestrahlung verstanden werden kann.

Die Therapie-induzierten Verdnderungen waren durch die engmaschigen Blutabnahmen
anhand einer Vielzahl von Messgroflen objektivierbar: Der Maximalwert, die Verzogerung
bis zum Werteabfall, der Minimalwert und die jeweiligen prozentualen Relationen zum
Ausgangswert. Dariiber hinaus wurden der Ausgangswert, die Latenz, Hohe und Steilheit des
Anstiegs, die Verzogerung und Geschwindigkeit des Abfalls und die erreichten Minimalwerte
durch die Fliche unter der Kurve der ersten Therapiewoche integriert, die zur besseren

Vergleichbarkeit durch Anzahl der Tage dividiert und so normiert wurde.

Fiir weitere Studien wére wihrend der ersten Woche eine tdgliche Blutabnahme anzuraten,
um tumorspezifische Verdnderungen noch besser abbilden zu kénnen und zu gewéhrleisten,
dass die Zeitpunkte des Maximal- und Minimalwertes nicht iibersprungen werden. Dann

konnen auch Anstiegssteilheit und Abfallsgeschwindigkeit direkt abgeleitet werden.
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Korrelation der Parameter fir die spontane und Therapie-induzierte Nukleosomen-

freisetzung mit dem Therapieverlauf wahrend Radiotherapie

Im Einklang mit den Ergebnissen der Querschnittsuntersuchung und den Verldufen wéhrend
Chemotherapie waren die pratherapeutischen Basiswerte vor Beginn der strahlentherapeuti-
schen Behandlung sehr heterogen und hatten keine Bedeutung fiir das Ansprechen der Thera-
pie. Zwar wurden niedrige Nukleosomenkonzentrationen vermehrt bei Patienten mit einer
Remission beobachtet; jedoch wiesen auch einige aus dieser Gruppe initial deutlich erhohte
Werte ebenso wie viele Patienten mit progredienter Erkrankung auf, so dass aus den préthera-

peutischen Werten nicht auf den weiteren Therapieverlauf geschlossen werden konnte.

Auch die Maximalwerte, die durch die massive Nukleosomenfreisetzung als Reaktion auf die
erste Bestrahlungsfraktion erreicht wurden, konnten nicht das Ansprechen auf die Therapie
vorhersagen. Im Median fiel der Anstieg fiir Patienten mit progredientem Tumorleiden wegen
der meist hoheren Ausgangswerte etwas geringer aus; die Absolutwerte lagen allerdings
deutlich iiber denen der Patienten mit spéterer Remission. Dies spricht dafiir, dass durch -
Bestrahlung bei hoher Tumoraktivitdt die spontane Nukleosomenfreisetzung noch verstérkt,

bei geringer pratherapeutischer Aktivitét die Freisetzung effektiv induziert werden kann.

Deutlicher als die eben beschriebenen Parameter eignete sich die Latenzzeit bis zum Beginn
des Werteabfalls nach Erreichen des Maximalwertes als Indikator zur Diskriminierung
zwischen den Gruppen der Patienten mit Remission und Progression: Der schnell einsetzende
Abfall der Nukleosomenkonzentration im Serum bei Patienten mit einer Remission weist auf
eine effiziente Schadigung und Elimination der Tumorzellen hin und erkldrt die daraus
resultierende Reduzierung der Tumormasse und -aktivitit. Uber mehrere Tage oder Wochen
gleich bleibend hohe Wertlagen sind hingegen auf ein ungeniigendes Ansprechen der
Therapie oder eine aggressive Form der bestrahlten Tumoren zuriickzufiihren, bei denen die
Aktivitat ungeachtet der Radiotherapie ungebrochen bleibt oder sich zwischen den einzelnen
Fraktionen neue Subpopulationen an Tumorzellen nachbilden und die Verluste durch

Strahlenschéden ausgleichen.

Eine dhnlich gute Diskriminationsfahigkeit wies auch der wihrend der Therapie erreichte
Minimalwert und der Wert zum Zeitpunkt des Therapieendes auf: Als Ausdruck der

restlichen Tumoraktivitidt waren diese bei Patienten mit Remission auf einem fast durchwegs
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niedrigeren Niveau als bei Patienten mit Progression. Aufgrund der hdufig schon niedrigen
pritherapeutischen Werte bei Patienten mit Remission war der Unterschied der beiden
Patientengruppen hinsichtlich der prozentualen Abfille vom Ausgangswert zum Minimalwert
sowie zum Endwert weniger deutlich. Ebenso konnte keine Differenzierung der beiden
Gruppen durch die Abfallsgeschwindigkeit, die als Halbwertszeit und absoluter téglicher
Abfall berechnet wurde, vorgenommen werden. Allerdings war der prozentuale tdgliche

Abfall bei Patienten mit Remission signifikant stirker als bei Patienten mit Progression.

Bei Einbeziehung einer groeren Patientenzahl konnten sich hypothetisch zwei Untergruppen
innerhalb der Patienten mit Progression differenzieren lassen. Neben solchen mit verzogertem
Abfall und erh6hten Minimalwerten aufgrund der verbliebenen Tumoraktivitit konnten auch
Patienten identifiziert werden, deren tumorbedingter Zellumsatz aufgrund einer
Resistenzentwicklung des Tumors gegeniiber Radiotherapie herabgesetzt ist. In diesem Fall
konnten ein rascher Abfall und niedrige Minimalwerte eine Remission vortduschen, die

Tumorerkrankung nach Beendigung der Therapie jedoch weiter progredieren.

Die Summe der im Mittel niedrigeren Ausgangs-, Maximal- und Minimalwerte sowie des
frithen Beginn des Werteriickgangs spiegelte sich bei Patienten mit Remission auch in einer
geringeren Fliche unter der Kurve der ersten Woche wider. Die Integration mehrerer
Variablen in einem Parameter bictet den Vorteil, dass auch schwicher diskriminierende
Faktoren beriicksichtigt werden und zur Erhohung der Trennschérfe beitragen konnen.
AuBerdem ist die Einschidtzung der Therapieeffizienz durch die Fldche unter der Kurve nach
einer definierten Zeitspanne und schon zu Beginn der Therapie mdglich. Hingegen waren das
tatsdchliche Erreichen des Minimalwertes oder der Beginn des Werteriickgangs erst
retrospektiv prizise anzugeben. Somit konnte neben einem eventuell frithen Werteabfall die
Fliche unter der Kurve ein wichtiges Mall fiir die frithzeitige Bewertung des

Therapieansprechens sein.

Apoptoserate und Effizienz der Strahlentherapie

In der Literatur finden sich eine Reihe von Berichten {iber den Zusammenhang von Apoptose
und Radiotherapie, jedoch nur wenige tiber den Effekt von Radiotherapie auf die Prasenz von

DNA im Blut.
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Bereits 1977 bestimmten Leon et. al. die Konzentration freier DNA im Serum von
Tumorpatienten vor und nach der bei diesen durchgefiihrten Radiotherapie. Dabei stellten sie
hdufig ein starkes Absinken von préitherapeutisch erhohten DNA-Werten fest, welches
besonders bei Patienten mit einem verbesserten klinischen Status ausgeprigt war. Blieb der
Riickgang der Werte aus oder stiegen die Werte an, werteten sie dies als prognostisch

ungiinstiges Zeichen (Leon 1977).

Uber 20 Jahre spiter quantifizierten Lo et. al. die Konzentration von EBV-DNA bei Patienten
mit nasopharyngealem Karzinom nach Radiotherapie in Abstdnden von jeweils hundert Tagen
und beschrieben eine zeitliche Korrelation von niedrigen Werten mit einer Remission sowie
von hohen Werten und einer Progression der Erkrankung (Lo 1999b). In einer zeitlichen
Fokussierung auf die Dauer der Radiotherapie, wéhrend der wdchentlich Blutabnahmen
erfolgten, fiel die Zahl der EBV-DNA-Kopien bei den meisten Patienten schon nach wenigen
Wochen auf sehr niedrige Werte ab. Eine eventuelle Korrelation zum Ansprechen der
Therapie wurde jedoch nicht angegeben. Noch engmaschigere, tigliche Bestimmungen bei
einigen dieser Patienten zeigten wihrend der ersten Therapiewoche einen rasante Zunahme
der EBV-DNA-Kopienzahl, ehe sie mit einer Halbwertzeit von 3,8 Tagen auf ein sehr
niedriges Niveau zuriickging. Auch hierzu wurden keine Angaben zur Therapieeffizienz

gemacht (Lo 2000a).

Die Apoptoserate eines Tumors als Kriterium der Radiosensitivitit wurde von mehreren

Arbeitsgruppen unter verschiedenen Bedingungen untersucht:

e in in-vitro- und in-vivo-Experimenten
e bei verschiedenen Tumorarten oder —zelllinien

e sowohl priatherapeutisch wie auch nach ein- oder mehrmaliger Bestrahlung.

Obwohl bei radiobiologischen Zellmodellen aufgrund von Blockierungsmechansimen
apoptotische Zelltodphdnomene unterrepriasentiert sind (Hendry 2001), wurde eine
Korrelation zwischen der Apoptoserate vor und nach Bestrahlung unter in vitro- und in vivo-
Bedingungen beschrieben (Hendry 1997). Ferner wurde eine intertumorale Heterogenitét der
spontanen und induzierten Apoptoserate festgestellt (Meyn 1993a), wobei strahlensensitive

Tumorentititen jeweils hohere Werte aufwiesen.
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Auch intratumoral wurde eine Heterogenitit des Apoptosevorkommens beschrieben, die
vermutlich auf dem Vorhandensein von hypoxischen Arealen beruht. Deren Bedeutung
scheint allerdings komplex zu sein: Wihrend im Umfeld hypoxischer Tumorregionen die
spontane Apoptoserate erhoht ist, sind diese Gebiete fiir strahleninduzierten Zelltod weniger
sensitiv. Daneben spielen die die Zusammensetzung und funktionelle Organisation des
Tumorgewebes sowie die Verteilung von Apoptose-stimulierenden Faktoren eine Rolle. Die
letztlich nach Bestrahlung resultierende Zelltodrate diirfte somit vom Hypoxiegrad und

tumor-individuellen Faktoren abhéngen (Meyn 1993a).

Ein enger Zusammenhang wurde von Stephens et. al. zwischen den prétherapeutischen und
Therapie-induzierten Apoptoseraten berichtet, die wenige Stunden nach der Bestrahlung
bestimmt wurden. Demzufolge wiirde die Radiotherapie die Elimination der ohnehin schon
Apoptose-sensitiven Tumorzellen nur verstirken (Stephens 1993, Meyn 1996b). Hohe pra-
und somit auch posttherapeutische Apoptoseraten korrelierten ferner mit einer guten Prognose

bei Mausen mit Cervixkarzinom im Stadium IB (Wheeler 1995).

Im Widerspruch dazu wurde ebenfalls an Mausen mit Cervixkarzinom der Stadien I-III eine
inverse Korrelation zwischen der préitherapeutischen Apoptoserate und Prognose beschrieben

(Levine 1995).

Dariiber hinaus wurde in Studien mit Patientinnen und Patienten mit verschiedenen
Tumorerkrankungen eine Assoziation von hoher prétherapeutischer Apoptoserate mit einer
guten wie auch einer schlechten Prognose gefunden, so bei Patientinnen mit Cervix-Karzinom
(Chung 1999; Zaghloul 2000; Paxton 2000; Sheridan 1999; Tsang 1999; Liu 2001; Kim
2001), bei Patienten mit Lymphom (Logsdon 1996; Leoncini 1993), Prostata-Karzinom
(Vesalainen 1994; Aihara 1995), Rektum-Karzinom (Adell 2001; Rodel 2002), nicht
kleinzelligem Bronchialkarzinom (Hwang 2001; Van de Vaart 2000; Langendijk 2000),
HNO-Karzinom (Shintani 2000; Bandoh 2002; Tsuchiya 2001; Ravi 2001) und
Blasenkarzinom (Rodel 2000, Moonen 2001, Chyle 1996, Lara 1999). In der folgenden
Tabelle sind die kontroversen Studien iiber den Zusammenhang von Apoptoserate und
Prognose zusammengestellt (N = Anzahl der Patienten; KA = Karzinom; TU = Tumor; RT =

Radiotherapie; CT = Chemotherapie):
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Tabelle 53: Ubersicht iiber den Zusammenhang von Apoptoserate und Prognose

Referenz N Tumor Stadium | Therapie | Prognose bei hoher
Apoptoserate

Wheeler (1995) 44 | Cervix-KA Ib RT Gut
Chung (1999) 48 | Cervix-KA II'b RT Gut
Zaghloul (2000) 40 | Cervix-KA -1V RT Gut
Paxton (2000) 146 | Cervix-KA -1V RT Keine
Sheridan (1999) 39 | Cervix-KA -1V RT Keine
Tsang (1999) 77 | Cervix-KA -V RT | Jysoom: Wngunstig
Levine (1995) 66 | Cervix-KA -1l RT Unglinstig
Liu (2001) 77 | CervixKA IV RTRI(/;T Ungiinstig
Kim (2001) 42 | Cervix-KA -1V RT Unglinstig
Logsdon (1996) | 144 | Lymphom 1 El%TT’ Gut
Leoncini (1993) 50 | Lymphom -1V CT Unglinstig
Vesalainen (1994) | 184 | Prostata-KA -1V OoP Unglinstig
Aihara (1995) 28 | Prostata-KA Gleason 3 OoP Unglinstig
Adell (2001) 162 | Rektum-KA -1V RT Gut
Rodel (2002) 44 | Rektum-KA T3-4 RT+CT Gut
Hwang (2001) 68 Ei?hrlclrllieaisz:l\lig I RT | Gut
v de Vaart (2000) | 27 Eircohmieailr;ﬁmg M RT+CT | Keine
Langendijk (2000) | 161 Ei?hrlclrllieaisz:l\lig M RT | Unginstig
Shintani (2000) 32 | HNO-KA -1V RT Gut
Bandoh (2002) 70 | HNO-KA [-1v RT+CT Gut
Tsuchiya (2001) 48 | HNO-KA I-111 RT Keine
Ravi (2001) 69 | HNO-KA -1V RT Unglinstig
Rodel (2000) 70 | Blasen-KA T1-4 RT+CT Gut
Moonen (2001) 83 | Blasen-KA T1-3 RT Gut
Chyle (1996) 158 | Blasen-KA [-111 RT Keine
Lara (1999) 55 | Blasen-KA Il RT Ungtinstig

Aus diesen Beobachtungen lassen sich unterschiedliche Folgerungen ableiten: Ein bereits
initial hohes Apoptosevorkommen konnte einerseits einer hohen Radiosensitivitit und einer
guten Therapierbarkeit entsprechen, wenn es Ausdruck intakter Zelltodmechanismen von

Tumorzellen ist. Eine niedrige Apoptoserate liee dann auf einen strahlenresistenten Tumor



302

schlieBen, bei dem Abwehrmechanismen fiir die Strahlen-bedingte Zelltodinduktion bereits
entwickelt sind. Andererseits konnte die Apoptoserate zur Ausbalancierung einer stark
erhohten Mitose- und Proliferationsrate gesteigert sein, wie sie bei aggressiven Tumoren mit

einer ohnehin schlechteren Therapierbarkeit und Prognose vorkommen.

Die Wechselwirkung von Apoptose und Proliferation wurde in verschiedenen Studien
unterschiedlich beurteilt: So fanden Lu et. al. und Bedi et. al. beim Magen- und kolorektalem
Karzinom eine Korrelation von Apoptose- und Proliferationsrate (Lu 1997; Bedi 1995),
wihrend Watanabe et. al. und Saegusa et. al. bei den gleichen Tumorentitidten eine positive

Korrelation der beiden Parameter konstatierten (Watanabe 1997; Saegusa 1995).

Aotake et. al. schlieflich differenzierten bei ihren Untersuchungen nach dem Tumorstadium
und beschrieben Verschiebungen des Verhéltnisses im Laufe der Tumorprogression. Zunachst
wird die Apoptoserate infolge der gesteigerten Proliferationsrate zur Konstanthaltung der
Zellzahl hochreguliert. Im weiteren Verlauf setzt vermutlich aufgrund mutativer
Verdnderungen relevanter Gene ein drastischer Abfall des Apoptosevorkommens ein,
wodurch die Proliferation ein deutliches Ubergewicht erhilt. Bei sehr fortgeschrittenen
Tumoren ist dann allerdings der allgemeine Zellumsatz derart erhdht, dass wieder eine hohere

Zahl an Tumorzellen bei einer ansteigenden Apoptoserate zugrunde geht (Aotake 1999).

Diese Uberlegungen erkliren die scheinbar widerspriichlichen Aussagen iiber die Prognose
eines Patienten mit einer pratherapeutisch hohen Apoptoserate: Bei frithen Tumorstadien
kann sie als Korrelat intakter Zelltodmechanismen dienen, was mit einer guten
Therapierbarkeit des Tumors und einer glinstigen Prognose einhergeht, wie Wheeler et. al. bei
Cervixkarzinomen des Stadiums Ib beobachteten (Wheeler 1995). Bei spdteren Tumorstadien
hingegen entspricht sie dem erhohten Zellumsatz eines fortgeschrittenen Tumors mit einer
schlechteren Prognose, wie Levine et. al. bei Cervixkarzinomen der Stadien I-III berichteten

(Levine 1995).

Jedoch diirfte auf individueller Basis die Heterogenitdt der Apoptoseraten zwischen und
inner-halb verschiedener Tumorentititen die Einschitzung der Prognose zusitzlich
erschweren. So beschrieben Komaki et. al. unterschiedliche Prognoseinformationen durch die

Apoptoserate bei histologischen Subtypen von nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen im
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N1-Stadium: Wéhrend beim Plattenepithel-Karzinom eine hohe spontane Apoptoserate flir
eine bessere Prognose sprach, stand sie beim Adeno- und grofizelligen Karzinom fiir eine
schlechtere Prognose (Komaki 1996). Letztlich sind auf einen einzigen prétherapeutischen
Wert basierende Vorhersagen iiber die Therapieeffizienz oder die Prognose sehr vorsichtig zu
bewerten und nur unter bei gleichzeitiger Differenzierung der Tumorentititen in histologische

Subtypen und Stadienbeschreibung sinnvoll.

Bei der Beurteilung des Zelltodvorkommens wihrend Radiotherapie durch die Bestimmung
von freigesetzten Zellbestandteilen werden neben den tumorspezifischen auch unspezifische
Effekte mitgemessen, so zum Beispiel Lisionen von Normalgewebe in der unmittelbaren
Umgebung des Tumors oder im weiteren Bestrahlungsfeld. Die Sensitivitdt dieser Gewebe

spielt eine wichtige Rolle fiir akut oder protrahiert auftretende Strahlenschiden.

Durch y-Strahlen induzierte genomische Instabilitdt fithrt héufig zu verzégertem Zelltod
(delayed reproductive death; DRD), der im Tumorgewebe neben der akuten Reduktion der
Zellzahl von groBBer Bedeutung zu sein scheint. Die klonogene Kapazitit des Tumors — das
heilt die Fahigkeit, neue Zellklone zu bilden oder zu vermehren — wird dadurch nachhaltig
verringert, was nicht nur zur Radiosensitivitit primédrer Tumoren beitrdgt, sondern auch zu
einer geringeren Inzidenz und einem langsameren Wachstum von Rezidiven oder Metastasen
sowie zu einem verldngerten Rezidiv-freien Intervall fiihrt. Im Normalgewebe kann der
verzogerte Zelltod aufgrund des gesteigerten Zellverlustes jedoch schwere und ausgedehnte
Friithreaktionen, verldngerte Regenerationszeiten und groflere Restschidden nach sich ziehen.
Zusitzlich konnen sich durch die genetischen Instabilitdt mittel- bis langfristig leichter

Zweitkarzinome entwickeln (Hendry 1995, 2001).

Da die Idealvorstellung einer isolierten Strahlensensitivitit des Tumors bei einer
weitgehenden Unempfindlichkeit des normalen Gewebes in der Realitdt nicht zutrifft, wird
die Quantifizierung der Zellbestandteile abgestorbener Zellen im Blut notgedrungen eine
Mixtur verschiedener Strahlenwirkungen widerspiegeln, was die oben geschilderte

Problematik der Bedeutung der Apoptoserate im Tumorgewebe weiter komplexiert.
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Klinische Relevanz der Nukleosomen

Auch wenn anhand von Zelltod-Endprodukten im Blut die zugrunde liegenden Bestrahlungs-
effekte nicht differenziert werden konnen, haben unsere Untersuchungen gezeigt, dass die
engmaschige Beobachtung der Kinetik von Nukleosomen im Serum eine sinnvolle
Verlaufskontrolle ermdglicht und bereits zu einem frithen Zeitpunkt das Ansprechen der
Therapie  beurteilen  ldsst. ~ Der  Einsatz  einer  derartigen  biochemischen
Therapieeffizienzkontrolle kann nicht nur fiir den behandelnden Arzt sonder auch fiir den
betroffenen Patienten von groBem Nutzen sein: Immerhin handelt es sich bei der
Radiotherapie um ein hoch toxisches Verfahren, das haufig kurz- und langfristige
Nebenwirkungen verursacht. Die sich als Verringerung des Tumorvolumens manifestierende
Wirksamkeit der Therapie ldsst sich jedoch durch bildgebende Verfahren oft erst spét
nachweisen. In vielen Fillen werden entsprechende Kontrollen nach Beendigung der
mehrwochigen Therapie oder sogar noch spéter vorgenommen. In der Zwischenzeit erhilt der
Patient eine moglicherweise unwirksame Therapie, deren Dauer und Intensitét sich zudem an
Durchschnittswerten und nicht an seinem individuellen Bedarf orientieren. Noch weniger als
bei Chemotherapie kann er wihrend der Behandlung deren Wirkungsweise auf seinen
Organismus erfassen und einschéitzen. Umso dringlicher fiir den Patienten ist der Wunsch
nach einem frithen Anhaltspunkt fiir das Ansprechen der Therapie. Den behandelnden Arzt
interessieren dariiber hinaus Informationen hinsichtlich der individuellen Strahlensensibilitét,
der Patienten-gerechten Therapieplanung und gegebenenfalls Therapiemodifizierung. Mit
zunehmender Kombination von Radio- und Chemotherapie sowie der additiven Boost-
Bestrahlung der Tumorregion am Therapieende stehen entsprechende individuelle

Adaptionsmdglichkeiten zur Verfligung.

Somit erdffnen sich durch die engmaschige Bestimmung der Nukleosomen im
Therapieverlauf neue Perspektiven der Therapiekontrolle und der frithzeitigen Beurteilbarkeit
des Therapie-ansprechens. Intensive Untersuchungen an gréBeren Patientenzahlen mit
definierten Tumorerkrankungen in definierten Stadien unter definierten Therapie- und
Blutentnahmeschemata werden die priadiktive oder prognostische Aussagekraft der
Nukleosomenkinetik differenziert beleuchten und spezifische Optionen fiir die Anwendung

der Nukleosomen im klinischen Alltag definieren.
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7 Zusammenfassung und Perspektive

Der geregelte Untergang von Zellen ist bei einer Reihe physiologischer Vorginge im
Organismus von groBer Bedeutung. Eine Storung im fein regulierten Mechanismus der
Zelltod-Einleitung oder seiner Durchfiihrung kann die Entstehung von hyperproliferierenden,
mitunter malignen Erkrankungen wie auch von degenerativen oder autoimmunen
Erkrankungen zur Folge haben. Andererseits soll durch therapeutische Interventionen — wie
durch Chemo- und Radiotherapie bei Patienten mit malignen Tumoren — gezielt Zelltod

induziert werden.

Um das Ausmall und die Akuitit eines Krankheitsgeschehens einschétzen und im Verlauf
beurteilen zu konnen, und im Besonderen das Ansprechen einer antitumordsen Therapie
mittels mehrzeitiger Kinetikuntersuchungen kontrollieren und bewerten zu konnen, ist die
Bestimmung von Zelltodprodukten im Blut ein neuartiger und viel versprechender Ansatz.
Die Hypothese, dass bei gesteigertem lokalem Zelltodvorkommen die Endprodukte Anschluss
ans GefdBlsystem finden und dort in messbarer Menge detektierbar sind, bildet dafiir die
Voraussetzung. Der entscheidende Vorteil gegeniiber dem Zelltodnachweis auf zelluldrer
Ebene ist dabei die geringe Invasivitidt der Untersuchung, die sie vor allem fiir Verlaufs-

beobachtungen attraktiv macht.

Nukleosomen sind elementare Einheiten des Chromatins, die durch dessen Spaltung durch
Endonukleasen als Endprodukte des Zelltodprozesses entstehen. Mittels der Originalversion
des Cell Death Detection ELISAs P konnten sie intrazelluldr nachgewiesen werden. In der
hier vorgestellten Arbeit gelang es, daraus einen Test zu entwickeln, der Nukleosomen in

fliissigen Materialien detektieren und quantifizieren kann.

Dafiir wurden einige Modifikationen und Optimierungen des Testsystems sowie zahlreiche
Standardisierungen vorgenommen. Eingehend wurde die methodische Qualitit des Testes
gepriift, wobei eine fiir manuelle Verfahren gute Intra- (<10%) und Interassay-Varianz
(<15%) sowie eine hohe analytische Spezifitit und Sensitivitit gefunden wurde. Als Matrix
erwies sich Serum, das zusétzlich mit EDTA versehen wurde, auch iiber einen ldngeren

Zeitraum als ausreichend stabil und geeignet, um reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen. Die
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praanalytische Vorbehandlung der Proben wurde als wesentlicher Einflussfaktor fiir die
Messergebnisse identifiziert. Deshalb wurde eine detaillierte Untersuchung der einzelnen
Verfahrensschritte durchgefiihrt. Als weitere potentielle StorgréBen konnten Hémolyse,
Hyperlipiddmie und bakterielle Kontamination der Blutproben eruiert werden. Hinsichtlich
der Testdurchfiihrung selbst sind keine besonderen Vorsichtsma3nahmen notwendig. Fiir die
Anwendung im klinischen Alltag wurde eine standardisierte, prdanalytische Vorgehensweise

vorgeschlagen.

In der klinischen Evaluierung des modifizierten Nukleosomen-Tests wurde die Aussagekraft
der spontanen Nukleosomenkonzentration bei insgesamt 590 Personen untersucht: Bei
gesunden Personen wurden nur geringe Nukleosomenwerte gefunden; dabei war keine Alters-
oder Geschlechtsabhingigkeit vorhanden. Personen mit benignen und malignen
Erkrankungen wiesen eine gro3e Bandbreite an pratherapeutischen Werten auf. Zwar lieBen
sich gesunde Personen von den Gruppen der Personen mit benignen und malignen
Erkrankungen signifikant abgrenzen, jedoch war der Unterschied zwischen der Gruppe von
Personen mit malignen Erkrankungen und der eigentlich relevanten Kontrollgruppe, der
Personen mit benignen Erkrankungen, nicht signifikant. Dafiir zeichneten besonders Personen
mit akuten Infekten verantwortlich, die — hiufig korrelierend zum C-reaktiven Protein — hohe
Wertlagen erreichen konnten. Aufgrund der groBen Uberlappungsbereiche der Wertlagen bei
den verschiedenen Gruppen ist im Einzelfall eine diagnostische oder differentialdiagnostische

Einordnung mittels der Nukleosomenwerte nicht zuverldssig moglich.

Innerhalb der Gruppe der Personen mit malignen Erkrankungen zeigte sich ein dhnliches
Werteverteilungsmuster fiir alle Tumorarten. Allerdings fielen das Bronchialkarzinom mit
hoheren und das Prostatakarzinom mit deutlich niedrigeren Werten auf. Eine Korrelation von
Nukleosomenwerten mit dem Tumorstadium, der Tumorgrofle und dem Metastasierungsgrad
fand sich nur bei der Subgruppe der gastrointestinalen Tumoren; bei allen anderen
Tumorentititen hingegen nicht. Keine signifikanten Unterschiede wurden hinsichtlich des
Lymphknotenstatus‘, des Differenzierungsgrades und histologischen Subtyps der
Tumorzellen, des Krankheitsstatus®, des Alters und Geschlechts festgestellt. Aufgrund der
interindividuellen Heterogenitdt ist die Bestimmung der Nukleosomenwerte bei

Staginguntersuchungen somit nicht hilfreich.
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Die Beurteilung des Effektes von Therapien auf die Nukleosomenwerte wurde anhand von
Longitudinaluntersuchungen bei Seren von 5 gesunden Personen und 107 Personen mit
unterschiedlichen Erkrankungen und Therapieformen vorgenommen. Voraussetzung dafiir

waren stabile Nukleosomenkonzentrationen iiber mehrere Wochen bei gesunden Personen.

Bei Personen mit akuten Infekten wurde hiufig ein deutlicher Anstieg der Nukleosomenwerte
beobachtet; unter antibiotischer Behandlung sanken die Werte — oft parallel zum C-reaktiven
Protein — wieder ab. Auch nach operativen Eingriffen bei Tumorpatienten stieg die Nukleo-
somenkonzentration innerhalb weniger Tage an, um danach wieder zuriickzugehen. In einigen
Féllen fielen die Werte primdr ab oder es kam zeitgleich mit dem Auftreten von
postoperativen Komplikationen zu einem nochmaligen Anstieg. Diese qualitativen
Beobachtungen erdffnen Ansétze fiir weitergehende Studien mit gréeren Personengruppen
mit definierten Erkrankungen und Therapieformen zur Bewertung der Nukleosomen bei

septischen Krankheitsbildern sowie im perioperativen Verlauf.

Bei Tumorpatienten wihrend einer Chemo- und Radiotherapie wurde durch die gezielte
Zelltodinduktion ein schneller Anstieg der Nukleosomenwerte innerhalb weniger Stunden bis
Tage nach Applikation verursacht. Unter Chemotherapie sanken die Werte in der
behandlungsfreien Zeit rasch ab, um wéhrend der folgenden Therapiezyklen wieder
anzusteigen. Insgesamt war im Verlauf wihrend Chemotherapie bei Patienten mit einer
Remission ein Riickgang der prizyklischen Basiswerte, bei Patienten mit Progression ein

Anstieg der Basiswerte festzustellen.

Mehrere Variable, die diese Kinetik der Basiswerte beschreiben, korrelierten signifikant mit
dem Ansprechen der Therapie. Insbesondere der Endwert bei den Staginguntersuchungen und
das Verhéltnis vom End- zum prétherapeutischen Basiswert hatten einen unabhingigen
Einfluss auf den Therapieerfolg. Diese Ergebnisse sind umso bemerkenswerter, als sie sich
auch innerhalb der klinisch giinstigeren (nicht-metastasierte Karzinome oder Lymphome) und

ungiinstigeren Gruppe (bereits metastasierte Karzinome) bestétigten.

In &dhnlicher Weise korrelierten auch etablierte Tumor-assoziierte Antigene mit dem
Therapieerfolg. Eine abnehmende Kinetik fand sich hiufig bei Patienten mit Remission, eine

zunehmende bei Patienten mit Progression. Im Vergleich mit den Nukleosomen zeigten sich
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meist gleichsinnige Verdnderungen beider Parameter. In der multivariaten Analyse ergab sich
ein genereller wechselseitiger, additiver Effekt von Nukleosomen und Tumormarkern, der
auch unter Beriicksichtigung der klinischen Gruppierung erhalten blieb. Somit wird durch die
Kombination von Nukleosomen und Tumor-assoziierten Antigenen die Beurteilung der
Effizienz einer Chemotherapie — sogar innerhalb prognostisch einheitlicher Gruppen —

verbessert.

Auch wihrend Radiotherapie sanken die Nukleosomenwerte nach dem initialen Anstieg
wiéhrend der kontinuierlich fortgesetzten Therapie — hdufig zeitgleich mit einer Regression
des Tumors — wieder ab. Hingegen stiegen die Werte bei fehlender Therapieeffizienz und
Progression weiter oder erneut wieder an. Mit dem Ansprechen der Therapie korrelierten
mehrere Variable der Nukleosomenkinetik: Wéhrend fast alle Patienten mit Remission einen
friihen und kompletten Abfall bis in den Bereich gesunder Personen aufwiesen, sanken bei
der Mehrzahl der Patienten mit Progression die Nukleosomenwerte erst deutlich spéter ab und
blieben {iber dem Niveau gesunder Personen. Somit erlaubt die Nukleosomenkinetik auch bei
Radiotherapie eine Einschidtzung der Therapieeffizienz. Diese Resultate konnten erhebliche
klinische Relevanz erlangen, da wegen der hohen Toxizitdt der Therapie eine friihzeitige
Beurteilbarkeit der Effizienz dringend gewiinscht, anhand bildgebender Verfahren bisher

jedoch oft erst spat ermdglicht wurde.

Aufgrund der schnellen Anflutung und Elimination der Nukleosomen im Serum bereits in der
ersten Therapiewoche bietet sich in weiterfiihrenden Studien mit gréBeren Personengruppen
mit definierten Tumoren, Therapieformen und Blutentnahmeprotokollen sowohl wéhrend
Chemo- wie auch wihrend Radiotherapie die Fokussierung auf die initiale Therapiephase an,
um die potentielle, schon sehr frithzeitige Pradiktion der Therapieeffizienz durch

Nukleosomen beleuchten und klinisch nutzbar machen zu konnen.
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8 Verzeichnis der Abklirzungen

Abkiirzung Bedeutung
ABTS 2,2'-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-sulfonat)
ADP Adenosindiphosphat
aGIK andere gastrointestinale Karzinome
aGyK andere gynakologische Karzinome
AICD Aktivitats-induzierter Zelltod
activation induced cell death
AIF Apoptose-induzierender Faktor
apoptosis inducing factor
AK Antikérper
Ann Arbor Klassifikation fir Lymphome
7-AMD 7-Amino-Actinomycin-D
AO Acridin Orange
Apaf apoptotic protease-activating factor
APC Adenomatdses Polyposis Coli Gen
Apo apoptosis receptor
ATA Aurintricarboxylsaure
aurin tricarboxyl acid
ATP Adenosintriphosphat
AU arbitrary units
AUC Flache unter der Kurve
area under the curve
Bad proapoptotisches Mitglied der BCL-Familie
Bax proapoptotisches Mitglied der BCL-Familie
Bcel B-cell lymphoma gene
Bcl-W antiapoptotisches Mitglied der BCL-Familie
Bel-X, antiapoptotisches Mitglied der BCL-Familie
Bcl-Xs proapoptotisches Mitglied der BCL-Familie
bds beidseits
ben benigne
BH-Domane Bcl-2 homologe Doméne
Bik proapoptotisches Mitglied der BCL-Familie
Bim proapoptotisches Mitglied der BCL-Familie
BK Bronchialkarzinom
bp Basenpaare
BRCA breast cancer related antigen
BW Basiswert
BW-1 Basiswert vor dem ersten Zyklus
BW-2 Basiswert vor dem zweiten Zyklus
BW-3 Basiswert vor dem dritten Zyklus
BW-E Endwert
c cellular
C Celsius
C elegans Caenorhabditis elegans
CA Karzinom
CA 19-9 Cancer Antigen 19-9
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Abkiirzung Bedeutung
ca” Kalzium
CAD Caspase aktivierte DNase
caspase activated DNase
CASH Name eines FLIPs
CASP Caspase
Caspase Cystein-abhangige Aspartat-spezifische Protease
cystein-dependent aspartate specific protease
Casper Name eines FLIPs
CD cluster of differentiation
CDDE Cell Death Detection ELISA
CDK cyclin dependent kinase
CEA Carcino-Embryonales Antigen
ced Zelltod Gen
cell death gene
CLARP caspase-like apoptosis-regulatory protein
CMK Chlormethylketone
c-myc Name eines Onkogens
CO Grenzwert
cutoff
CPAN Caspase-aktivierte Nuklease
CrmA cytokine response modifier A
CRP C-reaktives Protein
CT Chemotherapie
CYFRA 21-1 Cytokeratin 19 Fragmente
Cyto C Cytochrom C
d Tage
Da Dalton
DAPI 4' 6-Diamino-2-Phenylindole
DAPK death-associated protein kinase
DD Todesdomane
death domain
DED death effector domain
DFF DNA fragmentation factor
DIABLO direct IAP binding protein with low pl
DISC Tod induzierender Signalkomplex
death inducing signalling complex
dl Deziliter
DMTase DNA-Methyltransferase
DNA Desoxyribonukleinsaure
desoxyribonucleic acid
DNA-PK DNA-dependent protein kinase
DNase Desoxyribonuklease
DR death receptor
DRD delayed reproductive death
Dukes Klassifikation fiir kolorektale Karzinome
dUTP Deoxyuridintriphosphat

E.c.

Escherichia coli
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Abkiirzung Bedeutung

E1A Name eines Onkogens

EBV Ebstein-Barr-Virus

ED Erstdiagnose

EDTA Ethylendiamin-Tetraacetat-Saure

EGF epithelial growth factor

egl egg lying defective gene

EGTM European Group on Tumor Markers

EIA Enzym-Immuno-Assay

EK Erkrankung

ELISA Enzym-Linked-Immuno-Sorbent-Assay

End Endwert

et al und andere

ext dis extended disease

FADD FAS assoziierte Todesdomane
FAS associated death domain

Fas Name eines Zelltodrezeptors

FDA Fluorescein Diacetat

FGF fibroblast growth factor

FIGO Klassifikation fir gynakologische Karzinome

FITC Fluorescein Isothiocyanat

FLAME Name eines FLIPs

FLICE Name fir Caspase 8

FLIP FADD like ICE inhibitory protein

FMK Fluoromethylketone

fn falsch negativ

fp falsch positiv

g Gramm

ges gesund

griech griechisch

GSTP Glutathione S-Transferase P

Gy Gray

H Histon

h Stunden

HAT Histonacetyltransferase

HDAC Histondeacetylase

HDL high density lipoprotein

HIV humanes Immundefizienz-Virus

hMLH Name eines mismatch repair gene

HNO Hals-Nasen-Ohren

HPV humanes Papilloma-Virus

HWZ Halbwertszeit

IAPs Apoptose-inhibierende Proteine
inhibitors of apoptosis proteins

ICAD inhibitor of caspase activated DNase

ICE interleukin-1p-converting enzyme

ISEL in situ end labeling

ISWI Name einer Chromatin Remodelling Komplex-Familie
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Abkiirzung Bedeutung

J Jahre

JNK c-Jun N-terminal kinase

KA Karzinom

kbp Kilobasenpaare

kDa Kilo-Dalton

Kl Karnoffsky-Index

KRK Kolorektales Karzinom

L Ligand

I Liter

LARD lymphocyte-associated receptor of death

LDH Laktatdehydrogenase

LDL low density lipoprotein

lim dis limited disease

LK Lymphknoten

LOH Verlust der Heterozygozitat
loss of heterozygosity

LTR Lymphotoxin B

Ly Lymphome

pl Mikroliter

M mannlich

M Morbus

MACH Name flr Caspase 8

mal maligne

Max Maximumwert

MDM 2 Inhibitor von p53

Med Median

mg Milligramm

Mg** Magnesium

MGTMT O6-methylguanine-DNA methyltransferase

MH Morbus Hodgkin

MHC major histocompatibility antigene

Min Minimumwert

min Minuten

MK Mammakarzinom

mi Milliliter

MLR mixed lymphocyte reaction

mM Millimolar

MM Multiples Myelom

Mn?* Mangan

MORT Name fir FADD

MRIT Name eines FLIPs

MSI Mikrosatelliten-Instabilitat

mU Milli-Units

mult multiple

MW Mittelwert

N Anzahl

n sig nicht signifikant
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Abkiirzung Bedeutung
NAIP neuronal apoptosis inhibitory protein
NC no change

neg prad Wert

negativer pradiktiver Wert

NF kB

nuclear factor-kappaB

ng Nanogramm

NGF nerve growth factor

NHL Non Hodgkin's Lymphom

nm Nanometer

NMDA N-methyl-D-aspartate

Noxa proapoptotisches Mitglied der BCL-Familie
NSCLC Nicht kleinzelliges Bronchialkarzinom
NSE Neuronen spezifische Enolase
NURF nucleosome remodelling factor
NZK Nierenzellkarzinom

oD optische Dichte

OP Operation

OPG Osteoprotegerin

ov Ovarialkarzinom

P Plasma

P- Plasma ohne EDTA-Zusatz

P+ Plasma mit EDTA-Zusatz

P.a. Pseudomonas aeruginosa

p53 Name eines Tumorsuppressorgens
PARP Poly-(ADP-Ribose) Polymerase
Pat Patienten

PBS phosphate buffer saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion

pH pondus hydrogenii

Pl Propidiumiodid

PK Prostatakarzinom

pOP postoperative Therapie

Pos Position

pos prad Wert positiver pradiktiver Wert

Prav Pravalenz

prim Primartherapie

Prog Progression

ProGRP pro-gastrin-releasing peptide
PT permeability transition

R Rezeptor

ras Name eines Onkogens

Rb Retinoblastom-Gen

RCT Radiochemotherapie

rel Name eines Onkogens

Rem Remission

RES Retikulo-Endotheliales System
Rez Rezidivdiagnose

rez Rezidivtherapie
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Abkiirzung Bedeutung
RH123 Rhodamin 123
n richtig negativ
RNA Ribonukleinsaure
ROC receiver operating characteristic
rp richtig positiv
RSC Name eines Chromatin Remodelling Komplexes
RT Radiotherapie
Serum
s Standardabweichung
S- Serum ohne EDTA-Zusatz
S+ Serum mit EDTA-Zusatz
S.a. Staphylococcus aureus
SAP Serum Amyloid P
SCC squamous cancer cell antigene
SCLC Kleinzelliges Bronchialkarzinom
Sens Sensitivitat
sig signifikant
SIR silent information regulator gene
SLE Systemischer Lupus Erythematodes
Smac second mitochondria derived activator of caspase
SNF Name eines Chromatin Remodelling Komplexes
SO sonstige Karzinome
Spez Spezifitat
SWiI Name eines Chromatin Remodelling Komplexes
SWI/SNF Name einer Chromatin Remodelling Komplex-Familie
TA Tumor-assoziiertes Antigen
TA-1 Tumormarkerwert vor dem ersten Zyklus
TA-2 Tumormarkerwert vor dem zweiten Zyklus
TA-3 Tumormarkerwert vor dem dritten Zyklus
TA-S Tumormarkerwert beim Staging
TdT terminal deoxyribonucleotidyl transferase
TGF transforming growth factor
tgl taglich
TIMP tissue inhibitor of metalloproteinases
TNF Tumornekrosefaktor
TNFR Tumornekrosefaktor-Rezeptor
TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand
TRAMP Synonym fur den DR3-Rezeptor
TRICK Synonym fiir den DR4/DR5-Rezeptor
TRIS Tri(hydroxymethyl)methylamin
Tu Tumor
terminal deoxyribonucleotidyl transferase mediated dUTP nick end
TUNEL labelling
U Units
uICC Klassifikation von Karzinomen nach der Union Internationale Contre le
Cancer
Unsens Unsensitivitat

Unspez

Unspezifitat
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Abkiirzung Bedeutung

uv ultraviolett

VEGF vascular endothelial growth factor
VK Variationskoeffizient

VLDL very low density lipoprotein

W weiblich

WSL Synonym fiir den DR3-Rezeptor
X Mittelwert

XIAP Mitglied der Gruppe Apoptose-inhibierender Proteine
V4 Zyklus

zZn** Zink

Zy Zyklen

Englische und lateinische Ubersetzungen sind kursiv gedruckt.
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