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Zusammenfassung

Die Bedeutung von Mikrosatellitenalterationen in malignen Tumoren ist trotz intensiver
Forschungstétigkeit bisher nicht ausreichend geklart. Bel Patienten mit einem hereditéren
nichtpolyptsen kolorektalen Karzinom-Syndrom (HNPCC) konnte aber ein moglicherweise
kausaler Zusammenhang zwischen einer Keimbahnmutation der Gene, die an dem DNA-
“mismatch” -Reparaturmechanismus beteiligt sind, und der Atiologie dieser Erkrankung
nachgewiesen werden. Der Nachweisvon Mikrosatel liteninstabilitéten wird zur Identifizierung
des HNPCC-Syndroms genutzt. Der Anteil nachgewiesener Mikrosatelliteninstabilitéten bei
sporadischen Tumorerkrankungen ist deutlich niedriger als beim HNPCC-Syndrom. Die
Mechanismen zur Entstehung von Mikrosatelliteninstabilitdten bei sporadischen Tumor-
erkrankungen sind bisher ungeklart. Der gelungene Nachweis von Mikrosatellitenalterationen
im Serum, Fazes, Urin und Sputum von Tumorpatienten konnte das diagnostische Repertoire
erweitern und moglicherwel se die frihzeitige Erkennung von Tumorerkrankungen verbessern.
Eine auf eine PCR basierende M ethode zur Analyse von Mikrosatel litenalterationen in Tumor-
und Serumproben wurde in dieser Arbeit etabliert. Drel Mikrosatellitenmarker (AR, ACTBP2,
UT762) wurden bei der Untersuchung eingesetzt. Es wurden Tumor- und Serum-DNA mit der
DNA von Lymphozyten verglichen und analysiert. Es wurden 43 Patienten mit
Bronchialkarzinom untersucht, darunter 16 Patienten mit kleinzelligem und 27 Patienten mit
nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom. Eswurden bei 5von 16 (31 %) Patienten mit SCLC und
bei 9 von 27 (33 %) Patienten mit NSCLC in mindestens einem Mikrosatellitenlocus eine
Mikrosatelliteninstabilitét oder ein LOH nachgewiesen. In der Kontrollgruppe mit gesunden
Probanden waren keine Mikrosatel litenal terationen nachweisbar.

Dieunverandert sehr schlechte Prognose von Patienten mit Bronchialkarzinom unterstreicht die
Notwendigkeit der Entwicklung einer zuverlassigen und sensitiven Methode zur verbesserten
Frihdiagnostik. Dazu wird es notwendig sein, weitere Mikrosatellitenmarker hinsichtlich ihrer
Tumorsensitivitdt und -spezifitét an einer ausreichenden Anzahl von Patienten zu testen und die
prognostische Bedeutung von Mikrosatellitenalterationen bei Patienten mit einem

Bronchialkarzinom zu klaren.
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Abstract

Background: Despite intensive research efforts, the significance of microsatellite alterationsin
malignant tumors is not sufficiently understood. Since a possible causal connection between
disease etiology and a germination mutation of the genes, involved in the mismatch repair
mechanism, could be demostrated in patients with hereditary nonpolyposis colorectal cancer
(HNPCC), the detection of microsatellite instabilities may be used to identify the so-called
HNPCC syndrome. While the amount of proven microsatellite instabilities in sporadic tumor
diseases is significantly lower than in the HNPCC syndrome, the mechanisms generating these
instabilities have not been clarified yet. Their succesful measurement in serum, feces, urine, and
sputum would extend the diagnostic repertory for tumor patients and possibly improvethe early
detection of neoplastic disease or its recurrence.

Results: In this thesis, a PCR-based method was established for the analysis of microsatellite
alterations in tumor specimens and serum samples. Three microsatellite markers were
employed, including AR, ACTBP2, and UT762. The DNA of tumors and serum was analyzed
and compared with the DNA of lymphocytes. Specimens of 43 patients with bronchial
carcinoma (16 small cell lung carcinoma (SCLC), 27 non-small cell lung carcinoma (NSCLC))
were examined. In 5 of the patients with SCLC (31%) and in 9 of those with NSCLC (33%) a
microsatellite instability or a loss of heterozygosity (LOH) was demonstrated in at least one
microsatellite locus. The controls, which included samples of serum and lymphocytes of 10
healthy volunteers, did not show any microsatellite alterations.

Outlook: The still poor prognosis of patients with bronchial carcinoma warrants further
development of sensitive and reliable methods to improve early detection. Beyond this study,
further microsatellite markers need to be tested in a sufficient number of patients with respect
to sensitivity and specificity of tumor diagnosis. In addition, the prognostic significance of

microsatellite alterations in tumor patients requires further investigation.
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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie

DasBronchialkarzinomist in den westlichen Industriel@ndern der zweith&ufigste maligne Tumor
unter Frauen und Mannern mit einer nach wie vor schlechten Prognose. L ungenkrebs verursacht
die hochste Mortalitétsrate unter allen Krebsentitéten (1,2,4). In Deutschland betrégt die
atersstandardisierte Sterberate bei Mannern 50, bel den Frauen 8 Todesfélle pro 100.000
Personen (standardisiert nach der Segi-Weltbevdlkerung) (3). Im letzten Jahrzehnt ist ein
Anstieg der Inzidenz besonders bei Frauen festzustellen. Anteilsmafiig nimmt das
Adenokarzinom unter den Bronchialkarzinomen zu. Der Lungenkrebs betrifft vor allem die
Altersgruppe der 50 bis 80 jahrigen Patienten. Das mediane Alter lag 1992 beim NSCLC bei
67,6 Jahren und beim SCLC bei 66,4 Jahren. Das relative 5-Jahres-Uberleben betragt beim
SCL C abhangig vom Tumorstadium zwischen 19 % im Stadium | und 2 % im Stadium 1V, beim
NSCLC zwischen 42 % im Stadium | und 3 % im Stadium 1V (4). Das Rauchen ist der
wichtigste Risikofaktor fur alle histologischen Typen des Bronchialkarzinoms. Mehr als 85 %
aler Lungenkrebserkrankungen sind mit dem Tabakrauchen assoziiert (2). Durch langjdhriges
Rauchen ist die Suszeptibilitat fur die Entwicklung eines SCLC oder eines
P attenepithelkarzinoms (NSCL C) besonders ausgepragt (5).

1.2. Neoplastische Transfor mation

Im Gegensatz zu normalen Zellen, ist das Verhalten von malignen Zellen charakterisiert durch:
# Klonale Proliferation

# Autonomes und unreguliertes Wachstum

# Anaplasie

# Metastasierung

Der Prozef3, in dessen Verlauf eine normale Zelle in eine diese Charakteristika aufweisende
Zelle umgewandelt wird, bezeichnet man al's neoplastische Transformation.

Genetische Veranderungen, die im Zusammenhang mit Malignitét eine Rolle spielen, konnten
im letzten Jahrzehnt mittels zytogenetischer und molekularbiologischer Untersuchungen
nachgewiesen werden. Dabel zeigte sich, dal? vor allem Mutationen zweier Klassen von Genen
eine zentrale Bedeutung in der Tumorentwicklung besitzen.

# Protoonkogene (in der Regel dominant)

# Tumorsuppressorgene (in der Regel rezessiv)

Neben diesen klassischen genetischen Veranderungen wurde in den letzten Jahren
nachgewiesen, dald die maligne Transformation auch im Zusammenhang mit Defekten am
postreplikativen DNA-Reparaturmechani smus steht. Fiihrendes Merkmal ist bei dieser Form von
Karzinomentstehung das Auftreten von Mikrosatel liteninstabilitat.

Protoonkogene sind normale Bestandteile der Erbanlage jeder Zelle. Punktmutation,
Trans okation oder Amplifikation / Uberexpression kénnen die Aktivierung eines Protoonkogens



verursachen.

Nach Knudsen bedingt erst der funktionelle Ausfall beider Allele eines Tumorsuppressorgens
negative Auswirkungen auf die Regulation der Zellteilung (6). Funktionsschwéachende oder
inaktivierende Mutationen eines Tumorsuppressorgens und insbesondere partiale oder komplette
Deletionen sind die fuhrenden Merkmale der genetischen Alteration dieser Gruppe.

Die Uberwiegende Anzahl der Protoonko- und Tumorsuppressorgene kodieren Proteine, dieeine
wichtige Stellung in der Zellzyklusregulation, der Zelldifferenzierung und Signaltransduktion
einnehmen. Die quantitative und qualitative Anderung der Genexpression an Schiiisselstellen
des Genoms kann unkontrollierte Wachstumsei genschaften der betroffenen Zelle hervorbringen.
Dabei ist allerdings zu bemerken, dal’3 es der Verbindung mit zusétzlichen zelltypischen
Eigenschaften bedarf, um durch die Ereignisse am Genom zu einer wirksamen neoplastischen
Transformation zu kommen. Dieser Gedanke wird von der Beobachtung unterstiitzt, dal3 bei
Keimbahnmutationen sich nur bestimmte Tumorentitdten bevorzugt entwickeln (7).
Verénderungen der Expression von Wachstumfaktoren und deren Rezeptoren und die
Neoangiogenese sind von zentraler Bedeutung in der Tumorentwicklung bzw. fr das Wachstum
von soliden Tumoren und deren Metastasen (8-10).

Zur malignen Transformation und klonalen Proliferation reicht eine Mutation nicht aus. Das
Mehrstufenmodell der Tumorigenese (11) beinhaltet nach heutigem Wissensstand bis zu 10 und
mehr verschiedene genetische Alterationen, die notwendig sind, bissich eininvasiv wachsendes
Karzinom manifestiert (12). In den morphologisch definierten Entwicklungsstadien der
Tumorigenese, beim Bronchialkarzinom sind das ausgehend vom normalen Bronchia- und
Alveolarepithel, Hyper-, Meta- und Dysplasie, Carcinomain situ und invasives Karzinom, kann
parallel eine entsprechende Akkumulation von DNA-V eranderungen nachgewiesen werden (13).
Die Frage, ob wahrend der Tumorentwicklung Mutationen bestimmter Gene friihe Ereignisse
sind, wahrend andere Gene erst zu einem spateren Zeitpunkt mutieren, wurde bisher nicht
geklart.

Ob es tatséchlich zu einer unregulierten Proliferation mit den typischen Malignitatskriterien
kommt, ist unter anderem abhangig von der individuellen Empfindlichkeit fur bestimmte
Kanzerogene und der genetischen Disposition. Verantwortlich fir dieindividuelle Suszeptibilitét
ist z. B. die Effektivitét der unterschiedlichen Reparaturmechanismen der Epithelzellen und ihre
Fahigkeit zur Apoptose bei nicht mehr moglicher Korrektur der genetischen Schadigungen.
Ke mbahnmutationen kénnen eine frihzeitigere Manifestation von Tumoren verursachen, z.B.
beim Li-Fraumeni-Syndrom (14), bel dem eine p53-Genmutation vererbt wird (7). Durch
somatische Mutation bedingte Deletion oder Inaktivierung des zweiten p53-Allels erhéht das
Risiko, dal3 sich z. B. eéin Mammakarzinom oder ein Sarkom entwickelt (6,15). Hereditare
Tumorerkrankungen machen allerdings nur maximal 1 % der gesamten neoplastischen
Erkrankungen aus (7) und sind bisher fir L ungentumore nicht eindeutig nachgewiesen worden.
Dielanganhaltende Exposition gegenuiber kanzerogenen Noxen, z.B. im Tabakrauch, kann zum
Ausl6ser einer neoplastischen Transformation des Bronchia - und Alveol arepithelswerden (16).



Das Auftreten von synchronen oder metachronen Zweittumoren (17,18) deutet darauf hin, dal3
esim gesamten betroffenen Bronchial system zu Akkumul ationen von Genschédigungen kommt.
In dem marginalen Gewebsarea eines Karzinoms und in nicht mit dem Karzinomin Verbindung
stehenden Gewebsabschnitten sind verschiedene Stadien pramaligner Lasionen nachgewiesen
worden. In elnigen Untersuchungen wurde der Nachweis von gleichen DNA-M utationsmustern
(LOH-Nachweis im Bereich des Chromosomenabschnittes 9p) in multifokalen pramalignen
Lasionen erbracht (LOH (loss of heterozygosity); Verlust eines kompletten Mikrosatellitenallels
bei heterogener Ausprégung des Allelpaares) (19,20). Konsekutive DNA-Schadigung kénnte
dann die Entwicklung von differenten phanotypischen und histomorphol ogischen préamalignen
Lasionen oder Tumoren im gesamten Bronchialsystem induzieren. Diskutiert wird, ob die
Entstehung multifokaler Tumore in voneinander unabhangigen Ereignissen erfolgt oder ob
Subklone monoklonalen Ursprungs sich zu entsprechenden Malignomen entwickeln (21,22).
Innerhalb eines Primartumors sind mei st verschiedene Subklone nachzuwel sen. Mikroskopisch
zeigen Bronchialkarzinome ofters unterschiedliche histologische Differenzierung, z. B.
Mischtumore mit plattenepithelartigen und kleinzelligen Anteilen.

Im folgenden soll ein kurzer Uberblick tiber die beim Bronchialkarzinom bekannten relevanten
Gene gegeben werden (8-10).

1.3. Onkogene

Myc-Onkogene

Die Familie der myc-Gene kodieren fir bestimmte nukleare Phosphoproteine, die zur Klasse der
sogenannten bHLH-ZIP-Proteine (basic-Helix-Loop-Helix/Leucin-Zipper) gehoren. Das
Onkogen myc wurde zuerst bei der Untersuchung von Viren identifiziert, die in Hihnern
Myel ocytomatose, el ne bestimmte L euk&mie-Form, hervorrufen. Sie sind Transkriptionsfaktoren
und inhibieren einerseits die Zelldifferenzierung, andererseits steigern sie die
Proliferationstendenz. Zur Zeit kennt man jedoch noch nicht die Gene, deren Funktion direkt
von den Myc-Proteinen reguliert werden. Beim SCLC sind in 10-25 % der untersuchten
Tumorproben Amplifikation und in 80-90 % Uberexpression des orthotopen (ohne Nachweis
einer Translokation) zelluléren c-myc-Gens nachgewiesen worden (23). Zudem konnte gezeigt
werden, dal?3 Patienten mit Uberexpression und/oder Amplifikation des c-myc-Gens in den
Tumorproben des kleinzelligen Bronchialkarzinoms, an eéinem Tumor mit besonders niedriger
Tumorverdopplungszeit und erhdhter Bestrahlungsresistenz erkrankt waren. Damit verbunden
war ein signifikant verkirztes Uberleben (24-26). Das Vorhandensein von n-myc-
Genmutationen scheint ebenfalls mit einer schlechteren Prognose bei Patienten mit SCLC
einherzugehen (27). Beim NSCL C spielen myc-Gen Aktivierungen kaum eine Rolle.

RAS-Onkogene
Die drei RAS-Protoonkogene (H-RAS1, K-RAS und N-Ras) kodieren Proteine mit dhnlichen
Funktionen. Die Bezeichnung der Gene hangt mit der Entdeckungsgeschi chte zusammen, die mit



der Untersuchung der Onkogene von Harvey- und Kirsten-Ratten-Sarkom-Viren eingeleitet
wurde. Die Ras-Proteine sind mit der Plasmamembran assoziiert und dienen der
Signaltransduktion von der Zelloberflache in den Zellkern. Dabei bildet das Ras-Protein als
Antwort auf ein Proliferationssignal einen Komplex mit GTP. Durch die verursachte
K onformationsanderung werden nachgeschal tete Protei nkinasen aktiviert. Der inaktive Zustand
wird Uiber eine Hydrolyse von GTP zu GDP wieder erreicht. Die meisten RAS-Genmutationen
betreffen die Codons 12, 13 und 61. Als Folge dieser Mutationen kann gebundenes GTP nicht
oder nur sehr verzogert gespalten werden, so dal3 ein zeitlich verlangerter aktiver Zustand
erhalten bleibt. Dadurch verstéarkt sich das Signal fur die Zelproliferation. Dies kann eine
unregulierte Proliferation der betroffenen Zelle begiinstigen. Bei den Adenokarzinomen
(NSCLC) sind bis zu 30 % RAS-Genmutationen nachgewiesen. Die RAS-Genmutation gilt als
ein negativer prognostischer Faktor beim Adenokarzinom (28,29). Beim SCLC spielen RAS-
Genmutationen keine Rolle.

C-erbB1/ c-erbB2 (auch unter der Bezeichnung: HER2, neu)

Das Protoonkogen c-erbB-1 kodiert eine membrangebundene Tyrosinkinase, die elnen Rezeptor
fur EGF (Epidermaler Wachstumsfaktor) darstellt. Beim Plattenepithelkarzinom konntein einer
Untersuchung eine Uberexpressionsrate von 60-90 % nachgewiesen werden (8). Amplifikation
und/oder Uberexpression des c-erbB-2 Gens sind in etwa 30 % der untersuchten NSCLC-Féllen
nachgewiesen und gelten al's prognostisch ungunstiger Faktor (30).

Bcl-2 (B-Zdll-Lymphom)

Das bcl-2-Gen (Chromosomabschnitt 18g21) kodiert ein Protein, das z. B. die durch natiirliche
oder strahleninduzierte Hydroxyl-Radikal e ausgel 6ste Apoptose blockieren kann. Dies erfolgt
durch eine Komplexbildung mit dem Bax-Protein, welches als Homodimer die Apoptose
steigert. Entgegen dem M utationsmechanismus beim follikuldren Lymphom, der Translokation
t (14,18), werden bei 20 % der NSCLC-Tumoren eine erhéhte Expression des Bcl-2-Proteins
gefunden. Vor alem bel Gber 60-jahrigen Patienten ist der erhohte Bcl-2-Proteinnachweis mit
einer besseren Prognose verbunden (31). Bei kleinzelligen Lungentumoren ist in bis zu 65 %
der Félle eine erhthte bcl-2-Genexpression zu beobachten (32).

1.4. Tumor suppressor gene

p53-Tumor suppressorgen

Die p53-Genmutation ist die haufigste genetische Veranderung bei einer ganzen Anzahl von
Tumorentitéten. Etwa 80 % der SCLC- und 50 % der NSCLC-Tumore haben eine solche
Mutation (10). P53-Mutationen wurden auch in pramalignen dysplastischen L&sionen
nachgewiesen (33). Die normae Funktion des auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17
liegenden Gens besteht u. a. in der Erhaltung der Genomstabilitét. Wird das Genom geschéadigt,
kommt es zu einer Zunahme des p53-Proteins. Dieses nukleare Phosphoprotein besitzt eine



zentrale Domane fir die spezifische Bindung an DNA. Bindestellen liegen z. B. im Bereich des
Promotors des CDK-Inhibitors p21 und den Genen der DNA-Reparaturenzyme. Eine Zunahme
des p53-Proteins 16st die Expression der genannten Gene aus. Uber das p21-Protein wird
temporar und reversibel eine Blockade des Zell zyklus ausgel 6st, und ermdéglicht damit der Zelle
die Genomschadigung zu korrigieren. Bei irreparablen Schadigungen tritt der programmierte
Zelltod (Apoptose) ein. In Zellen, in denen funktionelles p53-Protein fehlt, kénnen sich weitere
DNA Schadigungen akkumulieren und so zur malignen Transformation beitragen. Bei
Lungenkarzinomzellen sind sehr oft G zu T-Transversionen nachzuweisen, wobel ein
Zusammenhang mit Benzpyren aus dem Zigarettenrauch vermutet wird (16). Mutationen im
p53-Gen sind Uber weite Bereiche im Gen verteilt, zeigen aber sogenannte “hot spots’, die oft
die DNA-Bindungsdoménen des Proteins betreffen.

Retinoblastom-Tumor suppressor gen

In fast 100 % der SCL C-Tumorproben sind LOH’ s des rb-Gens (Chromosomabschnitt 13g14)
nachzuweisen, jedoch nur in 30 % der NSCLC-Tumorproben (10). In der G,-Phase des
Zellzyklus bilden RB-Proteine und E2F-Proteine (E2-Faktor) Komplexe. Die gebildeten
Proteinkomplexe hemmen die Expression von Zellzyklus-Genen, die die E2F-Bindungsstellein
ihrem Promotor-Bereich tragen. Durch Phosphorylierung des RB-Proteinswird das E2F-Protein
freigesetzt. Das E2F-Protein kann nun die Transkription von Genen mit E2F-Bindestelle
einleiten. Mutationen beider Retinoblastomallele flhren zu einem gestérten Zellzyklus und
Steigerung der Zellproliferationsrate. Im Gegensatz zu den kleinzelligen Bronchia karzinomen,
zeigten Untersuchungen von NSCL C-Tumorproben haufiger eine Uberexpression des Cyclin
D1-Gens as den Verlust von funktionsféhigem RB-Protein. Beide Mutationen fuhren zur
Dysregulation des sogenannten “checkpoint” im G,-Zellzyklus, d. h. die betroffene Zelle beginnt
mit der Vorbereitung einer DNA-Replikation und dem Eintreten in die S-Phase (34).

1.5. Neoangiogenese

Unter Neoangiogenese versteht man die Bildung neuer Gefél3e aus bestehenden Gefalden,
waéhrend bel der Vasculogenese neue Gefél3e aus Vorlauferzellen (Angioblasten) hervorgehen.
Die Angiogeneseist z. B. Bestandteil der normalen Wundheilung, aber auch ein entscheidender
Faktor fur das Wachstum von Tumoren und deren Metastasen. Die Neoangiogeneseist ein sehr
frihes Ereignis bel Plattenepithelkarzinomen. Gezeigt wurde dies in der Epidermis einer
transgenen Maus mit HPV-16 Onkogen tragenden Basalzellen. Schon im hyperplastischen
Stadium sind diskrete dermale Gefal3neubildungen zu erkennen. Wahrend des dysplastischen
Stadiums zeigt sich eine ausgepragte Neoangiogenese (35). Durch ein verandertes
Genexpressionsmuster der Tumorzellen, werden diese in die Lage versetzt, die Initiierung und
Unterhaltung einer tumoreigenen Gefal3versorgung zu induzieren (36). Dabel werden angiogene
Substanzen freigesetzt, die unter anderem das Einwachsen von Endothelzellen bewirken und
Fibroblasten zur Bildung einer angiogenen Interzellularmatrix veranlassen. Wichtige



Aktivatoren der Angiogenese sind u. a. VEGF (vascular endothelial growth factor), bFGF (basic
fibroblasts growth factor) und PD-ECGF (platel et derived endothelial cell growth factor). VEGF
ist u. a. verantwortlich fir die gesteigerte Permeabilitét der Mikrogefél3e in der Umgebung der
Tumorzellen. Die dadurch verursachte Extravasation zirkulierender Blutplasmaproteineist ein
erster Schritt zur Tumorstromagenerierung (Tumorstromabestandteile: Interstitielle Fllssigkeit
z. B. Plasmaexsudat, Fibrinogen/Fibrin usw., Strukturproteine, Proteoglykane und Glykosamin-
glykane, Blutgefél?e und korpuskuldre Bestandteile z. B. Fibroblasten, Histiozyten usw.).
Dartiber hinaus hat VEGF eine mitogene Wirkung auf Endothelzellen (37). Fibroblasten
synthetisieren und sezernieren Stromabestandteile, z. B. Kollagen, Hyaluron, Tenascin und
Fibronectin. Das veréanderte Interzellularmilieu tréagt zur Einwanderung von weiteren
Fibroblasten, Makrophagen und Endothelzellen bei. Die Ausformung von rohrenartigen
Strukturen und die korrespondierende Schlingenbildung erméglichen den Beginn der
tumoreigenen Blutzirkulation (38). Alle Stadien von Adenokarzinomen der Lunge zeigten eine
positive Korrelation zwischen Geféldichte des Tumors und Ruckfallrate nach operativer
Therapie (39). Eine Untersuchung von 253 NSCL C-Tumorproben erbrachte den Hinweis, dal3
eine hohe Mikroblutgefal3edichte in den Tumorproben mit einer schlechten Prognose verbunden
ist (40).

1.6. Repetitive DNA-Elemente

Im Eukaryonten-Genom liegen Gene oft weit voneinander entfernt, getrennt durch genfreie
DNA. Zwischen den Genen kommen repetitive DNA-Elemente vor. Mehr as 20 % des
gesamten Human-Genoms ist aus vielfach wiederholten DNA-Abschnitten zusammengesetzt.
Ungefahr die Halfte davon besteht aus den verstreuten SINE- und LINE-Abschnitten (short/long
interspersed repetitive elements), die andere Héalfte aus Satelliten-DNA. SINE-Abschnitte
bestehen aus 100-500 Basenpaare. Mehrere Familien von SINE-Abschnitten sind bekannt. Bei
Saugetierenist die Alu-Familie am besten untersucht. LINE-Abschnitte bestehen aus 6000-7000
Basenpaaren. Die Funktion von SINE- und LINE-Abschnitten ist nicht bekannt. Satelliten-DNA
besteht aus kurzen hinterel nandergeschalteten DNA-Abschnitten. Im Bereich der Chromosomen-
Centromere befinden sich AT-reiche Sequenzen, zusétzlich befinden sich dort GGAAT-
Wiederholungen. Besondersim Subtelomer-Bereich liegen Minisatel liten, bestehend aus Kopien
von DNA-Abschnitten aus 16-64 Basenpaaren. Mikrosatelliten bestehen aus sehr einfachen
Sequenzwiederholungen wie z. B. AC, GAG oder AAAG. Mikrosatelliten kommen
weitverstreut im Genom vor.

Mikrosatellitenpolymor phismus

Mikrosatelliten-DNA besteht aus 10-50 Kopien von Folgen aus 1-6 Basenpaaren.
Mikrosatelliten mit AC-Dinukleotid-Folgen kommen, im Genom verteilt, durchschnittlich
einma pro 30 Kb Genomabschnitt vor. Tri- und Tetranukleotidwiederholungen sind etwas
seltener, aber ebenfalls weitverbreitet im gesamten Genom. Auf dem X-Chromosom kommen
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durchschnittlich alle 300-500 Kb Tri- oder Tetranukleotidwiederholungssequenzen vor. Eine
grof3e Anzahl von Mikrosatelliten sind hochpolymorph. Polymorph bedeutet, dal’ das maternale
und das paternale Allel unterschiedlich lange Mikrosatellitensequenzen besitzen. Der
Vererbungsmodus des Langenpolymorphismuses ist kodominant, entsprechend den
Vererbungsregeln nach Mendel. Aufgrund der Heterogenitét und des ubiquitéren Vorkommens
im Genom sind Mikrosatelliten als DNA-Marker zur Genomanalyse sehr gut geeignet und
werden dazu auch intensiv genutzt. Sind die flankierenden DNA-Sequenzen bekannt, kdnnen
diese Abschnitte in der Polymerase-Kettenreaktion mit entsprechenden Startermolekilen
(Primern) nachgewiesen werden. Dementsprechend finden Mikrosatel litenmarker Anwendung
bei Bevdlkerungsanalysen bzw. bel evolutionsbiologischen Fragestellungen und bei der
Identifizierung einzelner Individuen, z. B. beim Paternitdtsnachweis oder forensischen
Problemstellungen (41).

1.7. Postreplikative DNA-Repar atur und DNA-"Mismatch” -Repar atur

Untersuchungen von Replikationsfehlern wurden anfénglich an Prokaryonten (Wildtyp)
durchgeftihrt. Wahrend der Replikation werden falsch eingebaute Nukleotide durch die 3'-5'-
Exonuklease erkannt und entfernt. Die 3'-5'-Exonuklease erkennt Fal schpaarungen aufgrund der
veranderten DNA-Geometrie. Falsch eingebaute Nukleotide I6sen héufiger als korrekt
eingebaute Nukleotide ihre Wasserstoffbriicken zu den Nukleotiden im Matrizenstrang. Die 3'-
5'-Exonuklease funktioniert auch in Normalzellen nicht fehlerfrei, so dal3 Falschpaarungen
(“Mismatches’) in der replizierten DNA bestehen bleiben. Pro- und eukaryontische Zellen
besitzen die Fahigkeit mit Hilfe des postreplikativen DNA-Reparatursystems, der sogenannten
“Mismatch-Reparatur”, diese Mutationen zu korrigieren.

Postreplikative DNA-Reparatur bei Prokaryonten

Ein Modell zur Funktionswei se und zum Zusammenspiel der beteiligten Reparaturenzyme stellte
Modrich (42) anhand des Reparatursystems bei E. coli vor. Im Genom von E. coli trégt Adenin
in der Nukleotidfolge GATC eine Methylgruppe. Die Methylierung erfolgt wahrend der
Replikationsphase etwas verzogert am neusynthetisierten Strang, so dal3 parenteraler und
neusynthetisierter Strang sich unterscheiden und damit der méglicherweise fehlerhaft
synthetisierte neue Strang eindeutig von den Reparaturenzymen erkennbar ist. “Mismatches’
und sogenannte Heteroduplex-DNA (ungepaarte Nukleotide im DNA-Strang) bis zu einer
Anzahl von 4 Nukleotiden werden vom postreplikativen Reparatursystem erkannt. Bedingung ist
eine GATC-Basensequenz in der Nahe des Replikationsfehlers. Liegen zwischen “Mismatch”
und GATC-Basensequenz uber 2 Kb, so nimmt die Effektivitdt der Reparaturfunktion ab.
Heteroduplex-DNA-Bereiche mit einer grof3eren Anzahl von ungepaarten Nukleotiden werden
von diesem System nicht erkannt. Das MutS-Protein erkennt und bindet an der fehlerhaften
Position. Die Funktion des MutL-Proteins ist noch unklar, moglicherweise dient das MutL-
Protein zur Herstellung einer Interaktion zwischen MutS- und MutH-Protein. Das MutH-Protein
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erkennt und bindet an die GATC-Sequenz und bewirkt einen Schnitt des nichtmethylierten
Stranges in der Nahe des GATC-Sitzes. Die Helikase 1 entwindet den geschnittenen Strang und
die Exonuklease | baut den iberhdngenden Strang ab. Uber eine Neusynthese wird die Liicke
geschlossen. Die letzte fehlende Phosphordiesteraseverbindung wird durch eine Ligase
geschlossen.

Levinson und Gutman (43) zeigten in ihren Untersuchungen, dal3 dieses Reparatursystem
L eserastermutationen (frame-shifts) sehr effektiv korrigieren kann. Leserastermutationen treten
haufig dann auf, wenn einer der beiden DNA-Strange Licken aufweist, wie z. B. in der
Umgebung der Replikationsgabel, bei Reparaturprozessen oder bei Rekombinationen. Die
zentrale Annahme dabei ist, dal3 Basenpaare verrutschen und dadurch ungepaarte Nukleotide
auftreten konnen. Dadurch koénnen entweder Insertionen oder Deletionen entstehen. Eine
nachfolgende Replikation des Primerstranges fuhrt zu einer Elongation, wenn die ungepaarten
Basen sich im Primerstrang befinden. Eine Deletion tritt auf, wenn die ungepaarten Basen sich
im parenteralen Strang befinden. Bei Einschrénkung der Funktion des “Mismatch”-
Reparatursystems, untersucht bei E. coli Mutanten mit mutL- und mutS-Gendefekten, stieg die
Anzahl von Leserasterverschiebungen in CA/TG-Wiederholungssequenzen um das 13-fache an.
Es wurde gezeigt, dal? das untersuchte Reparatursystem tiber 90 % der in den Untersuchungen
vorgekommenen L eseraster-M utationen erkannte und korrigierte (43).

Postreplikative DNA-Reparatur bei Hefen

Eswird vermutet, dal3 ein Stottern bzw. Rutschen der DNA -Polymerase (polymerase slippage)
bzw. ein Verrutschen der DNA-Strénge (strand slippage) wahrend der Replikation von einfachen
repetitiven DNA-Sequenzen das Auftreten von DNA-"Mismatches” und Heteroduplex-DNA
verursacht (44,45). PMS1, MLH1 und MSH2 wurden as verantwortliche Gene fir das
Mismatch-Reparatur-System in S. cerevisiae identifiziert. Strand et al. (44) zeigten, dai3
Mutationen in einem dieser Gene zu einem 100 bis 700-fachen Ansteigen der Instabilitéat in GT-
repetitiven Sequenzen der Hefe-DNA fhrt. Mutationen, die die Korrekturfunktion der DNA-
Polymerase (3'-5-Exonuklease Aktivitét) betreffen, haben einen geringeren Effekt auf die
Stabilitat der repetitiven Elemente. Aufgrund dieser Ergebnisse vermuteten Strand et al., dal3die
normale Funktion der DNA-Polymerase eine sehr hohe Rate von “slippage’-Ereignissen
aufweist (44). New et al. (46) identifizierten bei S. cerevisiae ein weiteres Gen, MSH3, welches
alsHomolog zum mutS-Gen von E. coli angesehen werden kann. Es scheint jedoch eine weniger
bedeutende Rolle im postreplikativen Reparatursystem zu spielen.

Untersuchungen von PM S1-Genmutationen bel S. cerevisiae zeigten, dald das PM S1-Genprodukt
eine wichtige Rolle in der Korrektur von Heteroduplex-DNA spielt (47).
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1.8. Postreplikative DNA-Reparatur beim erblichen nichtpolypdsen Kolorekalkrebs
(HNPCC)

Beim HNPCC-Syndrom (hereditary nonpolyposis colorectal cancer) zeigten Untersuchungen,
dal3 diese Erkrankung bei fast 90 % der Fale mit Mikrosatelliteninstabilitéten assoziiert ist (48).
Vogelstein et al. (49) konnten bereits 1989 bel dem Vergleich von 56 Kolontumorproben mit
entsprechendem Normalgewebe in funf Karzinomproben zusétzliche DNA-Fragmente
nachweisen, die im Vergleich zu Normalzellen eine variable Anzahl von Wiederholungs-
sequenzen enthielten. Thibodeau et al. (50) berichten tGber Mikrosatelliteninstabilitét in (CA), -
Sequenzen bei Uberwiegend proximal lokalisierten Kolonkarzinomen. Gleichzeitig stellten
Aadltonen et a. (51) einen Zusammenhang zwischen RER™ (replication error positive) Status und
der Pathogenese desfamilidr vererbten kolorektalen Karzinoms her. Tumore mit Alterationenin
einfachen repetitiven Sequenzen, beobachtet als Veranderung in der Lange von
Mikrosatellitensequenzen in der Tumor-DNA im Vergleich zur Normal-DNA des gleichen
Individuums, werden als RER" bezeichnet. Bei der Untersuchung zeigte die Uberwiegende
Mehrheit der familiér bedingten Kolonkarzinome (86 %) eine ausgepragte Mikrosatelliten-
instabilitat, wahrend die untersuchten sporadischen Kolontumore einen deutlich niedrigeren
Anteil (16 %) hatten. lonov et al. (52) konnten zur gleichen Zeit Veranderungen in AT-reichen
Sequenzen und anderen einfachen Sequenzwiederholungen beim Kolonkarzinom zeigen. Sie
schétzten, dal® mehr als 100.000 solcher Mutationen im Genom einer solchen Tumorzelle
vorkommen. Es wurde vermutet, dal’ diese Art von Mutationen im Zusammenhang mit einer
erblicher Prédisposition und einer reduzierten Fahigkeit der DNA-Reparatur stand.

Peltoméki et al. (53) konnten durch Kopplungsanalyse nachweisen, dal ein fir das HNPCC-
Syndrom verantwortliches Gen mit dem Marker D2S123 assoziiertist. D2S123 liegt 5 cM distal
vom Marker D2S5, dessen Lage auf dem Chromosomabschnitt 2p15-16 bestimmt wurde (Die
Einheit der biologischen Genkarte ist die Rekombinationsfrequenz, angegeben in Prozent und
wird oft al's centi-Morgan bezeichnet).

Lindblom et a. (54) konnten ein zweites Gen (Chromosomabschnitt 3p21-23) lokalisieren, das
ebenfalls mit dem HNPCC-Syndrom assoziiert ist.

Zeitgleich konnten Fishel et al. (55) und Leach et al. (56) ein Gen sequenzieren, dasalseinesder
verantwortlichen Gene fur das HNPCC-Syndrom angesehen wurde. Aufgrund der
nachgewiesenen Homologie mit dem MSH-Gen von S. cerevisiag, wurde es als hM SH2-Gen
bezeichnet. Es befindet sich im Bereich des Chromosomabschnittes 2p21-22. Damit war es
moglich zu Uberprifen, ob Mitglieder von Familien mit HNPCC-Syndrom eine
Keimbahnmutation im hM SH2-Gen tragen und ob die entsprechenden Tumore zusétzlich von
somatischen Mutationen im zweiten Allel betroffen sind. Eine Keimbahnmutation und eine
zusétzliche somatische Mutation konnten dann auch tatsichlich in entsprechenden
Tumorgewebsproben nachgewiesen werden. Das Ergebnis zeigte, dal3 M utationen des hM SH2-
Gens fur einen Teil der HNPCC-Erkrankungen verantwortlich sein kénnten. Das humane
Genhomolog, hMLH1, wurde von Bronner et al. (57) sequenziert und auf Mutationen bei
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HNPCC-Familien untersucht. Das hMLH1-Gen wurde auf dem Chromosomabschnitt 3p21.3-23
lokalisiert. Eine Punktmutation konnte im kodierenden Abschnitt des hMLH1-Gens bel vier
Mitgliedern einer Familie nachgewiesen werden, die Uberproportional von Kolonkarzinomen
betroffen war. Sequenzierung und Mutationsanalyse von hPMS1 und hPMS2, zwel
Genhomologe vom PM S1-Gen bzw. mutL-Gen, zeigten, dal3 auch diese beiden Gene an dem
HNPCC-Syndrom beteiligt sind (58).

Festzuhalten bleibt, dal? die Mikrosatelliteninstabilitét beim HNPCC-Syndrom eine Dysfunktion
der DNA-Replikation oder der DNA-Reparatur reflektiert. Bisher wurden vier Geneidentifiziert
(hMLH1, hMSH2, hPMS1 und hPMS2), deren Mutation fur das HNPCC-Syndrom
verantwortlich sein kénnten. Dabel ist das Gen hMLH1 in ca. 30 % und das Gen hMSH2 in ca.
60 % der Félle mit HNPCC-Syndrom mutiert (59). Betroffene Familienmitglieder von HNPCC-
Familien tragen Keimbahnmutationen in einem Allel eines Reparaturgens. Der Erwerb einer
somatischen Mutation im zweiten Allel fuhrt aufgrund des gestdrten Reparatursystems zur
genomischen Instabilitdt. Die Mikrosatelliteninstabilitdt reflektiert in diesem Sinne einen
Mutatorphénotyp, d. h. Mutationen in bestimmten Genen (z. B. DNA-Reparaturgene)
verursachen ein Anwachsen der Mutationsfrequenz im gesamten Genom und initiieren eine
Kaskade von weiteren Mutationen, was letztendlich zu einer grof3eren genomischen I nstabilitét
fahrt (60). Es ist zu vermuten, dal3 ein defektes postreplikatives DNA-Reparatursystem auch
DNA-Schaden an kritischen Stellen des Genoms, z. B. Tumorsuppressorgene und
Protoonkogene, nicht mehr ausgleichen kann und damit eine mogliche Tumorentwicklung
beglinstigt.

Die Bedeutung der Mikrosatelliteninstabilitét in der Pathogenese sporadischer Tumore und die
Ursache zur Entstehung der Mikrosatelliteninstabilitét bei sporadischen Tumoren ist dagegen
bisher nicht ausreichend geklart (61-64). Die Haufigkeit des RER" Phanotyps ist bei
gporadischen Tumorerkrankungen deutlich niedriger als beim HNPCC-Syndrom. In den
nachsten Abschnitten folgt ein Uberblick tiber die Mikrosatellitenalteration von nicht mit dem
HNPCC-Syndrom assoziierten Tumorerkrankungen. Die deutlich unterschiedliche
Mikrosatelliteninstabilitatsfrequenz zwischen HNPCC-Syndrom und sporadischen
Tumorerkrankungen deutet auf unterschiedliche pathogenetische Mechanismen hin.
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1.9. Allgemeine Vor bemerkungen zur Mikrosatellitenalteration und Nomenklatur

Die Bezeichnung Mikrosatellitenalteration wird fir zwei unterschiedliche Formen von
genetischen Mutationen verwendet. Einerseits fur die Mikrosatelliteninstabilitét (MIN) und
andererseits fur das Auftreten von Verlusten eines kompletten Mikrosatellitenallels, ein
sogenanntes LOH (loss of heterozygosity). Unter der Bezeichnung Mikrosatel liteninstabilitét
wird das Auftreten von Deletionen oder Insertionen einiger Basenpaare in den untersuchten
Mikrosatelliten subsumiert. Der Ausdruck RER® (replication error) wird synonym zum
Ausdruck MIN verwendet. Weitere Akronyme wurden und werden nach wie vor verwendet,
z.B. MSI (Mikrosatelliteninstabilitéat), USM (ubiquitous somatic mutations) und MMP
(Mikrosatelliten-M utator-Phanotyp) (65).

Beide Arten von Mikrosatellitenalteration konnen mit der gleichen Untersuchungsmethode
nachgewiesen werden. Wichtig bei LOH-Untersuchungen ist die Heterogenitét (informative
Fale) der untersuchten Allele, um den Verlust eines Allels nachweisen zu kénnen. Bel
homozygoter Auspragung (nicht informative Félle) ist der Nachweis eines LOH’ s naturgemal3
nicht moglich, well gleich lange DNA-Fragmente in der Gelelektrophorese nicht aufgetrennt
werden und deshalb nur eine Bande sich darstellt. Die Analyse der Studien Uber
Mikrosatellitenalterationen bel sporadischen Tumorerkrankungen ergibt ein heterogenes Bild.
Die Vergleichbarkeit ist durch Verwendung einer unterschiedlichen Anzahl und Art von
Mikrosatellitenmarkern eingeschrankt. Die Ergebnisinterpretation wird durch die nicht immer
gegebene Trennung, auf der einen Seite die Falle mit einem nachgewiesenen LOH und auf der
anderen Seite die Falle mit einer nachgewiesenen Mikrosatelliteninstabilitdt, erschwert. Die
Definition fir einen positiven Mikrosatelliteninstabilitétsnachweis variiert ebenfalls. Einige
Autoren fordern fir einen positiven Mikrosatelliteninstabilitétsnachweis mindestens zwel der
untersuchten Mikrosatellitenloci mit einer Veranderung (Deletion oder Insertion von einigen
Basenpaaren), wahrend anderen Autoren der Nachweis einer Veranderung an einem der
untersuchten Mikrosatellitenloci ausreicht.

1998 wurde auf einem internationalen Arbeitsgruppentreffen des nationalen Krebsinstituts der
USA Leitlinienfir die Bestimmung der Mikrosatelliteninstabilitét bei kolorektalen Karzinomen
festgelegt (65). Fur andere Tumorentitéten sollen ebenfalls Richtlinien erarbeitet werden, so daf?
zu hoffen ist, dal3 dann zukinftig die Vergleichbarkeit von Mikrosatellitenuntersuchungen
erleichtert wird und verwendetete Begriffe einer eindeutigen Definition unterliegen.
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1.10. Untersuchungen zur Mikrosatellitenalteration

1.10.1. Unter schiedliche Tumor entitaten

Neben den Studien zur Mikrosatellitenalteration beim Bronchiakarzinom, wurden auch andere
Tumorentitéten untersucht, um die Haufigkeit von Mikrosatellitenalterationen dokumentieren
zu konnen. Eine Auswahl der wichtigsten Studien der letzten Jahre wird in diesem Kapitel
vorgestellt, am Ende des K apitels folgt ein tabellarischer Uberblick.

In der Studie von Nawroz et a. (66) wird Serum-DNA, zusétzlich zur Ublichen Tumor-DNA,
untersucht. Insgesamt 5/21 (24 %) der untersuchten Plattenepithelkarzinome der Hals- und
Kopfregion (HNSCC - head and neck squamous cell carcinoma) zeigten eine MIN, davon drei
mit entsprechenden Befund im ebenfalls untersuchten Serum. Bei 18/21 (86 %) der
Tumorproben konnte ein LOH nachgewiesen werden. In funf Falen konnte dies auch in der
Serum-DNA nachgewiesen werden. Ein Nachwels von Mikrosatellitenalterationen im Serum
korrelierte mit dem spéteren Auftreten von Fernmetastasen (p=0,015) (66).

Dams et al. (67) konnten bei 5/10 (50 %) der untersuchten Glioblastome und bei keinem der
Astrozytome eine Mikrosatelliteninstabilitét nachweisen. Ein LOH wurde bei drei
Glioblastomen beobachtet.

In der Arbeit von Gleeson et al. (68) wurden 17 Oesophaguskarzinome, die auf dem Boden einer
Barrett-Metapl asie entstanden waren, auf Mikrosatel liteninstabilitét untersucht. Dabel konntein
alen untersuchten Fallen eine Alteration nachgewiesen werden. Es wurden insgesamt 139 MS-
Loci untersucht. Die Rate der veranderten Mikrosatelliten war bel 16 Karzinomproben sehr
niedrig (1-10 %), wahrend bei einer Probe ein hoher Anteil von 45 % registriert wurde.
MacDonald et a. (69) berichteten Giber den Nachweis einer Mikrosatel liteninstabilitét bei 16/46
(35 %) der untersuchten hepatozelluldren Karzinome (HCC). In 12 Proben konnte auch im
normalen angrenzenden L ebergewebe eine Mikrosatel liteninstabilitét nachgewiesen werden.
Mironov et a. (70) untersuchten 22 primére Magenkarzinome. RER" waren 5/22 (23 %) der
Tumorproben. Die zusétzliche Untersuchungen des p53- und Connexin-32-Gens ergaben keinen
Hinweis, dal3 die genomische Instabilitat der Tumorzellen, reflektiert durch den Nachweis von
Mikrosatellitenveranderungen, Punktmutationen des p53-Gens oder des Connexin-32-Gens
beguinstigt.

Mao et a. (71) untersuchen Urinsediment-DNA auf Mikrosatellitenalterationen, um die
Sensitivitat dieser Untersuchungsmethode zur Erkennung einer Blasentumorerkrankung mit der
der konventionellen zytologischen Untersuchung vergleichen zu kdnnen. In einer Vorauswahl
wurden 10 fur Detektion von Mikrosatelliteninstabilitéten beim Blasentumor geeignete MS-
Marker berticksichtigt. Es konnten 19 von 20 (95 %) Patienten mit bekanntem Blasenkarzinom
durch die Mikrosatellitenanalyse identifiziert werden, wéhrend mit der Zytologie nur in 9 von 18
(50 %) Féllen maligne Zellen im Urinsediment nachweisbar waren (71).
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Tabdlel Mikrosatellitenalter ation - Ubersicht
Autoren / Jahr Tumor - Fallzahl | Probenart | MIN | LOH Marker
(Referenz) Entitat [n] [%] | [%0] (Chromosom)
Riesinger et a. 93 Endometriu 36 Tumor 17 | k.A. 71 Marker
(72) m-karzinom
Duggan et a. 94 Endometriu 45 Tumor 20 | k.A. Mfd27, Mfd41,
(73) m-karzinom Mdf47 (5,17,6)
Helland et al. 97 Endometrium 82 Tumor 6 k. A. 8 Marker
(74) Zervixkarz. 20 Tumor 30 kA, | (358101117
Wooster et al. 94 Mamma 104 Tumor 11 k. A. vWFa/ b, DM,
(75) Sarkom 18 Tumor 11 | k. A. Cs;TAyC It(md
. arker
Gehi _rntumor 54 Tumor 2 k. A. (2.16.17X)
Ovariatumor 20 Tumor 10 | k. A.
Damset d. 95 Gliom 16 Tumor 37 17 Marker
(67) (1,5,8,11,13,15,X)
Peltomaki et al. 93 Kolon 243 Tumor 17 k. A. 8 Marker
(76) Magen 33 Tumor 18 | k. A. (1,3,58,10,
Endometrium 22 Tumor 22 k. A. 11,1317
Lunge 87 Tumor 2 k. A.
Mironow et a. 94 Magen 22 Tumor 23 | k.A. 10 Marker
(70) (1,5,12,13,17,18,X)
Gleeson et al. 96 Oesophagus 17 Tumor 100 | k. A. 139 Marker
(68)
MacDonald et al. 98 HCC 46 Tumor 35 20 16 Marker
(69)
Nawroz et al. 96 HNSCC 21 Tumor 24 86 12 Marker
(66) 21 Serum 14 | 24 | (3pSp14.17p.21)
Mao et al. 96 Blase 20 Urinsedi- 45 80 10 Marker
(71) ment

Abkurzungen: MIN, Mikrosatelliteninstabilitét; LOH, Verlust der Heterozygotie;

k. A., keine Angaben
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1.10.2. Inflammatorische Erkrankungen

Wie schon an einigen vorhergehenden Stellen angeftihrt, sind Mikrosatel litenalterationen auch
in nichtmalignen oder pramalignen Geweben nachweisbar. Brenntnall et a. (77) konnten bei
allen untersuchten Patienten (5/5 (100 %)) mit Pankreatitis eine MIN im sezernierten
Pankreassaft, gewonnen durch ERCP, nachweisen. Im Vergleich hierzu, zeigten 2/5 (40 %)
Patienten mit Pankreaskarzinom eine MIN im untersuchten Pankreassaft. Drei gesunde Personen
mit normalem Pankreas blieben ohne Nachweis einer MIN in den entnommenen
Pankreassaftproben. Eingesetzt wurden die Marker D2S123/136, D3S1067, D5S107, D6S87,
D8S255, D10S197, D11S904, D17S261/361/787 und D18S34 (Chromosom 2, 3, 5, 6, 8, 10, 11,
17 und 18). Brenntnall et al. (78) untersuchten in einer anderen Arbeit die K olonschleimhaut von
Patienten mit Colitis ulcerosa. 5/10 (50 %) der Proben mit nicht dysplastischer Mukosa zeigten
eine MIN, mit hochgradiger Dysplasie 46 % (6/13). In keiner Kolonschleimhautprobe mit
ischamischer und infektioser Colitis (7 Patienten) konnte eine MIN nachgewiesen werden.
Eingesetzt wurden die Marker D2S119/123/136, D3S1067, D5S346, D6S87, D8S255, D13S175,
D17S87/261, p53 (intron 1) und D18S34/35 (Chromosom 2, 3, 5, 6, 8, 13, 17 und 18).

1.10.3. Kleinzelliges Bronchialkarzinom (SCLC)

Mao et al. (79) untersuchten zehn in Paraffin eingebettete Proben von kleinzelligen
Bronchialkarzinomen mit insgesamt funf Markern verschiedener Tri- oder Tetranukleotid-
wiederholungen (repeats), der Vergleich erfolgte mit der DNA aus Normalzellen der
entsprechenden Personen. Insgesamt wiesen 5 von 10 (50 %) Proben eine Mikrosatelliten-
instabilitdt in mindestens einem untersuchten Locus auf. Von den 5 eingesetzten Markern
besallen die Marker AR, ACTBP2 und UT762 einen Anteil von 40 %/20 %/40 % am Nachweis
von Mikrosatel liteninstabilitdten. Die Untersuchung von tiber 300 Tumorproben, einschliefdlich
SCLC, NSCLC, Urothelkarzinome und Basalzell- und Plattenepithelkarzinome der Haut, mit
Markern fur Dinukleotidsequenzen, erbrachte einen Anteil von 0,7 % MIN.

Merlo et al. (80) konnten bei 15/33 (45 %) SCLC-Tumorproben eine MIN nachweisen. Es
wurden bei dieser Untersuchung ausschliefdlich Marker fir Dinukleotidsequenzen eingesetzt.
Jede Tumorprobe wurde unter Verwendung von durchschnittlich 23 Mikrosatellitenmarkern
untersucht.

Chen et a. (81) untersuchten 21 SCL C-Tumorproben mit den drei Mikrosatellitenmarkern AR,
ACTBP2 und UT762. Die Untersuchung wurde auf die Plasma-DNA der entsprechenden
Patienten ausgedehnt und mit normalen Blutlymphozyten-DNA verglichen. Insgesamt konnten
bei 16/21 (76 %) (Tumor-DNA) und bei 15/21 (71 %) (Plasma-DNA) der untersuchten Patienten
Mikrosatellitenalterationen nachgewiesen werden. Mit dem Marker AR konnten in 38 %,
ACTBP2in 28 % und UT762 in 52 % der Patienten eine Mikrosatellitenalteration detektiert
werden. MIN konnte bei 57 %, LOH in 33 % der Patienten nachgewiesen werden. In einem Fall
gelang der LOH-Nachweis nur in der Tumor-DNA, nicht aber in der Plasma-DNA. In einem
anderen Fall konnte nur in der Plasma-DNA ein L OH nachgewiesen werden. MIN kam ebenfalls
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bei einer geringen Anzahl entweder nur in der Tumor-DNA oder nur in der Plasma-DNA vor.
Bel alen anderen untersuchten Patienten mit Verdnderungen war eine Mikrosatelliteninstabilitat
in beiden Untersuchungskompartimenten nachweisbar. Tabelle 2 gibt einen Uberblick tiber die
bisherigen Untersuchungen zur Mikrosatel litenalteration bel kleinzelligen Bronchiakarzinomen.

Tabelle 2

Mikrosatellitenalteration - Kleinzelliges Bronchialkar zinom

Autoren / Jahr Fallzahl [n] Probenart | MIN | LOH Marker
(Referenz) [%0] | [%0] (Chromosom)
Mao et al. 94 10 Tumor 50 | n.u. D14S50 (14)
(79) AR (X), FGA(4)
ACTBP2 (6)
UT762 (21)
Merlo et a. 94 33 Tumor 45 | n.u 23 Marker
(80) (1-3,5,6,9,13,17)
Chen et al. 96 21 Tumor 52 29 AR (X)
(81) 21 Plasma 48 | 29 ACTBF2 (6)
UT762 (21)
Hurr et al. 96 5 Tumor 20 | 100 8 Marker
(82) (3p12 - 3p26)
Pylkkanen et al. 6 Tumor 0 67 16 Marker
97 (1p.3p,50,8p,9p,
(83) 10p,11p,13q,17q)

Abkirzungen: MIN, Mikrosatelliteninstabilitéat; LOH, Verlust der Heterozygotie

n. u., nicht untersucht
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1.10.4. Nichtkleinzelliges Bronchialkarzinom (NSCL C)

Shipman et al. (84) untersuchten 28 NSCLC-Tumorproben. Als Vergleichsmaterial diente
normales L ungengewebe der entsprechenden Patienten. Ziel der Untersuchung war, die LOH-
Frequenz von Chromosom 11 im Bereich p15-g23 mit insgesamt 11 M S-Markern zu bestimmen.
Die hochste LOH-Frequenz mit jeweils 18/28 (64 %) Tumorproben wurden mit den Markern
D11S941E und D11S935 (11p13) nachgewiesen. Die Frequenz der untersuchten 11p
Alleldeletionen war nicht signifikant assoziiert mit klinisch-pathol ogischen Parametern (TNM-
Stadium, Alter, Geschlecht, Raucherstatus). Im CAT-Locuswurdeein LOH in 18/19 (95 %) der
untersuchten Tumor-DNA-Proben mit informativen Mikrosatelliten nachgewiesen.

Sekine et al. (85) untersuchten 18 NSCLC-Tumorproben von Patienten, die sich einer
chirurgischen Therapie unterzogen hatten und jinger als 40 Jahre waren. Die Untersuchung
umfaléte zusatzlich eine Verglei chsgruppe von Patienten mit einem Alter von Uber 60 Jahren.
Bei 7/18 (39 %) aus der Gruppe der unter Vierzigjahrigen zeigte sich eine MIN in den
untersuchten Mikrosatellitenloci, wéhrend der Anteil bei den Giber Sechzigjahrigen 11 % betrug.
Der Mikrosatelliteninstabilitétsnachweis wurde als positiv eingeordnet, wenn mindestens zwei
der sechs untersuchten Mikrosatellitenloci eine Expansion oder Kontraktion aufwiesen.

Suzuki et al. (86) untersuchten 9 Patientinnen mit NSCLC, die mindestens 3 Verwandte mit
Krebserkrankungen in der Familienanamnese hatten. Die Kontrollgruppe setzte sich aus 28
Patientinnen mit NSCLC zusammen, die keine Verwandten mit Krebserkrankungen in der
Familienanamnese hatten. Bei 6/9 (67 %) Patientinnen der erstgenannten Gruppe und bei 5/28
(18 %) Patientinnen der Kontrollgruppe wurde eine Mikrosatelliteninstabilitét (p=0.011) in den
Tumorproben nachgewiesen. Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich klinisch-pathol ogischer
Parameter zwischen MIN-positiver und MIN-negativer Gruppe konnte nicht festgestel It werden.
Fong et al. (87) untersuchten 108 NSCL C-Tumorproben und wiesen bel 7 (6,5 %) Proben eine
MIN nach. Inalen 7 Tumoren mit MIN wurden hohe L OH-Raten gefunden, z. B. in den unter-
suchten Mikrosatel litensequenzen der Chromosomenarme 11p (57 %), 8p (66 %), 9p (83 %) und
17p (100 %). Zusétzlich hatten 2/7 Proben eine K-ras-Mutation und 3/7 Proben eine p53-
Mutation.

Ryberg et a. (88) fanden eine MIN bel 29/137 (21 %) Patienten mit NSCLC. Im Vergleich zum
AR-Marker war die nachgewiesene Mikrosatel liteninstabilitétsrate unter der Verwendung von
Markern fur Dinukleotidwiederholungssequenzen zwei- bis dreimal hoher (ohne
Signifikanzangabe). Untersucht wurde der Chromosomenabschnitt 3p21-24 und das X-
Chromosom. Eine MIN war héufiger bei Patienten unter 50 Jahren (38 %) als bei dteren
Patienten (19 %) (p=0,051) nachzuweisen.

Thibervilleet a. (89) berichteten Giber 72/86 (84 %) Patienten mit einem L OH des untersuchten
Chromosomenabschnittes 3p21-22. Die Mikrosatel litenanalyse ergab bel 2/86 (2,4 %) Patienten
den Nachweis einer MIN. Neben dem Tumorstadium und der histologischen Klassifizierung,
konnten keine weiteren prognosti schen Faktoren nachgewiesen werden. Der Nachweisder MIN
wurde mit zwei Markern fir Dinukleotidwiederholungssequenzen, den Markern ITIHL, ITIH3
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und an einer PolyTC-Sequenz im Intron 17 des I TIH1-Gen durchgefihrt.

Pifarréet a. (90) konnten bei 42/64 (66 %) NSCL C-Tumorproben eine MIN und bei 23/64 (36
%) Tumorproben ein LOH nachweisen. Es wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen
RER*-Status und LOH-Status, K-ras- oder p53-Mutationen nachgewiesen. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate betrug bei Patienten mit Stadium | und RER-Status 80 %, bei Patienten mit
RER-Status 26 % (p=0,005).

Froudarakis et al. (91) untersuchten 20 bronchoskopisch gewonnene Tumor- und
Normal mukosaproben von Patienten mit NSCLC mit 10 Markern fir Mikrosatellitensequenzen
der Chromosomenarme 17p, 179, 9p und 9q. Bei 16/20 (80 %) der untersuchten Tumorproben
konnte eine Mikrosatellitenalteration, bei 6/20 (30 %) eine MIN und 5/20 (25 %) ein LOH
nachgewiesen werden. Finf Tumorproben zeigten eine MIN und ein LOH. Keine Korrelation
wurde zwischen L OH/MIN-Nachweis und Tumorstadium bzw. histologischem Subtyp gefunden.
Shridar et a. (92) untersuchten mit 16 MS-Markern die Chromosomenabschnitte 3p, 3q, 11p,
11q, 13g und das X-Chromosom bei 34 Patienten mit NSCLC. Bei 13/38 (34 %) der
Tumorproben zeigte sich eine MIN und bei 11/38 (29 %) ein LOH. Untersucht wurden
Mikrosatel litensequenzen des Chromosomenarmes 3p.

Pylkkanen et al. (83) untersuchten 16 Dinukleotidwiederholungssequenzen auf den
Chromosomenabschnitten 1p, 3p, 59, 8p, 9p, 10p, 11p, 13q und 17q. Die Tumorproben von 93
Patienten mit Bronchialkarzinom setzten sich aus 87 NSCL C- und 6 SCL C-Proben zusammen.
Keine der Tumorproben zeigte eine MIN (0/93), aber 24/87 (28 %) der NSCL C-Proben zeigten
ein LOH. Ein LOH konnte in 4/6 (67 %) der SCL C-Proben nachgewiesen werden. Die hochste
LOH-Rate wurde im Bereich des Chromosomenabschnitts 3p nachgewiesen (6 eingesetzte
Marker).

Miozzo et a. (93) untersuchten 53 Tumorproben und 42 histologisch normale Bronchial-
mukosaproben von 51 Patienten mit einem Lungentumor. Darunter waren 43 Falle mit NSCLC,
5 Falemit SCLC und 5 weitere Falle mit Lungentumor ohne ndhere Angabe zur histologischen
Subklassifizierung. Bei 7 Patienten waren die gleichen Alterationen im Tumor und in der
normalen Bronchialschleimhaut nachzuweisen. Zusétzlich konnten in 3 von 5 untersuchten
Sputumproben eine Mikrosatel liteninstabilitdt nachgewiesen werden.

Tabelle 3 gibt einen Uberblick tiber die bisherigen Untersuchungen zur Mikrosatellitenal teration
bei nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen.
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Tabelle 3

Mikrosatellitenalteration - Nichtkleinzelliges Bronchialkarzinom

Autoren / Jahr Fallzahl [n] | Probenart | MIN | LOH Marker
(Referenz) [%] | [%0] (Chromosom)
Mao et a. 94 23 Tumor 9 k. A. 9 Marker
(79) (4,6,12,14,19,21,X)
Shridhar et a. 94 38 Tumor 34 29 16 Marker
Text 130.X)
Fong et al. 95 108 Tumor 6,5 | siehe 6 Marker
(87) Text (1p,2p,8p,9p,180)
Ryberg et al. 95 137 Tumor 21 | k.A. | D3S647/D3S966 (3)
(88) D3S1286/D3S1289 (3)
AR (X)
Tibervilleet a. 95 86 Tumor 2,4 84 | D3S1007/D351339 (3)
(89) ITIHL/3 (3p)
Miozzo et al. 96 53 Tumor* 32 | k.A. D3S1339 (3p)
(93) 5 Sputum | 60 | k.A. ggzﬁg gpi
; Y
42 Bronchial- | 36 | k. A. AR (X)
mukosa
Wiedland et al. 96 49 Tumor 29 7 Marker (3p,50)
(94) 30 Tumor 43 3 Marker (3p21)
Sekineet al. 97 18 Tumor 39 11 D2S123 (2)
(85) 9 Tumor 11 0 D3S659/ D3S966(3)
D5S346 (5)
WTL/TP53 (17)
Pifarréet al. 97 64 Tumor 66 36 8 Marker
(90) (2p.3p)
Pylkkanen et a. 97 87 Tumor 0 28 16 Marker
(83) (1p,3p,50,8p,9p, 10p,
11p,13qg,170q)
Shipman et al. 98 28 Tumor 11 | siehe 7 Marker (11p)
(84) Text
Suzuki et al. 98 28 Tumor 18 50 (2p,3p,5q,11p,17p)
(86) 9 Tumor 67 33




Autoren / Jahr Fallzahl [n] | Probenart | MIN | LOH Marker
(Referenz) [%] | [%] (Chromosom)
Froudarakis et al. 98 20 Tumor 30 25 10 Marker
(91) (17p,179,9p,9q)
Sanchez-Céspedes 98 22 Tumor 0 54 D3S1038 (3)
(95) 22 Serum 9 23 D351611 (3)
D3S1067 (3)
D3S1284 (3)

Abkirzungen: MIN, Mikrosatelliteninstabilitat; LOH, Verlust der Heterozygotie;
k. A., keine Angaben; *, 43 NSCLC-, 5 SCLC- und 5 nicht
naher klassifizierte Lungentumorproben

1.11. DNA im Blutplasma und -serum

Unter Verwendung eines Radioimmunoassays konnten Leon et a. (96) freie DNA im Serum von
Tumorpatienten in einer Konzentration von 180 £ 38 ng/ml (Mittelwert) nachweisen. 50 % der
Patienten befanden sich in einem Bereich von O bis 50, der andere Teil der Gruppe in einem
Bereich von 50 bis 5000 ng/ml DNA. Zwischen der DNA-Konzentration im Serum und der
TumorgrofRe oder der Tumorlokalisation bestand keine Korrelation. Bei Patienten mit einer
metastasierten Tumorerkrankung bestand signifikant haufiger ein héherer DNA-Spiegel als bei
Patienten mit einer Tumorerkrankungen ohne Nachweisvon Metastasen (209 £ 39 ng/ml versus
100 + 30 ng/ml, p < 0,02 ). Nach einer Bestrahlungstherapie wurde eine Abnahme der DNA-
Konzentration im Serum bei Patienten mit Lymphomen, Lungen-, Ovaria- und Uterustumoren
um 66 bis 90 % gemessen. Bei Brust- und Kolontumoren sowie bei Gliomen konnte nur eine
Abnahme von 16 bis 33 % registriert werden. Im allgemeinen korrelierte die Abnahme der
DNA-Konzentration mit einem Ruckgang klinischer Symptome. Umgekehrt war ein Anstieg
oder ein unveranderter DNA-Spiegel verbunden mit einem schlechten Therapieansprechen (96).
Shapiro et a. (97) untersuchten 386 Patienten mit benignen und malignen gastrointestinalen
Erkrankungen. Patienten mit benignen Erkrankungen hatten eine DNA-Konzentration von 118
+ 14 ng/ml, wéhrend Patienten mit malignen Erkrankungen einen Mittelwert von 412 + 63 ng/ml
aufwiesen (p<0,001). Stroun et a. (98) konnten bei Patienten mit malignen Grunderkrankungen
nachweisen, dal3 die DNA im Plasma aus Fragmenten in der Groéf3e von 21 Kb bis weniger als
0,5 Kb bestand und das die DNA in Doppelstrangen vorlag. In einer weiteren Arbeit von Stroun
et a. (99) konnte der Nachweis erbracht werden, dal3 die extrahierte Plasma-DNA auch aus den
malignen Zellen stammite.
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Untersuchungen von Plasma- bzw. Serum-DNA zum Nachweisvon Mikrosatel litenalterationen
wurden bisher durchgefihrt von:

1. Chen et al. (81) bei Patienten mit kleinzelligem Bronchialkarzinom

2. Sanchez-Céspedes et al. (95) bei Patienten mit nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom

3. Nawroz et al. (66) bei Patienten mit Tumoren der Kopf / Halsregion

4. Goesd et a. (100) bei Patienten mit Nierenzellkarzinom.

Zum Nachweis von K-ras bzw. N-ras Mutationen wurde Plasma-DNA von Patienten mit
Pankreaskarzinom, Kolonkarzinom, myelodysplastischen Syndrom und akuter myeloischer
L euk&mie verwendet (101-103). In alen Studien konnte die prinzipielle Eignung von Plasma-
bzw. Serum-DNA zur Mutationsanalyse nachgewiesen werden.

1.12. Tumormarker

Substanzen, die auf eine Tumorerkrankung hinweisen, werden als Tumormarker bezeichnet.
Solche Substanzen treten haufig aufgrund des veranderten Stoffwechsels der transformierten
Zellen auf. Man unterscheidet zwischen zelluldren (Hormonrezeptoren beim Mammakarzinom)
und humoralen Tumormarkern. Neben einer Rethe frei im Serum zirkulierender Substanzen, die
vom Tumor induziert werden, z. B. Enzyme, Akute-Phase-Proteine, Stoffwechsel produkte u. a.,
hat insbesondere der Nachweis tumorassoziierter Antigene einen hohen Stellenwert erlangt.
Hierunter finden sich u. a. onkofetale Antigene wie CEA und AFP und durch monoklonale
Antikorper definierte Tumorantigene (CA19-9, CA125, u. a.). Hormone, z. B. das $-HCG, sind
ebenfalls als Marker geeignet. Die Anforderungen an einen nutzbringenden Tumormarker sind
an folgende Eigenschaften gebunden: Hohe Tumorspezifitét (um gesunde Personen von
erkrankten Personen unterscheiden zu koénnen), Organspezifitét, Korrelation der Hohe des
Markers mit den einzelnen Tumorstadien, Anzeige von Verdnderungen beim Tumorpatienten
unter Therapie, prognostische Aussagekraft und hohe Sensitivitét (besonders in der
Frihdiagnostik).

Beim Bronchialkarzinom werden zur Zeit nur die Neuron-spezifische Enolase (NSE), das
karzinoembryonale Antigen (CEA) und das|6dliche Zytokeratinfragment 21-1 in der klinischen
Praxis genutzt. Hohe NSE-Serumspiegel sprechen fir ein kleinzelliges Bronchialkarzinom,; der
Abfall wahrend oder nach Therapie fur die Wirksamkeit der gewdahlten Therapiestrategie.
Letzteres gilt auch fur das CEA und CY FRA 21-1 fur das nichtkleinzellige Bronchialkarzinom.
Der Nachweis von tumorassoziierten genetischen Alterationen im Serum konnte die
Fruherkennung und die Therapieverlaufskontrolle verbessern. Ob der Nachweis von
Mikrosatellitenalterationen als Tumormarker zur frihzeitigen Detektion von Tumor-
erkrankungen geeignet ist, kann nur durch entsprechende Studien geklért werden.
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2. Aufgabenstellung

Dieunverandert sehr schlechte Prognose von Patienten mit Bronchiakarzinom unterstreicht die
Notwendigkeit der Entwicklung einer zuverlassigen und sensitiven Methode zur verbesserten
Frihdiagnostik. Die frihzeitige Erkennung der Tumorerkrankung ist von evidenter Bedeutung,
weil das Tumorstadium bei der Diagnosestellung nach wie vor zu den wichtigsten
Prognosefaktoren gehort. Die hohe Morbiditdt und Mortalitét des Bronchialkarzinoms in der
Bevolkerung der westlichen Industrienationen demonstriert die herausragende epi demiol ogische
Bedeutung, vor allem auch unter Berticksichtigung der Uberproportional ansteigenden Inzidenz
in dem letzten Jahrzehnt.

Inden Arbeiten von Chen et al. (81) und einer erst kirzlich verdffentlichten Arbeit von Sanchez-
Céspedes et al. (95) wurde gezeigt, dald3 Veranderungen im Genom von Tumorzellen bei
kleinzelligen und nichtkleinzelligen Bronchialtumoren auch in der zirkulierenden DNA im
Serum bzw. Plasma detektierbar sind. Beide Studien zeigen, dal3 es auch ohne belastende
invasive Verfahren, z.B. Tumorbiopsieentnahme, moglich ist Mutationen der DNA von
Bronchialtumoren nachzuweisen. Allerdingsist es bisher noch notwendig, einen Vergleich mit
der DNA aus Tumorbiopsaten vorzunehmen. In einer prospektiven Studie von Mulcahy et al.
(101) gelang der Nachweis von K-ras Mutationen durch die Untersuchung von DNA im Plasma
bei vier Patienten mit Symptomen einer Pankreaserkrankung. Die endgultige Diagnose
Pankreaskarzinom wurde erst nach weiteren 5 bis 14 Monaten gestellt. Die im Plasma
nachgewiesenen Mutationen stimmten mit den spéter gefundenen Mutationen aus den
Tumorzellen Uberein. Voraussetzung zum Nachwels von Mutationen ist eine ausreichende
Tumor-DNA-Menge im Blut. Diese Studie demonstrierte, dal3 der Nachweis von Mutationen in
der Plasma-DNA die Fruhdiagnostik einer Tumorerkrankung verbessern kann. Die
prognostische Bedeutung von Mikrosatellitenalterationen wurden in den beiden nachfolgend
angefuhrten Studien untersucht. Thibodeau et al. (50) untersuchten 86 Patienten mit
kolorektalem Karzinom der Stadien A bis D (nach Dukes). Nach chirurgischer Therapie
Uberlebten Patienten mit Mikrosatelliteninstabilitatsnachweis an zwei oder mehr
Mikrosatellitenloci signifikant langer als Patienten mit Mikrosatelliteninstabilitétsnachweis an
nur einem Locus oder mit keiner nachgewiesenen Mikrosatelliteninstabilitét (p=0,02). Pifarré
et al. (90) untersuchten 33 Patienten mit NSCLC Stadium |. Die 5-Jahres-Uberlebensrate war
nach chirurgischer Therapie bei Patienten mit einem RER" Status 26 %, bei den Patienten mit
RER" Status 80 % (p=0,005). Die heterogenen Ergebnisse der beiden Studien zeigen, dald die
Frage, ob der Nachweis von Mikrosatellitenalterationen ein prognostisch gunstiger oder
prognostisch ungunstiger Faktor ist, bisher nicht ausreichend beantwortet werden kann. Das
heterogene Ergebnis kdonnte aber auch die Folge des Einflusses entitatsspezifischer
Eigenschaften sein.
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Ziele der vorliegenden Arbeit waren:

# M ethodenetablierung zum Nachweis von Mikrosatel litenalterationen in Serum- / Plasma:
DNA
# Pilotstudie zur Identifizierung der Patienten mit Bronchialkarzinom, die eine

Mikrosatellitenal teration aufweisen
# Bestimmung der Haufigkeit einer Mikrosatellitenalteration beim Bronchialkarzinom
unter Verwendung der drei in dieser Studie eingesetzten Mikrosatel litenmarker

Ein welterer Aspekt des Gesamtprojektes ist die Frage, ob unter den zur Zeit gangigen
Therapiemodalitéten eine Mikrosatellitenalteration einen prognostischen Parameter fir den
Erfolg einer entsprechenden Therapie darstellt. Weiterhin soll untersucht werden, ob das
Phanomen Mikrosatel litenalteration durch Behandlung der Patienten stabil nachweisbar bleibt.
Hierzu wurde und wird eine umfangrei che Serum- und Plasmaprobenbank angel egt, um “follow
up” Untersuchungen an Patienten mit nachgewiesener Mikrosatel litenalteration durchfihren zu
konnen. Auch soll geprift werden, ob beim NSCLC bestimmte Stadien und histologische
Subklassifizierungen mit Mikrosatellitenalterationen assoziiert sind.
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3. Material und Methoden

3.1. Patienteneinschlufd und Probengewinnung

Eswurde zur Dokumentation der Patientendaten und der entnommen Proben ein Datenformbl att
erstellt. Eingeschlossen wurden Patienten mit diagnostiziertem Bronchialkarzinom vor
Therapiebeginn. Die untersuchten Tumorproben wurden bronchoskopisch gewonnen. War eine
bronchoskopische Materialgewinnung nicht mdglich oder nicht zumutbar, dann wurden
Tumorzellen ausin Paraffin eingebetteten histologischen Praparaten entnommen. Die Auswahl
und Markierung der Tumorareale erfolgte durch einen Pathologen. Den Patienten wurden zwel
Blutproben zu je 10 ml aus einer peripheren Armvene entnommen. Fir die geplanten
Verlaufsuntersuchungen im Rahmen des Gesamtprojektes werden in einem zumutbaren
Zeitintervall weitere Blutproben entnommen. Alle frisch gewonnenen Tumorproben wurden bis
zur Aufarbeitung im flissigen Stickstoff schockgefroren und anschlief3end bei -75°C
aufbewahrt.

Es konnten fir diese Arbeit 29 Patienten aus der Lungenheilanstalt Beelitz eingeschlossen
werden. 14 Patienten wurden aus der onkologischen Ambulanz der Medizinischen Klinik 11 der
Charitéin Berlin rekrutiert.

Mikroskopisch ausgewéhlte Tumorareal e ausin Paraffin eingebetteten Schnittpraparaten wurden
bei zwei Patienten mit SCLC und bel sechs Patienten mit NSCLC verwendet. Bei einem
Patienten mit SCLC wurde die verwendete Tumorprobe aus einer Lymphknotenmetastase
gewonnen. Unter den 43 untersuchten Tumorproben waren 16 Proben kleinzellige
Bronchialkarzinome und 27 Proben nichtkleinzellige Bronchialkarzinome. Die Proben der
nichtkleinzelligen Bronchialkarzinome setzten sich aus 7 Adenokarzinomen, 16
Plattenepithelkarzinomen und 4 grof3zelligen Karzinomen zusammen.

3.2. Kontrollgruppe und Probengewinnung

Es wurden insgesamt 10 gesunde Probanden, die in der Anamnese keine Tumorerkrankung
aufwiesen, in die Kontrollgruppe eingeschl ossen.

Jedem Proband wurden zwei Blutproben zu je 10 ml aus einer peripheren Armvene entnommen.

3.3. Probenaufar beitung

# Serum wurde gewonnen, indem das Nativblut bis zum Ablauf der Spontangerinnung,
mindestens 30 Minuten, stehen gelassen wurde. Es folgte das Zentrifugieren der Probe
fir 10 Minuten bei 1500 x g. Der Uberstand wurde abpipettiert und in ein neues
Probenrohrchen gefllt.

# Zur Blutprobengerinnungshemmung wurde fur die zweite Probe Natrium-Zitrat- oder
EDTA-Zusatz verwendet. Esfolgte das Zentrifugieren der Probe fir 10 Minuten bei 200
x g. Der Uberstand wurde abpipettiert und nochmal fir 10 Minuten bei 1500 x g
zentrifugiert. Dadurch werden samtliche zelluldren Bestandteile aus dem Plasma
entfernt.
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Die nicht sofort analysierten Serum- und Plasmaproben wurden bei ca. -20°C bis zur weiteren
Aufarbeitung gelagert.

Dichtegradientenzentrifugation

Diezelluléren Bestandtelle ausdem EDTA- / Zitratblut wurden zur Gewinnung mononukleérer
Zellen im Verhdtnis 1:1 mit Natriumchloridiosung (0,9 %) verdunnt. Die Probe wurde
vorsichtig auf einen aus 10 ml Ficoll-Paque® (Pharmacia Biotech, Schweden) bestehenden
Kompartiment aufgeschichtet. Eine Vermischung der ungeféhr im Verhaltnis 1:2 (Ficoll : Blut
und Kochsalzlosung) aufgeschichteten Kompartimente mul3 vermieden werden. Die nach-
folgende Zentrifugation der Probe fur 30 Minuten bel 400 x g (Raumtemperatur) fuhrte zur
Trennung der einzelnen zelluldren Komponenten. Dabel bildet sich am Boden eine Schicht aus
mit Ficoll aggregierten Erythrozyten, direkt dartiber eine Schicht aus Granulozyten und eine
Interphaseschicht zwischen Ficoll-Pague und Plasma. Weil die Lymphozyten eine relativ
niedrige Dichte besitzen, sammeln sie sich zusammen mit einigen Thrombozyten und
Monozyten in der Interphasezone an. 95 % der Zellen in der Interphasezone sind Lymphozyten.
Die Lymphozyten wurden mit einer Pasteur-Pipette aufgenommen und in eine isotone
K ochsal zI 6sung gewaschen. Erneutes Zentrifugieren fir 10 Minuten bel 200 x g fuhrte zu einer
Pelletbildung. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet mit ca. 500 pl isotoner
Kochsalzlésung in ein Probenréhrchen tberfihrt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt,
1 Minute bei 120 x g, wurde der Uberstand abgesaugt und das entstandene Lymphozytenpellet
bis zur Aufarbeitung im flissigen Stickstoff schockgefroren und anschlief3end bel -75°C
aufbewahrt.

3.4. DNA-Isolation

Protokoll der DNA-Isolation von in Paraffin eingebetteten und fixierten Tumor proben
Die Tumorareale auf den Objekttrdgern wurden von einem Pathologen unter
lichtmikroskopischer Kontrolle markiert. Die gekennzei chneten Areale wurden mit einer sterilen
Einmal-Skalpellklinge abgeschabt. Durch die Zugabe von 3 ml Xylol wurde das Paraffin
extrahiert. AnschlieRend wurde fur 10 Minuten bei 1500 x g zentrifugiert, der Uberstand
dekantiert. Das entstandene Pellet wurde zweimal mit Athanol (70 %) gewaschen und
zentrifugiert, anschlief3end der Alkohol dekantiert und das Pellet bel einer Temperatur von 37°C
getrocknet. Athanol dient der Entfernung noch verbliebener Reste des Xylols. Die I nkubation bei
37°C fuhrt zu einer Evaporation des Alkohols.

Die nachsten Schritte entsprechen dem Vorgehen bei der Isolierung der DNA aus den
bronchoskopisch gewonnenen Biopsaten. Alle Zentrifugationen wurden bel Raumtemperatur
durchgefihrt.

Zur Isolierung der DNA wurden Saulen der Firma Qiagen verwendet. Diese Saulen enthalten
eine Siliziummembran zur Bindung von Nukleinsduren. Entsprechend dem Protokoll fir
Gewebeproben (QIAamp® Tissue Kit) ergab sich folgender Versuchsablauf:
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1 Zugabe von 180 pl Lysepuffer (ATL), 20 pl Proteinase K (20 mg/ml), Inkubation fur 12
Stunden bel 55°C, gelegentlich mischen

Zugabe von 20 pl gekochte RNase A (20 mg/ml), mischen, 2 Minuten inkubieren
Zugabe von 200 pl Lysepuffer (AL), mischen, 60 Minuten inkubieren bei 70°C
Zugabe von 210 pl Athanol (96-100 %), mischen

Beladen der QIAamp®-Saule mit der Probe, Zentrifugation 1 Minute bei 6500 x g
Waschen mit je 500 ul Pufferlésung (AW), Zentrifugation 1 Minute bei 6500 x g
Waschen mit je 500 ul Pufferlésung (AW), Zentrifugation 3 Minuten bei 20000 x g

Im 70°C warmen Wasserbad Elutionspuffer erwarmen und je Séule 200 pl dazugeben,
1 Minute inkubieren, dann Zentrifugation 1 Minute bel 6500 x g

O N~ WDD

Die DNA-haltige Pufferlosung wurde bis zur weiteren Analyse bei -20°C gelagert.
Lymphozyten- und Serumproben wurden nach dem Protokoll fir Blut- und Korperfliissigkeiten
aufgearbeitet (QIAamp® Blood Kit). Dieses Protokoll entspricht dem oben beschriebenen
Protokoll ab Schritt 2. Auferdem muf3 Schritt 3 durch die Zugabe von Proteinase K erganzt
werden. Bei der DNA-Isolierung der Serumproben missen auf3erdem, entsprechend dem
Probenvolumen, die einzelnen Reaktionsschritte angepaldt werden. Die Menge an Lysepuffer und
Athanol muR proportional der zusitzlichen Probenmenge gesteigert werden, bei Proteinase K
reicht eine drei- bis vierfache Steigerung aus. Aufgrund der limitierten Aufnahmefahigkeit der
benutzten Saule von Qiagen, mul? Schritt 5 je nach Menge entsprechend wiederholt werden.
Eingesetzt wurden zwischen 1-4 ml Serum bzw. Zitratplasma.

Die benutzten Saulen haben laut Herstellerangaben (Qiagen GmbH, Deutschland) eine DNA-
Bindungskapazitét von bis zu 100 pg.

3.5. Markierungsreaktion (Forward labeling reaction)

Bei der Markierungsreaktion wird eine radioaktive (- Phosphatgruppe des Adenosintriphosphat
an das 5-OH Ende des eingesetzten Oligonukleotids von der T4-Polynukleotid-Kinase
Ubertragen. Bei allen Markierungsreaktionen wurde [(-*P] ATP (3000 Ci/mmol) als Donator
eingesetzt (Amersham International).

Reaktionszusammensetzung fir einen 25 pl Ansatz

15 pl Aqua dest.

1 ul Primer (AR, ACTBP2, UT 762) (sense) 100 pmol/ul

5 ul 5 X Forward Reaction Buffer, GibcoBRL

1 pl T4-Polynukleotid-Kinase 10 U, GibcoBRL

3ul [(-*P] ATP

Reaktionsbedingungen: 60 Minuten Inkubation bei 37°C, danach erfolgte fir 10 Minuten bel
65°C die Enzyminaktivierung.

Ein 25 pl Markierungsansatz wurde fur 10-25 PCR-Ansétze eingesetzt.

R R HH
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3.6. Polymer ase-K ettenr eaktion (PCR)

DasPrinzip der Polymerase K ettenreaktion (PCR)

Mit der PCR ist esméglich, kleinste Mengen spezifischer DNA-Abschnitte nachzuweisen. Mitte
der achtziger Jahre wurde die PCR-Methode von Saiki et a. (104) eingefihrt und danach sténdig
verbessert und erweitert. Das grundlegende Prinzip der PCR ist nach wie vor gltig. Basis des
Verfahrens ist die enzymatische Vermehrung eines DNA-Abschnittes zwischen zwei
Oligonukleotid-Primern, die gegenlaufig an komplementére DNA-Strange gebunden sind. Ein
Prototyp der verwendeten DNA-Polymerasen ist die Tag-Polymerase von Thermus aguaticus.
Der Einsatz von thermostabilen Polymerasen ermdglichte es, den Prozef3 der Amplifizierung der
Ausgangs-DNA zu automatisieren. Unter Verwendung von im UberschulR vorhandenen
Oligonukleotid-Primern und den vier Nukleotiden (ANTP) kann die DNA-Polymerase neue
komplementdre DNA-Strénge synthetisieren, indem Nukleotide an das 3'-Ende der Primer
angeheftet werden. Die entstandenen DNA -Syntheseprodukte werden bei 94°C denaturiert. Dann
folgt ein neuer Zyklus mit der Hybridisierung von Oligonukl eotid-Primern und der Synthese der
DNA-Strange. Nach 20 Zyklen erhdlt man von einem DNA-Molekil ausgehend infolge einer
exponentiellen K ettenreaktion ca. 1 Million (2%°) K opien. Genetisches Material, welches nur in
Spuren vorhanden ist, kann mit Hilfe der PCR einer molekularbiol ogischen Analyse zuganglich
gemacht werden.

Zur Darstellung der PCR-Produkte wurden Agarose- und nichtdenaturierende PAA-Gele
verschiedener Konzentrationen verwendet. Als Detektionsverfahren wurden Ethidiumbromid-
und Silbernitratfarbungen benutzt.

Getestet wurden: DNA-Polymerasen von Perkin-Elmer, Appligene und Promega A, B
Tetramethylammoniumchlorid (TMAC)-Konzentration von 30-70 mmol/I
Hybridisierungstemperatur von 55-65°C bei den drel in dieser Studie
benutzten Primern (Startermolekilen)

MgCl,-Konzentration zwischen 1-5 mmol/|

Dimethylsulfoxid ( DM SO, C,HsSO), Glycerol, bovines Serumalbumin
(BSA), Ammoniumsulfat (NH,SO,) und Formamid als PCR-Zusatz zur
Steigerung der Effektivitat und Spezifitat der Amplifikation
Primer-Qualitat

Bei einer Temperatur von 94°C wurden die Probenansétze in den PCR-Automaten eingesetzt
(hot start). Durch eine eingebrachte Paraffinschicht wurde der Ansatz in zwei Kompartimente
unterteilt. Die Trennung der Kompartimente wird erst durch das Schmelzen der Paraffinschicht
aufgehoben. Alle notwendigen Bestandteile der PCR werden dadurch erst nach dem Schmelzen
der Paraffinschicht zusammengefiihrt. Folgende PCR-Bedingungen wurden fur ale drei
Mikrosatellitenprimer angewendet: Initial 3 Minuten denaturieren bei 94 °C, dann 1 Minute
denaturieren bei 94 °C, 1 Minute hybridisieren bel 59 °C und 1 Minute synthetisieren
(Extension) bei 72 °C fur 35 Zyklen. Zum Schluf3 folgte ein zusétzlicher Syntheseschritt fir
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5 Minuten bei 72 °C. Eingesetzt wurde der Thermocycler PTC-100 von der MJ Research, Inc..
Die Kuhlung und Heizung des Gerétes arbeitet nach dem Prinzip des Peltier-Effektes.

Untersucht wurden insgesamt drei Mikrosatel litenabschnitte auf den Chromosomen 6, 21 und
dem X-Chromosom.

Charakterisierung der untersuchten Mikrosatelliten und der benutzten Primer sequenzen

Androgenrezeptorgen (90 Kb) (AR)

#
#

#H

H

(CAG),o CAA Trinukleotidsequenz, Chromosom X g11-12
Primer sense(5° A 3)

TCC GCG AAGTGA TCCAGA AC

Primer antisense(5 A 3')

CTT GGG GAGAACCATTCT CA

Lange des Amplifikationsproduktes ca. 180 bp

Humanes $-Aktin-Pseudogen (HUMACTBP2)

# (AAAG),; AAAAAG (AAAG); Tetranukleotidsequenz, Chromosom 6
# Primer sense (5' A 3')
AAT CTG GGC GACAAGAGT GA
# Primer antisense (5' A 3')
ACT TCT CCCCTA CCGCTATA
# Lange des Amplifikationsproduktes zwischen 233 und 323 bp
UT 762
# (AAAG), Tetranukleotidsequenz, Chromosom 21
# Primer sense (5' A 3')
GTCAGT ATTACCCTGTTA CCA
# Primer antisense (5' A 3')
GTT GAGGATTTT TGCATCAGT
# Lange des Amplifikationsproduktes ca. 290 bp

Alle drei Primerpaare wurden von der Firma BioTeZ Berlin-Buch GmbH hergestellt und
gereinigt (HPLC). Die Konzentration betrug 100 pmol/pl.
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PCR-Ansatz

# Unteres Kompartiment 10 pl
# Oberes Kompartiment 15 pl
# Paraffin 15-20 pl

Das autoklavierte und gereinigte Paraffin wurde im Wasserbad auf 85 °C erhitzt, so da3 esim
flissigen Zustand auf das untere Kompartiment aufgeschichtet werden konnte. Nach der
Abkuhlung und der Aushéartung des Paraffins konnte das obere Kompartiment aufgefillt werden.
Tetramethylammoniumchlorid (TMAC 3 mol/l) wurde nur in PCR-Ansétzen zur Amplifikation
des Mikrosatellitenlocus UT762 eingesetzt. Die verwendete Konzentration betrug 30 mmol/I.
Tetramethylammoniumchlorid steigert die Ausbeute und die Spezifitét des PCR-Produktes (105,
106). Der PCR-Ansatz wurde auf 25 pl Gesamtvolumen mit Aquadest. und DNA-Probe (1-8 pl)

aufgefllt.

Das obere Kompartiment enthielt:  Reaktionspuffer (60 % der eingesetzten Menge)
Aqua dest.
DNA-Probe

Das untere Kompartiment enthielt:  Reaktionspuffer (40 % der eingesetzten Menge)
Magnesium-Chlorid
Primer (unmarkiert/antisense) und Primer (markiert/sense)
dNTP-Mix
Tag DNA Polymerase
Die verwendete Promega Tag DNA-Polymerase wurde isoliert aus Thermus aquaticus YT 1
(Promega Corporation, Madison, USA). Tabelle 4 gibt einen Uberblick tiber die verwendeten
Stamml 6sungen, eingesetzten Volumina und Endkonzentrationen im PCR-Reaktionsansatz.

Tabelle4
Zusammensetzung der PCR und eingesetzte Endkonzentrationen

Stammldsung Volumen Endkonzentration
Magnesium-Chlorid (MgCl,) 25mmol/I 1,5ul 1,5 mmol/l

10X Reaktionspuffer (Promega, MgCl, frei) | 2,5 pl 1X Reaktionspuffer
Tag DNA Polymerase Promega B 5 u/pl 0,1l 0,02 u/ul

Primer (unmarkiert) 100 pmol/ul 0,5 ul 2 pmol/ul

Primer (markiert) 4 pmol/pl 1-2,5 ul 0,16-0,4 pmol/ul
dNTP-Mix 100 mmol/l 0,5 ul 2 mmol/l
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3.7. Lyophilisation

Um die Konzentration der PCR-Produkte zu erhohen, wurde nach Beendigung der PCR eine
Lyophilisation vorgenommen. Ein wichtiger Arbeitsschritt in der Vorbereitung ist die sorgféltige
Entfernung des Paraffins, da auch kleinere Rucksténde eine vollstandige Lyophilisation
beeintréchtigen konnen. Das Paraffin bildet im gehérteten Zustand einen auf dem PCR-Produkt
aufliegenden Block, welcher unter Verwendung einer Pipettenspitze entfernt werden kann. Eine
vollstdndige Lyophilisation wurde nach 12 Stunden erreicht. Das Prinzip der Lyophilisation
besteht darin, dal3 das Wasser in Form von Wasserdampf unter Vakuum entzogen wird. Das
Vakuum wird mittels Saugpumpe erzeugt (Temperatureinstellung 37°C in der Zentrifuge,
Modell Univapo 150 H).

3.8. Polyacrylamidgelelektr ophor ese

Zur Separation der PCR-Produkte wurde eine denaturierende Polyacrylamidgel el ektrophorese
durchgefthrt (107). DieV orlauf phase betrug eine Stunde, dabel wurden Temperaturen von 50°C
bis 55°C erreicht. Bel 70 Watt Leistung war eine Laufzeit von 2,5 bis 5 Stunden notwendig, um
eine gute Auftrennung der Amplifikationsprodukte zu erreichen.

Zusammensetzung des Gels: Ansatzvolumen 80 mli

# 8,0ml 10 X Trisborat (0,9 mol/l) - EDTA (0,02 mol/l) - Puffer (TBE),
(Endkonzentration 1 X TBE)

# 25,6 ml Formamid (HCONH,) Firma Merck®, (Endkonzentration 32 %)

# 14,0 ml Acrylamidlésung 38 %, Bisacrylamid 2 % Firma Roth®,
(Endkonzentration 7 %)

# 11,0 ml Aquadest.

# 26949 Harnstoff (CH,N,O,) Firma Roth®, (Endkonzentration 5,6 mol/l)

# 80,0 ul Tetramethylethylendiamin (TEMED, CsH,¢N,) Firma Sigma®

# 200 ul Ammoniumperoxodisulfat (APS) 25 % ((NH,),S,0,) Firma Roth®

Polyacrylamid entsteht durch radikalische Polymerisation von Acrylamid. Esbilden sich lineare
Polyacrylamidféden. Das N,N’ -Methylenbisacrylamid ermdglicht eine Quervernetzung zu einem
dreidimensionalen Maschenwerk. TEMED katalysiert die Bildung von Radikalen aus dem
Ammoniumpersulfat, die wiederum die radikalische Kettenreaktion an den Acrylamid-
Monomeren initiieren und dadurch die Polymerisationskette starten. Nach dem vollsténdigen
Aufldsen des Harnstoffes und der Zugabe von TEMED und APSwird die Lésung gefiltert. Um
eine ausreichende Polymerisation zu erreichen, sollte vor der Benutzung des Gels mindestens
eine Stunde abgewartet werden. Die Gelgrof3e betrug 42 x 34 cm. Nach der Vorwérmphase des
Gels wurden alle vorgeformten Aufnahmeschlitze (slots) mit 1 X TBE gespult. Das maximale
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Probenvolumen betrug 7-8 pl. Nicht benutzte Aufnahmeschlitze wurden mit Ladepuffer
aufgefllt.

Vorbereitung deslyophilisierten PCR-Produktes

Der Ladepuffer bestand aus 1 X TBE (Trisborat 0,09 mol/l, EDTA 0,002 mol/l), Formamid,
Glyceral, Xylene-Cyanol und Bromphenolblau. Das lyophilisierte PCR-Produkt wurde in 10 pl
L adepuffer aufgenommen. Vor dem Auftragen wird eine Denaturierung der Doppelstrang-DNA
durchgefiihrt (3 Minuten bel 95°C). Danach erfolgt ein sofortiges Kihlen mit Eiswasser. Zur
Detektion wurden in der Regel fur die Tumor- und Lymphozyten-DNA 0,5-3 pl aufgetragen,
wéahrend bel den Serum-DNA-Proben oft die maximale Aufnahmekapazitéat der Gelschlitze
genutzt werden mulfite.

3.9. Waschen und Trocknung des Polyacrylamidgels

Das Waschen des Gels dient der Entfernung des Formamids. Ein hoher Formamidantell
verhindert das Trocknen des Gels. Die Waschl6sung setzt sich zusammen aus: 3,2 | Aquadest.,
600 ml Methanol (CH,OH >99,8 %) und 200 ml Essigsaure (C,H,O, >99,5 %). Der
Waschvorgang sollte mindestens 15 Minuten andauern, darf aber nicht zu lange ausgedehnt
werden, da sonst ein Verlust von DNA eintreten kann. Danach wurde das Gel auf ein
vorgeschnittenes Filterpapier transferiert, mit Saran-Folie abgedeckt und in den Geltrockner
gelegt (Biorad Modell 583). Die Geltrocknung beansprucht mindestens eine Stunde bei 80°C.

3.10. Autoradiographie und Auswertungskriterien

Nach der Geltrocknung wurde die Saranfolie entfernt. Zur Bestimmung der notwendigen
Expositionszeit wurde die Zerfallsrate im Bereich der spezifischen Banden mit einem (3
Detektor abschétzt. Zur Autoradiographie wurden Filmtaschen ohne V erstérkerfolien verwendet.
Es wurden Monitorfilme der Grof3e 35,6 x 43,2 cm der Fotochemischen Werke GmbH benutzt.
In der Regel waren Expositionszeiten von 12 bis 24 Stunden notwendig, in einzelnen Féllen
aber auch bis zu einer Woche. Die Filmentwicklung erfolgte in einem Vollautomaten (K odak).
Die spezifischen Allelbanden der Tumor- und Serumproben wurden mit denen der
Lymphozytenproben verglichen. Bei fehlenden oder Uberladenen Banden wurde der V ersuch mit
adaptierten Probenvoluminawiederholt und / oder die Expositionszeit verlangert bzw. verkirzt.
Ergaben sich danach keine auswertbaren Ergebnisse, so wurde eine neue PCR mit adaptierten
DNA-Probenmengen angesetzt.



Auswertung

# Ein LOH lag dann vor, wenn ein Allelsignal auf weniger als 50 % reduziert war oder
vollstéandig verloren gegangen war

# MIN lag vor, wenn eine zusétzliche Bande bzw. Banden im Bereich der spezifischen
Allele auftraten oder wenn ein Verschieben (shift) eines Allelsignal's nachweisbar war

Bandenlage und Allelsignalstarke der Tumor- und Serum-DNA wurden mit dem Bandenmuster

der Lymphozyten-DNA verglichen, zusétzlich wurde der Vergleich beider Allelsignaleinnerhalb
einer Probe a's Kriterium herangezogen. Alle Analysen wurden visuell vorgenommen.
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4. Ergebnisse

4.1. Lyophilisation und Detektionsmethode

Zahlreiche Vorversuche zur Evaluation der Detektionssensitivitdt von Farbungen mit
Ethidiumbromid oder Silbernitrat zeigten, dal3 insbesondere der Nachweis von spezifischen
PCR-Produkten aus den Serum- und Plasma-DNA-Proben mit einer nicht ausreichenden
Nachwei sempfindlichkeit verbunden war. Das Autoradiographieverfahren mit 2P ist den oben
genannten Detektionsverfahren hinsichtlich der Sensitivitét deutlich Uberlegen und wurde
deshalb fur ale Mikrosatellitenuntersuchungen benutzt. Ein weiterer Vorteil beinhaltet die
Moglichkeit, durch variieren der Expositionszeiten eine bessere Abbildungsqualitét der zu
vergleichenden spezifischen Banden zu erreichen.

Bel einzelnen Proben, besonders waren Serum- und Plasmaproben betroffen, konnte durch die
PCR keine ausreichende Menge an spezifischen Produkten fir den Gelauftrag (max. 7-8 pl)
gewonnen werden. Deshalb wurde nach Beendigung der PCR elne Lyophilisation durchgefthrt,
um eine Reduzierung des Endvolumens des PCR-Ansatzes zur Erhéhung der Konzentration des
spezifischen PCR-Produktes zu erreichen. Das Anfangsvolumen von 35 pl wurde durch die
Lyophilisation und der nachfolgenden Zugabe von Ladepuffer auf 10 ul reduziert. Durch die
Lyophilisation konnte die Signalintensitdt der durch Autoradiographie nachgewiesenen
spezifischen Banden erhoht werden.

4.2. Resultate der PCR-Optimierungsver suche

TMAC- und Magnesiumchloridkonzentration

Dieoptimale TMAC-Konzentration fur PCR-Ansdtze mit dem Marker UT762 betrug 30 mmol/I.
MgCl, wurde nach Austestung in einer Konzentration von 1,5 mmol/l in allen PCR-Ansétzen
eingesetzt. Es wurden weitere Zusétze zur Erhéhung der Spezifitdt und Ertragsausbeute der
DNA-Polymerase getestet, wie BSA, DM SO, Glycerol, Formamid und Ammoniumsulfat. Keine
der weiteren Zusétze verbesserte die Versuchsergebnisse. Vor allem BSA und Glycerol fuhren
zur Beeintrachtigung des Lyophilisationsprozesses.

Hybridisierungstemperatur und -zeit

Fur alle drei Mikrosatellitensonden wurde eine Temperaturspanne von 55-65°C (annealing-
Temperatur in der PCR-Reaktion) ausgetestet. Eine Temperatur von 59°C erbrachte fur aledrel
Mikrosatel litensonden ein ausgewogenes Ergebnis. Die Verkirzung der Hybridisierungszeit von
einer Minute auf bis zu 30 Sekunden erbrachte keine Vorteile, so dal3 die Hybridisierungszeit
von einer Minute belassen wurde.

Primerqualitat

Nach anfanglichen Qualitatsproblemen wurden nur noch HPLC-gereinigte Primer fir die
Untersuchungen eingesetzt.
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Tagq DNA-Polymer asen

Eswurden insgesamt vier Tag DNA-Polymerasen unterschiedlicher Hersteller ausgetestet. Als
Ergebnis kann zusammengefaldt werden, dal3in dieser Untersuchung die Polymerase von Perkin
Elmer weniger effektiv war im Vergleich zu den Polymerasen von Promega und Appligene. Im
Vergleich der Enzyme von Appligene und Promega (in Lagerpuffer A und B), zeigte Promega
B mit den eingesetzten Markern AR und ACTBP2 eine grof3ere Ausbeute an spezifischen PCR-
Produkten. Beim Marker UT762 war der Ertrag an spezifischen PCR-Produkten zwischen den
Polymerasen von Appligene und Promega vergleichbar. Die beiden untersuchten Tag-
Polymerasen von Promega unterscheiden sich in den unterschiedlichen Bestandteilen der
Lagerpuffer (Bezeichnung A bzw. B). Aufgrund dieser Vorversuche wurde fur die
Mikrosatellitenuntersuchungen ausschliefdlich die Tag DNA-Polymerase von Promega im
Lagerpuffer B benutzt.

Abbildung 1 zeigt exemplarisch den Vergleich der PCR-Produkte nach Amplifikation mit der
Tag-Polymerase von Perkin Elmer und Promega B.

18 ng DNA aus Plasma-, Lymphozyten- und Tumorproben des gleichen Patienten, wurde fir
jeden PCR-Ansatz (Marker ACTBP2) eingesetzt. Das Ergebnis der Polyacrylamidgel-
el ektrophorese zeigte, dal? die Tag-Polymerase von Promega B unter den V ersuchsbedingungen
(siehe unter Kapitel Material und Methoden) eine grof3ere Spezifitét besal3, was an den deutlich
geringeren Anteil an unspezifischen Banden erkennbar war. Der Ertrag an spezifischer
amplifizierter DNA war ebenfalls deutlich hdher alsin den Ansétzen mit der Tag-Polymerase
von Perkin-Elmer.
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Abb. 1

Patient 5 mit kleinzelligem Bronchialkarzinom. Von links nach rechts: Spur 1 bis 3
Amplifikationsprodukte der Tag-Polymerase von Promega, Spur 4 bis 6 Amplifikationsprodukte
der Tag-Polymerase von Perkin EImer. Der Mikrosatellitenlocus ACTBP2 wurde amplifiziert
aus. P, Plasma-DNA; L, Lymphozyten-DNA; T, Tumor-DNA; Spezifische Banden, siehe Pfeile.
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4.3. Kontrollgruppe

Bei keinem der zehn gesunden Probanden konnte eine Mikrosatellitenalteration (LOH und MIN)
in den drei untersuchten Mikrosatellitenloci nachgewiesen werden. Die Kontrollgruppe setzt sich
aus sechs Méannern und vier Frauen zusammen. Der Altersmittelwert betrug 33,4 Jahre (Bereich
23-53). Untersucht wurden Blutlymphozyten- und Serum / Plasmaproben. Es gelang bei alen
Proben der autoradiographische Nachwels spezifischer Banden in guter Abbildungsqualitét.
Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse der Kontrollgruppe. Représentative
Resultate der Mikrosatellitenanalyse sind in den Abbildungen 2, 3 und 4 dargestel|t.

Tabelle5
Kontrollgruppe; Mikrosatellitenanalysen der
Lymphozyten- und Serum / Plasma-DNA

Prob. Nr. Alter [Jahre] m/w| AR/ACTBP2/UT762
1 35 m k. N. LOH/MIN
2 25 m k. N. LOH/MIN
3 48 m k.N. LOH/MIN
4 31 m k.N. LOH/MIN
5 24 m k. N. LOH/MIN
6 52 w k. N. LOH/MIN
7 53 m k.N. LOH/MIN
8 26 w k.N. LOH/MIN
9 47 w k. N. LOH/MIN
10 23 w k. N. LOH/MIN

Abkirzungen:  Prob., Proband; m, ménnlich; w, weiblich; k. N., kein Nachweis;
LOH, Verlust der Heterozygotie; MIN, Mikrosatel liteninstabilitéat
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Abb. 2

Probanden 6 - 10. Der Mikrosatellitenlocus AR wurde amplifiziert aus: L, Lymphozyten-DNA;

S, Serum-DNA. Der Vergleich der spezifischen Banden zwischen Lymphozyten- und
Serumprobe zeigt, dal3 keine Mikrosatel litenalterationen nachweisbar sind.
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Abb. 3

Probanden 5 - 7. Der Mikrosatellitenlocus ACTBP2 wurde amplifiziert aus: L, Lymphozyten-
DNA; S, Serum-DNA. Der Vergleich der spezifischen Banden zwischen Lymphozyten- und
Serumprobe zeigt, dal? keine Mikrosatellitenalterationen nachwei sbar sind.
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Abb. 4

Probanden 6 - 9. Der Mikrosatellitenlocus UT762 wurde amplifiziert aus: L, Lymphozyten-

DNA; S, Serum-DNA. Der Vergleich der spezifischen Banden zwischen Lymphozyten- und
Serumprobe zeigt, dal? keine Mikrosatellitenalterationen nachwei sbar sind.
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4.4. Unter suchungen von Mikrosatelliten ohne Alterationen in der DNA von Patienten mit
kleinzelligem und nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom

Abbildung 5 dokumentiert reprasentativ einige Beispiele des amplifizierten Mikrosatellitenlocus
UT762 ohne Nachweis einer Mikrosatel litenalteration in der Tumor-, Lymphozyten- und Serum-
DNA von Patienten mit kleinzelligem oder nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom.

7 8 9 15
(NSCLC) (NSCLC) (NSCLC) (SCLC)
TLSTLSTLSTTL S

.

UT 762
Abb.5
Der Mikrosatellitenlocus UT762 wurde amplifiziert aus: T, Tumor-DNA; L, Lymphozyten-
DNA; S, Serum-DNA. Der Vergleich der spezifischen Banden zwischen Tumor-, Lymphozyten-

und Serumprobe (Pat. 7-9 (NSCLC) und Pat. 15 (SCLC)) zeigt, dal’ keine
Mikrosatel litenalterationen nachwei sbar sind.
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4.5. Mikrosatellitenalteration in der DNA von Patienten mit kleinzelligem
Bronchialkarzinom

Es wurden sechzehn Patienten mit fortgeschrittenem kleinzelligem Bronchialkarzinom
untersucht (Staging n = 16 (100 %) ED (extended disease)). Der Altersmittelwert betrug 62,7
Jahre (Bereich 43-76). Alle Patienten waren langjéhrige Raucher, der Mittelwert betrug 39
Packungsjahre (Bereich 10-80; n = 13).

Definition Packungsjahre: Téagliche Zigarettenkonsummenge angegeben in Packungen
multipliziert mit der Anzahl der Jahre in denen geraucht wurde.

Unter suchungser gebnis

Bel funf Patienten (31 %) konnten Verdnderungen in mindestens einem Mikrosatellitenlocus
nachgewiesen werden. Der Altersmittelwert bei den Patienten mit Verdnderungen betrug 66,2
Jahre (Bereich 57-76), bel den Patienten ohne Mikrosatellitenalteration 61,1 Jahre (Bereich 43-
76). In Tabelle 6 wird der Anteil der eingesetzten Marker bzw. Mikrosatellitenloci an den
nachgewiesenen Alterationen dargestellt. Mit einem Anteil von 19 % war der Marker UT762 am
héufigsten an positiven Befunden (LOH oder MIN) beteiligt.

Tabelle 6
Nachweisvon LOH / MIN; differenziert nach Markern
Entitat n AR ACTBP2 UT762
n % n % n %
SCLC 16 2 125 2 125 3 19

In der Tabelle 7 sind die untersuchten Patienten mit kleinzelligem Bronchia karzinom aufgef iihrt
und ihre klinischen Daten und die Ergebnisse der Mikrosatellitenanalysen zusammengefalit.
Drei Patienten (Nr. 1, 10 und 13) zeigten eine Mikrosatel liteninstabilitat (19 %), zwei Patienten
(Nr. 3 und 12) dagegen einen Verlust der Heterozygotie (13 %). Zwei Patienten (Nr. 10 und 12)
hatten in mehr als einem Mikrosatellitenlocus eine Alteration. Bel zwei (Nr. 3 und 12) von funf
Patienten mit Verdnderungen, gelang der identische Nachwels einer Alteration in der Tumor-
und Serumprobe.

Die Abbildungen 6 bis 11 zeigen eine Auswahl an Mikrosatellitenver&nderungen in den
untersuchten Proben.
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Tabelle7 Klinische Daten und Mikrosatellitenanalysen bei Patienten mit kleinzelligem Bronchialkarzinom

Pat. | Alter m/w Raucher py Staging AR ACTBP2 uT762

Nr. | [Jahre] Tumor | Serum | Tumor | Serum | Tumor | Serum
1* 72 m ja 20 ED MIN - - - - -

2* 55 m ja k. A. ED - - - - - -

3 57 m ja 35 ED - - - - LOH LOH
4m 51 w ja 30 ED - - ; ; ] ]

5 76 w ja k. A. ED - - ] ] ] ]

6 59 W ja 40 ED - - - - - -

7 69 m ja 10 ED - - - - - -

8 76 m ja 26 ED - - - - - -

9 63 m ja 45 ED - - - - - -
10 76 m ja k. A. ED - MIN - - - MIN
11 59 m ja 40 ED - - - - - -
12 67 m ja 60 ED - - LOH LOH LOH -
13 59 m ja 30 ED - - - MIN - -
14 43 m ja 20 ED - - - - - -
15 65 m ja 75 ED - - - - - -
16 56 m ja 80 ED - - - - - _

Abkirzungen: Pat., Patienten; * In Paraffin eingebettete Tumorprobe; ™ Lymphknotenmetastase; m, mannlich; w, weiblich; py, Packungsahre;
ED, extended disease; LOH, Verlust der Heterozygotie; MIN, Mikrosatelliteninstabilitét; k. A., keine Angaben
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Abb. 6

Patient 3 (SCLC) zeigt einen Verlust der Heterozygotie in der Tumor- und Serum-DNA. Der
Mikrosatellitenlocus UT762 wurde amplifiziert aus: T, Tumor-DNA; L, Lymphozyten-DNA; S,
Serum-DNA. Der Vergleich zwischen den spezifischen Banden der Tumor-, Lymphozyten- und

Serumprobe zeigt eine deutlich schwéchere Signalintensitét der oberen Banden der Tumor- und
Serum-DNA (siehe Pfelle).
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ACTBP2

Abb. 7

Patient 13 (SCLC) zeigt eine Expansion beider Allele in der Serum-DNA (siehe Pfeile). Der

Mikrosatellitenlocus ACTBP2 wurde amplifiziert aus: T, Tumor-DNA; L, Lymphozyten-DNA,;
S, Serum-DNA.
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Abb. 8

Patient 10 (SCLC) zeigt eine Kontraktion des amplifizierten Mikrosatellitenlocus in der Serum-

DNA (siehe Pfeil). Der Mikrosatellitenlocus AR wurde amplifiziert aus: T, Tumor-DNA; L,
Lymphozyten-DNA; S, Serum-DNA.
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Abb. 9

Patient 10 (SCLC) zeigt eine zusdtzliche Bande in der Serum-DNA (siehe Pfeil). Der

Mikrosatellitenlocus UT762 wurde amplifiziert aus: T, Tumor-DNA; L, Lymphozyten-DNA; S,
Serum-DNA.
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Abb. 10

Patient 12 (SCLC) zeigt ein LOH inder Tumor-DNA. Diein der Lymphozyten- und Serum-DNA
vorhandene obere Bande fehlt in der Tumor-DNA. Der Mikrosatellitenlocus UT762 wurde
amplifiziert aus: T, Tumor-DNA; L, Lymphozyten-DNA; S, Serum-DNA.
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Abb. 11

Patient 12 (SCLC) zeigt einen Verlust der Heterozygotie in der Tumor- und Serum-DNA. Die
oberen Banden der Tumor- und Serum-DNA haben eine deutlich geringere Signalintensitét alsdie
unteren Banden der gleichen Spur. Die beiden Banden der Lymphozyten-DNA zeigen dagegen
eine gleich starke Signalintensitét. Der Mikrosatellitenlocus ACTBP2 wurde amplifiziert aus: T,
Tumor-DNA; L, Lymphozyten-DNA; S, Serum-DNA.
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4.6. Mikrosatellitenalteration in der DNA von Patienten mit nichtkleinzelligem
Bronchialkarzinom

Es wurden 27 Patienten (24 Manner und 3 Frauen) mit nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom
untersucht. Der Altersmittelwert betrug 62,8 Jahre (Bereich 39-76). 21 Patienten (78 %) waren
Raucher und eine Patientin Nichtraucherin. Bei funf Patienten (18 %) waren keine
anamnesti schen Angaben zum Raucherstatus zu ermitteln. Der Packungg ahremittelwert betrug 43
(Bereich 15-60; n = 21).

Unter suchungser gebnis

Bei neun Patienten (33 %) konnten Veradnderungen in mindestens einem Mikrosatellitenlocus
nachgewiesen werden. Der Altersmittelwert bei den Patienten mit Verénderungen betrug 63,5
Jahre (Bereich 39-71). Der Altersmittelwert bel den Patienten ohne Verdnderungen betrug 62,4
Jahre (Bereich 41-73). In Tabelle 8 wird der Anteil der eingesetzten Marker bzw.
Mikrosatellitenloci an den nachgewiesenen Alterationen dargestellt. Mit einem Anteil von 15 %
war der Marker UT762 am haufigsten an positiven Befunden (LOH oder MIN) beteiligt.

Tabelle 8
Nachweisvon LOH/MIN: differenziert nach Markern
Entitat n AR ACTBP2 UT762
n % n % n %
NSCLC 27 3 11 3 11 4 15

In den Tabellen 9a und 9b sind die untersuchten Patienten mit nichtkleinzelligem
Bronchialkarzinom aufgefuhrt und ihre klinischen Daten und die Ergebnisse der
Mikrosatellitenanalysen dargestellt.

Sechs Patienten (Nr. 4, 6, 11, 13, 15, und 17) zeigten eine Mikrosatelliteninstabilitét (22 %) und
vier Patienten (Nr. 4, 20, 23 und 26) einen Verlust der Heterozygotie (15 %). Ein Patient (Nr. 4)
zeigte eine MIN in der Tumorprobe (Marker AR) und ein LOH in der Tumor- und Serumprobe
(Marker UT762). Bei 7 von 9 Patienten (78 %) gelang der identische Nachweis einer Alteration
in der Tumor- und Serumprobe. Zwei Patienten (Nr. 11 und 17) zeigten eine MIN in der
Serumprobe, nicht dagegen in der Tumorprobe.

Die Abbildungen 12 bis 21 zeigen eine Auswahl an Mikrosatellitenverdnderungen in den
untersuchten Proben.
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Tabelle9a Klinische Daten und Mikrosatellitenanalysen bel Patienten mit nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom

Pat. | Alter | m/w | Raucher | py | Histologie | Staging G AR ACTBP2 uT762
Nr. [Jahre] Tumor | Serum | Tumor | Serum | Tumor | Serum
1* 76 m K. A. k. A. SCC T4 N2 MO 3 - - - - - -
2* 69 w K. A. K. A. AC T2 N1 Mx 2 - - - - - -
3* S7 m ja 60 AC T2NOMO 3 - - - - - .
4* 69 m K. A. K. A. AC T3NOMO 3 MIN - - - LOH LOH
o* 63 m K. A. k. A. AC T2NOM1 1 - - - - - -
6* 39 w K. A. K. A. AC T2NOM1 1 - - - - MIN MIN

7 54 w nein 0 AC T4 NOMO 3 - - - - - -

8 73 m ja 50 SCC T2N2 MO 2 - - - - - -

9 65 m ja 20 SCC T2NOMO | 2-3 - - - - - .
10 67 m ja 15 SCC I 2 - - - - - -
11 68 m ja 60 LCC [ a 2 - - - - - MIN
12 45 m ja 60 LCC lla 1 - - - - - -
13 61 m ja 40 SCC Vv 2 MIN MIN - - - -
14 69 m ja 50 SCC k. A. k. A. - - - - - -

Abkirzungen: Pat., Patienten; *In Paraffin eingebettete Tumorprobe; m, mannlich; w, weiblich; py, Packunggahre;

SCC, Plattenepithelkarzinom; AC, Adenokarzinom; LCC, grof3zelliges Karzinom; Staging nach UICC/AJCC; G, grading;

LOH, Verlust der Heterozygotie; MIN, Mikrosatelliteninstabilitét; k. A.; keine Angaben
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Tabelle9b

Pat. | Alter | m/w | Raucher | py | Histologie | Staging | G AR ACTBP2 uT762
Nr. | [Jahre] Tumor | Serum | Tumor | Serum | Tumor | Serum
15 63 m ja 30 AC b 2 | MIN MIN - - - -
16 66 m ja 30 SCC lla 2 - - - - - -
17 67 m ja 45 SCC b 2 - - - MIN - -
18 58 m ja 60 SCC v 2 - - - - - -
19 4 m ja 60 | LCC \Y, 2 - - - ; ] ]
20 68 m ja 40 SCC b 2 - - - - - -
21 68 m ja 40 SCC Vv 2 - - LOH LOH - -
22 59 m ja 40 SCC v 2 - - - - - -
23 66 m ja 30 LCC \Y; 2 - - LOH LOH - -
24 60 m ja 40 SCC v 2 - - - - - -
25 66 m ja 53 SCC K. A. 2 - - - - - -
26 71 m ja 30 SCC T2NIMO | 2 - - - - LOH LOH
27 68 m ja 50 SCC T2N3MO | 2 - - - - - -
Abkirzungen: Pat., Patienten; m, mannlich; w, weiblich; py, Packungsjahre; SCC, Plattenepithelkarzinom;

AC, Adenokarzinom; LCC, grof3zelliges Karzinom; Staging nach UICC/AJCC; G, grading;
LOH, Verlust der Heterozygotie; MIN, Mikrosatelliteninstabilitét; k. A.; keine Angaben

Klinische Daten und Mikrosatellitenanalysen bel Patienten mit nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom
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Abb. 12

Patient 4 (NSCLC) zeigt einen Verlust der Heterozygotie in der Tumor- und Serum-DNA. Der
Vergleich zwischen den spezifischen Bandenmustern der Tumor-, Lymphozyten- und Serum-
DNA 1&1% das Fehlen der oberen Bande in der Tumor- und Serum-DNA erkennen (siehe Pfeile).

Der Mikrosatellitenlocus UT762 wurde amplifiziert aus: T, Tumor-DNA; L, Lymphozyten-
DNA; S, Serum-DNA.
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Abb. 13

Patient 4 (NSCL C) zeigt eine Expansion des amplifizierten Mikrosatellitenlocusin der Tumor-
DNA (siehe Pfeile). Der Mikrosatellitenlocus AR wurde amplifiziert aus. T, Tumor-DNA; L,
Lymphozyten-DNA; S, Serum-DNA.
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Abb. 14

Patient 6 (NSCLC) zeigt eine Expansion des amplifizierten Mikrosatellitenlocus UT762 in der

Tumor- und Serum-DNA. Der Mikrosatellitenlocus UT 762 wurde amplifiziert aus: T, Tumor-
DNA; L, Lymphozyten-DNA; S, Serum-DNA.
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Abb. 15

Patient 11 (NSCLC) zeigt eine Kontraktion eines Allels in der Serum-DNA (siehe Pfeil). Der

Mikrosatellitenlocus UT762 wurde amplifiziert aus: T, Tumor-DNA; L, Lymphozyten-DNA; S,
Serum-DNA.
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Abb. 16

Patient 13 (NSCLC) zeigt eine Kontraktion des amplifizierten Mikrosatellitenlocus AR in der
Tumor- und Serum-DNA. Der Mikrosatellitenlocus AR wurde amplifiziert aus. T, Tumor-DNA,;
L, Lymphozyten-DNA; S, Serum-DNA.
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Abb. 17

Patient 15 (NSCLC) zeigt eine Expansion des amplifizierten Mikrosatellitenlocus AR in der
Tumor- und Serum-DNA (siehe Pfeile). Der Mikrosatellitenlocus AR wurde amplifiziert aus: T,
Tumor-DNA; L, Lymphozyten-DNA; S, Serum-DNA.
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Abb. 18

Patient 21 (NSCLC) zeigt einen Verlust der Heterozygotiein der Tumor- und Serum-DNA. Der
Vergleich zwischen den Bandenmustern der amplifizierten Tumor-, Lymphozyten- und Serum-
DNA &% eine reduzierte Signalintensitét in den oberen Banden der Tumor- und Serumprobe
(siehe Preil) erkennen. Der Mikrosatellitenlocus ACTBP2 wurde amplifiziert aus: T, Tumor-
DNA; L, Lymphozyten-DNA; S, Serum-DNA.
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Abb. 19

Patient 23 (NSCLC) zeigt einen Verlust der Heterozygotiein der Tumor- und Serum-DNA. Der
Vergleich zwischen den Bandenmustern der amplifizierter Tumor-, Lymphozyten- und Serum-
DNA &3t eine reduzierte Signalintensitét in den oberen Banden der Tumor- und Serum-DNA
(siehe Preil) erkennen. Der Mikrosatellitenlocus ACTBP2 wurde amplifiziert aus: T, Tumor-
DNA; L, Lymphozyten-DNA; S, Serum-DNA.
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Abb. 20

Patient 26 (NSCLC) zeigt einen Verlust der Heterozygotiein der Tumor- und Serum-DNA. Der
Vergleich zwischen den Bandenmustern der amplifizierter Tumor-, Lymphozyten- und Serum-
DNA 1803 eine reduzierte Signalintensitét in den oberen Banden der Tumor- und Serum-DNA
(siehe Pfeil) erkennen. Der Mikrosatellitenlocus UT762 wurde amplifiziert aus: T, Tumor-
DNA; L, Lymphozyten-DNA; S, Serum-DNA.
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4.6.1. NSCL C-Tumor stadium und histologische Klassifizierung

Eine statistisch prufbare Aussage Uiber den moglichen Zusammenhang zwischen dem Nachwel's
von Mikrosatellitenalterationen und den Kriterien NSCLC-Tumorstadium und histologische
Klassifizierung ist aufgrund der geringen Fallzahl nicht mdglich bzw. nicht sinnvoll. Von den
siebenundzwanzig untersuchten Patienten hatten sieben ein Adenokarzinom, sechszehn ein
P attenepithelkarzinom und vier ein grofizelliges Karzinom.

Insgesamt zeigten

# 3von 7 Patienten (43 %) mit einem Adenokarzinom (AC),

# 4 von 16 Patienten (25 %) mit einem Plattenepithelkarzinom (SCC) und
# 2von 4 Patienten (50 %) mit einem grof3zelligen Karzinom (L CC)

in mindestens einem Mikrosatellitenlocus eine MIN und/oder ein LOH.

Das Ergebnis zeigt einen hdheren prozentualen Anteil von Mikrosatel litenalterationen bel den
untersuchten Patienten, die an einem Adenokarzinom oder an einem grof3zelligen Karzinom
erkrankt waren. Die Beziehung zwischen der histologischen Subklassifizierung und dem
Nachweis von Mikrosatel litenalterationen in den drel untersuchten Mikrosatellitenloci wird in
Tabelle 10 dargestelt.

Tabelle 10
Der Nachweisvon LOH / MIN, differenziert nach Markern und
NSCL C-Entitaten

AR ACTBP2 UT762
Entitat n % n % n % n %
AC 7 26 2 29 0 0 2 29
SCC 16 59 1 6 2 12,5 1 6
LCC 4 15 0 0 1 25 1 25
NSCLC 27 100

Abkirzungen: AC, Adenokarzinom; SCC, Plattenepithelkarzinom; LCC, grol3zelliges
Karzinom; NSCLC, nichtkleinzelliges Bronchiakarzinom
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Am haufigsten konnten im Tumorstadien 111 aund IV eine Verénderung nachgewiesen werden.
Im Stadium | zeigte sich an den bel uns untersuchten Patienten keine Verénderung der
untersuchten Mikrosatellitenloci. Aufgrund der sehr niedrigen Fallzahl sind keine statistischen
Aussagen moglich. Fir zwei Patienten (14 und 25) ohne nachgewiesenem LOH / MIN in den
untersuchten DNA-Proben, fehlten Angaben zum Tumorstadium. Tabelle 11 gibt einen
Uberblick.

Tabelle 11
NSCL C: Tumorstadienverteilung und
Nachweis von Mikrosatellitenalter ationen

3 I [ [lla [11b IV
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
25 (100) 2(8) 3(12) 5(20) 6 (24) 9 (36)
MIN/LOH 0(0) 1(33) 2 (40) 2(33) 4 (44)

Die unterste Reihe zeigt die Verteilung der Mikrosatellitenalterationen in Beziehung zum
Tumorstadium nach UICC/AJCC.

4.7. Ergebniszusammenfassung

Die Mikrosatellitenuntersuchung an 43 Patienten mit Bronchialkarzinom ergab, dal3 vierzehn
Patienten (33 %) eine Mikrosatellitenalteration aufwiesen. Funf von sechszehn Patienten (31 %)
mit kleinzelligem Bronchialkarzinom zeigten eine Alteration. Unterteilt nach Art der
Mikrosatel litenalteration zeigten 19 % eine MIN und 13 % ein LOH. Neun von siebenzwanzig
Patienten (33%) mit nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom zeigten eine Alteration. Unterteilt
nach Art der Mikrosatellitenalteration zeigten 22 % eine MIN und 15 % ein LOH.
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5. Diskussion

An E. coli Mutanten mit mutL- und mutS-Gendefekten konnte gezeigt werden, dal3 Fehler
wéhrend der Replikation gehduft im Bereich von CA/TG-Wiederholungssequenzen auftraten
(Leserasterverschiebungen) (43). Auch Mutationen in den fur das Mismatch-Reparatursystemin
S. cerevisiae verantwortlichen Genen (PMS1, MLH1 und MSH2) fiihren zu einem Ansteigen
der Instabilitét in GT-repetitiven Sequenzen (44). Diese Ergebnisse zeigen, dal? Storungen in der
Funktion des Mismatch-Reparatursystems oder der postreplikativen DNA-Reparatur zu einem
Ansteigen der Instabilitét von Mikrosatelliten fihren kdnnen. Beim HNPCC-Syndrom konnte
erstmalig gezeigt werden, dal? Mutationen von Genen, die fir das DNA-Reparatursystem eine
wichtige Funktion besitzen (nMLH1, hMSH2, hPMH1 und hPMH2), bei der Entstehung dieser
Erkrankung eine herausragende Rolle spielen. Die durch die Mutation beider Allele eines Gens
des DNA-Reparatursystems verursachte Mikrosatelliteninstabilitat reflektiert einen
Mutatorphénotyp, d. h. Mutationen in bestimmten Genen (z. B. DNA-Reparaturgene)
verursachen ein Anwachsen der Mutationsfrequenz im gesamten Genom und initiieren eine
Kaskade von weiteren Mutationen, was letztendlich zu einer gréf3eren genomischen I nstabilitét
fuhrt (60). Eine Mikrosatel liteninstabilitdt konnte bel fast 90 % der Félle mit HNPCC-Syndrom
in der DNA von Tumorzellen nachgewiesen werden (48). Es konnte ebenfalls gezeigt werden,
da’ der Ausgangspunkt dieser Erkrankung eine Keimbahnmutation in einem der
verantwortlichen Gene fir das DNA-Reparatursystem ist, und dal’ der Erwerb elner somatischen
Mutation im zweiten Allel des betroffenen Gens zur genomischen Instabilitét fuhrt. Damit
erhoht sich die Wahrscheinlichkeit, dal3 weitere erworbene Mutationen durch das ineffektive
DNA-Reparatursystem nicht mehr oder nicht vollsténdig beseitigt werden, so dal3 es zur
Akkumulation von DNA-Schéadigungen im Genom kommt, die zur neoplastischen
Transformation der betroffenen Zellen fuhren konnen. Sind dabel Gene betroffen, die Proteine
kodieren, welche eine wichtige Stellung in der Zellzyklusregulation, der Zelldifferenzierung, der
Zdlproliferation oder der Signaltransduktion einnehmen, kann dies zur Krebsentstehung mit
beitragen (8-10,108). Das gehaufte Auftreten von Kolonkarzinomen und anderen, mit dem
HNPCC-Syndrom assoziierten Tumoren, vor dem funfzigsten Lebensahr demonstriert den
Stellenwert des DNA-Reparatursystems in der Erhatung der genomischen Stabilitét. Das
Phanomen Mikrosatelliteninstabilitat wurde auch in zahlreichen Untersuchungen bei
unterschiedlichen sporadischen Tumorentitéten nachgewiesen. Im Gegensatz zum hohen Anteil
von Mikrosatel liteninstabilitat beim HNPCC-Syndrom zeigen sporadische kol orektale Tumore
in nur ca. 17 % eine Mikrosatelliteninstabilitét (76). Karzinome der Organe des weiblichen
Reproduktionsapparates (Endometrium-, Zervix-, Ovarial- und Mammakarzinom) zeigen
ebenfalls nur in 6 bis 30 % der untersuchten Falle eine Mikrosatelliteninstabilitét (72- 76).
Tumore des Gastrointestinaltraktes (Oesophagus- und Magenkarzinome) hatten in bis zu 33 %
eine Mikrosatelliteninstabilitét (68, 69, 76).

Die Bedeutung der Mikrosatelliteninstabilitét in der Pathogenese sporadischer Tumor-
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erkrankungen und die Ursache der Entstehung einer Mikrosatelliteninstabilitét bei sporadischen
Tumoren ist bisher nicht ausreichend geklért (61-64). Eine Mutation in den fir die DNA-
Reparatursysteme verantwortlichen Genen, in Analogie zur Situation beim HNPCC-Syndrom,
wurde bisher nur in einem geringen Anteil sporadischer kolorektaler Tumore mit MIN
nachgewiesen, so dal3 zu vermuten ist, dal3 zusétzlich noch andere, bisher unbekannte
pathogenetische Mechanismen, zur Entstehung einer Mikrosatelliteninstabilitét beitragen (62).
Mikrosatellitenalterationen (MIN und LOH) stellen per se Mutationen dar. Durch die
neopl astische Transformation kann eine monoklonale Expansion der Zelle ausgel 6st werden, so
dal3 eine vorhandene Mikrosatellitenalteration auf den entstehenden Klon nachweisbar ist.
Deswegen ist der Nachweis von Mikrosatellitenalterationen (LOH und MIN) aus der DNA von
histopathologischen Proben gleichzusetzen mit dem Nachweis von neoplastischen
Zellpopulationen, die moglicherwei se d'sneue Marker zur Krebserkennung dienen konnten (79).
Andererseits konnten Mikrosatelliteninstabilitdten auch in nichtmalignen oder pramalignen
Geweben nachgewiesen werden. So wurden im sezerniertem Pancreassaft von Patienten mit
Pancreatitis von Brenntnall et a. (77) in alen untersuchten Proben eine Mikrosatelliten-
instabilitat nachgewiesen. Brenntnall et al. diskutieren die Mdglichkeit einer Ubersattigung des
DNA-Mismatch-Reparaturenzymsystems durch den bei entzindlichen Erkrankungen
nachgewiesenen Anfall von hochreaktiven und mutagen wirkenden Radikalen. Die mit einer
akuten oder chronischen Pancretitis assoziierte Bildung von Wasserstoff peroxid und Hydroxyl-
Radikale verursachen oxidative DNA-Schaden. So kann unter oxidativem Stress eine hohe
Anzahl von DNA -Schédigungen entstehen, deren Korrektur zu einer Ubersattigung desintakten
DNA-Reparatursystems fuhren kann. Eine andere Erkl&rungsmoglichkeit wére, dal3 es sich
tatséchlich um neoplastische Zellen eines okkulten Pancreaskarzinoms mit Mikrosatelliten-
aterationen handelt. In einer weiteren Arbeit der gleichen Erstautorin (78) waren in 46 bis50 %
der untersuchten Proben von Patienten mit Colitis ulcerosa Mikrosatellitenalterationen
nachweisbar. Diese Verdnderungen sind jedoch nicht in den Proben von Patienten mit
ischémischer und infektitser Kolitis nachweisbar gewesen. Die Autoren spekulieren, dali3 die
chronische Entziindung bei Colitis ulcerosa ebenfalls zu einer Uberséttigung des DNA-
Reparatursystems fuhrt und als Folge eine Akkumulation von Mutationen in den betroffenen
Zellen entsteht. Diese Daten deuten daraufhin, daf3 der Nachweis einer Mikrosatelliten-
alteration nicht ausschliefdlich tumorspezifisch erscheint. Andererseits gilt die Colitis ulcerosa
alspréadisponierend fr die Entwicklung eines kol orektalen Karzinoms, so dal3 der Nachweisvon
MIN eine mdglicherweise prognostische Bedeutung besitzen kdnnte. Die bis zu diesem
Zeitpunkt vorliegenden Studien geben darauf allerdings keine Antwort, so dal? die Bedeutung
von MIN bei entziindlichen Erkrankungen ungel6st bleibt.

Beim kleinzelligen Bronchialkarzinom wurde in drei wichtigen Untersuchungen eine
Mikrosatelliteninstabilitét in 45 bis 52 % der untersuchten Tumorproben nachgewiesen (79-81).
Auch beim nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom wurden in den letzten Jahren eine grof3ere
Anzahl von Studien zur Mikrosatelliteninstabilitét durchgefihrt (79,83-95). In 14 Studien aus
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den Jahren 1994 bis 1998 wurden insgesamt 779 Patienten mit nichtkleinzelligem
Bronchiakarzinom untersucht. Bei 154 Patienten (20 %) konnte eine Mikrosatel liteninstabilitat
in den untersuchten Tumorproben nachgewiesen werden. In den Einzel studienergebnissen lag
der Antell an nachgewiesener Mikrosatelliteninstabilitét zwischen O und 67 %. Die grofie
Differenz der Einzelstudienergebnisse ist moglicherweise durch die erhebliche Varianz der
Anzahl der untersuchten Félle, der Anzahl und Art der eingesetzten Mikrosatellitenmarker und
der Lokalisation der untersuchten Mikrosatel litensequenzen zu erklaren.

Auch die Patienteneinschlulkriterien scheinen einen Einfluld auf die Anzahl von untersuchten
Tumorproben mit nachgewiesener Mikrosatel liteninstabilitét zu haben. So verglichen Sekine et
al. (85) 18 NSCLC-Tumorproben von Patienten, die sich einer chirurgischen Therapie
unterzogen hatten und jinger als 40 Jahre waren mit 9 NSCL C-Tumorproben von Patientenim
Alter von Uber 60 Jahren. Dabei konnte gezeigt werden, dald in der Gruppe der unter
Vierzigidhrigen 39 %, in der Gruppe der Uber Sechzigjdhrigen 11 % eine Mikrosatelliten-
instabilitat aufwiesen. Zusétzlich konnte festgestellt werden, dal? bei der Gruppe der jingeren
Patienten mit MIN, wesentlich haufiger mehrere Mikrosatellitenloci (bel finf Patienten Uber die
Hafte der untersuchten Mikrosatellitenloci, 6 Marker) von Verdnderungen betroffen waren.
Sekine et a. diskutierten eine mogliche Beeintrachtigung des DNA-Reparatursystems bel den
jungeren Patienten, die eine hohe Mikrosatel liteninstabilitétsfrequenz, &hnlich der Frequenz von
Mikrosatelliteninstabilitét bei der Mehrzahl der Patienten mit HNPCC-Syndrom, aufwiesen. Sie
vermuteten, dal3 es eher genetische Faktoren als Umwelteinfliisse sind, die das Auftreten von
Bronchialkarzinomen bei jingeren Erwachsenen determinieren.

Suzuki et al. (86) unterteilten in ihrer Studie die Untersuchungsgruppe nach folgendem
Kriterium: In der einen Gruppe wurden 9 Patientinnen mit NSCLC eingeschlossen, die
mindestens 3 Verwandte ersten Grades mit Krebserkrankungen in der Familienanamnese
besalen, in die andere Gruppe 28 Patientinnen ohne Verwandte mit Krebserkrankungen. 6/ 9
(67 %) der erstgenannten Gruppe und 5/28 (18 %) der zweiten Gruppe zeigten in den
untersuchten Tumorproben eine Mikrosatelliteninstabilitét (p=0,01). Suzuki et al. berichteten,
dal? ein vermuteter genetischer Mechanismus, der die Verbindung zwischen familidrer Haufung
von Malignomerkrankungen und dem Auftreten von Mikrosatelliteninstabilitdten erkléren
konnte, bisher nicht nachgewiesen ist.

In den Untersuchungen von Ryberg et al. (88) wurde eine Mikrosatel liteninstabilitat haufiger bei
Patienten unter 50 Jahre (38 %) als bel dlteren Patienten (19 %) (p=0,051) nachgewiesen. In der
Mehrzahl der Untersuchungen zur Mikrosatelliteninstabilitét bei Bronchialkarzinomen konnte
kein signifikanter Unterschied hinsichtlich klinisch-pathologischer Parameter zwischen MIN-
positiver und MIN-negativer Gruppen festgestellt werden.

Auch der Aufbau der untersuchten repetitiven Sequenz hat einen Einflul3 auf die Hohe der
nachgewiesenen Mikrosatelliteninstabilitét. So konnten Mao et al. (79) nur in 0,7 % der
untersuchten Falle eine MIN unter dem ausschliefdichen Einsatz von Markern fur Dinukleotid-
wiederholungssegquenzen nachweisen. In der Untersuchung wurden tber 300 Tumorproben,
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einschliefdlich SCLC, NSCLC, Urothelkarzinome und Basalzell- und Plattenepithelkarzinome
der Haut untersucht. Im Gegensatz dazu konnte unter dem Einsatz von Markern fur Tri- und
Tetranukleotidwiederholungssequenzen beim kleinzelligen Bronchialkarzinom eine
Mikrosatelliteninstabilitdt von 50 % nachgewiesen werden. Die Anzahl der eingesetzten
Mikrosatel litenmarker erhoht nicht zwangdlaufig die Rate der nachgewiesenen Mikrosatelliten-
instabilitdt. So konnten zwar Gleeson et a. (68) unter dem Einsatz von 139 Markern bei der
Untersuchung von 17 Oesophaguskarzinomproben in allen Féllen eine MIN nachweisen, aber
eine Studie von Reisinger et a. (72) ergab unter dem Einsatz von 71 Markern in der
Untersuchung von 36 Endometriumkarzinomen nur eine Rate von 17 % MIN. Auch die Daten
zur Untersuchung von Mikrosatelliteninstabilitét beim nichtkleinzelligen Bronchiakarzinom
bestétigen diesen Sachverhalt (83, 90). Eine mdgliche Schluf3folgerung wére, dald Mutationenin
den Mikrosatelliten bei sporadischen Tumorerkrankungen nicht gleichmaldig tber das Genom
vertellt vorhanden sind, sondern bestimmte chromosomale Abschnitte bevorzugt werden. Beim
nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom konnten Pifarré et a. (90) eine relativ hohe Rate von 66
% MIN in den untersuchten Abschnitten 2p und 3p nachweisen.

Der EinfluR der Materialgewinnung und Aufar beitung von Unter suchungspr oben auf den
Nachweis von Mikrosatellitenalter ationen

LOH-Untersuchungen erfordern einen Mindestanteil (50 %) an Tumorzellen in den zu
untersuchenden Proben, wahrend eine Mikrosatelliteninstabilitét auch bel einem kleineren
Tumorzellanteil nachweisbar bleibt. In der Studie von Mao et al. (79) wurden zur Frage der
Sengitivitét ihrer verwendeten Methode V erdiinnungsreihen durchgefiihrt. Eine in den Tumor-
DNA nachgewiesene neue Allelbande (shift) konnte bel Verdinnung mit der entsprechenden
Lymphozyten-DNA nochin einer Verdinnungsstufe von 1 zu 200 bzw. 1 zu 1000 nachgewiesen
werden, d. h. das mit dieser Methode potentiell eine neoplastische Zelle unter 200-1000
Normalzellen detektierbar ist. Die Mikrodissektion von Tumorzellverbanden aus den
histologisch gewonnenen Préparaten ist eine Mdglichkeit den Anteil von Nichttumorzellen zu
reduzieren und damit die Sensitivitdt des Nachweises von Mikrosatellitenalterationen zu
verbessern. Die Untersuchung von Serum- und Plasma-DNA zum Nachweis von
Mikrosatellitenalterationen 1813 diese Mdglichkeit nattirlicherweise nicht zu. Damit der Antell
an DNA aus nicht neoplastischen Zellen moglichst gering gehalten wird, ist auf eine sorgféltige
Préparation der Serum- und Plasmaproben zu achten. Blutzellen sollten sich nicht mehr in den
verwendeten Proben befinden, daderen DNA ein LOH der im Serum befindlichen Tumor-DNA
maskieren konnte. Die Auswertungskriterien zur Untersuchung von Tumor- und Serumproben
beriicksichtigen diesen Umstand. Da ein gewisser Anteil an Normalzellen z. B. Bindegewebs-
zellen oder Endothel zellen in den fiir diese Untersuchung benutzten Biopsien (Zangenbiopsie)
enthalten sind, wurde ein LOH dann angenommen, wenn ein Allelsignal auf weniger als 50 %
reduziert ist oder im Idealfall vollstéandig fehlt. Eine Mikrosatel liteninstabilitét liegt dann vor,
wenn eine zusétzliche Bande bzw. Banden im L angenbereich der spezifischen Allele aufgetreten
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sind. Die verbleibenden Normalbanden beider Allele entstehen durch Normal-DNA und durch
Tumorzellklone, die keine Mutation in der untersuchten Mikrosatel litensequenz aufweisen. Ein
mehr asfinfzigprozentiger Anteil von Normal zellen kann in den untersuchten Tumorproben ein
LOH maskieren. Das Auftreten von Subklonen im Tumorgewebe kann dazu fihren, dal3 ein
L OH oder eine Mikrosatelliteninstabilitét, die nur in einem bestimmten Zellklon vorhanden sind,
nicht in allen entnommenen Tumorproben nachzuweisen sind. Bei zwei Patienten (11 und 17)
mit NSCL C war eine MIN nur in den Serumproben nachwei shbar, nicht aber in den untersuchten
Tumorproben. Bei zwei Patienten (10 und 13) mit SCLC war ebenfalls nur die MIN in den
Serumproben nachzuweisen. Bei den obengenannten Patienten wurden Tumorproben zur DNA-
Isolierung benutzt, die durch Zangenbiopsie wahrend einer Bronchoskopie gewonnen wurden.
Dadurch kénnte in den gewonnen Proben nur geringe Mengen an Tumorzellen enthalten sein, so
dal3 die Menge an spezifischer DNA nicht ausreicht, um eine Mikrosatellitenalteration
nachzuweisen. Durch die Zangenbiopsie werden nur relativ kleine Bezirke des Tumors erfaldt, so
dal3 moglicherweise nur bestimmte Tumorzellsubklone in dem Biopsat enthalten sind, die nicht
die entsprechende Mikrosatellitenalteration aufweisen. Dies konnte zu einem fehlenden
Nachweis der Mikrosatellitenalteration des Tumors fiilhren. Bei Patient 1 mit SCLC wurde eine
MIN nur im Tumor nachgewiesen, jedoch nicht im Serum. Bei Patient 12 mit SCLC konnte ein
LOH nur im Tumor, nicht im Serum nachgewiesen werden. Auch bei Patient 4 mit NSCLC
wurde in der Tumor-DNA, nicht jedoch in der Serum-DNA eine Mikrosatelliteninstabilitét
nachgewiesen. Das Fehlen einer entsprechenden Veranderung in der Serum-DNA konntein der
nicht ausreichend freigesetzten Menge an Tumor-DNA in den Blutkreislauf begriindet sein. Eine
andere Moglichkeit besteht darin, daf3 die im Serum befindliche Tumor-DNA von anderer im
Blut zirkulierender DNA, die aus nichttumorésen untergegangenen Zellen stammt, maskiert wird
(81). Zur Zeit ist nicht geklart, wie der Mechanismus der Freisetzung von Tumorzell-DNA
verlauft. Sollte es ein diskontinuierlicher Vorgang sein, so hat der Zeitpunkt der
Serumprobengewinnung einen grof3en Einfluld auf die Menge und Qualitét der Tumorzell-DNA
im Blut. Aus diesem Grund ist eine haufige Blutprobenabnahme zu verschiedenen Zeitpunkten
zu empfehlen. Von neun Patienten mit NSCLC konnte bei sieben Patienten eine
Ubereinstimmende Veranderung der untersuchten Mikrosatelliten in den untersuchten Tumor-
und Serumproben festgestellt werden. Dieses Ergebnis unterstreicht die Leistungsféahigkeit der
benutzten Methodik trotz der oben beschriebenen Einschrankungen. Zusammenfassend kann
folgendes Fazit gezogen werden:

Der Nachweis von Mikrosatellitenalterationen ist abhangig von:

# Im Tumor: Der absoluten Menge der Tumorzellen, dem Anteil an Normalzellen und dem
Vorhandensein von Subklonen in der zu untersuchenden Tumorprobe.

# Im Plasma/Serum: Der Menge an Tumor-DNA in der Serumprobe, die vom Zeitpunkt der
Blutprobenabnahme abhéngen kann, der Menge an gelGster DNA aus anderen
untergegangenen Zellen im Blut und dem Volumen der entnommenen Blutprobe.
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Beide Punkte begrenzen die Ausgangsmenge der Tumor- und Serum-DNA fir die weiteren
notwendigen Analyseschritte.

Eine mikroskopische Auswahl von Tumorbezirken aus histologischen Schnittpréparaten sollte
zu einer deutlichen Steigerung der Tumorzellausbeute fihren. In dieser Arbeit wurden bel 8
Patienten Proben aus histologischen Préparaten (in Paraffin eingebettet) fir die Tumor-DNA-
Gewinnung mit einbezogen. Zwei Patienten (Nr.4 und 6, NSCL C) hatten eine VVeranderungenin
der Serum-DNA, die auch in den entsprechenden Tumor-DNA nachgewiesen werden konnte. In
keinem Fall war ein Nachwels in der Serum-DNA mit einem fehlenden Nachweis in der
entsprechenden Tumor-DNA verbunden.

Kleinzelliges Bronchialkarzinom

Von den 16 Patienten mit SCLC hatten funf Patienten (31 %) eine Mikrosatellitenalteration.
Chen et a. (81) konnten unter Verwendung der gleichen Mikrosatellitenmarker in 76 % (16/21
Patienten) eine Mikrosatellitenalteration feststellen. Die von Chen et al. angewandte Methodik,
Materialgewinnung und -verarbeitung ist mit unserer Untersuchung vergleichbar. Die
Untersuchungsgruppe bei Chen et a. bestand aus Patienten mit ED (extended disease) (16
Patienten) und Patienten mit LD (limited disease) (5 Patienten), wahrend in unserer
Untersuchung alle Patienten ein kleinzelliges Bronchialkarzinom im Stadium ED hatten. Chen
et a. konnten keinen Unterschied hinsichtlich dem Auftreten einer Mikrosatellitenalteration
zwischen diesen beiden Tumorausbreitungsstadien feststellen, so daf3 dieser Umstand nicht
geeignet ist, den Unterschied in der Rate der nachgewiesenen Mikrosatellitenalteration zu
erkléaren. Esist zu vermuten, dal3 vor alem die geringe Fallzahl beider Studien die voneinander
abweichenden Ergebnisse bedingen. Beide Studien bestétigen die Eignung von Plasma- bzw.
Serumproben zum Nachweis von Tumorzell-DNA zur Analyse von Mikrosatelliten. Mao et al.
(79) konnten unter Verwendung der gleichen Markern in 50 % (5/10 Patienten) der untersuchten
Patienten mit SCLC eine Mikrosatelliteninstabilitét nachweisen. Unter Verwendung von 23
Mikrosatellitenmarkern konnten Merlo et a. (80) in 45 % (15/33 Patienten) der untersuchten
Patienten mit SCL C eine Mikrosatelliteninstabilitét nachweisen. Aufgrund der deutlich hdheren
Anzahl und abweichenden Lokalization der untersuchten Mikrosatellitenloci, ist eine direkte
Vergleichbarkeit nicht gegeben.

Nichtkleinzelliges Bronchialkar zinom

Neun von siebenundzwanzig der von uns untersuchten Patienten (33 %) mit nichtkleinzelligem
Bronchialkarzinom zeigten eine Alteration der untersuchten Mikrosatellitenloci. Unterteilt nach
Art der Mikrosatellitenalteration zeigten 22 % eine MIN und 15 % ein LOH. Besonders der
Anteil der Mikrosatelliteninstabilitét wird von den insgesamt 14 Studien aus den Jahren 1994 bis
1998 mit insgesamt 779 untersuchten Patienten mit nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom
bestatigt. Bei 154 Patienten (20 %) konnte dort eine Mikrosatelliteninstabilitdt in den
untersuchten Tumorproben nachgewiesen werden. Der Anteil von LOH-Nachweisen scheint

63



jedoch stérker von den untersuchten Chromosomenabschnitten abzuhangen. So berichten
Thiberville et al. (89) Uber den Nachweis von 84 % LOH bei insgesamt 86 Patienten mit
NSCLC unter Einsatz der Mikrosatellitenmarker D3S1007 und D3S1339 und den Markern
ITIH1 / 3 (Chromosomenabschnitt 3p21-22). Sanchez-Cespedes et al. (95) konnten ebenfalls
eine Rate von 54 % LOH in den Tumorproben von insgesamt 22 Patienten mit NSCLC unter
Verwendung der Mikrosatellitenmarker D3S1038, D3S1611, D3S1067 und D3S1284
(Chromosomenabschnitt 3p) nachweisen. Shipman et al. (84) berichten Uber eine LOH-Frequenz
von 64 % unter Verwendung der Marker D11S941E und D11S935 (Chr. 11). 95 % der
informativen Mikrosatelliten zeigten am CAT-Locus ein LOH. Die zitierten Untersuchungen
verdeutlichen die Abhangigkeit des LOH-Nachweises von der Auswahl der zu untersuchenden
Chromosomenabschnitte. Sanchez-Cespedes et al. (95) haben a's erste Untersuchergruppe auch
Serumproben von Patienten mit nichtkleinzelligem Bronchia karzinom untersucht. Eswurdenin
6 von 22 Féllen (28 %) eine Mikrosatellitenalteration, d. h. entweder ein “ Shift” oder ein LOH,
nachgewiesen. In unserer Untersuchung waren in 9 von 27 Féllen (33 %) eine
Mikrosatellitenalteration in der Serum-DNA von Patienten mit nichtkleinzelligem
Bronchialkarzinom nachzuweisen. Beide Ergebnisse sind damit beziiglich der Haufigkeit von
Mikrosatel litenalterationen in der Serum-DNA bei Patienten mit NSCLC vergleichbar.

Mikrosatellitenanalysen von Serum- und Plasma-DNA bei anderen Tumorentitéten

In zwel weiteren Arbeiten wurden Serum- bzw. Plasmaproben bei Patienten mit anderen
Tumorentitédten untersucht. Nawroz et a. (66) konnte in den Serumproben von Patienten mit
Plattenepithelkarzinom der Kopf- und Halsregion einen Anteil von 29 % Mikrosatelliten-
alterationen nachweisen. Goesdl et al. (100) konnten bei einer Untersuchung von 40 Patienten
mit einem Nierenzellkarzinom bei 26 (65 %) Patienten eine Mikrosatellitenalteration in der
Plasma-DNA nachweisen. 25 Patienten zeigten ein LOH und nur ein Patient hatte ein MIN in
der untersuchten Plasma-DNA. Sie benutzten fur ihre Untersuchung vier Mikrosatellitenmarker
(Chromosomenabschnitt 3p). Die Arbeit von Goesdl et a. verdeutlicht, dal? die Auswahl der zu
untersuchenden Chromosomenabschnitte eine herausragender Bedeutung fir die
Mikrosatellitenanalyse hat. Beide Untersuchungen bestétigen ebenfalls die grundsétzliche
Eignung von Blutproben als Untersuchungsmedium zum Nachweis von spezifischen
Mikrosatellitenal terationen der Tumor-DNA bei Patienten mit soliden Neoplasien.

Prognostische Bedeutung molekular biologischer Veranderungen beim Bronchialkar zinom
Die prognostischen Bedeutung des Nachweises von molekul arbiologischen Veranderungen in
der Tumor-DNA bei Patienten mit einem Bronchialkarzinom ist noch nicht geklart. Bisher
werden keine mol ekul arbiol ogi schen Nachwei smethoden routinemal3ig in der klinischen Praxis
verwendet. Trotz der nachgewiesenen Bedeutung von Verédnderungen in Onkogenen und
Tumorsuppressorgenen fir die Tumorentstehung, konnte fir das Bronchialkarzinom bisher kein
molekularbiologischer Marker fir ein Screening bzw. eine Frihdiagnostik, Prognose,
Therapieverlauf und -kontrolle eine klinisch relevante Bedeutung erlangen. Das Alter, der
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Allgemeinzustand, die Tumorentité und vor alem das Tumorausbreitungsmuster und das
Auftreten von Fernmetastasen sind nach wie vor die wichtigsten Prognosefaktoren beim
Bronchialkarzinom. Einzelne Hinweise auf die prognostische Bedeutung von genetischen
V eranderungen konnten in einigen experimentellen Studien herausgearbeitet werden. So scheint
das Vorhandensein von n-myc- und c-myc-Genmutationen mit einer schlechteren Prognose bei
Patienten mit SCLC einherzugehen (24-27). Die RAS-Genmutation ist assoziiert mit einer
negativen Prognose bei Adenokarzinomen des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms (28, 29).
Die Amplifikation und/oder Uberexpression des c-erbB-2 Gens ist ebenfalls mit einer
ungunstigen Prognose assoziiert (30). Mit einer besseren Prognose scheint der erhohte Nachwels
des Bcl-2-Proteins bei Uber sechzigjdhrigen Patienten mit NSCL C assoziiert zu sein (31).

Ergebnisse zur prognostischen Bedeutung von Mikrosatellitenalterationen wurden bisher in nur
zwei Studien fur sporadische Tumorerkrankungen nachgewiesen. Thibodeau et al. (50) zeigten,
dal? nach einer chirurgischer Therapie, Patienten mit einem kolorektalen Karzinom, signifikant
langer Uberlebten, wenn eine Mikrosatelliteninstabilitét nicht oder in hdchstens einem Locus
nachweisbar war (p=0,02). Pifarré et al. (90) konnten in ihrer Untersuchung nachweisen, dai3
Patienten mit einem NSCL C Stadium | nach chirurgischer Therapie langer Uberlebten, wenn eine
Mikrosatelliteninstabilitét nachweisbar war (p=0,005). Beide Studien verdeutlichen allerdings,
dafd nicht geklart ist, ob das Auftreten einer Mikrosatelliteninstabilitét tatsdchlich als glinstig
oder unginstig zu bewerten ist. Um diese Frage beantworten zu kénnen, sind weitere Studien
mit groferen Fallzahlen und langeren Beobachtungszeitraumen notwendig. Das heterogene
Ergebnis konnte aber auch der Ausdruck des Einflusses entitatsspezifischer Eigenschaften sein.

Dievorliegende Arbeit dokumentiert die erfolgreiche Methodenetablierung zum Nachweis von
Mikrosatellitenalterationen in Serum- und Tumor-DNA von Patienten mit Bronchialkarzinom.
Wir konnten demonstrieren, dafd in der Kontrollgruppe keine Mikrosatellitenalterationen
nachweisbar waren. Von insgesamt 43 untersuchten Patienten mit einem Bronchialkarzinom
konnten bei 14 Patienten (33 %) Mikrosatellitenalterationen nachgewiesen werden. Die
angelegte umfangreiche Serum- und Plasmabank ermoglicht es, im Rahmen des geplanten
Gesamtprojektes, weitere “follow up” Untersuchungen bei den Patienten mit nachgewiesenen
Alterationen durchzufiihren, um festzustellen, ob die dokumentierten Mikrosatelliten-
alterationen unter Behandlung einer Veranderung unterliegen oder stabil nachweisbar bleiben.
Ein weiterer Aspekt des Gesamtprojektes ertrtert die Frage, ob unter den zur Zeit gangigen
Therapiemodalitéten eine Mikrosatellitenalteration einen prognostischen Parameter fir den
Erfolg einer entsprechenden Therapie darstellt. Die Frage, ob eine Assoziation von
Mikrosatellitenalterationen mit einem bestimmtem NSCLC-Tumorstadium oder einer
histologischen Subklassifizierung vorliegt, konnte aufgrund der zu geringen Fallzahl nicht
beantwortet werden. Die vorliegenden Ergebnisse lassen jedoch keine Tendenzen erkennen.

Die hohe Sensitivitdt der Polymerasekettenreaktion ist ein wichtiger Vorteil der in dieser
Untersuchung etablierten Methodik. Die M6glichkeit einer Multiplex-PCR zur gleichzeitigen
Untersuchung mehrerer Mikrosatellitenmarker sollte zu einer Zeit- und K ostenersparnis fihren.
Sieléa’t weiterhin die M oglichkeit offen, ein ganzes* Panel” an Mikrosatellitenmarkernin einem
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Untersuchungsgang einzusetzen, um die Aussagekraft der Untersuchung zu erhohen. Der
Nachweis von Tumor-DNA-M utationen im Serum erdffnet eine weniger invasive Méglichkeit
zur Gewinnung und zum Nachweisvon Tumor-DNA. Zur Abschétzung der Prognosewertigkeit
und der Frage der Tumorsensitivitat und -spezifitdt von Mikrosatellitenalterationen, wird es
notwendig sein, eine wesentlich gréf3ere Anzahl von Patienten zu untersuchen. Die unverandert
sehr schlechte Prognose von Patienten mit Bronchialkarzinom unterstreicht die Notwendigkeit
der Entwicklung einer zuverlassigen und sensitiven Methode zur verbesserten Friihdiagnostik.
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6. Zusammenfassung

Die Bedeutung von Mikrosatellitenalterationen in malignen Tumoren ist trotz intensiver
Forschungstétigkeit bisher nicht ausreichend geklart. Bel Patienten mit einem hereditéren
nichtpolyposen kolorektalen Karzinom-Syndrom (HNPCC) konnte aber ein méglicherweise
kausaler Zusammenhang zwischen einer Keimbahnmutation der Gene, die an dem DNA-
“mismatch” -Reparaturmechanismus beteiligt sind, und der Atiologie dieser Erkrankung
nachgewiesen werden. Der Nachweis von Mikrosatel liteninstabilitaten wird zur Identifizierung
des HNPCC-Syndroms genutzt. Der Anteill nachgewiesener Mikrosatelliteninstabilitéten be
sporadischen Tumorerkrankungen ist deutlich niedriger als beim HNPCC-Syndrom. Die
Mechanismen zur Entstehung von Mikrosatelliteninstabilitéten bel sporadischen Tumor-
erkrankungen sind bisher ungeklart. Der gelungene Nachweisvon Mikrosatel litenaterationenim
Serum, Fazes, Urin und Sputum von Tumorpatienten konnte das diagnostische Repertoire
erweltern und moglicherweise die frihzeitige Erkennung von Tumorerkrankungen verbessern.
Eine auf eine PCR basierende Methode zur Analyse von Mikrosatellitenalterationen in Tumor-
und Serumproben wurde in dieser Arbeit etabliert. Drei Mikrosatellitenmarker (AR, ACTBP2,
UT762) wurden bei der Untersuchung eingesetzt. Es wurden Tumor- und Serum-DNA mit der
DNA von Lymphozyten verglichen und analysiert. Es wurden 43 Patienten mit
Bronchialkarzinom untersucht, darunter 16 Patienten mit kleinzelligem und 27 Patienten mit
nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom. Eswurden bei 5von 16 (31 %) Patienten mit SCLC und
bei 9 von 27 (33 %) Patienten mit NSCLC in mindestens einem Mikrosatellitenlocus eine
Mikrosatelliteninstabilitét oder ein LOH nachgewiesen. In der Kontrollgruppe mit gesunden
Probanden waren keine Mikrosatellitenal terationen nachweisbar.

Dieunveréandert sehr schlechte Prognose von Patienten mit Bronchia karzinom unterstreicht die
Notwendigkeit der Entwicklung einer zuverlassigen und sensitiven Methode zur verbesserten
Frihdiagnostik. Dazu wird es notwendig sein, weitere Mikrosatellitenmarker hinsichtlich ihrer
Tumorsensitivitdt und -spezifitét an einer ausreichenden Anzahl von Patienten zu testen und die
prognostische Bedeutung von Mikrosatellitenalterationen bei Patienten mit einem
Bronchialkarzinom zu kléren.
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