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1. EINLEITUNG -1-

1. EINLEITUNG

Krebs als natiirliche Todesursache steht nach Herz-Kreislauferkrankungen an zweiter Stelle
der deutschen Todesursachenstatistik. Laut einer gemeinsamen Verdffentlichung des Robert
Koch-Instituts und der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V.
[1] sind Prostata, Darm und Lunge die hédufigsten Krebslokalisationen bei Minnern. Bei
Frauen sind die hiufigsten Krebslokalisationen Brust, Darm und Lunge. Im Jahre 2004
standen Lungentumoren mit einer jéhrlichen Inzidenz von 32850 Neuerkrankungen bei
Mainnern (14,3% aller Krebserkrankungen) und 13190 Neuerkrankungen bei Frauen (6,4%
aller Krebserkrankungen) in Deutschland an dritter Stelle aller Krebserkrankungen. Die
Mortalitdt der Lungentumoren belief sich im selben Jahr auf 28820 Sterbefdlle bei Méinnern
(26% aller krebsbedingten Sterbefille) und 11026 Sterbefille bei Frauen (11,2% aller
krebsbedingten Sterbefille). Somit war Lungenkrebs 2004 in Deutschland bei Ménnern die
hdufigste und bei Frauen die dritthdufigste krebsbedingte Todesursache. Europaweit stand in
der Statistik des Jahres 2006 die Inzidenz von Lungenkrebs an dritter Stelle (386300, 12,1%)
und die Mortalitdt an erster Stelle (334800, 19,7%) [2]. Auch weltweit ist Lungenkrebs die
hiufigste krebsbedingte Todesursache. In Abbildung 1 sind die Krebsneuerkrankungen und

krebsbedingten Sterbefille in Europa fiir verschiedene Krebslokalisationen dargestellt [2].
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Abbildung 1: européische Krebsstatistik 2006 (Anzahl der Personen *1000) Abbildung modifiziert nach [2]
A: Anzahl der Krebsneuerkrankungen bei Mannern und Frauen in Europa im Jahre 2006 bei verschiedenen
Krebslokalisationen.

B: Anzahl der krebsbedingten Sterbefélle bei M&nnern und Frauen in Europa im Jahre 2006 bei verschiedenen
Krebslokalisationen.



1. EINLEITUNG _2-

Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung eines Lungentumors stellt der Tabakkonsum dar. Rund
90% aller Lungentumoren bei Madnnern und ca. 60% aller Lungentumoren bei Frauen sind auf
aktives Rauchen zuriickzufiihren. Das Erkrankungsrisiko steigt mit Zunahme der ,,packyears*
(dem Produkt aus der Anzahl der verbrauchten Zigarettenpackungen (20 Zigaretten) pro Tag
und der Dauer des Rauchens in Jahren), der Teerkonzentration, sowie der Inhalationstiefe.
Aber auch das Passivrauchen hat nachweislich eine stark karzinogene Wirkung. Weitere
Karzinogene, die die Entstehung von Lungenkrebs begiinstigen sind u.a. Stoffe wie Asbest,
Cadmium, polyzyklische Kohlenwasserstoffe, Radon, Nickelstaub und Quarz. Schadstoffe in
der Luft tragen ebenfalls zur Lungentumorentstehung bei. Bei chronisch interstitiellen
Lungenerkrankungen erhoht sich das Risiko zur Lungenkarzinomentstehung um mehr als das
zehnfache, wobei neben den chronisch-entziindlichen Prozessen auch eine beeintrichtigte

Clearance inhalierter Karzinogene eine Rolle spielt.

Eine Einteilung der Bronchialkarzinome erfolgt aufgrund ihrer Entstehung und ihrer
biologischen Eigenschaften in zwei histologisch unterschiedliche Klassen. Hierbei handelt es
sich um die nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome (,,non-small cell lung cancer*, NSCLC),
die mit ca. 85-90% Inzidenz die hdufigste Lungentumorentitét darstellen und die kleinzelligen
Bronchialkarzinome (,,small cell lung cancer”, SCLC), die mit einer Inzidenz von rund 10-
15% weniger hdufig auftreten. In der Gruppe der nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome
werden u.a. die Plattenepithelkarzinome, die Adenokarzinome und die grofBzelligen
Bronchialkarzinome zusammengefasst. Die Plattenepithelkarzinome gehen von den Epithel
tragenden Schleimhduten der Bronchien aus und machen ca. 25-30% aller
Bronchialkarzinome aus. Ungefdhr 40% der Bronchialkarzinome sind Adenokarzinome,
welche von den Schleim bildenden Driisenzellen der Bronchien ausgehen. Die
Plattenepithelkarzinome zeigen gegenwirtig eine abnehmende Inzidenz, wohingegen die
Inzidenz der Adenokarzinome zunimmt. Die groBzelligen Karzinome (ca. 10-15% der
Bronchialkarzinome) umfassen bronchogene Karzinome, die nicht eindeutig als

Plattenepithel- oder Adenokarzinom klassifiziert werden konnen [3].

Die Stadieneinteilung der Lungenkarzinome beriicksichtigt die Groe des Priméartumors (T),
sowie das Vorhandensein von Metastasen in regiondren Lymphknoten (N) und
Fernmetastasen (M). Im Stadium Tx ist ein Tumor weder radiologisch noch bronchoskopisch
sichtbar, ein Nachweis maligner Zellen wurde aber iiber Sputumanalysen oder

Bronchialspiilungen erbracht. Mit Tis wird ein carcinoma in situ, d.h. ein epithelialer Tumor
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im Frihstadium ohne invasives Tumorwachstum bezeichnet. Die Stadien T1 bis T4
bezeichnen die steigende rdumliche Ausdehnung des Primartumors, sowie das Ausmal} der
Infiltration von Tumorzellen in umliegende Gewebe. Das Vorhandensein regionérer
Lymphknotenmetastasen bzw. die Ausdehnung der Metastasen, ausgehend von der
Lokalisation des Primdrtumors, wird mit NO bis N3 angegeben. Fernmetastasen werden durch
M1 angezeigt. Liegen keine Fernmetastasen vor, wird dies durch MO angegeben. Die
verschiedenen TNM-Stadien werden zusitzlich nach Mountain [4] in die klinischen Stadien
0-IV gruppiert. In den verschiedenen Stadien werden jeweils Tumoren gleicher Prognose und

Therapie zusammengefasst (siche Tabelle 1).

Tabelle 1: Stadiengruppierung nach C.F. Mountain

0 Carcinoma in situ
IA TINOMO
1B T2NOMO
IIA TINIMO
IIB T2N1MO
T3NOMO
IIT A T3N1IMO
TIN2MO
T2N2MO
T3N2MO
IIIB jedes T N3MO
T4 jedes N MO
v jedes T jedes N M1

Beim kleinzelligen Lungenkarzinom wird Stadium I als ,,very Limited Disease* bezeichnet,
Stadium II-IIT werden zu ,,Limited Disease* zusammengefasst und Stadium IV als ,,Extensive
Disease* bezeichnet.

Die histopathologische Unterscheidung in NSCLC und SCLC ist entscheidend fiir die
Prognose und Therapie. NSCLC zeichnen sich im Gegensatz zu den SCLC durch eine
langsamere Proliferationsrate, eine niedrigere Tumorverdopplungszeit, eine spéitere
Metastasierungstendenz und eine maBigere Chemosensibilitit aus. Die Prognose fiir Patienten
mit Bronchialkarzinomen ist insgesamt schlecht, da Frithsymptome sowohl beim NSCLC als

auch beim SCLC fehlen. Mehr als zwei Drittel der Patienten befinden sich zum Zeitpunkt der
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Diagnose bereits in einem fortgeschrittenen Stadium. Die Uberlebensrate ist aber stark
korreliert mit dem Zeitpunkt der Diagnose, der Tumorausdehnung, sowie mit dem
histologischen Typ. Wéhrend Patienten mit NSCLC im Stadium I A und I B Fiinf-Jahres-
Uberlebensraten von 60-80% zeigen, ist die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate bei Patienten mit
NSCLC im Stadium II A und II B auf 40-50% reduziert. Patienten mit einem
Bronchialkarzinom im Stadium III A bzw. III B haben nur noch eine Fiinf-Jahres-
Uberlebensrate von 3-13%, im Stadium IV betrigt die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate nur noch
maximal 1% [4, 5]. Derzeit gibt es keine Methode zur Fritherkennung von Lungentumoren.
Eine frithe Diagnose erfolgt in den meisten Féllen durch einen Zufallsbefund. Bei Verdacht
auf Lungentumor werden zunidchst die Anamnese und Basislaboruntersuchungen
durchgefiihrt. Im nédchsten Schritt werden vor allem bildgebende Verfahren, wie
Thoraxrontgenaufnahme und Thorax-Computertomographie (Thorax-CT), eingesetzt. Bei
positivem Befund wird mit Hilfe einer Bronchoskopie Gewebematerial aus dem Tumor bzw.
dem zufiihrenden Bronchus entnommen und histologisch bzw. zytologisch untersucht. Bei
gesicherter Diagnose erfolgen die nicht-invasiven und wu.U. invasiven Staging-
Untersuchungen zur Festlegung des Tumorstadiums und darauthin wird der Patient therapiert.
Bei fehlender histologischer und zytologischer Sicherung muss u.U. eine diagnostische

Thorakotomie erfolgen.

Die Therapieansétze unterscheiden sich je nach Tumorstadium bei Diagnosestellung und nach
histologischem Typ. Bei NSCLC im Stadium I und II ist die potentiell kurative
Resektionsbehandlung in ihrer Prognose allen anderen Behandlungen, wie Bestrahlung und
Chemotherapie, iiberlegen. Daran kann sich (z.B. bei NI1-Erkrankung) eine adjuvante
Chemotherapie anschlieBen. Bei Tumoren in den Stadien III A und III B hat sich eine
Kombination aus Chemotherapie und Bestrahlung bewidhrt. Eine multimodale Therapie im
Sinne einer neoadjuvanten Chemotherapie gefolgt von Resektionsbehandlung und
anschlieender Bestrahlung oder eine kombinierte Radiochemotherapie gefolgt von Resektion
sind Alternativtherapieschemata, deren Wertigkeit noch nicht abschliefend geklirt sind. Im
Stadium IV ist eine palliative Chemotherapie indiziert. Das SCLC ist sehr chemosensibel,
daher ist hier die Chemotherapie die bevorzugte Behandlungsmethode. Bei ,Limited
Disease‘-Tumoren erfolgt eine Chemotherapie in kurativer Absicht und wird kombiniert mit
der Bestrahlung des Tumors zur Rezidivprophylaxe. Bei peripher gelegenen SCLC ohne

Lymphknotenmetastasen und ohne Fernmetastasierung (,,very Limited Disease*) wird haufig



1. EINLEITUNG -5-

eine initiale Resektion mit adjuvanter Chemotherapie kombiniert. Bei ,,Extensive Disease®-
Tumoren erfolgt eine palliative Chemotherapie.

Zur konventionellen Chemotherapie werden vor allem Zytostatika (z.B. Cisplatin, Docetaxel,
Gemcitabin, Irinotecan, Etoposid), Mitosehemmer (z.B Vinblastin) oder zytotoxische
Antibiotika (z.B. Mitomycin) eingesetzt. Neuere Therapieansitze, die sogenannten
zielgerichteten Therapien (,targeted therapies), zielen darauf ab, nebenwirkungsdrmer
ausschlieBlich Krebszellen anzugreifen. Es handelt sich um Wirkstoffe, die beispielsweise die
Blutversorgung des Tumors unterbinden (z.B. Angiogenesehemmer Bevacizumab) oder die
Signaliibertragung zwischen Tumorzellen verhindern (z.B. Tyrosinkinasehemmer Gefitinib
oder Erlotinib bzw. monoklonale Antikorper (gegen EGF- oder VEGF-Rezeptor) Cetuximab
oder Bevacuzimab). Zielgerichtete Therapien kommen derzeit ausschlieBlich bei
fortgeschrittenen NSCLC zur Anwendung.

Bronchialkarzinome stellen, wenn sie nicht kurativ behandelt werden konnen, eine der
schnellsten zum Tode filhrenden Tumorerkrankung dar. Eine Verbesserung des allgemeinen
Verstindnisses fiir die Vielzahl an genetischen oder molekularen Aberrationen, die die
Umwandlung von Normalgewebe zu neoplastischem Gewebe einleiten, konnte zur Reduktion
der Tumormortalitdt beitragen. Untersuchungen von genetischen Aberrationen erfolgen in den
meisten Féllen an Tumorgewebe, was eine vorangehende Isolation durch Biopsie oder
Tumorresektion voraussetzt. Aberrationen, die in praktisch allen Lungentumoren unabhingig
thres histologischen Subtyps zu finden sind, betreffen Mutationen des p53-
Tumorsuppressorgens, Storungen im Retinoblastom-Signalweg und den Verlust der
Heterozygotie des kurzen Arms von Chromosom 3 (loss of heterozygosity (LOH) 3p).
Mutationen im p53-Gen, das fiir ein Protein kodiert, dem eine Schliisselrolle im Zellzyklus
zukommt, treten am hdufigsten auf. Bei anndhernd 50% aller NSCLC und iiber 70% aller
SCLC sind Mutationen im p53-Gen nachweisbar [6].

Der Retinoblastom-Signalweg ist in gesunden Zellen fiir die G1-S-Phase-Transition
verantwortlich. Stérungen im Retinoblastom-Signalweg treten v.a. in Folge von LOH,
Uberexpression und Promotor-Hypermethylierung der Proteine p16, Cyclin D1 und Rb auf.
Das Rb-Protein ist in hypophosphoryliertem Zustand als Zellzyklus-Regulator fiir den G1/S-
Arrest zustindig. Im ersten Abschnitt von G1 ist das hypophosphorylierte Rb-Protein an den
Transkriptionsfaktor E2F gebunden, wodurch die Expression wichtiger S-Phase-Proteine
blockiert wird. Nach Phosphorylierung von Rb durch einen Komplex aus Cdk4,6-Cyclin DI,
2, 3 wird E2F freigesetzt und der Ubergang in die S-Phase ermdglicht. Durch Uberexpression
von Cyclin D1 gelangen die Zellen zu friih in die S-Phase. Bei verminderter Cyclin D1-
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Expression kommt der Zellzyklus vor der S-Phase zum Erliegen. Das Protein pl6 ist ein
Inhibitor des Cdk4,6-Cyclin DI, 2, 3-Komplexes. Es bindet spezifisch an Cdk4 und Cdk6,
wodurch die Phosphorylierung von Rb unterbunden und die S-Phase nicht gestartet wird.
Allerdings kann p16 die Proliferation nicht unterbinden, wenn den Zellen Rb fehlt. Zwischen
dem Verlust des Rb-Proteins, der LOH von INK4A (codierend fiir pl6) und der
Uberexpression von CCDNI1 (codierend fiir Cyclin D1) besteht eine inverse Korrelation.
Sowohl die Uberexpression von CCDNI, als auch der Verlust des p16-Proteins fiihren zu
einer persistierenden Hyperphosphorylierung des Rb-Proteins und somit zum Verlust des
G1/S-Zelltykluskontrollpunktes. Studien zeigten bei 92% aller untersuchten hochmalignen
neuroendokrinen Lungentumoren eine fehlende Rb-Expression, was mit einer verkiirzten
Uberlebenszeit einherging [7]. In einer anderen Studie an NSCLC trat die fehlende Rb-
Expression seltener auf (15%), dagegen kam die LOH von INK4A hier hiufiger vor (70%)
[8].

Auf dem kurzen Arm des Chromosoms 3 liegen verschiedene putative Tumorsuppressorgene,
wie z.B. FHIT, RASSF1A und SEMA3B. Der Verlust eines oder mehrerer Allele dieses
chromosomalen Abschnitts, also der Verlust der Heterozygotie, liegt in mehr als 80% aller
Lungentumoren vor. Eine Studie an Rauchern und Nichtrauchern ergab zudem eine erhdhte
Frequenz an Chromosomenbriichen in FRA3B bei aktiven Rauchern [9]. Das Gen FHIT
(fragile histidine triad) liegt im ,,fragile site*“-Lokus FRA3B. Eine ,,fragile site* ist eine Stelle
innerhalb eines Chromosoms, an der aufgrund ihrer speziellen Basenzusammensetzung
gehduft Chromosomenbriiche auftreten. Das FHIT-Protein interagiert mit Proteinen, die u.a.
an der DNA-Replikation beteiligt sind [10]. Fiir FHIT wird auBBerdem eine Rolle in der
Apoptose und in der Wachstums-Inhibierung von Tumorzellen postuliert [11]. Das
RASSF1A-Gen ist in vielen Tumoren epigenetisch inaktiviert. Die Induktion der RASSF1A-
Expression in Lungentumorzellen fiihrte zu einem Wachstumsarrest, nicht aber zu Apoptose.
Die RASSF1A-Expression korrelierte mit der Inhibierung der Cycln D1 Akkumulation und
somit der Regulation des Zellzyklus iiber die Retinoblastom-Signalkaskade [12]. Mit in vivo-
Experimenten an einer humanen NSCLC-Zelllinie wurde die Interaktion von RASSF1 mit
E4F1, einem ebenfalls an der Zellzyklus-Progression beteiligten Phosphoprotein,
nachgewiesen [13]. Eine 2008 erschienene Studie hat gezeigt, dass die Hypermethylierung
des RASSF1A-Promotors bei NSCLC, unabhidngig von Stadium und histologischen
Charakteristika des Tumors, bzw. Alter, Geschlecht, Rasse und Raucherstatus des Patienten,

mit einer Rekurrenz ist [14].
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Die Rolle von SEMA3B bei der Lungentumorentstehung ist noch weitestgehend unklar. Da es
aber ebenfalls im chromosomalen Bereich 3p liegt, wird es als potentielles
Tumorsuppressorgen diskutiert [15]. Untersuchungen an Mausmodellen ergaben, dass
SEMA3B-exprimierende Ovarialkarzinomzellen eine verminderte Tumorigenitit aufweisen
[16].

Analysen zu genetisch-pathologischen Aberrationen in Tumorgewebe tragen zwar sehr zum
allgemeinen Verstdndnis der Tumorentstehung bei, eignen sich jedoch keinesfalls zur
Fritherkennung eines Tumors, da sie an zuvor isoliertem Tumorgewebe erfolgen. Der
Nachweis genetischer Verdnderungen kann aber bei der Therapieauswahl, zur Erstellung einer

Prognose oder zur Bestimmung des Metastasierungsrisikos von Bedeutung sein.

Eine Diagnose des Bronchialkarzinoms erfolgt, wie bereits oben erwihnt, heutzutage meist
durch Zufallsbefund bei Thoraxrontgenaufnahmen bzw. —CT. Allerdings werden auch mit
diesen Methoden nicht alle Tumoren erfasst. Beispielsweise ergab eine von Sone et al.
durchgefiihrte retrospektive Untersuchung von 44 mittels CT gesicherten Lungentumoren,
dass 79% der Tumoren mit einer Ausdehnung von bis zu 20 mm durch Rontgenaufnahmen
nicht detektiert wurden, so dass die Thoraxrontgenaufthahme als Screeningmethode
ausscheidet [17]. In dieser Studie betrug die Korrektklassifizierungsrate 61%, die Sensitivitit
23% und die Spezifitit 96% [18]. Die zufillige Erkennung von Lungenkrebs im Friihstadium
(klinisches Stadium I) im Rontgenbild ist, wie oben gezeigt, schwierig, so dass Rundherde
zwischen 5-10 mm leicht libersehen werden konnen. Es hat sich gezeigt, dass durch Thorax-
CT deutlich kleinere Rundherde (5-20 mm) erfasst werden als es mit einer
Thoraxrontgenaufnahme moglich ist [19]. Die Sensitivitdt eines CT betrdgt durchschnittlich
67% [20]. Diese vergleichsweise hohe Sensitivitdt wird jedoch iiberschattet von einer hohen
Rate falsch-positiver Scans (20%), die schlimmstenfalls unnétige chirurgische Interventionen
nach sich ziehen [21-24]. Aufgrund der Strahlenbelastungen und hoher Falsch-Positiv-Rate
kann man schlussfolgern, dass CTs als Screeningmallnahme einer asymptomatischen
Risikopopulation wahrscheinlich nicht geeignet sind [25, 26]. Eine weitere Moglichkeit der
Tumordiagnostik stellt die Fluor-Deoxyglykose-Positronen-Emission-Tomographie (FDG-
PET) dar. Die FDG-PET erlaubt die bildliche Darstellung von Stoffwechselvorgidngen. Dem
Patienten wird ein Radiopharmakon, meist '*F-FDG, injiziert, das von den Kérperzellen wie
normale Glukose aufgenommen, jedoch nicht weiter verstoffwechselt wird und sich daher in
den Zellen anreichert. Dieses Anreicherungsprinzip hat man sich in der Tumordiagnostik zu

Nutze gemacht, da Tumorzellen eine erhdhte Stoffwechselrate und somit erhohten Glukose-
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Umsatz aufweisen, dementsprechend auch mehr FDG anreichern, die mit PET sichtbar
gemacht werden kann. Die Sensitivitdt der PET liegt zwischen 84-87%, die Spezifitit liegt
zwischen 88-93% und die Korrektklassifizierungsrate liegt durchschnittlich zwischen 87—
90% [20]. Ein enormer Nachteil der FDG-PET liegt aber darin, dass FDG auch in
Entziindungsherden angereichert wird und diese somit mit PET zu einem falsch positiven
Tumorbefund fiihren konnten [27]. Ein weiterer Nachteil sind die enormen Kosten einer PET-
Untersuchung. Eine PET ist daher nur bei nachgewiesenem Nutzen indiziert und eignet sich
eher fiir ein Monitoring wahrend oder nach Therapie bzw. zur Untersuchung eventueller

Rezidive oder Metastasen.

Als neuere Methoden zur Tumordiagnostik bieten sich fiir Lungentumoren beispielsweise
auch Untersuchungen an Atemexhalat oder an bronchoalveolidrer Lavage (BAL) an. Das
Atemexhalat besteht aus einer gasformigen und einer fliissigen Phase, d.h. es konnen
entweder gasformige oder in aerosolisierte Tropfchen (Atemkondensat) eingeschlossene
Substanzen gemessen werden. Bei der nicht-invasiven Gewinnung des Atemexhalates atmet
der Patient in Ruhe iiber 10-15 Minuten in ein Mundstiick durch ein Nichtriickstromventil, in
dem Ein- und Ausatemluft separiert werden. Die Ausatemluft kann durch ein Kiihlsystem
geleitet und das entstechende Kondensat gesammelt werden. Im Kondensat konnen auch
groflere Molekiile, wie Proteine und DNA, enthalten sein [28-32]. Zur Gewinnung der BAL
muf} eine Bronchoskopie durchgefiihrt werden. Hierbei wird {iber einen Katheter das zu
untersuchende Lungensegment mittels isotonischer Kochsalzlosung gespiilt. Die
bronchoalveoldre Spiillosung wird iiber selbigen Katheter wieder aspiriert. Die Diagnose von
Lungentumoren mittels Untersuchungen an BAL ist nachweislich moglich [33]. Da die
Gewinnung der BAL aber invasiv iiber eine Bronchoskopie erfolgt, ist die BAL-
Untersuchung als Screeningmafinahme filir asymptomatische Risikopatienten ungeeignet. Die
Bronchoskopie ist nur bei bestehendem Verdacht auf einen Lungentumor indiziert. Die
Tumorzellen kdnnen dabei mittels BAL oder aber auch mittels Biopsie nachgewiesen werden.
Eine Untersuchung der BAL fiihrt in 40- 65% der Fille zur Diagnose. Die Treffsicherheit der
Bronchoskopie allein liegt bei bronchoskopisch sichtbaren Tumoren zwar bei 80-85%, bei

kleineren nicht sichtbaren Tumoren dagegen nur bei ca. 30-55% [33, 34].

Im Allgemeinen miissen ideale Tumormarker verschiedene Kriterien erfiillen: sie miissen
spezifisch und sensitiv sein, zu einem frithen Zeitpunkt der Tumorgenese nachweisbar sein

und eine lange Halbwertszeit aufweisen. Um diese Biomarker fiir ein Screening von
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Risikogruppen anwenden zu konnen, sollten die Nachweismethoden im Speziellen auch
minimal-invasiv und mit geringem Kostenaufwand verbunden sein. Auf der Untersuchung
von Blut basierende Methoden bieten sich hier an. Hierbei konnte die Diagnostik sowohl auf
der Analyse von Serumbestandteilen als auch auf der Analyse der zelluldren Bestandteile des
Blutes aufbauen. Im Serum sind neben Proteinen (wie z.B. Antikdrper) auch frei
zirkulierende Nukleinsduren (fzNs) zu finden. Die zelluliren Bestandteile des Blutes setzen
sich v.a. aus den myeloiden und den lymphatischen Zellen zusammen. Bei Vorliegen eines
Tumors findet man aber auch zirkulierende Tumorzellen im Blut [35, 36]. Untersuchungen an
den zelluldren Bestandteilen des Blutes kdnnen ebenfalls auf Proteinen oder Nukleinsduren
basieren. Die Analyse von Blutbestandteilen ist in zunehmendem MaBle Gegenstand vieler
aktueller Studien zur Diagnose, Prognose oder Kontrolle des Therapie- bzw.
Krankheitsverlaufes von Tumoren [37-42]. Da Lungentumoren im héufigsten Fall erst in
fortgeschrittenen Stadien erkannt werden, wenn es fiir eine kurative Therapie meist zu spit ist,
ist hier die Identifizierung von Fritherkennungsmerkmalen besonders wichtig. Im Jahre 1997
wurde deshalb die ,,European Group on Tumor Markers* (EGTM, http://egtm.eu/) gegriindet,
deren Ziel die Zusammenstellung von Informationen iiber Protein-Biomarker und die
Erstellung von Richtlinien fiir den klinischen Einsatz dieser Biomarker ist. Zu den Serum-
Biomarkern, die bisher bei Lungentumoren klinisch zum Einsatz kommen, gehoren die
Proteine carcinoembryonic antigen (CEA), cytokeratin 19 fragment 21-1 (CYFRA 21-1),
squamous cell carcinoma antigen (SCC antigen), neuron-specific enolase (NSE), progastrin-
releasing peptide (ProGRP), tumor M2-pyruvate kinase (Tumor M2-PK) und C-reactive
protein (CRP) [43]. Grundsétzlich ist allerdings zu beachten, dass die allermeisten
Tumormarker nicht spezifisch fiir eine bestimmte Krebserkrankung sind und deshalb deren
Einsatz fiir diagnostische Zwecke ungeeignet ist. Zur Prognose, dem Monitoring oder der
Rezidiviiberwachung sind sie dagegen eher geeignet [44]. Laut Deutschem
Krebsforschungszentrum (DKFZ) ist CEA beispielsweise Tumormarker u.a. bei Dickdarm-,
Magen-, Brust- und Lungenkrebs. Der Marker SCC findet bei allen Tumorarten Anwendung,
die von Plattenepithelzellen ausgehen, d.h. Karzinome von Gebdrmutterhals, Hals-Nasen-
Ohren-Trakt, Speiserdhre, Enddarm und Lunge. Oben genannte Biomarker kénnen aber zum
einen bei verschiedenen Krebsarten, zum anderen aber auch bei einer Reihe gutartiger
Erkrankungen erhohte Werte aufweisen. Der SCC-Spiegel kann neben den
Plattenepithelkarzinomen auch bei gutartigen Erkrankungen wie z.B. Niereninsuffizienz,
gyndkologischen Erkrankungen, Hautkrankheiten (Schuppenflechte, Ekzem), gutartigen Hals-

Nasen-Ohren-Tumoren, Leberzirrhose, Pankreatitis (Bauchspeicheldriisenentziindung) sowie
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Lungenerkrankungen erhoht sein. NSE kann ebenfalls bei gutartigen Lungenerkrankungen,
aber auch bei Blutkérperchen- oder Blutpldttchenzerfall erhohte Werte aufweisen. Aus diesen
Griinden ldsst der alleinige Nachweis eines Markers im Blut auch keinen eindeutigen
Riickschluss auf das Vorliegen eines Tumors zu. Zur Frithdiagnose von Lungenkrebs, aber
auch von anderen Krebserkrankungen, etwa im Rahmen von Reihenuntersuchungen gesunder,
beschwerdefreier Personen, sind die bisher bekannten Tumormarker aufgrund zu niedriger
Sensitivitit und Spezifitit deshalb nicht geeignet [45]. Wie oben erwidhnt konnen sie
alternativ fiir die Prognose und eine Verlaufsbeurteilung, zur Erfassung der Therapieeffizienz
oder als Rezidivkontrolle herangezogen werden.

Derzeit gibt es fiir Lungentumoren keine Biomarker, die fiir ein Screening von
Risikopatienten angewendet werden konnten. Wie bereits erwéhnt sollten solche Biomarker
v.a. frithzeitig nachweisbar und v.a. einfach zugénglich sein. Autoantikorper erfiillen viele der
Kriterien, die ein idealer Tumormarker mit sich bringen sollte. Die am héufigsten
nachgewiesenen Autoantikorper, die gegen Tumor-assoziierte Antigene gerichtet sind,
gehoren zum Immunglobulin Typ G [46]. Diese haben eine lange Halbwertszeit von 23
Tagen, kommen in einer relativ hohen Konzentration im Blut vor (9,5-12,5 mg/ml) und sind
relativ einfach und kostengiinstig nachweisbar und das sogar bis zu fiinf Jahre vor dem
Auftreten erster Symptome [47-49]. Aber auch hier gilt, dass der Nachweis einzelner
Antigene wenig spezifisch und sensitiv ist. Dies wurde im Fall des Bronchialkarzinoms durch
verschiedene Studien deutlich, die sich mit dem Nachweis einzelner Tumor-assoziierter
Antigene auseinandersetzten [50-55]. Jiingst erschienene Studien zu Hirntumoren oder
Prostatakarzinomen versuchten dieser Problematik durch die Verwendung eigens
zusammengestellter Sets, bestehend aus verschiedenen immunogenen Antigenen, entgegen zu
wirken [56, 57] Auch bei Bronchialkarzinompatienten lieferte der Vergleich von
Seroreaktivititsprofilen mit gesunden Probanden in diesem Zusammenhang erste Hinweise
darauf, dass es moglich sein konnte, anhand eines Seroreaktivitdtsprofils Lungenkrebs zu

diagnostizieren [58-61].

Mit vorliegender Arbeit soll ein Beitrag zum Verstindnis Tumor-assoziierter
Immunantworten geleistet werden. Im Speziellen soll untersucht werden, ob es moglich ist,
anhand von Seroreaktivititsprofilen Unterschiede zwischen Lungentumorpatienten und
gesunden Blutspendern, bzw. Patienten mit anderen Bronchialerkrankungen, festzustellen.
Hier sollen u.a. Antworten auf folgende Fragen gefunden werden: Unterscheiden sich die

durchschnittlichen Frequenzen der Autoantikdrperantworten zwischen Patienten mit
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Lungentumoren, Patienten mit Bronchialerkrankungen und gesunden Blutspendern? Ist ein
Seroreaktivitdtsprofil dazu geeignet, maligne von benignen Lungenerkrankungen zu trennen?
Wie hoch sind die Korrektklassifizierungsrate (im Folgenden als Genauigkeit bezeichnet), die
Spezifitit und die Sensitivitit? Gibt es Klone, die besonders gut zu bestimmten
Klassifizierungen beitragen? Verdndern sich Seroreaktivititsprofile nach Tumorresektion oder
bleiben sie liber einen ldngeren Rezidiv-freien Zeitraum stabil?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden zwei verschiedene Plattformen gewahlt. Zum einen
wurden in einer ,,proof-of-principle“-Studie mit Hilfe von serologischen Spotassays Seren
von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der Lunge mit Seren von Patienten mit
Bronchialerkrankungen (COPD/Emphysem, Pneumonie) und Seren gesunder Blutspender
verglichen. Die serologischen Spotassays beruhen auf der Untersuchung rekombinanter
Phagen. Diese Phagen-Klone wurden in vorangegangenen Arbeiten mit Hilfe des SEREX-
Verfahrens (serological identification of antigens by recombinant expression cloning) isoliert
und identifiziert [56, 62-67]. Insgesamt wurden 82 Klone untersucht.

In einem zweiten Versuchsansatz mittels Proteinmacroarrays sollte die Zahl der potentiellen
Tumormarker durch die Analyse einer groleren Anzahl von Antigenen unter Verwendung
von Seren von Patienten mit Bronchialkarzinom unterschiedlicher histologischer Typen
(NSCLC (Plattenepithelkarzinom, Adenokarzinom, grofizelliges Bronchialkarzinom) und
SCLC) signifikant erhoht werden. In einem Primérscreening wurden zuvor mehr als 38000
rekombinant exprimierte Proteine aus einer cDNA-Bank aus fGtalem Hirngewebe mit
Serumpools von Patienten mit verschiedenen Tumorerkrankungen, Nicht-Tumor-
Erkrankungen und von gesunden Probanden gescreent und ein speziell angefertigter
Macroarray mit den daraus resultierenden insgesamt 1827 positiven Klonen
zusammengestellt. Mit diesen Proteinmacroarrays wurden dann Seren von Patienten mit
Bronchialkarzinom unterschiedlicher histologischer Typen, sowie Seren von Patienten mit
verschiedenen Bronchialerkrankungen und Seren gesunder Blutspender auf ihr
Seroreaktivitdtsprofil — untersucht.  Auflerdem  wurden die Seren von sieben
Lungentumorpatienten analysiert, deren praoperative Blutentnahme zwischen 1998 und 2000
stattfand und die bis heute Rezidiv-frei iiberlebt haben. Diesen Patienten wurde 2008 erneut
Blut entnommen. Nach der Hybridisierung der Proteinmacroarrays sollen nun jeweils die
Seroreaktivitdtsprofile beider Blutproben jedes Patienten, aber auch die Profile aller Patienten

bzw. Blutproben untereinander verglichen werden.
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Untersuchungen an Nukleinsduren gewinnen ebenfalls immer mehr an Bedeutung in der
Tumorforschung. Hierbei gibt es die Moglichkeit Nukleinsduren aus Gewebe oder
Korperfliissigkeiten, wie z.B. Blut, zu isolieren. Die Analyse der Nukleinsduren im Blut von
Tumorpatienten eroffnet neue Moglichkeiten zur minimal-invasiven
Biomarkeridentifizierung. In der DNA konnen beispielsweise, ohne die Notwendigkeit einer
Biopsie, Tumor-spezifische genetische Aberrationen, wie z.B. LOH, Punktmutationen,
Integration viraler Genome in die DNA und epigenetische Verdnderungen an freier DNA,
nachgewiesen werden [39]. RNA ist im Vergleich zu DNA sehr instabil und wird daher
relativ schnell durch Ribonukleasen (RNasen) degradiert. Ein groBer Vorteil RNA-basierter
Assays im Vergleich zu DNA-basierten Assays besteht aber darin, dass die RNA-Expression
meist Tumor- und/oder Gewebe-spezifisch ist [38, 68].

Im Jahre 1948 wurde erstmals die Existenz frei zirkulierender Nukleinsduren (fzNs) im
Serum/Plasma gesunder Spender beschrieben [37]. Diese frei zirkulierenden Nukleinsduren
stammen von Korperzellen, die beispielsweise im Zuge von natiirlichen Alterungsprozessen
der Apoptose unterliegen [69]. Im Jahre 1977 wurden von Leon et al. erstmals fzZNs im
Serum/Plasma von Tumorpatienten nachgewiesen [70]. Im Serum/Plasma von
Tumorpatienten ist die Konzentration der fzZNs im Vergleich zu gesunden Blutspendern vier-
bis zehnfach erhoht [71, 72]. Man geht einerseits davon aus, dass vom Tumor abgeldste
Zellen in den Blutstrom einflieen. Diese haben aber oft kein ausreichendes metastasierendes
Potential, weshalb sie dann in den programmierten Zelltod {ibergehen [36]. Dabei wird die
zelluldre DNA bzw. RNA ins Serum/Plasma freigesetzt. Andererseits kommt es innerhalb des
Tumors durch zentralen Sauerstoffmangel oder andere pathologische Vorginge zu Nekrosen,
wobei die Nukleinsduren der hierbei absterbenden Tumorzellen ebenfalls ins Serum/Plasma
gelangen [39]. Von Schmidt et al. wird die Kombination von fzNs mit verschiedenen anderen
Biomarkern als neuer, viel versprechender Ansatz zur Fritherkennung von Lungentumoren
diskutiert [73]. Auch fiir Lungentumoren gibt es diverse Studien zu fzZNs im Serum/Plasma.
Beispielsweise konnten Kopreski et al. im Serum von 43% der untersuchten
Lungentumorpatienten erfolgreich die mRNA nachweisen, die fiir ein Zielprotein einer
Lungentumor-spezifischen Therapie kodiert. Im Vergleich dazu wurde diese mRNA nur bei
12% der gesunden Probanden gefunden [74]. Auflerdem gelang in einer anderen Studie der
Nachweis der mRNA des Gens ,Human telomerase reverse transcriptase (hTERT)
ausschlieflich im Serum von 12% der Lungentumorpatienten, nicht jedoch bei gesunden
Blutspendern. Fiir dieses Gen ist bereits bekannt, dass es in einer Vielzahl von Tumoren

iiberexprimiert wird [75]. Desweiteren schrieben Camps et al. der Detektion von K-ras-
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Punktmutationen in frei zirkulierender Serum-mRNA eine mogliche Signifikanz fiir
diagnostische oder prognostische Zwecke zu [76]. Neben den frei im Serum oder Plasma
zirkulierenden Nukleinsduren werden sowohl von normalen Korperzellen, als auch von
Tumorzellen Nukleinsiuren (v.a. RNA) in Mikrovesikeln, den sogenannten Exosomen, in den
Blutstrom ausgeschleust [77, 78]. Bisher ist die Funktion nicht eindeutig geklart. Es wird
einerseits vermutet, dass sie lediglich der Miillentsorgung dienen, andereseits werden ihnen
auch , kommunikative® Funktionen zugeschrieben. Baj-Krzyworzeka et al. konnten bereits
zeigen, dass die Exosomen dem Informationstransfer von den Tumorzellen zu den Blutzellen
dienen und so beispielsweise Angiogenese-Prozesse steuern [79, 80]. Nukleinsduren konnen
auBBerdem auch aus den zelluldren Bestandteilen des Blutes gewonnen werden. Wie oben
bereits erwihnt, , kommunizieren“ die Tumorzellen u.a. iiber Exosomen mit den Blutzellen
und fiihren somit zu einer Tumor-induzierten Anderung in der Transkription der Blutzellen.
Das Transkriptom, also die Gesamtheit der RNA, bietet daher eine auf vielerlei Art und Weise
leicht zugingliche Quelle zur Identifizierung neuer Tumor-spezifischer Biomarker. Einige
RNA-Spezies, wie z.B. Micro-RNAs (miRNA), zeichnen sich zusitzlich dadurch aus, dass sie
aufgrund noch unbekannter Mechanismen relativ unempfindlich fiir einen Abbau durch
RNasen sind. Bei miRNAs handelt es sich um eine natiirlich vorkommende, hoch
konservierte Familie Nicht-Protein kodierender, einzelstrdngiger RNAs einer Lénge von 17-
25 Nukleotiden, die sowohl bei Tieren als auch in Pflanzen und Viren vorkommen. Reife
miRNAs entstehen aus doppelstrangigen Vorldaufer-RNAs mit einer Lange von 500-3000
Nukleotiden, den sogenannten pri-miRNAs, die von den miRNA-Genen codiert werden.
Diese pri-miRNAs enthalten eine oder mehrere Stem-loop-Strukturen, die noch im Zellkern
von einem Multiproteinkomplex mit den Kernkomponenten Drosha und DGCRS8/Pasha
entfernt werden. Hierbei entsteht die pre-miRNA, eine kiirzere hairpin-Vorldufer-miRNA von
ca. 70-100 Nukleotiden. Nach dem Kernexport wird die immer noch doppelstrangige pre-
miRNA durch die Ribonuklease Dicer weiter prozessiert, wobei zwei kurze Einzelstringe
entstehen. Ein Einzelstrang wird zur reifen miRNA, der andere Einzelstrang (miRNA star)
wird normalerweise schnell degradiert [81]. Reife miRNAs regulieren die Proteinexpression
durch direkte Komplementaritdt ihrer 5°-Region, genannt ,seed-Sequenz®“ mit der 3’-
untranslatierten Region (3’-UTR) ihrer Ziel-mRNA. Die Regulation der Genexpression
erfolgt durch Interaktion der miRNA mit dem Chromatin [82]. Ungefdhr 3% aller
menschlichen Gene codieren fiir miRNAs, die jeweils mehrere hundert verschiedene mRNAs
binden und regulieren konnen, weshalb vermutet wird, dass etwa ein Drittel aller humanen

Protein-codierenden Gene durch miRNAs reguliert werden [82-84]. Thre physiologischen
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Aufgaben liegen in der Beteiligung an der Regulation fast aller zelluldren Prozesse, wie der
Zellentwicklung, der Zelldifferenzierung, der Zellkommunikation, der Zellproliferation, dem
Zellmetabolismus, dem Zelltod und der Hdmatopoese. Die Biogenese der miRNA und die
Regulationsmechanismen, iiber die die miRNAs die Genexpression beeinflussen, sind in

Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: miRNA-Biogenese (Bagnyokova et al exp oncol 2006 [82])

Die erste miRNA wurde 1993 bei dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans entdeckt [85].
Seither sind mehr als 8600 weitere miRNAs in verschiedensten Organismen gefunden und in
der Datenbank miRBase niedergelegt worden (http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/, [86]).
Insgesamt 695 humane miRNAs sind zur Zeit bekannt. Das Expressionsprofil der miRNAs ist
bei verschiedenen Krankheiten nachweislich verdndert. Vor ca. sechs Jahren wurde erstmals
ein Zusammenhang zwischen der miRNA-Expression und Krebs hergestellt [87]. Die gleiche
Arbeitsgruppe hat zwei Jahre spéter aulerdem gezeigt, dass miRNA-Gene hiufig in fragile
sites oder Stellen im Genom liegen, die in Tumoren haufig deletiert oder amplifiziert sind
[88]. In verschiedenen Studien zur miRNA-Expression in Tumorgewebe wurde seither
nachgewiesen, dass die miRNA-Expression im Tumor im Vergleich zu Normalgewebe
dereguliert ist [89-91]. Ob diese deregulierte miRNA-Expression eine Folge oder der
Ausloser der malignen Transformation darstellt, ist aber bisher ungeklért [84]. Bis heute sind
drei Ursachen beschrieben, die zu einer deregulierten miRNA-Expression fithren kdnnen.
Zum einen sind mehr als die Haélfte aller miRNAs in Tumor-assoziierten genomischen

Bereichen lokalisiert. Hierzu gehoren genomische Bereiche, die Tumorsuppressorgene
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enthalten und héufig deletiert sind (z.B. LOH), Bereiche die hiufig amplifiziert sind und
Onkogene beinhalten oder fragile Stellen im Genom, die hédufig von Translokationen,
Deletionen oder Schwester-Chromatid-Austausch betroffen sind. Auch epigenetische
Mechanismen wie Hyper- oder Hypomethylierung und Histon-Modifikationen koénnen zu
einer verdnderten miRNA-Expression fiihren [89]. Als dritte Ursache werden Anomalien in
der miRNA-Prozessierung diskutiert. Die Protein-Maschinerie, die in die Biogenese der
miRNA involviert ist, ist komplex. Anderungen dieser Proteine konnen dramatische
Auswirkungen auf die miRNA-Prozessierung haben [89, 92]. Beispielsweise zeigten Kumar
et al., dass ein Knockdown der Proteine Drosha und Dicer die Tumorigenese fordert [93].
Dies wurde auch im Speziellen fiir Lungentumoren gezeigt, bei denen eine reduzierte Dicer-
Expression mit einer schlechteren Prognose einherging [94]. Die miRNA-Expression wurde
bisher in verschiedensten Tumorarten untersucht. Hierzu zdhlen u.a. Brustkrebs, Hirntumoren,
Leberkarzinome und chronisch lymphatische Leukdmie [95-98]. Auch fiir Lungentumoren ist
bekannt, dass héufig eine deregulierte miRNA-Expression vorliegt [99]. Derzeit gibt es aber
nur wenige Studien, die sich mit der miRNA-Expression in Lungentumoren befassen [99-
103]. Diese beruhen v.a. auf der Untersuchung von miRNA-Signaturen in
Lungentumorgewebe. Dies setzt invasive Methoden wie eine Tumorresektion oder eine
Biopsie mittels Bronchoskopie voraus und kann deshalb auch nur bei Vorliegen einer
Verdachtsdiagnose durchgefiihrt werden. Jiingste Studien haben aber gezeigt, dass miRNAs
auch im Blutserum von Tumorpatienten, entweder frei zirkulierend oder in Exosomen
verpackt, sehr gut nachweisbar sind [77, 104-108]. Bisher sind aber nur zwei Studien
erschienen, die die miRNA-Expression im Blut von Lungentumorpatienten untersucht haben
[104, 106]. Auch hier gab es, wie bei den Untersuchungen an Gewebe, deutliche Unterschiede
zwischen dem Profil von Lungentumorpatienten und dem von gesunden Blutspendern.
Aufgrund ihrer biologischen Eigenschaften (Resistenz gegeniiber RNasen, Nachweisbarkeit
im Blut) besitzen miRNAs ein groles Potential fiir die Entwicklung zukiinftiger

diagnostischer Tests.

In vorliegender Arbeit soll mittels Microarrays die Expression aller in der miRBase
niedergelegten humanen miRNAs im Blut von Lungentumorpatienten untersucht und mit der
miRNA-Expression im Blut gesunder Spender verglichen werden. Hiermit soll ein Beitrag zur
Identifizierung einfach zugdnglicher Biomarker geleistet werden. Im Speziellen sollen
Antworten auf folgende Fragen gefunden werden: Gibt es Unterschiede in der miRNA-

Expression im Blut von Lungentumorpatienten und gesunden Probanden? Wie sehen diese
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Unterschiede aus? Ist es moglich, anhand eines miRNA-Expressionsprofils

Lungentumorpatienten von Gesunden zu trennen?

Fiir Lungentumoren als héufigste Tumor-bedingte Todesursache konnte die Kombination
verschiedenster Biomarker fiir eine verbesserte Diagnose, Therapie und Prognose von
grofftem Nutzen sein [101]. Die in vorliegender Arbeit erstellten Seroreaktvitits- und

miRNA-Expressionsprofile sollen einen Beitrag zur Realisierung dieser Ziele leisten.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Immunoscreening

Das Immunoscreening dient zur Identifizierung von korpereigenen Antigenen
(Autoantigenen), gegen die im Serum des Patienten Antikérper nachgewiesen werden konnen.
Hierzu wird Poly(A)-mRNA aus Gewebe isoliert und daraus eine cDNA-
Expressionsbibliothek hergestellt. Diese Expressionsbibliothek kodiert fiir eine Vielzahl von
Proteinen, unter denen sich auch potentielle Autoantigene befinden kdnnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Systeme des Immunoscreenings
angewendet. Sie unterscheiden sich in der Art der Antigen-Expression. Zum einen wurde ein
Bakterien/Virus-Expressionssystem (serologische Spotassays) und zum anderen ein rein

bakterielles Expressionssystem (Proteinmacroarray Screening) eingesetzt.

2.1.1 Immunoscreening mittels serologischer Spotassays

Mittels serologischer Spotassays ist es mdglich, eine Vielzahl von cDNA-Klonen, die in
vorangegangenen SEREX-Screenings (serological identification of antigens by recombinant
expression cloning) bereits als immunogen identifiziert wurden, mit verschiedenen Seren zu
screenen. Zur Durchfiihrung des SEREX wird Poly(A)-mRNA aus Gewebe isoliert, um eine
cDNA-Expressionsbibliothek in ZAP Express Vektor-Armen von Lambda-Phagen
(Stratagene) herzustellen. Mit dieser Phagenbibliothek werden E.coli XL1-Blue MRF -
Bakterienzellen (Stratagene) infiziert, auf einer NZCYM-Agarplatte ausplattiert und mittels
IPTG (AppliChem) die Proteinexpression induziert. Diese Proteine werden an eine
Nitrozellulosemembran (Duralose-UV Membran, Stratagene) gebunden und mit Serum
hybridisiert. Das Vorhandensein von Antikorpern gegen Phagen-kodierte Proteine kann
mittels alkalische Phosphatase-gekoppelten anti-human IgG-Antikérpern (Dianova) in einer
anschlieBenden Farbreaktion mit NBT/BCIP (AppliChem) nachgewiesen werden. Positive
Phagen-Klone konnen von der Agarplatte isoliert und im Anschluss nach einer in vivo-
Exzision, bei der der Phagen-Vektor in ein Plasmid umgewandelt wird, sequenziert werden.

Es wurden cDNA-Expressionsbibliotheken aus drei verschiedenen Plattenepithelkarzinomen
der Lunge hergestellt: L10 (T2NOMO), L102 (TINIMO), PEC6 (T2N2MO) [66, 67]. Die
Identifizierung von Autoantigenen mit autologen und heterologen Patientenseren wurde wie

folgt durchgefiihrt: von der Bank L10 wurden 8*10° ¢cDNA-Klone, von der L102-Bank
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2,26*10° Klone und von der PEC6-Bank 8,3*10° Klone gescreent. Hierbei wurden insgesamt
58 Klone (L10: 35 Klone, L102: 7 Klone, PEC6: 16 Klone) isoliert, die Sequenzen von 33
unterschiedlichen Genen reprisentieren. Vor der weiteren Verwendung im Spotassay wurden
alle Klone noch einmal sequenziert und letztlich 27 verschiedene Klone ausgewdhlt. Dieses
Set wurde durch 55 Klone erweitert, die bereits in Spotassay-Screenings mit benignen und
malignen Hirntumoren als immunogen nachgewiesen wurden. Diese Klone wurden
urspriinglich aus verschiedenen Hirntumor-cDNA-Bibliotheken bzw. aus einer fotalen Hirn-
cDNA-Bibliothek isoliert [56, 62-65]. Insgesamt wurde also ein Set von 82 unterschiedlichen
Phagenklonen zusammengestellt und mittels Spotassay das Seroreaktivititsprofil von Seren
verschiedener Lungentumorpatienten bzw. von Patienten mit Bronchialerkrankungen und

gesunden Probanden untersucht.

2.1.1.1 In vivo-Exzision

Die Isolation von DNA aus Lambda-Phagen ist technisch sehr aufwendig und die Ausbeute
eher schlecht. Daher ist es sinnvoll zuerst die Lambda ZAP-Vektoren der isolierten Phagen in
Phagemide umzuwandeln. Im Lambda ZAP-Vektor sind Teile des filamentosen Phagen bzw.
der gesamte darauf beruhende Plasmidvektor pBK-CMV enthalten. Es ist somit mdglich,
Phagen-Inserts durch in vivo-Exzision in ein Phagemid umzuwandeln [109]. Die Bakterien
des Stammes E. coli XL1-Blue MRF" (Stratagene) enthalten ein F'-Plasmid, welches sie zur
Aufnahme von filamentdsen Phagen befdhigt. Die in vivo Exzision der Phagemide setzt die
Ko-Infektion mit einem filamentdsen Phagen (ExAssist, Stratagene), der als Helferphage
dient, und die Infektion mit dem umzuklonierenden Lambda-Phagen voraus. Der Helferphage
gelangt dabei iiber die F'-Pili in die Bakterienzelle, die Lambda-Phagen gelangen iiber
Maltoserezeptoren in die Zelle. Der ExAssist Helferphage beinhaltet eine amber-Mutation
(UAG), welche durch die amber suppressor tRNA (supE44) der E. coli XL1-Blue MRF -
Bakterien supprimiert wird. Bei einer Ko-Infektion von Lambda-Phagen mit einzelstringigen
filamentosen Phagen (ExAssist Helferphage) erkennen Proteine des Helferphagen die
Initiatorsequenzen auf dem Lambda-Phagen-Vektor, schneiden die DNA (Einzelstrangbruch)
und der ungeschnittene Strang wird als Matrize fiir die DNA-Synthese verwendet, bis die
Terminationssequenz erreicht wird. Der neu synthetisierte DNA-Strang wird zirkularisiert, in
Phagenpartikel verpackt (ebenfalls auf der DNA des Helferphagen codiert) und sekretiert
(Lyse). Nach Hitzeinaktivierung der Bakterien und Lambda-Phagen und abzentrifugieren der

Zelltrimmer befinden sich die eingesetzten Helferphagen, aber auch das neu entstandene, wie
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ein filamentdoser Phage vorliegende Insert des Lambda-Phagen, im Uberstand. Das
resultierende Gemisch (Uberstand) der Doppelinfektion wird nun dazu verwendet, E. coli
XLOLR-Bakterienzellen (Stratagene) zu infizieren. Im nichtsuppressor-Bakterienstamm E.
coli XLOLR (sup’) wird die Replikation der Helferphagen verhindert und nur das exzisierte
Phagemid repliziert und aus dem einzelstringigen Plasmid ein doppelstringiges Plasmid
gebildet. AuBerdem sind die XLOLR-Zellen nicht befdhigt, Lambda-Phagen aufzunehmen,
wodurch eventuelle Kontaminationen vermieden werden. Mit Hilfe von Wirtsenzymen wird
der vom Helferphagen verpackte Einzelstrang in die doppelstringige replikative Form
iiberfiihrt. Dieses Phagemid ist im Fall des exzisierten Lambda-ZAP das Plasmid pPBK-CMV,
das zur autonomen Replikation befdhigt ist (origin of replication, ori) und Resistenz gegen das
Antibiotikum Kanamycin vermittelt. Aus den resistenten Kolonien kann das Phagemid (mit
dem urspriinglichen Lambda-Insert) durch eine herkommliche Plasmid-Isolation gewonnen

werden. In Abbildung 3 ist der pPBK-CMV-Vektor dargestellt.
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Abbildung 3: Vektorkarte des pBK-CMV-Vektors mit zugehdriger Sequenz der Multiple Cloning Site
(Abbildung nach Stratagene, http://www.stratagene.com/vectors/maps/pdf/pbk-cmv.pdf)
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Die in vivo-Exzision wurde nach folgendem Protokoll mit folgenden Medien durchgefiihrt:

Bakterienfliissigkultur-Medium (25 ml)

250 pl 20 % Maltose

250 ul 1M MgSO4

ad 25 ml mit LB-Medium

Endkonzentration Tetracyclin 0,0125 mg/ml fiir E. coli XL1-Blue MRF"

Endkonzentration Kanamycin 0,05 mg/ml fiir E. coli XLOLR

LB-Medium (1 1)

10 g Bactotrypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl

ad 11 mit H,Ogyq

autoklavieren

LB-Kanamycin-Agarplatten (1 1)

10 g Bactotrypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl

15 g Agar

ad 1 I mit H,Og4q4
autoklavieren

Endkonzentration Kanamycin 0,05 mg/ml

NZCYM-Medium (1 1)
23 g NZCYM
ad 1 1 mit H,Ogyq

autoklavieren

Zur Herstellung einer Bakterienfliissigkultur wurde ein mit Maltose und MgSQO,, sowie dem
entsprechenden Antibiotikum komplettiertes LB-Medium mit einer Kolonie E. coli XL1-Blue
MREF" bzw. E. coli XLOLR angeimpft und ii.N. bei 37°C und 225 rpm wachsen lassen. Diese
25 ml i.N.-Kultur wurde fiir 15 min bei 2000 rpm pelletiert und mit 10 mM MgSOy4-Lsung
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auf eine ODggo von 1,0 eingestellt. Fiir die in vivo-Exzision wurde zunéchst E. coli XL1-Blue

MRF"-Kultur mit dem betreffenden Phagenklon und dem ExAssist-Helferphagen versetzt.

Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

E. coli XL1-Blue MRF -Kultur, ODgy=1,0 200
Phagen-Stock (1 Phagen-Plaque in 500 pul SM-Puffer und 20 pl Chloroform
(ca. 1 x 10° Phagen-Partikel)) 250
ExAssist-Helferphage (>1 x 10'° pfu/ml) 1

Nach 15 min Inkubation bei 37°C wurden 3 ml NZCYM-Medium zugefiigt und der Ansatz
fiir 3 h bei 225 rpm und 37°C geschiittelt. AnschlieBend wurden die Bakterien und die
Lambda-Phagen durch 20-miniitiges Erhitzen bei 65°C lysiert und die Zelltriimmer fiir 20 min
bei 3000 rpm abzentrifugiert. Die Phagemide pBK-CMYV befanden sich nun im Uberstand.

AnschlieBend wurden 200 ul einer i.N.-Kultur E.coli XLOLR (ODggo=1,0) mit 10 ul des
Phagemid-Uberstandes versetzt. Nach 15 min Inkubation bei 37°C wurden 300 ul NZCYM-
Medium zugesetzt und fiir 45 min bei 37°C, 225 rpm geschiittelt. Von dieser Kultur wurden
200 pl auf LB-Kanamycin-Agarplatten (0,05 mg/ml) ausplattiert und ii.N. bei 37°C inkubiert.
Je Platte wurde eine Kolonie ausgestochen und in ein Medium aus 5 ml LB-Medium mit 0,05
mg/ml Kanamycin tiberfiihrt und bei 37°C, 225 rpm i.N. geschiittelt. Diese ii.N.-Kultur
wurde dann fiir 10 min bei 3000 rpm abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet

zur Plasmidisolation eingesetzt.

2.1.1.2 Isolation der Phagemid-DNA

Die Plasmidisolation erfolgte mittels E.Z.N.A.®Plasmid Miniprep I Isolierungs-Kit der Firma
PEQLAB.

Zur Lyse der Bakterien wurde das Pellet zuerst durch sorgfiltiges Mischen in 250 pl
Losungl/RNase A resuspendiert. Das vollstdndige Resuspendieren der pelletierten Bakterien
ist fiir gute Plasmidertrdge von entscheidender Bedeutung. Durch die in Losung I enthaltene
RNase wird bei der Lyse frei werdende RNA zerschnitten. Diesem Gemisch wurden 250 pl
Losung II zugegeben und durch vier- bis sechsmaliges Invertieren des 1,5 ml
ReaktionsgefaBles gemischt, bis die Bakterien lysiert waren, was an der Konsistenz der
Losung zu erkennen war. Zur Neutralisierung wurde das Lysat mit 350 pl Losung III versetzt
und durch mehrmaliges Invertieren gemischt, bis sich ein weilles, flockiges Prézipitat bildete,

welches aus Kalium und SDS besteht. Das Reaktionsgefd3 wurde danach fiir 10 min bei
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13000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde eine HiBind*-Miniprep-Zentrifugensiule in ein
2 ml SammelgefidB gesteckt und der klare Uberstand vorsichtig in die Siule gefiillt, ohne
dabei Teile des Debrispellets (Kalium-SDS) zu iibertragen. Es wurde fiir 1 min bei 13000 rpm
zentrifugiert, bis das Lysat vollstindig die Silika-Membran passiert hatte. Der
Sdulendurchfluss wurde verworfen. Es folgten 3 Waschschritte mit 500 pl HB-Puffer und
zweimal mit 750 pl DNA-Waschpuffer (komplettiert mit 100% Ethanol). Das Waschen der
an der HiBind®-Silikamatrix gebundenen Plasmid-DNA mit HB-Puffer ermdglicht eine
besonders effiziente Entfernung von Proteinkontaminationen. Durch das im DNA-
Waschpuffer enthaltene Ethanol wird die DNA gefillt. Zum Trocknen des Pellets wurde die
Zentrifugensdule 1 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Danach wurde die Séule
in ein sauberes 1,5 ml Reaktionsgefdll gesteckt und die Plasmid-DNA mit 50 pl sterilem

Wasser eluiert.

2.1.1.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Zur Bestimmung der Reinheit und Konzentration von Nukleinsduren wird die
Absorptionsspektroskopie angewandt. Unter Absorption von Licht versteht man die
Eigenschaften einer Substanz, bei einer bestimmten Wellenldnge Lichtquanten aufzunehmen
(absorbieren). Mit einem Photometer untersucht man die Absorptionseigenschaften von
Substanzen in Abhéngigkeit von der Wellenldnge des eingestrahlten Lichts. Die vom
Photometer angezeigte dimensionslose GroBe Absorption (A) ist als Logarithmus des

Verhiéltnisses der Intensitdten von einfallendem (10) und austretendem (I) Licht definiert:

A=log I0/1

Bei konstanter Schichtdicke d ist die Absorption proportional zur Konzentration der Losung.
Dieses Gesetz, man nennt es das Lambert-Beersche Gesetz, gilt allerdings nur fiir verdiinnte

Losungen. Es gestattet die Bestimmung von Konzentrationen.

A=g*c™d

(Lambert-Beersches Gesetz)
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Die Proportionalititskonstante & wird als molarer Extinktionskoeffizient einer Substanz
bezeichnet. Er hat die Einheit M-1*cm-1 und gibt den Absorptionswert an, den eine 1 molare
Losung der Substanz bei 1 cm Schichtdicke (d) hitte. Der molare Extinktionskoeffizient
bezieht sich immer auf eine bestimmte Wellenldnge des Lichts und ist fiir jede Substanz und

jede Wellenlinge eine charakteristische Grofe.

Die Konzentration von Nukleinsduren wird durch photometrische Bestimmung der
Absorption einer Losung bei 260 nm und 280 nm gemessen. Nukleinséduren haben aufgrund
der Spektraleigenschaften der Basen ein Absorptionsmaximum im ultravioletten Licht bei
260 nm. Bei einer Schichtdicke der Kiivette von 1 cm entspricht eine optische Dichte (OD)
von 1 einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA und 40 pg/ml RNA. Fiir
einzelstringige DNA entspricht dieser Wert 37 pg/ml, fiir kurzkettige Oligonukleotide
dagegen 30 pg/ml. Einzelstringige DNA absorbiert das Licht bei einer Wellenlinge von
260 nm 1,4-mal mehr als doppelstrangige DNA (Hyperchromizititseffekt).

Die Konzentration berechnet sich wie folgt:

DNA-Konzentration = 50 * gemessene Absorption * Verdiinnungsfaktor {Jg/ml)
RNA-Konzentration = 40 * gemessene Absomption * Verdiinnungstaktor (Hg/ml)

Die Messung bei 280 nm dient der Kontrolle des Reinheitsgrades, denn hier haben Proteine
ihr Absorptionsmaximum, was auf dem Gehalt an aromatischen Aminosduren wie Tyrosin
und Tryptophan beruht. Durch die Bestimmung des Quotienten OD,4/OD5gp kann man dann
den Reinheitsgrad der Nukleinsduren bestimmen. Bei Werten von 1,8 bis 1,95 hat man sehr
reine DNA vorliegen. Ist der Quotient bei der DNA-Messung grofBler als 2,0, so enthélt die
Losung wahrscheinlich denaturierte DNA oder ist mit RNA verunreinigt. Saubere RNA-
Losungen haben einen Wert zwischen 1,9 und 2,0. Geringere Werte zeigen eine
Verschmutzung mit Proteinen oder Phenol an.

Die Messungen wurden mit dem Eppendorf Biophotometer durchgefiihrt

2.1.1.4 DNA-Sequenzierung nach Sanger

Durch die DNA-Sequenzierung kann die Basenfolge eines DNA-Molekiils bestimmt werden.
Die DNA-Sequenzierung mittels Didesoxymethode nach Sanger [110] beruht auf der
enzymatischen Synthese von DNA-Stringen, die an einem modifizierten Nukleotid abbricht.

Auf diese Weise entstehen basenspezifisch terminierte DNA-Fragmente unterschiedlicher
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Liange, die elektrophoretisch in einer Kapillare mit Hilfe einer Matrix, hier einem
synthetischen Polymer (POP6), aufgetrennt werden. Die Sequenzierreaktion erfolgt in einem
Ansatz. Dieser enthdlt das zu analysierende DNA-Template, den Sequenzierprimer, eine
DNA-Polymerase und das Nukleotidgemisch. Das Nukleotidgemisch enthdlt alle vier
Desoxynukleotide (ANTPs) und alle vier Didesoxynukleotide (ddATP, ddCTP, ddGTP oder
ddTTP), die sogenannten Terminatoren, welche farblich mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Wird ein Terminator in eine Kette eingebaut, so kommt
es zum Abbruch der Elongationsreaktion. Eine weitere Strangverldngerung ist nicht mehr
moglich, da keine freie 3’-Hydroxylgruppe vorhanden ist. Die ddNTPs blockieren so die
fortlaufende enzymatische Synthese nach einem statistischen Prinzip an einer zufélligen
Stelle. In einem Reaktionsansatz entstehen Produkte, die am Ende unterschiedlich markierte
Basen enthalten. Je nach Base wird das selbe Fluorophor detektiert. Vor der Auftrennung der
Proben iiber die Matrix miissen diese alkoholisch gefillt werden.

Fiir die Sequenzierreaktionen wurde der BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) nach Herstellerangaben verwendet. Die Auftrennung der Proben
erfolgte mit dem ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) und die
Sequenzanalyse mit der Software CodonCode Aligner. Die erhaltenen Sequenzen werden
zusitzlich einem BLAST-Datenbankabgleich (NCBI, National Center for Biotechnology
Information (USA), http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) unterzogen.

Sequenzierung der pPBK-CMV-Plasmide

Zur Sequenzierung der pPBK-CMV-Plasmide wurde jeweils der Primer M 13 uni oder M13 rev

verwendet:

M13uni 5-TGTAAAACGACGGCCAGT -3’

Ml13rev 5 - CAGGAAACAGCTATGACC-3

Der Ansatz zur PCR fiir die Sequenzierreaktion wurde wie folgt hergestellt:

Plasmid-DNA pBK-CMV x (300 ng)
Reaktionsmix 2
Primer 0,8 pmol/ul M13 uni oder M13 rev (Endkonzentration 3,2
pmol)
HPLC-H20 X
Total 20
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Die PCR fiir die Sequenzierreaktion wurde wie folgt durchgefiihrt:

* die Annealing-Temperatur richtete sich nach der Lange der Primer:
bis 20 bp 50°C
bis 23 bp 55°C
tiber 23 bp 60°C

Die Sequenzierreaktion wurde in einem Thermocycler (PTC-100; MyResearch. Inc)

durchgefiihrt.

Prizipitation und Aufreinigung der Proben nach der Sequenzierreaktion

Nach der PCR miissen die Proben gefillt und aufgereinigt werden, damit die in dem PCR-
Ansatz enthaltenen Salze und Primer die Sequenzierung nicht behindern. Dazu wurde der
20 ul Sequenzieransatz mit gleichem Volumen HPLC- H,0, 4 ul 3 M Natriumacetat (ph 4,6)
und 100 pl 96% Ethanol vermischt und 15 min bei RT inkubiert. Nach 20-miniitiger
Zentrifugation bei 14000 rpm wurde das Pellet in 250 pl 70% Ethanol resuspendiert. Nach
weiteren 5 min Zentrifugation bei 14000 rpm wurde das getrocknete Pellet in 20 pl Hi-Di™

(Highly deionized formamide) geldst und sofort sequenziert.

2.1.1.5 Amplifikation der Bakteriophagen

NZCYM-Tetracyclin-Agarplatten (1 1)
23 g NZCYM

15 g Agar
ad 1 1 mit HyOgq
autoklavieren

Endkonzentration Tetracyclin 0,0125 mg/ml
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Top-Agar (100 ml)
2,3 g NZCYM

0,75 g Agar

ad 100 ml mit H,Ogyq

autoklavieren

SM-Puffer

100 mM NacCl
10 mM MgSO4
50 mM Tris

ph 7,5
autoklavieren

0,01 % (w/v) Gelatine

Um die Bakteriophagen zu vermehren, plattiert man sie auf NZCYM-Tetracyclin-Agarplatten
(0,0125 mg/ml) aus. Dazu wurde eine i.N.-Kultur E. coli XL1-Blue MRF' mit 10 mM
MgSO4-Loung auf eine ODgp von 0,5 eingestellt. Von dieser Bakterienkultur wurden 200 pl
mit 6 pl des jeweiligen Bakteriophagen-Stocks (1 Phagen-Plaque in 500 pl SM-Puffer und
20 pl Chloroform) versetzt und fiir 20 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde 2,5 ml
Top-Agar dazu gegeben und der Ansatz auf der NZCYM-Tetracyclin-Platte (Durchmesser 85
mm) verteilt. Diese wurde i.N. bei 37°C inkubiert. Am Folgetag wurden die Platten mit 3 ml
SM-Puffer iiberschichtet. Nach 2 h leichtem Schiitteln bei RT wurde der Puffer mit einer
sterilen Pasteurpipette abgenommen und in ein 50 ml Reaktionsgefdl} iiberfiihrt. AnschlieBend
wurde mit einem abgeflammten Spatel der gesamte Top-Agar abgeschabt und ebenfalls in das
Reaktionsgefd3 gegeben. Die Agarplatte wurde mit 2 ml SM-Puffer nachgespiilt. Der SM-
Puffer wurde wieder abgenommen und auch in das 50 ml Reaktionsgefal3 {iberfiihrt. Um die
Bakterien abzutdten wurden 0,5 ml Chloroform dazu gegeben und geschiittelt. Anschlieend
wurde das Gemisch bei 3500 rpm fiir 15 min zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig
abgenommen und in ein neues 50 ml ReaktionsgefiB gegeben. Von dem Uberstand wurde die
ungefahre Menge bestimmt und die Phagen mit 10% Polyethylenglycol (PEG 6000) und 1 M
NaCl gefillt. Im Uberstand befindliche Bakteriophagen binden an Polyethylenglycol.
Nachdem sich durch Schiitteln das Polyethylenglycol und das NaCl gelost haben, wurde der
Ansatz i.N. bei 4°C aufbewahrt. Am darauf folgenden Tag wurde die Losung 15 min bei
10000 rpm und 4°C abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet aus
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Polyethylenglycol mit daran haftenden Bakteriophagen wurde in 1 ml SM-Puffer
resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefall iiberfiihrt. Um eventuell noch im Pellet
befindliche lebende Bakterien abzutoten wurden 40 pl Chloroform dazu pipettiert. Dieser
Ansatz wurde {iber den Tag verteilt mehrmals griindlich gemischt, danach bei 13000 rpm fiir
15 min abzentrifugiert. Im Uberstand befanden sich nun die amplifizierten Bakteriophagen,

welche in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal} iiberfiihrt wurden.

2.1.1.6 Titerbestimmung der Bakteriophagen

Bei der Phagentiterbestimmung wird die Anzahl an Phagen ermittelt, die Bakterienzellen
infizieren konnen und letztendlich im Bakterienrasen fiir die Ausbildung der ,,Plaques®
verantwortlich sind, also die sogenannten ,,plaque forming units* (pfu).

Dazu wurde von den amplifizierten Bakteriophagen eine Verdiinnungsreihe von 1:100,
1:1000 und 1:10000 erstellt und ausplattiert. Hierzu wurde je 1 pl der jeweiligen Phagen-
Verdiinnungsstufe zu 200 ul Bakterienflissigkultur (E. coli XL1-Blue MRF", ODgy0=0,5,
Herstellung siehe oben) pipettiert und der Ansatz fiir 20 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe
von 2,5 ml Top-Agar wurde der Ansatz auf einer NZCYM-Tetracyclin-Agarplatte
(Durchmesser 85 mm) ausplattiert. Nachdem die Platten ii.N. bei 37°C inkubiert wurden,
konnten die gebildeten Phagen-Plaques ausgezédhlt und mit Hilfe der Verdiinnungsfaktoren

die pfu/ml berechnet werden.

2.1.1.7 Praabsorption der Seren

NZCYM-Tetracyclin-Agarplatten (1 1)
23 g NZCYM

15 g Agar
ad 11 mit HyOyq
autoklavieren

Endkonzentration Tetracyclin 0,0125 mg/ml

TBS-Puffer
150 mM NacCl
20 mM Tris
ph 7,5
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TBS-T-Puffer

150 mM NaCl

20 mM Tris

ph 7,5

0,5 % (w/v) Tween 20

Blocking-Losung

5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-Puffer

CDS-Puffer

10 mM Tris

5 mM MgCL*6H,0
100 mM NacCl

ph 9,5

NBT
240 mg in 10 ml 70% DMF

BCIP
120 mg in 10 ml 100% DMF

Detektionslosung

CDS

0,025 mg/ml BCIP (geldst in 70% DMF)
0,05 mg/m NBT (gelost in 100% DMF)

Da die Autoantigene in einem Bakterien-/Phagensystem exprimiert werden, miissen die Seren

vor ihrem Einsatz im Spotassay prdabsorbiert werden. Bei der Prdabsorption werden

Antikorper aus dem Serum entfernt, die gegen diese bakteriellen oder viralen Proteine

gerichtet sind. Hierdurch werden unspezifische Hintergrundsignale reduziert.

Firr die Prdabsorption wurden 600 pul Bakterienfliissigkultur (E. coli XL1-Blue MRF",
ODgpp=0,5) mit 10000 pfu einer fotalen Hirn-cDNA-Bank versetzt und fiir 20 min bei 37°C

inkubiert. AnschlieBend wurden 7,5 ml Top-Agar zugegeben und der Ansatz auf einer

Tetracyclin-Agarplatte (Durchmesser 145 mm) ausplattiert. Es folgte eine vierstiindige
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Inkubation der Agarplatten bei 42°C, danach wurden in 10 mM IPTG-Losung getrénkte
Nitrozellulosemembranen (Protran BA 85, Schleicher & Schiill) aufgelegt. Durch das IPTG
wurde der lacZ-Promotor induziert, und somit die Expression der Phagen-Inserts der fotalen
Hirn-cDNA-Bank eingeleitet. Die Protein-Expression wurde fiir 4 Stunden bei 37°C
durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die Agarplatten mit den aufgelegten Membranen {i.N. bei
4°C inkubiert. Am Folgetag wurden die Membranen abgezogen und 3x10 min in TBS-T
gewaschen. Nach einstiindigem Blocken in Blocking-Losung wurden die Membranen
3x10 min in TBS gewaschen. Anschlieend erfolgte die Serum-Inkubation ii.N. bei 4°C. Zur
Herstellung der Serum-Losung wurde das Serum 1:100 in TBS / 0,5% Magermilchpulver /
0,01% Thimerosal verdiinnt. Durch den Zusatz des Konservierungsstoffes Thimerosal wird
ein Bewachsen der Serum-Losung mit Bakterien und Pilzen verhindert. Nach der Serum-
Inkubation wurden die Membranen 3x10 min in TBS gewaschen. AnschlieBend erfolgte die
45-miniitige Inkubation mit dem Sekundér-Antikorper (alkaline phosphatase-conjugated
AffiniPure goat anti-human, IgG, FCy fragment specific, Dianova; 1:10000 in TBS / 0,5%
Magermilchpulver). Nach weiterem 3x10 min Waschen in TBS, erfolgte die Inkubation mit
Detektionslosung fiir maximal 20 min. In der Detektionslosung sind die Substrate NBT und
BCIP enthalten, die von der alkalischen Phosphatase des Sekundér-Antikorpers zu einem
violetten Prizipitat umgesetzt werden.

Fir jedes Serum wurden 50 ml Serum-Losung hergestellt, die mit je 4

Nitrozellulosemembranen priaabsorbiert wurde.

2.1.1.8 Durchfithrung der serologischen Spotassays

NZCYM-Tetracyclin-Agaroseplatten (1 1)
23 g NZCYM

7 g Agarose
ad 11 mit HyOyq
autoklavieren

Endkonzentration Tetracyclin 0,0125 mg/ml



2. MATERIAL UND METHODEN -30-

Top-Agarose (100 ml)
2,7g NZCYM

0,7 g Agarose
ad 100 ml mit HyOgq

autoklavieren

Das Spotassay-Verfahren ist eine schnelle und einfache Mdglichkeit, Seren auf Antikorper,
welche gegen ein ausgewihltes Set endogener Proteinen gerichtet sind, zu untersuchen.
Hierzu werden zundchst E. coli XL1-Blue MRF'-Bakterien mit rekombinanten
Bakteriophagen infiziert und auf eine mit Nahrmedium iiberschichtete Membran aufgespottet.
Bakteriophagen sind nicht zur autonomen Reproduktion befdhigt, da sie keinen eigenen
Stoffwechsel haben und bendtigen daher zur Vermehrung einen Wirt. Die bakteriellen
Proteine iibernehmen die Transkription des Virusgenoms, die Translation der viralen mRNA,
sowie den Zusammenbau neuer Viruspartikel aus den gebildeten Proteinen. Diese Eigenschaft
macht man sich zu Nutze, um rekombinante Proteine in groBer Menge bilden zu kdénnen.
Durch Induktion des lacZ-Promotors, unter dessen Kontrolle das Phagen-Insert steht, wird
auch das entsprechende rekombinante Protein gebildet. Nach Lyse der Bakterien durch die
Phagen werden die gebildeten rekombinanten Proteine freigesetzt und an die
Nitrozellulosemembran gebunden. Diese kann nun mit prdabsorbierten Seren inkubiert und
mittels einer Farbreaktion das Vorhandensein von Autoantikdrpern gegen die rekombinanten

Proteine nachgewiesen werden.

Nach der Sequenzierung der c¢DNA-Klone aus dem Screening der drei
Plattenepithelkarzinom-cDNA-Banken wurden 27 verschiedene Klone fiir die Durchfiihrung
der Spotassays ausgewdhlt. Um das Set an potentiellen Autoantigenen zu erweitern wurden
auch Klone hinzugezogen, die bereits mit cDNA-Expressionsbibliotheken aus anderen
Geweben (fotalem Hirn, Glioblastom-Gewebe, Gewebe eines pilozytischen Astrozytoms, der
Glioblastom-Zelllinie TX3868 und Meningeom-Gewebe) als immunogen identifiziert wurden

[62-65].

Beim Spotassay mit einer 96 Well-Microtiterplatte konnen 45 verschiedene Phagenklone und
drei Mal die fotale Hirn-cDNA-Bank als Negativkontrolle in Duplikaten untersucht werden.

Zwei auf der kurzen Seite der Mikrotiterplatte nebeneinander liegende Wells enthalten jeweils
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die gleichen Ansitze und sollten daher auch auf den entwickelten Membranen die gleiche
Féarbung aufweisen.

In jedes Well der 96 Well-Mikrotiterplatte (Nunc) wurden je 40 pul Phagen (5000 pfu/pul) mit
40 pl E. coli XL1-Blue MRF"-Bakterienfliissigkultur mit einer ODgo9 von 0,5 (Herstellung
siche oben) gemischt. Dieser Ansatz wurde fiir 20 min bei 37°C inkubiert.

Wihrenddessen wurde auf eine NZCYM-Tetracyclin-Agaroseplatten (Omnitray single well,
Nunc) eine Nitrozellulosemembran (Protran 85, Schleicher & Schiill) aufgelegt und die Platte
fiir ca. 10 min bei 42°C erwédrmt. Die Membran wurde gleichméBig mit 3,5 ml Top-Agarose /
2,5 mM IPTG, welche auf 65°C erwarmt wurde, iiberschichtet. Nachdem die Top-Agarose
abgekiihlt und fest war, wurden die mit Phagen infizierten Bakterien aus der 96 Well-
Mikrotiterplatte mit einem speziellen Stempel (Omnitray, TSP-Stempel, Nunc) auf die Top-
Agarose-Schicht aufgespottet. Die Platten wurden 1.N. bei 37°C inkubiert, wodurch es zu
einer gleichzeitigen Vermehrung der Bakterien und der Phagen, mit welchen die Bakterien
infiziert sind, kam. Die in den Phagen-Vektor einklonierte Sequenz steht unter Kontrolle des
lacZ-Promotors. Durch das in der Top-Agarose enthaltene IPTG wird den bakteriellen
Enzymen die Expression des entsprechenden rekombinanten Proteins ermdglicht.

Am folgenden Tag wurde die Membran abgezogen und iliber mehrere Stunden in TBS-T
geschiittelt. Danach wurde die Top-Agarose vorsichtig von der Membran abgestreift. Darauf
folgten 3 Waschschritte in TBS-T zu jeweils 10 min. Anschlieend wurde die Membran fiir 1
h in Blocking-Ldsung inkubiert, um unspezifische Bindungen der Antikérper an die Membran
zu vermeiden. Zum Abwaschen dieser Blocking-Losung folgten 3 weitere 10-miniitige
Waschschritte in TBS. Die Inkubation der Membran mit priabsorbiertem Serum erfolgte i.N.
unter leichtem Schiitteln bei 4°C. Am nichsten Morgen wurde die Membran 3x10 min mit
TBS gewaschen und anschlieBend mit Sekundér-Antikorper (alkaline phosphatase-conjugated
AffiniPure goat anti-human, IgG, FCy fragment specific, Dianova, 1:10000 in TBS / 0,5%
Magermilchpulver) fiir 45 min inkubiert. Auch hierauf folgten wieder 3 Waschschritte zu
jeweils 10 min in TBS. Die Detektion erfolgte mit Detektionslosung aus BCIP und NBT in
CDS fiir maximal 20 min. Haben Antikdrper aus dem untersuchten Serum an Proteine auf der
Membran gebunden, so lassen sich diese mit Hilfe des sekundidren Antikorpers und der
anschlieBenden Farbreaktion als violette Prizipitate nachweisen. Besal} ein erhaltenes Signal
eine dunklere Fiarbung als die fotale Hirn-cDNA-Bank (Negativkontrolle), so wurde es als
positiv gewertet, d.h. der spezifische Antikorper der gegen das Genprodukt des in den

Phagen-Vektor einklonierten Inserts gerichtet ist, war in dem Serum enthalten. Das
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Spotassay-Screening wurde fiir jedes Serum mindestens zwei Mal durchgefiihrt. Der Ablauf

des serologischen Spotassays ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Durchfiihrung der serologischen Spotassays

2.1.1.9 Auswertung der serologischen Spotassays

Die Auswertung der Spotassays erfolgte qualitativ, d.h. die Membranen wurden visuell
ausgewertet. Als positiv wurde ein Spot dann bewertet, wenn seine Farbung dunkler war als

die der Negativkontrolle. Das aus der qualitativen Auswertung resultierende Seroreaktivitits-
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Profil wurde vom Zentrum fiir Bioinformatik unter der Leitung von Prof. Lenhof (Universitit
des Saarlandes, Saarbriicken) ausgewertet. Hier wurden die Naive Bayes Klassifikation-
Methode und eine ,,Feature Subset Selection” (FSS) Methode basierend auf der ,,Mutual
Information* (MI oder auch Transinformation) angewendet und die Ergebnisse durch 10-fach
Kreuzvalidierung evaluiert. Die MI ist eine GroB3e aus der Informationstheorie, die die Stirke
des statistischen Zusammenhangs zweier Zufallsgrolen X und Y angibt. In unserem Falle
wird mit einer GroBe beschrieben, mit welchem Serum ein bestimmtes Antigen detektiert
wurde oder nicht, wohingegen die zweite Grofe den Status des Patienten, gesund oder krank,
beschreibt. Fiir jedes Antigen wurde die MI zwischen Antigen und Patienten-Status berechnet.
Je hoher die MI eines Antigens, desto besser ist dieses Antigen fiir die Trennung der Seren
von gesunden und kranken Probanden geeignet. Die MI gibt demnach den Informationsgehalt
an, den ein bestimmtes Antigen flir das betrachtete Klassifikationsszenario hat. Fiir den Fall
der kompletten Abhdngigkeit der zwei Zufallsvariablen X und Y nimmt die MI den
maximalen Wert an. In diesem Fall kann allein durch das Wissen des Wertes von X der Wert
fiir Y vorhergesagt werden. Liegt vollige Unabhingigkeit vor, so bringt das Wissen iiber X
keinerlei Information iiber Y. In unserem Fall kann die Variable X den Status normal' (X = 0)
oder 'krank' (X = 1) annehmen. Bei der Berechnung der MI fiir ein Antigen s kann die
Variable Y den Status 's nicht detektiert' (Y = 0) oder 's detektiert' (Y = 1) annehmen.

Bei der FSS-Methode wird nur eine Teilmenge der verfligbaren ,,Features® fiir einen
Lernalgorithmus verwendet. In vorliegender Arbeit wurde die FSS-Methode angewendet, um
Antigene mit geringem Informationsgehalt, also niedriger MI, zu eliminieren, damit durch sie
nicht die Genauigkeit der Klassifikationsberechnung negativ beeinflusst wird. Es wurden also
nur die Antigene mit den hochsten MI-Werten in die Berechnung einbezogen. Um
herauszufinden, welches Subset fiir eine bestimmte Klassifikation am besten geeignet ist,
wurden alle Antigen-Subsets 1-82 getestet. Fiir jedes Subset wurde eine 10-fach Kreuz-
Validierung durchgefiihrt. Das bedeutet, alle verwendeten Seren werden in zwei Gruppen
(Test- und Trainingsset) eingeteilt, wobei das Testset aus 10% der Seren besteht und das
Trainingsset aus 90% der Seren. Mit Hilfe des Trainingssets wird fiir jedes Antigen 1-82
berechnet, mit welcher Wahrscheinlichkeit es sich bei dem untersuchten Serum um ein
Normal- oder Tumorserum handelt. Mit dem Testset wird dann fiir alle Seren anhand der
Einzelwahrscheinlichkeiten jedes Antigens die Gesamtwahrscheinlichkeit fiir das komplexe
Seroreaktivitdtsprofil (A) des Einzelserums berechnet, mit der es sich bei dem untersuchten
Serum um ein Normal- oder Tumorserum handelt. Hierfiir wird der Quotient Q(A)=

P(L | A)/P(N | A) der bedingten Wahrscheinlichkeiten berechnet. Wobei P(L | A) die
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Wahrscheinlichkeit angibt, mit der es sich bei dem getesteten Serum um ein
Plattenepithelkarzinomserum handelt und P(N | A) die Wahrscheinlichkeit angibt, mit der es
sich bei dem getesteten Serum um ein Normalserum handelt. Ist die Wahrscheinlichkeit, dass
es sich um ein Normalserum handelt groBer als die Wahrscheinlichkeit, dass es sich um ein
Tumorserum handelt, ist der Quotient kleiner als 1. Wenn die Wahrscheinlichkeit, dass es sich
um ein Tumorserum handelt groBer ist, als die Wahrscheinlichkeit, dass es sich um ein
Normalserum handelt, ist der Quotient groBBer als 1. Um Artefakte auszuschlieen, die bei der
Aufteilung in Test- und Trainingsset entstehen konnen, wurde die 10-fach Kreuzvalidierung
100 Mal wiederholt und die Mittelwerte, sowie die 95% Konfidenzintervalle (CI) berechnet.
Zum Schluss wurde ermittelt, ob die berechneten Wahrscheinlichkeiten mit der Wirklichkeit
libereinstimmen und daraus die Sensitivitét, Spezifitit, Genauigkeit und die ,,Area under the
Receiver Operator Characteristics Curve (AUC)” ermittelt. Bei der ,,Receiver Operator
Characteristics Curve (ROC)“ handelt es sich um die graphische Darstellung des
Zusammenhanges der Falschnegativrate (1-Spezifitdit) und der Richtigpositivrate
(Sensitivitét). Eine AUC von 1 reprisentiert einen perfekten Test, ein Test mit einer AUC von
0,5 ist dagegen wertlos. Alle Berechnungen wurden mit Hilfe des in Kooperation mit dem
Zentrum fiir Bioinformatik entwickelten Webtools ,,Seroreactivity Pattern Classification

Service" SePaCS (http://www.bioinf.uni-sb.de/sepacs, [111]) durchgefiihrt.
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2.1.2 ,,high-density* Proteinmacroarray Screening

Als zweite Quelle zur Identifizierung potentieller Lungentumor-assoziierter Autoantigene
wurde ein Screening von sogenannten ,,high-density Proteinmacroarrays durchgefiihrt.

Das Prinzip der Proteinmacroarrays &hnelt dem der Spotassays. Auch hier werden
rekombinant exprimierte Proteine auf einer Membran fixiert, welche anschlieBend mit Serum
gescreent werden konnen. Im Unterschied zu den Spotassays werden hier jedoch keine
Bakteriophagen bendtigt, da das cDNA-Insert direkt in einen bakteriellen Expressionsvektor

kloniert wurde. Es handelt sich somit um ein rein bakterielles Expressionssystem.

2.1.2.1 Durchfithrung und Auswertung des Primérscreenings

TBST-T

500 mM NacCl

20 mM Tris

0,05% (v/v) Tween 20
0,5% (v/v) Triton X-100
pH 7,5

TBST

500 mM NacCl

20 mM Tris

0,05% (v/v) Tween 20
pH 7.5

TBS

150 mM NacCl
10 mM Tris
pH 7,5

Blocking-Losung

3% (w/v) Magermilchpulver in TBST
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Stripping-Losung
65,5 mM Tris
2% (w/v) SDS

Die Herstellung der Proteinmacroarrays und das primédre Serum-Screening wurden vom
Resourcenzentrum fiir Genomforschung (RZPD, Heidelberg) durchgefiihrt.

Ausgehend von mRNA aus fotalem Hirngewebe wurde cDNA hergestellt und nach
Restriktion mit den Enzymen Notl und Sall in einen modifizierten pQE-30-Vektor (pQE-
30NST, GenBank Accession No.AF074376) zur Expression RGS-Hiss getaggter
Fusionsproteine einkloniert. Die einklonierte cDNA-Sequenz steht unter der Kontrolle eines
[PTG-induzierbaren Promotors.

Superkompetente E. coli SCS1-Bakterienzellen (Stratagene) wurden mit einem Helferplasmid
pSE111, das u.a. die Sequenz fiir den lacQ-Repressor, ein Kanamycin-Resistenzgen und das
argU-Gen fiir eine Arginin-tRNA enthilt, sowie den rekombinanten pQE-30NST-Vektoren
transformiert (Vektorkarten siehe Abbildung 5 A und B). Insgesamt umfasst die fertige
cDNA-Expressionsbibliothek (hex1) 38016 verschiedene bakterielle Expressionsklone [112].

Pl (155}
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Abbildung 5: Vektorkarten der verwendeten Vektoren
(Abbildungen nach Proteinstrukturfabrik, http://www.proteinstrukturfabrik.de/tp03page/vectors.shtml)
A: Vektorkarte des Helferplasmids pSE111
B: Vektorkarte des Vektors pQE30NST mit zugehdriger Sequenz der Multiple Cloning Site
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Zur Herstellung der Proteinmacroarrays wurden diese 38016 Klone in Duplikaten auf eine
PVDF-Membran (22x22 cm, Immobilon P, Millipore) aufgespottet und mittels IPTG die
Proteinexpression induziert. Nach Inkubation i.N. wurden die Bakterienkolonien auf der

Membran denaturiert und die Proteine an die Membran fixiert.

Vor dem Serumscreening wurden die Macroarrays mit 96% Ethanol befeuchtet und im
Anschluss zweimal mit H,O gespiilt. Nach kurzer Inkubation in TBST-T wurden die
Kolonien vorsichtig von der Membran abgestreift. Es folgten zwei 10-mintitige Waschschritte
mit TBST-T. Um Tween 20- und Triton X-100-Reste zu entfernen wurde die Membran
zweimal mit TBS gespiilt und anschlieBend 2x10 min mit TBS gewaschen. Nach 2 h
Inkubation in Blocking-Losung (3% (w/v) Magermilchpulver in TBST), folgte die Serum-
Inkubation (Serum 1:1000 in Blocking-Losung) ii.N. bei 4°C. Die Serum-Ldsung wurde nach
der Inkubation bei 4°C aufbewahrt, bis die Membranen ausgewertet waren. Nachdem 3x10
min in TBST gewaschen wurde, wurden die Membranen 2 h mit dem Meerrettich-Peroxidase
gekoppelten Sekundar-Antikorper (1:1000 in Blocking-Lésung, rabbit anti-human IgG, IgM,
IgA (H+L)-HRP, Dianova) inkubiert. Nach vier 10-miniitigen Waschschritten mit TBST und
2x10 min Waschen mit TBS erfolgte die Detektion mit ECF (GE Healthcare). AnschlieSend
wurden die Macroarrays mit einem Flidchenscanner (Fuji FLA-3000) bei 473 nm gescannt und
visuell mit einer speziellen Software (AIDA) ausgewertet. Mit Ausnahme der
Seruminkubation bei 4°C erfolgten alle Schritte unter stindigem Schiitteln bei
Raumtemperatur.

Da die Seren nicht, wie beim Spotassay-Verfahren, pridabsorbiert wurden kann es
vorkommen, dass manche Membranen aufgrund zu starker Hintergrundsignale nicht
auswertbar sind. Diese wurden gestrippt und anschlieend erneut mit der bereits im ersten
Durchlauf eingesetzten Serum-Losung inkubiert. Zum Strippen der Membranen wurde
Stripping-Losung auf 70°C erhitzt und die Membran 30 min inkubiert. AnschlieBend wurden
die Arrays 2x20 min mit TBST gewaschen. Die erneute Hybridisierung erfolgte analog oben

aufgefiihrtem Protokoll ab dem ersten TBS-Waschschritt.

Das Primirscreening der Proteinmacroarrays wurde mit 38 Pools aus je 5 Seren (siche Tabelle
2) und einer scvf-Antikorperbank (single chain variable fragments, GE Healthcare) aus

Morbus Crohn-Gewebe durchgefiihrt.
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Tabelle 2: Im Priméarscreening verwendete Serumpools

Plattenepithelkarzinom
Adenokarzinom
grofzelliges Lungenkarzinom
kleinzelliges Lungenkarzinom
Prostatakarzinom
Benigne Prostata Hyperplasie (BPH)
Gliom
Meningeom
Morbus Crohn
Colitis Ulzerosa
Wilms Tumor
Neuroblastom
Schlaganfall
Normal

— W DN LWL O QN = N e e e e

Als Negativkontrollen wurden, im Falle der Serumpools, mehrere Macroarrays nur mit
Sekundér-Antikorper (rabbit anti-human IgG, IgA, IgM (H+L)-Cy5, Dianova) hybridisiert.
Fiir die Morbus Crohn-Antikérperbank wurde ein anti E-Tag-Antikorper (GE Healthcare), der

hier gleichzeitig auch als Sekundér-Antikorper diente, verwendet.

Auswertung des Primirscreenings

Die Auswertung der Proteinmacroarrays erfolgte durch das RZPD. Mit Hilfe einer speziellen
Software (AIDA) wurden die Membranen visuell ausgewertet. Bei positiven Spots, also
Proteinspots, an die Serum-Antikorper gebunden haben, hebt sich die Signalintensitdt des

entsprechenden Spots deutlich von den Spots ab, an die keine Antikérper gebunden haben.

2.1.2.2 Durchfithrung und Auswertung des Sekundérscreenings

Im Primérscreening mit allen 38 Serumpools und der Morbus Crohn-Antikdrperbank wurden
insgesamt 1827 verschiedene cDNA-Expressionsklone als potentielle Autoantigene
identifiziert. Diese wurden analog zu den oben beschriebenen ,high-density*
Proteinmacroarrays in Duplikaten auf sogenannte ,.customized* Proteinmacroarrays (7x11

cm, Immobilon P, Millipore) gespottet.

Gegenstand dieser Arbeit ist das Sekundérscreening der 1827 potentiellen Autoantigene mit
Seren von Patienten mit Lungentumoren und Patienten mit verschiedenen anderen nicht-

tumorosen Bronchialerkrankungen, sowie mit Seren von gesunden Probanden.
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Das Sekundirscreening wurde im Gegensatz zum Primérscreening am Institut fiir
Humangenetik durchgefiihrt. Die Durchfiihrung erfolgte mit geringen Abweichungen analog
0.g. Protokoll.

Nach der Serum-Inkubation bei 4°C 1.N. wurden alle gebundenen Antikorper von der
Membran mit Stripping-Losung entfernt und mit selber Serum-Losung erneut bei 4°C ii.N.
inkubiert. Durch diesen ,,Vorinkubationsschritt“ werden Serum-Antikorper, die gegen
bakterielle Proteine gerichtet sind, aus dem Serum herausgefiltert. Hierzu wurde die Membran
zundchst 3x10 min in TBST bei RT gewaschen, anschlieBend 30 min mit 70°C warmer
Stripping-Losung inkubiert, worauf zwei 20-miniitige TBST-Waschschritte folgten. Nach
zweimaligem Spiilen der Membranen in TBS, wurde die Membran 2x10 min in TBS
gewaschen. Vor der erneuten Serum-Inkubation i.N. wurde die Membran 2 h in Blocking-
Losung inkubiert. Als Sekundér-Antikérper wurde im Sekunddrscreening Cyanine 5-
markierter Antikdrper verwendet (1:1000 in Blocking-Ldsung, rabbit anti-human IgG, IgA,
IgM (H+L)-Cy5, Dianova). Die ,customized“ Macroarrays wurden mit einem
Flaschenscanner (Typhoon 9410) gescannt (PMT:300, Pixel Size: 50 microns, Emission
Filter: 670 BP 30 Cy5). Der Ablauf des Sekundérscreenings ist in Abbildung 6 schematisch
dargestellt.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Durchfiihrung des Proteinmacroarray-Sekundérscreenings

Auswertung des Sekundirscreenings

Aufgrund der Menge untersuchter Seren und Antigene ist es kaum zu bewiltigen, die

Auswertung der

Proteinmacroarrays manuell durchzufiihren. Deshalb wurde in Kooperation

mit dem Zentrum fiir Bioinformatik ein automatisches Bildauswertesystem entwickelt. Dies

bietet aullerdem

den Vorteil, dass keine subjektiven Unterschiede in der Auswertung durch

verschiedene Experimentatoren entstehen konnen, die Auswertung somit objektiv ist. Das

entwickelte Programm geht bei der Bildauswertung in mehreren Schritten vor. Zuerst erfolgt

eine Praprozessierung (pre-processing) der Arrays. Hierbei wurden die gescannten Bilder der

Arrays standardisiert, d.h. sie wurden richtig ausgerichtet und zugeschnitten. In einem zweiten
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Schritt wurden die Arrays in sogenannte Spot-Areale eingeteilt (gridding). Das bedeutet, jeder
Array wurde in 384 Subarrays eingeteilt. In jedem Subarray kénnten theoretisch mit einem
5x5 Spotting-Muster 25 Spots sein, wobei der mittlere Spot immer ein Orientierungsspot aus
Tinte ist. Deshalb wurde jeder Subarray in 25 Felder aufgeteilt (clustering). Es konnten also
12 Klone in Duplikaten gespottet werden. In unserem Fall wurde diese theoretisch mogliche
Anzahl an Spots jedoch nicht ausgeschopft. Es wurden maximal sechs Klone in Duplikaten
gespottet, die restlichen Felder blieben frei. Da es sich hier um gespottete Bakterien handelt,
kann es sein, dass ein Spot, je nach Bakterienwachstum, grof3er ist als der andere und somit
evtl. iiber ein Feld hinausragt. In diesem speziellen Fall wurde dann eine Korrektur
vorgenommen (grid refinement). Im néchsten Schritt wurden die Pixel jedes der 25 Felder in
Vordergrundpixel (Pixel der Spots) und in Hintergrundpixel getrennt und die eigentlichen
Spot-Intensititen berechnet (value extraction). Den Feldern, in denen keine Spots enthalten
sind, wurde kein Wert zugeordnet, sondern das Kiirzel ,,na“ fiir ,,not available®. Ein Uberblick

iiber die einzelnen Schritte der automatischen Bildauswertung ist in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Bildauswertesystem zur automatischen standardisierten Analyse der Proteinmacroarrays.
Im ,,pre-processing““ werden die gescannten Bilder der Arrays standardisiert. Im ,,gridding* werden die Arrays
in Spot-Areale eingeteilt. Durch das ,,clustering* werden die Pixel in Vordergrund- und Hintergrundpixel
separiert. Ragt ein Spot tber das Spot-Areal hinaus, wird eine Korrektur vorgenommen (grid refinement). Im

letzten Schritt werden die Spot-Intensitaten berechnet und die Werte extrahier (value extraction)t.

Nach der Bildauswertung wurde zunichst der Mittelwert aller Duplikate berechnet, so dass
eine Liste mit 1827 Werten entstand. Da es Schwankungen in der Helligkeit der Bilder gibt,
die aufgrund der Serum-Beschaffenheit oder wiahrend des Scan-Vorgangs entstehen, muss als
nichstes eine Normalisierung erfolgen. An die Normalisierung schloss sich die statistische

Auswertung der Arrays an. Als die hierfiir am Besten geeignete Methode stellte sich die
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Berechnung der “Area under the Receiver Operator Characteristics curve (AUC)” mit
anschlieender Anwendung der statistischen Lernmethode ,,Support Vector Machine (SVM)*
heraus. Die Berechnung der AUC-Werte wurde wie folgt durchgefiihrt: Alle normalisierten
Intensitidtswerte wurden als Threshold benutzt. Bei dem Vergleich Tumorseren vs.
Kontrollseren wurden Tumorseren, die iiber dem Threshold liegen, als richtig positiv (true
positives, TP), alle unter dem Threshold liegenden Kontrollseren als richtig negativ (true
negatives, TN) bezeichnet. Kontrollseren iiber dem Threshold wurden als falsch positiv (false
positives, FP) und Tumorseren unter dem Threshold als falsch negativ (false negatives, FN)
bezeichnet. Danach wurde ebenfalls fiir jeden Threshold die Spezifitdt (TN/(TN+FP)) und
Sensitivitdt (TP/(TP+FN)) berechnet. Hier ist zu beachten, dass in einigen Fillen die
Klassifikation umgekehrt werden mufl. Dann sind Tumorseren mit Intensitdtswerten unter
dem Threshold als richtig positiv (TP) anzusehen. Dies ist im Beispiel Tumorseren vs.
Kontrollseren fiir all die Klone der Fall, die eine stirkere Immunogenitét in Kontrollseren als
in den Tumorseren aufweisen. Aus der Spezifitit und der Sensitivitdt kann dann die ,,Receiver
Operator Characteristics (ROC) curve” erstellt werden. In der ROC-Kurve ist die Spezifitit
als Funktion von 1-Sensitivitit aufgetragen. Die berechneten AUC-Werte reichen hier von 0
bis 1. Klone mit einer AUC von 0,5 sind wertlos fiir eine betrachtete Klassifikation. Klone mit
einer AUC von 0 bzw. 1 sind dagegen optimal fiir die Trennung zweier Gruppen geeignet.
Das bedeutet, je mehr der AUC-Wert eines Klons von 0,5 abweicht, desto besser eignet sich
dieser Klon fiir die Trennungsaufgabe. Hat ein Klon eine AUC von 0, bedeutet dies
beispielsweise im Vergleich Lungentumor versus Normal, dass er in allen Lungentumorseren
stairker immunogen war als in den Normalseren. Umgekehrt waren Klone mit einer AUC von
1 stirker immunogen in den Normalseren. In Abbildung 8 ist die Klassifikation zweier

Serumgruppen fiir ein fiktives Beispiel gezeigt.
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Abbildung 8: Die Trennung der Intensitatswerte zweier Serumgruppen beispielhaft gezeigt fir ein fiktives
Antigen.

A: Intensitatswerte fiir das Antigen x flr jedes einzelne Serum der beiden Gruppen 0 und 1.
Die Position des Schwellenwertes (vertikale griine Linie (2)) gibt die Anzahl der richtig Positiven (true positives,
TP), der richtig Negativen (true negatives, TN), der falsch Positiven (false positives, FP) und der falsch
Negativen (false negatives, FN) an. Die vertikalen Linien 1 und 2 geben den minimalen und maximalen
Schwellenwert an.
B: Die Spezifitat (TN/(TN+FP)) und Sensitivitat (TP/(TP+FN)) eines Tests wird durch die ,,Receiver Operator
Characteristics (ROC) curve* visualisiert. Die Funktionalitat eines Tests kann durch die ,,Area under the ROC
curve (AUC)“ dargestellt werden. Hier wird der Schwellenwert durch den griinen Punkt angegeben. Die Werte
fir Sensitivitat und Spezifitat kénnen durch Bewegen des Schwellenwertes modifiziert werden.
C: Die beiden Kurven reprasentieren die Verteilung der Intensitatswerte zweier Serumgruppen fur ein Antigen x

(rote Kurve = Patientenseren, schwarze Kurve = Kontrollseren).

Fir die Klassifikationsberechnungen mittels SVM wurde wie bei den serologischen
Spotassays (sieche 2.1.1.9) die sogenannte resampling-Methode verwendet, die als

Kreuzvalidierung bekannt ist. Die verwendete 10-fach Kreuzvalidierung teilt den Datensatz in
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90% Trainings- und 10% Testdaten auf, wobei jedes Sample genau einmal in einem
Testdatensatz gewesen sein muss. Um die statistische Schwankung bei verschiedenen
Aufteilungen zu beriicksichtigen, wurden fiir jede der Klassifikationen insgesamt 100
Kreuzvalidierungsldufe berechnet. Zu jedem Kreuzvalidierungslauf wurde die Sensitivitit, die
Spezifitit und die Genauigkeit ermittelt und daraus das arithmetische Mittel (Mean Value)

bestimmt.

Zusétzlich zur o.g. Auswertung basierend auf AUC-Berechnung und SVM wurde die
Frequenz berechnet, mit der jeder einzelne Klon in einer bestimmten Serumgruppe
immunogen war. Hierzu muss zunéchst festgelegt werden, ab welcher Spot-Intensitét ein Spot
als positiv bezeichnet wird. Im Durchschnitt liegen die Intensitdtswerte fiir alle Spots
zwischen 30 und 70. Ab einer Intensitit von 50 hoben sich die Spots von den anderen Spots
niedrigerer Intensitit ab. Das bedeutet, diese Spots hidtte man auch bei der manuellen
Auswertung mittels AIDA-Software als positiv gewertet. Der Intensitdtswert von 50 wurde
also als der Schwellenwert gewihlt, ab dem ein Spot als positiv gilt. Bei der
Frequenzberechnung werden die Informationen iiber die Intensititswerte jedes einzelnen
Spots in bindre Ja-/Nein-Antworten umgewandelt, wodurch ein groes Mal} an Information
verloren geht. Deshalb muss an dieser Stelle erwdhnt werden, dass Klone mit hoher Frequenz
nicht zwangslaufig gute AUC-Werte fiir eine bestimmte Klassifikationsaufgabe haben

miissen.
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2.2 Analyse der microRNA-Expression

2.2.1 Blutentnahme mittels PAXgene™ blood RNA System

Es ist bekannt, dass sich die Genexpression in peripherem Blut postphlebotomisch, d.h. nach
der Blutentnahme, innerhalb weniger Minuten durch Transkriptinduktion und -degradation
verdndert [113, 114]. Um diesem Problem entgegenzuwirken wurde das PAXgene™ blood
RNA System entwickelt. Die PAXgene™-Blutentnahmerdhrchen enthalten eine Losung, die
die RNA stabilisiert. Dadurch wird die ex vivo-Verdnderung des Expressionsprofiles
verhindert. Die RNA wird in den PAXgene™-Blutentnahmerdhrchen fiir drei Tage bei 18-
25°C, fiinf Tage bei 2-8°C oder iiber einen langeren Zeitraum (mindestens 6 Monate) bei -
20°C bis -70°C stabilisiert. Die PAXgene™-Blutentnahmerdhrchen enthalten 6,9 ml der
RNA-stabilisierenden Ldsung und sind zur Entnahme von je 2,5 ml Blut pro Réhrchen
ausgelegt. Pro Patient oder gesundem Blutspender wurden 2 Rohrchen, also 5 ml, Blut
entnommen. Nach 8-10-maligem Invertieren wurden die Rohrchen tliber Nacht bei 4°C
gelagert. Fiir eine ldngere Lagerung liber mehrere Tage wurden sie bei -20°C eingefroren. Vor

der RNA-Isolation wurde das Blut mindestens 2 h bei RT inkubiert.

2.2.2 Isolation der Total-RNA inklusive miRNA

RNase-freies Wasser

H,044
0,1 % DEPC

Der Inhalt aus beiden Blutrohrchen jedes Patienten oder gesunden Blutspenders wurde
gepoolt und 10 min bei 5000 g bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in ca. 10 ml RNase-freiem Wasser durch vortexen resuspendiert und wieder 10 min bei
5000 g bei RT zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Total-RNA inklusive der miRNA mittels
miRNeasy-Kit (Qiagen GmbH, Hilden) isoliert. Hierzu wurde das Pellet in 700 pl QIAzol
Lysis-Reagenz resuspendiert und fiir 5 min bei RT inkubiert. Danach wurde 140 pl
Chloroform hinzu gegeben, 15 sec gevortext und 2-3 min bei RT inkubiert. Hieran schloss
sich eine Zentrifugation fiir 15 min bei 14000 rpm und 4°C an. Die obere, wéssrige Phase
wurde abgenommen und mit 1,5 Volumen 100 % Ethanol versetzt. Von diesem Gemisch

wurden jeweils 700 ul auf eine Sdule gegeben und 15 sec bei 13000 rpm und RT zentrifugiert.
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Nachdem das gesamte Gemisch die Sdule passiert hatte, wurden 700 pl Puffer RWT auf die
Saule gegeben und 15 sec bei 13000 rpm und RT zentrifugiert. AnschlieBend wurden 500 pl
Puffer RPL auf die Sdule gegeben und 15 sec bei 13000 rpm und RT zentrifugiert. Danach
wurde noch einmal 500 ul Puffer RPL auf die Sdule gegeben und 2 min bei 13000 rpm und
RT zentrifugiert. Die Sdule wurde dann zum Trocknen 1 min bei 13000 rpm und RT
zentrifugiert. Anschliefend erfolgte die Elution mit 40 pl RNase-freiem Wasser durch 1 min
zentrifugieren bei 13000 rpm und RT. Die Konzentrationsbestimmung der RNA wurde wie

unter 2.1.1.3 beschrieben durchgefiihrt. Die Lagerung der eluierten RNA erfolgte bei -70°C.

2.2.3 Qualititsiiberpriifung der Total-RNA mittels Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von Nukleinsduren erfolgt in Agarosegelen im elektrischen Feld. Die
Auftrennung von linearen Nukleinsduren beruht auf der Tatsache, dass die negativ geladene
Nukleinsdure in einem elektrischen Feld zur Anode wandert. Die -elektrophoretische
Beweglichkeit der Nukleinsduren ist dabei antiproportional zum Logarithmus der Anzahl der
Basenpaare (Meyers et al., 1976). Nach Farbung mit Ethidiumbromid, das in GC-Paare der
DNA oder RNA interkaliert, kann die Nukleinsdure unter UV-Licht (302 nm) auf Grund der
Abgabe von Fluoreszenzlicht detektiert werden.

Der Agarose-Gehalt eines Gels ist abhdngig von der GroBe der zu trennenden
Nukleinsdurefragmente. Die Poren im Gel, deren Grofe durch den Gehalt an Agarose
bestimmt wird, wirken als Sieb, durch das die Molekiile wandern. GroBere Fragmente
wandern mit geringerer Geschwindigkeit als kleine. Hierdurch findet eine Auftrennung nach
ihrer Grof3e (Molekulargewicht) statt.

RNA ist im Gegensatz zu DNA einzelstringig. Einzelstringige Polynukleotidketten neigen
dazu, sich durch intra- und intermolekulare Wasserstoftbriickenbindungen zu falten. Soll
RNA dem Molekulargewicht nach aufgetrennt werden, miissen doppelstringige Bereiche
durch Denaturierung voneinander getrennt werden. Desweiteren verwendet man
denaturierende Agarosegele. Als Denaturierungsmittel wird meist Formaldehyd verwendet.
Die Aldehydgruppen des Formaldehyds bilden mit den Aminogruppen der Nukleotidbasen
Schiftf’sche Basen. Diese Aminogruppen stehen dann nicht mehr zur Ausbildung von

Wasserstoftbriicken zur Verfiigung und die RNA bleibt linear.
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10xMOPS-Puffer

0,2 M MOPS

0,05 M Na(Cl

0,01 M EDTA

0,1% DEPC

ph 5,5-7,0

.N. bei 37°C inkubieren

RNA-Ladepuffer

720 pl deionisiertes Formamid

160 ul 10xMOPS-Puffer

100 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml)

80 ul Glycerin

80 ul gesittigte Bromphenolblau-Losung
160 ul RNase-freies Wasser

Zur Herstellung des Formaldehyd-Agarosegels wurde 0,5 g Agarose (Invitrogen) in 47,3 ml
I1xMOPS-Puffer aufgelost und bei 55°C fiir 30 min inkubiert. Auerdem wurden 2,7 ml 37%
Formaldehyd 30 min bei 55°C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde das Formaldehyd
zur Gellosung zugegeben und in eine entsprechende Gelkammer gegossen. Die zu
untersuchende RNA wurde mit RNA-Ladepuffer versetzt, 5 min bei 65°C denaturiert und
anschlieBend fiir mindestens 1 h bei 80 Volt im Formaldehydgel aufgetrennt. Der Ladepuffer
hat die Funktionen, einerseits enzymatische Reaktionen durch das enthaltene EDTA zu
unterbinden, andererseits mittels des Glycerins die Probe zu beschweren und effizient in das
Gel einsinken zu lassen. Weiterhin erzeugt Bromphenolblau eine gut sichtbare Lauffront im
Gel, die es ermoglicht, den Probenlauf zu verfolgen (Bromphenolblau wandert mit einer
Laufgeschwindigkeit, die Nukleinsdurefragmenten von 10 bis 100 bp entspricht, durch das
Gel.). Intakte RNA weist im Gel unter UV-Licht die drei charakteristischen Banden bei 5,1 kb
(28S rRNA), 1,9 kb (18S rRNA) und bei 0,1 bis 0,3 kb (5.8S rRNA, 5S rRNA, tRNA,
miRNA) auf.
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2.2.4 Anfertigung der miRNA-Microarrays

Die Analyse der miRNA-Expression mittels Biochip wurde von der Firma febit holding
GmbH, Heidelberg, mittels Geniom Realtime Analyzer und dem Geniom®™ Biochip miRNA
homo sapiens durchgefiihrt. Jeder Biochip enthélt die komplementidren Sequenzen zu allen
866 in der Sanger miRBase 12.0 (http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/) niedergelegten
miRNAs und mature star-Sequenzen. Von jeder dieser 866 Sequenzen werden sieben
Replikate in zufilliger Verteilung auf den Biochip gespottet. Zusétzlich enthédlt der Biochip
verschiedene Kontrollsequenzen (synthetisch hergestellte Oligonukleotide).

Zur Durchfiihrung der Biochip-Analyse wurde 1 pg Total-RNA mit Hilfe des mirVANA™
miRNA labeling Kit (Ambion) markiert. Hierbei wurden der RNA durch die E. coli Poly(A)-
Polymerase und einer Mischung aus unmodifizierten und Amin-modifizierten Nukleotiden an
das 3’-Ende 20-50 Nukleotide angehdngt. An die Amin-modifizierten RNAs wurden dann
Fluoreszenz-markierte =~ Amin-reaktive ~ Reste  gekoppelt. Der  Vorteil  dieser
Markierungsmethode liegt darin, dass jede miRNA mehrere Fluoreszenz-markierte Molekiile
tragt. Da der Anteil der miRNA in der Total-RNA nur etwa 10° betrigt, ist eine starke
Fluoreszenzmarkierung wichtig fiir gute miRNA-Microarray Resultate. Die markierte miRNA
wurde 16 Stunden bei 42°C mit dem Biochip hybridisiert. AnschlieBende Waschschritte und
eine Signalverstirkung liefen im Geniom Realtime Analyzer automatisch ab. Die
resultierenden Detektionsbilder wurden mittels Geniom Wizard Software analysiert. Fiir jeden
Array wurden die Rohwerte der Spotintensititen extrahiert. Nach einer Hintergrundkorrektur
wurde der Median der Intensitdtswerte fiir die sieben Replikate jeder miRNA berechnet. Um
die Ergebnisse verschiedener Arrays zu normalisieren, wurde die Methode Variance
Stabilizing Normalization (VSN) angewendet. Fiir alle weiteren Analysen wurden die VSN-
normalisierten Intensititswerte herangezogen. In Abbildung 9 sind die Arbeitsschritte der

miRNA-Microarrayanalyse schematisch dargestellt.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der miRNA-Microarrayanalyse (modifiziert nach Shingara et al.,
[115])

2.2.5 Grundlagen der quantitativen Real-Time PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode, die mittels bakterieller hitzestabiler
DNA-Polymerase eine in vitro-Amplifikation bestimmter DNA-Abschnitte ermdglicht.
Eingefiihrt wurde die PCR 1986 durch K. Mullis [116]. Eine spezifische Amplifikation wird
dadurch erreicht, dass Oligonukleotide als Primer gewihlt werden, die jeweils komplementir
zu einer Region vor und einer Region hinter der gewiinschten Zielsequenz sind. Dadurch, dass
jeder Primer an nur einen der DNA-Strdnge bindet, konnen beide Stringe als Vorlage
(Template) dienen, wodurch sich theoretisch pro Zyklus eine Verdoppelung der Zielsequenz
erreichen ldsst. Da in exponentiellen Systemen auch kleinste Abweichungen spiirbare
Verdnderungen der Ergebnisse bewirken konnen, ldsst sich die vollstindige Verdopplung der
DNA-Menge in der Praxis nur anndhernd erreichen. Jeder Zyklus besteht aus drei Schritten:

Zuerst erfolgt die Denaturierung der dsDNA, danach die Anlagerung der Primer (Annealing)
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und schlieBlich die Synthese des jeweiligen Komplementirstrangs (Extension). Durch
mehrfache Wiederholung dieser Zyklen wird eine nahezu exponentielle Amplifikation der

urspriinglichen Nukleinsduresequenz erreicht.

Durch die Methode der Echtzeit- oder Real-Time PCR (qRT-PCR) gibt es die Moglichkeit,
Amplifikation und Nachweis der Produkte simultan im gleichen Reaktionsgefall
durchzufiihren. Dabei wird der Reaktion eine fluoreszenzmarkierte Oligonukleotidsonde oder
ein fiir DNA-Nachweise geeigneter Fluoreszensfarbstoff beigegeben. Bei beiden Verfahren
kann nach jedem Zyklus die steigende Konzentration des PCR-Produkts anhand der starker
werdenden Fluoreszenz festgestellt werden. In vorliegender Arbeit wurde die QRT-PCR mit
speziellen Oligonukleotidsonden (TagMan® microRNA Assay, Applied Biosystems)
durchgefiihrt. Diese Sonden wurden entwickelt, um reife miRNAs zu detektieren und zu
quantifizieren. An das 5'-Ende der Sonden ist der Fluoreszenzfarbstoff FAM™ (Reporter), an
das 3’-Ende ein ,,minor groove binder (MGB) und ein nicht-fluoreszierender Quencher
(NFQ) gekoppelt. Wéhrend der PCR bindet die Sonde spezifisch zwischen dem Vorwarts-
und dem Riickwértsprimer an die cDNA, die zuvor mittels reverser Transkription aus RNA
hergestellt wurde. Ist die Sonde intakt, wird durch die rdumliche Néhe des Reporters zum
Quencher eine Fluoreszenz unterdriickt. Wiahrend der Extension baut die DNA-Polymerase
gebundene Sonden ab. Durch den Abbau werden Reporter und Quencher getrennt, was zu
einem Fluoreszenzsignal des Reporters fiihrt. Das oben beschriebene Verfahren ist in

Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Prinzip der Oligonukleotidsonden der TagMan® microRNA Assays
(Abbildung modifiziert nach Applied Biosystems).
Die Sonden binden spezifisch zwischen Vorwérts- und Ruckwartsprimer an die miRNA. Durch die rdumliche
Néhe des Reporters und des Quenchers wird eine Fluoreszenz unterdriickt. Die DNA-Polymerase baut wahrend
der Extension die Sonde ab. Dabei entfernen sich Reporter und Quencher voneinander und der Reporter

fluoresziert.

Die Quantifizierung der miRNA mittels TagMan® microRNA Assay erfolgt in einer
Zweischritt-RT-PCR. Im ersten Schritt wird die cDNA aus der Total-RNA mittels miRNA-
spezifischen Primern revers transkribiert. Im zweiten Schritt werden die PCR-Produkte
ausgehend von der cDNA amplifiziert (Real-Time PCR). Der Ablauf der Zweischritt-RT-PCR
ist in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Ablauf der Zweischritt-RT-PCR (Abbildung modifiziert nach Applied Biosystems)

2.2.5.1 Reverse Transkription mit miRNA-spezifischen stem loop-Primern

Zur Umschreibung einzelner miRNAs in cDNA wurden die spezifischen stem loop-Primer
aus den Tagman® MicroRNA Assays verwendet. Von der mittels miRNeasy-Kit (Qiagen)
aufgereinigten Total-RNA wurden 10 ng zur reversen Transkription (RT) eingesetzt. Die RT
wurde mit dem Taqman® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)
durchgefiihrt.

Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

100 mM dNTP 0,15
MultiScribeReverse Transkriptase,
50 U/pl 1
10xRT-Puffer 1,5

RNase-Inhibitor 0,19
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Als Kontrollen wurde fiir jede Total-RNA und jede RT-Reaktion eine RT(-)-Kontrolle
(Reaktionsansatz ohne Reverse Transkriptase) und fiir jeden stem loop-Primer eine no-

template-Kontrolle (Reaktionsansatz ohne RNA) durchgefiihrt.

Die RT-Reaktion erfolgte in einem Thermocycler (PTC100) mit folgendem Protokoll :

30 min 16°C
30 min 42°C
5 min 85°C

o0 4°C

2.2.5.2 Quantitative Real-Time PCR mit TagMan® microRNA Assays

Die gqRT-PCR wurde im Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System unter
Verwendung der miRNA-spezifischen TagMan® microRNA Assays durchgefiihrt.

Der Reaktionsansatz fiir die qRT-PCR setzte sich wie folgt zusammen:

Tagman® 2x Universal PCR Master Mix, no AmpErase”
UNG) 10
Nuklease-freies Wasser 6
20xTagman” MicroRNA Assay
RT-Produkt 1:30 3
Total 20

Jede RT(+)-PCR wurde in Triplikaten angefertigt. Als Kontrolle diente neben der RT(-)- und
der no-template-Kontrolle eine Wasser-Kontrolle (PCR-Ansatz ohne cDNA).

Die qRT-PCR wurde nach folgendem PCR-Protokoll durchgefiihrt:
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2.2.5.3 Relative Quantifizierung der miRNA-Expression

Die Quantifizierung der Expression kann absolut oder relativ erfolgen. Bei der absoluten
Quantifizierung wird die genaue Kopienzahl oder Konzentration einer cDNA bestimmt,
indem man das PCR-Fluoreszenzsignal mit einer Standardkurve vergleicht. In vorliegender
Arbeit wurde aber die relative Quantifizierung angewendet. Bei der relativen Quantifizierung
werden die Fluoreszenzsignale des Zielgens in den zu untersuchenden RNA-Proben und die
Signale des Zielgens einer Kontrollprobe (Calibrator) mit den Fluoreszenzsignalen eines
endogenen Kontrollgens normalisiert und im Anschlufl das Verhéltnis des Zielgens in der zu
untersuchenden Probe zum Calibrator bestimmt. Hierzu wird die Z'MCT (Delta-Delta-Cr)
Methode angewendet. Der Cr-Wert (Threshold Cycle) ist definiert als der PCR-Zyklus, bei
dem das Fluoreszenzsignal der Amplifikate das Hintergrundsignal iibersteigt (siche

Abbildung 12).

C]-\Nert/
5 2

Threshold }(
0

T

01234567 8910111213141516171819202122232425262728293031323334353637 383940

PCR-Zyklus

Abbildung 12: Bestimmung des Cy-Wertes.
Der Cy-Wert (Threshold Cycle) ist der PCR-Zyklus, bei dem die Kurve der Fluoreszenzsignale der Amplifikate
den Threshold (Hintergrundsignal) schneidet.

Rn = normalisiertes Reportersignal (Referenzfluoreszenz (ROX)/FAM-Signal)

Zur Berechnung des ACr-Wertes wird der Cr-Wert des endogenen Kontrollgens von dem

Cr-Wert des Zielgens der zu untersuchenden Proben subtrahiert:

AC= C;(Zielgen) — C,(endogene Kontrolle)
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Die gleiche Berechnung wird auch fiir das Zielgen in der Calibratorprobe durchgefiihrt:

AC= C(Calibrator) — C; (endogene Kontrolle)

Im Anschlufl wird der Cr-Wert des Zielgens der zu untersuchenden Probe mit dem Cr-Wert

des Zielgens in der Calibratorprobe normalisiert:

A A C= A Cp(Zielgen) — AC, (Calibrator)

Dieser AA Cp-Wert wird in unten stehende Formel eingesetzt:

-AMC
2 T

Das hieraus resultierende Ergebnis gibt den mit dem endogenen Kontrollgen normalisierten
Expressionsstatus des Zielgens in der zu untersuchenden Probe im Verhiltnis zu der
Expression des Zielgens in der Calibratorprobe an.

Als Calibrator wurde in vorliegender Arbeit ein cDNA-Pool von fiinf verschiedenen gesunden
Probanden benutzt. Zuvor wurde fiir jede zu untersuchende miRNA und jede cDNA einzeln
getestet, ob die Cr-Werte, d.h. die Expression der einzelnen miRNAs in den Blutzellen der
fiinf Probanden ungefdhr iibereinstimmen. Als endogene Kontrolle diente die nicht-
kodierende RNA U6 snRNA, eine haufig verwendete Kontroll-RNA bei miRNA-Studien [99,
101, 117]. Mittels qRT-PCR wurde die Expression von sechs miRNAs (hsa-miR-106b, hsa-
miR-126, hsa-miR-98, hsa-let-7d, hsa-miR-22 und hsa-miR-140-3p) in Blutzellen von acht
verschiedenen Lungentumorpatienten mit der Expression in Blutzellen von fiinf gesunden

Probanden (Calibrator Pool) verglichen.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Analyse der Seroreaktivititsprofile mittels Immunoscreening unter Verwendung von

serologischen Spotassays und Proteinmacroarrays

Das Immunoscreening wurde auf zwei unterschiedliche Arten durchgefiihrt. Zuerst wurden
mittels serologischem Spotassay Seren von Patienten mit Plattenepithelkarzinom der Lunge
(im Folgenden auch als Plattenepithelkarzinomseren, oder kurz als PEC-Seren bezeichnet),
Seren von Patienten mit Bronchialerkrankungen (COPD, Emphysem und Pneumonie), sowie
Seren von Probanden ohne bekannte Vorerkrankungen (im Folgenden auch als Normalseren
bezeichnet) auf spezifische Seroreaktivititsprofile untersucht. Dieses Screening diente dazu
festzustellen, ob es moglich ist, anhand eines Seroreaktivitatsprofils Seren von Patienten mit
Plattenepithelkarzinom  von  Normalseren oder Seren von  Patienten  mit
Bronchialerkrankungen zu unterscheiden. Auf das Screening mittels serologischen Spotassays
folgte das Proteinmacroarray-Screening. Die ,,high-density* Proteinmacroarrays ermoglichen,
im Vergleich zu den Spotassays, eine effizientere Untersuchung einer Vielzahl von Antigenen
und Seren. Neben Seren von Plattenepithelkarzinompatienten wurden hierbei auch Seren von
Patienten mit anderen Lungentumorarten, wie z.B. Adenokarzinom, groBzelligem
Lungenkarzinom und kleinzelligem Lungenkarzinom untersucht. Ebenfalls wurden Seren von
Patienten mit Bronchialerkrankungen und Seren von gesunden Probanden auf ihr
Autoantikodrperprofil analysiert. Mit den Proteinmacroarrays wurde auBlerdem {iiberpriift, ob
eine Tumor-assoziierte Autoimmunreaktion auch iiber einen ldngeren Zeitraum, insbesondere
nach Tumorresektion, stabil bleibt. Dazu wurde sieben Lungentumorpatienten zu zwei
unterschiedlichen Zeitpunkten Blut entnommen und das Serum analysiert. Die erste
Blutentnahme erfolgte pridoperativ, die zweite Blutentnahme 8-10 Jahre nach der

Tumorresektion.

Sowohl zur Untersuchung von Seren mittels serologischen Spotassays, als auch zur
Untersuchung von Seren mittels Proteinmacroarrays werden cDNA-Banken verwendet. Bei
der Arbeit mit cDNA-Banken ist prinzipiell zu beachten, dass bei der Herstellung dieser
Banken oft nicht alle cDNA-Inserts im richtigen Leserahmen (im Folgenden als ,,in frame*
bezeichnet) in den entsprechenden Vektor kloniert werden, so dass es zu einer Verschiebung
des Leserahmens kommt. Klone, die nicht im richtigen Leserahmen(im Folgenden als ,,out of

frame* bezeichnet) sind, konnen aber dennoch eine Immunreaktion ausldsen. Eine mogliche
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Erklarung hierfiir ist, dass es sich hierbei um sogenannte Mimotope handelt. Als Mimotope
werden Peptide bezeichnet, die die Struktur eines Epitops nachahmen. Aufgrund dieser
Eigenschaft konnen Mimotope Immunantworten hervorrufen, die urspriinglich gegen das

Epitop gerichtet waren, die das Mimotop imitiert [57].

3.1.1 Serologischer Spotassay

Fiir die serologischen Spotassays wurde ein Set aus 82 cDNA-Klonen zusammengestellt.
Dieses Set setzt sich zusammen aus 27 Klonen, die bei vorangegangenen SEREX-
Untersuchungen mit drei verschiedenen Lungentumor-cDNA-Bibliotheken als immunogen
identifiziert wurden und 55 cDNA-Klonen, die in SEREX-Untersuchungen von
verschiedenen Hirntumor-Banken, bzw. einer fotalen Hirn-cDNA-Bank als immunogen
identifiziert wurden (siche 2.1.1) [56, 62-65]. Einzelne Antigene konnen in verschiedenen
Tumorarten immunogen sein. Dennoch kénnen diese Antigene zur Trennung von Tumorseren
von Kontrollseren beitragen, wenn man komplexe, spezifische Seroreaktivititsprofile
betrachtet.

Mit den o.g. 82 in vorangegeangenen SEREX-Untersuchungen identifizierten immunogenen
cDNA-Klonen unterschiedlicher Herkunft wurden 39 Seren von Patienten mit
Plattenepithelkarzinom  der Lunge, 29 Patienten mit hiufig auftretenden
Bronchialerkrankungen (COPD, Emphysem und Pneumonie) und 40 gesunden Probanden in
einem Spotassay-Screening auf spezifische Seroreaktivititsprofile untersucht. Alle

untersuchten Seren sowie die dazugehdrigen Patientendaten sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Im Spotassay untersuchte Seren mit dazugehdrigen Patientendaten

Plattenepithelkarzinom IA/IB 18 67,2 17/1
IIA/IIB 12 65,9 12/0

I A/IIB 6 63,5 6/0

v 1 62 0/1

Rezidive 2 70 2/0

nicht-tumordse

Bronchialerkrankungen COPD/Emphysem 22 59,7 6/16

Pneumonie 7 51 4/3
Normal 40 35 23 /17
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Im Speziellen sollten mit Hilfe des Spotassay-Immunoscreening u.a folgende Fragen
beantwortet werden: Gibt es Unterschiede in der Frequenz der Autoantikdrperantwort
zwischen den unterschiedlichen Serumgruppen, d.h. den Plattenepithelkarzinomseren, den
Seren der Patienten mit anderen Bronchialerkrankungen oder den Normalseren? Kann man
mit Hilfe spezifischer Seroreaktivititsprofile Seren von Patienten mit malignen
Lungentumoren von Seren von Patienten mit benignen Bronchialerkrankungen bzw. von
gesunden Probanden unterscheiden? Mit welchen Spezifitdten und Sensitivititen konnen diese
Trennungen erzielt werden? Welche cDNA-Klone eignen sich am besten fiir solche
Trennungen? Welche cDNA-Klone reagieren nur mit Lungentumor-Seren und kdnnten somit

fiir potentielle Therapieansitze herangezogen werden?

3.1.1.1 Frequenz der AutoantikGrperantwort in den untersuchten Seren

Die Spotassay-Membranen wurden visuell ausgewertet und so ermittelt, welche Antigene mit
Antikorpern in welchem Serum reagierten. Basierend auf diesen Daten wurden auf
unterschiedliche Arten Frequenzberechnungen durchfiihren. Zuerst wurde berechnet, gegen
wie viele Antigene die Antikorper jedes einzelnen Serums eine Immunreaktion auslosten.
Daraus wurde dann berechnet, wieviele Antigen-Antikorperreaktionen es durchschnittlich pro
Serumgruppe (also Seren von Patienten mit Plattenepithelkarzinom, Seren von Patienten mit
anderen Bronchialerkrankungen oder Seren gesunder Probanden) gab. Danach wurde
berechnet, mit wievielen Seren einer Serumgruppe jedes einzelne Antigen eine
Immunreaktion ausldste, d.h. die durchschnittliche Reaktivitét jedes einzelnen Antigens pro
Serumgruppe wurde ermittelt. Aulerdem wurden fiir jedes Antigen die durchschnittlichen

Reaktivitdten in den drei betrachteten Serumgruppen untereinander verglichen.

Berechnung der durchschnittlichen Antigen-AntikOrperreaktionen pro Serumgruppe

Fiir jede Serumgruppe wurde die durchschnittliche Frequenz der Autoantikorperantworten
zum einen fiir das komplette Set mit 82 cDNA-Klonen und zum anderen mit den 27 cDNA-
Klonen, die mit den Lungentumor-Banken identifiziert wurden, niher betrachtet.

Bei der Betrachtung des kompletten Antigensets aus 82 cDNA-Klonen wurden mit den
Antikorpern in den Seren von Patienten mit Plattenepithelkarzinom durchschnittlich 6,4
Antigene detektiert. Mit den Seren der Patienten mit anderen Bronchialerkrankungen wurden

im Durchschnitt 4,4 Antigene und mit den Normalseren 7,8 Antigene detektiert. Der
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Unterschied zwischen den Frequenzen der Seren der Plattenepithelkarzinompatienten und der
Seren der gesunden Probanden war mit einem p-Wert von 0,0157 (two-tailed unpaired
Wilcoxon Mann-Whitney test) statistisch signifikant. Ebenso war die Differenz zwischen den
Seren der Plattenepithelkarzinompatienten und Seren der Patienten mit anderen
Bronchialerkrankungen, als auch die Differenz zwischen den Seren der Patienten mit anderen
Bronchialerkrankungen und den Normalseren statistisch signifikant (p-Werte: 0,0047 und
0,00001).

Von den 27 cDNA-Klonen, die in vorangegangenen SEREX-Untersuchungen mit
Plattenepithelkarzinom-Banken identifiziert wurden, wurden mit den hier untersuchten Seren
der Plattenepithelkarzinompatienten durchschnittlich 3,4 Antigene, mit den Seren der
Patienten mit anderen Brochialerkrankungen 1,7 Antigene und mit den Normalseren nur 0,6
Antigene detektiert. Hier war ebenfalls die Differenz zwischen den Seren der
Plattenepithelkarzinompatienten und der Seren der gesunden Probanden, sowie den Seren der
Plattenepithelkarzinompatienten —und den Seren der Patienten mit anderen
Brochialerkrankungen statistisch signifikant (p-Werte 10° und 0,0015).

Betrachtet man die Berechnungen fiir das gesamte Set der 82 cDNA-Klone sieht man, dass
die Seren der Patienten mit Plattenepithelkarzinom im Vergleich zu den Normalseren eine
etwas geringere Frequenz in der Autoantikorper-Antwort aufweisen. Betrachtet man dagegen
das Set der 27 Plattenepithelkarzinom-Klone, weisen die Seren der Plattenepithelkarzinome
eine deutlich hohere Frequenz auf als die Kontrollseren.

Die Ergebnisse der Frequenz-Berechnung sind in Tabelle 4 aufgelistet. Die Frequenzen jedes

Einzelserums sind im Anhang in Tabelle A1 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Absolutwerte der durchschnittlichen Frequenz der Autoantikdrperantworten.

(in Klammern ist die tatséchliche Anzahl der Klone angegeben, die jede Serumgruppe detektierte)

Normalseren 7,8 (3-14) 0,6 (0-3) 7,2 (1-13)
Plattenepithelkarzinomseren 6,4 (2-13) 3.4 (0-9) 3 (0-9)
Bronchialerkrankungen-Seren 4,4 (1-12) 1,7 (0-7) 2,7 (0-10)

*Klone identifiziert im SEREX-Screening der drei cDNA-Banken aus PEC-Gewebe

** Klone identifiziert im SEREX-Screening der cDNA-Banken aus fotalem Hirn- und Hirntumor-Gewebe
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Berechnung der durchschnittlichen Reaktivitét aller 82 Einzelantigene fiir jede Serumgruppe

Neben den oben genannten durchschnittlichen Frequenzen der Antigen-Antikdrperantworten
fiir jedes Einzelserum bzw. jede Serumgruppe wurde auch die durchschnittliche Reaktivitit
aller 82 Einzelantigene fiir jede Serumgruppe berechnet. Insgesamt 28 Antigene ldsten
durchschnittlich mit mehr als 10% aller Plattenepithelkarzinomseren eine Immunreaktion aus.
Von diesen 28 Antigenen reagierten 15 Antigene mit 10-20%, fiinf Antigene mit 20-30% und
ein Antigen mit mehr als 40% aller untersuchten Plattenepithelkarzinomseren. Bei letzterem
handelte es sich um ein Antigen mit Sequenzhomologie zu BRAP, welches aber auch mit
Antikorpern in 42,5% der Normalseren und 17,2% der Seren von Patienten mit anderen
Bronchialerkrankungen reagierte. Bei insgesamt 15 Antigenen wurde keine Antigen-
Antikorperreaktion mit den Plattenepithelkarzinomseren festgestellt. Die restlichen 39
Antigene 16sten Immunreaktionen mit weniger als 10% der Plattenepithelkarzinomseren aus.
Bei der Gruppe der Seren von Patienten mit anderen Bronchialerkrankungen reagierten 33
Antigene mit keinem der untersuchten Seren, 34 Antigene zeigten Reaktionen in 1-10%, elf
Antigene in 10-20%, zwei Antigene reagierten in 20,7% und je ein Antigen mit 34,5% bzw.
48,3% der Seren von Patienten mit anderen Bronchialerkrankungen. Das Antigen KIAAO055S5,
das mit 34,5% der Seren von Patienten mit anderen Bronchialerkrankungen reagierte, 16ste
auch eine Immunreaktion mit 5,1% der Plattenepithelkarzinomseren und 10% der
Normalseren aus. Bei dem Antigen EIF2AK4, das mit 48,3% der Seren von Patienten mit
anderen Bronchialerkrankungen reagierte, wurde ebenfalls eine Immunreaktion mit
Antikorpern in 25,6% der Plattenepithelkarzinomseren und 27,5% der Normalseren detektiert.
Bei den Normalseren zeigten 28 Antigene keine Immunreaktion, 26 Antigene wurden mit
Antikorpern in 1-10% aller Normalseren detektiert, 15 Antigene zeigten Seroreaktivitdt bei
10-20% der Normalseren, jeweils fiinf Antigene reagierten mit 20-30% bzw. 30-40% der
Normalseren, zwei Antigene 16sten mit 42,5% der Normalseren eine Immunreaktion aus. In
77,5% der Normalseren waren Antikorper gegen ein Antigen mit Sequenzhomologie zu
U2AF1L1 enthalten. Gegen dieses Antigen enthielten aber nur 2,6% der
Plattenepithelkarzinomseren und 3,4% der Seren von Patienten mit anderen
Bronchialerkrankungen Antikorper.

Im Folgenden werden die 14 Antigene ndher betrachtet, die mit Antikérpern in mehr als 15%
aller Plattenepithelkarzinomseren eine Immunreaktion auslésten. In Abbildung 14 ist die
durchschnittliche Reaktivitit in den unterschiedlichen Serumgruppen fiir elf dieser 14

Antigene gezeigt. Die Antigene mit Sequenzhomologie zu TACC2, C140RF145 und
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ARFGAP3 reagierten mit Antikdrpern in Plattenepithelkarzinomseren und in Seren von
Patienten mit anderen Bronchialerkrankungen. Antigene mit Sequenzhomologie zu
C140RF11, DNAJA1, NIT2, MGEAS5s und RBPSUH(1) reagierten mit
Plattenepithelkarzinom- und Normalseren. Die Antigene mit Sequenzhomologie zu ROCK1,
PRKCBI1 und KIAAO0376 zeigten nur in Plattenepithelkarzinomseren eine Immunreaktion.
Somit tragen diese drei Antigene am besten zur Trennung der Plattenepithelkarzinomseren
von den Kontrollseren bei. Die verbleibenden Antigene mit Homologie zu BRAP, EIF2AK4
und KIAA1217 (nicht in Abbildung 13 gezeigt) reagierten zwar mit mehr als 15% der
Plattenepithelkarzinomseren, aber auch mit Normalseren und Seren von Patienten mit anderen
Bronchialerkrankungen und sind somit fiir die Trennung der Plattenepithelkarzinomseren von

den Kontrollseren weniger von Bedeutung.
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Abbildung 13: Durchschnittliche Reaktivitat der cDNA-Klone mit den einzelnen Serumgruppen, gezeigt fur elf

0.z

2 &
g E

C140RF11
MCEASs
RBPSUH (I}

TACC2
DA

durchschnittliche R ealctivitit
] 01
Cl4ORFI4E —

ausgewahlte Klone

Vergleich der durchschnittlichen Reaktivititen der 82 Einzelantigene in den drei betrachteten

Serumgruppen

Hierzu wurden die Ergebnisse der Berechnung der durchschnittlichen Reaktivitéit aller 82
Einzelantigene fiir jede Serumgruppe herangezogen und miteinander verglichen. Insgesamt 36
Antigene reagierten mit mehr als doppelt so hohen Frequenzen, also doppelt so hiufig, mit
Plattenepithelkarzinomseren als mit den Seren der Patienten mit anderen

Bronchialerkrankungen. Im Vergleich zu den Normalseren reagierten ebenfalls 36 Antigene
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mehr als doppelt so hdufig mit den Plattenepithelkarzinomseren. Es gab insgesamt einen
Uberlapp von 23 Antigenen, die beim Vergleich der Seroreaktivititsfrequenzen der
Plattenepithelkarzinomseren mit den Seren der Patienten mit anderen Bronchialerkrankungen
bzw. beim Vergleich der Seroreaktivititsfrequenzen der Plattenepithelkarzinomseren mit den
Normalseren doppelt so hdufig mit den Plattenepithelkarzinomseren reagierten. Von diesen 23
Antigenen wurden 16 Antigene in den vorangegangenen SEREX-Untersuchungen mit den
drei cDNA-Banken aus Plattenepithelkarzinomgewebe identifiziert (siche fettgedruckte
Antigene in Tabelle 5) und sieben Antigene stammen aus den vorangegangenen SEREX-

Untersuchungen mit den cDNA-Banken aus Hirn-Gewebe.

Tabelle 5: Antigene mit mindestens doppelt so hoher Seroreaktivitatsfrequenz in Plattenepithelkarzinomseren im
Vergleich zu Normalseren bzw. Seren von Patienten mi anderent Bronchialerkrankungen

(Antigene, die in den vorangegangenen SEREX-Untersuchungen mit den drei cDNA-Banken aus

Plattenepithelkarzinomgewebe identifiziert wurden, sind fettgedruckt)

C140rfl1 25,6 2,5 0
TACC2 20,5 0 6,9
ROCK1 17,9 0 0
DNAJAL 20,5 2,5 0

KIAA1217 20,5 2,5 6,9

PRKCB1 15,4 0 0

ARFGAP3 15,4 0 34
MRPS15 12,8 0 0

D21S2056E 12,8 0 34
EIF4G1 10,3 0 0

NOLS 10,3 0 34
LAMCI 10,3 0 34
COLIA1 10,3 0 34

LOC400986 7,7 0 34

TP53BP2 7,7 0 34
GCC2 12,8 5 0
NSEPI1 2,6 0 0

KIAA0376 15,4 0 0

NIT2 17,9 5 0
MGEASs 17,9 5 0

USP37 7,7 0 0

PAFAHIBI 7,7 0 0

SOX2 5.1 0 0

Im Anhang in Tabelle A2 sind neben detaillierten Informationen, wie Sequenzbereich des
Inserts, Leserahmen, 5 untranslatierte Sequenzen, die durchschnittlichen Reaktivitdten aller

Einzelantigene fiir jede Serumgruppe aufgelistet.
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3.1.1.2 Klassifikation der verschiedenen Serumgruppen anhand der Seroreaktivititsprofile

Zur Auswertung der Spotassays wurde das statistische Lernverfahren Naive Bayes
angewendet. Wie in Material und Methoden (siche 2.1.1.9) beschrieben, wurde eine auf der
»Mutual Information (MI)*“ basierende ,,Feature Subset Selection (FSS)*“ durchgefiihrt, um
solche Klone zu eliminieren, die die Genauigkeit der Klassifikationsberechnungen negativ
beeinflussen wiirden. Die MI ist ein MaB fiir die gegenseitige Abhingigkeit zweier Variablen
X und Y. In unserem Fall kann die eine Variable den Status 'normal' (X = 0) oder 'krank' (X =
1), die zweite Variable den Status 's nicht detektiert' (Y = 0) oder 's detektiert' (Y = 1)
annehmen. Je hoher die MI eines Antigens fiir ein Klassifikationsszenario, desto besser eignet
sich dieses Antigen fiir diese Klassifikation. Es wurden nur Klone mit der hochsten MI, d.h.
Klone, die die beste Spezifitit (Anteil der korrekt klassifizierten Gesunden,
Richtignegativrate) und Sensitivitdit (Anteil der korrekt klassifizierten Kranken,
Richtigpositivrate) ergaben, in die Berechnungen einbezogen. Mit einem Subset von 20
cDNA-Klonen konnten die Seren von Plattenepithelkarzinompatienten und Seren von
gesunden Probanden mit einer Spezifitit von 93,1%, einer Sensitivitit von 92,9% und einer
Genauigkeit von 93% (95% Konfidenzintervall (CI): 92,7%-93,3%) getrennt werden. Das
bedeutet, 93,1% aller untersuchten Normalseren wurden auch richtigerweise als solche
identifiziert. AuBBerdem wurden 92,9% aller Seren von Patienten mit Plattenepithelkarzinom
korrekt klassifiziert. Die Genauigkeit gibt den Anteil aller korrekt klassifizierten Seren an.
Zusitzlich wurde der Wert fiir die ,,Area under the Receiver Operator Characteristics Curve
(AUC)” berechnet. Die ,,Receiver Operator Characteristics Curve (ROC)“ ist die graphische
Darstellung des Zusammenhanges der Falschnegativrate (1-Spezifitdit) und der
Richtigpositivrate (Sensitivitit). Eine AUC von 1 représentiert einen perfekten Test, wogegen
ein Test mit einer AUC von 0,5 keine Aussage hat. Im Fall der Klassifikation der Seren von
Patienten mit Plattenepithelkarzinom versus Normalseren betrug die AUC 0,978. Die
Ergebnisse dieser Klassifikation sind in Abbildung 14 graphisch dargestellt. In Abbildung
12A ist auf der y-Achse der Logarithmus des Quotienten Q(A)= P(L | A)/P(N | A) der
bedingten Wahrscheinlichkeiten fiir die betrachteten Seren (x-Achse) aufgetragen. Die
Variable P(L | A) gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der es sich bei dem getesteten Serum
um ein Plattenepithelkarzinomserum handelt und P(N | A) die Wahrscheinlichkeit, mit der es
sich bei dem getesteten Serum um ein Normalserum handelt. Ist die Wahrscheinlichkeit, dass

es sich um ein Normalserum handelt groBer als die Wahrscheinlichkeit, dass es sich um ein
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Tumorserum handelt, ist der Quotient kleiner als 1, und damit ist der Logarithmus kleiner 0.
Umgekehrt ist der Logarithmus gréer 0, wenn die Wahrscheinlichkeit, dass es sich um ein

Tumorserum handelt, groBer ist, als die Wahrscheinlichkeit, dass es sich um ein Normalserum

handelt (Quotient >1).
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Abbildung 14: Klassifikation Plattenepithelkarzinomseren versus Normalseren
A: Jeder Kreis reprasentiert ein Serum, die vertikalen Linien geben die 95% CI von 100
Klassifikationswiederholungen an. Fiir jedes Serum wurde der Logarithmus des Quotienten Q der bedingten
Wabhrscheinlichkeiten ~ berechnet.  Die  Normalseren  (links)  zeigen im  Vergleich zu den
Plattenepithelkarzinomseren (rechts) deutlich niedrigere Quotienten. Die kleinen Konfidenzintervalle bestatigen
die Stabilitat der Klassifikation..
B: ROC- Kurve der Vorhersageergebnisse aus Abbildung A. Die AUC betrégt hier 0,978.

Mit einem Subset von 69 Klonen wurde fiir die Trennung der Seren der
Plattenepithelkarzinompatienten =~ und der Seren der Patienten mit anderen
Bronchialerkrankungen eine Spezifitit von 93,5%, eine Sensitivitit von 75,2%, eine
Genauigkeit von 83% (95% CI: 82,7%-83,3%) und eine AUC von 0,892 erreicht. Eine
Trennung der Seren der Plattenepithelkarzinompatienten und Seren aller Kontrollen, also
Patienten mit anderen Bronchialerkrankungen und gesunde Probanden, wurde mit 62 Klonen
erreicht. Hier betrug die Spezifitit 93,9%, die Sensitivitit 83,4%, die Genauigkeit 90,1%
(95% CI: 89.8%-90.4%) und die AUC 0,945. Die Abbildung 15 zeigt die Ergebnisse der
Klassifikation Plattenepithelkarzinomseren versus alle Kontrollseren, also Normalseren und

Seren von Patienten mit anderen Bronchialerkrankungen.
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Abbildung 15: Klassifikation Plattenepithelkarzinomseren versus alle Kontrollseren
A: Jedes Plattenepithelkarzinomserum ist als 1 gekennzeichnet, jedes der Kontrollseren als 0. Fir jedes Serum
wurde der Logarithmus des Quotienten Q der bedingten Wahrscheinlichkeiten  berechnet
(Spalte 1 = Normalserum, Spalte 2 = Plattenepithelkarzinomserum, Spalte 3 = Serum andere
Bronchialerkrankungen).
B: ROC- Kurve der Vorhersageergebnisse aus Abbildung A. Die AUC betrégt hier 0,945.

Da etwa zwei Drittel aller Lungentumore erst in spiten Stadien (klinische Stadien II-IV)
erkannt werden, konnte eine frithere Diagnose neue Moglichkeiten fiir wirksame Eingriffe
erdffnen. Wichtigste Grundvoraussetzung hierfiir ist, dass sich Seren von Patienten mit
niedrig-gradigen Plattenepithelkarzinomen (klinisches Stadium I) von Normalseren trennen
lassen. Diese Trennung konnte mit einer Spezifitit von 99,2%, einer Sensitivitdt von 79,0%,
einer Genauigkeit von 92,9% (CI: 92,6-93,2) und einer AUC von 0,998 erreicht werden.
Hierfir wurde ein Subset von 80 Klonen benétigt. Die Ergebnisse aller

Klassifikationsszenarien sind in Tabelle 6 zusammengefasst.
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Tabelle 6: Ergebnisse aller berechneten Klassifikationsszenarien

(in Klammern sind die 95% CI angegeben)

93,0 93,1 92,9 0,978

GBI, WORTEL RN A (927-933)  (92,7-93,5)  (92,5-933)  (0,977-0,978)
PEC-Seren vs. 69 83,0 93,5 75,2 0,892
Bronchialerkrankungen-Seren (82,7-83.3) (92,9-94) (74,8-75,5) (0,890-0,894)
PEC-Seren vs. alle 62 90,1 93,9 83,4 0,945
Kontrollseren (89,8-90,4)  (93,6-94,2) (82,9-83,9) (0,944-0,946)
niedrig-gradige PEC-Seren vs. 80 92,9 99,2 79,0 0,998
Normalseren (92,6-93,2)  (99,0-99,4) (78,2-79,8) (0,998-0,998)

Wie bereits in Material und Methoden (sieche 2.1.1.9) erldutert, sind verschiedene Antigene
fiir verschiedene Klassifikationsszenarien aufgrund ihrer unterschiedlichen MI-Werte
unterschiedlich gut geeignet. Dies wird auch an den unterschiedlich groBen Antigensets
deutlich, die fiir die verschiedenen Klassifikationen benétigt werden. Im Anhang in Tabelle
A2 sind die MI-Werte fiir alle untersuchten Antigene und verschiedene Klassifikationen

aufgelistet.

3.1.2 Immunoscreening von ,,high-density* Proteinmacroarrays

Mit den serologischen Spotassays konnte schon bewiesen werden, dass es moglich ist, anhand
eines Seroreaktivititsprofiles Plattenepithelkarzinompatienten von Gesunden und Patienten
mit anderen nicht-tumordsen Bronchialerkrankungen mit hoher Genauigkeit zu unterscheiden.
Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Differenzierung des Reaktivititsprofils der Seren von
Patienten mit niedrig-gradigen Plattenepithelkarzinomen von dem Profil der Seren gesunder
Probanden mit hoher Genauigkeit moglich ist. Die Spotassay-Methode birgt aber einige
Nachteile. Zum einen erfolgte die Auswertung visuell, woraus nur eine bindre Ja-/Nein-
Antwort resultiert. Desweiteren ist die Anfertigung der Spotassays sehr aufwendig und erlaubt
daher nur die Untersuchung einer begrenzten Anzahl von Antigenen und Seren. Um aber das
bestmogliche Set Tumor-spezifischer Autoantigene identifizieren zu konnen, ist es
unerldBlich, ein groBtmogliches Repertoire an potentiellen Autoantigenen auf ihre Reaktivitit
zu testen. Um die Menge an potentiellen Tumor-assoziierten Antigenen zu erhdhen, wurde

deshalb zusdtzlich zu den serologischen Spotassays ein Screening von ,high-density*
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Proteinmacroarrays durchgefiihrt. Die ,high-density* Proteinmacroarrays erlauben, im
Gegensatz zu den serologischen Spotassays, ein Hochdurchsatz-Screening eines grof3en
Antigen-Repertoires mit einer grolen Anzahl an Seren. In einem ersten sogenannten
Primérscreening wurden Macroarrays mit 38016 unterschiedlichen Klonen aus der fotalen
Hirn-cDNA-Bibliothek hex1 [112] mit 38 Serumpools von insgesamt 190 Patienten mit
verschiedenen Tumor- und Nicht-Tumorerkrankungen und von gesunden Probanden
hybridisiert (sieche 2.1.2.1). Hierbei wurden insgesamt 1827 verschiedene Antigene
identifiziert. Mit diesen Antigenen, in Duplikaten gespottet, wurden die sogenannten
,customized™ Proteinmacroarrays erstellt, mit denen das Sekundérscreening durchgefiihrt
wurde. Bei der hex1-Bank handelt es sich, wie bei den SEREX-Banken, ebenfalls um eine
cDNA-Bibliothek. Von den 1827 auf den ,,customized* Arrays enthaltenen Klonen ist daher,
wie bei cDNA-Bibliotheken zu erwarten, nur ein geringer Anteil der DNA-Inserts (28%, 509
Klone) im korrekten Leserahmen, also ,,in frame* einkloniert, die verbleibenden 72% (1318
Klone) sind dagegen ,,out of frame* einkloniert und stellen somit Mimotope dar (siehe auch
3.1). Das Screening ist in der Durchfiihrung dhnlich aufgebaut wie die Durchfiihrung der
serologischen Spotassays. Die Detektion der immunogenen Antigene erfolgte hier aber mit
einem Fluoreszenz-markierten Sekundirantikorper, der gegen die schwere und leichte Kette
der humanen Immunglobuline G, A und M gerichtet ist. Die Fluoreszenzsignale wurden
durch Einscannen der Membranen auf einem Flidchenscanner sichtbar gemacht. Wie bereits
erwdhnt, lieferte die visuelle Auswertung der Spotassays nur bindre Informationen in Form
einer Ja-/Nein-Antwort. Das fiir die Auswertung der Proteinmacroarrays in Kooperation mit
dem Zentrum fiir Bioinformatik entwickelte Bildauswertesystem hat den Vorteil, dass jedem
Proteinspot nach der Hybridisierung mit einem Serum ein Signalintensititswert zugeordnet
werden kann. Fiir alle der in Duplikaten gespotteten Antigene wurden damit die
Intensitidtswerte bestimmt und die Mittelwerte der Duplikate berechnet. Die gemittelten

Intensitatswerte wurden normalisiert und statistisch ausgewertet.

Mit Hilfe der Proteinmacroarray-Untersuchungen sollte herausgefunden werden, ob sich die
Seroreaktivitdtsprofile der verschiedenen Lungentumorarten von denen der hiufig
auftretenden Bronchialerkrankungen COPD, Emphysem und Pneumonie bzw. von denen
gesunder Probanden unterscheiden. Auflerdem wurde untersucht, ob es Unterschiede im
Seroreaktivititsprofil je nach Tumor-Differenzierungsgrad gibt und ob sich die Profile von
NSCLC und SCLC unterscheiden. Insgesamt wurden 29 Seren von Patienten mit NSCLC

(Plattenepithelkarzinom, Adenokarzinom, groBzelligem Lungenkarzinom), 18 Seren von
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Patienten mit SCLC, 23 Seren von Patienten mit anderen nicht-tumordsen
Bronchialerkrankungen (COPD bzw. Emphysem und Pneumonie) und 60 Seren gesunder
Probanden untersucht. Alle untersuchten Seren, sowie die dazugehorigen Patientendaten, sind
in Tabelle 7 aufgefiihrt. Klone, die auf mindestens 10 der hybridisierten Membranen nicht
auswertbar waren, wurden nicht weiter beriicksichtigt. Daraus ergibt sich, dass 406 Antigene
aus der Auswertung ausgeschlossen wurden. Von den verbleibenden 1421 Klonen waren 391

Klone ,,in frame* und 1030 Klone ,,out of frame*.

Tabelle 7: Mittels Proteinmacroarray untersuchte Seren mit dazugehdrigen Patientendaten

(die Anzahl ist immer in Absolutzahlen und in % (in Klammern) angegeben)

Anzahl (%) 29 (22,3) 18 (13,8) 23 (17,7) 60 (46,2)
Adenokarzinom (%) 11 (37,9)
grofzelliges Karzinom
(%) 9(31,0)
Plattenepithelkarzinom
(%) 9(31,0)

Durchschnittsalter 64 60,44 60,3 38,7
Manner (%) 16 (55,2) 9 (50) 9 (39.,1) 41 (68,3)
Frauen (%) 13 (44,8) 9 (50) 14 (60,9) 19 (31,7)

klinische Stadien (%)
I 21 (72,4) 1 (5,6)
II 2 (6,9) 0 (0)
11 5(172) 13 (72,2)
v 0 (0) 2 (11,1)
unbekannt 1(3,4) 2 (11,1)

3.1.2.1 Klassifikation der verschiedenen Serumgruppen anhand der Seroreaktivititsprofile

Es wurden verschiedene Klassifikationen durchgefiihrt. Dazu wurde die sogenannte
resampling-Methode verwendet, die als Kreuzvalidierung bekannt ist. Die verwendete 10-fach
Kreuzvalidierung teilt den Datensatz in 90% Trainings- und 10% Testdaten auf, wobei jedes
Sample genau einmal in einem Testdatensatz gewesen sein muss. Um die statistische
Schwankung bei verschiedenen Aufteilungen zu beriicksichtigen, wurden fiir jede der
Klassifikationen insgesamt 100  Kreuzvalidierungslaufe  berechnet. Zu jedem
Kreuzvalidierungslauf wurde die Sensitivitit, die Spezifitdt und die Genauigkeit ermittelt und

daraus das arithmetische Mittel (Mean Value) bestimmt (sieche 2.1.2.2). Die Klassifikation
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Lungentumorseren versus Normalseren ergab eine Sensitivitdt von 99,91%, eine Spezifitit
von 96,50% und eine Genauigkeit von 98%. Die Standardabweichung der Genauigkeit war
hier mit 0,66% sehr gering, was fiir eine grof3e Stabilitit der Klassifikationsergebnisse spricht.
Um Fehler in der Klassifikation auszuschlieBen wurde, wie auch fiir alle anderen
Klassifikationsszenarien,  eine  weitere =~ Kontrolle  der  Daten  durchgefiihrt
(Kontrollpermutation). Hierzu wurden alle 47 untersuchten Lungentumorseren und 60
untersuchten Normalseren zuféllig auf zwei Gruppen derselben GroBle wie die
Ausgangsgruppen aufgeteilt. Es wurden also zwei Gruppen bestehend aus 47 und 60 Seren
durch zufillige Aufteilung aller hier untersuchten Lungentumor- und Normalseren gebildet.
Insgesamt wurden 100 Permutationen dieser Art durchgefiihrt und fiir jede Permutation die
Genauigkeit berechnet. Die Genauigkeit betrug hier im Mittel 51,24%, was man bei
Permutationstests dieser Art statistisch erwarten wiirde.

Neben der oben erwihnten Klassifikation wurden noch folgende weitere Klassifikationen
durchgefiihrt: Lungentumoren klinisches Stadium I versus Normal, Lungentumoren klinisches
Stadium 1II, III, IV versus Normal, Lungentumoren klinisches Stadium I versus
Lungentumoren klinisches Stadium II, III, IV, NSCLC versus SCLC, NSCLC versus Normal,
SCLC versus Normal, Lungentumoren versus alle nicht-tumordsen Bronchialerkrankungen,
Lungentumoren versus COPD, alle nicht-tumordsen Bronchialerkrankungen versus Normal
und COPD versus Normal.

Wie bereits erwidhnt werden bei mehr als zwei Drittel der Patienten Lungentumoren erst spét
erkannt, d.h. der Tumor befindet sich zum Zeitpunkt der Diagnose bereits in einem
fortgeschrittenen klinischen Stadium. Eine frithere Diagnose konnte Moglichkeiten fiir
wirksame FEingriffe eroffnen. Vor diesem Hintergrund wurde die Klassifikation der
Lungentumoren im klinischen Stadium I A und I B versus Normal durchgefiihrt. Hier wurden
eine Sensitivitdt von 80,41%, eine Spezifitit von 98,18% und eine Genauigkeit von 93,41%
erreicht. Tumoren im klinischen Stadium I konnten allerdings nicht von Tumoren im
klinischen Stadium II, III und IV getrennt werden. Wohingegen die Trennung Lungentumor
Stadium II, III, IV versus Normal wiederum gute Ergebnisse lieferte. Eine Trennung der
NSCLC von den SCLC konnte von Vorteil sein, da sich die Therapien dieser beiden Gruppen
grundlegend unterscheiden. Die Klassifikation mit den 28 getesteten Seren der Patienten mit
NSCLC und den 18 Seren von Patienten mit SCLC erreichte eine Genauigkeit von 67,00%
bei einer Sensitivitdt von 72,93% und einer Spezifitdt von 57,45%. Dagegen konnten Seren
von Patienten mit NSCLC von Normalseren mit einer Sensitivitit von 90,83%, einer

Spezifitit von 97,63% und einer Genauigkeit von 95,42% getrennt werden. Die Trennung der
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Seren von Patienten mit SCLC von Normalseren gelang mit einer Sensitivitdt von 88,00%,
einer Spezifitdit von 99,93% wund einer Genauigkeit von 97,18%. Da viele
Lungentumorpatienten auch an weiteren Komorbidititen, insbesondere anderen
Bronchialerkrankungen wie COPD, Emphysem und Pneumonie leiden, ist es wichtig zu
iiberpriifen, ob diese zusitzlichen Erkrankungen das Seroreaktivitédtsprofil der Tumorpatienten
beeinflussen. Hierzu wurden insgesamt 23 Seren von Patienten mit den hdufigsten nicht-
tumordsen Bronchialerkrankungen (COPD, Emphysem, Pneumonie) untersucht und folgende
Klassifikationsszenarien mit den verschiedenen untersuchten Serumgruppen berechnet:
Lungentumor versus alle nicht-tumordsen Bronchialerkrankungen, Lungentumore versus
COPD/Emphysem, alle nicht-tumordsen Bronchialerkrankungen versus Normal und
COPD/Emphysem versus Normal. Bei der Trennung Lungentumorseren versus Seren aller
Patienten mit nicht-tumordsen Bronchialerkrankungen wurde eine Genauigkeit von 72,01%
bei einer Sensitivitdt von 87,57% und einer relativ niedrigen Spezifitit von 40,22% erreicht.
Die Klassifikation Lungentumorseren versus Seren von Patienten mit COPD/Emphysem
erreichte eine Sensitivitdt von 92,08%, eine Spezifitit von 34,35% und eine Genauigkeit von
76,75%. Dieses Ergebnis zeigt, dass zwar nur 7,92% der Lungentumorseren nicht richtig
klassifiziert wurden, aber 65,65% der COPD-Patienten félschlicherweise als Tumorpatienten
eingestuft wurden. Der Vergleich der Seren von Patienten mit COPD/Emphysem und den
Normalseren zeigte dagegen ein sehr gutes Ergebnis. Hier wurden eine Sensitivitit von
89,59%, eine Spezifitit von 99,88% und eine Genauigkeit von 97,60% erreicht. Auch der
Vergleich Lungentumorseren versus alle Kontrollseren (Seren von Patienten mit nicht-
tumordsen Bronchialerkrankungen und Normalseren) zeigte relativ gute Ergebnisse. Hier
wurden eine Sensitivitdt von 75,45%, eine Spezifitdt 84,08% von und eine Genauigkeit von

80,96% erzielt. Alle Klassifikationsresultate sind in Tabelle 8 zusammengefasst.
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Tabelle 8: Zusammenfassung der Ergebnisse der verschiedenen Klassifikationen

(in Klammern sind die 95% CI angegeben)

Lungentumoren vs. Normal
Kontrollpermutation

98,00 (97,87-98,13)
51,24 (50,13-52,36)

99,91 (99,83-100)
43,17 (41,67-44,67)

96,50 (96,28-96,72)
57,57 (56,43-58,71)

Lungentumoren Stadium I vs. Normal
Kontrollpermutation

93,41 (93,12-93,71)
49,48 (47,74-51,21)

80,41 (79,70-81,11)
49,82 (47,65-51,99)

98,18 (97,91-98,46)
49,14 (47,17-51,10)

Lungentumoren Stadium I vs.
Lungentumoren Stadium ILIILIV
Kontrollpermutation

43,68 (42,70-44,66)
49,48 (47,74-51,21)

43,45 (42,38-44,52)
49,82 (47,65-51,9)

43,91 (42,70-45,55)
49,14 (47,17-51,11)

Lungentumoren Stadium ILIILIV vs.
Normal
Kontrollpermutation

96,89 (96,74-97,03)
62,38 (61,28-63,48)

90,46 (90,16-90,75)
19,00 (17,10-20,90)

99,25 (99,08-99,42)
78,28 (77,25-79,31)

NSCLC vs. SCLC
Kontrollpermutation

67,00 (66,03-67,97)
52,04 (50,49-53,59)

72,93 (71,76-74,10)
64,79 (63,33-66,60)

57,45 (56,22-58,67)
31,22 (28,98-33,47)

NSCLC vs. Normal
Kontrollpermutation

95,42 (95,13-95,71)
56,83 (55,77-57,90)

90,83 (90,24-91,42)
26,07 (24,52-27,62)

97,63 (97,32-97,95)
71,70 (70,55-72.85)

SCLC vs. Normal
Kontrollpermutation

97,18 (97,03-97,33)
68,96 (68,10-9,82)

88,00 (87,43-88,57)
16,89 (15,22-18,56)

99,93 (99,87-100)
84,58 (83,76-85,41)

Lungentumoren vs. alle
Bronchialerkrankungen
Kontrollpermutationen

72,01 (71,48-72,55)
56,14 (54,85-57,43)

87,57 (87,01-88,14)
70,77 (69,49-72,04)

40,22 (39,09-41,35)
26,26 (24,33-28,19)

Lungentumoren vs. COPD/Emphysem
Kontrollpermutationen

76,75 (76,15-77,34)
64,38 (63,26-65,50)

92,08 (91,53-92,64)
80,32 (79,20-81,44)

34,35 (32,77-35,94)
20,29 (18,29-22,30)

Lungentumoren vs. alle Kontrollen
(Normal und Bronchialerkrankungen)
Kontrollpermutation

80,96 (80,59-81,34)
53,90 (53,00-54,80)

75,45 (74,68-76,21)
32,47 31,14-33,79)

84,08 (83,74-84,43)
66,04 (65,04-67,03)

COPD/Emphysem vs. Normal
Kontrollpermutation

97,60 (97,34-97,87)
69,21 (68,28-70,14)

89,59 (88,41-90,77)
11,88 (10,19-13,57)

99,88 (99,79-99,98)
85,45 (84,49-86,41)

3.1.2.2 AUC-Auswertung informativer Antigene

Einzelne Antigene tragen unterschiedlich stark zu bestimmten Klassifikationsaufgaben bei.
Um den Wert jedes einzelnen Antigens an einer bestimmten Klassifikationsaufgabe ermitteln
zu konnen wurde aus den Spot-Intensititen fiir jedes Antigen und jede Serumgruppe die
“Area under the Receiver Operator Characteristics curve (AUC)” berechntet, die Werte
zwischen 0 und 1 annehmen kann. Da Antigene mit einer AUC von 0,5 fiir eine betrachtete
Klassifikation keine Aussagekraft besitzen, wurden im Folgenden nur Antigene als
,informativ*“ erachtet, die eine AUC tiber 0,7 bzw. unter 0,3 haben. Fiir ein fiktives
Klassifikationsszenario Gruppe X versus Gruppe Y bedeutet dies, dass Antigene mit einer
AUC Kkleiner 0,3 in Gruppe X stdrker immunogen waren als in Gruppe Y. Fiir Antigene mit
AUC-Werten groBer 0,7 gilt umgekehrt, dass diese starker immunogen in Gruppe Y waren als

in Gruppe X. Bei der Klassifikation Lungentumor versus Normal hatten insgesamt 17

Antigene eine AUC iiber 0,7, davon waren 4 Antigene ,,in frame®. Insgesamt 18 Antigene
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hatten AUC-Werte unter 0,3, darunter acht ,,in frame* Antigene. Das Antigen mit der besten
AUC (0,78) war ,,out of frame*“ (MPMGp800G17600). Die Lungentumoren werden nach
threm TNM-Status in verschiedene klinische Stadien eingeteilt (siche Einleitung). Um zu
sehen, ob es Unterschiede im Seroreaktivititsprofil in Abhéngigkeit vom Tumorstadium gibt,
wurde die Klassifikation Lungentumor Stadium I versus Lungentumor Stadium II, III, IV
durchgefiihrt. Bei diesem Klassifikationsszenario wurden insgesamt 39 (23 Antigene mit
AUC kleiner 0,3 und 16 Antigene mit AUC grofler 0,7) ,,informative* Antigene gefunden.
Davon waren insgesamt 14 Antigene ,,in frame* und 25 Antigene ,,out of frame*. Desweiteren
wurden die Lungentumoren im Stadium [ getrennt betrachtet und die Klassifikation
Lungentumoren Stadium I versus Normal berechnet. Hierbei waren 86 Antigene ,,informativ®,
davon 40 Antigene mit einer AUC unter 0,3 (17 ,,in frame*) und 46 Antigene mit einer AUC
tiber 0,7 (13 ,,in frame*). Das Antigen MPMGp800H20594 hatte die beste AUC (0,84).

Die Lungentumoren werden aufgrund ihrer histologischen Eigenschaften in NSCLC und
SCLC eingeteilt. Entsprechend wurde hierzu die Klassifikation Seren von Patienten mit
NSCLC versus Seren von Patienten mit SCLC durchgefiihrt. Das beste Antigen war hier
CFL1 (,,in frame*) mit einer AUC von 0,84. Insgesamt hatten 45 Antigene eine AUC grof3er
0,7 und 34 Antigene eine AUC unter 0,3, mit acht bzw. 13 Antigenen ,,in frame*. Die
Klassifikation Lungentumor versus COPD ergab 26 Antigene mit AUC-Werten iiber 0,7 und
17 Antigene mit AUC-Werten unter 0,3. Hier waren fiinf bzw. drei Antigene ,,in frame*. Das
Antigen MPMGp800B13601 mit der besten AUC (0,22) war allerdings ,,out of frame*. Fiir
die Klassifikation COPD versus Normal wurden 157 ,,informative* Antigene gefunden. Hier
hatten 56 Antigene AUC-Werte iiber 0,7 (14 Klone ,,in frame*) und 101 Antigene eine AUC
unter 0,3 (35 Antigene ,,in frame®). Das ,,in frame*- Antigen MCM3 war hier mit einer AUC
von 0,13 das beste Antigen. Insgesamt war bei allen betrachteten Klassifikationsszenarien
deutlich zu sehen, dass die Anzahl der ,,informativen* Antigene nur einen geringen Bruchteil
der Gesamtanzahl der untersuchten Antigene ausmachen. In Tabelle 9 sind die AUC-Werte
fiir alle 1421 auswertbaren Antigene und die oben genannten Klassifikationsszenarien
zusammengefasst. In Abbildung 16 sind, jeweils fiir das Antigen mit der besten AUC

verschiedener Klassifikationen, die Intensititswerte aller untersuchten Seren dargestellt.
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Tabelle 9: Zusammenfassung der Ergebnisse der AUC-Berechnung fiir verschiedene Klassifikationsszenarien

0-0,1
0,1-0,2
0,2-0,3
0,3-0,4
0,4-0,5
0,5-0,6
0,6-0,7
0,7-0,8
0,8-0,9
0,9-1,0

(die AUC-Werte und die Anzahl der informativen Antigene sind fettgedruckt)

18
199
487
518
182

17

23
221
468
514
179

16

o oo

117
141
41

38
202
456
455
222

39

16
65
118
110
68

(5]

0-0,1
0,1-0,2
0,2-0,3
0,3-0,4
0,4-0,5
0,5-0,6
0,6-0,7
0,7-0,8
0,8-0,9
0,9-1,0

33
213
432
437
260

41

12
60
126
113
71

17
156
458
502
262

26

w o o

S S W

13
88
276
417
378
193
52

28
81

99
103
59
14
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Abbildung 16: Antigene mit der besten AUC fir vier verschiedene Klassifikationsszenarien.

3.1.2.3 Frequenz der AutoantikGrperantwort in den untersuchten Seren

Fiir jedes der 1421 auswertbaren Antigene wurde ermittelt, mit welcher Frequenz, also mit
welcher Haiufigkeit, es mit Antikdrpern in den Seren der einzelnen Serumgruppen
(Lungentumore, andere  Bronchialerkrankungen und Normale) reagierte. Die
Proteinmacroarrays wurden mit einem automatischen Bildauswertesystem ausgewertet, wobei
jedem Antigen ein Intensititswert zugeteilt wurde. Um eine Ja-/Nein-Antwort, also positive

Antigenreaktion oder negative Antigenreaktion, definieren zu koénnen, muss ein
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Intensititsschwellenwert bestimmt werden, ab dem die Reaktion als positiv gewertet wird.
Insgesamt kann die Intensitit Werte zwischen 0 und 255 annehmen, was den moglichen
Standard-Grauwerten in einer Schwarz-Wei3-Abbildung entspricht. Als Schwellenwert wurde
eine Intensitit von 50 gewdhlt, da hier auch visuell eine Antigen-Antikorper-Reaktion
feststellbar war. Insgesamt wurden bei 160 Antigenen in allen untersuchten Seren der
Lungentumorpatienten Intensitidtswerte unter 50 gemessen, d.h. diese Antigene wurden als
seronegativ eingestuft. Bei den Seren der Patienten mit COPD hatten 414 Antigene eine
Intensitidt unter 50. Bei den Gesunden waren 180 Antigene aufgrund ihrer niedrigen
Intensititswerte seronegativ. In allen drei Gruppen zeigte sich, dass die Anzahl der
immunogenen Antigene mit steigender Frequenz abnimmt. Wurden beispielsweise von 0-10%
der Lungentumorseren 562 Antigene detektiert, reagierten nur 25 Antigene mit mehr als 60%
der Lungentumorseren und nur sieben Antigene mit {iber 80% der Lungentumorseren. Mit
mehr als 60% der Normalseren reagierten 43 Antigene. Fiinf dieser Antigene zeigten
Seroreaktivitdt bei mehr als 80% der Normalseren. Bei den COPD-Seren wurden 41 Antigene
gefunden, die mit mehr als 60% der Seren reagierten und davon 12 Antigene, die in tiber 80%
der COPD-Seren positiv waren. Betrachtet man nur die ,,in frame*“-Antigene, so reagierten bei
den Lungentumorseren zwei Antigene und bei den COPD-Seren vier Antigene mit mehr als
80%. Insgesamt 70-80% der Normalseren detektierten vier ,,in frame®“- Antigene, jedoch
wurde kein ,,in frame“- Antigen mit mehr als 80% der Normalseren detektiert. Die hier
dargestellten Ergebnisse der Frequenzberechnung sind in Tabelle 10 noch einmal
zusammengefasst. In Tabelle 11 sind alle Antigene aufgelistet, die mit mehr als 60% der

Seren von Patienten mit Lungentumor, COPD oder Normalseren reagierten.

Tabelle 10: Zusammenfassung der Ergebnisse der Frequenzberechnung der verschiedenen Serumgruppen

0 160 1126 53 13,55 180 0,13 64  1637| 414 29,13 134 3427
0-10 562 39,55 174 445 | 565 04 168 42,97| 265 18,65 88 22,51
1020 | 369 2597 91 2327| 306 022 80 2046| 335 23,57 80 2046
20-30 160 1126 43 11 157 011 35 895 | 194 13,65 41 10,49
30-40 71 5 16 409| 91 006 21 537| 66 464 13 3732

40-50 53 3,73
50-60 21 1,48

2,3 51 0,04
0 28 0,02

2,05 68 4,79 19 4,86
2,05 38 2,67 1,79

9 8
0 8 7
60-70 9 0,63 1 0,26 27 0,02 5 1,28 14 0,99 1 0,26
70-80 9 0,63 2 0,51 11 0,01 2 0,51 15 1,06 5 1,28
80-90 5 0,35 2 0,51 4 0 0 0 8 0,56 3 0,77
90-100 2 0,14 0 0 1 0 0 0 4 0,28 0 0
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Tabelle 11: Zusammenfassung der Antigene, die mit mehr als 60% der Seren von Patienten mit Lungentumor,

COPD oder mit Normalseren reagierten (Frequenzen (iber 60% sind fettgedruckt, Antigene mit weiteren

Annotationen sind ,,in frame**, Antigene ohne Annotation sind ,,out of frame*)

H06528 0,94 0,92 0,94
H11583 0,91 0,86 0,94
J10529 0,89 0,85 1

A02550  ENSG00000143222 NM 016406.2 UFCI 0,89 0,77 0,88
N13574 0,89 0,78 0,82
N07513 0,81 0,82 0,88
G07549  ENSG00000186185 NM 001080443.1 KIF18B 0,81 0,77 0,88
C18590  ENSG00000143222 NM_016406.2 UFC1 0,79 0,63 0,88
101538  ENSG00000141441  NM 022751.1  FAMS9A 0,77 0,4 0,76
M15507 0,77 0,65 0,71
N04593 0,74 0,53 0,88
L04581 0,74 0,67 0,76
J08578 0,74 0,52 0,65
20556 0,72 0,83 0,94
K10577 0,72 0,73 0,88
109570 0,7 0,75 0,76
122516 0,68 0,65 0,65
P03507 0,68 0,47 0,35
KO01530 0,66 0,43 0,65
P20554 0,64 0,7 0,76
E12566 0,64 0,62 0,65
N12603 0,62 0,65 0,71
H13598 0,62 0,6 0,53
002517  ENSG00000205581  NM 004965  HMGN14 0,62 0,55 0,53
N17532 0,62 0,47 0,35
K09566 0,6 0,67 0,59
123526 0,57 0,72 0,71
MO08551 0,57 0,63 0,65
B18601 0,57 0,62 0,53
NO1518 0,55 0,68 0,71
L04549 0,55 0,62 0,53
H07541 0,55 0,72 0,47
B16536 0,53 0,68 0,65
A05530 0,53 0,67 0,65
22515 0,53 0,68 0,59
L09518 0,52 0,47 0,65
114602 0,51 0,63 0,82
M22529 0,51 0,72 0,65
N06528 0,49 0,62 0,71
L15532 0,49 0,72 0,65
D24528 0,47 0,65 0,35
MO08549 0,45 0,63 0,71
P11540 0,45 0,6 0,59
C12577  ENSG00000076604 NM 0042953  TRAF4 0,43 0,32 0,71
H12565 0,43 0,75 0,65
N11541 0,43 0,3 0,65
J10578  ENSG00000141441 NM 022751.1  FAMS9A 0,43 0,17 0,65
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Fortsetzung Tabelle 11: Zusammenfassung der Antigene, die mit mehr als 60% der Seren von Patienten mit

Lungentumor, COPD oder mit Normalseren reagierten (Frequenzen tber 60% sind fettgedruckt, Antigene mit

weiteren Annotationen sind ,,in frame*“, Antigene ohne Annotation sind ,,out of frame*)

L07541 0,43 0,63 0,47
K01579 0,4 0,37 0,71
J02545 ENSG00000119866 NM_138559.1 BCL11A 0,38 0,6 0,71
M18568 ENSG00000103495 NM_001042539.1 MAZ 0,38 0,68 0,41
L19532 0,38 0,65 0,35
N22556 0,36 0,6 0,53
M18529 ENSG00000015592 NM_030795.2 STMN4 0,34 0,6 0,47
E19526 ENSG00000175224 NM _014741.2  KIAA0652 0,32 0,3 0,71
G15553 ENSG00000112118 NM_002388.3 MCM3 0,23 0,15 0,71
C11538 ENSG00000173812 NM_005801.3 EIF1 0,23 0,63 0,35
G15586 0,15 0,13 0,65

Wie bei den serologischen Spotassays (siehe 3.1.1.2), wurden die Seroreaktivititsfrequenzen
der einzelnen Antigene mit den unterschiedlichen Serumgruppen verglichen. Insgesamt
reagierten 313 Antigene mit Seren der Lungentumorpatienten in einer mindestens doppelt so
hohen Frequenz, also doppelt so hiufig, wie mit den Normalseren. Von den 313 Antigenen
reagierten mit Lungentumorseren vier Antigene mit einer Frequenz iiber 40%, acht Antigene
mit einer Frequenz zwischen 30% und 40% und 29 Antigene mit Frequenzen von 20%-30%.
Insgesamt 272 Antigene reagierten nur mit Frequenzen unter 20%. Von den 313 Antigenen
waren die Sequenz-Inserts bei 206 Antigenen ,,out of frame™ und bei 107 Antigenen ,,in

frame* kloniert.

Bei der Frequenzberechnung wurde, wie bereits erwédhnt, jedem Antigen mit einem
Intensititswert iiber 50 der Status ,,positiv und jedem Antigen mit einem Intensitdtswert
unter 50 der Status ,,negativ*‘ zugeordnet. Mathematisch betrachtet geht dadurch sehr viel
Information verloren. Die AUC-Berechnung (sieche 3.1.2.2) erfolgt ohne Beriicksichtigung
eines Schwellenwertes und daher nicht bindr. Hierbei werden die Unterschiede in den Spot-
Intensititen jedes Antigens fiir verschiedene Serumgruppen verglichen und dadurch der
Beitrag des betrachteten Antigens zur Klassifikation dieser Gruppen in Form der AUC
berechnet. Verbindet man nun diese AUC-Ergebnisse mit den Frequenzergebnissen, ist zu
erkennen, dass beispielsweise Antigene mit mindestens doppelt so hoher Frequenz in den
Lungentumorseren im Vergleich zu den Normalseren nicht zwangsldufig eine gute AUC
haben miissen. Tatsdchlich hatten nur elf Antigene mit doppelter Frequenz in

Lungentumorseren versus Normalseren AUC-Werte unter 0,3. Darunter befanden sich die
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fiinf ,,in frame*- Antigene SORBS2, MBTPS1, RPS27A, RPL35 und LOC388720 similar to
ubiquitin. Die elf o.g. Antigene sind in Tabelle 12 mit den entsprechenden Frequenzen und

AUC-Werten aufgelistet.

Tabelle 12: Ergebnisse der AUC- und Frequenzberechnung fir elf ausgewéhlte Antigene der Klassifikation

Lungentumoseren versus Normalseren

110538 27.66 6.67 0.2528
K07577 27.66 10,00 0.2986
106520  ENSG00000154556 M_021069.3 SORBS2 23.40 6.67 0.2613
K02553 19.15 333 0.2943
05581 17,02 333 0.2816
H03558 14,89 333 0.2277
F05589 10,64 1,67 0.2656
P10554  ENSG00000140943 NM 003791 MBTPSI 10,64 1,67 0.2883
D14506  ENSG00000198708 T\M_002954.3 RPS27A 8.51 1,67 0.2482
G05591  ENSG00000136942 NM._007209 RPL3S 8.51 0 0.2585
LOC388720
E19574  ENSG00000198708 XM 371330.6  similar to 6.38 0 0.2479
ubiquitin

Beim Vergleich der Frequenzen der Antigene nach Hybridisierung mit Lungentumorseren
und COPD-Seren reagierten insgesamt 380 Antigene mit den Lungentumorseren mit einer
mindestens doppelt so hohen Frequenz. Hiervon waren 116 Antigene ,,in frame* und 264
Antigene ,,out of frame“. Von den 380 Antigenen reagierte mit den Lungentumorseren ein
Antigen mit einer Frequenz von 50%, zwei Antigene reagierten mit einer Frequenz iiber 40%,
acht Antigene mit einer Frequenz zwischen 30% und 40% und 31 Antigene mit Frequenzen
von 20% bis 30%. Insgesamt 338 Antigene reagierten nur mit Frequenzen unter 20%.

Die Analyse der AUC-Werte der Klassifikation Lungentumorseren versus COPD-Seren
ergab, dass nur zehn der 380 Antigene eine AUC unter 0,3 aufwiesen, d.h. stidrker mit
Lungentumorseren reagierten als mit COPD-Seren. Unter diesen zehn Antigenen befand sich
nur ein Antigen, das ,,in frame* kloniert war (ATXN7L3). Bei acht der zehn Antigene wurden
mit den COPD-Seren nur Intensitéten kleiner 50 gemessen, d.h. diese Antigene waren bei der
Frequenzberechnung bei den COPD-Seren negativ. Die zehn o.g. Antigene sind in Tabelle 13

mit den entsprechenden Frequenzen und AUC-Werten aufgelistet.



3. ERGEBNISSE -79 -

Tabelle 13: Ergebnisse der AUC- und Frequenzberechnung flir zehn ausgewahlte Antigene der Klassifikation

Lungentumorseren versus COPD-Seren

N18585 44,68 17,65 0,2804
B17559 23,4 5,88 0,2753
N17549 ENSG00000087152 NM_020218 ATXN7L3 14,89 0 0,2653
F05589 10,64 0 0,2566
D11585 10,64 0 0,2691
A06590 8,51 0 0,2804
N02601 8,51 0 0,2954
B13601 6,38 0 0,2203
A14529 6,38 0 0,2466
C08528 4,26 0 0,2816

3.1.2.4 Uberpriifung der Stabilitit der Seroreaktivititsprofile

Um zu tberpriifen, ob eine Tumor-assoziierte Autoimmunreaktion iiber einen lidngeren
Zeitraum stabil bleibt, wurden Seren von 7 Patienten untersucht, die sich zwischen 1998 und
2000 einer Lungentumorresektion unterzogen haben und bis 2008 Rezidiv-frei iiberlebten.
Die erste Blutentnahme erfolgte also zwischen 1998-2000 prioperativ. Denselben Patienten
wurde dann 2008 erneut Blut abgenommen. Die Patientendaten sind in Tabelle 14

zusammengefasst.

Tabelle 14: Patientendaten zu den Lungentumorpatienten, deren Seren zur Uberpriifung der Stabilitat der

Seroreaktivitatsprofile herangezogen wurden

adeno-squamdses

! = W Bronchialkarzinom T2N1

8 68

2 67 w Adenokarzinom T2N1

9 77

3 43 Adenokarzinom T2NOM 1 (pulm)
W

10 52

4 57 W Adenokarzinom TIN1

11 66

5 62 W Plattenepithelkarzinom T2NOM1(pulm)

12 71

6 73 Plattenepithelkarzinom T2NO
m

13 82

7 60 m Plattenepithelkarzinom T3NO

14 68
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Die Seroreaktivititsprofile aller 14 Serumproben wurden untereinander verglichen. Zunéchst
wurden die Seren in die zwei Gruppen A (alle sieben Seren der ersten Blutentnahme 1998-
2000) und B (alle sieben Seren der zweiten Blutentnahme 2008) eingeteilt und
Streudiagramme aus den Intensititswerten aller Antigene erstellt und die Korrelation
berechnet (Pearson-Korrelation). Es wurden insgesamt 14” solcher Streudiagramme fiir alle
moglichen Serumkombinationen angefertigt, wobei die Seren X und X+7 immer von
derselben Person (von den beiden Blutentnahme-Zeitpunkten) stammten (siche auch Tabelle
14). Die Korrelation ist ein dimensionsloses Mal} fiir den linearen Zusammenhang zweier
Merkmale. Der Korrelationskoeffizient kann Werte zwischen —1 und 1 annehmen. Bei einem
Wert von +1 (bzw. —1) besteht ein vollstindig positiver (bzw. negativer) linearer
Zusammenhang zwischen den betrachteten Merkmalen. Bei einem Wert von 0 liegt keine
lineare Abhéngigkeit der beiden Merkmale vor. Die Ergebnisse der Korrelationsberechnungen
sind in Tabelle 15 aufgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen, dass die Seren, die vom selben Patienten
stammten, deutlich miteinander korrelierten. Die Serumpaare 3-10, 4-11, 5-12 und 6-13
erreichten untereinander die hochsten Korrelationswerte im Vergleich mit allen anderen Seren
mit Werten zwischen 0,539 und 0,805 (rote Felder Tabelle 15). Die Serumpaare 1-8, 2-9 und
7-14 korrelierten zwar ebenfalls sehr stark miteinander (orangene Felder Tabelle 15),
allerdings lagen die Werte bei den nicht vom selben Patienten stammenden Paaren 1-3, 2-8
und 7-12 geringfligig hoher. Die Korrelation der Seren aus den Gruppen A (gelbe Felder
Tabelle 15) bzw. B (griine Felder Tabelle 15) war weniger stark ausgeprégt.
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Tabelle 15: Korrelation der Seroreaktivitatsprofile der verschiedenen Seren untereinander

Die Korrelation von Seren aus Gruppe A mit Gruppe B war am starksten ausgepragt (rote Felder = Serumpaare

mit hochster Korrelation, orange Felder = Serumpaare mit weniger starker Korrelation). Die Korrelation der

Seren aus den Gruppen A (gelbes Feld) bzw. B (griines Feld) untereinander war weniger stark ausgepragt.

0,256 0,321
0,421

0,115 0,199 0,205 0,026
0,298 033 0317 0,174
0,076 0465 038 035
0,063 0,162 0,224

0,337 0,544

0,21

0,492

0,362
0,315
0,199
0,241

0,308 0,332 0,242 0,329
0,24 0,194 0,166 0,513 0,436

025 0333 0248 0,157 0311 0,083
0,207
0,39
0,224 0,196 0,095 0,142 0,101
0,364 0295 0,14 0,354 0431
0,354 0365 0,111 0,343 [JOBEON 0.1
0,094 0,353 0012 0,601 037

Die Streudiagramme der Seroreaktivitit fiir beide Serumproben eines Patienten sind in

Abbildung 17 dargestellt. Je nidher die Punktwolke im Streudiagramm an der Diagonalen

liegt, desto hoher ist die Korrelation. In Abbildung 18 ist die zugehorige Korrelationsmatrix

graphisch dargestellt.
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Abbildung 17: Streudiagramme der Seroreaktivitat fir beide Serumproben eines Patienten.

Je naher die Punktwolke im Streudiagramm an der Diagonalen liegt, desto héher ist die Korrelation. Die rote

Linie ist die Regressionsgerade, die blaue Schattierung dient der Dichteabschatzung der Verteilung.
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Abbildung 18: Korrelationsmatrix fiir alle 14 Serumproben der sieben Lungentumorpatienten

In einem nédchsten Schritt wurde eine Clusteranalyse mit den Antigenen durchgefiihrt, die in
allen 14 untersuchten Seren die groffte Varianz in ihren Intensitdtswerten untereinander
aufwiesen (insgesamt 49 Antigene). Ein Clustering wird durchgefiihrt, um Gruppen (Cluster)
von Objekten zu identifizieren, die bestimmte Ahnlichkeiten aufweisen. Das Ergebnis der

Clusteranalyse ist in Abbildung 19 graphisch dargestellt.
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Abbildung 19: Clusteranalyse der 49 Antigene mit der hdchsten Varianz in ihren Intensitétswerten in allen 14

untersuchten Seren

Auffallig ist, dass die Seren desselben Patienten immer zusammen clusterten, d.h. dass sich
diese beiden Seren in den Intensititswerten der 49 Antigene mit der hdchsten Varianz am
dhnlichsten waren. Beim Betrachten der Abbildung 17 fallen einige rote Bereiche auf, die
Antigene mit hohen Intensititswerten darstellen. Die Verteilung dieser besonders reaktiven
Antigene beschriankt sich iiberwiegend auf die Seren desselben Patienten. Der Vergleich mit
den Ergebnissen der Klassifikation Lungentumorseren versus Normalseren ergab keine
Uberlappungen der hier untersuchten Klone mit der hchsten Varianz mit den informativen

Klonen aus der AUC-Auswertung (sieche 3.1.2.2), d.h. keiner der 49 Klone mit hochster
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Varianz hatte bei der Klassifikation Lungentumorseren versus Normalseren einen AUC-Wert
unter 0,3 oder iiber 0,7. Die Ergebnisse der Korrelationsberechnung und der Clusteranalyse
haben gezeigt, dass eine Binarisierung der Daten sinnvoll ist. In Abhédngigkeit der
Intensititswerte kann eine bindre Ja-/Nein-Antwort, d.h. positive Antigenreaktion oder
negative Antigenreaktion, generiert werden. Hierzu muss ein Intensititsschwellenwert
bestimmt werden, ab dem die Reaktion als positiv gewertet wird (siche auch 3.1.2.3). Die
Ergebnisse dieser 14 Proteinmacroarrays wurden vollig unabhédngig von den
vorangegangenen Arrays, die fiir die Klassifikation angefertigt wurden, betrachtet und
ausgewertet. Deshalb kann auch der Schwellenwert variieren, ab dem man eine Antigen-
Antikorperreaktion visuell als positiv bezeichnen wiirde. In vorliegendem Fall wurde als
Schwellenwert eine Intensitit von 75 gewdhlt. Das Ergebnis der Binarisierung ist in

Abbildung 20 dargestellt und bestdtigt die Aussage aus Abbildung 19.

1 —

Abbildung 20: Clusteranalyse der 49 Antigene mit der hochsten Varianz in ihren Intensitétswerten in allen 14

untersuchten Seren mit binarisierten Daten (griin = seronegativ, rot = seropositiv)
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3.2 Analyse der miRNA-Expression in peripherem Blut unter Verwendung von

miRNA-Microarrays und quantitativer Real-Time PCR

Einige Studien haben bereits gezeigt, dass sich die miRNA-Expressionsprofile in Gewebe von
Tumorpatienten und Gesunden unterscheiden [89-91]. Auch bei Lungentumorgewebe ist im
Vergleich zu Gewebe eines gesunden Patienten eine, deregulierte miRNA-Expression bereits
in frithesten Entwicklungsstadien zu erkennen [102]. Die Ergebnisse der Studie von Mascaux
et al., sowie aller anderen Studien, die sich mit der miRNA-Expressionsanalyse in Gewebe
befassen, eignen sich jedoch nicht zur Fritherkennung eines Tumors, da sie die Verfiigbarkeit
von Gewebe voraussetzen. Eine Gewebeentnahme mittels Biopsie erfolgt aber nur aufgrund
einer bereits bestehenden Verdachtsdiagnose. Die Analyse der miRNA in
Korperflissigkeiten, wie z.B. peripherem Blut, ist minimal-invasiv und konnte neue
Moglichkeiten der Tumor-Fritherkennung erdffnen. Die ersten Publikationen {iber
Untersuchungen zur miRNA-Expression in Serum erschienen im Jahre 2008 [104-106, 108,
118, 119]. Mit der Analyse der miRNA-Expression in Blutzellen von Lungentumorpatienten
hat sich bisher allerdings nur eine Studie befasst [104]. In vorliegender Arbeit wurde Total-
RNA aus Blutzellen aus peripherem Vollblut von 17 Lungentumorpatienten (NSCLC) und 19
Gesunden isoliert und die miRNA-Expression mittels Microarray verglichen. Um eine
Anderung der Genexpression postphlebotomisch, also nach der Blutentnahme ex vivo, zu
verhindern und die RNA zu stabilisieren erfolgte die Blutentnahme in PAXgene™-
Blutentnahmerdéhrchen (sieche Material und Methoden 2.2.1). Die Microarray-Ergebnisse
wurden fiir einzelne miRNAs mittels quantitativer Real-Time PCR iberpriift. Nahere

Informationen zu den Blutspendern sind in Tabelle 16 aufgefiihrt.
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Tabelle 16: Detaillierte Informationen zu den Lungentumorpatienten und gesunden Blutspendern, die zur

miRNA-Expressionsanalyse herangezogen wurden

Lungentumorpatienten
Anzahl 9 8
Durchschnittsalter 67,4 60,6
Plattenepithelkarzinom 3 4
Adenokarzinom 6 1
adeno-squamoses Karzinom 0 1
broncholaveolares Karzinom 0 1
typisches Karzinoid 0 1
gesunde Probanden
Anzahl 7 12
Durchschnittsalter 43,3 36,7

3.2.1 Analyse der miRNA-Expression mittels Microarrays

Zur miRNA-Expressionsanalyse wurde der Geniom® Biochip miRNA homo sapiens
verwendet (siehe 2.2.4). Jeder Biochip enthilt die komplementéren Sequenzen zu allen 866 in
der Sanger miRBase 12.0 niedergelegten miRNAs und mature star-Sequenzen (im Folgenden
mit * gekennzeichnet). Mature star-Sequenzen sind die zur reifen miRNA komplementiren
Sequenzen (siehe Einleitung). Von jeder dieser 866 Sequenzen sind sieben Replikate in
zufdlliger Verteilung auf dem Biochip gespottet, der mit Fluoreszenz-markierter Total-RNA
hybridisiert wurde. Die Prozessierung der Microarrays erfolgte vollautomatisch mit dem
Geniom Realtime Analyzer. Nach der Hybridisierung wurden die Intensititswerte aller Spots
extrahiert, eine Hintergrundkorrektur durchgefiihrt und fiir jede miRNA der Mittelwert der
sieben Replikate ermittelt. Um die Daten aus unterschiedlichen Arrays zu normalisieren
wurde eine quantile Normalisierung durchgefiihrt. Bei der quantilen Normalisierung der
Arrays geht man davon aus, dass die Verteilung der Genexpression bei allen Wiederholungen
ungefahr dieselbe ist. Ziel der quantilen Normalisierung ist daher, dass die MeBwerte auf allen
Arrays ebenfalls dieselbe Verteilung haben [120]. Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit
der Arrays wurden biologische und technische Replikate angefertigt und die Korrelation
berechnet. Die biologischen Replikate zeigten eine Korrelation von 0,87 und die technischen
Replikate eine Korrelation von 0,97. Somit liegt eine hohe Reproduzierbarkeit der

verwendeten Microarrays vor.
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3.2.1.1 Identifizierung signifikant deregulierter miRNAs

Zur Identifizierung signifikant deregulierter miRNAs in den Blutzellen von
Lungentumorpatienten verglichen mit den Blutzellen von Gesunden wurde fiir jede miRNA
ein Student’s t-Test (two-tailed unpaired) durchgefiihrt. Die dazugehorigen p-Werte wurden
nach Benjamini-Hochberg adjustiert. Der p-Wert ist ein Wahrscheinlichkeitswert. Es wird im
Voraus festgelegt, wie viele falsch-positive man unter den abgelehnten Hypothesen
akzeptiert. Legt man beispielsweise die Grenze fiir den p-Wert bein 5%, so kann bei p-
Werten <0,05 (5%) die Nullhypothese (z.B. zwei Gruppen unterscheiden sich nicht) abgelehnt
und die Alternativhypothese (z.B. zwei Gruppen unterscheiden sich) angenommen werden.
Hierbei wurden 27 signifikant deregulierte miRNAs detektiert. Diese miRNAs sind in Tabelle

17 aufgelistet.

Tabelle 17: Zusammenfassung der 27 signifikant deregulierten miRNAs

hsa-miR-126 962,18954 3383,05263 0,28441 3,43E-05
hsa-miR-423-5p 6696,13031 4321,26791 1,54958 0,000978034
hsa-let-7d 6134,77533 13545,29240 0,45291 0,002715951
hsa-let-71 3337,10703 6991,26791 0,47733 0,002715951
hsa-miR-15a 3709,69077 6113,38085 0,60681 0,008784487
hsa-miR-22 8079,65359 4929,02851 1,63920 0,008784487
hsa-miR-98 302,65074 1389,64693 0,21779 0,008784487
hsa-miR-19a 517,33170 188,82346 2,73976 0,015204977
hsa-miR-20b 1187,97345 3059,63176 0,38827 0,015204977
hsa-miR-324-3p 1306,51552 577,35015 2,26295 0,015204977
hsa-miR-574-5p 105,29412 44,24269 2,37992 0,015204977
hsa-miR-195 2150,04493 4515,45029 0,47615 0,018313065
hsa-miR-25 11985,70098 8000,44664 1,49813 0,018313065
hsa-let-7e 1303,83129 3209,85819 0,40620 0,019691385
hsa-let-7c 5136,13562 8494,49708 0,60464 0,019946719
hsa-let-7f 4586,80147 9466,19518 0,48455 0,019992878
hsa-let-7a 6658,47467 11975,63670 0,55600 0,022999135
hsa-let-7g 2912,12623 6004,75439 0,48497 0,023591848
hsa-miR-140-3p 9204,65033 4902,14364 1,87768 0,024644601
hsa-miR-339-5p 368,85621 90,62573 4,07010 0,025550318
hsa-miR-361-5p 522,20507 170,67909 3,05957 0,030845953
hsa-miR-1283 6,48366 37,93567 0,17091 0,03712987
hsa-miR-18a* 834,25817 296,80738 2,81077 0,04393972
hsa-miR-26b 915,34150 2390,86659 0,38285 0,044122011
hsa-miR-604 240,62092 114,04678 2,10984 0,048017973
hsa-miR-423-3p 1555,83374 587,37244 2,64880 0,049450868
hsa-miR-93* 477,20384 113,12939 4,21821 0,049450868
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Fiir jede miRNA wurde der Mittelwert aller 17 untersuchten Lungentumorproben und aller 19
untersuchten Normalproben berechnet. Der Quotient beider Mittelwerte gibt die Regulation
der Expression an. Verglichen mit der Expression in Blutzellen von gesunden Blutspendern
war die Expression bei 14 dieser 27 miRNAs in Blutzellen der Lungentumorpatienten
herunter reguliert, wogegen die Expression bei 13 miRNAs hochreguliert war. Die miRNA
hsa-mir-126 war mit einem p-Wert von 3,43*10 am signifikantesten dereguliert. Die miRNA
hsa-miR-1283 (5,9-fach, Quotient = 0,17091) war am stédrksten herunterreguliert in Blutzellen
von Lungentumorpatienten (p-Wert 0,037). Am stirksten hochreguliert war dagegen hsa-miR-
93* (4,2-fach) in Blutzellen von Lungentumorpatienten (p-Wert 0,049). Unter den 27 am
signifikantesten deregulierten miRNAs befanden sich auch die Mitglieder der let-7-Familie
hsa-let-7a, hsa-let-7c, hsa-let-7d, hsa-let-7e, hsa-let-7f, hsa-let-7g, hsa-let-71 und hsa-miR-98
(ein Homolog von hsa-let-7), die alle in den Blutzellen der Lungentumorpatienten
herunterreguliert waren. Die Expression der miRNA hsa-let-7b war ebenfalls
herunterreguliert in den Blutzellen von Lungentumorpatienten, allerdings mit einem p-Wert
von 0,171 und daher nicht signifikant. Die Mittelwerte der Intensititswerte der 27 signifikant
deregulierten miRNAs sind in Abbildung 21 dargestellt. In Abbildung 22 ist beispielhaft die
Verteilung der Intensititswerte der beiden miRNAs hsa-miR-126 und hsa-miR-98 graphisch

dargestellt.
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Abbildung 21: Mittelwert der Intensitatswerte der 27 miRNAs mit der signifikantesten Deregulation.
Die blauen Balken zeigen den Mittelwert der Intensitétswerte aller untersuchten Lungentumoren, die roten
Balken zeigen den Mittelwert der Intensitétswerte aller untersuchten Gesunden.
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Abbildung 22: Graphische Darstellung der Verteilung der Intensitatswerte der beiden miRNAs hsa-miR-126
und hsa-miR-98. (rote Balken = Normalprobe, blaue Balken = Lungentumorprobe, die Frequenz ist in

Absolutzahlen angegeben)

3.2.1.2 Klassifikation mittels miRNA-Expressionsprofil

Einzelne miRNAs sind fiir eine Klassifikation der Lungentumorpatienten und Gesunden nicht
spezifisch und sensitiv genug. Die am stirksten signifikant deregulierte miRNA hsa-miR-126
erlaubt beispielsweise eine Trennung der Lungentumorpatienten von den Gesunden mit einer
Spezifitdit von nur 68%. Das bedeutet, dass 32% der Gesunden fdlschlicherweise als
Tumorpatienten klassifiziert werden. Um die Vorhersagegenauigkeit zu verbessern ist daher
die Analyse mehrerer miRNAs notig. Dazu wurde die statistische Lernmethode Support
Vector Machines mit einer auf dem t-Test beruhenden Feature Subset Selection Methode
angewendet. Insgesamt wurden 100 Wiederholungen einer 10-fach Kreuzvalidierung
berechnet. Ebenso wurden 100 Permutationstest berechnet. Die besten Resultate wurden mit
einem Subset aus 24 miRNAs erzielt. Mit Hilfe dieser miRNAs konnten die
Lungentumorpatienten von Gesunden mit einer Genauigkeit von 95,4% (95% CI: 94,9%-
95,9%), einer Spezifitit von 98,1% (95% CI: 97,3%-98,8%) und einer Sensitivitit von 92,5%
(95% CI: 91,8%-92,5%) getrennt werden. Die Permutationstests zeigten mit einer
Genauigkeit von 49,2% (95% CI: 47,2%-51,3%), einer Spezifitit von 56,9% (95% CI: 54,5%-
59,3%) und einer Sensitivitdt von 40,6% (95% CI: 37,9%-43,4%) deutlich niedrigere Werte.
Die Genauigkeit von anndhernd 50% bei den Permutationstests zeigt, dass die erhaltenen
Klassifikationsresultate reell sind. In Abbildung 23 sind die Klassifikationsergebnisse in

einem Boxplot-Diagramm dargestellt.



3. ERGEBNISSE 91 -

—_

AERE

Abbildung 23: Ergebnisse der Klassifikation und der Permutationstests der Lungentumorpatienten und der

Gesunden anhand der Analyse der miRNA-Expression in Blutzellen mittels Microarrays

3.2.1.3 Untersuchung des Einflusses von Alter und Geschlecht auf das miRNA-

Expressionsprofil

Um zu iberprifen, ob Alter und Geschlecht einen EinfluB auf die miRNA-
Expressionsanalyse haben, wurde fiir die miRNA-Arrays der Gesunden ein t-Test
durchgefiihrt. Beim Vergleich der gesunden Ménner mit den gesunden Frauen wurden keine
signifikant deregulierten miRNAs gefunden. Die am signifikantesten deregulierte miRNA
war hier hsa-miR-423 mit einem p-Wert von 0,78. Ebenso wurde der EinfluB3 des Alters mit
einer t-Test-Berechnung iiberpriift. Hierzu wurden die Gesunden nach ihrem Alter in zwei
gleichgrofle Gruppen eingeteilt. Der Vergleich der 50% iltesten mit den 50% jiingsten
Gesunden ergab ebenfalls keine signifikant deregulierten miRNAs. Die am signifikantesten
deregulierte miRNA war hier hsa-miR-890 mit einem p-Wert von 0,87. Somit wurde gezeigt,

dass Alter und Geschlecht keinen Einfluss auf die miRNA-Expressionsanalyse ausiiben.
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3.2.2 Analyse der miRNA-Expression mittels quantitativer Real-Time PCR

Um die Microarray-Ergebnisse zu verifizieren wurde die quantitative Real-Time PCR (qRT-
PCR) mit ausgewdhlten miRNAs durchgefiihrt. Insgesamt wurde die Expression in Blutzellen
von acht Tumorpatienten filir die sechs miRNAs hsa-miR-106b, hsa-miR-126, hsa-miR-98,
hsa-let-7d, hsa-miR-22 und hsa-miR-140-3p mittels qRT-PCR untersucht. Als endogene
Kontrolle diente die nicht-kodierende RNA U6 snRNA, eine hiufig verwendete Kontroll-
RNA bei miRNA-Expressionsstudien [99, 101, 117]. Als Calibratorprobe wurde ein Pool aus
RNA von fiinf verschiedenen Gesunden verwendet. Die Ergebnisse der qRT-PCR sind im
Vergleich zu den Ergebnissen der Microarrays in Tabelle 18 aufgefiihrt. Zur besseren
Vergleichbarkeit wurden die Array-Ergebnisse ebenfalls fiir die mittels gqRT-PCR
untersuchten acht Tumorpatienten und fiinf Gesunden berechnet. Die Korrelation der
Ergebnisse der qRT-PCR mit den Ergebnissen der miRNA-Microarrays lag bei 0,994. Damit
wurden die mittels miRNA-Microarray erhaltenen Ergebnisse durch die qRT-PCR-Ergebnisse
fiir diese sechs miRNAs bestdtigt. In Abbildung 24 ist die Korrelation der Ergebnisse beider
Methoden graphisch dargestellt.

Tabelle 18: Ergebnisse der gRT-PCR im Vergleich zu den Ergebnissen der Microarrays

=

hsa-let-7d 0,391 0,440 0,453
hsa-miR-106b 0,393 0,577 0,899
hsa-miR-126 0,098 0,175 0,284
hsa-miR-140-3p 1,476 1,799 1,878
hsa-miR-22 0,982 1,272 1,639
hsa-miR-98 0,191 0,238 0,218
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Abbildung 24: Korrelation der Ergebnisse der gRT-PCR und der miRNA-Microarrays
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4. DISKUSSION

Das Bronchialkarzinom ist weltweit die hdufigste zum Tode fiilhrende Tumorerkrankung. Die
Fiinf-Jahres-Uberlebensrate bei Patienten mit Bronchialkarzinom fillt mit steigendem
Tumorstadium stark ab. Patienten mit einem Lungentumor im klinischen Stadium I haben
noch eine Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von 60 bis 80%. Bei Patienten mit Lungentumor im
Stadium 1II ist die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate bereits um 20 bis 30% niedriger [5]. Die
Entstehung des Bronchialkarzinoms verlduft in den meisten Féllen asymptomatisch. Beim
Auftreten erster Symptome befindet sich der Tumor héufig schon in einem fortgeschrittenen
Stadium, in dem eine kurative Therapie meist nicht mehr moglich ist [121]. Die Entwicklung
einer zuverldssigen Fritherkennungsmethode, die geeignet ist, eine Risikogruppe auf das
Vorhandensein eines Bronchialkarzinoms zu screenen, konnte zu einer Steigerung der
Uberlebensrate fithren. Eine typische Risikogruppe beim Bronchialkarzinom wiren
gegenwartige oder ehemalige Raucher liber 50 Jahre, da Rauchen der Hauptrisikofaktor ist
und das Erkrankungsalter bei ca. 50 bis 70 Jahren liegt (Saarldndisches Krebsregister,
http://www .krebsregister.saarland.de). Generell eignen sich aber nur solche Tumormarker fiir
ein Screening einer Risikogruppe, die eine ausreichende Vorhersagegenauigkeit, also eine
hohe Sensitivitit und Spezifitit besitzen und sich schnell und einfach, im besten Fall nicht-
invasiv und risikofrei, untersuchen lassen.

Fiir verschiedene Tumoren, wie z.B. Brustkrebs, Kolon- und Zervixkarzinom, haben sich CT-
Screenings bewéhrt, da sie die Mortalitdit verringern konnen [122-124]. Fiir
Bronchialkarzinome konnte aber bisher der Nutzen des CT-Screenings nicht ausreichend
belegt werden. Zwar ist es moglich, durch CT-Scans sehr kleine Tumoren zu finden, diese
Eigenschaft wird aber durch eine hohe Rate falsch-positiver Scans iiberschattet. Dies wird
deutlich durch die Studie von Bach et al. an asymptomatischen gegenwirtigen und
ehemaligen Rauchern. Hier wurde gezeigt, dass CT-Screenings dreimal so viele
Lungentumore detektierten als man eigentlich rein rechnerisch anhand des durch Rauchen
bedingten relativen Risikos von 3,2 erwarten wiirde. Das Screening fiihrte aber aufgrund
vieler falsch-positiver Befunde auch zehnmal haufiger zu einer Operation. Eine Reduzierung
der Anzahl der Patienten mit fortgeschrittenem Bronchialkarzinom oder eine Reduzierung der
Mortalitdt wurde hierbei jedoch nicht beobachtet [125]. Bisher konnte durch keine Studie
ausreichend belegt werden, dass CT-Scans der Lunge zu einer Frithdiagnose und somit zur
Verringerung der Mortalitit eines Bronchialkarzinoms beitragen. AuBlerdem darf nicht auler

Acht gelassen werden, dass ein CT-Screening eine gewisse Strahlenbelastung mit sich bringt.
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Obwohl zwar eine einzelne Niedrig-Dosis-CT-Untersuchung nur eine Strahlenbelastung von
ca. 2,5 bis 9 mGy bedeutet, ist das Risiko, durch jahrliche CT-Scans an einem Lungentumor
zu erkranken, nicht zu vernachldssigen. Das Risiko fiir ein durch Strahlung induziertes
Bronchialkarzinom ist fiir Personen tiber 55 Jahre am hochsten. Auflerdem interagieren beim
Bronchiakarzinom die durch Strahlung induzierten und die durch das Rauchen induzierten
Schiaden synergistisch miteinander [126, 127]. Eine einzelne CT-Untersuchung birgt ein
niedriges Risiko (0,06 %), das Risiko ist i.a. aber hoher fiir einen Raucher als fiir einen
Nichtraucher und starke Raucher haben das hochste Risiko an einem durch Strahlung
induzierten Lungentumor zu erkranken. Beispielsweise erhoht ein jéhrliches Screening das
Risiko einer 50-jdhrigen weiblichen Raucherin um 0,85% zusitzlich zu dem durch Alter und
Rauchverhalten bedingten Risiko von 16,9% (also ein um 5% erhohtes Risiko) und eines 50-
jéhrigen ménnlichen Rauchers um 0,23% zusitzlich zum vorhandenen Risiko von 15,8% (also
ein um 1,5% erhohtes Risiko). Das CT-Screening miifite also einen Mortalitits-Benefit liber
5% erbringen, um das Strahlungsrisiko zu kompensieren [128]. Zusammenfassend lésst sich
schlussfolgern, dass sich CT-Scans als Screeningmallnahme beim Bronchialkarzinom bisher
nicht bewédhrt haben [26]. Aus diesem Grund fokussiert sich die Suche nach neuen
spezifischen Biomarkern fiir das Bronchialkarzinom immer mehr auf die molekulare Ebene
[45]. Hierbei gibt es u.a. die Moglichkeiten Proteine oder Nukleinsduren zu untersuchen. Zu
den meist untersuchten Protein-Biomarkern beim Bronchialkarzinom zéhlen die im Serum
nachweisbaren Proteine carcinoembryonic antigen (CEA), cytokeratin 19 fragment 21-1
(CYFRA 21-1), squamous cell carcinoma antigen (SCC antigen), neuron-specific enolase
(NSE), progastrin-releasing peptide (ProGRP), tumor M2-pyruvate kinase (Tumor M2-PK)
und C-reactive protein (CRP) [43]. Die oben genannten Serum-Biomarker sind einzeln zur
Identifizierung eines Bronchialkarzinoms nicht spezifisch und sensitiv genug und haben sich
bisher auch nicht in Kombination zur Frithdiagnose bewédhrt [50-55]. Zur Prognose, dem
Monitoring oder der Rezidiviiberwachung kdnnten sie sich dagegen besser eignen [44]. Als
neue Quelle potentieller Biomarker zur Fritherkennung des Bronchialkarzinoms gewinnt das
Immunom immer mehr an Interesse. Es wird vermutet, dass das Immunsystem bereits
Proteine eines Tumors in situ, d.h. in seinem frithesten Entwicklungsstadium, erkennt. Die
Mechanismen, die dazu fithren, dass bestimmte Tumorproteine oder Teile von ihnen vom
korpereigenen Immunsystem beispielsweise als Antigene detektiert werden und zu einer
AntikOrperantwort fithren, sind noch nicht abschlieBend geklédrt. Viele verschiedene
Moglichkeiten bzw. Eigenschaften der Antigene werden hierzu diskutiert [46]. Die am

hiufigsten diskutierten Mechanismen und Eigenschaften sind im Folgenden aufgefiihrt:
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Beispielsweise gibt es Antigene, die sogenannten ,shared tumor antigens®, die in
verschiedenen Tumoren (ca. 10-70% aller Tumore) eine Immunreaktion auslosen.
Interessanterweise werden diese Antigene nur in Tumoren, nicht aber in Normalgewebe, mit
Ausnahme von Testisgewebe, exprimiert. Aus diesem Grund werden sie auch als ,,Cancer-
Testis-Antigene (CT-Antigene)* bezeichnet [129]. Zu den bekanntesten CT-Antigenen zidhlen
Mitglieder der Genfamilien MAGE (Melanoma-Associated Antigen), GAGE (G Antigen)
oder BAGE (B-Melanoma Antigen) [130, 131]. Differenzierungsantigene stellen eine zweite
Klasse der Autoantigene dar. Sie werden sowohl im Tumor- als auch im Normalgewebe
exprimiert. Hierzu zahlt z.B. GFAP, das sowohl in Melanomen und Gliomen immunogen ist,
aber auch in Melanozyten und Hirnzellen exprimiert wird, wo es jedoch keine Immunreaktion
auslost [129]. Ebenfalls stellen die Produkte mutierter, viraler, iiberexprimierter und
amplifizierter Gene eine weitere mdgliche Ursache fiir die Entwicklung einer
Autoimmunreaktion im Tumorpatienten dar [66, 132-134]. Auch Splice-Varianten oder
Proteine mit verdnderter posttranslationaler Modifikation, einer Verdnderung der
Prozessierung oder Prédsentation im Tumor kénnen eine Autoimmunreaktion hervorrufen.
Obwohl das Immunsystem nicht effizient genug ist, einen Lungentumor zu zerstdren, kann es
aber das Vorhandensein von Tumorzellen, durch die Entwicklung einer gegen den Tumor
gerichteten Immunreaktion, anzeigen. Deshalb schreibt man dem Immunsystem als potentielle
Quelle spezifischer Biomarker in Form von Tumor-spezifischen Autoantikorpern eine grof3e
Bedeutung zu. Dabei erfiillen Autoantikorper viele der Kriterien, die einen idealen Biomarker
ausmachen. Autoantikorper, die gegen Tumor-assoziierte Antigene gerichtet sind, konnen
bereits fiinf Jahre vor dem Auftreten erster Symptome nachgewiesen werden [47, 49, 59, 135,
136]. Betrachtet man sich den typischen Verlauf der Tumorentwicklung (sieche Abbildung 25),
so hat ein Tumor, je nach Verdopplungszeit, erst frithestens 2 Jahre vor dem Auftreten erster
Symptome eine GroBe erreicht, ab der er im CT sichtbar wird [137]. Autoantikdrper vom
IgG-Typ haben auflerdem eine relativ lange Halbwertszeit von 28 Tagen und bleiben somit
recht lange nachweisbar [48]. Desweiteren lassen sich Autoantikérper minimal-invasiv, durch

die Entnahme geringster Mengen Blut, sehr einfach und kosteneffizient nachweisen.
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Abbildung 25: Zeitlicher Verlauf der Lungentumorentwicklung in Abhangigkeit der Tumorverdopplungszeit
(Abbildung modifiziert nach [137])

Aber auch der Nachweis einzelner Autoantikorperreaktionen ist mit einer geringen
Sensitivitit und Spezifitit verbunden. Die Kombination mehrerer Tumor-assoziierter
Antigene zur Analyse eines komplexen Seroreaktivititsprofiles ist dagegen vielversprechend
[41]. Hinweise hierauf wurden bereits fiir verschiedene Tumorerkrankungen geliefert [56, 57,
138-140]. Auch beim Bronchialkarzinom lieferten verschiedene Studien bereits erste
Hinweise dazu, dass durch die Kombination bestimmter Tumor-assoziierter Antigene
Lungentumorpatienten von Gesunden getrennt werden konnen [47, 59, 60, 141]. Ein weiterer
Faktor, der fiir die Verwendung eines umfangreichen Antigen-Sets spricht, ist die
Heterogenitit der Lungentumoren [45]. Lungentumoren zeigen i.a. komplexe zellulédre
Anomalien, z.B. verschiedene genetische Verdnderungen, wie u.a. DNA-Mutationen,
Kopienzahlverinderungen und Anderungen in der DNA-Methylierung, die zur Entwicklung
einer Autoimmunreaktion beitragen konnen [66, 142-146]. Die ,,Cancer Immunome
Database* (CIDB, www?2.licr.org/CancerlmmunomeDB/) enthélt derzeit 2316 immunogene
cDNA-Klone, sowie ndhere Informationen zu den cDNA-Banken und den Seren, mit denen
diese Klone als immunogen nachgewiesen wurden und stellt somit eine umfangreiche
Sammlung von Autoantigenen dar. Sie wird von den Mitgliedern des Ludwig Institute for
Cancer Research (LICR), verwaltet und erweitert. Die in der CIDB niedergelegten Tumor-
assoziierten Antigene stammen daher iiberwiegend aus den Studien der Mitglieder des LICR.
Sie enthdlt somit nur einen Bruchteil aller bisher identifizierten immunogenen Tumor-

assoziierten Antigene. Die Gesamtzahl aller bisher gefundenen immunogenen Tumor-
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assoziierten Antigene ist daher um ein Vielfaches umfangreicher. Die Vielzahl der in der
Literatur beschriebenen Tumor-assoziierten Antigene bestétigt die Theorie, dass alle
Neoplasien immunogen sind, d.h. eine spezifische Immunreaktion generieren. Um die Vielfalt
des Tumor-Immunoms abdecken zu konnen ist daher ein moglichst umfangreiches Set an
potentiellen Antigenen erforderlich. Dies kann nur mit Hilfe komplexer cDNA-
Expressionsbibliotheken bewiltigt werden.

In vorliegender Arbeit wurde durch zwei unabhingig voneinander durchgefiihrte retrospektive
Studien  gezeigt, dass es moglich ist, anhand Lungentumor-spezifischer
Seroreaktivitdtsprofile, die untersuchten Lungentumorpatienten (im Speziellen auch Patienten
mit niedrig-gradigen Lungentumoren) von den Gesunden bzw. von Patienten mit hdufig
vorkommenden nicht-tumordsen Bronchialerkrankungen zu trennen. Fiir die ,,proof-of-
principle*“-Studie wurde der serologische Spotassay verwendet [56, 147]. Hierbei wurden 82
Antigene, die zuvor mittels SEREX identifiziert wurden, zu einem Set zusammengefasst und
mit Seren von 39 Patienten mit Plattenepithelkarzinom der Lunge und 40 Seren von gesunden
Blutspendern analysiert. Die Seren von Patienten mit Plattenepithelkarzinom konnten von den
Seren Gesunder mit einer Genauigkeit von 93% (93,1% Spezifitit, 92,9% Sensitivitit)
getrennt werden. Derzeit gibt es nur die drei Studien von Chapman et al., Zhong et al. und
Zhang et al., die ebenfalls die Sensitivitdt und Spezifitit ihrer Klassifikationen angeben und
somit mit vorliegender Studie vergleichbar sind [47, 59, 140]. Zu diesen drei Studien gibt es
allerdings keinen Uberlapp mit den 82 untersuchten Antigenen in vorliegender Arbeit. In
ELISA-Untersuchungen von sieben verschiedenen Antigenen (CAGE, GBU 4-5, HER2, p53,
c-myc, NY-ES0-1, MUC1) konnten Chapman et al. Seren von 104 Lungentumorpatienten von
50 Kontrollprobanden mit einer Sensitivitdt von 76% und einer Spezifitdt von 92% trennen
[47]. In der Phage-Display-Studie von Zhong et al. wurde eine Sensitivitit und eine Spezifitit
von jeweils 91,3% erreicht. In dieser Studie wurde die Vorhersagegenauigkeit von flinf
Antigenen (paxillin, SEC15L2, BAC clone RP11-499F19, XRCC5, MALAT1) mit Seren von
sechs Lungentumorpatienten, 40 Patienten, denen 1-5 Jahre vor Tumorentstehung Blut
entnommen wurde und 56 Kontrollpersonen getestet [59]. Die ilteste dieser drei Studien
stammt aus dem Jahre 2003 von Zhang et al., die ebenfalls mit sieben Tumor-assoziierten
Antigenen (c-myc, p53, Cyclin B1, p62, Koc, IMP1, Survivin) und 56 untersuchten Seren von
Lungentumorpatienten ein zur Studie von Chapman et al. vergleichbares Ergebnis erzielten
(Sensitivitit 68%, Spezifitidt 89-90%), wobei beide Gruppen auch zwei Ubereinstimmungen

bei der Antigen-Auswahl hatten (p53 und c-myc) [47, 140].
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In keiner der drei oben erwdhnten Studien wurden Tumore in frithen Entwicklungsstadien
(z.B. klinisches Stadium I) getrennt betrachtet. Da ein Drittel aller Bronchialkarzinome aber
erst in weit fortgeschrittenen klinischen Stadien diagnostiziert werden, eine frithest mogliche
Diagnose jedoch entscheidend fiir eine gute Prognose ist, ist es wichtig, dass man einen Test
entwickelt, der eine frithere Diagnose des Bronchialkarzinoms ermdglicht. Vor diesem
Hintergrund wurde die Genauigkeit der Trennung der Seren von Patienten mit niedrig-
gradigen Plattenepithelkarzinomen versus Seren von Gesunden berechnet. Hierbei betrug die
Genaugkeit 92,9% (99,2% Spezifitit, 79% Sensitivitit).

Viele Lungentumorpatienten leiden  zusétzlich unter anderen nicht-tumordsen
Bronchialerkrankungen. Dieser Aspekt wurde ebenfalls in den drei o.g. Studien
vernachldssigt. Um falsch positive Befunde aber ausschlieBen zu konnen, mul3 zuvor
tiberpriift werden, ob und inwieweit das Seroreaktivitdtsprofil durch héufig auftretende
Komorbidititen beeinflut wird. Aus diesem Grund wurden in vorliegender Studie als
zusitzliche Kontrolle 29 Seren von Patienten mit COPD bzw. Emphysem und Pneumonie
untersucht. Beim Vergleich der Seren von Patienten mit Plattenepithelkarzinom und der Seren
von Patienten mit anderen Bronchialerkrankungen (COPD bzw. Emphysem und Pneumonie)
wurde eine Genauigkeit von 83% erreicht (93,5% Spezifitit, 75,2% Sensitivitit). Die
Trennung der Plattenepithelkarzinomseren von allen Kontrollseren (Normalseren und Seren
von Patienten mit anderen Bronchialerkrankungen) konnte mit einer Genauigkeit von 90,1%
(93,9% Spezifitit, 83,4% Sensitivitdt) durchgefiihrt werden. Mit vorliegender Arbeit wurde
also erstmals der Beweis erbracht, dass sich die Seroreakivititsprofile von
Lungentumorpatienten und Patienten mit den hdufig auftretenden Bronchialerkrankungen
COPD/Emphysem und Pneumonie unterscheiden und man die beiden Patientengruppen
mittels Immunoscreening trennen kann.

Beim serologischen Spotassay wurde auflerdem die Frequenz der Immunreaktionen
berechnet. Zuerst wurde ermittelt, wie viele Antigene durchschnittlich von einzelnen
Serumgruppen detektiert werden. Beim Betrachten aller 82 Antigene detektierten
Plattenepithelkarzinomseren durchschnittlich 6,4 Antigene, Normalseren 7,8 Antigene und
Seren von Patienten mit anderen Bronchialerkrankungen 4,4 Antigene. Theoretisch wiirde
man erwarten, dass die Plattenepithelkarzinomseren mehr Antigene detektieren als die
Normalseren. Diese Diskrepanz kann aber dadurch erklirt werden, dass zur Erweiterung des
Antigen-Sets auch Antigene hinzugezogen wurden, die urspriinglich nicht aus
Lungentumorgewebe, sondern aus Hirngewebe, u.a. fotalem Hirngewebe, isoliert wurden.

Betrachtet man dagegen nur die Antigene, die aus SEREX-Screenings mit Lungentumor-
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cDNA-Banken stammten, so detektierten die Seren der Plattenepithelkarzinompatienten 3,4
Antigene im Durchschnitt und dadurch mehr als die Normalseren bzw. die Seren von
Patienten mit anderen Bronchialerkrankungen. Durch Normalseren wurden nur 0,6 Antigene
erkannt und Seren von Patienten mit anderen Bronchialerkrankungen detektierten 1,7
Antigene.

Aullerdem wurde berechnet, mit welcher Frequenz die einzelnen Antigene eine
Immunreaktion in den Serumgruppen auslosen. Insgesamt 28 der untersuchten Antigene
reagierten mit mehr als 10% der Plattenepithelkarzinomseren. Darunter wurden die flinf
Antigene ROCK1, PRKCBI1, KIAA0376, MRPS15 und EIF4G1 gefunden, die nur mit Seren
von Patienten mit Plattenepithelkarzinom reagierten, d.h. in Normalseren und Seren von
Patienten mit anderen Bronchialerkrankungen nicht immunogen waren. Insgesamt drei dieser
finf Antigene (ROCKI, PRKCBI1, KIAA0376) wurden sogar in mehr als 15% der
untersuchten Plattenepithelkarzinomseren detektiert. Die vier Antigene USP3, PAFHI1BI,
SOX2 und YBXI1 reagierten ebenfalls ausschlieBlich mit den Seren der Patienten mit
Plattenepithelkarzinom. Hier wurden allerdings nur Frequenzen unter 10% erreicht. Diese
Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen von Zhang et al. iiberein, in deren Studie die
Tumor-assoziierten Antigene selten mit Frequenzen tiber 15-20% reagierten [140]. Das fiihrt
wiederum zu dem Schluss, dass einzelne Biomarker, wie in vorliegendem Fall einzelne
Tumor-assoziierte Antigene, nicht als diagnostisches Mittel geeignet sind. Die Kombination
mehrerer Marker liefert oft jedoch bessere Resultate. Beispielsweise konnten Zhang et al.
durch Kombination ihrer sieben untersuchten Tumor-assoziierten Antigene die Anzahl ihrer
positiven Immunreaktionen in Seren von Lungentumorpatienten auf 67,9% steigern. Von den
insgesamt neun Antigenen, die unter allen 82 untersuchten Antigenen ausschlieBlich mit
Seren von Plattenepithelkarzinompatienten detektiert wurden, wurden die fiinf Antigene
KIAA037, PRKCB1, YBXI, ROCKI und SOX2 bereits in anderen Tumoren oder
Autoimmunerkrankungen als immunogen beschrieben und in der CIDB niedergelegt.
Insgesamt zehn verschiedene KIAA0376-Klone wurden mit Seren von Patienten mit
Brustkrebs, Melanom, Kolonkarzinom, Magenkrebs, Prostatakrebs und Nierenkrebs
detektiert. Ein PRKCB1-Klon wurde mit einem nicht ndher spezifizierten Serum detektiert.
Acht YBX1-Klone wurden u.a. mit Seren von Patienten mit Rheumatoider Arthritis und
Brustkrebs und dem Screening einer cDNA-Bank aus Gewebe eines Plattenepithelkarzinoms
des Kopf-Hals-Bereiches identifiziert. Insgesamt sieben ROCK1-Klone konnten mit Seren
von Patienten mit Lungentumor, Kolonkarzinom, Brustkrebs, Nierenkrebs, Fibrosarkom und

Gliom gefunden werden. SOX2 wurde ausschlieBlich durch zwei Lungentumor-Seren als
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Antigen identifiziert. Der Abgleich der CIDB mit allen anderen in unserer Studie
verwendeten Klonen ergab, dass die Antigene BRAP, PARP1, RBPSUH und RTN4 in der
CIDB bereits in Adenokarzinomen der Lunge als immunogen beschrieben wurden. Von
diesen vier Antigenen war in vorliegender Studie RTN4 nicht immunogen in Seren von
Patienten mit Plattenepithelkarzinom. Die restlichen drei Antigene zeigten zwar eine Reaktion
mit Plattenepithelkarzinomseren, sie reagierten teilweise aber auch mit den Normalseren und
mit den Seren der Patienten mit anderen Bronchialerkrankungen. Es konnte sich bei RTN4
also um ein Antigen handeln, das spezifisch nur mit Seren von Patienten mit Lungentumoren
eines bestimmten histologischen Typs, in diesem Fall mit Adenokarzinomen, reagiert. Dies
kann aber nur vermutet werden, da keine weiteren Informationen zu Kontrollexperimenten
zur Verfligung stehen. Hierdurch wird ein grof3er Nachteil der CIDB deutlich. Zwar sind hier
immunogene Antigene in einer hohen Anzahl aufgefiihrt, es gibt jedoch selten Informationen
dariiber, ob die einzelnen Antigene auch in Kontrollseren immunogen waren. Alle restlichen
in dieser Arbeit untersuchten Antigene wurden bisher in der CIDB noch nicht als immunogen
beschrieben.

Da, wie eingangs erwihnt, die CIDB nicht alle bisher detektierten Tumor-assoziierten
Antigene enthilt, wurde zusitzlich in einem ndchsten Schritt eine Literaturrecherche aller
Studien durchgefiihrt, die immunogene Antigene in Plattenepithelkarzinomen der Lunge und
anderen Organen beschreiben. Diese ergab, dass BRAP, YBX1, PRCI und DNAJA1 bereits
als immunogen bei Patienten mit Plattenepihelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches beschrieben
wurden [148]. Von diesen vier Antigenen wurde in vorliegender Arbeit fiir PRC1 keine
Immunreaktion in Seren von Plattenepithelkarzinompatienten gefunden. BRAP reagierte
neben 48,7% der Plattenepithelkarzinomseren auch mit 42,5% der Normalseren und 17,2%
der Seren von Patienten mit Bronchialerkrankungen. YBX1 zeigte nur eine schwache
Immunreaktion in 2,6% der Plattenepithelkarzinomseren und DNAJA1 reagierte mit 20,5%
der Plattenepithelkarzinomseren und mit 2,5% der Normalseren.

Wie bereits erwihnt besitzen Einzelantigene in der Regel nur eine geringe Aussagekraft.
Deshalb wurde in dieser Arbeit der Fokus vor allem auf komplexe Seroreaktivitdtsmuster und
nicht auf Einzelantigene gerichtet. Mit den serologischen Spotassays wurden viele
Immunreaktionen mit Antigenen detektiert, die auch in der CIDB oder der Literatur als
immunogen in Seren von Patienten mit verschiedenen Tumorerkrankungen beschrieben
wurden. Trotz dieser Uberlappungen ist anzumerken, dass einige Antigene dennoch gut
geeignet sein konnen, um eine gute Trennung zwischen Lungentumorpatienten und

Kontrollen zu gewihrleisten, was auch durch die guten Klassifikationsresultate bestatigt wird.
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Mit den voran diskutierten serologischen Spotassays wurde gezeigt, dass es moglich ist,
anhand eines Seroreaktivititsprofiles Plattenepithelkarzinompatienten von gesunden
Blutspendern bzw. Patienten mit nicht-tumordsen Bronchialerkrankungen mit hoher
Genauigkeit zu unterscheiden. AuBerdem wurde gezeigt, dass die Differenzierung des
Reaktivititsprofils der Seren von Patienten mit niedrig-gradigen Plattenepithelkarzinomen
von dem Profil der Seren gesunder Blutspender mit hoher Genauigkeit mdglich ist. Da die
Durchfiihrung des serologischen Spotassays relativ aufwendig ist und daher kein
Hochdurchsatz-Screening erlaubt, wurde als zweiter Versuchsansatz eine andere Methode
gewihlt, die die Untersuchung einer gro3en Zahl von Antigenen und Seren vereinfacht. Um
das bestmdgliche Set an Tumor-spezifischen immunogenen Antigenen zu identifizieren,
wurde deshalb das Repertoire an potentiellen Antigenen durch die Verwendung einer
komplexen, mehr als 38000 Klone umfassenden cDNA-Bibliothek um ein Vielfaches
erweitert. Durch die Durchfiihrung eines primédren Screenings konnten vorab 36189 dieser
mehr als 38000 Klone ausgeschlossen werden, da diese mit verschiedenen, im
Primédrscreening getesteten Seren keine Immunogenitdt aufwiesen. Die restlichen 1827 Klone
wurden auf speziell fiir uns zusammengestellte Proteinmacroarrays in Duplikaten gespottet.
Diese umfangreichen Proteinmacroarrays wurden zudem mit einer neu entwickelten
automatischen Bildauswertesoftware ausgewertet, die eine objektive Auswertung der
Proteinmacroarrays ermoglicht. Aulerdem erhdlt man durch diese Auswerte-Methode nicht
mehr nur bindre Daten, d.h. positive oder negative Antigenreaktion, sondern man erhilt
Intensititswerte fiir jedes Antigen mit denen man verschiedenste Berechnungen durchfiihren
kann. Das Screening der serologischen Spotassays beschriankte sich auf die Untersuchung
von Seren von Plattenepithelkarzinompatienten. Mit den Proteinmacroarrays wurden dagegen
29 Seren von Patienten mit NSCLC (Plattenepithelkarzinom, Adenokarzinom, groBzelligem
Lungenkarzinom) und 18 Seren von Patienten mit SCLC untersucht. Zusétzlich dienten als
Kontrollen 60 Seren gesunder Probanden und 23 Seren von Patienten mit anderen
Bronchialerkrankungen (COPD bzw. Emphysem und Pneumonie). Insgesamt wurden elf
verschiedene Klassifikationsszenarien berechnet, von denen im Folgenden nur eine Auswahl
der wichtigsten Klassifikationen diskutiert wird. Das beste Klassifikationsresultat wurde, wie
auch bei den Spotassays, mit dem allgemeinen Vergleich Lungentumorseren versus
Normalseren erreicht. Die Sensitivitdt betrug hier 99,91%, die Spezifitit 96,50% und die
Genauigkeit 98%. Hier konnte im Vergleich zu den Spotassays durch die Verwendung eines

groBBeren Antigenrepertoires eine deutliche Steigerung der Sensitivitdt und Spezifitit erzielt
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werden. Auch zu den bereits erwdhnten Studien von Chapman et al., Zhong et al. und Zhang
et al. wurde hier ein deutlich besseres Klassifikationsresultat erreicht [47, 59, 140]. Auch die
Klassifikation der Seren von Patienten mit Lungentumoren im klinischen Stadium I A und I B
versus Normalseren erreichte mit einer Genauigkeit von 93,41% (98,18% Spezifitit, 80,41%
Sensitivitdt) ein besseres Ergebnis, als es mit den serologischen Spotassays mdglich war.
Tumoren im klinischen Stadium I konnten allerdings nicht von Tumoren im klinischen
Stadium II, III und IV getrennt werden. Im Gegensatz dazu lieferte die Trennung
Lungentumor Stadium II, III, IV versus Normal wiederum gute Ergebnisse, d.h. eine
Genauigkeit von 96,89% (99,25% Spezifitit, 90,46% Sensitivitit). Das bedeutet, dass mit der
hier verwendeten Methode keine Stadientrennung moglich ist, sie jedoch gut geeignet ist, um
niedrig-gradige Lungentumoren zu detektieren. Eine Trennung der NSCLC von den SCLC
wire fiir diverse Therapieansédtze von Vorteil, da sich die Therapien dieser beiden Gruppen
grundlegend unterscheiden. Die Klassifikation mit den 29 getesteten Seren der Patienten mit
NSCLC und den 18 Seren von Patienten mit SCLC erreichte allerdings nur eine Genauigkeit
von 67,00% bei einer Sensitivitit von 57,45% und einer Spezifitit von 72,93%. Die
Trennungen der NSCLC bzw. SCLC von Gesunden erzielte hingegen bessere Ergebnisse mit
Genauigkeiten iiber 95%. Wie bereits erwihnt ist es wichtig als zusitzliche Kontrollen zu den
Normalseren, auch Seren von Patienten zu untersuchen, die an nicht-tumordsen
Bronchialerkrankungen leiden. Dadurch kann ermittelt werden, ob das Seroreaktivitétsprofil
durch evtl. vorhandene Komorbidititen beim Lungentumorpatienten beeinflusst wird.
Insgesamt wurden 23 Seren von Patienten mit den hdufigsten Bronchialerkrankungen (COPD
bzw. Emphysem und Pneumonie) in folgenden Klassifikationsszenarien untersucht:
Lungentumore versus alle Bronchialerkrankungen, Lungentumore versus COPD/Emphysem,
alle Bronchialerkrankungen versus Normal und COPD/Emphysem versus Normal. Bei der
Trennung Lungentumore versus alle Bronchialerkrankungen wurde eine Genauigkeit von
72,01% (40,22% Spezifitit, 87,57% Sensitivitdt) errechnet. Da COPD eine der haufigsten
Lungenerkrankungen ist, an der die meisten Lungentumorpatienten auch zusitzlich leiden,
wurde die Klassifikation Lungentumore versus COPD/Emphysem durchgefiihrt und dabei
eine Genauigkeit von 76,75% bei einer Spezifitit von 34,35% und einer Sensitivitidt von
92,08% erreicht. Das bedeutet, dass 65,65% der Tumoren nicht als solche erkannt wurden,
wenngleich auch nur 7,92% der COPD-Patienten fédlschlicherweise als Tumorpatienten
eingestuft wurden. Die Genauigkeit der Klassifikation ist somit etwas schlechter als bei den
serologischen Spotassays. Dieses Ergebnis zeigt, dass durch bestimmte Lungenerkrankungen

das Seroreaktivitatsprofil beeinflusst wird. Der Vergleich COPD/Emphysem versus Normal
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ergab mit einer Genauigkeit der Vorhersage von 97,60% (99,88% Spezifitit, 89,59%
Sensitivitét) ein sehr gutes Ergebnis. Verglichen mit allen Kontrollseren (COPD/Emphysem,
Pneumonie und Normal) konnten die Lungentumorseren mit einer relativ guten Genauigkeit
von 80,96% klassifiziert werden (84,08% Spezifitit, 75,45% Sensitivitt).

Weil jedes Antigen einen anderen Anteil an der Trennungsschdrfe hat, d.h. ein Antigen
minformativer ist als ein anderes, wurde die AUC fiir jedes Antigen und jede betrachtete
Trennungsaufgabe ermittelt. Die AUC ist ein MaB fiir die Wertigkeit eines Antigens fiir eine
bestimmte Klassifikation. Da die AUC Werte von 0-1 annehmen kann und Antigene mit einer
AUC von 0,5 wertlos fiir eine Trennung sind, ist ein Antigen ,,informativer®, je mehr seine
AUC von 0,5 abweicht. Insgesamt wurden bei dem Vergleich Lungentumor versus Normal 18
Antigene mit einer AUC kleiner 0,3 und 17 Antigene mit einer AUC groBer 0,7 gefunden. Bei
der Klassifikation Lungentumor versus COPD hatten insgesamt 17 Antigene eine AUC unter
0,3 und 26 Antigene eine AUC tiber 0,7. In beiden Klassifikationen gab es bei den
minformativen® Antigenen nur eine Uberlappung von einem ,out of frame“-Klon
(MPMGp800F05589), der in beiden Klassifikationen eine AUC von 0,27 erreichte. Bei der
Klassifikation Lungentumor Stadium I versus Normal wurden insgesamt 86 ,,informative*
Antigene gefunden, davon 40 Antigene mit einer AUC unter 0,3 und 46 Antigene mit einer
AUC iiber 0,7. Eine Uberlappung der Klassifikationen Lungentumor versus Normal und
Lungentumor Stadium I versus Normal wurde bei 27 Klonen gefunden. Zur Klassifikation
Lungentumor versus COPD wurde nur eine Uberlappung bei dem Klon
(MPMGp800F05589), der auch bei Lungentumor versus Normal ,,informativ* war, gefunden.
Fir die ,,informativen” ,jin frame“-Antigene einzelner Klassifikationen wurde mittels
Datenbankanalyse untersucht, welche Antigene in Tumoren oder Autoimmunerkrankungen
bereits als immunogen beschrieben wurden. Von den 35 ,informativen* Antigenen der
Klassifikation Lungentumor versus Normal waren zwolf Antigene ,in frame®. Die
Datenbankanalyse ergab, dass drei dieser zwolf Antigene bereits als immunogen beschrieben
wurden. Zu diesen drei Antigenen zdhlen MAZ, CENPB und MBTPSI1. Fiir das Antigen
MAZ (MYC-associated zinc finger protein (purine-binding transcription factor)) wurden
bereits fiinf Klone, u.a. mit Seren von Patienten mit Kolonkarzinom, identifiziert und in der
CIDB niedergelegt. AuBBerdem fand man dieses Antigen bei SEREX-Analysen einer Bank aus
Gewebe eines Plattenepithelkarzinoms der Zunge. Es wird vermutet, dass MAZ als
Transkriptionsfaktor fungiert, der fiir die Tumor-spezifische Expression des Proteins
PPARgammal (peroxisome proliferator-activated receptor gamma 1), das in Brusttumoren

iiberexprimiert wird, verantwortlich ist [149]. In der Literatur wurde MAZ als immunogen in
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chronisch-lymphatischer Leukdmie vom B-Zell-Typ (B-CLL) beschrieben und wird auch in
90-100% der Patienten exprimiert [150]. Daneben wurde MAZ auch as Antigen in Morbus
Hodgkin und paraneoplastischer zerebraler Dysfunktion, sowie akuter myeloider Leukidmie
beschrieben [151, 152]. CENPB ist ein DNA-bindendes Protein, das eine bestimme Sequenz
(CENP-B box) in der Alpha-Satelliten-DNA der Zentromere erkennt und bindet. Fiir CENPB
sind fiinf Klone in der CIDB niedergelegt, die alle mit Seren von Melanompatienten gefunden
wurden. Aullerdem wurde CENPB auch in SCLC als immunogen beschrieben [153]. Bei
Patienten mit Anti-Zentromer-Antikdrpern, wie z.B. Patienten mit der Autoimmunerkrankung
Sklerodermie (CREST-Syndrom), ist CENPB das Hauptziel [154]. Das Gen MBTPSI
(membrane bound transcription factor protease, site 1) kodiert fiir eine Serinprotease, die im
Cholesterinhaushalt eine Rolle spielt. Fiir MBTPS1 wurde bisher nur ein immunogener Klon
in der CIDB niedergelegt. Dieser wurde in einem SEREX-Screening einer cDNA-Bank aus
Magenkrebsgewebe mit dem autologen Serum gefunden. Von den 43 ,informativen®
Antigenen, die bei der Klassifikation Lungentummor versus COPD gefunden wurden, waren
nur acht Antigene ,,in frame*. Drei dieser Antigene wurden bereits in der CIDB niedergelegt.
Dabei handelt es sich um RPS2, MCM3 und ATXN3. Fiir RPS2 sind bisher zwei Klone mit
Seren von Patienten mit Prostatakarzinom und Non-Hodgkin-Lymphom identifiziert worden.
Eine erhohte Expression des ribosomalen Proteins RPS2 korreliert mit einer erhdhten
Zellproliferation [155]. Fiir MCM3 wurden bisher drei verschiedene Klone mit Seren von
Patienten mit Kolon- und Prostatakarzinom gefunden und in der CIDB niedergelegt.
AuBlerdem wird vermutet, dass MCM3 ein Gliom-assoziiertes Antigen mit groBem
prognostischen und therapeutischen Potential ist [156]. MCM3 wird in verschiedenen
Tumorarten, wie z.B. Leukdmie, Lymphom, Cervixkarzinom, Kolonkarzinom, Magenkrebs,
Nierenkrebs, Brustkrebs, malignen Melanomen aber auch Bronchialkarzinomen
tiberexprimiert [157]. Zudem wird MCM3 als potentieller Marker diskutiert, um benigne von
malignen melanozytischen Lasionen zu unterscheiden [158]. Fiir ATXN3 wurde bislang nur
ein Klon mit Serum eines Patienten mit Nierenkrebs gefunden. ATXN3 wird durch Caspasen
gespalten, wodurch verkiirzte Polyglutamin-enthaltende Proteine entstehen. Dadurch wird
ithm in neurodegenerativen Erkrankungen eine Rolle zugeschrieben [159]. Bei
Autoimmunreaktionen oder Krebs wird eine deregulierte Spaltung von Proteinen durch
Caspasen ebenfalls als mdgliche Ursache diskutiert [160, 161].

Wie beim serologischen Spotassay wurden auch beim Proteinmacroarray-Screening die
Frequenzen der einzelnen Antigene in den verschiedenen Serumgruppen berechnet. Dabei

wird ebenfalls deutlich, dass mit steigender Frequenz die Anzahl der detektierten Antigene
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abnimmt. Beispielsweise detektierten 10-20% der Lungentumorseren 369 Antigene, aber nur
insgesamt sieben Antigene wurden von mehr als 80% der Lungentumorseren detektiert.
Hierzu zdhlen die beiden ,,in frame*“-Antigene UFC1 und KIF18B. Fiir beide Antigene ist
bisher noch keine genaue Funktion beschrieben. Die verbleibenden fiinf Antigene waren ,,out
of frame*. Ahnlich verhilt es sich auch bei allen anderen Serumgruppen. Fiinf ,,out of frame*-
Antigene wurden von mehr als 80% der Normalseren detektiert und zwdlf Klone von mehr als
80% der COPD-Seren. Von den zwolf COPD-Klonen waren nur drei ,,in frame®, wobei es
sich bei den cDNA-Inserts von zwei Klonen um Sequenzen desselben Gens (UFC1) handelt,
die zu 97% identisch sind. Der dritte Klon enthilt eine Sequenz des Gens KIF18B. Die ,,in
frame“-Antigene KIF18B und UFCI reagierten also sowohl mit mehr als 80% der
Lungentumorseren als auch mit mehr als 80% der COPD-Seren. Desweiteren gab es einen
Uberlapp bei vier ,,out of frame*“-Antigenen. Diese vier Antigene reagierten jeweils mit mehr
als 80% der Lungentumorseren, der Normalseren und der COPD-Seren. Die o.g. Antigene
haben deshalb auch keinen hohen Informationsgehalt. Dies wird auch an den schlechten
AUC-Werten deutlich, die bei der Klassifikation Lungentumor versus COPD fiir alle o.g.
Antigene um 0,5 liegen. Antigene, die in so hohen Frequenzen mit verschiedenen
Serumgruppen reagieren, sind als einzelne Biomarker wegen ihrer geringen Spezifitdt also
eher unbrauchbar. Keiner der o.g. ,in frame“-Antigene wurde bisher in der CIDB
niedergelegt.

Mit den Proteinmacroarrays wurde ebenfalls {iiberpriift, ob eine Tumor-assoziierte
Autoimmunreaktion auch iiber einen lédngeren Zeitraum, insbesondere nach der
Tumorresektion, stabil bleibt. Dazu wurden Seren von 7 Patienten untersucht, die sich
zwischen 1998 und 2000 einer Lungentumorresektion unterzogen haben und bis 2008
Rezidiv-frei iiberlebten. Bei allen Patienten wurde der Tumor potentiell kurativ entfernt und
es erfolgte keine Radio- oder Chemotherapie, die evtl. Einfluss auf das Seroreaktivititsprofil
gehabt haben konnte. Die erste Blutentnahme erfolgte zwischen 1998-2000 praoperativ, also
vor der Tumorresektion. Den selben Patienten wurde dann 2008 erneut Blut entnommen. Das
Seroreaktivitatsprofil jedes Patienten wurde dann mit Hilfe der Proteinmacroarrays analysiert.
Zunichst wurde die Korrelation aller 14% médglichen Serumkombinationen fiir alle Antigene
berechnet. Dabei wurde deutlich, dass die Seren derselben Person (X (erste Blutentnahme,
Serumgruppe A) und X+7 (zweite Blutentnahme, Serumgruppe B)) oftmals am besten
korrelierten. ~ Beispielsweise =~ war  die  Korrelation  beider = Proben  eines
Plattenepithelkarzinompatienten (Serum 5 und 12, Tabelle 15) mit 0,805 am hdochsten. Die

Korrelationskoeffizienten zweier Adenokarzinompatienten lagen bei 0,708 (Serum 10,
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Tabelle 15) und bei 0,673 (Serum 4 und 11, Tabelle 15). Bei den Patienten mit
adenosquamosem Karzinom (Serum 1 und 8, Tabelle 15), Adenokarzinom (Serum 2 und 9,
Tabelle 15) und Plattenepithelkarzinom (Serum 7 und 14, Tabelle 15) war die Korrelation
niedriger und lag bei 0,295, 0,489 und 0,558. Einzelne Seren dieser drei letztgenannten
Patienten korrelierten teilweise stirker mit Seren anderer Patienten. Beispielsweise war die
Korrelation von Serum 1 (erste Blutentnahme, adenosquamdses Karzinom) mit Serum 10
(zweite Blutentnahme, Adenokarzinom) am hochsten (0,333). Serum 8 (zweite Blutentnahme,
adenosquamdses Karzinom) zeigte dagegen mit Serum 4 (erste Blutentnahme,
Adenokarzinom) eine bessere Korrelation (0,362). Bei Serum 2 (erste Blutentnahme,
Adenokarzinom) war der Korrelationskoeffizient von 0,492 mit Serum 8 (zweite
Blutentnahme, adenosquamoéses Karzinom) am hochsten. Fiir Serum 9 (zweite Blutentnahme,
Adenokarzinom) gab es keine bessere Korrelation als mit Serum 2 (erste Blutentnahme,
Adenokarzinom). Serum 7 (erste Blutentnahme, Plattenepithelkarzinom) korrelierte am
stirksten mit Serum 12 (B5) (zweite Blutentnahme, Plattenepithelkarzinom). Serum 14
(zweite Blutentnahme, Plattenepithelkarzinom) zeigte die stirkste Korrelation mit Serum 7
erste Blutentnahme, Plattenepithelkarzinom). Deutlich wird hierbei, dass die Korrelationen
zwischen den sieben préoperativ gewonnenen Seren oder den sieben postoperativ
gewonnenen Seren untereinander nicht sehr hoch sind, sondern die Korrelation fiir Seren aus
Gruppe A mit Seren aus Gruppe B meist hoher ist.

Darauf aufbauend wurde eine Clusteralyse der 49 Antigene, die in ihren Intensititswerten
unter allen analysierten Serumproben 1 bis 14 am stirksten variierten, durchgefiihrt. Hierbei
stellte sich heraus, dass die Seren zusammen clusterten, die vom selben Patienten stammen.
Das bedeutet, dass sich die gegen diese 49 untersuchten Antigene gemessene Immunantwort
in den beiden Seren eines Patienten dhnlicher ist als unter verschiedenen Patienten. Derzeit
gibt es nur wenige Studien, die den Verlauf einer Immunreaktion bei Tumorpatienten iiber
einen langeren Zeitraum untersuchen. Beispielsweise wurde der Verlauf der Immunreaktion
gegen pS3 bei Patienten mit Mesotheliomen beobachtet [162]. Die durchschnittliche
Uberlebenszeit eines Mesotheliompatienten liegt nach Diagnosestellung bei nur 9 Monaten.
Die Immunreaktion gegen p53 wurde iiber einen Zeitraum von 3 Monaten bis 2,5 Jahren
beobachtet und stellte sich dabei als relativ stabil heraus. Eine Korrelation zwischen
Antikorpertiter und Uberlebenszeit wurde aber nicht festgestellt. Auch in unserer
Arbeitsgruppe wurde eine Verlaufsstudie durchgefiihrt, bei der der Antikorpertiter gegen das
Autoantigen GLEA2 bei Gliompatienten vor Tumorresektion, nach Resektion, sowie vor,

wiahrend und nach Radiotherapie untersucht wurde [163]. Autoantikdrper gegen GLEA2
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waren wihrend des gesamten Verlaufs mefbar, wobei nach der Radiotherapie ein leichter
Anstieg im Antikorper-Titer zu verzeichnen war. In den beiden oben genannten Studien
wurde allerdings nur die Immunantwort gegen Tumor-assoziierte Antigene untersucht. In
vorliegender Studie wurden aber die Antigene ausgewdhlt, die die hochste Varianz in ihrer
Seroreaktivitdt aufwiesen. Es handelt sich hierbei also um eine rein mathematische Auswahl
der Antigene, die zudem keinerlei Nutzen fiir die Klassifikation Lungentumor versus Normal
zeigten, da alle diese Antigene hier einen geringen Informationsgehalt mit AUC-Werten um
0,5 hatten. Diese Untersuchung hat unabhéngig von der Tumorrelevanz der Antigene gezeigt,
dass die intraindividuellen Schwankungen im Seroreaktivititsprofil im Vergleich zu den
interindividuellen Schwankungen sehr gering sind. Die Immunreaktionen blieben selbst nach
8-10 Jahren noch meBbar, so dass es theoretisch moglich wire, den unterschiedlichen
Personen ihr personliches Seroreaktivititsprofil zuzuordnen. In folgenden Studien muss nun
gezeigt werden, ob Tumor-spezifische Unterschiede in der Immunreaktion iiber einen
langeren Zeitraum festzustellen sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit zwei voneinander vollig unabhéngigen Methoden
(serologische  Spotassays und  Proteinmacroarrays)  gezeigt, dass  spezifische
Seroreaktivititsmuster sehr gut geeignet sind, um Lungentumorpatienten von Gesunden, aber
auch von Patienten mit hdufig auftretenden anderen Bronchialerkrankungen (wie z.B. COPD,
Pneumonie), zu trennen. Im Speziellen die Trennung der niedrig-gradigen Tumoren von den
gesunden Blutspendern bestétigt, dass selbst Tumoren in frithesten Stadien eine
Immunreaktion auslésen, bzw. die Bildung von Autoantikorpern hervorrufen. AuBerdem
wurde gezeigt, dass sich durch die Erhéhung der Anzahl potentieller Antigene und die
Etablierung einer Computer-basierten Auswertemethode die Vorhersagegenauigkeiten
zusitzlich steigern lassen. Desweiteren wurde erstmals an einer Gruppe von sieben
Lungentumorpatienten gezeigt, dass das Seroreaktivitdtsprofil selbst 8-10 Jahre nach einer
kurativen Tumorresektion noch mef3bar bleibt. Speziell zusammengestellte Sets von Tumor-
assoziierten Autoantigenen erfiillen somit nachweislich alle Eigenschaften, die ein idealer

Biomarker mit sich bringen muss.

Ein weiterer molekularbiologischer Ansatzpunkt zur Identifizierung neuer potentieller
Biomarker zur Fritherkennung von Tumoren stellt neben dem Proteom bzw. Immunom das
Genom dar. Die Untersuchungen erfolgen entweder an zelluliren oder an frei im Blut
zirkulierenden Nukleinsduren. Expressionsanalysen auf RNA-Ebene stellen hierbei eine

héufige molekularbiologische Untersuchungsmethode in der Tumorforschung dar. Hier
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gewinnen immer mehr Untersuchungen zur Expression von miRNAs an Bedeutung, da sich
die miRNAs im Vergleich zur mRNA durch eine hohe Stabilitit gegeniiber RNA-abbauenden
Enzymen (RNAsen) auszeichnen. Die miRNAs sind eine hoch konservierte Familie nicht
transkribierter RNAs, einer Lange von 17-25 Nukleotiden, die auf verschiedene Art und
Weise als physiologische Regulatoren der Genexpression fungieren. Storungen dieser
regulatorischen Funktionen, z.B. durch Uber- oder Unterexpression der miRNA-Gene,
konnen bei der Tumorentstehung eine Rolle spielen [84, 89, 92, 164]. Diese Eigenschaften
machen die miRNAs zu einem interessanten Untersuchungsobjekt zur Identifizierung neuer
Tumor-spezifischer Biomarker [165-167]. Vor ca. sieben Jahren wurde erstmals ein
Zusammenhang zwischen der miRNA-Expression und der Tumorigenese hergestellt [87].
Seither sind zahlreiche miRNA-Expressionsstudien zu verschiedenen Tumorarten erschienen
[89, 91, 165, 168-170]. In verschiedenen Studien konnten sogar anhand des miRNA-
Expressionsprofiles metastatische Tumore unbekannter Herkunft klassifiziert werden [91,
165]. Auch in Bronchialkarzinomen wurde die miRNA-Expression bereits mehrfach
untersucht [83, 99-101, 103, 171]. Hierbei wurde in Lungentumorgewebe beispielsweise ein
Set von fiinf miRNAs identifiziert, das eine Vorhersage iiber die Uberlebenszeit oder
mogliche Rezidivbildung erlaubt [101]. Oben erwéhnte Studien beruhen alle auf der Analyse
der mRNA-Expression in Gewebe. Bisher zeigten aber nur wenige Studien, dass sich im Blut
von Tumorpatienten und Gesunden ebenfalls Unterschiede im miRNA-Expressionsprofil
nachweisen lassen [104, 107, 108, 119, 167, 172]. Nur eine dieser Studien untersuchte die
miRNA-Expression im Blut von Bronchialkarzinompatienten [104]. Oben genannte Studien
legten ihren Schwerpunkt dabei auf die Analyse der frei im Serum zirkulierenden miRNA
[105, 119], bzw. auf die miRNA, die von den Korperzellen in Mikrovesikeln verpackt ins
Blut abgegeben wurde [106, 108]. Die Isolation ausreichender Mengen miRNA aus Serum
bzw. aus Mikrovesikeln erfordert aber die Entnahme groBerer Mengen Blut oder eine
Amplifikation der miRNA. Eine Amplifikation der miRNA stellt wiederum eine Quelle fiir
mogliche Fehler dar. Die Isolation der miRNA in den zelluldren Blutbestandteilen, d.h. den
Leukozyten und Thrombozyten, liefert dagegen bei geringen Mengen Blut, fiir verschiedene
Applikationen ausreichende Mengen miRNA. Bisher wurde aber nur in der von Chen et al.
[104] durchgefiihrten Studie miRNA in den zelluldren Bestandteilen des Blutes untersucht.
Schwerpunkt dieser Studie war aber die Identifikation von miRNAs in Serum mittels Solexa-
Sequenzierung und der Vergleich mit den in Blutzellen detektierten miRNAs. In vorliegender
Studie wurde eine umfangreichere Microarrayanalyse aller bisher bekannten 866 humanen

miRNAs und miRNA*-Sequenzen (Sanger miRBase, Version 12.0) durchgefiihrt. Dabei
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wurden die miRNA-Expressionsprofile in Blutzellen von Lungentumorpatienten und
Gesunden verglichen. Insgesamt 27 miRNAs zeigten eine signifikante Deregulation in den
Blutzellen der Tumorpatienten, verglichen mit den gesunden Blutspendern. Von diesen 27
deregulierten miRNAs waren 51,8% der miRNAs in Blutzellen von Lungentumorpatienten
herunterreguliert. Die am signifikantesten deregulierte miRNA war die in den Blutzellen der
Lungentumorpatienten runterregulierte miRNA hsa-miR-126 (p-Wert 3,43*107). Eine
Herunterregulation wurde fiir hsa-miR-126 bereits in Lungentumorgewebe beobachtet [99].
Funktionelle Studien zu hsa-miR126 identifizierten diese miRNA als Regulator der
endothelialen Expression des Proteins vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), welches
ein interzelluldres Adhdsionsmolekiil ist, das von Endothelzellen exprimiert wird [173]. Da
hsa-miR-126 aullerdem nachweislich als Inhibitor des invasiven Wachstums einer NSCLC
Zelllinie fungiert, konnte die Herunterregulation ein Mechanismus sein, durch den die
Tumorzelle versucht, dieser Inhibierung zu entgehen [100]. Weitere signifikant deregulierte
miRNAs waren hsa-let-7d (p-Wert 0,0027), hsa-let-7i (p-Wert 0,0027) und hsa-miR-98 (p-
Wert 0,0087). Aber auch andere Mitglieder der let-7-Familie (hsa-let-7c, hsa-let-7e, hsa-let-
71, hsa-let-7g und hsa-let-7a) waren signifikant dereguliert. Alle oben genannten let-7
miRNAs waren in den Blutzellen der untersuchten Lungentumorpatienten herunterreguliert.
Die Mitglieder der let-7-Familie waren die ersten miRNAs, die als dereguliert in
Lungentumoren beschrieben wurden [174]. Diese Beobachtungen wurden von mehreren
darauf folgenden Studien belegt [175-179]. Auch in der Studie von Chen et al. [104] waren
die let-7 Familienmitglieder has-let-7a, has-let-7d, has-let-7f, has-let-7g, and has-let-7i in
Blutzellen der Lungentumorpatienten herunterreguliert. Takamizawa et al. zeigten eine starke
Korrelation zwischen der Herunterregulation der let-7 miRNAs in Lungentumoren und einer
schlechten Prognose [175]. Dies konnte u.a. auch daran liegen, dass die Mitglieder der let-7
Familie normalerweise das Onkogen RAS negativ regulieren, bei verminderter Expression
ihrer regulatorischen Funktion aber u.U. nicht mehr in ausreichendem Mafe nachkommen
konnen [174].

Eine weitere signifikant deregulierte miRNA war hsa-miR-22 (p-Wert 0,0087). Diese miRNA
war in den Blutzellen der Lungentumorpatienten im Vergleich zu den Gesunden
hochreguliert. Auch Chen et al. machten dieselben Beobachtungen in ihrer Solexa-Studie
[104]. Die miRNA hsa-miR-19a zeigte in vorliegender Studie eine stdrkere Expression in
Blutzellen von Lungentumorpatienten und wurde zuvor auch schon als iiberexprimiert in
Lungentumorgewebe beschrieben [180, 181]. Die miRNA hsa-miR-20a war dagegen in

vorliegender Arbeit herunterreguliert in Blutzellen von Lungentumorpatienten. In einer
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vorangegangenen Studie wurde aber gezeigt, dass hsa-miR-20a in Lungentumorgewebe
iiberexprimiert wird [180, 181]. Diese Uberexpression wurde allerdings bei einer SCLC-
Zelllinie nachgewiesen. Bei den in vorliegender Arbeit untersuchten Lungentumoren
handelte es sich aber ausnahmslos um NSCLC. Zusammenfassend betrachtet liegt zwischen
den vorangegangenen Studien zur miRNA-Expression in Lungentumoren und unsere miRNA-
Expressionsstudie in Blutzellen von Lungentumorpatienten im GroB3en und Ganzen eine hohe
Ubereinstimmung vor [91, 99, 175-182]. Auch verglichen mit Studien zur miRNA-Expression
in Tumoren anderer Organe konnten Ubereinstimmungen gefunden werden. Beispielsweise
wurden fiir einige in Blutzellen von Lungentumorpatienten deregulierte miRNAs auch eine
deregulierte Expression in verschiedenen anderen Tumorgeweben detektiert, wie z.B. hsa-
miR-346 in Magenkrebs, hsa-miR-145 in Blasenkrebs und hsa-miR-19a in Nierenkrebs und
B-cell Leukdmie [183-187]. Daneben wurden aber auch miRNAs als dereguliert identifiziert,
die bisher noch mit keiner anderen Tumorart oder sonstigen Erkrankungen in Verbindung
gebracht wurden. Hierbei sind beispielhaft die miRNAs hsa-miR-423-5p (p-Wert 0,00097),
hsa-miR-140-3p (p-Wert 0,0246) oder hsa-miR-339-5p (p-Wert 0,0256) zu nennen, die alle
in den Blutzellen der Lungentumorpatienten signifikant hochreguliert waren. Die Ergebnisse
der Expressionsanalyse mittels Microarray wurden fiir einige ausgewahlte miRNAs zusétzlich
durch die quantitative Real-Time PCR tiiberpriift und bestitigt.

Neben den Einzelbetrachtungen verschiedener miRNAs wurde auch das gesamte miRNA-
Expressionsprofil verglichen. In der Arbeit von Chen et al. konnte bereits gezeigt werden,
dass sich die miRNA-Expressionsprofile in Serum von Lungentumorpatienten und Gesunden
stark unterscheiden (Korrelationskoeffizient 0,2429). Das miRNA-Expressionsprofil von
Serum und Blutzellen beim gesunden Blutspender korrelierte mit einem
Korrelationskoeffizienten von 0,9205 dagegen stark. Die Korrelation zwischen dem miRNA-
Expressionsprofil in Serum und Blutzellen bei Lungentumorpatienten fiel dagegen deutlich
niedriger aus (Korrelationskoeffizient 0,4492) [104]. Die Korrelation zwischen der miRNA-
Expression in Blutzellen von Lungentumorpatienten und Gesunden wurde in der Studie von
Chen et al. jedoch nicht berechnet. Dennoch deuten o.g. Ergebnisse darauf hin, dass es
deutliche Unterschiede auch in der miRNA-Expression in Blutzellen geben muss. In
vorliegender Arbeit war es durch die Analyse der miRNA-Expression in Blutzellen mittels
Microarrays moglich, diese Unterschiede zu zeigen. AuBerdem konnten die
Lungentumorpatienten von den Gesunden mit einer hohen Genauigkeit (95,4%) unterschieden
werden. Hierbei wurden eine Sensitivitdt von 92% und eine Spezifitit von 87% erreicht.

Somit konnte erstmals ein Beweis fiir das diagnostische Potential der Analyse der miRNA-
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Expressionsprofile in Blutzellen von Lungentumorpatienten erbracht werden. Natiirlich muss
diese hohe Vorhersagegenauigkeit noch an groferen Patientenkollektiven in prospektiven
Studien tiberpriift werden, um die Analyse der miRNA-Expressionsprofile in Blutzellen von

Lungentumorpatienten als potentiellen, minimal-invasiven diagnostischen Test zu bestétigen.

Fiir das Bronchialkarzinom als weltweit hdufigste krebsbedingte Todesursache gibt es derzeit
keine geeigneten Screeningtests, die eine Frithdiagnose erlauben. Die bisher durchgefiihrten
Studien zu CT-Screenings bei Hochrisikopatienten erbrachten keinen Uberlebensbenefit fiir
die Patienten. AuBerdem wurde gezeigt, dass eine gro3e Anzahl falsch-positiver CT-Scans zu
unndtigen Biopsien fithrte [19, 125]. Desweiteren sollte die Strahlenbelastung, die durch ein
jéhrliches CT entsteht nicht auler Acht gelassen werden. Vorliegende Studie befasste sich
daher mit der Identifizierung minimal-invasiv detektierbarer Biomarker fiir das
Bronchialkarzinom. Fasst man die hier erbrachten Ergebnisse zusammen, so wurde mit zwei
unterschiedlichen molekularbiologischen Ansatzpunkten, basierend auf der Untersuchung
verschiedener Blutbestandteile (Antikorper im Serum und miRNA in den zelluldren
Bestandteilen des Blutes), eine hohe Genauigkeit bei der Trennung der Lungentumorpatienten
von den gesunden Kontrollprobanden erreicht. Mittels Immunoscreening wurden nicht nur die
Bronchialkarzinompatienten von den Gesunden mit einer Genauigkeit von liber 90% getrennt,
sondern auch eine Trennung der Lungentumorpatienten von Patienten mit anderen
Bronchialerkrankungen mit hoher Genauigkeit erreicht. Vor allem aber die Trennung der
niedrig-gradigen Tumoren von den Gesunden zeigt, dass die Analyse der
Seroreaktivitdtsprofile ein hohes diagnostisches Potential birgt. Auch die Klassifikation der
Lungentumorpatienten und der Gesunden, beruhend auf der Analyse der miRNA-
Expressionsprofile mit einer hochreproduzierbaren Microarray-Plattform, erzielte eine hohe
Genauigkeit von 95,4%. Da die hier durchgefiihrten Analysen allerdings nur an Patienten mit
bereits diagnostiziertem Lungentumor durchgefiihrt wurden, miissen diese Ergebnisse nun in
einem ndchsten Schritt in prospektiven Studien iiberpriift werden. Dennoch zeichnet sich ab,
dass Blut einen hohen Informationsgehalt birgt, der fiir die Diagnose, Prognose oder die

Therapieiiberwachung verschiedenster Krankheiten neue Wege 6ffnen konnte.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Etablierung komplexer Autoantikérper- und

miRNA-Expressionsprofile in peripherem Blut.

Mit Hilfe der Analyse von iiber 1800 Autoantigenen wurde die Genauigkeit fiir verschiedene
vergleichende Klassifikationen bestimmt. Lungentumorpatienten konnten von gesunden
Probanden mit einer Genauigkeit von 98% getrennt werden. Patienten mit niedrig-gradigen
Lungentumoren wurden mit einer Genauigkeit von 93,41% von Gesunden getrennt. Eine
Trennung von Patienten mit NSCLC bzw. SCLC von Gesunden erzielte Genauigkeiten liber
95%. Die Trennung der Lungentumorpatienten von Patienten mit COPD erreichte eine
Genauigkeit von 76,75%. COPD-Patienten wurden von Gesunden mit 97,60% Genauigkeit
getrennt. Entsprechende Unterscheidungen bei diesen Erkrankungen waren mit anderen

Biomarkern bisher nicht mit vergleichbaren Ergebnissen moglich.

Durch die Expressionsanalyse von iiber 800 miRNAs konnten Lungentumorpatienten mit
einer Genauigkeit von 95,4% von Gesunden unterschieden werden. Insgesamt wurden in
Blutzellen von Lungentumorpatienten 27 signifikant deregulierte miRNAs identifiziert. Mit
vorliegender Studie konnten erstmals solide Tumoren anhand eines miRNA-

Expressionsprofils in Blutzellen klassifiziert werden.

In vorliegender Arbeit konnten komplexe Autoantikdrper- und miRNA-Expressionsprofile in
peripherem Blut von Lungentumorpatienten etabliert werden. Mit diesen Profilen wurden

vergleichende Klassifikationen mit hoher Genauigkeit erreicht.
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5. SUMMARY

The presented study aimed at the establishment of complex autoantibody and miRNA

expression profiles in peripheral blood.

With the analysis of more than 1800 autoantigens, the accuracy of several classification tasks
was determined.Lung cancer patients were differentiated from healthy subjects with an
accuracy of 98%. Patients with low-grade lung cancer were differentiated from healthy
subjects with an accuracy of 93.41%. The differentiation of patients with NSCLC or SCLC
from healthy subjects reached an accuracy of more than 95%. The differentiation of lung
cancer patients from patients with COPD reached an accuracy of 76.75%. COPD patients
were differentiated from healthy subjects with an accuracy of 97.60%.

Until now, corresponding classifications with these diseases were not possible with

comparable results with other biomarkers.

With the expression analysis of more than 800 miRNAs lung cancer patients were
differentiated from healthy subjects with an accuracy of 95.4%. A total of 27 significantly
deregulated miRNAs were identified. With the presented study, it was possible for the first

time to classify solid cancer based on the miRNA expression analysis in blood cells.

In the presented work, we were able to establish complex autoantibody and miRNA
expression profiles in peripheral blood of lung cancer patients. Using these profiles we were

able to perform several classifications with high accuracy.
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**Klone identifiziert im SEREX-Screening der drei cDNA-Banken aus Hirn-Gewebe
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Fortsetzung Tabelle Al: Frequenz der Autoantikdrperantworten fiir jedes einzelne Serum
*Klone identifiziert im SEREX-Screening der drei cDNA-Banken aus PEC-Gewebe
**Klone identifiziert im SEREX-Screening der drei cDNA-Banken aus Hirn-Gewebe
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Fortsetzung Tabelle Al: Frequenz der Autoantikdrperantworten fur jedes einzelne Serum
*Klone identifiziert im SEREX-Screening der drei cDNA-Banken aus PEC-Gewebe
**Klone identifiziert im SEREX-Screening der drei cDNA-Banken aus Hirn-Gewebe
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8. LEBENSLAUF
Vor- und Nachname: Petra Leidinger
Adresse: Zum Franzenkreuz 17
66687 Wadern-Nunkirchen
Telefon: 06874/172212

Geburtsdatum und -ort:  10. September 1980 in Saarbriicken

SCHULE
1987 - 1991 Grundschule Wadern-Nunkirchen
1991 - 2000 Hochwaldgymnasium Wadern mit Abitur
STUDIUM
10/2000 - 10/2005 Biologie mit Schwerpunkt Human- und Molekularbiologie

Abschluss des Diplom - Studiengangs Biologie

Priifung und Anfertigung der Diplomarbeit am Institut fiir
Humangenetik, Universitéit des Saarlandes, Homburg
Thema: ,,Array-basierende Analyse der Auswirkung von

Hypoxie auf Glioblastom-Zellkulturen*

PROMOTION
11/2005 — jetzt Promotion am Institut fiir Humangenetik, Universitit des
Saarlandes, Homburg

Thema: ,,Molekulare Signaturen im Blut von Patienten mit
Bronchialkarzinomen*





