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Einleitung

l. Einleitung

1.1 Definition und Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms

Maligne tumor0dse Neubildungen des Epithels der Darmschleimhaut, welche Uber die
gesamte Lange des Kolons, des Sigmoids sowie des Rektums auftreten kénnen, werden
unter dem Begriff des kolorektalen Karzinoms (KRK) zusammengefasst. In Abhangigkeit von
der Lokalisation wird beim KRK zwischen Kolonkarzinom (KK) und Rektumkarzinom (RK)
unterschieden. Die Union Internationale Contre le Cancer (UICC) fasst unter dem Begriff des
Kolonkarzinoms isoliert alle Tumoren im Bereich des Sigmoids, des Colon descendens, des
Colon transversums sowie des Colon ascendens einschlie3lich des Bereiches der
lleozokalklappe zusammen. Der Begriff des Rektumkarzinoms (RK) beschreibt hingegen alle
Tumoren deren aborale Enden nach Messung mit einem starren Rektoskop 16 cm oder
weniger von der Anokutanlinie entfernt sind (Knudson 1993; Wittekind 2010). Ferner wurde
durch die UICC im Jahr 2002 eine weitere Unterteilung des Rektumkarzinoms in proximale
(12-16 cm ab ano), mittlere (6-11 cm ab ano) und distale Tumoren (< 6 cm ab ano)
vertffentlicht (UICC 2002). Abweichend von dieser europaischen Nomenklatur wird in den
USA eine Distanz von 12 cm ab Anokutanlinie als Grenze zwischen Kolon- und Rektum-
karzinom angenommen (Nelson et al. 2001; NIH 1990; Pox und Schmiegel 2013). Das
Adenokarzinom (AC) stellt mit etwa 85 % aller KRK die histologische Hauptentitat dar.
Lediglich 14 % aller Darmtumoren lassen sich den Plattenepithelkarzinomen (PECA) zuord-
nen. Weitere Entitaten, wie beispielsweise neuroendokrine Tumoren, Lymphome oder Sarko-
me stellen mit einer Haufigkeit von etwa einem Prozent eine Raritat dar (Kaatsch et al.
2013). Nach einer Veroffentlichung des Robert Koch-Institutes (RKI) und der Gesellschaft
der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (GEKID) aus 2013 erkrankten im
Jahr 2010 in der Bundesrepublik Deutschland (BRD) circa 28600 Frauen und 33800 Manner
an einem Kolon- oder Rektumkarzinom (Kaatsch et al. 2013). Bei den Méannern ist das KRK
somit nach dem Prostatakarzinom (26,1 %) und dem Bronchialkarzinom (13,9 %) mit 13,4 %
die dritthaufigste Krebserkrankung in der BRD. In der weiblichen Bevdlkerung belegt das
KRK - mit einem prozentualen Anteil von 12,7 % - nach dem Mammakarzinom (31,3 %) den
zweiten Platz der am haufigsten vorkommenden Malignome (Kaatsch et al. 2013). Die
altersstandardisierte Inzidenz betragt etwa 58 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner in
der mannlichen sowie circa 37 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner in der weiblichen
Bevolkerung und belegt, dass Mé&nner in der BRD etwa eineinhalbmal h&ufiger an einem
Darm- oder Rektumkarzinom erkranken als Frauen. Betrachtet man den prozentualen Anteil
des KRK an allen Krebssterbefallen in Deutschland, so ist dieses Karzinom bei den Mannern

(11,4 %) die zweithdufigste Todesursache nach dem Bronchialkarzinom (24,9 %). Bei den
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Frauen nimmt das KRK nach Mammakarzinom (17,4 %) und Bronchialkarzinom (13,6 %)
den dritten Platz ein und ist fur circa 12,5 % aller krebsbedingten Todesfélle verantwortlich.
Manner erkranken mit durchschnittlich 71 Jahren vier Jahre vor den Frauen, deren mittleres
Erkrankungsalter bei 75 Jahren liegt (Kaatsch et al. 2013). Durch die zunehmende
Entwicklung diagnostischer Screeningverfahren sowie Neuerungen im Bereich der
Frahintervention und Therapie konnte die Prognose des KRK in den letzten Jahren stetig
verbessert werden. Dies spiegelt sich vor allem in der Betrachtung der 5-Jahres-
Uberlebensraten sowie der altersstandardisierten Erkrankungs- und Sterberaten der
vergangenen Jahre wider, welche in Deutschland seit dem Jahr 2000 allgemein rtcklaufig
sind (Kaatsch et al. 2013). Unabhéngig vom Geschlecht Uberleben etwa 65 % der
diagnostizierten KRK-Patienten fiinf Jahre und langer nach Diagnosestellung (Kaatsch et al.
2013). Vergleichbare Zahlen liefern auch Untersuchungen in den Vereinigten Staaten (Siegel
et al. 2013). Eine weltweite internationale Studie (GLOBOCAN) der International Agency for
Research on Cancer (IARK) und der World Health Organization (WHO) beschreibt einen
globalen Rickgang der Inzidenzraten zwischen 2002 und 2012. Dennoch ist das KRK
weltweit nach wie vor die zweit - beziehungsweise dritthaufigste maligne Tumorerkrankung

bei Frauen und Mannern (Bray et al. 2013; Ferlay et al. 2013).

1.2 Atiologie und Pathogenese des kolorektalen Karzinoms

Die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms ist durch multifaktorielle Einflisse
gekennzeichnet. Als Hauptrisikofaktoren gelten vor allem ein erh6hter Tabakkonsum sowie
Ubergewicht und Fettleibigkeit (Obesitas) infolge hochkalorischer Nutrition und
Bewegungsmangel. Weitere Ernahrungsgewohnheiten, wie beispielsweise der tberméaRige
Verzehr roter Fleisch- und Wourstprodukte, ballaststoffarmer Lebensmittel sowie ein
gesteigerter Alkoholkonsum sind ebenfalls mit einer vermehrten Entstehung eines KRK
assoziiert (Hisamuddin und Yang 2004; Kaatsch et al. 2013; Pox et al. 2013). Neben diesen
Faktoren ist fur das KRK zudem eine deutliche familiare Pradisposition beschrieben.
Abhangig vom Alter des Darmkrebspatienten bei Diagnosestellung besteht speziell fur
Verwandte ersten Grades ein erhdhtes Risiko, im Laufe ihres Lebens ebenfalls ein KRK
auszubilden (Kaatsch et al. 2013). Nach aktuellem Kenntnisstand kann das kolorektale
Karzinom beziiglich seiner Atiologie und Haufigkeit in die nachfolgenden drei Gruppen

eingeteilt werden.
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1. sporadisch auftretende KRK (75 %)
2. KRK mit familiagrer Pradisposition (15 %)
» KRK im Rahmen hereditarer Syndrome (9 %)
o familidres adenomatdses Polyposis-Syndrom (FAP)
¢ hereditares nicht-polyposes kolorektales Karzinom (HNPCC)

3. KRK bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (1%)

Im Einzelnen liegen diesen Erscheinungsformen unterschiedliche Pathomechanismen
zugrunde, welche nachfolgend naher erlautert werden (Hisamuddin und Yang 2004, 2006;
Moran et al. 2010).

.2.1 Genetische Pathomechanismen

Genetische Veranderungen der DNA in Form numerischer und struktureller Mutationen oder
Allelverlusten (Loss of Heterozygosity (LOH)) kénnen in Keimzellen sowie somatischen
Zellen, durch Beeinflussung interner Zellzyklus-Regulationsprozesse, zu einer Steigerung
der Proliferation und/oder zu einer Apoptoseresistenz der Zelle fihren. Die betroffene Zelle
bildet gegentber benachbarten, nicht-mutierten Zellen einen Wachstumsvorteil aus (Fearon
und Vogelstein 1990; Hisamuddin und Yang 2006; Moran et al. 2010; Worthley et al. 2007).
Diese Mechanismen flhren zur Ausbildung neoplastischer Gewebehyperplasien im
Allgemeinen und sind im Speziellen auf das kolorektale Karzinom ubertragbar. Der
bekannteste Pathomechanismus, die Adenom-Karzinom-Sequenz, wurde bereits im Jahr
1990 durch Fearon und Vogelstein beschrieben. Diese Theorie basiert auf der schrittweisen
Entwicklung eines invasiv-wachsenden Karzinoms aus einer gutartigen Vorlauferlasion
(Adenom, ACF), welche durch sporadisch auftretende genetische Veranderungen der zell-
zyklusregulierenden Tumorsuppressorgene (TSG) sowie Protoonkogene (POG) hervor-
gerufen wird. Kennzeichnend fiir TSG ist ihre Eigenschaft, nach Aktivierung und Ausbildung
ihrer Genprodukte hemmend auf den Zellzyklus einzuwirken. POG hingegen bilden nach
ihrer Aktivierung zu Onkogenen (OG) Proteine, welche einen gegenteilig aktivierenden Effekt
auf den Zellzyklus austiben und damit eine unkontrollierte Proliferation der Zelle begiinstigen
(Fearon und Vogelstein 1990; Knudson 1993). Im Einzelnen schildert diese auch als
Suppressor-Pathway oder Canonical-Pathway (Moran et al. 2010) bezeichnete Kaskade die
Inaktivierung der Tumorsuppressorgene APC (Chr. 5q), DCC (Chr. 18q) und p53 (17p) sowie
die Aktivierung der Protoonkogene COX-2 (Chr. 1q) und K-RAS (Chr. 12p) infolge von
Mutationen oder LOH (Fearon und Vogelstein 1990; Hisamuddin und Yang 2004; Moran et
al. 2010; Worthley et al. 2007). Eine schematische Darstellung des Suppressor-Pathway
zeigt Abbildung 1.
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Abbildung 1: Modifizierte Darstellung des Suppressor-Pathway und des Mutator-Pathway
nach Hisamuddin und Yang (2006, S.54), Moran et al. (2010, S.153) Worthley et al.
(2007, S.3785): beteiligte Tumorsuppressorgene (weil3); beteiligte Onkogene (schwarz).

Nach dem Mechanismus von Vogelstein und Fearon lassen sich heute nahezu 80-85 % aller
sporadisch vorkommenden Darm- und Rektumkarzinome sowie ein Grof3teil der
FAP-assoziierten KRK beschreiben (Hisamuddin und Yang 2004; Moran et al. 2010;
Worthley et al. 2007). Von Bedeutung ist, dass wahrend der Karzinogenese im Rahmen der
0.g. Theorie nicht immer alle der in Abbildung 1 dargestellten Mutationen simultan auftreten
mussen. So ist beispielsweise die Mutation des Adenomatése-Polyposis-Coli Gens (APC) in
nahezu allen frihen FAP-assoziierten dysplastischen Mukosalasionen (ACF) detektierbar,
wahrend die K-RAS-Mutation im Rahmen von FAP selten auftritt. Umgekehrt ist eine K-RAS-
Mutation in sporadisch bedingten ACF nahezu obligat, wohingegen eine Mutation im APC-
Gen im Frihstadium sporadisch auftretender KRK vergleichsweise selten vorkommt
(Worthley et al. 2007). Erst in spateren Stadien der Karzinogenese steigt der Anteil dieser
genetischen Veranderung bis auf 80 % an (Worthley et al. 2007). Weiterhin unterliegen die
Pathways der einzelnen Gene einer hohen internen Variabilitat (Hisamuddin und Yang 2006;

Worthley et al. 2007). Ein Beispiel hierfur stellt das APC-Gen dar, dessen Signaltransduktion

Seite | 4



Einleitung

auf unterschiedlichsten Ebenen durch Mutationen beeinflusst werden kann. Als Bestandteil
des Wnt/B-Catenin-Signalweges - einer Kaskade der Embryo- sowie Karzinogenese (siehe
Abbildung 2) - reguliert dieses Multifunktionsgen die Bildung des APC-Proteins, welches in
Zellproliferation, Differenzierung sowie Apoptoseprozesse involviert ist (Hisamuddin und
Yang 2004, 2006; Worthley et al. 2007). Kommt es zu einer Mutation von APC und somit zur
Bildung eines fehlerhaften Proteins, wird das intrazellulare Onko-Protein B-Catenin nicht
phosphoryliert und nachfolgend abgebaut, sondern wandert stattdessen als aktivierter
Transkriptionsfaktor (TF) in den Zellkern, um dort als onkogenetischer Promotor weitere
Zellregulator-Gene zu aktivieren (Hisamuddin und Yang 2004, 2006; Worthley et al. 2007).
Ein alternativer Pathomechanismus mit gleichem Resultat ergibt sich aus der direkten
Mutation des POG B-Catenin. Das Protein B-Catenin ist hier aufgrund der Mutation resistent
gegenuber dem APC-Regulatorkomplex, entgeht seiner Ubiquitierung und wirkt nachfolgend
im Zellkern auf die gleiche Weise (als TF) proliferationssteigernd (Gregorieff und Clevers
2005; Worthley et al. 2007). Beide o.g. Varianten des Wnt-Pathway fuihren letztlich zu einer
gesteigerten Zellteilungsrate und werden inshesondere bei Patienten mit FAP beobachtet
(Hisamuddin und Yang 2006; Worthley et al. 2007). DarlUber hinaus reguliert das APC
bestimmte Zytoskelettproteine wie F-Actin oder Mikrotubuli und ist in dieser Funktion flr die
geregelten Ablaufe von Adhasions-, Migrations- sowie Mitoseprozessen von entscheidender
Bedeutung (Hisamuddin und Yang 2006; Worthley et al. 2010). Ein genetischer Defekt des
APC-Gens bewirkt folglich - neben fehlerhafter Zelladh&sion - vor allem eine gestorte
Segregation sowie nachfolgende Chromosomenaberrationen, was in der Summe zu einer
chromosomalen Instabilitéat (CIN) fuhrt (Worthley et al. 2007). Die Karzinogenese wird somit
bereits zu einem friihen Zeitpunkt begtinstigend beeinflusst (Hisamuddin und Yang 2006;
Worthley et al. 2007). Am Beispiel von APC wird deutlich, dass eine genetische Veranderung
in Form einer Genmutation, aber auch infolge eines LOH komplexe Konsequenzen auf
zahlreiche zellinterne Regulationsprozesse nach sich zieht. Die Entstehung eines KRK kann
somit potentiell durch mehr als einen Signalmechanismus erfolgen (Hisamuddin und Yang
2006; Moran et al. 2010; Worthley et al. 2007). Diese Erkenntnisse sind auf weitere Gene

der Adenom-Karzinom-Sequenz Ubertragbar.
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Wit Wingless-Int-1

pCat B-Catenin

CtBP C-Terminal-Binding-
Protein

Dsh Disheveled

Fz Frizzled

Gro Groucho

GSK Glycogen-Synthase-
Kinase 3f

LRP Low-Density-
Lipoprotein-
Receptor-Related-
Protein

TCF T-Cell-Faktor

No wnt signaling wnt signaling or
APC mutation

Wnt-/ Canonical Pathway:

Das Wht-Signalprotein, ein sektretorisches Protein benachbarter Zellen, hindet die Rezeptoren Frizzeled und LRP Es folgt die
Aktivierung des inhibitorischen Disheveled-Proteins, welches wiederum zu einer Inaktivierung des regulierenden Proteinkomplex,
hestehend aus APC, der Kinase GSK-3f und Axin-1 fuhrt. Dieser Komplex gewahrleistet in Abwesenheit eines Wht-Signals oder
einer Mutation von APC/R-Catenin (linkes Bild) die Ubiguitierung des Proteins B-Catenin durch Phosphorylierung. Durch o.g. Wht-
Signal undfoder das Vorliegen einer Mutation (rechtes Bild) wird die Degradation van B-Catenin inhibiert und das Protein fallt
vemmehrt im Zytoplasma an. Freies B-Catenin wandert in den Zellkern, bindet TCF und wirkt als Transkriptionsfaktor und
onkogenetischer Promotor aktivierend auf spezifisch-proliferationssteigernde Zielgene {(Hisamuddin und Yang 2008; Kimelman
und Xu 2008; Logan und Nusse 2004, Worthley et al. 2007).

Abbildung 2: Darstellung des Wnt/B-Catenin-Signaltransduktionsweges nach Hisamuddin
und Yang (2006, S.57; Abdruck mit freundlicher Genehmigung des Springer-Verlags).
Bildunterschrift nach Informationen aus Hisamuddin und Yang (2006), Kimelman und Xu
(2006), Logan und Nusse (2004), Worthley et al. (2007).

In den zuriickliegenden zwei Jahrzehnten konnte neben dem Suppressor-Pathway eine
weitere Signalkaskade beschrieben werden. Diese auch als Mutator-Pathway bezeichnete
genetische Veranderung betrifft das Mismatch-Repair (MMR)-System der Zelle und ist
ebenfalls in Abbildung 1 dargestellt (Hisamuddin und Yang 2006; Moran et al. 2010;
Worthley et al. 2007). Im Detail umfasst dieser Mechanismus sieben Proteine (hMLH1,
hMLH3, hMSH2, hMSH3, hMSH6, hPMS1, hPMS2), welche im aktiven Zustand jeweils als
Heterodimere vorkommen (Worthley et al. 2007). Hierbei sind die Proteine hMLH1 und
hMSH2 die Basiskomponenten und finden sich in etwa 90 % aller dieser dimeren
Proteinpaare wieder (Worthley et al. 2007). Unter physiologischen Voraussetzungen behebt
dieses Korrektur-System mdogliche, im Anschluss an die Polymerisation der Erbsubstanz,
auftretende DNA-Defekte (Moran et al. 2010). Die Pathologie des Mutator-Signalwegs liegt
im Einbau zahlreicher Mutationen in kurze, repetitive, nicht-kodierende DNA-Sequenzen

wahrend der DNA-Polymerisation, welche als Microsatelliten (MS) bezeichnet werden
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(Moran et al. 2010; Worthley et al. 2007). Diese MS fuhren zu Frameshift-Mutationen, welche
wiederum aufgrund bestehender Primardefekte in den MMR-Genen nicht korrigiert werden
konnen. Es resultiert eine Microsatelliteninstabilitat (MSI) (Moran et al. 2010; Worthley et al.
2007). Aufgrund dieser Erkenntnisse gelang die Generierung diverser Testsequenzen
(Panel) mit definierten Microsatelliten (Mono- und Dinukleotide), die nachfolgend zu einer
Einteilung der kolorektalen Karzinome anhand der bestehenden Microsatelliteninstabilitaten
fuhrte (Boland et al. 1998; Moran et al. 2010; Worthley et al. 2007). So unterscheidet man
nach Boland et al. (1998), Moran et al. (2010) und Worthley et al. (2007) KRK unter anderem
anhand der Anzahl entsprechend mutierter Nukleotide innerhalb dieser Panel (Kombination

aus funf Nukleotiden):

e MSI-High-Tumoren (MSI-H): mindestens zwei von finf Markern veréndert
e MSI-Low-Tumoren (MSI-L): mindestens einer von funf Markern verandert

e MS-Stabile-Tumoren (MSS): keine Veranderung in Testmarkern (Suppressor-Typ)

Etwa 15-20 % allen sporadisch auftretenden KRK liegt der Mutator-Pathway zugrunde
(Moran et al. 2010; Worthley et al. 2007). Uberdies bildet dieser Pathomechanismus die
wesentliche molekulargenetische Grundlage fiir die Entstehung eines HNPCC (Moran et al.
2010; Worthley et al. 2007). Auffallig bei der Betrachtung dieser Entitat ist, dass ihrer
Entstehung zwei nacheinander auftretende Verdnderungen, so genannte ,Hits* (Knudson
1993, S. 10914), auf Keimbahn- sowie somatischer Zellebene zugrunde liegen. In Anlehnung
an das allgemeine Modell zur Karzinogenese nach Knudson (1993) bedingt beim HNPCC
eine Keimbahnmutation in einem MMR-Gen - zumeist hMLH1 oder hMSH2 - das Vorliegen
lediglich einer funktionierenden Genkopie innerhalb der Zelle (Worthley et al. 2007). Folgt
dann ein zweiter Hit in Form einer somatischen Mutation des noch aktiven Allels, so flhrt
dies zur vollstéandigen Inaktivierung des gesamten Gens und letztlich zum Ausfall des MMR-
Systems (Worthley et al. 2007). Im Unterschied zum HNPCC, was sich durch Mutationen in
allen somatischen Zellen definiert, findet man in sporadisch auftretenden kolorektalen
Karzinomen die 0.g. Veranderungen nach Knudsons Theorie insgesamt eher selten und
wenn, lediglich in einer somatischen Zelllinie (Knudson 1993, 1996). Haufiger liegen den
sporadisch vorkommenden Karzinomen, speziell denen vom MSI-H-Typ, epigenetische
Veranderungen in  Form von Promotor-Hypermethylierungen  zugrunde. Diese
methylierungsbedingte Sequenzinaktivierung betrifft vornehmlich das MMR-Gen hMLH1 und
bildet eine Schnittstelle mit einem dritten, nachfolgend unter Gliederungspunkt 1.2.2
erlauterten Signalweg, dem Methylator-Pathway (Moran et al. 2010; Worthley et al. 2010;
Worthley et al. 2007). Insgesamt spricht man den MSI-H-Tumoren, im Vergleich zu MSI-L
und MSS, eine langere Uberlebenszeit und demnach eine bessere Prognose zu (Moran et

al. 2010). Die MSI-L-Tumoren hingegen nehmen molekulargenetisch eine Mittelposition
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zwischen MSI-H und MSS ein (Moran et al. 2010; Worthley et al. 2007). Weiterhin besteht
ein wesentlicher Unterschied zwischen MSI-L- und MSS-Tumoren im Vorkommen der
K-RAS-Mutation, welche in MSH-L-Tumoren mit 54 % deutlich h&ufiger vorliegt als in
MSS-Tumoren (27 %) (Jass et al. 1999; Moran et al. 2010; Worthley et al. 2007). Die
Gensequenz der O-6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT), ein weiteres DNA-
Reparatur-Protein, ist in MSI-L-Karzinomen ebenfalls héufig von einer Promotor-
Hypermethylierung betroffen und stellt auch hier eine Interaktion mit dem Methylator-
Pathway dar (Worthley et al. 2007). Mit 64 % ist der Anteil dieser epigenetischen
Veranderung in MSI-L-Tumoren deutlich héher als in MSS (26 %) und MSI-H (13 %)
(Whitehall et al. 2001). Die beschriebene Hypermethylierung des MGMT lasst sich wiederum
vermehrt in sporadisch auftretenden KRK detektieren (Worthley et al. 2007). Eine Ubersicht
der geschilderten Zusammenhange wird in Abbildung 3 sowie in Tabelle 1 dargestellt.

HNPCC

/( Mutator-Pathway ]\
(Lynch-Syndrom)

AL MGMT- hMLH1-

Keimbahnmutation in Missmatch- : i
Repair-System (MMR) Hypermethylierung Hypermethylierung

Epigenetische
Verdnderungen

SecondHit:
somatische Mutation in
MMR

SporadischesCRC

Microsatelliteninstabilitat
. (MSI)
MSI-High-Tumor (MSI-H)

+  haufighMLH-Hypermethylierung / l

in sporadischen KRK

haufig Knudson-Theorie bei MSI-Low-Tumor (MSI-L) MSS -Stabile-Tumor (MSS):
TS haufig K-RAS Mutation
’ stals . R | | |
hauf_lgerFrauen R . hauﬁg MGMT- +  entsprichtKarzinogenese (ber
+  proximales Kolon g ! S it
i i Hypermethylierun ppressor-Pathway
viel LK-Metastasen, wenig yp ylierung distale Lokalisation
Fernmetastasen + 8% dersporadischen KRK

histopath ologisch mit MSS

+  langeres Uberleben :
vergleichbar

gute Prognose

Abbildung 3: Modifizierte Darstellung des Mutator-Pathway nach Boland und Goel
(2010, S.2073).
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[.2.2 Epigenetische Pathomechanismen

Ein dritter Pathomechanismus, welcher bereits in 1.2.1 erwahnt wurde, ist der Methylator-
Pathway. Die epigenetischen Veranderungen umfassen hierbei sowohl Methylierungen
tumorrelevanter Gensequenzen als auch die Acetylierung und Deacetylierung von
Chromatin-Histonkomplexen (Jones und Baylin 2002; Jones und Takai 2001; Kim et al.
2010; Kondo und Issa 2004; Schwarzenbach et al. 2011). Direkte genetische Veranderungen
der Erbsubstanz in Form von Mutationen, wie sie im Rahmen des Suppressor- sowie des
Mutator-Signalweg auftreten, bleiben hier jedoch aus (Kondo und Issa 2004). Chemisch
erfolgt mittels DNA-Methyltransferasen die Anlagerung einer Methylgruppe (-CHs3) an das
finfte Kohlenstoffatom der Base Cytosin (C) (Summers et al. 2013). Die Bildung eines
solchen Methyl-Cytosin wird vornehmlich in bestimmten Bereichen der DNA-Sequenz
katalysiert, die als CpG-Islands (Bird 1986, S. 209) bezeichnet werden. Kennzeichnend fir
diese Regionen ist ein erhdhter Anteil von Guanosin (G)-Cytosin (C)-Dinukleotiden von 50 %
bis 55 % innerhalb einer Sequenzlange von mindestens 500 Basenpaaren (bp) (Bird 1986;
Bock et al. 2007; Summers et al. 2013). CpG-Islands finden sich allgemein in ca. 60 % aller
Gene der menschlichen Erbsubstanz wieder und liegen physiologischerweise mehrheitlich
unmethyliert vor (Bird 2002). Im Zuge der Tumorgenese kommt es vermehrt in
Promotorbereichen bestimmter transkriptionsregulierender Sequenzen, wie beispielsweise
TSG oder MMR-Genen, zu einer Hypermethylierung dieser G-C-reichen Regionen.
Hierdurch wird die Anlagerung modulierender Transkriptionsfaktoren an die DNA inhibiert.
Das so genannte Gen-Silencing (Kondo und Issa 2004, S. 31), also die Inaktivierung der
Gensequenz ist die Folge. Dieser Mechanismus bedingt letztlich die Hemmung der weiteren
Proteinbiosynthese (Bird 1986; Bock et al. 2007; Kim et al. 2010; Kondo und Issa 2004;
Schwarzenbach et al. 2011; Summers et al. 2013). Basierend auf diesem Wissen wird heute
das KRK nach dem Vorhandensein charakteristischer Methylierungsmuster innerhalb einer
definierten Kombination aus funf KRK-spezifischen Genen (Panel) eingeteilt (Worthley et al.
2007). Diese Klassifizierung nach dem CpG-lIsland-Methylator-Phenotype (CIMP)
unterscheidet die Untergruppen CIMP positiv (CIMP+) und CIMP negativ (CIMP-), wobei
CIMP-positive KRK mindestens in drei der funf getesteten Gensequenzen eine erhéhte
Methylierungsfrequenz aufweisen muissen (Worthley et al. 2007). Abhéngig vom
eingesetzten Panel sind somit 24 — 51 % der KRK als CIMP+ einzustufen (Samowitz et al.
2005; Toyota et al. 1999a; van Rijnsoever et al. 2002). Molekulargenetische Betrachtungen
von CIMP+ zeigten weiterhin eine deutliche Assoziation mit dem Vorliegen einer
BRAF-Mutation sowie dem Vorkommen von MSI-L und MSS in sporadischen KRK.
Nachfolgende Betrachtungen zeigten dariiber hinaus eine deutlich schlechtere Prognose fir
Karzinome mit CIMP+ in Verbindung mit MSI-L oder MSS gegentber CIMP+ in Kombination
mit MSI-H (Worthley et al. 2007). Zudem wird das MMR-Gen hMLH1 in bosartigen
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Neoplasien mit einem positiven CIMP-Status uberdurchschnittlich h&ufig durch eine
epigenetische Methylierung inaktiviert (Toyota et al. 1999a; Worthley et al. 2007). CIMP-
negative Tumoren hingegen, welche sich durch eine geringere Methylierungsfrequenz o.g.
CpG-Islands auszeichnen, entsprechen in ihrer Entwicklungstendenz eher Karzinomen mit
CIN, bekannt aus dem Suppressor-Subtyp (Gyparaki et al. 2013; Worthley et al. 2007). Das
tbrige Genom, einschlief3lich nicht kodierender Intron-Sequenzen, liegt bei Krebspatienten
interessanterweise haufig hypomethyliert vor (Bariol et al. 2003; Kondo und Issa 2004).
Betrachtungen weiterer Arbeitsgruppen - zum Beispiel Weisenberger et al. (2006) oder
Schulz et al. (2006) - beschreiben wiederum fir gesunde Probanden im Vergleich mit
Karzinompatienten eine gesteigerte CpG-Hypermethylierung in nicht-kodierenden, repetiti-
ven Sequenzen der DNA. Die Promotorsequenzen liegen hingegen hier oft unmethyliert vor.
Exemplarisch sind in diesem Zusammenhang die ALU- sowie die LINE1l-Sequenzen
anzuftihren (Schwarzenbach et al. 2011; Worthley et al. 2007). Resultierend aus diesen
Beobachtungen liegt in der Detektion epigenetischer Anomalien, beispielsweise mittels
methylierungsspezifischer Real-Time-Polymerase Chain Reaction (PCR), ein breites
diagnostisches und therapeutisches Potential. Aul3erhalb der Karzinogenese finden sich o.g.
epigenetische Veradnderungen jedoch auch im Rahmen benigner Lasionen oder bei nicht-
malignen Entzundungsprozessen. Dieser Umstand limitiert den diagnostischen und
therapeutischen Nutzen im Hinblick auf eine ausreichende Sensitivitat und Spezifitat dieses
Testverfahrens (Summers et al. 2013; Worthley et al. 2007). Fir den Einsatz eines
potentiellen Biomarkers im Rahmen von Tumordiagnostik und stadienabhéngiger
Therapieevaluation sind somit Eigenschaften wie eine ausreichende Diskriminationsfahigkeit
zwischen Gesunden und Kranken sowie die Mdglichkeit zur eineindeutigen Zuordnung zu
einer spezifischen Tumorentitat oder einem definierten Tumorstadium von entscheidender
Bedeutung. Ein fir das KRK in diesem Zusammenhang relevantes Gen ist exemplarisch
neben dem hMLH1 das Septin-9 Transmembranprotein-Gen (SEPTIN9), dessen
Methylierungseigenschaften bereits in quantitativen diagnostischen Tests aus Blutplasma
nachgewiesen werden kdnnen (Summers et al. 2013; Worthley et al. 2007). Jedoch auch
weitere tumorspezifische Gensequenzen wie der Runt-Related Transcription Factor 3
(RUNX3), das Neurogenin-1 (NEUROG1), das Syndecan-2 Transmembranprotein-Gen
(SDC2), der Helicase-like Transcriptional Factor (HLTF), das RAS-Association Domain
Family 1 (RASSF1A) oder das Transmembrane Protein containing Epidermal Growth Factor
and two Follistatin-like Domains 2 (TMEFF2) haben ein gro3es diagnostisches Potential in
Bezug auf Tumorscreening und Therapie-Stratifizierung (Gyparaki et al. 2013; Kim et al.
2010). Eine abschlieRende Ubersicht der unterschiedlichen Signalwege und deren

Charakteristika ist in Tabelle 1 dargestellit.
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Tabelle 1: Charakteristik differenter KRK-Signalwege nach Worthley et al. (2007).
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o 2 =
Mutator MSI-H CIMP- prox. gut nein nein nein nein
Kolon
Methylator/ MSI-H prox. . . . .
gut nein ja ja nein
Mutator CIMP+ Kolon
nicht-MSI-H*
prox. . . . .
CIMP+ Kolon schlecht nein ja nein nein
Methylator ]
MSI-L dist. _ nein _ _
Kolon/ N/A nein nein ja
CIMP+ Rektum (K-RAS 1)
Suppressor nicht-MSI-H* dist. _ _ _ _ _ _
Kolon/ intermediar ja nein nein nein
CIMP- Rektum

* nicht-MSI-H entspricht MSI-L und/ oder MSS

[.2.3  Wachstum, Lokalisation und Metastasierungsverhalten

Kolorektale Karzinome entstehen haufig auf Grundlage von vorhandenen Dickdarmpolypen
sowie pramalignen, adenomattsen Formationen. Makroskopisch ist der Grof3teil aller KRK
daher distal der linken Kolonflexur lokalisiert. Genauer stellen das Rektum sowie die
rektosigmoidale Ubergangszone mit zusammen etwa 60 % die Hauptlokalisation der KRK
dar (Boecker et al. 2012). Es folgen mit einem Anteil von circa 20 % die isolierten
Sigmakarzinome sowie mit einem Anteil von 10 % die Tumoren des Zékum und des Colon
ascendens. Weitere 10 % der KRK verteilen sich auf die tibrigen Darmabschnitte (Boecker et
al. 2012). Untersuchungen der letzten Jahre bestétigen diese Verteilung und zeigen zudem
eine Zunahme der rechtseitigen Darmtumoren mit steigendem Lebensalter (O'Connell et al.
2003; Staeber 2013; Tonus et al. 1996). Speziell das RK weist ein erhdhtes Risiko auf,
Nachbarorgane wie die Blase, die Ureteren, die Prostata oder den Uterus zu infiltrieren
(Gaedcke et al. 2011).

Aus molekulargenetischer Sicht treten auflerdem Karzinome mit einer Mutation des
APC-Gens vermehrt im Rektum auf (82 %). Kolonkarzinome (KK) lassen hingegen nur in
60 % der Falle den Nachweis der o.g. Genverdnderung zu (Worthley et al. 2007). Der
MSI-H-Tumor als weiteres Beispiel einer genetischen Variation ist wiederum vermehrt bei
Frauen im rechten proximalen Kolonabschnitt zu finden. Ein ausgepragter Lymphknoten-

befall und das Vorliegen weniger Fernmetastasen sind zudem Kennzeichen dieser
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Tumorentitat (Moran et al. 2010). Im Gegensatz zu MSI-H-Tumoren prasentieren sich MSI-L
sowie MSS-assoziierte Tumoren (Suppressor-Typ) histopathologisch und anatomisch
ahnlich (Laiho et al. 2002; Yearsley et al. 2006). Beide Entitaten sind vermehrt im distalen
Kolon lokalisiert (Worthley et al. 2007).

Das Metastasierungsverhalten macht weiterhin eine differenzierte Betrachtung von KK und
RK nétig. Fur das Kolonkarzinom ist eine spate lymphogene Aussaat in mesenteriale
Lymphknotenstationen entlang der groRen GefalRe kennzeichnend. Fir das Rektumkarzinom
hingegen werden analog zur Einteilung in proximales, mittleres und distales Rektumdrittel
unterschiedliche lokoregiondre Ausbreitungstendenzen beschrieben. Wahrend die oberen
RK sich vornehmlich nach kranial, also ebenfalls in die mesenterialen Lymphknoten (LK)
ausbreiten, befallen die RK des mittleren Drittels zusatzlich die lateralen Beckenlymphkno-
ten. Das lymphogene Ausbreitungsmuster der distalen RK umfasst neben den beiden
erstgenannten Drainagewegen noch inguinale Lymphknotenstationen (Herold 2012). Die
hamatogene Ausbreitung der KRK erfolgt primar Uber die Vena porta in die Leber und

sekundar Uber die Vena cava in die Lunge (Herold 2012).

.3 Klassifikation des kolorektalen Karzinoms nach TNM, UICC und Dukes

Fur die Stadieneinteilung des KRK existieren mehrere Klassifikationen. Das Tumor-Node-
Metastasis System (TNM) orientiert sich hierbei an der anatomischen Lokalisation des
Primartumors (T-Kategorie) sowie der lymphogenen (N-Kategorie) und hamatogenen
Metastasierung (M-Kategorie) (Wittekind und Oberschmid 2010). Prafixe wie beispielsweise
,2u-“ oder ,y-“ beschreiben zudem den Zeitpunkt und die Bedingungen der TNM-Klassifikation
naher. Eine préinterventionelle, mittels apparativer Diagnostik erhobene Einteilung wird so
zum Beispiel als ,uTNM* beschrieben. Ein ,yTNM* beschreibt wiederum die Einteilung nach
neoadjuvanter Therapie und anschlieBender operativer Tumorintervention (Wittekind und
Meyer 2010). Durch die Generierung TNM-abhéngiger Stadien wurde zudem durch die UICC
eine klinische Vergleichbarkeit hergestellt. Ein drittes Klassifikationsschema beschreibt die
Einteilung nach Dukes. Die Zuordnung eines mittels klinischer sowie apparativer Diagnostik
erhobenen KRK-Befundes zu den einzelnen Klassifikationen wird als Staging bezeichnet.
Die Abschatzung des Malignitatsgrades anhand einer histologischen Gewebeanalyse wird
als Grading bezeichnet (Wittekind und Oberschmid 2010).
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.3.1 TNM-Klassifikation des KRK

Tabelle 2: TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms nach UICC 2010 (Sobin und
Wittekind 2002; Tannapfel und Wittekind 2010; Wittekind und Meyer 2010).

Tumorlokalisation und Ausdehnung des Primartumors ( T-Kategorie)

TO kein Anhalt fir Primé&rtumor
Carcinoma in situ: entspricht intraepithelialer Infiltration der Basalmembran
Tis sowie Infiltration der Lamina propria ohne Beteiligung der Lamina muscularis
mucosae und der Tunica submucosa
T1 Infiltration der Tunica submucosa
T2 Infiltration der Tunica muscularis propria
Durchbruch der Tunica muscularis propria und Infiltration der Tunica subserosa
T3 oder Infiltration von nicht peritonealisiertem, perikolischem oder perirektalem
Gewebe
Infiltration von Nachbarorganen/ Strukturen einschlief3lich anderer kolorektaler
T4 Segmente Uber die Serosa und/oder
Perforation des Peritoneum
X Beurteilung des Primértumors nicht mdglich
Regionare Lymphknoten (N-Kategorie) (Biopsie aus mind. 12 LK)
NO kein Anhalt fir Lymphknotenbefall
1-3 regionar befallene Lymphknoten
N1 N1c) Tumordeposit (TD): makroskopische oder mikroskopische Tumorkndtchen
im perikolischen oder perirektalen Fettgewebe*/**
N2 4 oder mehr regionar befallene Lymphknoten
NX Lymphknotenbefall nicht beurteilbar
Fernmetastasen (M-Kategorie)
MO Kein Anhalt fir Fernmetastasen
M1la) Fernmetastasen in einem Organ
M1
M1b) Fernmetastasen in mehr als einem Organ oder des Peritoneums
MX Beurteilung von Fernmetastasen nicht mdglich

* TD histologisch ohne Anhalt auf lymphatisches Gewebe und fehlende mikroskopische (V1) oder makroskopische (V2)
Veneninfiltration wird als N1c gewertet.

** Wenn TD einem vollstiandig durchsetzten LK entspricht oder V1/V2 vorliegt, ist TD als eigenstandige
Lymphknotenmetastase zu werten.
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[.3.2 UICC-Stadien und Dukes-Klassifikation des KRK

Die Stadieneinteilung der UICC erlaubt es, die einzelnen Bestandteile der TNM-Klassifikation
in ihrer Gesamtheit zu beurteilen. Anhand der Patientengruppierung in die jeweiligen Stadien
ist eine direktere Risikostratifizierung sowie Prognoseabschéatzung fir den einzelnen
KRK-Patienten moglich. Dies erleichtert nachhaltig die Therapieentscheidung und die Wahl
eines geeigneten Behandlungsansatzes (Wittekind und Oberschmid 2010). Eine nochmalige
Subsummierung der Stadien anhand des Ilymphogenen sowie hamatogenen
Metastasierungsverhaltens liefert wiederum die Dukes-Einteilung (Sobin und Wittekind 2002;
Wittekind und Meyer 2010). Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der dargestellten
Zusammenhénge.

Tabelle 3: Stadieneinteilung des KRK nach UICC und Dukes (Sobin und Wittekind 2002;
Tannapfel und Wittekind 2010; Wittekind und Meyer 2010).

Stadium Unterkategorie T N M Dukes
0 - Tis NO MO -
A T1 NO MO
I A
B T2 NO MO
A T3 NO MO
Il B
B T4 NO MO
A T1,T2 N1 MO
1] B T3, T4 N1 MO C
C jedes T N2 MO
\Y - jedes T jedes N M1 D
1.3.3 Grading

Im Rahmen des Grading wird dem KRK nach histologischer Begutachtung ein
Malignitatsgrad zugeordnet. Grundlage hierfir sind die Differenzierungseigenschaften der
einzelnen Tumorzellen eines Biopsats. Gut differenzierte Tumorzellverb&nde entwickeln sich
langsamer als schlecht differenzierte, was in letztgenannten Karzinomzellen ein
aggressiveres Proliferationspotential bedingt. Diese Eigenschaft hat unmittelbare

Auswirkungen auf die Prognose (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Grading (Wittekind und Oberschmid 2010).

Grad Differenzierung
Gl Gut differenzierte Tumorzellen
G2 MaRig differenzierte Tumorzellen
G3 Schlecht differenzierte Tumorzellen
G4 Undifferenzierte Tumorzellen
GX Keine Beurteilung des Differenzierungsgrades mdglich

1.4 Symptomatik und diagnostisches Vorgehen

Das kolorektale Karzinom ist durch einen Uber lange Zeit bestehenden asymptomatischen
Krankheitsverlauf sowie das Fehlen klassischer Friihsymptome gekennzeichnet (Eickhoff
und Riemann 2000). Bei Verzicht auf die Anwendung etablierter Friiherkennungsverfahren,
wie beispielsweise die Vorsorgekoloskopie, erfolgt die Diagnosestellung somit nicht selten
erst in fortgeschrittenen Krankheitsstadien. Das klinische Leitsymptom des KRK ist die
okkulte Blutbeimengung im Stuhl. Mit einer Pravalenz von bis zu 77 % ist es das haufigste
Symptom, gefolgt von makroskopisch sichtbaren rektalen Blutungen bei Rektumkarzinomen
(58%) oder einer plotzlichen Anderung der Stuhlgewohnheiten (51%) (Majumdar et al. 1999;
Staeber 2013). Weitere assoziierbare Symptome sind abdominelle Schmerzen, ein
anhaltendes Druck- oder Vollegefuihl sowie Ubel riechende Flatulenzen. In fortgeschrittenen
Stadien kommt es aufgrund mdoglicher Tumorstenosen zudem zum Auftreten paradoxer
Diarrhoen, Tenesmen sowie spontaner Stuhlabgange (Majumdar et al. 1999; Staeber 2013).
Neben diesen lokalisierten Symptomen sind auch allgemeine Krankheitszeichen
charakteristisch fur ein KRK. Haufig leiden die Patienten unter einer deutlichen
Leistungsminderung sowie einer ausgepragten Tumoranamie. Weiterhin typisch sind
Gewichtsverlust bis hin zur Tumorkachexie, Fieber und Nachtschweild im Rahmen der
B-Symptomatik (Eickhoff und Riemann 2000). Infolge einer Fernmetastasierung in die Leber
kann ein lkterus resultieren. Absiedlungen in der Lunge fuhren haufig zu akutem Husten und
Dyspnoe.

Besteht der Verdacht auf ein Kolon- oder Rektumkarzinom stitzt sich die praoperative
Diagnostik nach den aktuellen S3-Leitlinien hauptsachlich auf die Durchfiihrung einer
kompletten Koloskopie des Dickdarms einschliellich einer Intubation der Bauhin’schen
Klappe sowie die bioptische Gewebeentnahme (Pox und Schmiegel 2013). Ergdnzend
erfolgt obligatorisch die Durchfiihrung einer digital-rektalen Untersuchung (DRU). Mittels der
Spiegelung von Rektum und Kolon ist eine Aussage zur Lokalisation und Ausdehnung des
Primarius moglich (T-Stadium). Aus der Biopsie erfolgt weiterhin die histologische

Differenzierung im Rahmen des Gradings. Ist bei Vorliegen einer ausgepragten Darmste-
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nose eine direkte Endoskopie nicht mdglich, so empfiehlt sich alternativ der Einsatz einer
virtuellen  Koloskopie auf  Grundlage von  Computertomografie (CT) oder
Magnetresonanztomografie (MRT). Die starre Rektoskopie, ein MRT oder CT des Beckens
sowie eine rektale Endosonografie sind dem diagnostischen Vorgehen bei Verdacht auf ein
Rektumkarzinom vorbehalten (Gaedcke et al. 2011; Pox und Schmiegel 2013). Speziell die
Endosonografie weist hier fur die Detektion rektaler T1-Friihstadien sowie die Differenzie-
rung zwischen T2 und T3 im Vergleich zu MRT und CT die héchste Genauigkeit auf (Bipat et
al. 2004; Puli et al. 2009). Eine DRU zur mdglichen Palpation des Tumors sowie zur
Einschatzung des Sphinktertonus ist auch fur das RK obligat. Hierdurch kénnen etwa 30-
40 % aller Rektumkarzinome klinisch detektiert werden (Gaedcke et al. 2011; Pox und
Schmiegel 2013). Da kolorektale Karzinome zum Zeitpunkt der Erstdiagnose in etwa 25 %
der Falle bereits in einem metastasierten Stadium vorliegen, kommt speziell der
Ausbreitungsdiagnostik eine grofe Bedeutung zu (Pox und Schmiegel 2013). Im Zuge
dessen ist die Durchfilhrung einer Abdomensonografie mit oder ohne Kontrastmittel zum
Ausschluss einer hepatischen Filialisierung indiziert (Pox und Schmiegel 2013). In Studien
wird die Sensitivitat der Abdomensonografie fur die Detektion von Lebermetastasen mit bis
zu 86 % und die Spezifitat mit 98 % angegeben (Floriani et al. 2010; Mainenti et al. 2010;
Quaia et al. 2006; Rafaelsen und Jakobsen 2011). Weiterhin empfiehlt sich bei Verdacht auf
eine Primarabsiedlung die Anwendung einer CT- oder MRT-Untersuchung. Mit Sensitivitdten
von 93-97 % und Spezifitaten von 95-96 % ist hierbei das CT dem MRT (Sensitivitat: 80-88
%, Spezifitdt 74- 84 %) vorzuziehen (Floriani et al. 2010; Niekel et al. 2010; Quaia et al.
2006; Rafaelsen und Jakobsen 2011). Fir den Nachweis méglicher pulmonaler Metastasen
ist eine Rontgen-Thorax Aufnahme oder ein CT-Thorax Mittel der Wahl (Pox und Schmiegel
2013). Zur Prognoseevaluation und Rezidivdiagnostik ist zudem die préoperative Bestim-
mung des Carcinoembryonalen Antigens (CEA) im Blut fir beide Entitaten unabdingbar
(Fong et al. 1999; Pox und Schmiegel 2013). Insgesamt unbefriedigend ist die Aussagekraft
samtlicher o.g. diagnostischer Verfahren zudem im Bezug auf die Detektion tumorinfiltrierter
lokoregionaler Lymphknoten (N-Stadium). Hier werden, unabhangig von der Methode,
lediglich Sensitivitdten von 55-73 % und Spezifitaten von 74-78 % erreicht (Bipat et al. 2004;
Dighe et al. 2010; Puli et al. 2009). Die Anwendung anderer diagnostischer Methoden wie
beispielsweise die Positronen-Emissions-Tomografie (PET) oder eine PET-CT sind lediglich
der postoperativen Kontrolle des Resektionsstatus vorbehalten (Pox und Schmiegel 2013).
In Zusammenschau aller diagnostischen Befunde sollte - im Rahmen einer interdisziplinédren
Tumorkonferenz - ein individueller, stadienabhangiger Therapieansatz fiir den Patienten

erarbeitet werden (Pox und Schmiegel 2013).
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.5 Darmkrebsvorsorge und Fritherkennung

Mit dem Ziel potentielle Rektum- und Kolonkarzinome mdglichst in asymptomatischen
Stadien, also bereits als prékanzerdse Lasionen oder als karzinomatése Frihformen (pT1)
zu detektieren, konnte in den vergangenen Jahren ein umfangreiches Friherkennungs-
konzept etabliert werden. Ein stetiger Rickgang von Mortalitdt und Inzidenz sind ein
wesentliches Resultat dieser Entwicklung (Atkin et al. 2010; Hewitson et al. 2007; Kahi et al.
2009; Winawer et al. 1993; Zauber et al. 2012). Das Vorsorgekonzept umfasst neben
primarpraventiven Empfehlungen wie Dbeispielsweise Gewichtsreduktion, Alkohol- und
Nikotinverzicht oder Erndhrungsumstellung die Anwendung frihinterventioneller Stuhltests
und endoskopischer Verfahren. Seit Oktober 2002 ist die Darmkrebsvorsorge eine Regelleis-
tung der gesetzlichen Krankenkassen und als solche fir jeden Versicherten ab dem 50.
Lebensjahr beanspruchbar (Kolligs 2012; Pox und Schmiegel 2013). Im Detail wird bei
fehlender famili&rer Pradisposition die jahrliche Durchfihrung eines fékal-okkulten Bluttests
(FOBT) oder alternativ eines fakal-immunologischen Tests (FIT) zwischen dem 50. und 54.
Lebensjahr empfohlen. Mit Erreichen des 55. Lebensjahres ist eine Spiegelung des
kompletten Dickdarms in Verbindung mit einer DRU indiziert. Resultiert aus der Koloskopie
ein unauffalliger Befund, sollte diese Untersuchung im Intervall von zehn Jahren wiederholt
werden, da fir die Progression eines KRK aus einem Adenom ein Zeitraum von zehn bis
finfzehn Jahren angenommen wird (Kolligs 2012). Bestehen wiederum Kontraindikationen
fir eine komplette Darmspiegelung oder wird sie abgelehnt, ist alternativ eine Sigmoidosko-
pie in Kombination mit einem FOBT im Abstand von 5 Jahren oder eine jahrliche Kontrolle
mittels alleinigem FOBT durchzufiihren. Liefert der Stuhltest ein positives Testergebnis,
sollte der Befund durch eine vollstandige Koloskopie gesichert werden (Pox et al. 2013).

Nach heutiger Ansicht besteht fiir die Durchflihrbarkeit der beschriebenen Vorsorgemaf3nah-
men keine obere Altersgrenze (Pox und Schmiegel 2013). Vielmehr zeigen Studien, dass die
Karzinominzidenz mit steigendem Alter weiter zunimmt, die Endoskopie im Gegenzug aber
kein erhohtes Risiko fur altere Menschen darstellt (Kirchgatterer et al. 2002; Stevens und
Burke 2003). Die Betrachtung der 5-Jahres-Uberlebensraten von KRK- Patienten Uber 74
Jahren und Patienten zwischen 50 und 75 Jahren zeigten vergleichbare Daten, so dass der
potentielle Nutzen einer Vorsorgeuntersuchung durchaus auch im hdheren Alter bestehen
bleibt (Zhang et al. 2000). Bei der Entscheidung fiur oder gegen ein Screening sollten
vielmehr individuelle Gesichtspunkte und das biologische Alter der Person bericksichtigt

werden (Pox und Schmiegel 2013).
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.5.1 Endoskopische Verfahren

Die komplette Koloskopie ist - analog dem praoperativen diagnostischen Vorgehen - auch fir
das Darmkrebsvorsorgeprogramm innerhalb der asymptomatischen Bevolkerung der
Goldstandard. Dieses Verfahren ist aufgrund der vollstandigen Darstellbarkeit des gesamten
Kolons sowie der Mdglichkeit zur zeitgleichen therapeutischen Polypektomie verdachtiger
Lasionen anderen diagnostischen Anwendungen Uberlegen (Imperiale et al. 2000; Kolligs
2012; Pox et al. 2012; Pox und Schmiegel 2013). Fir die ersten acht Jahre nach Beginn des
Screeningprogramms ermittelte Brenner et al. (2010), dass mittels Koloskopie und
Polypektomie insgesamt etwa 300000 fortgeschrittene Adenome detektiert und eliminiert
werden konnten. Weiterhin wurden den Hochrechnungen zufolge circa 50000 KRK in
asymptomatischen Stadien diagnostiziert und damit einer friihen therapeutischen Interven-
tion zugéanglich gemacht (Brenner et al. 2010). Mit Hilfe der Vorsorgekoloskopie konnten
schatzungsweise etwa 100000 invasive Darm- und Rektumkarzinome in der Altersgruppe
zwischen 55 — 84 Jahren verhindert werden (Brenner et al. 2010). Eine aktuelle Studie von
Zauber et al. (2012) ermittelte Uberdies fur die Kombination aus Koloskopie und
Polypektomie eine Reduktion des Darmkrebsrisikos um 53 %. In den Handen erfahrener
Untersucher weist die Darmspiegelung auRerdem eine sehr geringe Komplikationsrate auf
(Kolligs et al. 2011). Dennoch ist bis heute eine mangelnde Compliance in grof3en Teilen der
Bevolkerung feststellbar, was am ehesten der unangenehmen wie gleichfalls belastenden
Untersuchungsvorbereitung sowie dem intimen Charakter des Verfahrens geschuldet ist. Da
kein anderes Diagnostikum ahnliche Vorteile in der Detektion und Sofortintervention
besagter Vorlauferlasionen eines KRK in Verbindung mit einer signifikanten Inzidenz- und
Mortalitdtssenkung bietet, fehlen bei Ablehnung einer Darmspiegelung adaquate
Alternativen. Noch am ehesten erreicht hier die virtuelle CT-Kolonographie vergleichbare
Daten, ist aber aufgrund bestehender Strahlenschutzrichtlinien fur die Friherkennung nicht
beziehungsweise nur in Ausnahmeféllen zugelassen (Kolligs 2012; Pox und Schmiegel
2013). Ein weiteres endoskopisches Verfahren, welches nach Studienlage ebenfalls eine
signifikante Inzidenz- und Mortalitdtsminderung, jedoch nur fir distale Karzinome erreicht, ist
die Sigmoidoskopie (Atkin et al. 2010). Bei vergleichbarem Risikoprofil ist der Hauptnachteil
dieser Methode gegenitber der kompletten Koloskopie die fehlende Darstellbarkeit
proximaler Kolonabschnitte. Da etwa ein Drittel der durch Screeningkoloskopie
nachgewiesenen Karzinome proximal der linken Kolonflexur lokalisiert ist und dartber hinaus
Uber die Halfte der Tumoren ohne distale Zweitlasionen auskommen, sind sie folglich einer
Sigmoidoskopie nicht zuganglich (Imperiale et al. 2000; Pox et al. 2012). Die Anwendung
dieses Verfahrens sollte somit immer in Kombination mit einem Stuhltest erfolgen, um die

bestehende Detektionsliicke zu schlielRen (Kato et al. 2009; Pox und Schmiegel 2013).
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[.5.2 Konventionelle Stuhltests

Als Bestandteil der Darmkrebsvorsorge ist die Testung auf okkultes Blut im Stuhl ein
probates Diagnostikum (Kolligs 2012; Pox und Schmiegel 2013). Die Basis fir diese
Testform bildet hierbei die Eigenschaft eines KRK, intermittierend zu bluten. Mittels des so
genannten fakal-okkulten Bluttests (FOBT) oder des fakal-immunochemischen Tests (FIT) ist
der Nachweis eben dieser Hamorrhagien moglich. Das Funktionsprinzip des FOBT basiert
auf einer chemischen Oxidationsreaktion. Hierbei wird ein guajakbehandeltes Filterpapier mit
einer Stuhlprobe versehen. Nach anschlieBender Benetzung dieser Verbindung mit einer
Wasserstoffperoxidlosung kommt es zur Oxidation der Guajakonsaure und einem
Farbwechsel von weil3 zu blau. Diese Reaktion wird durch die Pseudoperoxidaseaktivitat des
Hamoglobins enzymatisch katalysiert (Greegor 1971; Kolligs 2012). Verschiedene Studien
schreiben dem FOBT bei mindestens dreifacher Wiederholung eine Senkung der
karzinombedingten Mortalitdt von 15-33 % zu (Hardcastle et al. 1996; Hewitson et al. 2007;
Hewitson et al. 2008; Kronborg et al. 1996). Die Sensitivitat fur das Auffinden von
Karzinomen und Adenomen ist mit 26-35 % beziehungsweise 15 % jedoch den
endoskopischen Verfahren unterlegen (Brenner und Tao 2013; Hewitson et al. 2008; Hol et
al. 2010; Kolligs 2012; Pox 2011). Ein entscheidender Nachteil des Tests ist zudem seine
Storanfalligkeit gegeniiber Nahrungseinflissen. Dementsprechend kann eine fleischreiche
Ernahrung durch die Anwesenheit von tierischem Hamoglobin oder Myoglobin zu falsch-
positiven Ergebnissen filhren (Pox 2011; Pox und Schmiegel 2013). Der entscheidende
Vorteil dieses Verfahrens liegt jedoch in der Kkostenglinstigen sowie schnellen
Durchfuhrbarkeit (Kolligs 2012).

Ein direkter immunologischer Antikdrpernachweis gegen humanes Hamoglobin gelingt
mittels des FIT (Pox 2011). Somit ist dieser Test nahrungsunabhangig. In einer Studie von
Hundt et al. (2009) konnten fiur FIT und FOBT ahnliche Sensitivitaten fur die Detektion
fortgeschrittener Adenome ermittelt werden. Die Spezifitéat des FIT jedoch lag mit 97 % Uber
der des FOBT (93 %) (Hundt et al. 2009). Neuere Studien der letzten Jahre zeigten hingegen
sowohl fur die Detektion von Karzinomen als auch fur fortgeschrittene Adenome eine
Uberlegenheit des FIT gegeniiber dem FOBT (Brenner und Tao 2013; Hol et al. 2010; van
Rossum et al. 2011; Zhu et al. 2010). Aufgrund der noch unzureichenden prospektiven
Datenlage wird der vermeintlich leistungsstarkere FIT derzeit jedoch ausschlieRlich in den
europaischen Leitlinien empfohlen (Kolligs 2012). Ein entscheidender Nachteil beider
Verfahren besteht in der Tatsache, dass einem positiven Testergebnis stets eine
Tumorblutung vorausgehen muss. Dies hat zur Folge, dass weniger blutende Karzinome

tendenziell der Detektion entgehen (Kolligs 2012).
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[.5.3 Genetische und epigenetische Stuhltests

Genetische Screeningverfahren nutzen anders als konventionelle Tests die kontinuierliche
Freisetzung von Tumorzell-DNA aus dem Karzinom. Neben den malignen Zellverb&nden
geben Uberdies auch gesunde Schleimhautzellen im Rahmen ihrer Apoptose dauerhaft DNA
in den Darm ab. Diese Ansammlungen aus zirkulierender zellfreier DNA (cfDNA) kann
nachfolgend aus der Fazes isoliert werden. Anhand dieser aufgereinigten DNA ist eine
detaillierte Analyse tumorspezifischer, genetischer und epigenetischer Veranderungen
madglich (Schwarzenbach et al. 2011). Dies bildet die Grundlage fur die Durchfihrung
geeigneter Mutationsanalysen sowie sensitiver, methylierungsspezifischer Tests aus
Stuhlproben (Ahlquist et al. 2000; Imperiale et al. 2014; Robertson und Dominitz 2014;
Traverso et al. 2002). Mit dem Nachweis der tumorspezifischen Mutation des APC-Gens in
der cfDNA erreichten Traverso et al. (2002) eine Sensitivitat von etwa 57 % sowie eine
Spezifitat von nahezu 100 % fur das Auffinden kolorektaler Neoplasien. Weitere Analysen
fassten mit der Absicht einer signifikanten Sensitivitatssteigerung unterschiedliche
tumorassoziierte Gene in Mutationskomplexen, den so genannten Multitarget Assays,
(Ahlquist et al. 2000, S.1220) zusammen (Ahlquist et al. 2000; Imperiale et al. 2004; Tagore
et al. 2003). Trotz dieser Neuerung wurden in diesen Studien ahnlich schlechte
Detektionsraten flr das KRK von etwa 45 % bis allenfalls 65 % erreicht (Imperiale et al.
2004; Tagore et al. 2003). Analog dazu lagen in diesen Arbeiten die Sensitivitaten fir das
Auffinden von Vorlauferlasionen um 40 %. Lediglich Ahlquist et al. (2000) konnten in ihren
Untersuchungen mittels Multitarget Assay Sensitivitaten von 91 % und 83 % sowie
Spezifitdten von 93 % fir das Auffinden von KRK und Adenomen erreichen.

Die Gene Vimentin (VIM), Secreted Frizzled-related Protein 2 (SFRP2), Integrin Alpha 4
(ITGA4), N-myc Downstream-regulated Gene 4 (NGFR) sowie das bereits erwahnte MGMT
sind wiederum Beispiele fir eine tumorassoziierte Promotorhypermethylierung im Rahmen
der Karzinomentstehung und kommen als potentielle epigenetische Stuhl-Screeningmarker
fur die Darmkrebsvorsorge infrage. Studien zeigten fir diese Marker im Einzelnen zwar
Sensitivitdten von 65-86 % und Spezifitaten von 80-100 % flr die Tumordetektion sowie
Detektionsraten fir Adenome von 48-69 %, jedoch entspricht auch das nicht den
Erwartungen an einen zuverlassigen Screeningmarker, dessen Anwendung eine
ernstzunehmende Alternative gegentber endoskopischen Verfahren darstellt (Ausch et al.
2009; Melotte et al. 2009; Muller et al. 2004; Petko et al. 2005; Shirahata et al. 2009).
Vielversprechender ist in diesem Zusammenhang erneut die Generierung epigenetischer
Markerpanel aus bis zu sechs Genen. Hier erreichten Studien kombinierte Sensitivitaten von
87-94 % fur Karzinome sowie 82-93 % fur Adenome bei Spezifitaiten zwischen 93-98 %
(Ahlquist et al. 2012; Lind et al. 2011). Weitere Studien zeigten aul3erdem, dass

molekulargenetische Tests dem konventionellen FOBT sowie dem FIT in ihrer Aussagekraft
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Uberlegen sind (Ahlquist et al. 2008; Imperiale et al. 2014; Imperiale et al. 2004; Robertson
und Dominitz 2014). Dennoch wird derzeit der Einsatz dieser Testverfahren, aufgrund der
noch unzureichenden Datenlage sowie den schwankenden Effizienzen im Rahmen des

Darmkrebsscreenings, nicht empfohlen (Pox und Schmiegel 2013).

.6 Biomarker im peripheren Blut

.6.1 Konventionelle Blutmarker

Wie bereits in Punkt 1.4 erwahnt, konnte das Glykoprotein CEA als Verlaufsparameter fiir
das KRK etablieren werden (Pox und Schmiegel 2013). CEA-Erhéhungen sind in 70 % aller
KRK-Erstdiagnosepatienten detektierbar, werden jedoch auch im Zuge anderer nicht-
maligner Ursachen, wie beispielsweise durch eine Pankreatitis, durch CED oder durch
verstarkten Zigarettenkonsum, hervorgerufen (Young et al. 2014). Da auf’erdem auch
andere Tumorentitdten - wie beispielsweise Magen-, Bronchial- oder Mammakarzinome -
einen Anstieg des CEA bedingen kdnnen, ist dieser Marker als Screeningparameter fiir die
Darmkrebsvorsorge ungeeignet (Chen et al. 2010). Fur das Therapiemonitoring sowie die
Rezidivdiagnostik eines KRK ist das CEA jedoch von groRBer Bedeutung. In diesem
Zusammenhang beschreibt eine Metaanalyse von Tan et al. (2009) eine erfolgreiche
Detektion eines Lokalrezidivs mittels CEA in 64 % der Félle bei einer Spezifitat von 90 %.
Sowohl fur den genannten Detektor als auch fir weitere Marker wie das CA 19-9 und das
CA 242 zeigte zudem eine Studie von Levy et al. (2008) signifikante Unterschiede in der
entsprechenden Serumkonzentration zwischen nicht metastasierten (I, I, Ill) und
metastasierten (IV) Tumorstadien. Hingegen ist eine zuverldssige Diskrimination zwischen
den UICC Stadien Il und 1l durch keinen der getesteten Marker erreicht worden (Levy et al.
2008). Trotz einer weiteren Studie von Chen et al. (2008), in der eine Kombination von CEA
und CA 19-9 einen besseren Prognosefaktor darstellte, wird in den aktuellen S3-Leitlinien
auf die zusatzliche Bestimmung eines weiteren Markers verzichtet (Pox und Schmiegel
2013). Im Rahmen der Tumornachsorge sollte die CEA-Untersuchung durch radiologische
Verfahren erweitert werden, um das Auftreten von Metastasen mit einer hoheren Sensitivitat

erkennen zu kdnnen (Young et al. 2014).

.6.2 Genetische und epigenetische Blutmarker

Genetische und epigenetische Bluttests basieren, analog zur Stuhldiagnostik, auf der
Detektion von Tumor-DNA im Serum und Plasma. Bedingt durch die starke Vaskularisation
von Tumorzellverb&nden, wird durch vermehrte Apoptose und aktive Sezernierung
kontinuierlich cfDNA in die Blutbahn abgegeben. Die Detektion entsprechender Mutationen

oder Promotormethylierungen in diesen DNA-Strukturen stellt hierbei ein potentielles Ziel der
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Friherkennung sowie pré- und postoperativen Diagnostik dar (Kolligs 2012; Schwarzenbach
et al. 2011). Vielversprechende genetische Veranderungen - und damit Inhalt diverser
Studien - sind hierbei vor allem die Mutationen von K-RAS, APC oder p53. In einer Studie an
104 Patienten ergaben sich fur die genannten Gene Einzeldetektionsraten von 30-35 % mit
einer Spezifitat von 100% (Wang et al. 2004). Zudem wurde in dieser Arbeit eine signifikante
Korrelation der detektierten Mutationen mit dem Auftreten von regionaren
Lymphknotenmetastasen festgestellt. Andere Autoren heben speziell den Nachweis der K-
RAS-Mutation in cfDNA als einen wichtigen Marker fir die Verlaufskontrolle,
Rezidivdiagnostik und postoperativen Prognoseevaluation hervor (Lecomte et al. 2002;
Lefebure et al. 2010; Ryan et al. 2003; Trevisiol et al. 2006). In den aufgefiihrten Studien
gelang der Einzelnachweis genannter Mutationen aus dem Blut in 36-41 % der untersuchten
Patienten (Ryan et al. 2003; Trevisiol et al. 2006). Eine deutliche Sensitivitatssteigerung auf
48-70 % wurde zudem durch den kombinierten Nachweis der K-RAS-Mutation mit einem
epigenetischen Marker (RASSF2A, p16) erreicht (Lecomte et al. 2002; Lefebure et al. 2010).
Den letztgenannten methylierungsspezifischen Biomarkern wird derzeit fir die Detektion von
KRK sowie Darmkrebsvorstufen ein groRes Potential zugesprochen. Studien der
vergangenen Jahre zeigten zum Teil Nachweisraten entsprechender tumorassoziierter
Promotor-Hypermethylierungen diverser Gensequenzen von 50-87 % im Serum oder Plasma
von KRK-Patienten (deVos et al. 2009; Grutzmann et al. 2008; Herbst et al. 2011; Lofton-
Day et al. 2008; Oh et al. 2013; Tan et al. 2007). In diesen Studien sind vor allem die
Promotor-Regionen der Gene SEPTIN9, RUNX3, NEUROG1, TMEFF2, HLTF sowie SDC2
fur die Fruherkennung des KRK, als sensitive Serum- oder Plasmamarker, identifiziert
worden. In diesen Arbeiten wurden die genannten Gene zudem als Marker fiur die peri- und
postoperative Verlaufkontrolle vielversprechend eingesetzt. In den dargestellten Arbeiten
wurde darliber hinaus das RASSF1A-Gen als weiterer epigenetischer Biomarker des KRK
diskutiert. Eine Steigerung der Sensitivitdt kann zudem, wie bereits in 1.2.2 erwahnt, durch
Untersuchungen an epigenetische Alterationen in einem Panel (z.B. CIMP) erreicht werden.

In den meisten Studien ging einer PCR-basierten Methylierungsanalyse eine Bisulfit-
behandlung voraus. Im Rahmen dieses Verfahrens erfolgt im DNA-Extrakt der Austausch
aller unmethyliert vorliegenden Cytosin-Basen durch Uracil. Hingegen bleibt methyliertes
Cytosin in den CpG-Islands von der Umwandlung unbeeinflusst. Durch Verwendung
spezifischer Primer und Sonden kénnen somit CpG-reiche, methylierte Genregionen in einer

PCR amplifiziert werden (Frommer et al. 1992; Tewari et al. 2013).
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RUNXS3 (Runt-Related Transcriptional Factor 3)

Das auf Chromosom 1p36 lokalisierte Tumorsuppressorgen RUNX3 kodiert einen
Transkriptionsfaktorkomplex, bestehend aus einem Heterodimer des Proteins und einer
Beta-Untereinheit. Dieser TF hat die Fahigkeit, direkt an DNA-Promotorsequenzen zu binden
und damit die Transkription aktiv zu regulieren. Im Zuge einer tumorbedingten
Hypermethylierung kommt es zur Inaktivierung von RUNX3 und damit zu einer
Proliferationssteigerung der Darm- oder Rektumkarzinomzellen (NCBI 2014e). Dariuber
hinaus ist RUNX3, aufgrund seines zentralen Wirkmechanismus als TSG, in die Karzinoge-
nese zahlreicher weiterer Tumorformen involviert. So wird RUNX3 beispielsweise als Marker
fur Prostata-, Mamma-, Magen-, Bronchial-, Blasen- und Nierenzellkarzinome sowie fir
hepatozellulare Karzinome diskutiert (Bai et al. 2013; Chen et al. 2013; Cheng et al. 2013;
Kim et al. 2004; Lee et al. 2013b; Tan et al. 2007; Wongpaiboonwattana et al. 2013). Zudem
scheint das Chemotherapeutikum Vincristin - in der Behandlung von KRK eingesetzt -
demethylierend auf den Promotor des RUNX3 zu wirken (Moon et al. 2014a). Daruber
hinaus wird, aufgrund einer methylierungsbedingten Inaktivierung des RUNXS3-
Transkriptionsfaktors in Pankreaskarzinomen, eine Resistenz gegen Gemcitabin diskutiert
(Horiguchi et al. 2013). In Studien von Tan et al. (2007), Nishio (2010) und Herbst et al.
(2011) wurden Hypermethylierungen des RUNXS3 bei 29-65 % der KRK Patienten sowie
Spezifitdten von 86-100 % nachgewiesen. Zudem liel sich die Sensitivitdt des RUNX3-Tests
durch die zusatzliche Untersuchung von RASSF1A, p16 und CDH1 auf 82 % erhdhen (Tan
et al. 2007). Andere Studien untersuchten primér die Methylierungsrate von RUNX3 aus
Tumorresektaten und konnten hier Sensitivitaten zwischen 39-67 % bei Spezifitaten von bis
zu 81 % erreichen (Imamura et al. 2005; Moon et al. 2014a; Nishio et al. 2010). Eine andere
Arbeit von Subramaniam et al. (2009) verdeutlichte zudem den potentiellen Stellenwert von
RUNX3 als Screeningmarker.

NEUROG1 ( Neurogenin 1)

Als Mitglied der Neurogenin-Superfamilie kodiert das auf Chromosom 5g21-q31 gelegene
Neurogenin 1-Gen (NEUROG1) einen Transkriptionsfaktor des Nervensystems, welcher
malfdgeblich an der Regulation der neuronalen Differenzierung beteiligt ist (NCBI 2014g).
Durch den Einfluss des NEUROG1 auf die bahnende sowie hemmende Wirkung der
Neurotransmitter Glutamat und GABA wird die Entstehung psychiatrischer Krankheiten - wie
beispielsweise der Schizophrenie - begiinstigt (Aguado-Llera et al. 2010; Fanous et al. 2007;
Ho et al. 2008; Rahmig 2012). AufRerdem scheint eine Assoziation des Gens mit dem
Morbus Madbius, einer kongenitalen okulofazialen Parese, wahrscheinlich (Schroder et al.
2013). In einer Untersuchung von Herbst et al. (2011) konnte NEUROG1 als potentieller

Serum-Screeningmarker fur sporadische KRK identifiziert werden. Unabhangig vom UICC-

Seite | 23



Einleitung

Tumorstadium zeigte die Studie bei 91,1 % Spezifitdt eine Sensitivitdt von 61 % fur die
Detektion von Hypermethylierungen des NEUROG1-Promotors (Herbst et al. 2011). Eine
zweite Studie von Han et al. (2013) beschreibt fir NEUROG1 als Bestandteil eines
CIMP-Markerpanels einen prognostischen Stellenwert im Bezug auf das Outcome von
Patienten nach adjuvanter 5-Flourouracil-Leukovorin-Oxaliplatin-Therapie (FOLFOX). Patien-
ten mit CIMP-positiven Tumoren, d.h. Hypermethylierungen von NEUROG1- und pl6,
zeigten nach 3 Jahren eine signifikant niedrigere krankheitsfreie Uberlebensrate als

CIMP-negative Tumoren ohne die genannten Promotormethylierungen (Han et al. 2013).

HLTF ( Helicase-like Transcriptional Factor)

HLTF - auf Chromosom 3g25.1-g26.1 - ist ein Tumorsuppressorgen (TSG) und kodiert einen
Transkriptionsfaktor. HLTF gehért der SWI/SNF-Familie an, die eine Zusammenfassung
Chromatin-modulatorischer Proteine darstellt. Das HLTF-Genprodukt zeichnet sich durch
eine direkte Helicase-, ATPase- und Ligase-Aktivitdt aus und ist an DNA-Reparatur- sowie
Apoptoseprozessen beteiligt (Cho et al. 2011; MacKay et al. 2009; NCBI 2014d). Fur das
hypopharyngeale Plattenepithelkarzinom stellt HLTF einen potentiell aussagekraftigen
Rezidiv-und Prognosemarker dar (Capouillez et al. 2009). Sandhu et al. (2012) zeigten in
einem Tierversuch an Knockout-Mausen, dass die epigenetische Inaktivierung von HLTF die
Adenom-Karzinom-Transformation beginstigt. Damit bestétigte die Studie die Bedeutung
von HLTF als Biomarker fir das KRK (Sandhu et al. 2012). Moinova et al. (2002) stellten in
ihrer Arbeit kolorektale Tumorzelllinien und Tumorgeweberesektate gegeniber. Hierbei war
eine HLTF-Promotormethylierung in 44 % der Resektate, jedoch nur in 26 % der Zelllinien
detektierbar. Falsch-positive Ergebnisse gab es fur die Resektatproben in 11,5 % der Félle.
Fur die Tumorzelllinien betrug die Spezifitdt 100 % (Moinova et al. 2002). Leung et al.
(2005), Wallner et al. (2006) sowie Herbst et al. (2011) ermittelten fir HLTF nach
Untersuchungen von Serum Sensitivitaten von 10-32 % sowie Spezifitditen von 92-100 %.
Auffallig war in diesem Zusammenhang, dass alle drei Studien sowie die Arbeit von Herbst et
al. (2009) HLTF eher als Prognose- und Rezidivmarker nach primarer chirurgischer
Intervention beurteilten, da in fortgeschrittenen Tumorstadien sowie in Rezidiv-Féllen héhere
Methylierungsraten beobachtet wurden. Eine weitere Studie analysierte auRerdem HLTF im
Plasma hinsichtlich tumorassoziierbarer Promotormethylierungen und konnte hier eine

Sensitivitat von 41 % und eine Spezifitdt von 93 % ermitteln (Lee et al. 2009).
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SEPTIN9

SEPTIN9 ist auf Chromosom 17925 lokalisiert. Das Gen kodiert eine Protein-lsoform aus
der Septin-Familie, welche an der Regulation des Zellzyklus sowie der Zytokinese beteiligt
ist. In seiner Funktion als TSG ist es nach Mutation an der Entstehung von
Ovarialzellkarzinomen und myelomonozytaren Leukamien beteiligt. Weiterhin besteht eine
Assoziation zwischen einer Mutation im SEPTIN9 und der Ausbildung einer hereditaren
neuralgischen Schulteramyotrophie (NCBI 2014b). Hierbei handelt es sich um eine akut
schmerzhafte, am ehesten autoimmunologisch bedingte Entzindung des Plexus brachialis
(Leshinsky-Silver et al. 2013). Der Nutzen einer epigenetischen Diagnostik bei KRK-
Patienten ist derzeit fur das SEPTIN9 am besten belegt. Eine Promotormethylierung des
SEPTIN9 konnte in sechs unabhangigen Studien in 60-96 % der KRK-Félle nach
Untersuchung von cfDNA in Plasma nachgewiesen werden (Ahlquist et al. 2012; deVos et al.
2009; Grutzmann et al. 2008; Lofton-Day et al. 2008; Toth et al. 2012; Warren et al. 2011). In
diesen Arbeiten lag der relative Anteil falsch-positiver Testergebnisse bei 10-15 %. Lee et al.
(2013) erreichten fur die Detektion von KRK hingegen lediglich eine Sensitivitat von 37 %
und eine Spezifitat von 91 %. In dieser Studie wurde jedoch die Bedeutung von SEPTIN9 als
Verlaufsmarker nach chirurgischer Therapie hervorgehoben. Seit Oktober 2009 ist der PCR-
basierte Nachweis von Hypermethylierungen in der SEPTIN9-Sequenz aus dem Blutplasma

als kommerzieller Test erhaltlich (Ladabaum et al. 2013; Summers et al. 2013).

TMEFF2 (Transmembrane Protein containing EGF and two Follistatin-like Domains 2)

Das - auf Chromosom 2g32.3 lokalisierte Gen - TMEFF2 kodiert ein Transmembranprotein
mit Rezeptorfunktion. Das Protein besitzt sowohl Bindungsstellen fir den epidermalen
Wachstumsfaktor EGF als auch zwei Follistatin-Domé&nen. Durch diesen Rezeptor gelingt die
extrazellulare Bindung des Liganden Activin A und dadurch die Regulation von
Zellproliferation und Differenzierung (NCBI 2014a; Rahmig 2012; Sonoyama et al. 2000).
Zudem ist TMEFF2 in G-Protein-vermittelte Signalkaskaden involviert (Rahmig 2012).
Aufgrund seiner wachstumsregulierenden Funktion wird im Rahmen von Studien der
Nachweis einer entsprechenden Promotorhypermethylierung des TMEFF2 auch beim
Magen-, beim Prostata-, beim Blasen- und Gallenblasenkarzinom sowie beim dsophagealen
Plattenepithelkarzinom durchgefihrt (Ebert et al. 2005; Geddert et al. 2004; Liang et al.
2000; Takahashi et al. 2004). Sowohl Young (2001) als auch Sato (2002) beschreiben ein
verstarktes Vorkommen des TMEFF2-Proteins (93 %) in nicht-neoplastisch veranderter
Darmschleimhaut. Paradoxerweise ist wiederum der Anteil von TMEFF2 in Karzinomgewebe
(23 %) vergleichsweise gering (Sato et al. 2002; Young et al. 2001). Eben diese Studien
sowie eine weitere Arbeit von Ebert et al. (2005) zeigten in Tumorgewebe TMEFF2-
Hypermethylierungen in 50-84 % der Falle bei Spezifitaten von 87-100% (Ebert et al. 2005;
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Sato et al. 2002; Young et al. 2001). Fur die Detektion dieses Methylierungsmarkers in
Plasma beziehungsweise Serum beschrieben drei andere Autoren Sensitivitdten von 13 %,
20 % und 65 % bei Spezifitaten von 69-100 % (Herbst et al. 2011; Lofton-Day et al. 2008;
Wallner et al. 2006). Vor allem Ebert et. al (2005), Wallner et al. (2006) als auch eine weitere
Studie von Herbst et al. (2009) heben die Bedeutung des TMEFF2 als vielversprechenden
Prognose- und Surrogatmarker fur fortgeschrittene Tumorstadien und Tumorrezidive nach

primarer chirurgischer Therapie hervor.

SDC2 (Syndecan 2)

Das Syndecan 2 Gen (SDC2) kodiert ein Transmembranprotein der Syndecan/Proteoglykan-
Familie und ist als solches ein Regulator der Zytoskelettorganisation sowie der zellinternen
Signaltransduktion. Weiterhin besitzt das Protein eine extrazellulare Doméane in Form eines
Syndecan-Rezeptors. Hierdurch ist SDC2 an Zelladh&sions- und Migrationsprozessen
beteiligt (NCBI 2014c). Fur diesen Rezeptor wird in der Literatur eine hohe Bindungsaffinitat
zu dem HIV-1 Tat-Protein beschrieben, welches seinerseits mit der Entstehung von AIDS-
assoziierten Vaskulopathien in Verbindung gebracht wird (Matzen et al. 2004; NCBI 2014c).
Auler im Rahmen der KRK-Entstehung wird in einigen Studien die Bedeutung des SDC2 fir
Pankreaskarzinome, Melanome, Fibro- und Osteosarkome sowie fur HPV-assoziierte Kopf-
und Halstumoren diskutiert (De Oliveira et al. 2012; Dieudonne et al. 2012; Mytilinaiou et al.
2013; Worsham et al. 2013). Fir die Detektion kolorektaler Karzinome lieferte bisher nur eine
Arbeit Detektionsraten aus Serum und Tumorgewebe (Oh et al. 2013). Sie lagen bei 87 %
beziehungsweise 97,8 % bei einem Anteil falsch-positiver Ergebnisse von 5 %. Hervorzuhe-
ben ist die hohe Sensitivitat fir den Nachweis einer SDC2-Hypermethylierung im Serum von
Patienten mit lokalisierten Tumorstadien (I, I). Fir das UICC-Stadium | ermittelten Oh et al.
(2013) eine Sensitivitat von 92,3 % und eine Spezifitdt von 95,2 %, was SDC2 als

vielversprechenden Friherkennungsmarker ausweist.

RASSF1A (RAS-Association (RalGDS/AF-6) Domain Family Member 1)

Das TSG RASSF1A kodiert ein RAS-ahnliches Effektorprotein. Eine genetische sowie
epigenetische Inaktivierung dieses Gens kann daher eine Vielzahl diverser Karzinome mit
bedingen. RASSF1A fuhrt auf molekularer Ebene beispielsweise zum Zellzyklusarrest nach
Cyclin-D1-Akkumulation (NCBI 2014f). Kommt es infolge einer Promotorhypermethylierung
zum Funktionsverlust des Gens, wird die Proliferationsneigung der Zellen verstarkt. Zudem
interagiert das Protein nachweislich mit DNA-Repair-Proteinen (NCBI 2014f). RASSF1A stellt
einen universellen Marker in der Pranataldiagnostik dar. So wird es beispielsweise im
Rahmen der fetalen Rhesusfaktorbestimmung aus dem maternalen Blut eingesetzt (Chan et

al. 2006). Neben seiner Funktion als potentieller epigenetischer Gewebemarker fir
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kolorektale Karzinome, ist RASSF1A zudem an der Entstehung von papillaren
Schilddrisenkarzinomen, Nebennierenrindenkarzinome sowie Magenkarzinomen beteiligt
(Korah et al. 2013; Kunstman et al. 2013; Shi et al. 2014). Fur das KRK beschreiben derzeit
Studien von Sakamoto et al. (2004), Brandes et al. (2005) und Frigola et al. (2005)
RASSF1A als Gewebemarker. In diesen Arbeiten konnten bei einer Spezifitat von 51-70 %,
in 21-81 % der Falle Promotorhypermethylierungen aus den Gewebeproben nachgewiesen
werden (Brandes et al. 2005; Frigola et al. 2005; Sakamoto et al. 2004). In einer Studie von
Tan et al. 2007 wurde das RASSF1A zudem an Patientenserum-DNA aus metastasierten
Mammakarzinomen, nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen, Magen- und Pankreaskarzino-
men, kolorektalen Karzinomen sowie aus hepatozelluldaren Karzinomen als epigenetischer
Marker getestet. Fir alle genannten Entitaten konnten RASSF1A-Promotormethylierungen
mit Sensitivitdten von 34 % und Spezifitaten von 100 % nachgewiesen werden. Speziell fur
das KRK konnte lediglich in 24 % der Féalle ein positiver Methylierungsnachweis erbracht
werden (Tan et al. 2007).

.7 Therapie

Fur die Beschreibung des therapeutischen Vorgehens wird nachfolgend das Hauptaugen-
merk auf die Behandlungsstrategien des Rektumkarzinoms gelegt, da in dieser Studie

ausschlielich Patienten mit RK Gegenstand der Betrachtungen waren.

[.7.1 Kurative Therapiekonzepte

Fur die Tumorstadien I-lll besteht nach den aktuellen S3-Leitlinien ein kurativer
Behandlungsansatz. Neuere Entwicklungen der letzten Jahre machen zudem eine kurative
Therapie im Stadium IV unter der Voraussetzung einer gegebenen Metastasenresektabilitat

madglich. Die Einstufung des Residualstatus erfolgt anhand der R-Klassifikation (Tabelle 5).

Tabelle 5: R-Klassifikation zur Einteilung von Residualtumoren (Wittekind und Meyer 2010).

R-Stadium Residuum

RO kein Residualtumor nachweisbar

R1 mikroskopisch nachweisbarer Residualtumor

R2 makroskopisch nachweisbarer Residualtumor

RX Beurteilung eines mdglichen Residualtumors nicht méglich
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[.7.1.1 Lokal begrenzte Tumoren (UICC-Stadium |, T1/T2, NO, MO)

In diese Gruppe sind vor allem T1- und T2-Tumoren einzuordnen. Speziell fir die Behand-
lung niedrigmaligner T1-Karzinome wird derzeit die alleinige lokal-chirurgische Vollwandexzi-
sion Uber einen direkten transanalen Zugang oder mittels der transanal-endoskopische
Mikrochirurgie (TEM) empfohlen (Pox und Schmiegel 2013). Fur diese alleinige chirurgische
Therapie ermittelte eine Studie von Meredith et al. (2009) eine 10-Jahres-Uberlebensrate

von 84 %. Voraussetzungen zur Anwendung des o.g. Verfahrens sind:

Durchmesser der Lasion £ 3 cm

e G1- oder G2-Differenzierung
o keine BlutgefaBinfiltration (VO)
¢ keine Infiltration lokoregionaler LK (NO)

¢ mdgliche RO- Resektion.

Fur hohermaligne T1-Tumoren sowie die T2-Karzinome ist hingegen eine alleinige
Vollwandexzision aufgrund des erhohten Lokalrezidivrisikos von 26-47 % nicht ausreichend
(Meredith et al. 2009). Fir Tumoren des unteren und mittleren Rektumdrittels konnte sich in
den letzten Jahren die transanale mesorektale Exzision (TME) durchsetzen. Studien zeigten
fur diese Technik unter Einhaltung der Resektionsgrenzen eine signifikante Senkung des
Lokalrezidivrisikos, eine Steigerung des krankheitsfreien Intervalls sowie eine Verbesserung
der Langzeituberlebensraten (Adam et al. 1994; Arbman et al. 1996; Dahlberg et al. 1999;
Porter et al. 1998; Quirke et al. 1986). Kennzeichnend fir dieses Verfahren ist eine
komplette Entfernung des mesorektalen Fett- und Bindegewebskompartiments einschlief3lich
der enthaltenen Blut- und Lymphgefal3e innerhalb der Fascia pelvis visceralis. Diese Faszie
sollte im Zuge des Eingriffs moglichst intakt bleiben und gilt als interne Qualitétskontrolle
(Heald et al. 1982). Fur Karzinome des oberen Rektumdrittels empfiehlt sich die partielle
mesorektale Exzision (PME), welche sich durch die Einhaltung eines grol3eren distalen
Sicherheitsabstandes zum Tumor von der TME unterscheidet (Damin und Lazzaron 2014).
Alternativverfahren sind die alleinige tiefe anteriore Rektumresektion (TAR) ohne Mithahme
des Mesorektums (vgl. TME) oder die abdomino-perineale Rektumextirpation (APR) (Damin
und Lazzaron 2014; Gaedcke et al. 2011). Wahrend die TME und die TAR kontinenzerhal-
tende Verfahren darstellen, ist bei der APR die Entfernung des kompletten Sphinkterappara-
tes obligat (Damin und Lazzaron 2014). Perioperative Behandlungskonzepte in Form von
Strahlentherapie oder kombinierter Radio- und Chemotherapie (RKT) werden fur die

Therapie lokal begrenzter Karzinome derzeit nicht empfohlen (Pox und Schmiegel 2013).
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[.7.1.2 Lokal fortgeschrittene Tumoren ( UICC-Stadium Il und lll, T3-4, NO-2, MQ)

Das Vorgehen zeichnet sich - speziell fir Karzinome des unteren und mittleren
Rektumdrittels - durch einen interdisziplindren Behandlungsansatz aus. Neben der
chirurgischen Tumorresektion sind hier in erster Linie zwei neoadjuvante Regime von
entscheidender Bedeutung. Die erste Variante umfasst die alleinige Kurzzeit-Radiatio (5x5
Gy uber eine Woche) in Verbindung mit einer TME in der Folgewoche. Die zweite Variante
beschreibt eine kombinierte Radiochemotherapie (RCT), bestehend aus einer praoperativen
5-Floururacil (5-FU)-basierten Chemoapplikation sowie der fraktionierten Bestrahlung bis
50,4 Gray (Gy) Uber einen Zeitraum von 5 Wochen (Gaedcke et al. 2011). Einem
anschliel3enden therapiefreien Intervall von bis zu acht Wochen folgt ebenfalls eine TME
(Pox und Schmiegel 2013). Beide neoadjuvanten Verfahren fuhren im Vergleich zur
alleinigen TME beziehungsweise einer alleinigen adjuvanten RCT 2zu verbesserten
Lokalrezidivraten (Gaedcke et al. 2011; Peeters et al. 2007; Sauer et al. 2012). Zudem wird
durch einige Autoren eine Verlangerung des postinterventionellen krankheitsfreien Intervalls
beschrieben (Rahbari et al. 2013; Roh et al. 2009). Darlber hinaus wird fur die
konventionelle RCT gegenuber der alleinigen Kurzzeit-Radiatio - vermutlich bedingt durch
die langere Therapiepause bis zur chirurgischen Intervention - ein verbessertes Tumor-
Downsizing erreicht. Infolgedessen konnte ein erhohter Anteil pathologischer Remissionen
beschrieben werden (Damin und Lazzaron 2014; Gaedcke et al. 2011; Rahbari et al. 2013).
Ob dies wiederum unmittelbar die Wahrscheinlichkeit fir eine sphinktererhaltende Resektion
erhoht, wird jedoch noch diskutiert (Bujko et al. 2006; Gaedcke et al. 2011; Gerard et al.
2010). Ein nachweislich positiver Effekt auf die Entwicklung der Gesamtiiberlebensrate
sowie die Ausbildung systemischer Metastasen konnte zudem fir die neoadjuvanten
Verfahren bisher nicht erbracht werden (Damin und Lazzaron 2014; Gaedcke et al. 2011).
Eine medikamentdse Erweiterung der praoperativen 5-FU-basierten RCT um die Zytostatika
Oxaliplatin oder Irinotecan war Gegenstand weiterer Studien und zeigte eine nochmalige
Verbesserung der pathologischen Tumor-Remissionsrate (Hofheinz et al. 2005; Rodel et al.
2003; Rodel et al. 2007). Die Durchfiihrung adjuvanter Behandlungsverfahren (Radiatio,
Chemotherapie, RCT) beim RK im Stadium Il oder Il wird derzeit nach wie vor diskutiert,
jedoch in den aktuellen S3-Leitlinien nicht empfohlen (Gaedcke et al. 2011; Pox und
Schmiegel 2013). Lediglich bei fehlender neoadjuvanter Therapie sowie bei Vorliegen eines
R1-Zustandes nach TME ist die adjuvante Therapie, etwa vier bis sechs Wochen nach dem
chirurgischen Eingriff, indiziert (Pox und Schmiegel 2013). Hingegen besteht fiir die Therapie
von RK im oberen Drittel bis heute kein eindeutiger Konsens. So wird sowohl die
perioperative RCT als auch eine adjuvante Therapie analog der Kolonkarzinombehandlung
empfohlen (Pox und Schmiegel 2013). Die Abbildung 4 zeigt die stadienadaptierten

Therapieoptionen in der Ubersicht.
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Abbildung 4: Therapiealgorithmus fir die Tumorstadien I-lll (Hofheinz et al. 2012, S.14,
Abdruck mit freundlicher Genehmigung der DGHO).

[.7.1.3 Metastasierte Tumoren (UICC-Stadium IV, T1-4, NO-2, M1)

Wie bereits in Kapitel 1.8 erwahnt, sind Tumoren im Stadium 1V nicht mehr ausschlief3lich als
palliativ einzustufen. Fir etwa 25 % der Patienten mit synchronen hepatischen Metastasen
besteht heute - aufgrund der Méglichkeiten einer fortschrittlichen therapeutischen Interven-
tion - ein kuratives Therapieziel (Alberts 2012; Nordlinger et al. 2009). Karzinome dieser
Kategorie werden nach der Resektabilitat und Anzahl vorliegender Metastasen nochmals in
drei Subgruppen unterteilt (Pox und Schmiegel 2013):

Gruppe I Patienten mit resektablen Leber- oder Lungenmetastasen
Gruppe I Patienten mit potentiell resektablen Leber- oder Lungenmetastasten
Gruppe lll: ~ multiple Metastasen in Leber und/oder Lunge ohne eine Resektionsoption

nach Metastasenrtickbildung; ohne Organkomplikationen, Komorbiditaten oder

tumorbezogene Symptome.

Mit Hilfe dieser Klassifikation ist ein gruppenspezifischer Therapieentscheid moglich. Unter
der Voraussetzung einer RO-Resektion werden fur RK in Gruppe | krankheitsfreie
5-Jahres-Uberlebensraten von bis zu 40 % nach Lebermetastasten- und 50 % nach
Lungenmetastasenresektion erreicht (Fong et al. 1997; Kato et al. 2003; Lee et al. 2007,
Pfannschmidt et al. 2003; Saito et al. 2002; Scheele et al. 2001). Hierbei erfolgt die
chirurgische Intervention erst nach vorheriger Risikostratifizierung. Generell sollte im Vorfeld
der Metastasenexzision aus Leber oder Lunge das Auftreten weiterer extrahepatischer sowie

extrapulmonaler Herde ausgeschlossen sein. Zudem sollte fir beide Organe nach einer
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Resektion ausreichend funktionales Residualgewebe erhalten bleiben. Intraoperativ muss
daruber hinaus ein ausreichender Sicherheitsabstand zu Leber- und Lungengefal3en
gewahrt werden (Pox und Schmiegel 2013). Neben diesen allgemeinen Aspekten
entwickelten Fong et al. (1999) speziell fir das Auftreten von Leberfiliae ein Scoring-System
zur Risiko-Nutzen-Beurteilung einer chirurgischen Metastasenresektion. Anhand von funf
Parametern (CEA-Konzentration, Nodalstatus, krankheitsfreies Intervall bis zum Auftreten
einer Metastase, Anzahl der Filiae in der Bildgebung, Metastasendurchmesser) wird die
Langzeitprognose beurteilt und das Verfahren gegeniber einem nicht-chirurgischen Vorge-
hen abgewogen (Fong et al. 1999). Zu der chirurgischen Intervention wird begleitend eine
perioperative Chemotherapie nach dem FOLFOX-Protokoll diskutiert (Nordlinger et al. 2008;
Nordlinger et al. 2009; Pox und Schmiegel 2013). Rektumkarzinome der Untergruppe |l
werden, mit dem Ziel eine sekundare Metastasenresektabilitdt durch Tumor-Downsizing zu
erreichen, im Vorfeld einer intensivierten chemotherapeutischen Remissionsinduktion
zugefuhrt (Pox und Schmiegel 2013). Durch die Anwendung entsprechender kombinierter
Chemotherapieprotokolle (FOLFOX, FOLFIRI, Biologicals) zeigten Studien fir bis zu 40 %
der Patienten eine sekundéare Resezierbarkeit der Filiae (Falcone et al. 2007; Folprecht et al.
2005). Nach Erreichen der Operabilitdt sollte die Resektion innerhalb von vier bis sechs
Wochen erfolgen, um einen Morbiditatsanstieg -bedingt durch die Hepatotoxizitat der
Chemotherapeutika in Kombination mit dem operativen Risiko - zu vermeiden. In diesem
Stadium ist aul3erdem ein regelmaRiges Restaging durch bildgebender Diagnostika indiziert
(Pox und Schmiegel 2013).

[.7.2 Palliativtherapie

Die Behandlung von Patienten der Gruppe IIl, von Erkrankten mit fortgeschrittenem
Tumorrezidiv oder progredienter Peritonealkarzinose sowie von multimorbiden Patienten mit
einem erhohten Operationsrisiko erfolgt anhand individualisierter Palliativkonzepte. Hierbei
sollte die Entscheidung fur ein geeignetes Therapieregime patienten- und risikoadaptiert
sowie im interdisziplindren Konsens erfolgen. Haufige medikamentose Bestandteile der
Palliation sind die Zytostatika 5-FU, Irinotecan und Oxaliplatin. Im Zuge der Erst-, Zweit- und
Drittlinienkombinationstherapie mit den o.g. Praparaten (FOLFOX, FOLFIRI) erfolgt zudem
der Einsatz geeigneter EGFR-spezifischer sowie antiangiogenetischer Medikamente (Pox
und Schmiegel 2013; Van Cutsem und Geboes 2007; Van Cutsem et al. 2011). Haufig kann
im Rahmen einer Palliativsituation der Tumor in situ belassen werden. Lediglich der rektale
Kontinuitatserhalt kann ein chirurgisches Vorgehen nétig machen. Neben der tumorspezifi-
schen Therapie sollte eine suffiziente Analgesie sowie eine umfassende psychoonkologische
Betreuung Bestandteil des multimodalen Behandlungskonzeptes sein (Pox und Schmiegel
2013).
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II. Ziele der Arbeit

Die Behandlung fortgeschrittener Rektumkarzinome verfolgt dank wissenschaftlicher
Erkenntnisse der vergangenen Jahre einen differenzierten, interdisziplinaren
Therapieansatz. Wie eingangs detailliert dargestellt, resultiert die Festlegung einer
stadienadaptierten, multimodalen Behandlungsstrategie aus der Zusammenschau relevanter
diagnostischer Befunde. Neben einer umfassenden klinischen Untersuchung einschlief3lich
der digital-rektalen Untersuchung, der Durchfiihrung einer Rekto- oder Koloskopie sowie der
Anwendung bildgebender Verfahren im Rahmen des Staging ist die Bestimmung klinischer
Surrogatmarker mittlerweile ein obligates Mittel zur Verlaufs- und Therapiekontrolle eines
RK. Zudem ist auch im Rahmen des Darmkrebsscreenings die Anwendung biologischer
Tumormarker als alternative und/oder erganzende Untersuchungsmethode denkbar und
vielversprechend. Speziell das Auffinden epigenetischer Verdnderungen wahrend der
Karzinogenese birgt ein grof3es Potential fur die Friherkennung und die risikoadaptierte
Therapiestratifizierung. Vor diesem Hintergrund wurden im Rahmen dieser Arbeit
pseudonymisierte Plasma- und Gewebeproben von 25 Patientinnen und Patienten mit lokal
fortgeschrittenem Rektumkarzinom analysiert. Die Detektion der Hypermethylierungen
tumorrelevanter Gensequenzen wurde mittels einer quantitativen Ein-Schritt-Real-Time-PCR
realisiert. Zur Verfahrensetablierung und Qualitatssicherung erfolgte aulerdem die
Untersuchung anonymisierter Plasmaproben von 48 Blutspendern, die zuvor der
wissenschaftlichen Verwendung ihrer Restblutbestandteile zugestimmt hatten. Zur
Etablierung eines geeigneten labormedizinischen Diagnoseverfahrens wurden folgende

Fragestellungen bearbeitet:

» Sind hypermethylierte Sequenzen in den Promotor-Regionen von RUNX3, NEUROG],
HLTF, SEPTIN9, TMEFF2, SDC2 und RASSF1A in sowohl chemisch hypermethy-
lierter DNA als auch in DNA ausgewahlter Tumorzelllinien spezifisch nachweisbar?

» Welches Restriktionsenzym ist fur die enzymbasierte, methylierungsspezifische
Ein-Schritt-Real-Time-Polymerase Kettenreaktion (PCR) am besten geeignet?

» Ist im Rahmen der PCR-basierten Methylierungsanalyse an zirkulierenden Nuklein-
sauren EDTA-Plasma als Ausgangsmedium besser geeignet als Blutserum?

» Welchen Einfluss haben die internen Kontrollen B-Globin und B-Actin auf die
Sensitivitdt und Spezifitat der methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Real-Time-PCR?

> Wie ist die diagnostische Sensitivitdt und Spezifitdt der methylierungsspezifischen Ein-
Schritt-Real-Time-PCR nach Isolation von DNA aus Plasma und aus Tumorgewebe?

» Erlauben die Ergebnisse der methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Real-Time-PCR

eine zukunftige Stratifizierung der Therapie des Rektumkarzinoms?
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n.  Material und Methoden

1.1 Studiendesign und Patientenauswabhl

In der vorliegenden Arbeit wurden Methoden zum Nachweis KRK-assoziierter, hyper-
methylierter Promotor-Regionen mittels Real-Time-PCR entwickelt. Nach der Methoden-
etablierung wurde die Methylierung der Gene RUNX3, NEUROG1, HLTF, SEPTINY,
TMEFF2 und SDC2 an chemisch extrahierter DNA aus Blut-Proben von insgesamt 25
Patienten mit Rektumkarzinom untersucht. Au3erdem erfolgte die methylierungsspezifische
Analyse bereits extrahierter und aufgearbeiteter DNA aus Tumorgewebe der gleichen 25
Patienten. Diese Testung wurde durch die Untersuchung von RASSF1A - einem weiteren
potentiellen Tumormarker - erganzt.

Das in diesem Zusammenhang eingesetzte Patientenmaterial wurde freundlicherweise von
PD Dr. Gaedcke (Klinik fur Allgemein- und Viszeralchirurgie der Universitatsmedizin
Goéttingen) in pseudonymisierter Form zur Verfigung gestellt und stammte von Erkrankten
mit initial lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom (UICC-Stadien I, Il und IV), welche nach
pratherapeutischer Biopsie-Enthahme - im Rahmen eines kurativen multimodalen Therapie-
ansatzes - eine neoadjuvante RCT sowie eine Tumorresektion erhielten. Alle Materialien
wurden durch Mitglieder der KFO 179 gewonnen, aufgearbeitet und gelagert. Die Patienten
erteilten hierzu, nach dem bei der Ethikkommsission hinterlegten Studienprotokoll (Antrags-
nummer 9/8/08), ihre Zustimmung. Sowohl die EDTA-Plasmen und Serum-Proben als auch
die Biopsate der Tumoren wurden vor Beginn der multimodalen Therapie gewonnen. Nach
der initialen neoadjuvanten Behandlung (RCT und OP) lag - bedingt durch das erreichte
Tumordownstaging - ein annahernd ausgeglichenes Verhdltnis der postinterventionellen
UICC-Stadien I-IV innerhalb des Patientenkollektivs vor. Dartiber hinaus liel3 sich die Patien-
tengruppe anhand zweier unterschiedlicher neoadjuvanter Vorbehandlungs-Regime unter-
scheiden. So erhielt etwa die Halfte der Patienten neben einer herkdbmmlichen RCT mit
5-FU-Applikation zusatzlich Oxaliplatin im Vorfeld der Operation.

Neben den Patientenproben wurden EDTA-Plasmen und Seren von insgesamt 48 gesunden
Blutspenderinnen und Blutspendern, welche im Rahmen der Aufklarung zur Blutspende einer
wissenschaftlichen Nutzung ihrer Restblutbestandteile schriftlich zugestimmt hatten, zu
Kontrollzwecken untersucht. Unmittelbar nach der Blutenthnahme erfolgte die Zentrifugation
der Proben fir 12 Minuten bei 1350 g. Im nachfolgenden Pipettierschritt konnten aus jeder
Blutprobe zwischen 2 bis 4 ml Plasma gewonnen werden. Die anschlieBende Lagerung der
Plasmaproben erfolgte bis zur DNA-Isolation bei -20°C.

Nach der Blutentnahme wurden den Spenderproben, durch Mitarbeiter der Abt.

Transfusionsmedizin, entsprechende Informationen zu Alter und Geschlecht zugeordnet.
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Unmittelbar danach erfolgte eine Anonymisierung der Proben. Die Zustimmung der
Ethikkommission zu diesem Vorgehen wurde mit dem Ethikvotum vom 14.05.2014 erteilt
(DOK_42_2014).

1.2  Oligonukleotide

Zur Detektion tumorassoziierter Hypermethylierungen mittels Real-Time-PCR wurden nach
einer Literaturrecherche die epigenetischen Tumormarker RUNX3, NEUROG1, HLTF,
SEPTIN9, TMEFF2, SDC2 und RASSF1A fur die experimentelle Untersuchung ausgewabhilt.
Fur die stichwortbasierte wissenschaftliche Recherche wurden vornehmlich die Datenbanken
PUBMED sowie MEDLINE (National Center for Biotechnology Information, NCBI) im
Zeitraum von Oktober 2013 bis Dezember 2013 auf relevante Publikationen durchsucht.
Hierbei genutzte Schlagworter waren: , Epigenetic Biomarkers “, , Real-Time-Quantitativ-
PCR“, , Promotor-Methylation”, ,Epigenetic-Hypermethylation®, ,Colorectal Cancer",,
» RUNX3“ , NEUROGL1*“ ,HLTF* ,SEPTIN9*“ ,TMEFF2*“ ,SDC2*“ ,RASSF1A*“
» Colorectal Cancer Epidemiology “, , CpG-Island “, , Colorectal Cancer Prognosis “. Die
genomischen Sequenzen wurden der Gen-Datenbank Ensembl (Project of EMBL-European
Bioinformatics Institute and Wellcome Trust Sanger Institute, Cambridge, UK) entnommen.
Auf Grundlage publizierter Oligonukleotidsequenzen wurden CG-reiche Promotor-Regionen
der einzelnen o0.g. Gene visuell dargestellt (Chan et al. 2006; Herbst et al. 2011; Lee et al.
2013b; Lofton-Day et al. 2008; Oh et al. 2013; Wallner et al. 2006; Wasserkort et al. 2013).
Die Generierung eigener Primer-Oligonukleotide sowie fluoreszierender Sondensequenzen
erfolgte im Bereich zuvor beschriebener Hypermethylierungen unter Nutzung des
Programmes OLIGO Primer Analysis Software 6.7.1 (Molecular Biology Insights, Inc.,
Cascade, USA). Im Gegensatz zu den Angaben in der oben beschriebenen Literatur, wurde
auf eine vorherige Behandlung der DNA mit Sodium-Bisulfit verzichtet, was in der
vorliegenden Arbeit zur Etablierung des Begriffs ,, Ein-Schritt-Real-Time-PCR “ fuhrte. Mittels
einer chemischen Bisulfit-Behandlung - wie sie von anderen Autoren beschrieben wurde -
werden unmethylierte Cytosinbasen in Uracil Gberfihrt (Bundo et al. 2012; Herbst et al.
2011; Lee et al. 2013b; Lofton-Day et al. 2008; Oh et al. 2013; Tetzner et al. 2007; Wallner et
al. 2006). Hingegen schitzt eine Methylierung der Cytosinbase diese vor einer chemischen
Modifikation, was letztlich eine Demaskierung besonders stark methylierter- gegeniber
weniger stark methylierten DNA-Abschnitte zur Folge hat (Hayatsu 1976). Mit dieser
Methode konnen tumorbedingt hypermethylierte CpG-Islands im Bereich bestimmter
transkriptions-regulierender Promotor-Regionen dargestellt werden und sind mittels Real-
Time-PCR selektiv amplifizier- und detektierbar (Bird 1986; Summers et al. 2013). Die
Synthese unmodifizierter Oligonukleotide erfolgte durch die Firma Purimex (Grebenstein,

Deutschland), fluoreszenzmarkierte Sonden wurden von Life Technologies (Life
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Technologies GmbH, Darmstadt) bezogen (Tabelle 6). Die Lagerung von Primer und Sonden
erfolgte nach Zugabe von 1mM TRIS-HCL (Bestell-Nr.. AM9855G, Ambion® Life
Technologies Corporation, Carlsbad, USA) in 20 pl Aliquots in Konzentrationen von
50 pmol/ul (Amplifikationsprimer) beziehungsweise 20 pmol/pl (Sonde) bei -20°C.
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Tabelle 6: DNA-Sequenzen der Primer sowie der fluoreszenzmarkierten Sonden fr die jeweilige Ein-Schritt-Real-Time-PCR.

Genbezeichnung

Forward-Primersequenz

Reverse-Primersequenz

5'-Reporter-Sondensequenz-3'-Quencher

(5%-39) (5%-39)
RUNX3 GCTCGCCTGCGTGGTC GCAAGATGGGCGAGAACAG FAM-CGCCCGGCCCGAGGT-MGB*
NEUROG1 GTAATTACGGGCACACTCCG CAGGTCATCCCCGTGCAG FAM-ATAAATTATGCAAATACCCGGGC-MGB*
HLTF CGTCGACGTCTGACTGGACT GAAGCCGGGGACAAATTC FAM-CCTTTCAGTCGTGCGCTCCT-MGB*
SEPTIN9 GGCGGCTAGCTCTGCACT GATGGCTGGTGGGCAGC FAM-CGGGGGCGCTTCCTCG-MGB*
TMEFF2 CGCGGGATGCTCAGTAGC CTCCCACAGCACCATGACTAG FAM-CTGTGTTCCTCGGAAGCCGTT-MGB*
SDC2 GAGTGCAGAAACCAACAAGTGA GGCGCTCGCTTCCTCCT FAM-CGCAGCTGCGGGCGG-MGB*
RASSF1A™ AGCCTGAGCTCATTGAGCTG GACCAGCTGCCGTGTGG FAM-CCAACGCGCTGCGCAT-MGB*
B-Actin*** GCGCCGTTCCGAAAGTT CGGCGGATCGGCAAA NED-ACCGCCGAGACCGCGTC-BHQ*
B-Globin GTGCACCTGACTCCTGAGGAGA CCTTGATACCAACCTGCCCAG VIC-AGGTGAACGTGGATGAAGTTGGT-BHQ*

* MGB=Minor Groove Binder; FAM= 6-Carboxyfluorescein; BHQ=Black Hole Quencher

** Modifiziert nach Chan et al. (2006)

*** Modifiziert nach Lo et al. (1998)
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1.3 DNA-Proben

Die Funktionalitdt der Primer und Sonden wurde zundchst anhand kommerzieller nicht-
methylierter und methylierter Kontroll-DNA (s.u.) sowie an DNA aus den Tumorzelllinien
HT-29 und CACO-2 (s.u.) untersucht. Nachfolgend wurden die Sequenzen an DNA-Isolaten
aus Blutspenderplasma-, Patientenplasma-, Patientenserum und Patientengewebe-Proben
getestet. Die Lagerung der DNA-Testmaterialien erfolgte bis zu ihrem jeweiligen Verbrauch
bei -20°C (kommerzielle Proben und Zelllinien-DNA) beziehungsweise -80°C (Blutspender-
und Patientenmaterial). Die zu testenden DNA-Proben wurden getrennt von den Real-Time-

PCR-Reagenzien gelagert.

111.3.1 DNA-Kontrollen

Neben einer nicht-methylierten, als Negativkontrolle eingesetzten kommerziellen humanen
DNA (Human Genomic DNA, Bestell-Nr.: 11691112001, Roche Diagnostics Deutschland
GmbH, Mannheim) kam als Positivkontrolle eine chemisch vollstdndig methylierte DNA
(CP Genome™ Human Methylated DNA, Bestell-Nr.: S8001M, Merck Millipore, Darmstadt)
zum Einsatz. Sowohl die Positiv- als auch die Negativkontrolle wurden zur Festlegung
geeigneter Promotor-Regionen sowie flr den Vergleich unterschiedlicher Restriktions-
enzyme herangezogen. AulRRerdem wurden die genannten Kontroll-Materialien in jedem
PCR-Lauf mit Blutspender- und/oder Patientenmaterial mitgeftihrt. Sowohl die unmethylierte
Negativkontrolle (Ausgangskonzentration 200 ng/ul) als auch die methylierte Positivkontrolle
(Ausgangskonzentration 250 ng/pl) wurde mit Wasser (Ambion®-Nuclease-Free-Water,
Bestell-Nr.: 4387936, Ambion ® by Life Technologies Corporation, Carlsbad, USA) bis zu
Konzentrationen von 87 pg/ul beziehungsweise 200 pg/pl verdiinnt. Die DNA der Zelllinien
HT-29 (Bestell-Nr.: 299, Leibnitz Institut- DSMZ GmbH, Braunschweig) und CACO-2
(Bestell-Nr.:169, Leibnitz Institut- DSMZ GmbH, Braunschweig) entstammen Tumorzell-
verbanden von Kolon-Adenokarzinom-Patienten. Bei Ausgangskonzentrationen von 55 ng/ul
(HT-29) und 45 ng/ul (CACO-2) wurden sie unter Nutzung von 1mM TRIS-HCL Pufferlésung
(pH=8,1) (Bestell-Nr.: AM9855G, Ambion® by Life Technologies Corporation, Carlsbad,

USA) auf Konzentrationen von jeweils 200 pg/pl verdinnt.

111.3.2 Isolation von DNA aus Blutspender- und Patientenplasma/-serum

DNA von 48 Blutspendern und 25 Rektumkarzinom-Patienten wurde unmittelbar vor
Durchfihrung der methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Real-Time-PCR aus zuvor
tiefgefrorenem EDTA-Plasma isoliert. Weiterhin erfolgte bei drei der 25 Patienten zusétzlich

eine Untersuchung aus Serum, das zum gleichen Zeitpunkt gewonnen wurde. Die DNA-
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Isolation aus Plasma und Serum wurde unter Nutzung des Chemagic Viral DNA/RNA Kit
Special (PerkinElmer Chemagen Technologie GmbH, Baesweiler) nach dem Chemagic 1K
Protocol (Version 050601) durchgeftihrt. Hierzu wurde zunéchst je ein Milliliter gefrorenes
Plasma beziehungsweise Serum erwarmt und einem Ansatz aus 1,2 ml Lysis Buffer, 1,7 pl
Poly(A)RNA sowie 10 pl Protease zugefiigt. Anschliel3end erfolgte die Inkubation des
Gemisches in einem Wasserbad bei 55°C fir 5 Minuten. Im nachsten Schritt wurde dem Mix
50 pl Magnetic Beads Resuspension sowie 4 ml Binding Buffer 2 hinzugefiigt. Anschliel3end
erfolgte die Isolation und Aufreinigung des Ansatzes mittels einer magnetischen Separation
unter Verwendung des Nukleinsaure-Extraktionsautomaten Chemagic Magnetic Separation
Module 1 (MSM1, PerkinElmer Chemagen Technologie GmbH, Baesweiler) in drei
automatisierten Schritten Uber 75 Minuten. Zwei initialen Waschschritten (Wash Buffer 3 und
4) folgte letztlich die Elution von circa 80-100 pl DNA in 100 pl Elution Buffer (10 mM Tris
HCIl, pH 8). Das MSM1 ermdglichte die zeitgleiche Aufreinigung von 12 Plasma-

beziehungsweise Serumproben.

.4 Restriktionsenzyme

Im Rahmen der Verfahrensetablierung wurden die Restriktionsendonukleasen BstUI (Bestell-
Nr.: R0518L, New England Biolabs Inc., Ipswich, USA), Acil (Bestell-Nr.: R0O551L, New
England Biolabs Inc., Ipswich, USA) und Accll (Bestell-Nr.: 1002A, Takara Bio Inc., Otsu,
Japan) verglichen. Es handelt sich hierbei um Enzyme, die aus Bacillus
stearothermophilus U458 (BstUI), Arthrobacter citreus (Acil) und Acinetobacter calcoaceticus
(Accll) gewonnen wurden (Nishigaki et al. 1985; Polisson und Morgan 1990; Wei et al.
2008). Jedem PCR-Ansatz wurden 14 Units (1,4 pl) BstUl oder Acil hinzugeflgt. Accll wurde
ausschlie3lich in Kombination mit Acil getestet. Hierbei wurden von jedem Enzym 10 Units
(je 1 pl) eingesetzt. Die optimale Reaktionstemperatur lag fur BstUIl bei 60°C, fur Acil und
Accll bei 37°C. Die Lagerung der Enzyme erfolgte bei -20°C.

1.5 Methylierungsspezifische Real-Time-PCR

Dieser Unterpunkt ist in eine kurze Beschreibung der Real-Time-PCR, die Darstellung der
eingesetzten Reagenzien und Reaktionsbedingungen sowie die Auswertung der detektierten

Messergebnisse gegliedert.

111.5.1 Quantitative Real-Time-PCR

Bei der in dieser Studie eingesetzten Real-Time-TagMan™-PCR (Applied Biosystems® by
Life Technologies, Foster City, USA) handelt es sich um eine modifizierte Form des

Standard-PCR-Verfahrens, in dem Uber eine Fluoreszenzdetektion eine Quantifizierung des
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Amplifikates in Echtzeit (pro PCR-Zyklus) maoglich ist (Lee et al. 1993). Hierbei werden
fluoreszenzmarkierte TagMan-Sonden eingesetzt, welche an Ihrem &-Ende einen
Fluorophor-Donor (Reporter) und an ihrem 3-Ende einen Akzeptor (Quencher) besitzen
(Abbildung 5) (Heid et al. 1996; Lee et al. 1993). Die Sonden lagern sich wahrend der
Annealing-Phase der PCR spezifisch in die zu vervielféltigenden Abschnitte der DNA-
Einzelstrdnge ein. Die energetische Anregung des 5-Reporters bedingt - aufgrund der
raumlichen Nahe zum 3'-Akzeptor - einen Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET).
Hierbei wird das emittierte Donor-Fluoreszenzsignal durch den Quencher absorbiert und
damit ein detektierbares Lichtsignal zunachst unterdrickt (Forster 1948). Durch eine
zusatzliche 5°-3'-Exonuklease-Aktivitdt der Tag-Polymerase erfolgt im Rahmen der
Elongation eine Zerkleinerung der Sonde und damit die Entfernung des 5'-Reporters vom
absorbierenden Quencher. Die Freisetzung eines detektierbaren Fluoreszenzsignals ist die
Folge (Heid et al. 1996; Holland et al. 1991; Kubista et al. 2006; Lee et al. 1993). Somit
besteht ein direkter Zusammenhang zwischen Zunahme des Fluoreszenzsignals und der
Menge an DNA-Amplifikaten (Abbildung 5).

1. Sequenzspezifische Anlagerung von TagMan-Sonde sowie Primern und Beginn der Polymerisation

Forward Q = Quencher
__Primer Probe
5 > 3°
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2. Polymerisation und Entfernung der farbmarkierten Sonde durch Taq-Polymerase (Exonuklease-
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Abbildung 5: Modifizierte schematische Darstellung der Wechselwirkung von 5'-Reporter und
3‘-Quencher in einer Real-Time-PCR nach Jacob (2003, S.53) und Yuan et al. (2000, S.25,
Abdruck mit freundlicher Genehmigung der AACC).
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Zur Messung des Fluoreszenzsignals wurde das 7300 Real-Time-PCR-System (Applied
Biosystems® by Life Technologies, Foster City, USA) verwendet. Mittels der zugehérigen
Software (7300 System SDS RQ Study Software, Applied Biosystems®) wurde eine
Amplifikationskurve erstellt. Die Zunahme des Fluoreszenzsignals, korrigiert um das
Fluoreszenzsignal des Referenzfarbstoffs ROX (Delta-Rn), wurde gegen die Anzahl der
PCR-Zyklen (Cycle) aufgetragen. Die Uberschreitung eines festen Schwellenwerts
(Threshold) wurde fur jede Messung als Cycle Threshold (Ct) dokumentiert. Dieser Ct-Wert
charakterisierte hierbei den Zyklus, in dem erstmals eine in der Software deutlich sichtbare
Signalzunahme von dem Hintergrundsignal der Negativkontrollen abzugrenzen war (Kozera
und Rapacz 2013). In Abbildung 6 ist die Bestimmung des Ct-Wertes einer methy-
lierungsspezifischen Real-Time-PCR fir einen Multiplex-Ansatz mit SEPTIN9 und den
Kontrollreaktionen fir B-Globin und B-Actin an methylierter Kontroll-DNA beispielhaft
dargestellt. Der Threshold wurde fir alle methylierungsspezifischen PCR-Protokolle
(RUNX3, NEUROG1, HLTF, SEPTIN9, TMEFF2, SDC2, RASSF1A) dieser Studie auf 0,2
festgelegt. Fir B-Globin und B-Actin lagen die Schwellenwerte bei 0,1 und 0,03.

Deita Rn vs Cycle
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Abbildung 6: Amplifikationskurven einer methylierungsspezifischen Multiplex-PCR fur
SEPTIN9 an methylierter Kontroll-DNA (CP Genome™ Human Methylated DNA) und einer
Non Template Control (NTC).

111.5.2 Reagenzien und Reaktionsbedinqungen

Die methylierungsspezifische Ein-Schritt-Real-Time-PCR erfolgte in einem Reaktions-
volumen von 34 pl. Die Reagenzien wurden in der nachfolgend dargestellten Reihenfolge in
0,2 ml-PCR-GefaBen (MicroAmp® Optical 8-Tube Strip, Bestell-Nr.:4316567, Life

Technologies GmbH, Darmstadt) vorgelegt:
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1. 19 pyl des TagMan® Universal PCR Master Mix Kit (Bestell-Nr.:4304437, Applied
Biosystems® by Life Technologies, Foster City, USA) bestehend aus AmpliTaq
Gold® DNA Polymerase, Uracil-DNA Glycosylase, dTNPs mit dUTP, ROX™ Passive
Reference sowie Pufferlésung

2. 0,20 pl Forward- und 0,20 pl Reverse-Primer fir die entsprechende Promotorsequenz
in einer Konzentration von jeweils 50 pmol/pl

3. 0,30 pl Forward- und 0,30 pl Reverse-Primer zur Amplifikation einer B-Actin-Kontroll-
Sequenz in einer Konzentration von jeweils 50 pmol/pl

4. 0,5 pl Forward- und 0,5 pl Reverse-Primer zur Amplifikation einer B-Globin-Kontroll-
Sequenz in einer Konzentration von jeweils 20 pmol/pl

5. Zugabe von 0,17 ul der jeweiligen TagMan-Sonde (5-FAM/3‘-MGB) in einer
Konzentration von 20 pmol/ pl

6. Zugabe von 0,24 pl der TagMan-Sonde (5-NED/3'-BHQ) zum Nachweis von -Actin
in einer Konzentration von 20 pmol/ pl

7. Zugabe von 0,17 ul der TagMan-Sonde zum Nachweis von B-Globin (5'-VIC/3'-BHQ)
in einer Konzentration von 20 pmol/ pl

8. Substitution von 1,40 pl Restriktionsenzym (BstUI, Acil) beziehungsweise 0,5 pl plus
0,5 ul einer Enzymkombination aus Acil/Accll

9. Zugabe von Ambion®-Nuclease-Free-Water 1,02 pl bei 10 pl eingesetzter Test-DNA
oder 3,02 pl bei 8 ul Test-DNA (Verdinnungsreihe) zum Erreichen eines Reaktions-
volumens von 34 ul

10.Je nach Testansatz Zugabe von 10 pl Patientenplasma-, Patientenserum-,
Patientengewebe-, Spender-DNA oder RUN-Kontroll-DNA oder 8 ul verdinnter
Kontroll-DNA (Verdinnungsreihe).

Der eingesetzte TagMan® Universal PCR Master Mix wurde bis zum Verbrauch bei +2 bis
+8°C gelagert. Nach anschlieRender Zentrifugation des Multiplex-PCR-Ansatzes bei
12.000 x g fir circa 30 Sekunden folgte die Real-Time-PCR-Amplifikation im 0.g. Thermo-
cycler. In der Startphase wurde der Cycler auf 50°C fir 2 Minuten erwarmt. Im
anschlieenden Arbeitsschritt - der methylierungsabhéngigen Hydrolyse durch die
Restriktionsendonukleasen - wurde entsprechend den Arbeitstemperaturbereichen der
eingesetzten Enzyme der Cycler fir 60 Minuten auf 37°C (Acil, Accll) beziehungsweise auf
60°C (BstUI) eingestellt. Fur die nachfolgende erstmalige Denaturierung der Ausgangs-DNA
wurde dann die Temperatur auf 95°C fir 10 Minuten erhéht. Nachfolgende Denaturierungs-
und Annealing-Schritte erfolgten abwechselnd fir je 15 Sekunden bei 95°C sowie fiur 1

Minute bei 60°C in 50 aufeinanderfolgenden Zyklen.
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1.6 Etablierung des Testverfahrens

In allen Testlaufen zur Etablierung des Verfahrens wurden die genspezifischen Primer-
Sonden-Kombinationen an Kontrollproben in Triplikaten untersucht. Im Rahmen einer
Multiplex-PCR mit internen Kontrollen wurden den Mastermixansatzen der zu unter-
suchenden Testsequenzen Reagenzien zum Nachweis der Kontrollgene B-Globin sowie -
Actin  zugefligt. Zum Ausschluss mdglicher Kontaminationen der eingesetzten
Testreagenzien wurde dariber hinaus in samtlichen PCR-Experimenten ein Kontrollansatz

mit Wasser mitgefihrt (sog. Non Template Control, NTC).

11.6.1 Auswahl geeigneter Gensequenzen und Restriktionsendonukleasen fiur die

methylierungsspezifische Ein-Schritt-Real-Time-PCR

Die methylierungsspezifische Diskriminationsfahigkeit der einzelnen Primer-Sonden-
Kombinationen wurde zunéchst an den kommerziellen methylierten und nicht-methylierten
Kontrollproben unter Verwendung von BstUI untersucht. Anschliel3end wurde die Ein-Schritt-
Real-Time-PCR mit den Enzymen Acil sowie mit der Kombination aus Acil/Accll wiederholt
(siehe 111.4). Durch statistische Aufarbeitung dieser Messdaten gelang fir jedes Testgen
enzymspezifisch die Beschreibung des Signal/Rausch-Verhaltnisses zwischen methylierte
und unmethylierte DNA. Im Anschluss daran wurde eine statistische Analyse zur
Untersuchung des Einflusses des verwendeten Enzyms durchgeftihrt. Im Einzelnen wurden
hierbei BstUl gegen Acil und die Enzymkombination aus Acil/Accll in einem internen
Vergleich sowohl an der nicht-methylierten als auch an der methylierten DNA-Kontrolle

getestet.

111.6.2 Validierung der methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Real-Time-PCR

Die Festlegung der Promotorsequenzen sowie eines geeigneten Restriktionsenzyms (siehe
auch 1.4, 11.6.1) stellt aufgrund mehrfacher nahezu bedingungsgleicher PCR-
Wiederholungen gleichfalls ein Mal3 fur die Verfahrensspezifitdt sowie die Robustheit des
Testes dar. Im ndchsten Schritt wurden die Messbereiche, die Effizienz (E) sowie die Nach-
weisgrenzen fur die methylierungsspezifische Ein-Schritt-Real-Time-PCR in Triplikaten an
drei verschieden Tagen (n=9) ermittelt (Bustin et al. 2009). Anhand einer sechsstufigen Ver-
dunnungsreihe erfolgte die Testung eines DNA-Template-Mix aus methylierter und
nicht-methylierter Kontroll-DNA. Die methylierte DNA-Positivkontrolle wurde im Verhaltnis
1:1, 1.5, 1:25, 1:125, 1:625 sowie 1:3125 aus einer Ausgangskonzentration von
60000 pg/PCR verdinnt. Die Negativkontrolle wurde hingegen in einer konstanten Konzent-

ration von 4000 pg/PCR der jeweiligen Verdiinnungsstufe als Background-Signal zugeflgt.

Seite | 42



Material und Methoden

Grundlage dieser Uberlegung war, dass im Patientenplasma methylierte tumorspezifische
DNA immer vor einem Hintergrund nicht-methylierter DNA aus Leukozyten und gesundem
Gewebe detektierbar sein muss. Pro PCR-Tube wurden insgesamt 8 pl DNA eingesetzt,
welche sich aus 6 pl Positiv- und 2 pl Negativkontrolle zusammensetzten (Tabelle 7). Mittels
einer zweiten Titrationsserie aus methylierter DNA mit ebenfalls sechs Verdunnungsstufen a
8 ul im o.g. Verhéaltnis (Tabelle 8), jedoch ohne die Zugabe der Negativkontrolle, gelang fur
den Nachweis von B-Globin die Festlegung eines linearen Messbereiches (Bustin et al.
2009).

Tabelle 7: Verdiinnungsreihe fir RUNX3, NEUROG1, SEPTIN9, TMEFF2, SDC2 und
RASSF1A.

CP Genome™ - Human Human Genomic DNA
Verdlinnungsstufen
Methylated DNA [pg/PCR] [pg/PCR]
1 60000 4000
2 12000 4000
3 2400 4000
4 480 4000
5 96 4000
6 19,2 4000
Kontrolle -* 4000

* Einsatz von 8 pl H,O anstelle von methylierter DNA

Tabelle 8: Verdiinnungsreihe fiir 3-Globin.

CP Genome™- Human Human Genomic DNA

Verdinnungsstufen
Methylated DNA [pg/PCR] [pg/PCR]

80000 -

16000 -

3200 -

640 -

G| IW|IN|PF

128 -

6 26 -

Kontrolle -* -

* Einsatz von 8 ul H,0; entspricht NTC

Fur jede Ein-Schritt-Real-Time-PCR erfolgte die Erstellung von Standardkurven sowie die
Ableitung der linearen Messbereiche mittels Regressionsanalyse. Fur jede Verdinnungs-
stufe wurden die Ct-Mittelwerte, die zugehotrigen Standardabweichungen (SD) sowie die
Variationskoeffizienten (VK) ermittelt. Anhand der Regressionsfunktion jeder Standardkurve

f(x)= mx+n ist somit eine direkt-proportionale Zuordnung zwischen einem ermittelten Ct-Wert
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und der eingesetzten DNA-Menge innerhalb des linearen Messbereiches méglich. Weiterhin
ist das BestimmtheitsmaR (R? ein Gutekriterium der Linearitat innerhalb der Messbe-
reichsgrenzen. Anhand der Steigung (m) der linearen Regressionsfunktion konnte tber die

Formel:
E=10%Y™-1

die Effizienz E jeder einzelnen Ein-Schritt-Real-Time-PCR mittels der Software Microsoft
Office Excel 2007 und 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) ermittelt werden.

Auf Grundlage der vorliegenden Daten wurden nachfolgend - durch Anwendung einer
Probit-Analyse in SAS Analytics Pro 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, USA) - die genspezifischen
50 % - und 95 % -Nachweisgrenze aus den Messdaten der Verdunnungsreihen fir die sechs

Testgene ermittelt.

111.6.3 Vergleich der Testmedien EDTA-Plasma und Serum an ausgewahlten

Patientenproben

Im Hinblick auf die Festlegung eines geeigneten Ausgangsmaterials fir die Untersuchungen
der isolierten Patienten- und Blutspender-DNA wurden exemplarisch die DNA-Isolate aus
Serum- sowie Plasmaproben von drei Patienten verglichen. Ausschlaggebendes Kriterium
zur Auswahl geeigneter Patientenproben fir diese Testung war das postinterventionelle
Tumorstadium. So waren durch die drei Testpersonen die postinterventionellen
Tumorstadien |, Il und Il vertreten. Bedingt durch das nur begrenzt zur Verfiigung stehende
Eluatvolumen von 80-100ul nach Extraktion aus dem Patientenplasma, wurde die Messung
des Methylierungsstatus nur in Einfachbestimmung und nur an fiinf der sechs Gen-
sequenzen durchgefihrt. Auf die Untersuchung der RASSF1A-Promotormethylierung wurde
daher mangels ausreichenden Patientenmaterials verzichtet. Die ermittelten Messdaten der
funf Testgene wurden anschlie3end - hinsichtlich eines relevanten Unterschiedes zwischen
Plasma und Serum - einer Signifikanzprifung mittels T-Test (Statistica 10, Statsoft Europe

GmbH, Hamburg) unterzogen.

1.7 Festlequng eines Ct-Grenzwertes (Cut-Off) fur die methylierungsspezifische
Ein-Schritt-Real-Time-PCR aus Blutspender- und Patienten-DNA

Fur eine zuverlassige qualitative Einordnung methylierungsabhangiger, positiver und
negativer Ct-Messwerte war die Festlegung eines geeigneten Cut-Off-Wertes fur jede
potentielle Tumorgensequenz erforderlich. Hierzu wurde DNA aus EDTA-Plasma von
gesunden Blutspendern (N=48) mit und ohne Zusatz interner Kontrollen (Duplex- und

Multiplex-PCR) auf Promotormethylierungen untersucht. Da auch hier pro angewandter
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DNA-Extraktion aus einem Milliliter Blutspenderplasma lediglich ein Eluatvolumen von 80-
100 pl verfugbar war, gleichfalls aber fir die methylierungsspezifische Testung in
Doppelbestimmung jeweils mit und ohne Zugabe der internen Kontrollen 10 pul DNA-Eluat pro
PCR-Tube eingesetzt wurden, war eine Analyse aller sechs Testsequenzen an allen
48 Blutspenderproben technisch nicht umsetzbar. Aus diesem Grund wurden an einer
extrahierten Blutspender-DNA-Probe maximal vier der sechs Gensequenzen getestet. Fur
die dbrigen beiden Gensequenzen erfolgte dann eine erneute DNA-Isolation aus einer
weiteren Probe. Hierdurch konnten letztlich fur jede der sechs Promotor-Regionen Duplikate
der Ct-Werte - jeweils mit und ohne Referenzkontrollen - fir 24 differente Blutspender-DNA-
Proben (N=24) generiert werden. Zur Bestimmung der Grenzwerte (Cut-Off) wurden
95 %-Perzentile aus den Mittelwerten der Doppelbestimmungen errechnet (Bustin et al.
2009; Chudy et al. 2003). Ct-Werte oberhalb des Grenzwertes wurden als negativ und
darunter liegende Ct-Werte als positiv bewertet. Grenzwerte einer ROC-Analyse der
Ct-Mittelwerte aus Blutspender-DNA-Proben und den Ct-Mittelwerten einer Doppel-
bestimmung an extrahierter Patientengewebe-DNA (N=23) wurde den Grenzwerten der
95%-Perzentil-Methode vergleichend gegenibergestellt. Im néchsten Schritt erfolgte anhand
der zuvor festgelegten Grenzwerte eine Bewertung der Messdaten (Ct) einer PCR-Testung
an Nukleinséure-Isolaten der Tumorzellreihen HT-29 und CACO-2. AuRerdem wurden die im
Zuge der Patienten-und Blutspender-PCR generierten Ct-Messwerte an nicht-methylierten
sowie methylierten DNA-Kontrollen (Negativ- und Positivkontrollen) grenzwertabhangig
(Cut-Off) als positiv oder negativ bewertet. Wahrend die PCR-Testung der Zelllinien
ausschlie3lich in einer Multiplex-PCR unter Einsatz beider interner Referenzgene (B8-Globin
und B-Actin) erfolgte, wurde die Messung der Lauf-Kontrollen jeweils mit (Multiplex-PCR) und
ohne B-Globin (Duplex-PCR) vergleichend durchgefuhrt. Ebenso wurde die Untersuchung
von DNA aus Patientenplasma sowohl mit als auch ohne interne Kontrollen untersucht, um
auch fur diese Ansatze auszuschlieBen, dass die Primer und Sonden der internen
Kontrollreaktionen zu einer Inhibition des spezifischen Signals fir die betreffende Promotor-

Region fuhren.

1.8 Ermittlung der diagnostischen Spezifitat und Sensitivitat der Blutspender- und

Patienten-DNA aus EDTA-Plasma sowie aus isolierter Tumorgewebe-DNA

Zur Ermittlung der diagnostischen Spezifitat der methylierungsabhangigen Real-Time-PCR
wurden die unter 111.7. genannten Grenzwerte auf die Ct-Messwerte der Blutspender-DNA-
Testung angewandt (Summers et al. 2013; Thomas 2012).

Auf Grundlage der methylierungsspezifischen PCR-Messdaten konnten sowohl fir die
Untersuchung von DNA aus Tumorgewebe als auch fir die Untersuchung von

Patientenplasma diagnostische Sensitivitaten fir die Untersuchung jedes Gens ermittelt
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werden (Summers et al. 2013; Thomas 2012). Hierzu wurden die in Doppelbestimmung
ermittelten Ct-Einzelwerte (Ct;, Ct,) der Tumorgewebe-Testung in Ct-Mittelwerte zusammen-
gefasst und anschlielRend durch Anwendung der spezifischen Grenzwerte bewertet. Analog
dem Vorgehen in der Analyse der Tumorgewebe-DNA-Testung - jedoch in diesem Fall fr
zwei Ct-Einzelwerte (aus Duplex- und Multiplex-PCR) - wurden die Ergebnisse der
Patientenplasma-DNA-Testung ebenfalls anhand der genspezifischen Cut-Offs qualitativ als
positiv oder negativ klassifiziert.

In einer letzten Analyse wurden drei der insgesamt sechs Gensequenzen in einem
diagnostischen Markerpanel zusammengefasst. Die erhobenen Ct-Werte aus den
PCR-Testungen der Gene RUNX3, SEPTIN9 und SDC2 an Blutspender- und
Patienten-DNA-Proben wurden hier in der Zusammenschau bewertet. Dabei wurde eine
Blutspender- sowie eine Patientenprobe jeweils insgesamt als positiv kategorisiert, wenn
mindestens eines der drei Panel-Gene fiur die jeweilige Probe grenzwertabhangig positiv
bewertbar war. Hieraus liel3en sich fur das Panel entsprechende diagnostische Spezifitaten
und Sensitivitdten ermitteln. Fur das o.g. Panel erfolgte in diesem Zusammenhang ein
Vergleich der detektierten, blutbasierten PCR-Hypermethylierungen und dem pathologischen
UICC-Stadium nach RCT unter Anwendung eines x> Tests. Fiir diese Betrachtung war eine

nochmalige Festlegung panelspezifischer Cut-Offs mittels ROC-Analyseverfahren notig.

1.9 Statistische Analyse

Die deskriptive Auswertung biometrischer Spender- und Patientendaten, samtliche
statistischen Betrachtungen sowie die Erstellung von Tabellen und Diagrammen wurden in
Zusammenarbeit mit den Mitarbeitern des Instituts fur medizinische Statistik der UMG
erstellt. In diesem Zusammenhang wurde statistisch-analytische Software wie Statistica 10.0
(Statsoft Europe GmbH, Hamburg), IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM Deutschland GmbH,
Ehningen), SAS Analytics Pro 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, USA), R 3.1.2 (R Foundation for
statistical Computing, Wien, Osterreich) sowie Microsoft Office Excel 2007 und 2010
(Microsoft Corporation, Redmond, USA) genutzt. Fir die Verfahrensetablierung, beschrieben
unter Gliederungspunkt 111.3, wurde unter Annahme einer Normalverteilung der erhobenen
Daten auf parametrische Methoden zurlickgegriffen. Eine Signifikanzprifung der
Gensequenzen in Abh&ngigkeit von der eingesetzten Kontroll-DNA und den drei getesteten
Restriktionsenzymen wurde mittels Varianzanalyseverfahren nach dem Abschluss-Test-
Prinzip realisiert. Hierbei erfolgte zun&chst die Erstellung einer genspezifischen multi-
faktoriellen ANOVA. Zeigten sich in diesen Analysen signifikante Interaktionen zwischen
Gensequenz, eingesetzter DNA und Enzym (p<0,05), so wurden die ermittelten Daten zur
Verifizierung direkter Abhangigkeiten einer nochmaligen einfaktoriellen T-Testung (p<0,05)

unterzogen. Die nachfolgende Festlegung von Messbereichen fur die einzelnen Testse-
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guenzen sowie fur das interne Kontrolilgen p-Globin wurde mittels eines linearen
Regressionsmodells (Microsoft Excel 2007 und 2010) umgesetzt. Die Ermittlung von
genspezifischen Nachweisgrenzen aus den Titrationsverfahren erfolgte anhand einer
Probit-Analyse in SAS Analytics Pro 9.3. Fur die weiterfihrende qualitative Beurteilung der
erhobenen genabhédngigen Messdaten aus Blutspender-, Patientengewebe-, und
Patientenplasmaproben stand im Vorfeld die Festlegung geeigneter genspezifischer Cut-Off-
Werte im Mittelpunkt. Die 95 %-Grenzwerte wurden hierbei mittels Quantil-Funktion in
Microsoft-Excel 2007 aus den Messdaten der Blutspenderplasma-DNA-PCR errechnet. In
einem vergleichenden zweiten Verfahren erfolgte die Cut-Off-Bestimmung auf3erdem durch
ROC-Analyse der PCR-Messdaten an Blutspender- und Patienten-DNA mit Hilfe der
Software IBM SPSS Statistics 22.0 und der Software R 3.1.2. Auf Grundlage der
festgelegten 95 %-Cut-Offs erfolgte die Ermittlung der diagnostischen Spezifitdt und
Sensitivitdt der jeweiligen Ein-Schritt-Real-Time-PCR anhand der Ct-Messwerte der
Blutspender- und Patienten-DNA-Analyse wiederum in Microsoft Excel 2007 und 2010. Die
Prifung einer Korrelation des PCR-Methylierungsstatus des beschriebenen Markerpanels
und den pUICC-Stadien erfolgte unter Anwendung eines x-Test in Microsoft Excel 2007 und
2010. In einer weiteren Analyse wurden die jeweiligen genspezifischen Grenzwerte auf die
Messdaten aus den kommerziellen Tumorzelllinien HT-29 und CACO-2 sowie auf die
Ct-Werte der nicht-methylierten und methylierten PCR-RUN-Kontrollen - wiederum unter
Nutzung von Microsoft Excel 2007 und 2010 - angewandt. Fir die letztgenannte Testung
wurde fur jedes Gen speziell der Einfluss des internen Referenzgens B-Globin (Duplex-
versus Multiplex-PCR) mittels eines zweiseitig-gepaarten T-Tests in Statistica 10.0
untersucht. Es folgte - nach Bonferroni-Korrektur des Signifikanzniveaus auf p<0,025 - die
Analyse der Messdaten von Duplex- und Multiplex-PCR gegeneinander hinsichtlich eines
relevanten Ct-Niveau-Unterschiedes. Damit gelang - genspezifisch fir das PCR-
Testverfahren - die Beurteilung des Signal-Rausch-Abstandes zwischen den eingesetzten
Kontrollen. Der Einfluss einer internen Kontrolle wurde in einem Vergleich der Ct-Messdaten
der Ansatze ohne und mit B-Globin - an Patientenplasma-DNA - mit Hilfe eines zweiseitig
gepaarten T-Tests (Statistica 10.0) ermittelt. Eine Anpassung des Signifikanzniveaus fur
diesen Paarvergleich innerhalb der Patientenplasma-DNA-Gruppe erfolgte auch hier durch
Bonferroni-Korrektur. Fur die Vergleichsgrofien (Ct ,mit 8-Globin®, Ct ,ohne B-Globin“) wurde
daher das Signifikanzniveau von p<0,05 auf p<0,025 gesenkt. Fir eine zusammenfassende
grafische Darstellung der in Einfach- und Doppelbestimmung detektierten Messwerte aus
Blutspender-, Patientenplasma- und Patientengewebe-DNA wurden Statistica 10.0, Microsoft
Excel 2007 und 2010 verwendet.
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V. Ergebnisse

IV.1 Alter und Geschlecht von Blutspendern und Rektumkarzinom-Patienten

Das Kontrollkollektiv aus insgesamt 48 Blutspenderinnen und Blutspendern (N=48) setzte
sich aus 35 Mannern (73 %) und 13 Frauen (27 %) zusammen (Abbildung 7). Das mittlere
Alter in der untersuchten Kohorte betrug 38 Jahre (Min.-Max.: 18-66). Das Durchschnitts-
alter der Frauen lag bei 40 Jahren (22-66). Die Manner waren mit einem mittleren Alter von
37 Jahren (18-65) im Durchschnitt drei Jahre jinger. Eine nochmalige Kategorisierung nach
Altersgruppen zeigte, dass 39 der 48 Personen zwischen 21 und 50 Jahren alt waren, was
einem relativen Anteil von etwa 81 % entsprach (Tabelle 9). Im Kollektiv der 25
Rektumkarzinom-Patienten waren 15 mannlich (60 %) und zehn weiblich (40 %) (Abbildung
7). Das mittlere Erkrankungsalter in dieser Gruppe lag bei 62 Jahren (34-81). Das
durchschnittliche Alter der Frauen lag vor Beginn der Therapie bei 65 Jahren. Damit lag das
gemittelte Erkrankungsalter hier funf Jahre tber dem der Mé&nner, deren Erstdiagnose
durchschnittlich im Alter von 60 Jahre gestellt wurde. Die spezifische Zuordnung der
Karzinompatienten zu Altersgruppen zeigte auf3erdem, dass mit 72 % ein Grol3teil der
Patienten (n=18) im Alter von 51 bis 80 Jahren erkrankte (Tabelle 10). Der Vergleich der
Spender- und Patientenkohorte insgesamt zeigte einen signifikanten Altersunterschied
(p<0,001, Wilcoxon-Mann-Whitney) (Abbildung 8).

Tabelle 9: Absolute und relative Altersverteilung des Spenderkollektivs nach Geschlecht.

Alter bei Spende Frauen [n ( %)] Manner [n ( %)] Gesamt [n ( %)]
< 20 Jahre 0 (0 %) 1 (2,08 %) 1 (2,08 %)
21-30 Jahre 4 (8,33 %) 14 (29,17 %) 18 (37,50 %)
31-40 Jahre 4 (8,33 %) 5 (10,42 %) 9 (18,75 %)
41-50 Jahre 3 (6,25 %) 8 (16,67 %) 11(22,92 %)
51-60 Jahre 0 (0 %) 5 (10,42 %) 5 (10,42 %)
61-70 Jahre 2 (4,165 %) 2 (4,16 %) 4 (8,33 %)
Gesamt [N ( %)] 13 (27,08 %) 35 (72,92 %) 48 (100,00 %)

Tabelle 10: Absolute und relative Altersverteilung des Patientenkollektivs nach Geschlecht.

Erkrankungsalter Frauen [n ( %)] Méanner [n ( %)] Gesamt [n ( %)]
<40 Jahre 0 (0 %) 1 (4 %) 1(4 %)

41-50 Jahre 2 (8 %) 3 (12 %) 5 (20 %)

51-60 Jahre 1 (4 %) 3 (12 %) 4 (16 %)

61-70 Jahre 2 (8 %) 4 (16 %) 6 (24 %)

71-80 Jahre 4 (16 %) 4 (16 %) 8 (32 %)

81-90 Jahre 1(4%) 0 (0 %) 1 (4 %)

Gesamt [N ( %)] 10 (40 %) 35 (60 %) 25 (100 %)
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Geschlechtsverteilung des Geschlechtsverteilung des
Spenderkollektivs (N=48) Patientenkollektivs (N=25)

m weiblich m weiblich
®mannlich ® mannlich
Abbildung 7: Geschlechtsverteilung in Blutspender- und Patientenkohorte.
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Abbildung 8: Altersstrukturen von Blutspendern und Rektumkarzinom-Patienten.
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V.2 Tumorstadium, Therapie und Krankheitsverlauf der Patienten

Innerhalb der Karzinomgruppe konnte nach initialem Staging und damit unmittelbar zum
Entnahmezeitpunkt des zu testenden Probenmaterials bei sechs der 25 Patienten ein UICC-
Stadium Il diagnostiziert werden. Bei weiteren 18 von 25 Patienten (72 %) lag hingegen nach
der praoperativen Diagnostik ein UICC-Stadium Il vor. Bei einem von 25 Tumorpatienten lag
zum Diagnosezeitpunkt bereits eine Fernmetastasierung in der Leber und damit definitions-
geman ein UICC-Stadium IV vor. Nach Auswertung der vorliegenden Karzinom-spezifischen
Patientendaten fiihrte die Anwendung einer neoadjuvanten Radiochemotherapie im Rahmen
der Multimodal-Therapie bei insgesamt 18 der 25 Rektumkarzinom-Patienten (72 %) zu
einem Tumor-Downstaging und damit zur Reduktion des pUICC-Stadiums (UTNM zu
ypTNM). Im Einzelnen konnte in zwei Fallen (N=25) eine Reduktion von Stadium Il (UTNM)
sowie in einem Fall von Stadium Ill (UTNM) zu Stadium 0 (ypTNM) erreicht werden. Fir
weitere Patienten gelang ein Downstaging des vorliegenden Rektumkarzinoms von Stadium
[l (UTNM) zu 1l (ypTNM) in sieben Fallen, von Il (UTNM) zu | (ypTNM) in drei Fallen sowie
von Il (uUTNM) zu | (ypTNM) in funf Fallen (N=25). In diesem Zusammenhang
erwahnenswert ist die Tatsache, dass mit 12 Patienten etwa die Halfte des Kollektivs eine
konventionelle, neoadjuvante Radiochemotherapie auf Basis einer 5-FU-Applikation erhielt.
Den dbrigen Studienteilnehmern (n=13) wurde im Rahmen der neoadjuvanten Behandlung
neben dem 5-FU zusétzlich Oxaliplatin verabreicht.

Nach der durchgefuhrten Tumorresektion, welche alle 25 Patienten erhielten, entwickelte
lediglich einer der Studienteilnehmer nach circa vier Jahren ein Lokalrezidiv. Drei der 25
Patienten (12 %) bildeten zudem im weiteren Krankheitsverlauf Fernmetastasen in der Leber
und/oder der Lunge aus. Davon wies einer der Patienten, wie geschildert, bereits zum
Diagnosezeitpunkt eine Fernmetastasierung und damit ein UICC-Stadium IV auf. Nach
Abschluss der interdisziplindren, multimodalen Primartherapie Uberlebten - anhand der
Angaben der Studiengruppe KFO 179 - 19 von 25 Patienten (76 %) funf Jahre und langer
nach Erstdiagnose. Sechs der 25 Patienten (24 %) starben im Beobachtungszeitraum, wobei

lediglich in zwei Fallen nachweislich eine tumorbedingte Todesursache vorlag.
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V.3 Etablierung der enzymbasierten methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Real-
Time-PCR

Die Etablierung des enzymatisch-katalysierten PCR-Testverfahrens umfasste zunachst die
Anwendung der sieben Protokolle fir RUNX3, NEUROGL1, HLTF, SEPTIN9, TMEFF2, SDC2
und RASSF1A auf kommerzielle Kontroll-DNA. Entscheidend fur die Auswahl geeigneter
Sequenzen war hierbei die Frage, bei welcher Promotor-Region eine ausreichende
methylierungsspezifische Diskrimination zwischen der humanen nicht-methylierten Kontroll-
DNA (Negativkontrolle) und der methylierten Kontroll-DNA (Positivkontrolle) unter
Verwendung des Restriktionsenzyms BstUl beobachtet werden konnte. Um im néachsten
Schritt das optimale Restriktionsenzym fir die weitere Analyse von Patienten- und
Blutspender-DNA zu ermitteln, kamen zusatzlich zum BstUl das Acil sowie eine
Enzymkombination aus Acil/Accll zum Einsatz. Die Auswertung des erhobenen
Datenmaterials erfolgte anhand von Mittelwert- und Varianzanalysen (ANOVA) sowie mit
Hilfe des T-Tests (Tabelle 11).

IV.3.1 Auswahl der Gensequenz anhand der enzymspezifischen Diskrimination

zwischen nicht-methylierten und methylierten DNA-Kontrollen

Fur die Auswahl geeigneter Promotor-Regionen wurde, wie oben beschrieben, zunéchst die
Auswirkung des BstUI-Enzyms auf die Entwicklung der genspezifischen Ct-Mittelwerte fir
die nicht-methylierte und methylierte DNA-Kontrolle betrachtet. In Tabelle 11 sind die
Ct-Mittelwerte fur unmethylierte und methylierte Kontroll-DNA sowie die entsprechenden
Ergebnisse der T-Tests fir jedes Gen in Abhangigkeit vom eingesetzten Restriktionsenzym
dargestellt. Hierbei zeigten die genspezifischen Untersuchungen an methylierter Kontroll-
DNA grof3tenteils signifikant niedrigere - und damit methylierungs-positive Ct-Werte — im
Vergleich zur Testung an nicht-methylierter, negativer Kontroll-DNA. Diese Analyse
erbrachte grenzwertabhangig Uberwiegend signifikant hohere, methylierungs-negative
Messergebnisse. Dieser Zusammenhang zwischen Positiv- und Negativkontrolle wurde in
der vorliegenden Arbeit als Signal-Rausch-Abstand bezeichnet. Aufgrund der fehlerhaften
PCR mit der eingesetzten Enzymkombination aus Acil/Accll fur das RASSF1A erfolgte die

0.9. Analyse fur dieses Gen nur fur BstUl und Acil.
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Tabelle 11: Darstellung von Ct-Mittelwert (X) + Standardabweichung (SD) und T-Test zum Diskriminationsverhalten der Gensequenzen zwischen

nicht-methylierter und methylierter DNA in Abhéngigkeit von den Restriktionsenzymen BstUI, Acil und Acil/Accll.

Enzym Promotor-Region nicht-methylierte DNA methylierte DNA T-Test
Ct-Mittelwert + SD ** Ct-Mittelwert + SD ** p-Wert
RUNX3 46,48 + 4,15 34,77 £ 0,51 0,0027*
NEUROG1 39,89 + 0,57 30,85 + 0,38 <0,001*
HLTF 50,00 + 0,00 47,67 3,55 0,1394
BstUI SEPTIN9 48,25 + 4,30 32,53+0,11 0,0027*
TMEFF2 38,08 + 1,35 32,72+1,11 <0,001*
SDC2 37,47 £ 0,98 30,04 +0,11 <0,001*
RASSF1A 48,03 +1,90 34,71 £0,58 <0,001*
RUNX3 45,02 + 4,33 36,71+ 1,33 0,0337*
NEUROG1 4539 + 2,81 34,43 + 2,69 <0,001*
HLTF 50,00 + 0,00 49,36 + 1,00 0,3197
Acil SEPTIN9 50 + 0,00 33,29 + 2,02 <0,001*
TMEFF2 4551 + 3,32 33,71+1,70 <0,001*
SDC2 45,39 + 6,14 32,12+1,95 0,0017*
RASSF1A 49,84 + 0,28 36,02 + 0,38 <0,001*
RUNX3 50,00 + 0,00 40,27 + 3,43 0,0079*
NEUROG1 46,33 + 3,19 38,59 + 3,47 0,0466*
HLTF 48,17+ 1,02 48,96 + 2,56 0,6325
Acil/Accll SEPTIN9 50,00 + 0,00 34.05 + 0,81 <0,001*
TMEFF2 45,40 + 4,02 33,66 + 0,80 0,0077*
SDC2 50,00 + 0,00 32,51 + 0,54 <0,001*
RASSF1A*+* - . -

* statistische Signifikanz nachweisbar (p<0,05)

** Mittelwertgenerierung aus N=3-9 Werten fiir alle Gen- und Enzymanalysen; Mittelwert HLTF fiir BstUI, Acil, Acil/Accll aus N=6-9 Werten

*** Ausfall der Enzymkombination Acil mit Accll fiir das Gen RASSF1A, alleinige Testung von BstUI gegen Acil
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Fur die PCR-Testung mit BstUl konnten zunachst signifikante Methylierungsunterschiede
(nicht-methyliert versus methyliert) fir sechs von sieben Gensequenzen gezeigt werden.
Hierbei lieBen sich fir RUNX3 (pgswi=0,0027), NEUROG1 (pgswi<0,001), SEPTIN9
(Pestui=0,0027), TMEFF2 (pPgswi<0,001), SDC2 (ppsiui<0,001) und RASSF1A (pgswui<0,001)
statistisch signifikante Ct-Wert-Unterschiede zwischen nicht-methylierter und methylierter
DNA nachweisen (Tabelle 11). Lediglich fur HLTF konnte keine signifikante Diskrimination
zwischen der Negativ- und Positivkontrolle ermittelt werden (pgswi=0,1394). Der Einsatz von
Acil sowie der Kombination aus Acil/Accll erbrachte nachfolgend vergleichbare Ergebnisse.
Signifikante Methylierungsunterschiede (d.h. p<0,05) zwischen den DNA-Kontrollen konnten
auch hier fir RUNX3 (paci=0,0337; pacacei=0,0079), NEUROG1 (paq<0,001;
Pacivacei=0,0466),  SEPTIN9  (Paci<0,001;  pacivacen<0,001), TMEFF2  (paci<0,001;
Pacivacei=0,0077) und SDC2 (pacii=0,0017; Pacivacen<0,001) in einem T-Test gezeigt werden.
Fur RASSF1A (paci<0,001) konnte in Verbindung mit dem Acil eine statistisch signifikante
Diskrimination zwischen Negativ- und Positivkontrolle nachgewiesen werden. Hingegen
ergab sich auch aus der Betrachtung der Ct-Mittelwerte von HLTF unter Verwendung von
Acil und Acil/Accll kein signifikanter Unterschied zwischen nicht-methylierter und methylierter
DNA. Resultierend aus diesen Ergebnissen wurde die Promotormethylierung von HLTF im

Blutspender- und Patientenmaterial nicht untersucht (Tabelle 11; Abbildung 9).

HLTF
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Abbildung 9: Ct-Mittelwerte (X £ 95 % KI; N=6-9) zum Nachweis einer Promotormethylierung
von HLTF nach PCR-Amplifikation methylierter und unmethylierter Kontroll-DNA unter

Verwendung der Restriktionsenzyme BstUI, Acil und einer Kombination aus Acil und Accll.
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IV.3.2 Acil zum Nachweis der methylierten Promotorsequenzen RUNXS3,
NEUROG1, SEPTIN9, TMEFF2, SDC2 und RASSF1A

Die Festlegung einer geeigneten Restriktionsendonuklease fur die weitere methylierungsspe-
zifische Testung der Blutspender- und Patienten-DNA erfolgte ebenfalls anhand der in
Tabelle 11 dargestellten Messdaten. In einer multifaktoriellen ANOVA-Analyse wurde der
Einfluss von BstUI, Acil und der Kombination Acil mit Accll auf die Ct-Mittelwerte der
Negativkontrolle (unmethylierte DNA, DNA-Standard) sowie der Positivkontrolle (methylierte
DNA) untersucht. Nach dem Abschluss-Test-Prinzip wurden - zur Beschreibung der
Einzelabhangigkeiten der drei Testenzyme untereinander - die signifikanten Ergebnisse der
ANOVA-Analyse nachfolgend einem T-Test unterzogen. Aufgrund fehlender Daten fur die
Enzymkombination aus Acil/Accll fir RASSF1A erfolgte die 0.g. Analyse fur dieses Gen
ausschlielich fur BstUl und Acil. Die hier ermittelten Ergebnisse der multifaktoriellen
ANOVA fur lediglich zwei der drei Enzymgruppen (BstUI, Acil) entsprechen somit einem T-
Test (Abbildung 10; Tabelle 12).
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** Ausfall der Enzymkombination Acil mit Accll fiir das Gen RASSF1A

Abbildung 10: Einfluss von BstUI, Acil und Acil/Accll auf die Ct-Mittelwerte nach PCR-
Amplifikation methylierter und nicht-methylierter Kontroll-DNA (X + 95 % KIl; N=3-9).
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Tabelle 12: T-Test der signifikanten ANOVA-Enzyminterkationen innerhalb der DNA-

Kontrollen.

- nicht-methylierte DNA methylierte DNA
Gensequenz Enzz/\;r; I:Sln;ikélt:];tlon T-Test T-Test
p-Wert p-Wert
BstUI - Acil 0,0011* 0,1358
NEUROG1 BstUI - Acil/Accll 0,0013* 0,0584
Acil - Acil/Accll 0,6770 0,1038
BstUI - Acil <0,001* 0,4903
TMEFF2 BstUI - Acil/Accll <0,001* 0,3390
Acil - Acil/Accll 0,9666 0,9666
BstUI - Acil 0,0037* 0,2131
SDC2 BstUI - Acil/Accll <0,001* 0,0088*
Acil - Acil/Accll 0,2551 0,7529
BstUI - Acil 0,1791 0,0304*
RASSF1A** BstUI - Acil/Accll - -
Acil - Acil/Accll - -

* statistische Signifikanz nachweisbar (p<0,05)

** Ausfall der Enzymkombination Acil mit Accll fur das Gen RASSF1A

Die ANOVA-Analyse der methylierungsspezifischen Ct-Mittelwerte der Ein-Schritt-Real-
Time-PCR fur RUNX3 und SEPTIN9 ergab sowohl fir nicht-methylierte als auch methylierte
Kontroll-DNA keine statistisch signifikante Uberlegenheit eines der drei getesteten Enzyme
(Abbildung 10). Hingegen zeigten sich fir die Gensequenzen NEUROG1 (Pnicht
methyliert=0,0016; Pmethyiier=0,0462), TMEFF2 (Pnicht-methyiien<0,001), SDC2 (Pricht-methylierr<0,001)
und RASSF1 (Pmethyierr=0,0304) signifikante Messwertunterschiede zwischen BstUI, Acil und
Acil/Accll in Abhangigkeit von der eingesetzten DNA-Kontrolle (Abbildung 10). Sowohl fir
NEUROG1 (pgstui-aci=0,0011; Pesturacivace=0,0013), TMEFF2 (Pastur-aci<0,001;  Pestui-acivace
<0,001) als auch fiur SDC2 (pestui-aci=0,0037 pastur-aciiaccei<0,001) zeigte BstUI im T-Test - im
Vergleich mit Acil und Acil/Accll - signifikant niedrigere Ct-Mittelwerte an nicht-methylierter
DNA (p<0,05). Hingegen war zwischen Acil und der Enzymkombination aus Acil/Accll an
nicht-methylierter DNA kein signifikanter Unterschied feststellbar (Pneurogi=0,6770;
Prverr2=0,9666; pspc2=0,2551) (Tabelle 12).

In den Experimenten an methylierter DNA zeigte sich fir SDC2 (p=0,0088) ein signifikanter
Unterschied (p<0,05) zwischen BstUl und der Kombination aus Acil/Accll. Die Ct-Werte der
BstUI-basierten Testung waren hierbei durchschnittlich niedriger als die entsprechenden
Werte der Enzymkombination. Ahnliche Ergebnisse an methylierter DNA lieferte der
Vergleich zwischen BstUI und Acil fur RASSF1A (p=0,0304). Hierbei lagen die Ct-Mittelwerte
fur BstUI signifikant unter denen des Acil (Abbildung 10; Tabelle 12).
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Die signifikant niedrigeren Ct-Werte unter Verwendung von BstUI - im Vergleich zu Acil mit
und ohne Accll - in der Untersuchung an nicht-methylierter Kontroll-DNA fir NEUROGL1,
TMEFF2 und SDC2 fuhrten zum Ausschluss des BstUI fur die weitere Patienten- und
Blutspenderuntersuchung. Da der Zusatz von Accll zu Acil - unabhangig von der getesteten
Promotor-Region - zu keiner signifikanten Verénderung der Ct-Werte fuhrte, wurde das
Restriktionsenzym Acil zur weiteren Testung der Blutspender- und Patienten-DNA
ausgewahlt.

IV.3.3 Validierung der methylierungsspezifischen PCR fiir RUNX3, NEUROGI1,
SEPTIN9, TMEFF2, SDC2 und RASSF1A sowie fir die internen Kontrollen
B-Globin und B-Actin

Auf Grundlage von Verdinnungsreihen aus methylierter DNA mit bekannten Ausgangskon-
zentrationen konnten lineare Messbereiche fir jede Promotor-Region sowie fur die interne
Kontrolle festgelegt werden (Abbildung 11; Abbildung 12). Definitionsgemal3 war ein
Variationskoeffizient (VK) von > 10% flir Konzentrationen auf3erhalb des linearen Messberei-
ches charakteristisch. Innerhalb der Grenzen des Messbereiches ist eine direkte Zuordnung
der ermittelten Ct-Werte zur Konzentration der eingesetzten DNA-Menge (Log-Template)
mdglich. Dargestellt in Tabelle 13, zeigten sich fir die Gene RUNX3 (VKyessbereich 2,79-3,62
%), NEUROG1 (VKpessbereich 3,33-5,16 %), SEPTIN9 (VKwesspereich 1,23-5,56 %), TMEFF2
(VKyessbereich 0,91-4,57 %), SDC2 (VKyessbereich 2,28-5,40 %) und RASSF1A (VKyessbereich 0,68-
6,72 %) niedrige Variationskoeffizienten von < 10 % und damit eine moderate Abweichung
der Messwerte von der linearen Standardkurve. Diese geringe Abweichung anhand des VK
konnte auch fur die interne Kontrolle B-Globin (VKverdannungsstue 2.4 0,22-0,84) beobachtet
werden. Das unmethylierte Referenzgen B-Actin als Indikator fur eine ausreichende Funktion
der Restriktionsenzyme wurde in samtlichen Testlaufen erwartungsgemalfd nicht amplifiziert
(Ct=50). Anhand der VK ist somit fur das PCR-Verfahren genabhangig eine akzeptable
Préazision (VK < 10 %) darstellbar.

Fur die tumorspezifischen Promotor-Regionen sowie fur B-Globin konnten auRerdem PCR-
Effizienzen von 49-92 % beschrieben werden. Die 50 %- sowie 95 %-Nachweisgrenzen
lagen nach Probit-Analyse der Messdaten aus den Verdinnungsreihen bei 34 pg/pl und
369 pg/ul fir RUNX3, bei 51 pg/pl und 215 pg/ul fir NEUROG1, bei 16 pg/pl und 22 pg/ul fur
SEPTIN9, bei 20 pg/pl und 28 pg/ul fir TMEFF2, bei 14 pg/ul und 71 pg/ul fiur SDC2 sowie
bei 3 pg/ul und 5 pg/ul fir RASSF1A. Fur B-Globin konnten aus der zweiten Titration - ohne
den Zusatz einer Negativkontrolle - 50 %- und 95 %-Nachweisgrenzen von 15 pg/ul und 21

pg/pl beschrieben werden.
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B-Globin
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Abbildung 11: Messbereich der methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Real-Time-PCR fur
B-Globin.
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Abbildung 12: Messbereiche der methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Real-Time-PCR fir

die einzelnen Promotor-Regionen.
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Tabelle 13: Variationskoeffizient (VK) zur Ermittlung der genspezifischen Messbereiche.

" VK fir
*
DNA | bNA Menge |, VK fur untere untere PCR
Konzentration ; Messbereich Grenze L

Gensequenz . Messbereich ; ; Grenze Effizienz
Messbereich o in % Messbereich : 1 -Um

[Pg/PCR] Messbereich [ E=10"™-1

(Pg/ul] [Pg/PCR] in %

RUNX3 80-10000 640-80000 2,79-3,62 640 3,27 71 %
NEUROG1 80-10000 640-80000 3,33-5,16 640 4,91 55 %
SEPTINO 16-10000 128-80000 1,23-5,56 128 5,56 54 %
TMEFE2 80-10000 640-80000 0,91-4,57 640 4,57 68 %
SDC2 16-10000 128-80000 2,28-5,40 128 5,40 64 %
RASSF1A 3,2-10000 26-80000 0,68-6,72 26 5,72 49 %
B-Globin 3,2-10000 26-80000*** 0,22-1,23 26 1,23 93 %

* VK Variationskoeffizient, ausreichende Prazision bei VK < 10 %

** 8 ul DNA-Template-Mix davon 6 ul methylierte DNA und 2 pl unmethylierte DNA-Kontrolle

*** Verdiinnungsreihe fiir B-Globin mit 8 pl methylierter DNA ohne unmethylierte DNA-Kontrolle als Backgroundsignal
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IV.3.4 Vergleich von EDTA-Plasma und Serum als Ausgangsmaterial fir die

methylierungsspezifische Ein-Schritt-Real-Time-PCR

Ein Vergleich der Untersuchungsmaterialien EDTA-Plasma und Serum wurde exemplarisch
an drei Plasma- sowie Serum-Patientenproben durchgefihrt (siehe Kapitel 111.6.3.). Nach
Isolation der DNA aus 1 ml Plasma und Serum wurden die Methylierungseigenschaften der
Gensequenzen RUNX3, NEUROG1, SEPTIN9, TMEFF2 und SDC2 ermittelt. Aufgrund des
nur in sehr limitierter Menge verfigbaren Materials erfolgte die methylierungsspezifische

Messung in Einfachbestimmung mit interner Kontrolle (Multiplex-PCR) (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Ct-Mittelwerte (X £ 95 % KI; N=3) der Ein-Schritt-Real-Time-PCR an

Patientenplasma und Patientenserum im Vergleich.

Fiur NEUROG1 wurden an DNA aus EDTA-Plasma signifikant niedrigere Ct-Werte
beobachtet als an DNA aus Serum (p=0,0381). Fir die tUbrigen Gene RUNX3, SEPTIN9,
TMEFF2 sowie SDC2 konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede nachgewiesen
werden. Resultierend aus diesen Erkenntnissen wurden weiterfihrende Untersuchungen an

Patienten- und Spenderproben mit DNA-Isolaten aus EDTA-Plasma durchgefihrt.
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IV.4 Diagnostische Spezifitat und Sensitivitat der methylierungsspezifischen

Ein-Schritt-Real-Time-PCR aus Blutspender- und Patienten-DNA unter

Verwendung interner Kontrollreaktionen

Die Ermittlung eines Cut-Off-Ct-Wertes (Grenzwert) flr jede Promotor-Region erfolgte an-
hand von Messdaten aus der PCR an Blutspender-DNA. Anschlieend wurden diese Grenz-
werte auf die PCR-Messdaten der Tumorzelllinien-DNA HT-29 und CACO-2 sowie auf die
Messergebnisse der - in jedem PCR-Lauf der Spender- und Patientenanalyse - eingesetzten
RUN-Kontrollen (nicht-methylierte und methylierte DNA) angewandt. Dieses Vorgehen er-
folgte, um die Plausibilitéat der Cut-Off-Ct-Werte an kommerziellen Kontrollproben zu tberpru-
fen (Tabelle 14). In diesem Zusammenhang wurde auf3erdem der Einfluss des internen
Referenzgens B-Globin auf die genspezifischen Ct-Messwerte untersucht. Abschlie3end
wurde die Sensitivitdt und Spezifitat der methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Real-Time-
PCR fur jedes Gen an Blutspender- und Patientenproben ermittelt.

IV.4.1 Ermittlung genspezifischer Cut-Off-Ct-Werte fiir die methylierungsspezifische

Ein-Schritt-Real-Time-PCR anhand der DNA gesunder Blutspender

Die Festlegung der methylierungsabhangigen Ct-Grenzwerte fir jede Promotor-Region
erfolgte unter der Bedingung, dass jede Gensequenz eine mdglichst niedrige Anzahl falsch-
positiver Messungen und damit eine optimale Spezifitat erreicht. Unter dieser Voraussetzung
wurde die 95 %-Perzentil-Methode (95 %-Cut-Off) auf die Ct-Mittelwerte einer in Doppelbes-
timmung durchgefihrten Multiplex-PCR an DNA von Blutspendern (N=24) angewandt.
Ct-Werte oberhalb oder gleich dem Grenzwert wurden als negativ, alle Ct-Werte unterhalb
des Grenzwertes wurden als positiv gewertet. Eine vergleichende Cut-Off-Bestimmung
mittels einer genindividuellen ROC-Analyse war an dieser Stelle, im Hinblick auf eine mog-
lichst hohe diagnostische Spezifitdt und damit einer méglichst geringen Rate falsch-positiver
Messergebnisse, dem 95 %-Cut-Off unterlegen. Im Einzelnen ergaben sich Ct-Grenzwerte
fir RUNX3 von 40, fir NEUROGL1 von 34, fur SEPTIN9 von 46, fir TMEFF2 und SDC2 von
jeweils 36 und fir RASSF1A von 45 (siehe 111.7; Tabelle 14).
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IV.4.2 Anwendung genspezifischer Ct-Grenzwerte auf negative und positive RUN-Kontrollen sowie auf die DNA der Tumorzelllinien

HT-29 und CACO-2

Tabelle 14: Methylierungseigenschaften der Gensequenzen auf nicht-methylierte und methylierte DNA in PCR-RUN-Kontrollen sowie auf DNA aus

den Tumorzelllinien HT-29 und CACO-2.

Cut-Off-Ct-Wert

Negativkontrolle
(Human Genomic DNA)
[870 pug/PCR]

Positivkontrolle
(CP Genome™) [2000 pg/PCR]

HT-29
[2000 pg/PCR]

CACO-2
[2000 pg/PCR]

Gensequenz und Bewertung des mit ohne mit ohne mit
Methylierungsstatus interner Kontrolle | interne Kontrolle | interner Kontrolle | interne Kontrolle interner Kontrolle
Ct-Mittel + SD Ct-Mittel + SD Ct-Mittel + SD Ct-Mittel + SD Ct-Mittel + SD
(NCt—Werte = 23)1) (NCt—Werte = 13)1) (NCt—Werte = 23)1) ? (NCt—Werte = 13) e (NCt—Wer‘re = 3)
U 40 49,10 £ 2,16 49,07 £2,19 39,66 £ 2,73 38,63 +0,70 39,93 +1,63 48,02 + 3,42
Methylierungsstatus* - - + + + -
34 45,38 + 2,45 41,35+1,09 35,38 + 1,53 36,21 + 0,34 43,09+ 1,79 42,05+ 1,76
NEUROG1 :
Methylierungsstatus* - - - - - -
SEPTING 46 49,63+ 1,78 49,39 +2,18 35,00+ 0,91 35,85+ 0,39 36,56 + 0,46 40,02 £ 0,41
Methylierungsstatus* - - + + + +
TMEFF2 30 45,37 +3,08 45,22 + 3,39 34,35 + 1,47 35,99 + 0,90 43,46 + 4,30 38,66 + 0,57
Methylierungsstatus* - - + + - -
SHE2 36 46,47 + 4,73 45,93 £+ 5,40 31,31+1,13 31,88 £ 0,57 36,09 + 0,10 38,97 +£1,12
Methylierungsstatus* - - + + - -
45 50,00 £ 0,00 50,00 + 0,00 35,17 + 0,87 37,26 £ 0,47 50,00 + 0,00 44,33 £ 2,23
RASSF1A -
Methylierungsstatus* - - + + - +

Y ct-Mittelwert fiir RASSF1A mit B-Globin-Kontrolle (N = 18) und ohne S-Globin-Kontrolle (N = 8)
2 Ct-Mittelwert fir SEPTING mit B-Globin-Kontrolle (N = 17) und ohne B-Globin-Kontrolle (N = 9)

* " nicht-methyliert/ unmethyliert (negativ); "+" methyliert (positiv)
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Fur die Negativkontrolle konnte unter Berlicksichtigung des genindividuellen Grenzwertes
und unabhéngig vom Einsatz einer internen Kontrolle fir keine der Gensequenzen eine
Promotormethylierung nachgewiesen werden. Fir die Positivkontrolle hingegen wurden,
auller fur das NEUROG1-Gen, methylierungs-positive Ct-Mittelwerte fur alle Promotor-
Regionen beobachtet. Sowohl die Ct-Mittelwerte der Negativ- als auch der Positivkontrolle -
jeweils aus Ansatzen mit und ohne interne Referenz-Kontrolle - wurden einem internen
zweiseitig-gepaarten T-Test unterzogen. Fur die Negativkontrolle zeigte sich hierbei lediglich
fur NEUROG1 (p<0,001) ein signifikant hoherer Ct-Mittelwert fur den Ansatz mit gegentber
dem Ansatz ohne interne Kontrolle. Fir die anderen Promotor-Regionen wurden
diesbezuglich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Ansatzen beobachtet
(p<0,025, Korrektur nach Bonferroni). Bei den Positivkontrollen waren wiederum fir
NEUROG1 (p<0,001), TMEFF2 (p<0,001), SDC2 (p<0,001) und RASSF1A (p<0,01) die Ct-
Mittelwerte mit interner Kontrolle signifikant niedriger als die Ct-Mittelwerte des Ansatzes
ohne interne Kontrolle. Fir RUNX3 und SEPTIN9 konnten hingegen auch fiur die
Positivkontrolle keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Anséatzen beschrieben
werden (p<0,025). Auf Grundlage der dargestellten Ergebnisse war festzustellen, dass durch
den Einsatz einer internen Kontrolle im Rahmen einer Multiplex-PCR die genspezifischen
Ct-Mittelwerte fir NEUROG1, TMEFF2, SDC2 und RASSF1A positiv beeinflusst wurden, da
hierdurch der jeweilige Signal-Rausch-Abstand zwischen Negativ- und Positivkontrolle
erhoht wurde. Fir RUNX3 und SEPTIN9 ergab sich dariiber hinaus kein Hinweis flr eine
negative Beeinflussung der Ct-Werte durch den Einsatz einer internen Kontrolle. Somit
erfolgte die Verwendung der internen Referenzgen-Kontrolle im Rahmen eines
Multiplex-Ansatzes auch fur die weitere Analyse der Patientengewebe-DNA.

Die Testung der Gensequenzen an den Tumorzelllinien-DNA HT-29 und CACO-2 erfolgte
ausschlieBBlich als Multiplex-PCR unter Einsatz des B-Globin sowie des B-Actin (interne
Kontrolle). Die hier erhobenen PCR-Messergebnisse waren hinsichtlich detektierbarer
genspezifischer Promotormethylierungen in  den Nukleinsauren der Tumorzelllinien
heterogen. So konnte bei HT-29 und CACO-2 unter Beriicksichtigung der genindividuellen
Cut-Off-Werte, jeweils fur vier von sechs Gensequenzen keine Promotormethylierung
nachgewiesen werden. Eine Promotormethylierung von SEPTIN9 war hingegen

Uibereinstimmend in beiden Zelllinien nachweisbar (Tabelle 14).
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IV.4.3 Diagnostische Spezifitdit und Sensitivitdt der methylierungsspezifischen
Ein-Schritt-Real-Time-PCR

Die Ermittlung der diagnostischen Spezifitat erfolgte anhand der Daten aus der PCR-
Amplifikation der Blutspender-DNA (Tabelle 15; Tabelle 16). Hierzu wurden die
Ct-Mittelwerte (Ct; und Ct,) der in Doppelbestimmung durchgefiihrten methylierungsspe-
zifischen Multiplex-PCR dieser Analyse verwendet. Es erfolgte eine qualitative Bewertung
dieser Ct-Mittelwerte - anhand der genspezifischen Grenzwerte - in positive (methylierte) und
negative (nicht-methylierte) Messergebnisse (Tabelle 14). Eine zweite qualitative Beurteilung
der Messdaten wurde separat fiir die jeweils erstdetektierten Ct;-Werte als Modell einer
PCR-Einfachbestimmung vorgenommen. Auf diese Weise wurden fir jedes Gen zwei Werte
fur die diagnostische Spezifitat des Verfahrens ermittelt.

Die Ermittlung der genspezifischen diagnostischen Sensitivitaten wurde zunéchst an
Tumorgewebe-DNA in  Doppelbestimmung und dann an Patientenplasma-DNA in
Einfachbestimmung durchgefiihrt, da fir die genannte Untersuchung an Plasma nicht
ausreichend Ausgangsmaterial zur Verfugung stand. Fir die Tumorgewebe-Analyse war
hingegen die Berechnung zweier Sensitivitdten moglich, welche sich jeweils aus dem

Ct-Mittelwert der Doppelbestimmung sowie aus den Ct;-Einzelwerten ergaben (Tabelle 15).

Tabelle 15: Diagnostische Spezifitdt und Sensitivitat der Ein-Schritt-Real-Time-PCR aus

Blutspender- und Tumorgewebe-DNA unter Einsatz einer internen §-Globin-Kontrolle.

Gen Sensitivitat ¥ | Spezifitat ? | Cut-Off-Ct | Npositiv/ Npatient | Nnegativ/ Nspender
RUNX3 87 % 100 % 40 20/23 24/24
RUNX3 ¥ 87 % 96 % 40 20/23 23/24
NEUROG1 9% 96 % 34 2/23 23/24
NEUROG1 ? 13 % 96 % 34 3/23 23/24
SEPTINO 100 % 96 % 46 23/23 23/24
SEPTING ¥ 100 % 92 % 46 23/23 22/24
TMEFF2 91 % 96 % 36 21/23 23/24
TMEFF2 ? 87 % 96 % 36 20/23 23/24
SDC2 87 % 100 % 36 20/23 24/24
spbc2? 87 % 92 % 36 20/23 22/24
RASSF1A 35% 100 % 45 8/23 24124
RASSF1A ¥ 35% 88 % 45 8/23 21/24
_ |RUNX3 40

2 | SEPTING 100 % 96 % 46 23/23 23/24

g SDC2 36

< |RUNX3 40

g SEPTII;)IQ 100 % 79 % 46 23/23 19/24
SDC2 36

Y DNA aus Tumorgewebeproben von 23 Rektumkarzinom-Patienten
2 DNA aus Plasmaproben von insgesamt 48 Blutspendern

2 Spezifitdt und Sensitivitat aus Ct;-Werten entsprechend einer PCR-Einfachbestimmung
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Die Ein-Schritt-Real-Time-PCR aus Patientenplasma-DNA erfolgte unter der Annahme, dass
gegenuber dem Tumorgewebe-Isolat im EDTA-Plasma eine deutlich niedrigere Konzent-
ration potentiell methylierter Tumor-DNA detektierbar ist. Somit musste auch fur dieses
Material das Risiko einer Beeinflussung der methylierungsspezifischen PCR durch interne
Kontrollen abgeschatzt werden, um zwischen Patientenprobe und der Kontrollprobe
(Blutspender-DNA) einen gunstigen Signal-Rausch-Abstand zu erhalten (siehe IV.4.2). Aus
diesem Grund wurde die PCR an Patientenplasma-DNA jeweils in Einfachbestimmung an
einem Duplex (ohne pB-Globin-Kontrolle)- sowie einem Multiplex-Ansatz (mit B-Globin-
Kontrolle) durchgefiihrt. Diese PCR-Messdaten wurden im Anschluss in einem zweiseitig-
gepaarter T-Test miteinander verglichen. Unter Anpassung des Signifikanzniveaus nach
Bonferroni auf p<0,025 zeigten sich hier ausschlie3lich fir RUNX3 (p=0,0072) signifikant
hohere Ct-Werte in der Multiplex- gegeniber der Duplex-PCR und damit ein tendenziell
geringerer Signal-Rausch-Abstand zur Blutspender-Kontrolle unter Einsatz von S-Globin. Fur
NEUROG1 (p=0,1206), SEPTIN9 (p=0,1045), TMEFF2 (p=0,1850) und SDC2 (p=0,1131)
ergaben sich hingegen keine signifikanten Ct-Wert-Unterschiede (p<0,025) zwischen den
0.g. Ansatzen, so dass insgesamt die Messdaten der Multiplex-PCR unter Einsatz der
internen Kontrolle fir eine nachfolgende Ermittlung der diagnostischen Sensitivitat aus
Patientenplasma-DNA herangezogen wurden (Tabelle 16). Gegeniberstellend erfolgte
dennoch - neben der Darstellung der Sensitivitaten aus der Multiplex-PCR - die Prasentation
der ermittelten genspezifischen Sensitivitaten aus den Ct-Werten der Duplex-PCR ohne
interne Kontrolle in Abhangigkeit des zugehdrigen Cut-Offs (Tabelle 16). Diese Cut-Off-
Ct-Werte sowie die entsprechenden Spezifitdten wurden fir jedes Gen aus dem zugehdrigen
Duplex-Ansatz (ohne p-Globin) der Blutspender-DNA-Testung ermittelt (Tabelle 16).
Vergleichend zeigten sich jeweils Sensitivitaten und Spezifitdten aus der Multiplex-PCR und
der Duplex-PCR fiur RUNX3 von 20 % und 100 % (Multiplex) versus 20 % und 92 %
(Duplex), fur NEUROGL1 von 12 % und 96 % vs. 28 % und 100 %, fur SEPTIN9 von 53 %
und 96 % vs. 27 % und 100 %, fur TMEFF2 von 16 % und 96 % vs. 20 % und 96 % sowie fur
SDC2 von 56 % und 100 % vs. 32 % und 100 %.

Nach Betrachtung unterschiedlicher Kombinationen der Methylierungsmarker ergab sich aus
der Untersuchung der Tumorgewebe-DNA in Verbindung mit der Blutspenderplasma-DNA
fur die Kombination von RUNX3, SEPTIN9 und SDC2 eine Sensitivitat von 100 %. Die
ermittelte Spezifitat des Panels lag in diesem Fall bei >95 % (Tabelle 15). Fiur dieses
Markerpanel erfolgte daher ebenfalls die Ermittlung der entsprechenden Sensitivitat und
Spezifitdt aus der Analyse der Patienten- und Blutspenderplasma-DNA. Dieser Sachverhalt
wurde nachfolgend in Tabelle 16 zusammengefasst. Fir die Untersuchung dieses
diagnostischen Markerpanels wurden erneut Multiplex- und Duplexansatze einander

gegenubergestellt (Tabelle 16).
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Tabelle 16: Diagnostische Spezifitat und Sensitivitdt der methylierungsspezifischen
Ein-Schritt-Real-Time-PCR aus Blutspender- und Patientenplasma-DNA mit und ohne

interne B-Globin-Kontrolle.

Gen Sensitivitat ¥ | Spezifitat ? | Cut-Off-Ct | Nyositiv/ Npatient | Nnegativ/ Nspender
RUNX3 ® 20 % 100 % 40 5/25 24/24
RUNX3 9 20 % 92 % 39 5/25 22/24
NEUROG1 12 % 96 % 34 3/25 23/24
NEUROG1 28 % 100 % 35 7125 24/24
SEPTING ¥ © 53 % 96 % 46 8/15 23/24
SEPTIN9?® 27 % 100 % 45 4/15 24/24
TMEFF2 ¥ 16 % 96 % 36 4125 23/24
TMEFF2 ¥ 20 % 96 % 36 5/25 23/24
sDc2 56 % 100 % 36 14/25 24/24
sDc2 4 32 % 100 % 35 8/25 24/24
_ RUNX3 40

Q | SEPTIN9 73 % 96 % 46 11/15 23/24

g SDC2 29 36

< |RUNX3 39

S | SEPTIN 53 % 92 % 45 8/15 22/24
SDC2 99 35

Y DNA aus Plasmaproben von 25 Rektumkarzinom-Patienten, Sensitivitat aus PCR-Einfachbestimmung
2 DNA aus Plasmaproben von insgesamt 48 Blutspendern, Spezifitat aus PCR-Doppelbestimmung

¥ Sensitivitat und Spezifitat aus Multiplex-PCR unter Einsatz der internen Kontrollen 8-Globin und S-Actin
* Sensitivitat und Spezifitat aus Duplex-PCR ohne Einsatz der internen S-Globin-Kontrolle

® keine Werte fiir 10 Patientenproben aufgrund fehlerhafter SEPTIN9-PCR
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IV.4.4 Methylierungsspezifische Multiplex-PCR fir RUNX3
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Abbildung 14: Scatterplot der Ct-Messwerte des RUNX3 fir die getesteten DNA-Proben.

Fir RUNX3 ergab die Ct-Mittelwertanalyse der in Doppelbestimmung durchgefihrten
Multiplex-PCR (mit 8-Globin und B-Actin) an Blutspender-DNA-Proben (N=24) eine Spezifitat
von 100 %, wobei 24 von 24 Proben korrekt als negativ erkannt wurden. In der nachfolgen-
den Betrachtung der Ct-Werte nach Einfachbestimmung (Ct)) war eine der 24
Blutspenderproben als falsch-positiv zu werten, was einer Spezifitat von 96 % entsprach
(Abbildung 14).

Die gleichfalls in Doppelbestimmung durchgefiihrte methylierungsspezifische PCR des
RUNX3 an Tumorgewebe-DNA zeigte fur die Ct-Mittelwerte in 20 von 23 Patientenproben
nachweisbare Promotormethylierungen und damit eine Sensitivitdt von 87 % (Tabelle 15).
Die Auswertung der Ct;-Einfachbestimmung fuhrte zum gleichen Ergebnis. Bei der Unter-
suchung von Patientenplasma in Einfachbestimmung wurde bei finf von 25 Patienten eine
Hypermethylierung von RUNX3 nachgewiesen, so dass sich eine diagnostische Sensitivitat

von 20 % fur diesen Biomarker ergab (Tabelle 16).
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IV.4.5 Methylierungsspezifische Multiplex-PCR fir NEUROG1
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Abbildung 15: Scatterplot der Ct-Messwerte des NEUROGL fiir die getesteten DNA-Proben.

Fur die PCR-Doppelbestimmung von NEUROGL1 an Blutspender-DNA wurden 23 von 24
DNA-Proben anhand des Ct-Mittelwertes als negativ klassifiziert, was einer Spezifitdt von
96 % entsprach. Fir die Einfachbestimmung aus dem jeweils erstgenerierten Ct-Messwert
(Cty) ergab sich bei einem falsch-positiven Ergebnis ebenfalls eine Spezifitat von 96 %
(Abbildung 15).

Die fiur NEUROG1 in Doppelbestimmung generierten Ct-Mittelwerte der Analyse von
Patientengewebe-DNA zeigten insgesamt fur zwei der 23 Proben eine Hypermethylierung
(Sensitivitat 9 %). Die ermittelte Sensitivitdt aus der Ct;.Einfachbestimmung lag mit 13 %
- bei detektierten Hypermethylierungen in drei von 23 Patientenproben - geringfugig tber der
Sensitivitdt der Doppelbestimmung (Tabelle 15). In der nachfolgend in Einfachbestimmung
durchgefuhrten NEUROG1-PCR an Patientenplasma-DNA konnten bei drei von 25 Proben
entsprechende Promotormethylierungen nachgewiesen werden (Sensitivitat 12 %)
(Tabelle 16). Hierbei bestand jedoch keine Ubereinstimmung zu den Patienten (zwei von 23),

in deren Tumorgewebe-DNA bereits eine Hypermethylierung nachgewiesen werden konnte.
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IV.4.6 Methylierungsspezifische Multiplex-PCR fir SEPTIN9
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Abbildung 16: Scatterplot der Ct-Messwerte des SEPTINO fiir die getesteten DNA-Proben.

Fur SEPTIN9 konnte aus den in Abbildung 16 dargestellten Ct-Mittelwerten der PCR-Doppel-
bestimmung an Blutspender-DNA eine Spezifitat von 96 % bei Vorliegen einer falsch-
positiven Probe ermittelt werden. Die Auswertung der PCR-Einfachbestimmung (Ct,) zeigte
hingegen fur zwei der 24 Blutspender-Proben falsch-positive Ergebnisse (Spezifitat 92 %).

Die in Doppelbestimmung durchgefihrte methylierungsspezifische SEPTIN9-PCR an
Tumorgewebe-DNA konnte in 23 von 23 Proben eine Hypermethylierung nachweisen
(Sensitivitat 100 %). Die Auswertung der Ct; Einfachbestimmung an Tumorgewebe-DNA
ergab ebenfalls eine Sensitivitit von 100% (Tabelle 15). In der Untersuchung der
Patientenplasma-DNA zeigten acht von 15 untersuchten Proben eine Hypermethylierung von
SEPTIN9 (Sensitivitdat 53 %). Bei weiteren zehn der insgesamt 25 Plasma-DNA-Proben
konnten hingegen keine validen Untersuchungsergebnisse erzielt werden, da in den
diesbeziglichen Testlaufen die negativen RUN-Kontrollen auf fehlerhafte Untersuchungs-
bedingungen hinwiesen und weiteres Material zur Wiederholung des Experimentes nicht zur

Verfliigung stand (Tabelle 16).
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IV.4.7 Methylierungsspezifische Multiplex-PCR fir TMEFF2
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Abbildung 17: Scatterplot der Ct-Messwerte des TMEFF2 fir die getesteten DNA-Proben.

Die in Doppelbestimmung durchgefihrte methylierungsspezifische PCR von TMEFF2 an
Blutspender-DNA ergab in 23 von 24 Fallen negative Ergebnisse (Abbildung 17). Dies
entsprach einer Spezifitdt von 96 %. Die Analyse der Einfachbestimmung (Ct;) zeigte bei
einem falsch-positiven Messergebnis ebenfalls eine Spezifitat von 96 %.

Aus der PCR-Doppelbestimmung an Tumorgewebe-DNA konnte anhand der CT-Mittelwerte
eine Sensitivitéat von 91 % bei 21 von 23 positiven Proben ermittelt werden. Fur die Ct;-
Einfachdetektion an Tumorgewebe-DNA zeigten wiederum 20 von 23 Proben richtig positive
Ergebnisse (Sensitivitat 87 %) (Tabelle 15). Die PCR-Einfachbestimmung fiir die Patien-
tenplasma-DNA ergab fir vier von 25 Plasma-DNA-Proben einen positiven Methy-

lierungsstatus und damit eine genspezifische Sensitivitat von 16 % (Tabelle 16).
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IV.4.8 Methylierungsspezifische Multiplex-PCR fiir SDC2
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Abbildung 18: Scatterplot der Ct-Messwerte des SDC2 fir die getesteten DNA-Proben.

Die fur SDC2 erfolgte PCR-Doppelbestimmung an Blutspender-DNA-Proben ergab unter
Berlicksichtigung des genspezifischen Cut-Offs fir 24 von 24 Proben ein negatives Test-
ergebnis und damit eine Spezifitat von 100 % (Abbildung 18). Fir die PCR-Einfachbestim-
mung aus den Ct;-Werten waren hingegen zwei von 24 Spenderproben als falsch-positiv
einzuordnen, was die Spezifitat auf 92 % reduzierte.

Aus den Ct-Mittelwerten der PCR-Doppelbestimmung des SDC2 an Tumorgewebe-DNA
konnte fur 20 der 23 Proben ein positives Ergebnis ermittelt werden. Mit 20 von 23 positiven
methylierungsspezifischen Ergebnissen zeigte auch die Analyse der Ct;-Einzelwerte die
gleiche Sensitivitat von 87% (Tabelle 15). Fur die Detektion entsprechender Promotor-
hypermethylierungen aus der Patientenplasma-DNA mittels PCR-Einfachbestimmung wurde
eine diagnostische Sensitivitat von 56 % ermittelt. 14 von 25 Plasmaproben zeigten hierbei

ein positives Testergebnis (Tabelle 16).
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IV.4.9 Methylierungsspezifische Multiplex-PCR fiir RASSF1A
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Abbildung 19: Scatterplot der Ct-Messwerte des RASSF1A fir die getesteten DNA-Proben.

Fur RASSF1A ergab die Auswertung der Ct-Mittelwerte der methylierungsspezifischen
PCR-Doppelbestimmung anhand des Cut-Off-Ct-Mittelwertes fur 24 der 24 Blutspender
negative Ergebnisse und damit eine Spezifitat von 100 % (Abbildung 19). Dies konnte in der
PCR-Einfachbestimmung (Ct;) nicht bestatigt werden. Hier zeigten drei der 24 Blut-
spender-Proben falsch-positive Testergebnisse, was einer Spezifitdt von 88 % entsprach.
Fur die PCR-Doppelbestimmung aus Tumorgewebe-DNA lag die Sensitivitdt von RASSF1A
bei 35 %, acht von 23 Proben waren hier positiv. Die Auswertung der Ct;-Einfach-
bestimmung an Tumorgewebe-DNA zeigte das gleiche Ergebnis (Sensitivitat 35 %) (Tabelle
15). Auf die Durchfiihrung einer methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Real-Time-PCR von
RASSF1A an Patientenplasma-DNA wurde im Rahmen dieser Studie verzichtet. Die
geringere Rate detektierbarer Hypermethylierungen von RASSF1A im Tumorgewebe sowie
die begrenzte Menge an verfigbarem DNA-Material waren die Grinde fur diese
Entscheidung. Vergleichbare Studien wiesen RASSF1A dartber hinaus als priméaren
epigenetischen Gewebemarker aus, wodurch sich der Verzicht auf eine RASSF1A-PCR an
Blutplasma zusatzlich begrinden liel3 (Brandes et al. 2005; Frigola et al. 2005; Sakamoto et
al. 2004).
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IV.4.10 Methylierungsspezifische Multiplex-PCR fiir das diagnostische Panel aus
RUNX3, SEPTIN9 und SDC2

AbschlieRend wurden die Ct-Messwerte der Gensequenzen RUNX3, SEPTIN9 und SDC2 an
der Blutspender-, der Tumorgewebe-, sowie der Patientenplasma-DNA in Zusammenschau
eines diagnostischen Markerpanels ausgewertet. Fur die Analyse der Blutspender- sowie der
Patientenplasma-DNA erfolgte zunachst die qualitative Einordnung der Ct-Mittel- und Ct-
Einzelwerte - fur jedes Gen separat und entsprechend den genspezifischen Grenzwerten - in
positive und negative Messdaten. AnschlieBend wurde jede einzelne Patientenplas-
ma-DNA-Probe entsprechend dem detektierten Methylierungsstatus jedes Panel-Gens
bewertet. Dabei wurde eine Patientenprobe als positiv gewertet, wenn sie anhand
mindestens einer der drei getesteten Gensequenzen des Panels positiv war. Somit ergab
sich fur das genannte Plasma-DNA-Markerpanel aus den Ct-Mittelwerten der Blutspender-
DNA eine Spezifitdt von 96 %. Lediglich eine von 24 Proben war hierbei als falsch-positiv zu
bewerten (Tabelle 16). Betrachtet man wiederum - analog dem Vorgehen bei den
Einzelgenanalysen - nur die Ct;-Werte im Sinne einer Einfachbestimmung, so zeigte sich
eine verminderte Spezifitat fir das genannte Panel von 79 % bei funf von 24 falsch-positiven
Proben. Die diagnostische Sensitivitdt fur die Panel-PCR in Doppel- sowie in Einfach-
bestimmung aus 23 Patientengewebe-DNA-Proben betrug 100 % (Tabelle 15). Unter
Berlicksichtigung des jeweiligen genspezifischen Cut-Offs zeigte die methylierungsspe-
zifische PCR-Einfachbestimmung fir das genannte Markerpanel an Patientenplasma-DNA
fur elf von insgesamt 15 Proben ein positives Ergebnis. Somit ergab sich eine diagnostische
Sensitivitdt von 73 % (Tabelle 15; Tabelle 16). Zehn Patientenplasmaproben konnten
hingegen aufgrund fehlerhafter Untersuchungsbedingungen in der SEPTIN9-PCR auch fir
RUNX3 und SDC2 nicht berticksichtigt werden (siehe 1V.4.6).

Seite | 72



Ergebnisse

IV.4.11 Korrelation der Ergebnisse von RUNX3, SEPTIN9 und SDC2 mit dem

Tumorstadium nach Radio-Chemotherapie

Bei 15 Patienten lagen Messergebnisse fir RUNX3, SEPTIN9 und SDC2 vor. Nach

Abschluss der neoadjuvanten Radio-Chemotherapie konnte anhand vorliegender Informa-

tionen der KFO 179 fir sechs dieser Patienten ein pUICC-Stadium | festgestellt werden. Den

Ubrigen neun Patienten wurde nach RCT ein pUICC-Stadium II-IV zugeordnet. Die an

pratherapeutischen Patientenplasmaproben erhobenen Grenzwerte fir die Prognose eines

Stadium | - welche durch ROC-Analyse ermittelt und auf den nachsten ganzzahligen Ct-Wert
abgerundet wurden - lagen bei 40 (RUNX3), 42 (SEPTIN9) und 36 (SDC2) (Abbildung 20).
Die Korrelation einer Uberschreitung dieser Grenzwerte bei allen Panel-Markern und dem

Vorliegen eines UICC-Stadiums | nach RCT war dabei statistisch signifikant (p=0,025,

x*-Test) (Tabelle 17).
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Abbildung 20: Vergleich pratherapeutisch erhobener Ct-Werte fir RUNX3, SEPTIN9 und
SDC2 in Abhéngigkeit vom pUICC-Stadium nach RCT.

Tabelle 17: Methylierungsstatus des Biomarker-Panel RUNX3-SEPTIN9-SDC2 in Abhangig-

keit vom pUICC-Stadium nach RCT.

RUNX3-SEPTIN9-SDC2

pUICC-Stadium

positiv negativ
pUICC | 2 4
pUICC II-IV 8 1
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V. Diskussion

Kolorektale Karzinome - und speziell die Tumoren des Rektums mit 60 % die Hauptlokalisa-
tion — gehoéren zu den haufigsten Krebsarten weltweit (Bray et al. 2013; Ferlay et al. 2013).
Etwa 25 % der Ersterkrankten werden aufgrund fehlender Frihsymptome erst in einem be-
reits fortgeschrittenen beziehungsweise metastasierten Tumorstadium diagnostiziert
(Majumdar et al. 1999; Staeber 2013). Dennoch konnte zwischen 2000 und 2012 weltweit
ein stetiger Rickgang der Inzidenz- und Sterberaten des KRK verzeichnet werden (Bray et
al. 2013; Ferlay et al. 2013; Kaatsch et al. 2013; Siegel et al. 2013). Diese Entwicklung
scheint unmittelbar mit der Einfuhrung effektiver Vorsorge- und Screening-Programme in
Verbindung zu stehen. So zeigte eine Studie von Brenner et al. (2010), dass bereits acht
Jahre nach Etablierung der Darmkrebsvorsorge als Krankenversicherungsregelleistung in
Deutschland etwa 300.000 prakanzerése Adenome sowie 50.000 asymptomatische Friihsta-
dien eines KRK diagnostiziert werden konnten. Zudem wurde durch die Vorsorgemaf3nah-
men fir etwa 100.000 Patienten zwischen 55-84 Jahren eine friihzeitige Detektion des
Tumors in einem noch lokalisierten Stadium erreicht und damit letztlich eine Karzinominva-
sion verhindert (Brenner et al. 2010). Den Schwerpunkt des Darmkrebs-Screenings bildet
hierbei die vollstandige Koloskopie des Dickdarms einschlief3lich einer Biopsie-Entnahme.
Dieses als derzeitiger Goldstandard deklarierte Diagnoseverfahren weist gegentiber anderen
Methoden eine deutlich hohere Sensitivitat und Spezifitat fur die Detektion sowohl pramalig-
ner Lasionen als auch bereits maligner Frihstadien auf und bietet dartber hinaus die M6g-
lichkeit einer direkten Polypektomie-Intervention verdachtiger Dickdarmpolypen (Imperiale et
al. 2000; Kolligs 2012; Rex et al. 1997; Winawer et al. 2006). Weitere Studien beschrieben
Uiberdies allein durch die Darmspiegelung eine deutliche Reduktion des Erkrankungsrisikos
sowie einen klar assoziierbaren Riickgang von Inzidenz und Mortalitat (Atkin et al. 2010;
Hewitson et al. 2007; Kahi et al. 2009; Winawer et al. 1993; Zauber et al. 2012). Trotz der
nachweislich geringen Komplikationsrate, wie sie durch Verdffentlichungen von Crispin et al.
(2009), Kirchgatterer et al. (2002) und Kaolligs et al. (2011) dargestellt werden konnte, verhin-
dert bis heute eine geringe bevélkerungsweite Akzeptanz einen grofReren Erfolg dieser Pri-
marintervention. Diese Tatsache lasst sich durch verfahrensbedingte Nachteile, wie
beispielsweise die korperliche Belastung im Rahmen einer vorbereitenden Kolonlavage, die
Angst vor Schmerzen und Komplikationen durch die Untersuchung selbst sowie nicht zuletzt
durch ein erhebliches Schamgefuhl begriinden (Gupta et al. 2008; Hart et al. 1995; Inadomi
2008). So nahmen beispielsweise im Jahr 1996 lediglich 11 % der Manner sowie 27 % der
Frauen die Mdglichkeit einer Vorsorgekoloskopie wahr. Zu diesem Zeitpunkt war das Verfah-
ren noch kein Bestandteil der Regelleistungen gesetzlicher Krankenversicherungen (GKV)

(Eickhoff und Riemann 2000). Nach einer neuerlichen Erhebung von Schaefer et al. (2012)
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konnte jedoch die Teilnahmerate in den letzten Jahren nicht entscheidend verbessert
werden. Trotz Kosteniibernahme durch die GKV sowie einer zunehmenden medialen Be-
werbung des Darmkrebs-Screenings hahmen bis 2010 nur 18,3 % der Manner und 20,1 %
der Frauen eine Vorsorgekoloskopie in Anspruch (Schaefer et al. 2012). Ein Ziel aktueller
wissenschaftlicher Betrachtungen sollte daher die Etablierung alternativer und insgesamt
schonenderer Frihdiagnose- aber auch Therapiestratifizierungs-Verfahren sein, welche in
ihrer diagnostischen Sensitivitdt und Spezifitdt mit einem interventionell-endoskopischen
Vorgehen vergleichbar sind. So wird bereits seit einigen Jahren die Bestimmung des Glykop-
rotein-Tumormarkers CEA aus dem Patientenplasma durch die S3-Leitlinien zur Diagnostik
und Therapieevaluation bei KRK empfohlen (Pox und Schmiegel 2013). Das CEA stellt hier-
bei jedoch einen eher unspezifischen und damit ungeeigneten Screening-Marker des KRK
dar und ist daher der Verlaufskontrolle sowie Prognoseevaluation von priméar therapierten
Karzinomen des Kolorektums vorbehalten (Bombardieri et al. 1985; Carpelan-Holmstrom et
al. 2002; Louhimo et al. 2002; Safi et al. 1988). In der Lokalrezidiv- und Metastasten-
Diagnostik lieferte der genannte Marker jedoch durchaus beachtliche Sensitivitdten von 64-
80 % sowie Spezifitaten von etwa 70-90 % (Duffy 2001; Tan et al. 2009). Andere diagnosti-
sche Verfahren an Stuhlproben, wie beispielsweise der FOBT oder der dem FOBT Uberlege-
ne FIT, standen in ihrer Aussagekraft und diagnostischen Sensitivitat von 26-74 % sowie
Spezifitdten von 80-96 % deutlich hinter der Koloskopie zuriick. Diese Methoden stellten da-
her keine nennenswerten Alternativen fiir die Detektion und Therapiestratifizierung kolorek-
taler Karzinome dar (Brenner und Tao 2013; Hewitson et al. 2008; Hol et al. 2010; Imperiale
et al. 2014; van Rossum et al. 2011; Zhu et al. 2010). Neuere wissenschaftliche Anséatze der
vergangenen Jahre verfolgten wiederum das Ziel, freie zirkulierende Nukleinsauren (cfDNA)
im Stuhl oder Blut mit Hilfe von PCR-Verfahrenstechniken nachzuweisen, um einen geeig-
neten genetischen oder epigenetischen Tumormarker zu etablieren (Ahlquist et al. 2000;
Imperiale et al. 2014; Robertson und Dominitz 2014; Schwarzenbach et al. 2011; Traverso et
al. 2002). Wahrend im Rahmen genetischer Betrachtungen an zellfreier DNA aus Blut oder
Stuhl vornehmlich der Nachweis von Mutationen des APC, des K-RAS oder des p53
tumorspezifische Aussagekraft besitzt, zielen die epigenetischen Anséatze auf die Detektion
von Promotorhypermethylierungen in tumorassoziierbaren, transkriptionsregulierenden Gen-
sequenzen ab (Lecomte et al. 2002; Lefebure et al. 2010; Wang et al. 2004). So rickten als
potentielle Stuhlmarker VIMENTIN, SFRP2, ITGA4, NGFR sowie MGMT in den Fokus
(Ausch et al. 2009; Melotte et al. 2009; Muller et al. 2014; Petko et al. 2005; Shirahata et al.
2009). Weitere vielversprechende epigenetische Tumormarker des Blutes und damit Gegen-
stand der vorliegenden Arbeit sind die Promotor-Regionen fiir Runt-Related Transcription
Factor 3 (RUNX3), Neurogenin-1 (NEUROGL1), Helicase-like Transcriptional Factor (HLTF),

Septin-9 Transmembranprotein (SEPTIN9), Transmembrane Protein-containing Epidermal
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Growth Factor and Follistatin Domain (TMEFF2), Syndecan-2 Transmembranprotein-Gen
(SDC2) sowie RAS-Association Domain Family 1 (RASSF1A) (deVos et al. 2009; Grutzmann
et al. 2008; Gyparaki et al. 2013; Herbst et al. 2011; Kim et al. 2010; Lee et al. 2013a; Leung
et al. 2005; Lofton-Day et al. 2008; Nishio et al. 2010; Oh et al. 2013; Sakamoto et al. 2004;
Tan et al. 2007; Toth et al. 2012; Wallner et al. 2006; Warren et al. 2011). Die vorliegende
Studie verfolgte primér das Ziel mittels enzymbasierter, automatisierter Ein-Schritt-Real-
Time-PCR einen aussagekraftigen epigenetischen Biomarker fir das Rektumkarzinom zur
risikoadaptierten Therapiestratifizierung nach initialer neoadjuvanter RCT zu etablieren. Ein
solcher Marker sollte idealerweise eine Aussage zum Remissionsstatus nach RCT zulassen
und damit die Notwendigkeit einer chirurgischen Intervention nach RCT abschéatzbar
machen. Das angewandte Real-Time-Verfahren bot dabei im Vergleich zur quantitativen
Standard-PCR einige Vorteile, welche die Entscheidung zur Anwendung dieser Methode fur
die methylierungsspezifischen Untersuchungen nachhaltig beeinflusste. So ist - neben
Aspekten der schnellen und kosteneffizienten Durchfuhrbarkeit dieser Real-Time-PCR - vor
allem das verminderte Kontaminationsrisiko der zu amplifizierenden Mastermix-Proben zu
nennen (Dijkstra et al. 2014; Heid et al. 1996). Dieses Risiko konnte aufgrund der
Messungen innerhalb eines geschlossenen Systems und der Mdglichkeit zur zeitgleichen
Auswertung der Messdaten im Thermocycler deutlich minimiert werden. Im Vergleich zu
einer quantitativen DNA-Messungen mittels Post-PCR-Gelelektrophorese war bei der ange-
wandten Methode eine zwischenzeitliche Eroéffnung der PCR-Tubes nicht nétig. Ein weiterer
nennenswerter Vorteil des angewandten PCR-Verfahrens war die Moglichkeit zur quantitati-
ven Bestimmung der DNA-Amplifikatmenge in Echtzeit. Hieraus resultierte eine deutliche
Zeitersparnis gegenuber anderen PCR-Verfahren. Zudem war durch die Real-Time-PCR
eine zeitgleiche Messung mehrerer Gensequenzen an der jeweils eingesetzten DNA-Probe
moglich. Im Rahmen von Multiplex-Ansatzen konnten somit - zusatzlich zu den
tumorassoziierten Promotor-Regionen - die internen Kontrollen R-Globin und R-Actin
mituntersucht werden (Dijkstra et al. 2014; Heid et al. 1996). Im Vergleich zur aktuellen
Literatur lag eine Besonderheit des Versuchsaufbaus im Verzicht auf eine Vorbehandlung
der jeweiligen DNA mit Sodium-Bisulfit. Arbeitsgruppen beschrieben beispielsweise den
Verlust entsprechend zu amplifizierender DNA-Fragmente nach Anwendung der Sodium-
Bisulfit-Methode und damit eine massive chemische Beeinflussung der zu testenden
Nukleinsduren (Bundo et al. 2012; Tetzner et al. 2007). Die Anwendung dieser Bisulfit-
Behandlung wurde in der hier vorliegenden Studie durch ein neues Primerdesign sowie
durch den Einsatz einer methylierungsabhangigen Restriktionsendonuklease fir die Ein-
Schritt-Real-Time-PCR vermieden. Das Temperaturprofi der PCR wurde dabei so
ausgewahlt, dass alle Nachweisreaktionen fir hypermethylierte Promotorsequenzen in

einem Testlauf aus der gleichen Nukleinsédure-Extraktion durchgefiihrt werden konnten.
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V.1 Alters- und Geschlechtsverteilung in Patienten- und Kontrollgruppe

Das mittlere Erkrankungssalter der 25 Rektumkarzinom-Patientinnen und Patienten - aus
deren Blut- und Tumorgewebeproben jeweils eine DNA-Isolation durchgefuhrt wurde - lag
bei 62 Jahren und entsprach damit der Altersgruppe, die an einer Darmkrebsvorsorge-
untersuchung teilnimmt. Die Karzinomdiagnose wurde bei den mannlichen Patienten (n=15)
durchschnittlich mit 60 Jahren bei den Frauen (n=10) mit 65 Jahren gestellt. Somit lag das
Erkrankungsalter der untersuchten Patienten, im Gegensatz zur Altersverteilung der KRK-
Patienten innerhalb der Gesamtbevolkerung, deutlich niedriger. Im Vergleich ergaben
epidemiologische Studien fur die Frauen ein durchschnittliches Erkrankungsalter von 75
Jahren und fur Manner von 71 Jahren (Kaatsch et al. 2013; Siegel et al. 2013). In méglichen
Folgestudien sollte daher das Altersmatching als potentieller Ein-bzw. Ausschlussfaktor in
die Uberlegungen einbezogen werden, um prospektiv moglichst reprasentative Sensitivitaten
und Spezifitdten fir die entsprechenden Biomarker ermitteln zu kénnen.

Im Vergleich mit publizierten Studien zur Untersuchung von Sensitivitdten und Spezifitaten
ahnlicher Biomarker standen in dieser ersten Evaluation eines neuen Testverfahrens nur 25
Plasmaproben zur Verfigung. In der Arbeit von Herbst et al. (2011) wurden beispielsweise
137 Patientenproben und 45 Kontrollproben gesunder Probanden auf ihre Methylie-
rungseigenschaften untersucht. Ahnlich wie in der vorliegenden Studie legten auch Herbst et
al. die Versuchsbedingungen in einem sogenannten Trainings-Set an 15 Patienten und 32
gesunden Probanden fest, um anschlieRend eine Validierungsstudie (sog. Test-Set) zur
Bestimmung von Sensitivitdat und Spezifitat durchzufiihren. Die Patienten dieser Studie
waren zwischen 23 und 81 Jahre alt (Herbst et al. 2011). Das Durchschnittsalter lag je nach
Test-Set und betrachteter Patientengruppe zwischen 58 und 68 Jahren und war damit
durchaus mit der Altersverteilung der hier vorliegenden Analyse vergleichbar. Insgesamt
wiesen die Mehrzahl der Studien (z.B. Herbst et al. 2009, Wallner et al. 2006, Lofton-Day et
al. 2008, Grutzmann et al. 2008 oder De Vos et al. 2009) deutlich h6here Patientenzahlen
bei &hnlicher Altersverteilung der Patienten auf. Hingegen waren die Studien von Ebert et al.
(2005) oder Tan et al. (2007) hinsichtlich der untersuchten Patientenzahl wiederum mit der
vorliegenden Arbeit vergleichbar.

Die in der vorliegenden Untersuchung als Negativkontrollen eingesetzten DNA-Isolate
stammten von 48 Blutspendern beider Geschlechter im Durchschnittsalter von 38 Jahren.
Hierbei war aufgrund einer klinischen Voruntersuchung, der Kontrolle der Vitalparameter
sowie regelmaRiger Blutbildtestungen im Rahmen der Blutspende, die physiologische
Gesundheit der Spender vorauszusetzen. Da eine obere Altersgrenze der Blutspende in
Deutschland heute aufgrund des zunehmenden biologischen Alters der Spenderinnen und
Spender aufgehoben wurde und die Beurteilung der Spendefahigkeit vornehmlich durch den

Blutspende-Arzt erfolgt, ware fir nachfolgende Studien auch hier eine altersstrukturelle
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Anpassung der Kontrollgruppe zur entsprechenden Patientengruppe mdoglich. Eine
Orientierung hierfir lieferten beispielsweise Lofton-Day et al. (2008). In dieser Studie wurde
ein entsprechendes Altersmatching zwischen KRK-Patienten und gesunden Probanden -

denen periphere Blutlymphozyten und Gewebeproben entnommen wurden - durchgefiihrt.

V.2 Tumorstadien und Therapieverlauf

Die in dieser Studie durchgefuhrten methylierungsspezifischen PCR-Untersuchungen an
isolierter DNA aus Tumorgewebe, Plasma und Serum erfolgten an Patienten mit lokal
fortgeschrittenen Rektumkarzinomen der Tumorstadien Il und Ill. Lediglich bei einem der 25
Rektumkarzinom-Patienten lag bei Blutentnahme bereits ein metastasiertes Tumorstadium
vor. Jedoch war - bedingt durch die hier anzunehmende Metastasenresektabilitdt einer
vorliegenden hepatischen Absiedlung - in diesem Fall dennoch ein Kkurativer
Behandlungsansatz gegeben, so dass die zugehérigen Proben des Probanden in die
Testungen einbezogen werden konnten (Nordlinger et al. 2009). Aufgrund dieser
vorselektierten Patientenproben aus lokal fortgeschrittenen RK war eine Aussage zu
potentiellen Promotormethylierungen in pramalignen Lasionen nicht moglich. Ebenso konnte
fur die frihen, noch begrenzten Tumorstadien (I und IlI) vor Therapiebeginn - wie das in
zahlreichen anderen Studien aus Plasma, Serum und Tumorgewebe untersucht wurde -
keine Aussage fir die ausgewahlten Gensequenzen getroffen werden (deVos et al. 2009;
Grutzmann et al. 2008; Herbst et al. 2011; Lee et al. 2013a; Lofton-Day et al. 2008; Oh et al.
2013; Wallner et al. 2006). Somit muss die Etablierung eines Screening-und
Frihdetektionsmarker auf Grundlage der hier etablierten Ein-Schritt-Real-Time-PCR Gegen-
stand zukinftiger Untersuchungen sein. Hingegen war anhand der Untersuchung des
Markerpanels aus RUNX3, SEPTIN9 und SDC2 an pratherapeutisch enthommenen
Patientenplasma, eine quantitative Aussage zu Prognose- und Therapiestratifizierungs-
eigenschaften dieser Biomarker fur eine begrenzte Anzahl von 15 Patienten moglich (siehe
IV.4.11 und V.8). In dieser Analyse wurden die detektierten Hypermethylierungen des Panels
den pathologischen UICC-Stadien (pUICC) nach RCT gegentibergestellt.

Generell stand zunéchst fir jede untersuchte Promotor-Region eine qualitative Bewertung
der ermittelten Ct-Messwerte in ,hypermethlyiert/krank® und ,nicht-methyliert/gesund*
anhand eines genindividuellen Grenzwertes im Vordergrund. Ziel war die Etablierung eines
validen, moglicherweise prognostisch relevanten Blutbiomarkers. Ein solcher epigenetischer
Stratifizierungsmarker sollte nach abgeschlossener neoadjuvanter RCT idealerweise zur
Einschatzung des klinischen Remissionsstatus beitragen kénnen, um fir den Karzinom-
patienten die Notwendigkeit einer radikalen chirurgischen Intervention evaluieren zu kénnen
(Gaedcke et al. 2011; Glynne-Jones und Hughes 2012; Grade et al. 2012; Habr-Gama et al.

1998; Habr-Gama et al. 2006). Denkbar wére der Einsatz eines solchen epigenetischen
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Therapiestratifizierungsmarkers auch zur Beurteilung der Therapie-Response-Rate eines
multimodalen Regimes und der damit verbundenen Abschatzung der Notwendigkeit einer
adjuvanten Chemotherapie nach Abschluss der neoadjuvanten und chirurgischen Primar-
therapie (Grade et al. 2012). In diesem Zusammenhang wird die Effektivitdt adjuvanter
Chemotherapie-Applikationen bis heute kontrovers diskutiert jedoch deren Einsatz durch die
aktuellen S3-Leitlinien fir lokal fortgeschrittene Rektumkarzinome lediglich im Rahmen
klinischer Studien empfohlen (Bosset et al. 2006; Gaedcke et al. 2011; Gerard et al. 2006;
Glimelius und Oliveira 2009; Pox und Schmiegel 2013; Sauer et al. 2004). Dartber hinaus
konnte der hier gewaéhlte Versuchsansatz zur Etablierung potentieller epigenetischer
Prognosemarker fur die Einschétzung des Therapieverlaufs im Allgemeinen sowie zur
Ermittlung der rezidiv- und metastasenfreien Uberlebenszeit nach dem Prinzip anderer
konventioneller Biomarker - wie beispielsweise dem CEA - beitragen (Levy et al. 2008;
Louhimo et al. 2002; Tan et al. 2009). Voraussetzung hierfir ware die einmalige oder
wiederholte Blutentnahme zu definierten Zeitpunkten waéahrend und vor allem nach
Beendigung der Primartherapie im Rahmen der Tumornachsorge. Alle hier diskutierten
Einsatzmdglichkeiten epigenetischer Marker liefern wiederum Ansatze fir weitere Studien.
Fur alle potentiellen PCR-Biomarker gilt hierbei, dass eine stadienabhangige Evaluation und
Verlaufskontrolle mit der Hohe der Ct-Werte und damit direkt mit dem quantitativ detektierten
Methylierungsstatus korrelieren sollte. Auf Grundlage dieser Uberlegung miissten mit
steigendem Tumorstadium daher vermehrt Promotormethylierungen festellbar sein, was sich

wiederum indirekt proportional in der Abnahme des Ct-Niveaus auf3ern sollte.

V.3 Nachweis hypermethylierter Sequenzen in den Promotor-Regionen von
RUNX3, NEUROG1, SEPTIN9, TMEFF2, SDC2 und RASSF1A in chemisch

hypermethylierter DNA sowie an DNA ausgewéhlter Tumorzelllinien

Nach umfassender Literaturrecherche erfolgte die Vorauswahl der Gensequenzen RUNXS3,
NEUROG1, HLTF, SEPTIN9, TMEFF2, SDC2 sowie RASSF1A fur die in dieser Arbeit
dargestellten Untersuchungen. Bei den ausgewahlten Genen handelte es sich um
assoziierbare Tumorsuppressorgene (TSG), Proto-Onkogene, Transmembranprotein-
codierende Sequenzen sowie Transkriptionsfaktor-Gene, fir die bereits epigenetische Ver-
anderungen im Zusammenhang mit dem kolorektalen Karzinom beschrieben wurden (siehe
[.6.2). Hierbei wurde fur jede Tumortestsequenz anhand eines spezifischen Cut-Off-Wertes
ein ausreichendes Diskriminationsverhalten zwischen ,hypermethyliert/krank® und ,nicht-
methyliert/gesund vorausgesetzt und im Vorfeld der Patientenuntersuchung an kommer-
ziellen DNA-Kontrollen Gberprift. Die hier verwendete chemisch komplett methylierte DNA
CP Genome™ wurde auch in anderen Studien als methylierte Positivkontrolle eingesetzt
(Herbst et al. 2011; Leung et al. 2005; Lofton-Day et al. 2008; Tan et al. 2007; Wallner et al.
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2006). Als Negativkontrolle wurde von mehreren Autoren die nicht-methylierte DNA
CP Genome™ von Merck Millipore (CpGenome™, Human Non-Methylated DNA, Bestell-Nr:
S8001U) ausgewahlt. Das in dieser Arbeit verwendete Produkt der Firma Roche (Human
Genomic DNA, Negativkontrolle) kam auch in der Studie von Lofton-Day et al. (2008) zum
Einsatz.

Aufgrund eines fehlenden signifikanten Diskriminationsunterschieds zwischen methylierter
und unmethylierter Kontroll-DNA des Ein-Schritt-Real-Time-PCR-Protokolls fur methyliertes
HLTF wurde eine der sieben ausgewahlten Promotor-Regionen von den weiteren Methylie-
rungsanalysen an Patienten- und Blutspender-DNA ausgeschlossen (pgswi = 0,1394, pacii =
0,3197, paciacen = 0,6325) (siehe Tabelle 11). Im Gegensatz dazu konnten Leung et al.
(2005) fur methyliertes HLTF einen signifikanten Unterschied zwischen 48 Karzinompatien-
ten und 41 gesunden Kontrollproben (p = 0,015) zeigen. Auch Wallner et al. (2006) stellten
an DNA-Serumproben von 24 Patienten mit lokal fortgeschrittenem KRK, an 14 Patienten in
einem metastasierten Stadium sowie an 20 gesunden Kontrollpersonen HLTF als signifikan-
ten Methylierungsmarker dar. Dartber hinaus publizierten Herbst et al. (2009) HLTF als viel-
versprechenden Rezidivmarker fir das KRK und wiesen eine deutliche Unterscheidung
hypermethylierter gegeniber nicht-methylierten Promotorbereichen nach (Herbst et al.
2009).

Fur die tUbrigen Promotor-Regionen - RUNX3, NEUROG1, SEPTIN9, TMEFF2, SDC2 und
RASSF1A - zeigte die PCR-Analyse an den kommerziellen Negativ- sowie Positivkontrollen
einen statistisch signifikanten Diskriminationsunterschied (Tabelle 11). Im Widerspruch
hierzu schlossen Herbst et al. (2011) - neben 12 weiteren Markern - unter anderem RUNX3
in einem Trainings-Set an Testseren von 32 gesunden Kontrollen sowie 15 Karzinompatien-
ten von einer weiteren Analyse aus. Fir die Beschreibung eines Fruhdetektionsmarkers
wurden in dieser Studie anhand definierter Grenzwerte entsprechende Auswahlbedingungen
festgelegt, wonach ein Marker mindestens 50 % der Karzinome eines Trainings-Sets bei
einer Spezifitdt > 90 % erkennen musste. Diese Voraussetzungen konnten fir RUNX3 in
weiteren Analysen dieser Studie nicht erfillt werden (Herbst et al. 2011). Aus vergleichbarem
Grund schlossen Wallner et al. (2006) unter anderem RASSF1A in dem bereits angespro-
chenen Evaluation-Set (14 Patienten UICC IV und 20 gesunde Kontrollen) aus. Weiterhin ist
der Publikation von Lofton-Day et al. (2008) zu entnehmen, dass auch hier eine Vorauswabhl
geeigneter Gensequenzen aus insgesamt 56 potentiellen Markern stattfand. Hierzu wurde in
dieser Studie ebenfalls ein Restriktionsenzym-Verdau eingesetzt und das Diskriminations-
verhalten an DNA-Gewebeproben untersucht. In diesem Zusammenhang konnten im Vorfeld
beispielsweise NEUROG1 und TMEFF2 aufgrund zu weniger Promotormethylierungen sowie
fehlerhafter Detektionen an Negativkontrollen von den nachfolgenden Untersuchungen

ausgeschlossen werden (Lofton-Day et al. 2008). Auch in der Arbeit von Oh et al. (2013)
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erfolgte eine Vorauswahl des SDC2-Testmarkers aus insgesamt 32 Markern anhand des
methylierungsspezifischen Detektionsverhaltens durch eine CpG-DNA-Micro-Array-Analyse
an 12 KRK-DNA-Gewebeproben sowie an 12 DNA-Kontrollproben.

Im Rahmen der Validierung des methylierungsspezifischen PCR-Verfahrens erfolgte fur die
nunmehr sechs Promotor-Regionen RUNX3, NEUROG1, SEPTIN9, TMEFF2, SDC2 und
RASSF1A sowie fir die interne Referenzkontrolle 8-Globin eine Bestimmung der Nachweis-
grenzen und Messbereiche an unmethylierter und methylierter Kontroll-DNA. Ahnlich dem
Vorgehen von Lofton-Day et al. (2008) wurden diese Nachweisgrenzen und Messbereiche in
der vorliegenden Arbeit Uber eine sechsstufige 1:5-Verdinnungsreihe eines DNA-Template-
Mixes aus Positiv- und Negativkontrolle - wie in Kapitel 1V.3.3 beschrieben - ermittelt.
Insbesondere in den gen- und methylierungsspezifischen Testungen der Titrationsreihe des
DNA-Template-Mixes zeigten sich Auffélligkeiten. So konnte in einem Kontrollansatz mit
unmethylierter Kontroll-DNA (Background) eine positive PCR-Detektion im Sinne eines
Methylierungsnachweises fir finf von sechs Gensequenzen erbracht werden. Lediglich die
Untersuchung von RASSF1A zeigte hier die erwarteten Ct-Werte (Ct=50), welche eine
potentielle Methylierung ausschlossen. Diese, wenn auch anhand des genspezifischen
Grenzwertes als negativ zu klassifizierenden Ct-Messwerte, deuteten darauf hin, dass die als
Negativkontrolle eingesetzte DNA der Firma Roche nicht vollstandig unmethyliert vorlag.
Damit ware mdoglicherweise die in anderen Studien verwendete unmethylierte Form der
Kontroll-DNA CP Genome™ der Firma Merck Millipore als entsprechende Negativkontrolle
besser geeignet gewesen (Herbst et al. 2011; Leung et al. 2005; Tan et al. 2007; Wallner et
al. 2006). Besonders grenzwertnahe und damit potentiell am ehesten methylierungs-positive
Ct-Messwerte zeigte hierbei das SDC2-Gen im Vergleich zu den Ubrigen funf Gensequen-
zen, was maoglicherweise damit zu erklaren ist, dass es sich bei SDC2 um ein Multi-Copy-
Gen handeln kénnte. Entsprechende Beschreibungen sind der aktuellen Literatur jedoch
nicht zu entnehmen, so dass eine Analyse des SDC2 hinsichtlich einer solchen Eigenschaft
aussteht. Ob auRerdem Lofton-Day et al. (2008) in ihren Untersuchungen ahnliche Feststel-
lungen beim Einsatz der Human Genomic DNA von Roche als Negativkontrolle machten,
geht aus der Publikation nicht hervor.

Im weiteren Verlauf wurden die anhand der o.g. genspezifischen Evaluation infrage kom-
menden Sequenzen RUNX3, NEUROG1, SEPTIN9, TMEFF2, SDC2 und RASSF1A im An-
schluss an die Testung zur Festlegung eines geeigneten Restriktionsenzyms (siehe V.4) an
isolierten DNA-Positivkontrollen aus den KRK-Zellreihen HT-29 und CACO-2 getestet. Der
Einsatz von Tumorzelllinien als methylierungssensitive Positivkontrollen fand zudem Anwen-
dung in den Studien von Toyota et al. (1999b), Moon et al. (2014) und Oh et al. (2013). Au-
Rerdem beschrieben zwei weitere Arbeiten fiir genau diese beiden Zellreihen einen

Zusammenhang mit dem Proteinliganden Activin A (siehe 1.6.2), welcher wahrscheinlich aktiv
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an Zellproliferations- und Differenzierungsvorgangen im Rahmen der kolorektalen Karzino-
genese beteiligt ist (Pholnukulkit et al. 2003; Sonoyama et al. 2003). Wahrend die Zelllinie
HT-29 einem niedrigmalignen Primartumor einer 44-jahrigen Frau kaukasischer Herkunft aus
dem Jahr 1964 entstammt, wurde die CACO-2-Zelllinie aus einem fortgeschrittenen Primar-
tumor des Kolons eines 72-jahrigen Kaukasiers im Jahr 1974 enthommen und kultiviert. Die
grenzwertabhangige Bewertung der ermittelten Gen-Ct-Messwerte an HT-29- sowie CACO-
2-DNA in positiv-hypermethyliert und negativ-unmethyliert zeigte insgesamt - je nach einge-
setzter Sequenz-DNA-Kombination - eine starke Heterogenitéat (siehe 1V.4.2). Im Detail
waren fur HT-29-DNA nur RUNX3 und SEPTIN9 hypermethyliert, wahrend an CACO-2-DNA
ein positiver Methylierungsnachweis nur fir SEPTIN9 und RASSF1A erbracht werden
konnte. Das lasst vermuten, dass es sich ausschlief3lich bei SEPTIN9 um einen universalen
Marker fur das Rektum- und Kolonkarzinom handelt. Es kann dartiber hinaus sogar
angenommen werden, dass in nachfolgenden Analysen eine striktere Trennung nach Rek-
tum- und Kolonkarzinom erfolgen sollte, um fur beide Lokalisationen separate Tumormarker
Zu etablieren. Gestutzt wird diese These durch drei Studien, wonach fir die proximalen Ko-
lonkarzinomen im Vergleich zu den Rektumkarzinomen ein vermehrter Nachweis von
RUNX3-, TMEFF2- sowie HLTF-Promotorhypermethylierungen aus cfDNA beschrieben
wurde (Ebert et al. 2005; Moinova et al. 2002; Moon et al. 2014a). In diesem Zusammen-
hang wichtige Informationen Uber die genaue Tumorlokalisation sowie eine Unterscheidung
von Rektum- und Kolonkarzinomen konnte jedoch vielen Publikationen mehrheitlich nicht
entnommen werden. Stattdessen beschrankten sich die klinischen Angaben vergleichbarer
Studien meist auf das Tumorstadium, den Karzinom-Differenzierungsgrad, den Nodalstatus
sowie weitere Klinisch-pathologische Informationen (deVos et al. 2009; Grutzmann et al.
2008; Imamura et al. 2005; Lofton-Day et al. 2008; Oh et al. 2013; Sato et al. 2002; Young et
al. 2001). Wiederum unterschieden Wallner et al. (2008), Warren et al. (2011), Toth et al.
(2012), Nishio et al. (2010), Subramaniam et al. (2009), Herbst et al. (2011) sowie Lind et al.
(2011) in ihren Publikationen zwischen pramalignen und malignen L&sionen des Kolons und
Rektums.

Ein weiterer Erklarungsansatz fur den fehlenden Methylierungsnachweis einiger Gense-
guenzen an Zelllinien-DNA konnte, zumindest fur HT-29, der niedrigmaligne Tumorstatus
dieser Zelllinie sein. Dieser Aspekt lie3 die Schlussfolgerung zu, dass zum einen entspre-
chende Promotormethylierungen nicht in allen tumorassoziierbaren Gensequenzen simultan
auftreten und zum anderen die Wahrscheinlichkeit einer nachweisbaren Promotormethylie-
rung in fortgeschrittenen Tumorstadien zunimmt. In diesem Zusammenhang zeigten Oh et al.
(2013) fur die Zelllinien-DNA aus CACO-2 und aus HCT-111 einen mit der vorliegenden Stu-
die vergleichbaren Testansatz. Hier wurden fiir die Gene CHST11, KCNAL, IRX5, SIM1 und

SORCS3 eine Hypermethylierung fur beide Zelllinien beschrieben. Interessanterweise
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konnte jedoch auch in dieser Studie kein Nachweis einer Promotormethylierung des SDC2
an der CACO-2-DNA erbracht werden, wohingegen fur HCT-116 ein Methylierungsnachweis
fur SDC2 erfolgte. Dies deutet darauf hin, dass mdglicherweise die Zelllinien-DNA aus
CACO-2 keine geeignete Kontrolle fir die hier eingesetzten Gene im Zusammenhang mit
einer methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Real-Time-PCR darstellte.

Im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit beschriebenen Versuchsaufbau basierte ein Grol3teil
der Studien - wie beispielsweise Oh et al. (2013) - auf einer Bisulfit-Konversion der Zelllinien-
DNA, wonach ein Austausch sdmtlicher unmethylierter Cytosinbasen gegen Uracil stattfand.
Dieses Vorgehen bedeutete letztlich eine erhebliche Beeinflussung der zu testenden DNA
(Bundo et al. 2012). Weitere Erklarungsansétze fur die gro3tenteils fehlende Hypermethylie-
rung der getesteten Promotor-Regionen an DNA aus HT-29 und CACO-2 kdnnten zudem
fehlerhafte Zellkultivierungsprozesse des Herstellers sowie lagerungs- und verarbeitungsbe-
dingte DNA-Modifikationen im Rahmen der methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Real-Time-
PCR sein. Ungeachtet dieser Beobachtungen wurden nach der Testung an Tumorzelllinien-
DNA dennoch alle sechs Promotor-Regionen in der methylierungsspezifischen

Ein-Schritt-Real-Time-PCR an Patienten- und Blutspender-DNA untersucht.

V.4 Acil als geeignete, methylierungssensitive Restriktionsendonuklease

Beim Vergleich unterschiedlicher Enzyme und Enzymkombinationen wies Acil - nach den in
Kapitel 1V.3.2 beschriebenen Ergebnissen - den besten Signal-Rausch-Abstand auf. Im
Detail zeigten insbesondere die NEUROG1-, TMEFF2-, SDC2- sowie die RASSF1A-PCR
ein signifikant glnstigeres Signal-Rausch-Verhaltnis fir Acil im Vergleich mit BstUI,
zwischen methylierter und nicht-methylierter DNA-Kontrolle. Die Enzymkombination aus Acil
und Accll wiederum zeigte keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Diskriminations-
verhaltens im Vergleich mit Acil alleine. Hier gab letztlich die weniger aufwendige Vorberei-
tung der genspezifischen Mastermixe sowie eine kostengunstigere Umsetzung der PCR den
entscheidenden Ausschlag fur den alleinigen Einsatz der Restriktionsendonuklease Acil fur
die weitere methylierungsspezifische Testung an Patienten- und Blutspender-DNA.

Zur Untersuchung einer Hypermethylierung sind in der Literatur unterschiedliche enzym-
basierte Verfahren beschrieben, die wiederum nicht ausschlief3lich auf die Karzinomdiagnos-
tik beschrankt sind (Brunet et al. 1989; Casarino et al. 1992; Chan et al. 2006; Knowlton et
al. 1986; Kondo et al. 2000; Korah et al. 2013; Saiki et al. 1985, 1992; Toyota et al. 1999b).
In diesem Zusammenhang beschrieben Chan et al. (2006) den Einsatz einer Restrik-
tionsendonuklease fir die methylierungsspezifische Analyse des RASSF1A-Gen als Bio-
marker der pranatalen Rhesus-D-Diagnostik in mutterlichem Plasma. In dieser Arbeit wurde
jedoch in zwei Schritten vorgegangen: Im ersten Schritt wurde ein Mastermix fur den

Enzymverdau angesetzt. Im zweiten Schritt wurde ein Teil des Materials fir eine
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nachfolgende Real-Time-PCR verwendet (Chan et al. 2006). Auch Kondo et al. (2000) griffen
fur ihre epigenetischen Analysen des ICF-Syndroms (Immunodeficiency, Centromeric
Instability and Facial Abnormalities) auf ein enzymbasiertes Verfahren zurlick. Beispiele fur
die Nutzung entsprechender restriktionssensitiver Verfahren im Rahmen der Karzinom-
diagnostik im Allgemeinen lieferten aul3erdem Korah et al. 2013, Kunstman et al. 2013 sowie
Takahashi et al. 2004. In den zwei erstgenannten Studien wurden Hypermethy-
lierungsanalysen des RASSF1A an Gewebe-DNA des adrenokortikalen Karzinoms sowie
des papillaren Schilddriisenkarzinoms durchgefihrt (Korah et al. 2013; Kunstman et al.
2013). Eine restriktionssensitive PCR-Analyse zum Nachweis von Promotormethylierungen
in Gallenblasenkarzinomen - unter anderem fir RUNX3 und TMEFF2 - zeigte wiederum die
letztgenannte Studie (Takahashi et al. 2004). Diesen Darstellungen war zu entnehmen, dass,
wie erwéahnt, der Einsatz von Restriktionsenzym-Verfahren in der molekulargenetischen
Forschung eine weitverbreitete Methode ist. Hingegen stellt der Einsatz von
Restriktionsenzym und DNA-Polymerase im Rahmen einer Ein-Schritt-Real-Time-PCR ein
neues, kombiniertes Verfahren dar. Damit wird deutlich, dass die in dieser Arbeit
gewonnenen Erkenntnisse zukiinftig auch fir die Untersuchung anderer Tumorentitaten
genutzt werden sollten. Speziell eine vergleichende Betrachtung dreier Restriktionsenzyme
untereinander, wie sie in der vorliegenden methylierungsspezifischen PCR-Untersuchung zur
Diagnostik und Therapiestratifizierung des RK durchgefiihrt wurde, ist in dieser Form in der
Literatur nicht vorbeschrieben. Zwar nutzten beispielsweise auch Lofton-Day et al. (2008) in
diesem Zusammenhang Restriktionsendonukleasen fiir die PCR-Methylierungsanalyse, in
spateren Testungen an isolierter Patienten-Plasma-DNA wurde jedoch auch hier im Vorfeld
eine Bisufit-Behandlung angewandt (Lofton-Day et al. 2008).

In der vorliegenden proof-of-concept-Studie lagen die Sensitivitdten und Spezifitaten in
einem Bereich vergleichbarer Zahlen aus Studien, in denen ausschlie3lich eine Bisulfit-
Konversion im Vorfeld der PCR-Analyse durchgefiihrt wurde oder auf eine Combined
Bisulfite Restriction Analysis (COBRA) zuruckgriffen wurde. Damit wird die alleinige
Anwendung eines Restriktionsenzym-Verfahren in zukinftigen Studien gegeniber anderen
Vorgehensweisen gerechtfertigt (Herbst et al. 2011; Lee et al. 2013a; Leung et al. 2005;
Nishio et al. 2010; Oh et al. 2013; Tan et al. 2007; Wallner et al. 2006; Young et al. 2001).
Unterstitzt wird dieser Ansatz durch Tetzner et al. (2007), die in ihrer Publikation den
Einsatz von Restriktionsenzymen anstelle einer Bisulfit-Konversion als DNA-schonende
Alternative bestatigten. Trotz beschriebener Vorteile der alleinigen Anwendung eines
Enzymverfahrens bestand grundsétzlich die Moglichkeit eines fehlerhaften enzymatischen
Verdaus hypermethylierter Sequenzen, was zu einer Reduktion der Sensitivitat beigetragen
haben konnte. Dies muss als potentielle Fehlerquelle berticksichtigt werden und zukinftig

durch den Vergleich mit der Bisulfit-Methode untersucht werden.
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V.5 EDTA-Plasma als geeignetes Ausgangsmaterial fir eine methylierungsspe-
zifische Ein-Schritt-Real-Time-PCR

Im Vorfeld der patienten- und blutspenderbezogenen Methylierungsanalyse erfolgte bei drei
Patienten der Vergleich von EDTA-Plasma- und Serum zur Bestimmung des geeigneten
Ausgangsmaterials. Fur die potentiellen Biomarker RUNX3, SEPTIN9, TMEFF2 und SDC2
lieRen sich hierbei keine signifikanten Methylierungsunterschiede zwischen den extrahierten
Nukleinsauren der beiden Testmedien feststellen (1V.3.4; Abbildung 13). Jedoch fihrte eine
Hypermethylierung des NEUROG1-Promotors in der Ein-Schritt-Real-Time-PCR zu
signifikant niedrigeren Ct-Werten in der Untersuchung von EDTA-Plasma im Vergleich zur
Testung an Blutserum (p=0,0381).

Fur die Untersuchung hypermethylierter zirkulierender Nukleinsduren nutzen insgesamt acht
von 18 betrachteten Studien Blutplasma als Ausgangsmaterial (deVos et al. 2009;
Grutzmann et al. 2008; Jensen et al. 2008; Lee et al. 2013a; Lofton-Day et al. 2008; Miotto et
al. 2004; Toth et al. 2012; Warren et al. 2011). Hingegen fiihrten zehn Autoren ihre Analyse
an Serum-DNA durch (Ebert et al. 2006; Grady et al. 2001; Herbst et al. 2011; Herbst et al.
2009; Leung et al. 2005; Nishio et al. 2010; Oh et al. 2013; Tan et al. 2007; Wallner et al.
2006; Wu et al. 2011). Insbesondere die Arbeitsgruppe um Herbst et al. (2011) beschrieben
in ihren Publikationen sowie in einer medizinischen Dissertationsschrift von Rahmig (2012)
eine Uberlegenheit des Serums gegeniiber dem Plasma als Ausgangsmedium fiir die
Isolation zirkulierender Tumor-DNA. Argumente, wonach Studien an Plasma-DNA im
Vergleich zu Serum verminderte diagnostische Sensitivitaten fir den Nachweis entsprechen-
der Promotormethylierungen der analysierten Testgene zeigten, begriindeten ihre These
(Lofton-Day et al. 2008; Rahmig 2012). Eine weitere Publikation beschrieb in diesem
Zusammenhang ein sechsfach hoéheres Vorkommen von cfDNA in Serum gegeniiber dem
Plasma (Umetani et al. 2006). Aufgrund fehlender signifikanter Unterschiede der Ct-Werte
zwischen Plasma und Serum fir RUNX3, SEPTIN9, TMEFF2 und SDC2 in der o.g.
Untersuchung sowie der Tatsache, dass NEUROG1 aus dem EDTA-Plasma signifikant
niedrigere und damit tendenziell positivere Ct-Werte lieferte, wurde fir die weitere Analyse

der Blutspender- und Patientenproben DNA aus EDTA-Plasma isoliert.
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V.6 Einsatz der internen Kontrollen 8-Globin und B-Actin in einer methylierungsspe-
zifischen Ein-Schritt-Real-Time-PCR

Im Rahmen der methylierungsspezifischen PCR-Untersuchungen an Blutspender- sowie
Patientenplasma-DNA wurden in jeder PCR-Amplifikation eine negative sowie positive RUN-
Kontrolle an nicht-methylierter sowie methylierter DNA durchgefiihrt. Analog dem Vorgehen
an Spender- und Patientenplasma-DNA-Proben erfolgten auch fur die RUN-Kontrollen -
jeweils im Vergleich - Messungen an Duplex- und Multiplex-Ansatzen. Dies bedeutete, dass
in einem Duplex-Ansatz - neben Oligonukleotiden flr die tumorspezifische Sequenz -
Oligonukleotide fur B-Actin enthalten waren. B-Actin enthélt eine Schnittstelle fir BstUI, Acil
und Accll und sollte daher - als unmethylierte Kontrollsequenz - mit Ct-Werten nahe 50 ein
negatives Ergebnis anzeigen. Auf diese Weise konnte die Funktionalitat der Restriktions-
enzyme in jedem Reaktionsgefal? Uberprift werden. Eine Kompetition um Desoxyribo-
nukleosidtriphosphate (ANTP) und Polymerase war nicht zu erwarten, da B-Actin zu Beginn
der PCR bereits in verdauter Form vorlag. Multiplex-Mastermixe enthielten hingegen neben
dem negativen Referenzgen B-Actin noch das B-Globin-Gen, welches hier als interne
Positivkontrolle eingesetzt wurde. Im Bereich der amplifizierten Sequenz von [3-Globin
befindet sich keine Schnittstelle fir die eingesetzten Restriktionsenzyme. Deshalb war
unabhangig von jeglicher Methylierung ein positives Ergebnis der internen Kontrolle zu
erwarten. Referenzgene - auch genannt Housekeeping-Gene - sind in diesem
Zusammenhang Gensequenzen, welche dem PCR-Ansatz als interne, unabhangige und
nicht durch die Reaktion der eigentlichen Testgene beeinflussbare Kontrolle hinzugefligt
werden (Kozera und Rapacz 2013). Sie zeigen unabhéangig von der eingesetzten DNA sowie
den Testgen-Primern und Sequenzen in jeder PCR eine minimale Variabilitdt, was das
B-Globin fir die vorliegende Studie exemplarisch verdeutlichte (Abbildung 11). Anhand
dieses Vorgehens ware ein interner Vergleich sowie die Normalisierung der ermittelten Ct-
Werte der Testsequenzen in Relation zu den Ct-Werten einer beziehungsweise zweier
internen Kontrollen mdoglich. Auf diese Weise lasst sich insgesamt die Effizienz des
Verfahrens erhéhen sowie die Variabilitdt der PCR-Methode korrigierbar machen (Bustin et
al. 2013; Bustin et al. 2009; Dijkstra et al. 2014; Kozera und Rapacz 2013). Dies ist nach
Reviews von Dijkstra et al. (2014) sowie Kozera und Rapacz (2013) Grundvoraussetzung
methylierungsspezifischer PCR-Testungen auch wenn in ihren Publikationen hauptsachlich
die Analyse von miRNA bzw. RNA anstelle von DNA im Vordergrund stand. Weiterhin war
fir einen Grofteil der methylierungsspezifischen Studien, aufgrund von zum Teil
gravierenden Verfahrensunterschieden und Dokumentationsliicken in der Prasentation und
Interpretation der erhobenen Ergebnisse, eine Vergleichbarkeit untereinander nicht gegeben.
Nach Dijkstra et al. (2014) nutzten in der Zeit zwischen 2006 bis 2013 insgesamt 179

Studien eine methylierungsspezifische quantitative PCR an miRNA sowie RNA im Rahmen
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der Tumordiagnostik und Therapiestratifizierung. Lediglich acht dieser Studien griffen dabei
-wie in der vorliegenden Arbeit an DNA erfolgt - auf den Einsatz von jeweils zwei
Referenzgenen fur die Detektion von Hypermethylierungen in den getesteten RNA-Proben
zuriick, was die Aussagekraft entsprechend erhohte (Dijkstra et al. 2014; Kozera und
Rapacz 2013). Weiterhin wiesen ein Grof3teil der durch Dijkstra et al. (2014) analysierten
Studien keine Effizienzen des Verfahrens aus, was eine Einschatzung von Validitat,
Reproduzierbarkeit und Zuverlassigkeit des Verfahrens maR3geblich erschwerte und letztlich
zu insuffizienten Darstellungen fuhrte (Dijkstra et al. 2014). Trotz der Tatsache, dass in der
letztgenannten Publikation anstelle von DNA miRNA sowie RNA Gegenstand der
Betrachtungen waren, ist meiner Ansicht nach eine Ubertragbarkeit allgemeiner
Verfahrensgrundsétze hinsichtlich der PCR-Validierung durchaus gegeben (Dijkstra et al.
2014). Eine anerkannte Orientierung fur den Umfang einer PCR-Validierung lieferten die von
Bustin et al. (2009) definierten MIQE-Richtlinien, wonach entsprechende Verfahrensgiite-
kriterien Grundvoraussetzung einer externen Vergleichbarkeit darstellten. Trotz dieser
Empfehlungen muss fiir eine sensitive PCR, welche Zielmolekiile in geringster Konzentration
detektieren soll, eine Kompetition der internen Kontrollen mit der Folge einer reduzierten
Sensitivitdt ausgeschlossen werden. Hierzu ist eine Gegenulberstellung der Ergebnisse aus
den Untersuchungen mit und ohne interne Kontrolle essenziell. Dieser beschriebene
Vergleich der Ct-Werte o0.g. Duplex- sowie Multiplex-PCR-Experimente zeigte in diesem
Zusammenhang keine statistisch signifikanten negativen Effekte auf die Hohe der
genspezifischen Ct-Werte. Fir die Promotor-Regionen NEUROG1, TMEFF2, SDC2 sowie
RASSF1A wurde sogar mit interner Kontrolle ein signifikant gilnstigeres
Signhal-Rausch-Verhéltnis beobachtet als ohne interne Kontrolle.

In vergleichbaren Methylierungsstudien anderer Autoren kam oftmals lediglich ein
Referenzgen zum Einsatz. In den Studien von Herbst et al. (2011) und Lind et al. (2011)
handelte es sich dabei um das ALU-C4-Gen, einer repetitiven, oftmals hypermethylierten
Intron-Sequenz, welche als Multi-Copy-Gen trotz potentieller tumorbedingter DNA-
Veranderungen eine hohe Amplifikationswahrscheinlichkeit aufweist (Alix-Panabieres et al.
2012; Weisenberger et al. 2005; Weisenberger et al. 2004). Weitere Referenzgene, die im
Rahmen methylierungsspezifischer PCR-Verfahren zur Anwendung kamen, waren GSTP1
(Leung et al. 2005; Lofton-Day et al. 2008) und B-Actin (Ebert et al. 2006; Ebert et al. 2005;
Lee et al. 2013a; Moon et al. 2014b; Oh et al. 2013; Sato et al. 2002; Toth et al. 2012;
Wallner et al. 2006; Warren et al. 2011; Young et al. 2001; Zou et al. 2012). Einige
Publikationen enthielten wiederum keine Angaben zu einer internen Kontrolle (Imamura et al.
2005; Miotto et al. 2004; Moinova et al. 2002). Eine weitere Schwierigkeit - welche auch fir
zukUnftige Analysen zu beachten ist - war die fehlende allgemeine Anwendbarkeit der

Referenzgene auf unterschiedliche Tumorentitaten. Hiernach war jede eingesetzte interne
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Kontrollsequenz fur die Testung diverser Tumorentitaten und Karzinomstadien unterschied-
lich gut geeignet (Andersen et al. 2004; Chari et al. 2010; Chervoneva et al. 2010). Unter
Berlcksichtigung der MIQE-Richtlinien, den hier dargestellten Anforderungen an ein
Referenzgen sowie unter Einbeziehung der o.g. Ergebnisse zum Einfluss der internen
Kontrollen auf das Ct-Niveau der jeweiligen Testsequenzen ist der Einsatz von B-Globin in
Kombination mit B-Actin (Multiplex-Ansatz) in zuklnftigen Studien zur methylierungsspe-
zifischen Ein-Schritt-Real-Time-PCR begriindet.

V.7 Diagnostische Spezifitat und Sensitivitat fur RUNX3, NEUROG1, SEPTINY,
TMEFF2, SDC2 und RASSF1A im Vergleich zu bisherigen Publikationen

Die Tabellen 18, 19 und 20 liefern in Abhangigkeit vom Ausgangsmaterial (Plasma oder
Serum) einen Uberblick zur Wertigkeit einer Analyse der Promotor-Regionen von RUNX3,
NEUROG1, SEPTIN9, TMEFF2, SDC2 und RASSF1A im Vergleich zu den bisher
publizierten Arbeiten. Neben den genindividuellen Einzelergebnissen erfolgte abschlieRend
die Betrachtung ermittelter Sensitivitdten und Spezifitaten fir ein Markerpanel aus RUNXS3,
SEPTIN9 und SDC2. Die Angaben in den Tabellen missen dabei mit Zurtickhaltung vergli-
chen werden, da die Methoden und Auswahlkriterien fir den Einschluss von Patienten sehr
unterschiedlich waren. In den nachfolgenden Betrachtungen wurde dieser Aspekt, wenn
noétig, beriicksichtigt und entsprechend beschrieben.

Zur Beantwortung der Fragestellungen nach dem geeigneten Ausgangsmaterial und dem
Einfluss einer internen Kontrolle konnte in der vorliegenden Dissertation die Sensitivitat aus
nur einem Messwert pro Probe ermittelt werden. Dies ist fur einen molekulargenetischen
Test, der eine hoéchstmogliche Sensitivitat aufweisen soll, undblich. Hingegen kann eine
Analyse von Replikaten Fehler, die durch die Messung einer zu kleinen Stichprobe bedingt
sind, teilweise ausgleichen. Fir eine adaquate Beurteilung der Testgenauigkeit wurde die
Spezifitat aus Einzelwerten ermittelt. Da bei der Analyse der Blutspenderproben die
Materialmenge nicht wie bei den Patientenproben limitiert war und in zukunftigen Studien
Replikate der Ein-Schritt-Real-Time-PCR eingeplant werden sollten, wurde in den o.g.
Tabellen zuséatzlich die Spezifitat nach Messung von Duplikaten angegeben.

Im Vergleich hierzu flhrten beispielsweise Herbst et al. (2012), Lofton-Day et al. (2008)
sowie Moon et al. (2014) ihre Untersuchungen an Duplikaten durch. DeVos et al. (2009),
Warren et al. (2011), Toth et al (2012), Lee et al. (2013), Oh et al. (2013) sowie Lind et al.
(2011) nutzten fur ihre PCR sogar Triplikate zur Ermittlung der genspezifischen Spezifitdten

und Sensitivitaten.
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Tabelle 18: Diagnostische Sensitivitditen und Spezifitaten

Real-Time-PCR an Plasma-DNA im Vergleich

der methylierungsspezifischen

x
X
= R >
il 2 g % $% e
Q@ . T 2 'S = o = o 3
3 3 £ % ? = S £z &z
o & > g 5 2 a € & S g
= € o a 3 2 5
S 2 7 S < 5
= g L =
£
eigene Studie ” 2015 P -V 20% 96% 5/25 1/24
eigene Studie ? 2015 P IV 20% 100% 5/25 0/24
RUNX3 Tan et al. 2007 S -V 65% 100% 11/17 0/10
Nishio et al. 2010 S -V 29% n.a. 100/344 n.a.
Herbst et al. 2011 S v 40% 87% 6/15 2/15
eigene Studie ¥ 2015 P -V 12% 96% 3/25 1/24
NEUROG1 eigene Studie ? 2015 P -V 12% 96% 3/25 1/24
Herbst et al. 2011 S -V 66% 91% 63/95 4/45
eigene Studie ? 2015 P IV 53% 92% 8/15 % 2/24
eigene Studie ? 2015 P -V 53% 96% 8/159 1/24
Lofton-Day et al. 2008 P -V 69% 86% 92/133 25/179
DeVos et al. 2009 P -V 73% 93% 71/97 12/172
SEPTIN9  |Grutzmann et al. 2008 P -V 72% 90% 90/125 19/183
Warren et al. 2011 P I-IvV 90% 88% 45/50 11/94
Toth et al. 2012 P -V 96% 85% 88/92 14/92
Lee et al. 2013 P -V 37% 91% 37/101 9/96
Ahlquist et al. 2012 P -V 60% 73% 18/30 13/49
eigene Studie * 2015 P -V 16% 96% 4/25 1/24
eigene Studie ? 2015 P -V 16% 96% 4/25 1/24
TMEFF2 Lofton-Day et al. 2008 P -V 65% 69% 87/133 56/179
Wallner et al. 2006 S -V 13% 100% 13/103 0/20
Herbst et al. 2011 S -V 20% n.a. 19/95 n.a.
eigene Studie * 2015 P -V 56% 92% 14/25 2/24
SDC2 eigene Studie ? 2015 P -V 56% 100% 14/25 0/24
Ohetal. 2013 S -V 87% 95% 114/131 6/125
RUNX3 | gigene Studie? 2015 P -V 73% 79% 11/15 5/24
SEPTING
Spc2 | eigene Studie ? 2015 P -V 73% 96% 11/15% 1/24
T | RUNX3
3| pi6
o Tan et al. 2007 S -V 82% 100% 14/17 0/10
+ | RASSFIA ’ ’
% |__CDH1
= APC
MGMT
Lee et al. 2009 P Il 87% 92% 211/243 22/276
RASSF2A ’ ’
Wif-1

* P=Plasma, S = Serum *N,, = Anzahl gesunder Kontrollen (Health-Donors)

Y Spezifitat und Sensitivitit aus Ct;-Werten entsprechend einer PCR-Einfachbestimmung

2 Spezfitat aus Ct-Mittelw erten einer PCR-Doppelbestimmung, Sensitivitdt aus PCR-Einfachbestimmung (Ct,)

9 keine Werte fur 10 Patientenproben aufgrund fehlerhafter SEPTIN9-PCR
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Tabelle 19: Diagnostische Sensitivitaten und Spezifitdten der methylierungsspezifischen

Real-Time-PCR an Tumorgewebe-DNA im Vergleich

*
*
£ X 20
= (v +=
® - = g % ¥ ¥ 52
c g = T 8 5 - 87 g :
g = I = S S T &
A 2 g 9 = 0 aN) oy £ o
0] 9] ] c = 0 2
2 E ; @ $c
F g s
=
eigene Studie 2015 T HV 87% 100% 20123 0124
RUNKS Nishio et al. 2010 T -V 39% n.a. 47/119 n.a.
Imamura et al. 2005 T Dukes A-D 34% na. 31/92 na.
Moon et al. 2014 T -V 67% 82% 70/105 2011
NEUROGL | eigene Studie” 2015 T -V 9% 96% 2123 1/24
SEPTIN9 | eigene Studie” 2015 T -V 100% 96% 23123 1/24
eigene Studie Y 2015 T -V 91% 96% 21123 1/24
R Young et al. 2001 T -V 84% 87% 46/55 7115
Ebert et al. 2005 T -V % 95% 36/47 1721
Sato et al. 2002 T AC (CU*) 50% 100% 24/48 0/5
SOC2 eigene Studie 2015 T -V 87% 100% 20123 0/24
Ohetal. 2013 T -V 98% 95% 136/139 71139
eigene Studie 2015 T -V 35% 100% 8/23 24124
Sakamoto et al. 2004 T Frilhstadien 81% 51% 39/48 19/39
RASSF1
Brandes et al. 2005 T -V 21% na. 14/64 na.
Frigola et al. 2005 T -V 52% 70% 16/31 6/20
RUNX3
SEPTING | eigene Studie 2015 T -V 100% 96% 23123 1/24
SDC2
APC
R/’:ASG SNI|:T2 A Lee et al. 2009 T J-II 91% 92% 211/243 22/276
o | Wil
o | AGTRL
;6 WNT2 | Carmonaet al. 2013 T -V 95% 89% 57/60 4/38
G| SLIT2
p
CNRIP1
FBN1
INA ,
MAL Lind et al. 2011 T -V 99% 98% 73/74 1/51
SNCA
SPG20

*T = Gewebe (Tissue) **Nyp = Anzahl gesunder Kontrollen (Health-Donors) *** CU = Colitis Ulcerosa

Y Sensitivitat und Spezifitat aus Ct-Mittelw erten (Ct; und Ct,) einer PCR-Doppelbestimmung
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Tabelle 20: Diagnostische Sensitivitaten und Spezifitaten methylierungsspezifischer
Markerpanel im Vergleich

%
E X 273
e [ =7 =
o , : : 3 2% 2g
c = = © @ > = Q Z o 2
o E ® 5 7] = N IS TG
0 2 5 g £ @ 8 gy < g
2 o] o c aQ icl oo
= E b » 9 c % 5
F g Ls
=
RUNX3 | eigene Studie ” 2015 T -V 100% 79% 23/123 5/24
SEPTIN9
SDC2 | eigene Studie 2015 T -V 100% 96% 23/123 1/24
RUNX3 | eigene Studie ” 2015 P -V 73% 79% 11/15? 5/24
SEPTIN9
SDC2 | eigene Studie 2015 P -V 73% 96% 11/15% 1/24
o | AGTR1
G| WNT2 | Camonaetal. 2013 Stuhl -V 78% 89% 50/64 4/38
o
- [ SLIT2
)
<
3
2
SDNA-Test| Ahlquist et al. 2012 Stuhl -V 87% 93% 36/30 7146
CNRIP1
FBN1
INA .
MAL Lind et al. 2011 Stuhl -V 94% 98% 168/179 2/110
SNCA
SPG20

*T=Gewebe (Tissue), P=Plasma **N, = Anzahl gesunder Kontrollen (Health-Donors)

h Spezifitét und Sensitivitédt aus Ct;-Werten entsprechend einer PCR-Einfachbestimmung

2 Sensitvitat und Spezifitét aus Ct-Mittelw erten (Ct; und Cty) einer PCR-Doppelbestimmung

9 Spezfitét aus Ct-Mittelw erten einer PCR-Doppelbestimmung, Sensitivitét aus PCR-Einfachbestimmung (Ct1)

% SDNA-Test: Mutti-Target-Methylierungsanalyse an BMP3, NDRG4, Vimentin, TFPi2, K-RAS-Mutation, Beta-Actin, Quantifikation von Hamoglobin
RUNX3

Fur RUNXS3 wurde bei einer Einfachbestimmung und einem Cut-Off-Ct von 40 an isolierter
Patientenplasma-DNA eine Sensitivitdt von 20 % ermittelt. Die Spezifitdt lag unter
Berucksichtigung der ersterhobenen Ct;-Werte bei 96%. Fiur die Ct-Mittelwerte der
Doppelbestimmung (Ct; und Ct,) ergab sich eine Spezifitdt von 100 %. Vergleichbare
Studien, in denen die Hypermethylierung des RUNX3-Promotors getestet wurden,
publizierten mit 40-65 % deutlich hdhere Sensitivitaten bei vergleichbaren Spezifitaten von
87-100 % (Herbst et al. 2011; Rahmig 2012; Tan et al. 2007). Tan et al. (2007) untersuchten
neben dem RUNX3 zudem pl6, RASSF1A oder CDH1 einzeln und in Kombination auf
entsprechend tumorassoziierbare Promotormethylierungen an Serum-DNA diverser Karzi-

nomentitdten sowie an zehn gesunden Serumkontrollen. Die insgesamt 70 Serum-DNA-
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Proben setzten sich hierbei aus 17 kolorektalen Karzinomen, aus 19 Mamma-Karzinomen,
aus 20 nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen, aus vier Magen-, zwei Pankreaskarzinomen
sowie aus acht hepatozellularen Karzinomen zusammen. Fir all diese Tumorentitaten wurde
ein hypermethylierter RUNX3-Promotor mit einer Sensitivitat von 62 % und einer Spezifitat
von 100 % nachgewiesen (Tan et al. 2007). Allein fur das KRK beobachteten die Autoren
dieser Arbeit fur RUNX3 eine Hypermethylierung bei elf von 17 Patienten (Sensitivitat 65 %)
sowie eine Hypomethylierung bei zehn von zehn Kontrollpersonen (Spezifitat 100 %). Es
bleibt jedoch festzuhalten, dass die methylierungsspezifischen PCR-Untersuchungen in
dieser Arbeit nicht mittels eines Real-Time-PCR-Verfahrens umgesetzt wurden, sondern die
Quantifizierung der DNA nach PCR-Amplifikation Uber eine Gelelektrophorese erfolgte
(MSP). In der zweiten Studie von Herbst et al. (2012) wurde RUNX3 in einem Trainingsset
aufgrund der nicht ausreichenden Sensitivitat von 40 % sowie einer Spezifitdt von 87 % von
den weiteren PCR-Analysen der Studie ausgeschlossen. Hierbei wurde der
Methylierungsstatus lber eine Real-Time-PCR nach Bisulfit-Vorbehandlung erfasst. Nishio et
al. 2010 beschrieben - nach Bisulfit-Vorbehandlung und Real-Time-PCR - fiir nur 100 von
insgesamt 344 Serum-DNA-Proben eine Promotormethylierung des RUNX3, was einer
Sensitivitdt von 29 % entsprach. Unter Berlicksichtigung der getesteten Fallzahlen zeigten
die insgesamt ermittelten Sensitivitaten fir nachweisbare RUNX3-Promotormethylierungen
an peripherem Blut - mit Ausnahme der Arbeit von Tan et al. (2007) - dass der Einsatz von
RUNX3 als alleiniger Serum- oder Plasma-Marker eines KRK in zukinftigen Studien infrage
gestellt werden muss.

Die vorliegende Analyse von RUNX3 an DNA aus Tumorgewebe ergab hingegen Detek-
tionsraten von 87 % bei Spezifitditen von 96 % und 100 % aus den jeweiligen Einzel- und
Mittelwertanalysen. Nishio et al. (2010) beobachteten in einer vergleichbaren Studie eine
Sensitivitdt von 39 % bei insgesamt 119 DNA-Proben aus Tumorgewebe. Zwei weitere
Arbeiten zeigten fir 92 beziehungsweise 105 Gewebeproben wiederum Sensitivitdten von 34
% und 67 % (Imamura et al. 2005; Moon et al. 2014a). Aus der Arbeit von Moon et al. (2014)
ging zudem eine Spezifitdt von 82 % mit zwei von 11 falsch-positiven Ergebnissen hervor.
Die Autoren nutzten hierbei sowohl MSP als auch Real-Time-PCR. Hinsichtlich des Nach-
weises einer Hypermethylierung von RUNX3 in DNA aus Tumorgewebe zeigte die vorlie-
gende Arbeit im Vergleich zu anderen Publikationen eine hoéhere Sensitivitdt (87 %).
Einschrankend war jedoch - wie bei den Untersuchungen an Patientenplasma - die Anzahl
der Karzinom- und Kontrollproben im Vergleich zu den Angaben in der Literatur gering, was

die Aussagekraft dieser Beobachtung relativiert.

Seite | 92



Diskussion

NEUROG1

Fir NEUROG1 wurde auch in den Kontrollproben eine Methylierung des Promotors
beobachtet. Der Anspruch an eine hohe Spezifitdt des Testverfahrens erforderte die Festle-
gung eines vergleichsweise niedrigen Cut-Off-Ct von 34. In der Folge wurde eine Sensitivitat
von 12 % bei einer Spezifitat von 96 % aus Einfach- und Doppelbestimmung ermittelt. Herbst
et al. (2011) beschrieben NEUROGT1 als vielversprechenden Marker fir die Friherkennung
eines KRK. Speziell fir die UICC-Tumorstadien | und Il erreichten die Autoren Sensitivitaten
von 52 % beziehungsweise 71 %. Pramaligne Lasionen wurden aus dem Serum hingegen
nur mit einer Sensitivitat von etwa 8 % detektiert. Uber alle UICC-Stadien lag die Sensitivitat
der Analyse einer NEUROG1-Hypermethylierung bei 66 %. Die Spezifitat betrug hierbei 91
%. In dieser Studie wurde Material von insgesamt 95 KRK-Patienten sowie von 45 gesunden
Kontrollpersonen mittels einer Real-Time-PCR nach Bisulfit-Vorbehandlung untersucht
(Herbst et al. 2011; Rahmig 2012).

Die Ein-Schritt-Real-Time-PCR fir NEUROG1 zum Nachweis entsprechender Promotorme-
thylierungen an Tumorgewebe-DNA lieferte Sensitivitaten von 13 % und 9 % aus Einfach-
sowie Doppelbestimmung und lag damit im Bereich der Sensitivitdt aus der Plasma-Untersu-
chung. Die ermittelten Spezifitaten betrugen hierbei jeweils 96 % fir die Einzel- und
Mittelwert-Analyse. Vergleichbare Daten zum Methylierungsstatus von NEUROGL1 in Tumor-
gewebe von KRK-Patienten waren der aktuellen Literatur in diesem Zusammenhang nicht zu
entnehmen. Fir NEUROG1 war letztlich festzustellen, dass die vielversprechenden Daten
von Herbst et al. (2011) und Rahmig (2012) zur KRK-Diagnostik anhand einer
nachweisbaren Hypermethylierung des NEUROGZ1-Promotors in der vorliegenden Arbeit

nicht reproduziert werden konnten.

SEPTIN9

Fur SEPTIN9 zeigte die vorliegende Arbeit an Plasma-DNA eine Sensitivitdt von 53 % sowie
Spezifitdten von 92 % beziehungsweise 96 % aus Einfach- und Doppeldetektion. Der Methy-
lierungsnachweis von SEPTIN9 mittels Real-Time-PCR-Methode ist bereits seit Oktober
2009 kommerziell erhaltlich, was die Verfuigbarkeit vieler Studiendaten fir diesen epigeneti-
schen Tumormarker erklart (Ahlquist et al. 2012; deVos et al. 2009; Grutzmann et al. 2008;
Lee et al. 2013a; Lofton-Day et al. 2008; Toth et al. 2012; Warren et al. 2011). Dennoch
schwanken die Angaben zu Sensitivitat und Spezifitat dieses Biomarker in der Literatur stark.
Bisher wurden hier insgesamt Sensitivitaten von 37-96 % und Spezifitaten von 73-93 % be-
schrieben (Ahlquist et al. 2012; deVos et al. 2009; Grutzmann et al. 2008; Lee et al. 2013a;
Lofton-Day et al. 2008; Toth et al. 2012; Warren et al. 2011). Vor allem die Arbeiten von
Warren et al. (2011) sowie von Toth et al. (2012) publizierten mit 90-96 % Sensitivitdt und
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85-88 % Spezifitat die aktuell htchsten Detektionsraten. Positive Methylierungsnachweise an
KRK-Patientenproben waren in diesen Studien in 45 von 50 beziehungsweise 88 von 92
Fallen nachweisbar. Falsch-positive Ergebnisse lagen in elf von 94 und 14 von 92 gesunden
Probandenproben vor. Toth et al. (2012) nutzten hierbei den kommerziellen Test der Firma
Epigenomics Epi proColon Kit 2.0 (Epigenomics AG, Berlin, Deutschland) im Vergleich zu
einem konventionellen FOBT sowie zur CEA-Konzentration im Blut. Sie konnten eine Uberle-
genheit des SEPTIN9-Tests gegentiber den anderen beiden Methoden speziell fir rechtssei-
tige und damit proximal lokalisierte KRK zeigen. Warren et al. (2011) beschrieben auf3erdem
eine Sensitivitat von 87 % fur eine Detektion der Tumorstadien | und 1l und bestatigten damit
SEPTIN9 als vielversprechenden Screeningmarker. Die Studien von Lofton-Day et al. (2008)
sowie von Ahlquist et al. (2012) erreichten wiederum Sensitivitaten von 60-69 % und lagen
damit im Bereich der hier dargestellten Ergebnisse. Die Arbeitsgruppe um Lofton-Day et al.
(2008) untersuchte SEPTIN9 an der grofdten Patientenzahl (N=133). Eine Gegenulberstellung
diese Studie war hinsichtlich des Vorgehens und des Versuchsaufbaus mit der hier
vorliegenden Arbeit méglich. So war beispielsweise die Festlegung genspezifischer Messbe-
reiche und Nachweisgrenzen mit der Vorgehensweise in dieser Studie vergleichbar (Lofton-
Day et al. 2008). Zudem wurde auch in dieser Arbeit eine enzymatisch katalysierte
Verdauungsreaktion durch Einsatz einer Restriktionsendonuklease durchgefiihrt. In einer
Micro-Array-Analyse und einer anschlieBenden PCR an DNA aus Tumorgewebe, tumor-
freiem Gewebe sowie an peripheren Blutlymphozyten wurden neben SEPTIN9 das NGFR-
sowie das TMEFF2-Gen aus 56 potentiellen Testgenen ausgewahlt. Diese vorselektierten
Marker wurden anschlieRend in einer Real-Time-PCR an Plasma-DNA auf nachweisbare
Hypermethylierungen getestet (Lofton-Day et al. 2008). Unter diesen drei Sequenzen zeigte
sich SEPTIN9 am sensitivsten in der Detektion von Promotormethylierungen tber alle
UICC-Tumorstadien. Dieser Marker erreichte dariiber hinaus - flr eine vorausgesetzte
Mindestspezifitat von 95 % - Fruhdetektionssensitivitaten von 30-56 % fir die UICC-Stadien
0 bis Il. Ahlquist et al. (2012) testeten SEPTIN9 in Plasma im Vergleich zu einem Stuhl-DNA-
Markerpanel. Hier konnte an DNA aus insgesamt 30 KRK-Patienten und 49 gesunden -
Kontrollpersonen eine Sensitivitat von 60 % sowie eine Spezifitat von 73 % ermittelt werden
(Ahlquist et al. 2012). Im Gegensatz zu den bisher dargestellten Arbeiten beschrieben Lee et
al. (2013a) fur SEPTIN9 mit nur 37 % eine deutlich niedrigere Sensitivitat bei einer Spezifitat
von 91 %.

Bei der Betrachtung der Studien zu SEPTIN9 fiel auf, dass Plasma dem Serum als Aus-
gangsmaterial vorgezogen wurde. Auch in der vorliegenden Arbeit waren die 9 Ct-Werte aus
3 Patientenplasmaproben tendenziell niedriger (Mittelwert=41,51) als bei der Untersuchung
von Serum aus der gleichen Blutentnahme (Mittelwert=47,49). Dieser Unterschied war je-

doch lediglich fir NEUROG1 statistisch signifikant. Hingegen ergab der Vergleich der Ct-
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Werte aus Plasma und Serum fir RUNX3, SEPTIN9, TMEFF2 und SDC2 in diesem Zu-
sammenhang keine statistische Signifikanz (Abbildung 13). Hinsichtlich der eingesetzten
Fallzahlen waren die dargestellten Ergebnisse am ehesten mit den Daten von Ahlquist et al.
(2012) vergleichbar. Alle weiteren Studien fuhrten wiederum methylierungsspezifische Unter-
suchungen an deutlich mehr Patienten durch. Die Gberwiegende Zahl der Studien betrach-
teten in ihren Untersuchungen an RK SEPTIN9 nicht differenziert. Vor diesem Hintergrund
und dem Aspekt der vergleichsweise hohen Sensitivitat der SEPTIN9-Untersuchung sollte
das Ein-Schritt-Real-Time-PCR-Verfahren bei einer gré3eren Patientengruppe unter Berick-
sichtigung unterschiedlicher Tumorstadien untersucht werden. Die in dieser Arbeit ermittelten
Sensitivitdten und Spezifitaten erforderten die Festlegung eines vergleichsweise hohen Cut-
Off-Ct von 46. Damit stieg das Risiko falsch-positiver Messergebnisse deutlich. Fir einige
Patientenproben ergaben sich jedoch Ct-Werte von 41-44, so dass zukinftig die Effizienz
der SEPTINS-PCR verbessert werden muss.

In der vorliegenden Arbeit war SEPTIN9 in DNA aus Tumorgewebe in 23 von 23 Fallen
hypermethyliert, was Sensitivitdten von 100% fur Einfach- und Doppelbestimmungen
entsprach. Die fir SEPTIN9 ermittelten Spezifitaten betrugen 92 % (Einfachbestimmung)
und 96 % (Doppelbestimmung) bei zwei beziehungsweise einer falsch-positiven Detektion.
Lofton-Day et al. (2008) beschrieben Promotormethylierungen fir SEPTIN9 an Tumorge-
webe-DNA in mehr als der Halfte der getesteten KRK-Patienten (N=114). Damit wird von
dieser Arbeitsgruppe sogar eine geringere Sensitivitat beschrieben als fir die Untersuchung
von Patientenplasma, was sich nur durch die Freisetzung von hypermethyliertem SEPTIN9
aus gesundem Gewebe erklaren lasst. Unter Berticksichtigung der in dieser Arbeit erzielten
vielversprechenden Detektionsraten sowie der geringen Anzahl vergleichbarer Publikationen
ist eine nachfolgende Real-Time-PCR-Analyse von SEPTIN9 an Tumorgewebe-DNA
prospektiv und an einer gré3eren Fallzahl zu empfehlen.

TMEFF2

Fur TMEFF2 konnte in der hier durchgefuhrten Analyse an Plasma-DNA von 25 KRK-Patien-
ten sowie 24 Blutspendern eine Sensitivitdt von 16 % aus der Einzelwertanalyse sowie
Spezifitdéten von jeweils 96 % aus der Einfach- und Doppelbestimmung erzielt werden. Die
Sensitivitat ist daher mit den Daten von Wallner et al. (2006) sowie Herbst et al. (2011) ver-
gleichbar, welche in ihren Methylierungsanalysen von TMEFF2 an Serum-DNA Sensitivitaten
von 13 % beziehungsweise 20 % ermitteln konnten. Allerdings erfolgte in beiden Studien der
Nachweis entsprechender Promotormethylierungen an insgesamt 103 sowie 95 Patientinnen
und Patienten und damit an deutlich groReren Patientengruppen im Vergleich zu der hier

vorliegenden Arbeit. Wallner et al. (2006) beschrieben wiederum eine Spezifitat von 100 %
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bei 20 gesunden Kontrollproben. Damit ist hinsichtlich der Anzahl der Kontrollproben eine
direkte Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen dieser Arbeit gegeben. In der Studie von
Lofton-Day et al. (2008) war TMEFF2 mit 65 % deutlich haufiger hypermethyliert als in ande-
ren Studien. Die Autoren nahmen hierflr jedoch eine reduzierte Spezifitat in Kauf. So ergab
sich fur 179 gesunde Probanden eine Spezifitat von nur 69 % (Lofton-Day et al. 2008). Die-
ser Vergleich unterstreicht die Bedeutung des Cut-Off fir die Bestimmung von Sensitivitat
und Spezifitdt eines Diagnoseverfahrens. Fiur einen Tumormarker sollte die Spezifitat in der
N&he von 95 % liegen, da ansonsten die Wertigkeit in klinischen Behandlungspfaden deut-
lich infrage gestellt werden muss.

Fur die durchgefiihrte PCR-Analyse von TMEFF2 an Tumorgewebe-DNA waren mit 87 %
und 91 % aus Einzel- beziehungsweise Mittelwertanalyse wiederum deutlich héhere Sensi-
tivitaten im Vergleich zur Plasma-DNA-Untersuchung zu beobachten. Die Spezifitdten lagen
fur beide Analysevarianten bei 96 %. Ahnliche Ergebnisse wurden auch von anderen
Arbeitsgruppen beobachtet. Ebert et al. (2005) sowie Young et al. (2001) beschrieben fir die
methylierungsspezifischen PCR-Testungen an Gewebe-DNA Sensitivitaten von 77 % und
84 % sowie Spezifitaten von 95 % und 87 %. In den genannten Studien wurden jeweils 47
beziehungsweise 55 Patientenproben sowie 21 beziehungsweise 15 Kontrollproben unter-
sucht. Insbesondere Ebert et. al. (2005) beschrieb das TMEFF2 als Marker fortgeschrittener
Tumorstadien. Auch die Arbeitsgruppe um Sato et al. (2002) untersuchte mittels
Real-Time-PCR-Verfahren DNA-Proben aus 48 Adenokarzinom-Patienten sowie flinf ge-
sunde DNA-Kontrollen auf TMEFF2-Promotormethylierungen. Hierbei konnte eine Sensitivi-
tat von 50 % und eine Spezifitdt von 100 % ermittelt werden. Einschrankend ist jedoch
anzufiihren, dass bei dieser Studie ausschlie3lich DNA-Proben aus Colitis-assoziierten Kar-
zinomen bericksichtigt wurden und daher eine Vergleichbarkeit aufgrund der Pathophysiolo-
gie nur eingeschrankt gegeben war (Sato et al. 2002).

In Zusammenschau der in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse sowie den Daten der an-
gefihrten Studien kann TMEFF2 als Gewebemarker fir ein KRK in fortgeschrittenen
Tumorstadien verwendet werden. Hingegen ergaben sich aus der Plasma- sowie Serum-
detektion in vier von funf Untersuchungen vergleichsweise niedrige Sensitivitdten, wonach
TMEFF2 als potentieller Blut-Biomarker - speziell fir das RK - ungeeignet erscheint. Erwah-
nenswert ist in diesem Zusammenhang, dass eine Methylierungsanalyse dieses Tumormar-
kers moglicherweise fur den Nachweis weiterer Karzinomentitaten, wie beispielsweise fir
Osophagus-, Kardia-, distale Magenkarzinome oder Gallenblasentumoren, geeignet sein
kénnte, was Arbeiten von Geddert et al. und Takahashi et al. aus dem Jahr 2004 nahelegen.
Hier konnten - ebenfalls mittels methylierungsspezifischer PCR - Methylierungsraten fir
TMEFF2 von 64 %, 38 %, 54 % und 20 % flr Osophagus-, Kardia-, Magen-, sowie Gallen-

blasenkarzinome aufgezeigt werden (Geddert et al. 2004; Takahashi et al. 2004). Hinsicht-
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lich einer Anwendung von TMEFF2 als Biomarker dieser genannten Entitdten bedarf es je-

doch weiterer prospektiver Untersuchungen an ausreichend groRen Patientengruppen.

SDC2

Fur SDC2 wurde in dieser Arbeit an 25 Plasma-DNA-Proben der Tumorstadien Il und Il eine
diagnostische Sensitivitat von 56 % aus einer PCR-Einfachbestimmung ermittelt. Aus der
Untersuchung von 24 gesunden DNA-Kontrollproben aus Blutspender-Plasma gingen
wiederum Spezifitaten von 92 % und 100 % aus Einfach- und Doppelbestimmung hervor.

In der Arbeit von Oh et al. (2013) erfolgte eine methylierungssensitive PCR-Detektion aus
Serum an 114 von 131 KRK-Patientenproben, was einer Sensitivitat von 87 % entsprach. Bei
125 Kontrollproben lag die diagnostische Spezifitdt hier bei 95 %. Daruber hinaus konnte
diese Arbeit bemerkenswerte Sensitivitaten von 92 % (24 von 26 positiv), 82 % (47 von 57
positiv) und 92 % (11 aus 12 positiv) fur die Detektion der KRK-Tumorstadien I, 1l und I
erreichen (Oh et al. 2013), so dass das SDC2 durch die Autoren als vielversprechender
Screening-Marker dargestellt wurde. Insgesamt konnten in der vorliegenden Arbeit durch
Ein-Schritt-Real-Time-PCR-Analyse an Plasma-DNA die hohen Sensitivitdten von Oh et al.
nicht bestatigt werden. SDC2 sollte jedoch - bei Methylierungsraten von tber 50 % - an
groReren Fallzahlen sowie im Rahmen der Testung eines diagnostischen Markerpanels aus
dem peripheren Blut weiter untersucht werden. Unter Beriicksichtigung der deutlich geringe-
ren Anzahl untersuchter Proben lagen die dargestellten Spezifitaten flir SDC2 im Bereich der
Beobachtungen von Oh et al. (2013).

SDC2 in Tumorgewebe-DNA war in 87 % der Féalle hypermethyliert. Die Spezifitdten lagen
bei 92 % und 100 % ermittelt aus Einfach- und Doppelbestimmungen an Blutspender-DNA.
Vergleichend hierzu beschrieben Oh et al. (2013) fir insgesamt 139 getestete Tumorgewe-
beproben und 139 tumorfreie Gewebeproben eine Sensitivitat von 98 % sowie eine Spezifitat
von 95 %. Fir weiterfihrende Methylierungsanalysen des SDC2 an isolierter Gewebe-DNA
ist daher, neben einer grof3eren Anzahl zu untersuchender Gewebe- und Kontrollproben, der
Einsatz von DNA aus gesundem Kontroll-Gewebe des gleichen Probanden im Sinne eines
Matching empfehlenswert. In dieser Arbeit konnte letztlich das Potential von SDC2 als
epigenetischer Biomarker, welches durch Oh et al. (2013) beschrieben wurde, durchaus
bestatigt werden. Es empfiehlt sich jedoch auch fir diese Gensequenz die Durchfiihrung
weiterer prospektiver Fall-Kontroll-Studien, um die Bedeutung dieses Markers fiur die

Krankenversorgung ausreichend beurteilen zu kénnen.
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RASSF1A

Die methylierungssensitive PCR-Testung des RASSF1A erfolgte in der vorliegenden Arbeit
ausschlie3lich an isolierter DNA aus den verfigbaren Tumorgewebeproben (siehe 1V.4.9).
Eine Untersuchung von DNA aus Patientenplasma konnte nicht fur alle infrage kommenden
Promotor-Regionen vorgenommen werden, da hierfir das verfiugbare Volumen von 1 ml
nicht ausreichte. Die Sensitivitaten zum Nachweis einer Hypermethylierung von RASSF1A in
Tumorgewebe lagen bei 35 % fir die Einzel- und Mittelwertanalyse. Die an Blutspenderplas-
ma-DNA ermittelten Spezifitdten lagen bei 88 % beziehungsweise 100 %.

Die Angaben in der Literatur zur Hypermethylierung von RASSF1A in Gewebe-DNA von
KRK-Patienten reichen von 21 bis 81 % Sensitivitat (Brandes et al. 2005; Frigola et al. 2005;
Sakamoto et al. 2004). Insbesondere die Arbeiten von Frigola et al. (2005) und Sakamoto et
al. (2004) beschrieben Sensitivitaten von 52 % und 81 % fir 31 und 48 Tumorgewebeproben
sowie Spezifitaten von 70 % und 51 % fr 20 und 39 gesunde Kontrollproben. Die Studie von
Sakamoto et al. (2004) beschrieb hierbei RASSF1A als sensitiven Friihdetektions-Gewebe-
marker, da hier lediglich flache Frihkarzinome sowie intramukosale High-Grade-Dysplasien
untersucht wurden. Insgesamt lagen damit die Detektionsraten in beiden Studien - bei
vergleichbaren Fallzahlen - héher als in der vorliegenden Arbeit. Hingegen waren im Ver-
gleich zur dargestellten Studie die Spezifitaten in Frigola et al. (2005) und Sakamoto et al.
(2004) geringer. Brandes et al. (2005) beschrieben aul3erdem mit 21 % eine noch deutlich
geringere Sensitivitat als die der vorliegenden Ein-Schritt-Real-Time-PCR. In dieser Studie
konnten lediglich fur 14 von 64 Tumor-DNA-Proben ein positiver Methylierungsnachweis
mittels PCR-Verfahren erbracht werden (Brandes et al. 2005). Im Rahmen von Plasma-
beziehungsweise Serum-spezifischen Methylierungsanalysen fand RASSF1A hingegen nur
Anwendung in einem diagnostischen Markerpanel von Tan et al. (2007).

Zusammenfassend konnten fir RASSF1A die Ergebnisse der Studien von Frigola et al.
(2005) sowie Sakamoto et al. (2004) nicht bestatigt werden, wodurch der Einsatz des
RASSF1A als therapiestratifizierender Tumorgewebe-Marker bei KRK und speziell bei RK
nicht empfohlen werden kann. Vielversprechender zeigte sich dieser potentielle Methylie-
rungsmarker jedoch bisher in der Detektion und Prognoseevaluation anderer Karzinomenti-
taten, wie beispielsweise dem Prostatakarzinom, dem adrenokortikalen Karzinom, dem
Magenkarzinom oder dem papillaren Schilddriisenkarzinom (Kang et al. 2004; Korah et al.
2013; Kunstman et al. 2013; Shi et al. 2014). Insbesondere fir die letztgenannte Entitat
konnten Kunstman et al. (2013) mittels PCR-Restriktionsenzymverdau - in einem Vergleich
von DNA-Proben aus 41 papillaren Schilddrisenkarzinomen sowie 18 DNA-Proben aus ge-

sundem Schilddrisengewebe - Hypermethylierungen in nahezu allen Karzinomproben
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feststellen. Vor diesem Kontext empfiehlt sich fir RASSF1A daher die Durchfiihrung weiterer

prospektiver Studien an Plasma- sowie Gewebe-DNA flr verschiedene Karzinomentitaten.

RUNX3, SEPTIN9 und SDC2 als diagnostisches Markerpanel

Im Rahmen der genspezifischen PCR-Methylierungsanalyse an Patienten- und Blutspender-
plasma-DNA sowie an Tumorgewebe-DNA erfolgte die Zusammenfassung der Gensequen-
zen RUNX3, SEPTIN9 und SDC2 in einem diagnostischen Markerpanel. In Einfachdetektion
an Patientenplasma-DNA wurde hier fur die drei Gensequenzen in Kombination eine Sensiti-
vitdt von 73 % ermittelt. Die Spezifitdten aus Einfach- und Doppelbestimmung an Blutspen-
derplasma-DNA betrugen 79 % und 96 %.

Aus der Literatur konnten zwei Studien identifiziert werden, in denen vergleichbare Panel-
Methylierungsanalysen an isolierter DNA aus Plasma- oder Serum von KRK-Patienten sowie
an gesunden Kontrollen durchgefiihrt wurden (Lee et al. 2009; Tan et al. 2007). In einer
retrospektiven Studie von Lee et al. (2009) wurden fur ein Methylierungspanel aus APC,
MGMT, RASSF2A (RAS-Association Domain Family 2) sowie fir Wif-1 (Wnt-Inhibitory Factor
1) an Plasma-DNA-Proben der Tumorstadien | und Il eine Sensitivitat von 87 % sowie eine
Spezifitédt von 92 % beschrieben. Hierbei wurden insgesamt 211 von 243 DNA-Proben als
korrekt methylierungs-positiv klassifiziert. Lediglich 22 der 276 gesunden Kontrollproben
wiesen ein falsch-positives Testergebnis auf. Zusatzlich wurden in dieser Arbeit noch 48 von
64 Plasma-DNA-Proben von Adenom-Patienten als richtig methylierungs-positiv getestet.
Fur die Erkennung eines Adenoms ergab sich somit eine Sensitivitat von 75 %. In einem
weiteren von Tan et al. (2007) beschriebenen ausschliel3lich epigenetischen Panel kam eine
Kombination der Gensequenzen RUNX3, pl16, RASSF1A und CDH1 (Cadherin-1) zum
Einsatz. Insgesamt ergab sich in dieser Studie fir die Detektion von Promotormethylierungen
des o0.g. Panels uber alle Karzinomentitaten (N=70) eine Sensitivitat von 89 % bei 62 von 70
korrekt methylierungs-positiven Reaktionen. Dies machte deutlich, dass fir die getestete
Genkombination gegebenenfalls eine Anwendbarkeit fir weitere Karzinomentitaten bestehen
konnte. Fur das KRK konnte in dieser Arbeit durch das genannte Panel eine Sensitivitat von
82 % sowie eine Spezifitdt von 100 % fur 17 Karzinomserum-Proben und 10 Kontrollproben
beobachtet werden (Tan et al. 2007). Betrachtet man insbesondere die Analyse der 17 KRK-
Proben der genannten Studie, so bestand hinsichtlich der Anzahl der getesteten Proben
sowie den erreichten Ergebnissen eine gewisse Vergleichbarkeit mit der vorliegenden Ein-
Schritt-Real-Time-PCR. Hier wurde das Panels aus RUNX3, SEPTIN9 und SDC2 an 15
Patientenproben sowie 24 gesunden Kontrollen getestet. Im Gegensatz zur dargestellten
Arbeit verwendeten jedoch sowohl Tan et al. (2007) als auch die Studie von Lee et al. (2009)

in ihrem Panel vier anstelle von drei Methylierungsmarkern, wodurch sich moglicherweise die
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besseren diagnostischen Sensitivitaten von 82 % (Tan et al. 2007) und 87 % (Lee et al.
2009) erklaren lassen. Im Hinblick auf die Etablierung eines klinischen Tests nach dem Vor-
bild des kommerziellen SEPTIN9-Methylierungsnachweises konnte sich ein zusatzlicher
Methylierungsmarker jedoch gleichfalls negativ auf die Spezifitdt auswirken. Die Ergebnisse
von Lee et al. (2009) (92 % Spezifitdt) an einer deutlich grof3eren Patientengruppe weisen
auf diesen Aspekt hin. Zudem sollte das Erreichen einer héheren diagnostischen Sensitivitat
und Spezifitdt gegen den zeitlichen sowie finanziellen Mehraufwand abgewogen werden,
welcher aus dem Einsatz eines zusatzlichen Markers zwangslaufig resultiert. Beispielsweise
lieBe sich die Kosteneffizienz durch eine Automatisation des PCR-Ansatzes weiter steigern.
Es bedarf daher weiterer prospektiver Studien um die ermittelten Sensitivitdten und Spezifi-
taten zu bestatigen, die Evidenz zu verbessern und einen mdglichen Nutzen fir den klini-
schen Alltag einschétzen zu kénnen.

Fur die Testung des epigenetischen Markerpanels an Tumorgewebe-DNA-Proben ergaben
sich in der vorliegenden Arbeit Sensitivitaten von jeweils 100 % aus Einfach- und Doppel-
bestimmung. Die Spezifitaten wurden analog den Einzelgenanalysen ebenfalls in Einfach-
und Doppelbestimmung an Plasma-DNA gesunder Blutspender getestet. Hier konnten Spe-
zifitaten von 79 % beziehungsweise 96 % ermittelt werden. Diese Analyse unterstreicht den
Nutzen einer Ein-Schritt-Real-Time-PCR-Testung in Duplikaten, da somit die Spezifitat des
Experimentes deutlich verbessert werden kann.

Die erzielten Ergebnisse sind mit den Daten dreier weiterer Arbeiten vergleichbar, welche mit
einem Untersuchungspanel Sensitivitdten zwischen 91-99 % beschrieben (Carmona et al.
2013; Lee et al. 2009; Lind et al. 2011). Wie bereits fur die Detektion an Patientenplasma
dargestellt, beschréankte sich die Studie von Lee et al. (2009) Uberwiegend auf die Testung
der frihen Tumorstadien | und Il. Die Autoren erzielten hier fur eine Kombination aus APC,
MGMT, RASSF2A und Wif-1 an Tumorgewebe-DNA eine Sensitivitdt und Spezifitat von
91 % und 92 %. Insgesamt wurden in dieser Arbeit 211 von 243 Patientenproben als positiv
sowie 22 von 276 gesunden Kontrollen als falsch-positiv detektiert. Hierbei zeigte sich deut-
lich, dass der Umfang dieser Studie die Probenanzahl der in der vorliegenden Arbeit verfug-
baren Gewebe-DNA-Proben bei weitem Uberstieg, was eine direkte Vergleichbarkeit der
Ergebnisse erschwerte. Lee et al. (2009) untersuchten ausschlieZlich frihe KRK-Stadien,
wahrend in der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich DNA aus RK zum Einsatz kam. Eine
grofRere Vergleichbarkeit hinsichtlich der Sensitivitdt bestand zu den Arbeiten von Carmona
et al. (2013) sowie zu Lind et al. (2011), welche ihre Panel-Untersuchung an Tumorgewebe-
DNA von insgesamt 60 beziehungsweise 74 KRK-Patienten durchfihrten. So konnten
Carmona et al. (2013) fur ein Panel aus AGTR1 (Angiotensin-Il Receptor-Type 1), WNT2
(Wingless-Type Integration-Site Family-Member 2) und SLIT2 (Slit Homolog 2 Protein) eine

Sensitivitat von 95 % sowie eine Spezifitat von 89 % beobachten. Ein wesentlicher Unter-

Seite | 100


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Angiotensin_II_receptor_type_1&redirect=no

Diskussion

schied zur vorliegenden Studie bestand hier im Einsatz von DNA aus gesundem Darmge-
webe anstelle von Plasma-Proben gesunder Probanden zur Ermittlung der diagnostischen
Spezifitat. Ahnlich wie fur den Vergleich mit Oh et al. (2013) war dadurch auch fir diese
Studie eine direkte vergleichende Betrachtung in diesem Punkt erschwert. Hingegen war die
Anzahl der eingesetzten epigenetischen Marker (N=3) im Vergleich zur eigenen Studie
identisch. Die Arbeitsgruppe um Lind et al. (2011) wiederum beschrieb fiir ein Panel aus den
sechs epigenetischen Markern CNRIP1 (Cannabinoid Receptor Interacting Protein 1), FBN1
(Fibrillin 1), INA (Internexin Neuronal Intermediate Filament-Protein Alpha), MAL (Mal T-Cell
Differentiation Protein), SNCA (Synuclein Alpha) und SPG20 (Spastic Paraplegia 20) eine
Sensitivitdt von 99 % sowie eine Spezifitat von 98 %, wobei hier fir mindestens zwei der
sechs Marker ein positiver Gen-Methylierungsnachweis erbracht werden musste. Bei der
Ermittlung der Spezifitait kamen auch in dieser Studie DNA-Isolate aus gesundem Darmge-
webe zum Einsatz, was wiederum ein wesentlicher Unterschied zur vorliegenden Arbeit war.
In Zusammenhang mit der CAO/ARO/AIO-94 und -04 Studie nutzten auf3erdem Jo et al.
(2012) die methylierungsspezifischen Marker RUNX3 und NEUROG1 in Kombination mit
weiteren Markern (N=5) im Rahmen einer CIMP-Panel-Analyse an Tumorgewebe. Unter
Beteiligung dieser beiden Gensequenzen in dem angesprochenen Panel wurden insgesamt
150 Patienten-Gewebeproben getestet, wovon letztlich 90 % der Karzinome als CIMP- (135
von 150 Serumproben) und 10 % der Karzinome als CIMP+ eingestuft werden konnten (Jo et
al. 2012). In der Zusammenschau von Plasma- und Gewebedetektionsanalysen ist
festzuhalten, dass in mehreren Publikationen einschlie3lich der vorliegenden Arbeit eine
Erhéhung der Sensitivitdt durch den Einsatz diagnostischer Markerpanel - im Vergleich zu
den Einzelgendetektionen - zu erreichen war. Dieser Effekt kann nur erzielt werden, wenn fir
die einzelnen Reaktionen eine hohe Spezifitdt gefordert wird, da sich sonst durch eine
Anhdufung falsch-positiver Ergebnisse in verschiedenen Einzelanalysen die Spezifitat
deutlich verschlechtern kann. Vergleichbare epigenetische Panel-Untersuchungen von
Biomarkern aus dem Stuhl zeigten Sensitivitaten von 78-94 % bei Spezifitdten von 89-98 %
(Ahlquist et al. 2000; Ahlquist et al. 2012; Carmona et al. 2013; Lind et al. 2011). Diese
Zahlen deuten darauf hin, dass durch Stuhlanalysen im Vergleich mit den in dieser Arbeit
durchgefuhrten Bluttests keine wesentlichen Vorteile zu erwarten sind. Ahlquist et al. (2012)
testeten zwar an einer vergleichbaren Anzahl isolierter Stuhlproben von Karzinompatienten
(N=30) und ermittelten hierflr eine Sensitivitdt von eben 87 % sowie eine Spezifitdt von 93
%, jedoch wurde auch hier - mit insgesamt sieben Methylierungsmarkern - die Anzahl der in
der eigenen Panel-Analyse eingesetzten Tumormarker deutlich Uberschritten (Ahlquist et al.
2012). Sowohl Lind et al. (2011) als auch Carmona et al. (2013), welche in ihren Arbeiten
jeweils Methylierungsraten aus Stuhl- und Tumorgewebe-DNA miteinander verglichen,

konnten eine Uberlegenheit der PCR-Analyse an DNA aus Karzinomgewebe aufzeigen.
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Zudem wurde fir die Stuhlanalyse in weiteren Arbeiten eine - im Vergleich zum Plasma oder
Serum - geringere sowie unregelmaRigere Freisetzung von zellfreier Tumor-DNA in die
Féazes diskutiert, was sich unmittelbar auf die Detektionsraten sowie Spezifitaten auswirken
wirde. Dieser Aspekt konnte wiederum die Wahl eines geeigneten diagnostischen sowie
prognostischen, epigenetischen Methylierungstests entscheidend beeinflussen (Alix-
Panabieres et al. 2012; Schwarzenbach et al. 2011). Andere Autoren beschrieben in ihren
Arbeiten Uberdies eine gegenuber der Blut-Analyse aufwendigere Aufarbeitung der DNA-
Proben aus dem Stuhl, eine erhthte Fehleranfélligkeit der Testungen durch die residente
Darmflora oder durch das Vorliegen einer CED sowie eine Irritation der Tests durch
Tumorentitaten proximal des Kolons (Hundt et al. 2007; Osborn und Ahlquist 2005). All diese
Aspekte sprechen eher fur die Anwendung und Weiterentwicklung von Marker-basierten
epigenetischen Diagnoseverfahren aus dem Blut und nicht aus dem Stuhl.

Insgesamt bestand auch fir die Panel-Analysen eine nicht unerhebliche methodische
Heterogenitat der einzelnen Studien untereinander, was eine Vergleichbarkeit oftmals
erschwerte. Durch die Festlegung einheitlicher Richtlinien zur Durchfihrung, Auswertung
und Publikation von Methylierungsanalysen kénnte auch in nachfolgende Panel-Studien eine

Verbesserung der Aussagekraft erreicht werden.

V.8 Therapiestratifizierung anhand des Markerpanels RUNX3-SEPTIN9-SDC?2

Aus den unter Gliederungspunkt 1V.4.11 dargestellten Ergebnissen fur das in dieser Arbeit
getestete Markerpanel RUNX3-SEPTIN9-SDC2 ging auRerdem hervor, dass eine signifi-
kante Korrelation (p=0,025, x> Test) zwischen detektierten Promotormethylierungen an dem
pratherapeutisch entnommenen Patientenplasma und dem pathologischen UICC-Stadium
nach neoadjuvanter RCT bestand. Genauer zeigten vier von sechs Patienten, welchen nach
RCT ein pUICC-Stadium | zugeordnet werden konnte, in der Ein-Schritt-Real-Time-PCR
grenzwertabhéngig keine nachweisbaren Hypermethylierungen. Hingegen waren Promotor-
methylierungen des Markerpanels bei acht von neun Patienten mit einem pUICC II-IV nach
RCT nachweisbar.

Vergleichbare Untersuchungen machten Wallner et al. (2008), die ihre Ergebnisse mit
klinisch-pathologischen Eigenschaften wie beispielsweise dem UICC-Stadium, der Tumor-
groRe und Lokalisation, dem Auftreten von regionaren und/oder Fernmetastasen, dem
Grading sowie dem Auftreten eines Karzinomrezidivs korrelierten. Hierdurch gelang dieser
Arbeitsgruppe eine Analyse des prognostischen Potentials der untersuchten epigenetischen
Biomarker. Genauer zeigte diese Studie an 104 Patienten eine signifikante Zunahme
detektierbarer Hypermethylierungen von HLTF und TMEFF2 bei zunehmender Tumormasse
(PHLTe=0,021; prmerr2=0,03) sowie in hoéheren pUICC-Stadien (puLtr=0,042; prmerr2<0,001).

Ebenso publizierten die Autoren fiir das Auftreten von Hypermethylierungen der HLTF- sowie
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der TMEFF2-Promotor-Region ein statistisch signifikant erhéhtes Rezidivrisiko (p=0,009).
Lee et al. (2013a) zeigten an 83 kolorektalen Karzinomen ebenfalls signifikant erhéhte
Methylierungsraten von SEPTIN9 bei Patienten mit einer gréf3eren Tumormasse sowie beim
Vorliegen von Fernmetastasen (Prumormasse=0,04; Prernmetastasen=0,044). Auch Lofton-Day et al.
(2008) beschrieben eine eindeutige Zunahme der detektierbaren Hypermethylierungen fur
TMEFF2 und SEPTIN9 in héheren Tumorstadien (p<0,05). In der Studie von Oh et al. (2013)
konnten hingegen keine signifikanten Zusammenhange zwischen dem Methylierungsstatus
und dem Tumorstadium aufgezeigt werden.

Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass die getesteten Biomarker RUNX3,
SEPTIN9 und SDC2 eine prognostische Aussagekraft im Hinblick auf das zu erwartende
Ausmald eines Tumordownstagings mittels neoadjuvanter RCT besitzen und damit eine
Therapiestratifizierung ermoéglichen. Zur Bestatigung dieses Ergebnisses sollte daher eine

prospektive Studie an einer groReren Fallzahl durchgeflihrt werden.
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V.9 Fehlerquellen

Fur die Anwendung eines mehrstufigen experimentellen Versuchsaufbaus bestand ein nicht
unerhebliches Fehlerpotential im Rahmen der Gewinnung, Lagerung und Aufbereitung des
zu testenden DNA-Probematerials sowie hinsichtlich méglicher DNA-Verdnderungen im
Zuge der Ein-Schritt-Real-Time PCR. All diese Faktoren konnten sich nachteilig auf die
ermittelten Sensitivitdten und Spezifitdten ausgewirkt haben. So beschrieben beispielsweise
zwei Arbeiten bereits 1990 und 1991 eine mogliche Beeinflussung der PCR-Qualitat durch
die Antikoagulantien EDTA, Citrat und Heparin in Zusammenhang mit beeinflussenden
lonenaustauschprozessen und Enzyminaktivierungen (Beutler et al. 1990; Holodniy et al.
1991; Rahmig 2012). Da auch in dem hier dargestellten experimentellen Setting EDTA im
Rahmen der Blutentnahmen von Patienten und Blutspendern Verwendung fand, ist eine
mdgliche Beeinflussung der erzielten PCR-Ergebnisse durch den o.g. Zusatz denkbar. Im
Vergleich zur Untersuchung an Serum liel3 sich ein solcher Einfluss jedoch nicht darstellen.
Weiterhin konnte eine partielle Denaturierung der DNA durch die angewandte Kryokonser-
vierung sowie den nachfolgenden Auftau-Schritt des Ausgangsmaterials stattgefunden
haben. Dieser Aspekt wurde beispielsweise durch zwei Arbeiten an Keimzell-DNA-Proben
beschrieben und nahm in diesen Studien Einfluss auf die ermittelten Detektionsraten (Hu et
al. 2008; Kader et al. 2009).

Daruber hinaus konnten andere Autoren eine hohe Variabilitét der Konzentration an
zirkulierender Tumor-DNA im peripheren Blut in Abhangigkeit vom vordiagnostizierten
Tumorstadium feststellen, was speziell Rahmig (2012) in ihrer Dissertationsschrift
zusammenfasste. Hierbei zeigte sich das gerade in Adenom- sowie Frihkarzinom-Stadien,
im Vergleich zu fortgeschrittenen Tumorstadien, von einer deutlich niedrigeren DNA-
Konzentration ausgegangen werden muss (Herbst et al. 2011; Rahmig 2012). Zudem ist die
DNA-Konzentration von der direkten Tumormorphologie abhangig, was wiederum Wharton
et al. (1999) beschrieben. Diese Arbeitsgruppe ging aufgrund von Tumorverkalkungs- und
Nekrotisierungsprozessen von einer heterogenen DNA-Freisetzung in die Blutbahn aus, was
wiederum Einfluss auf die diagnostische Sensitivitat und Spezifitdt ihrer Versuche nahm
(Wharton et al. 1999). Diese Aspekte kdnnten auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit
einen nicht unerheblichen Einfluss auf die ermittelten Ergebnisse gehabt haben, da auch hier
Proben aus unterschiedlichen Rektumkarzinom-Stadien eingesetzt wurden.

Weiterhin erfolgte in der vorliegenden Arbeit die DNA-Isolation aus nur einer Plasma- sowie
Gewebeprobe der jeweiligen Tumorpatienten und Blutspender, was unter Berticksichtigung
der 0.g. Konzentrationsunterschiede an cfDNA im Ausgangsmaterial, die Wahrscheinlichkeit
falsch negativer Nachweisreaktionen erhdhte. Um auf3erdem experimentellen Mess-Unge-
nauigkeiten zu begegnen, erfolgte die Untersuchung der DNA wenn mdglich in Mehrfach-

bestimmung. Fur den Methylierungsnachweis an Plasma-DNA der Karzinompatienten war

Seite | 104



Diskussion

aufgrund der geringen Materialmenge lediglich eine Einfachbestimmung mdglich. Hieraus
resultierten Mess-Abweichungen, welche bei der Gegeniberstellung der ermittelten
Sensitivitdten und Spezifitaten mit Ergebnissen anderer Arbeiten zu berlcksichtigen sind.
Zudem war aufgrund der vergleichsweise geringen Gesamtanzahl getesteter Proben von
einer erhohten statistischen Ungenauigkeit auszugehen, was wiederum einer belastbaren,
reprasentativen Aussage entgegensteht. Eine weitere Fehlerquelle, welche nachweislich zu
einer Modifikation der zu amplifizierenden DNA-Proben hatte fuhren kodnnen, wurde
hingegen durch den Verzicht auf eine vorherige Bisulfit-Behandlung der Plasma-DNA-
Proben im Vorfeld ausgeschlossen (Bundo et al. 2012; Tetzner et al. 2007). Durch
gewissenhafte und standardisierte Verfahrensablaufe wurde weiterhin das Risiko fir
potentielle Pipettier- und Ansatzfehler weitestgehend minimiert. Dennoch war auch hierbei
eine mdogliche Kontamination der PCR-Mastermixe, trotz aller Sorgfalt, nicht vollstandig
auszuschlieBen und kdnnte in Konsequenz zu einer moéglichen Verfalschung der ermittelten

Ergebnisse gefiihrt haben.

V.10 Fazit und Ausblick

Trotz fortschrittlicher Entwicklungen in den Bereichen des Screenings als auch in der
Etablierung effektiver Therapie-Regime in den zurlckliegenden Jahren, bleibt das
kolorektale Karzinom und speziell das Rektumkarzinom - aufgrund der immer noch hohen
Inzidenz- und Mortalitétsraten - bis heute im Mittelpunkt wissenschaftlicher Betrachtungen.
Hierbei ist es vornehmlich das Fehlen klinischer Frihsymptome, was die Etablierung neuer,
epigenetischer Biomarker in den Fokus molekulargenetischer Betrachtungen riicken lasst.
So konnte mit dem in dieser Arbeit dargestellten Versuchsansatz durchaus ein Beitrag zur
Entwicklung eines blutbasierten PCR-Methylierungsnachweises geliefert werden. Entschei-
dende Vorteile zum kommerziell verfigbaren SEPTIN9-Test bestanden dabei, wie mehrfach
dargestellt, in dem Verzicht auf eine vorherige aufwandige Bisulfit-Behandlung der zu
testenden DNA-Proben. Stattdessen erfolgte mit dem alleinigen Einsatz der Restriktionsen-
donuklease Acil in die Ein-Schritt-Real-Time-PCR von RUNX3, NEUROG1, SEPTINY,
TMEFF2, SDC2 und RASSF1A die Etablierung eines alternativen und effizienten Verfahrens.
Durch Verwendung der Real-Time-PCR-Methode wurde ein automatisiertes und damit
schnelles Analyseverfahren angewandt, was eine qualitative Auswertung der Messungen in
Echtzeit ermdglichte. Darlber hinaus konnte das Kontaminationsrisiko der Testansatze
- aufgrund der Versuchsdurchfihrung in einem geschlossenen System - gegenuber einer
konventionellen PCR mit nachfolgender Gelelektrophorese minimiert werden.

Orientierend an den MIQE-Qualitatskriterien gelang auf3erdem die erfolgreiche Amplifikation
der tumorassoziierten Sequenzen in Kombination mit den internen Kontrollen B-Actin und

B-Globin, was letztlich die Darstellung methodisch valider und reproduzierbarer Ergebnisse
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erlaubte. Aufgrund der selektierten DNA-Proben, welche ausschlie3lich Rektumkarzinom-
Patienten der initial-intermediaren Tumorstadien Il und Il entstammten, war jedoch keine
Aussage zur Sensitivitat der Ein-Schritt-Real-Time-PCR als Screeningmethode mdoglich.
Vielmehr zielte die hier vorliegende Arbeit darauf ab einen pradiktiven Therapiestrati-
fizierungsmarker fir das RK zu identifizieren, dessen Einsatz der Beurteilung des Karzinom-
Remissionsstatus, der Therapie-Response-Rate sowie der Einschatzung der Prognose dien-
lich sein sollte. Speziell fur das SDC2- und SEPTIN9-Gen konnten mit der
Ein-Schritt-Real-Time-PCR Einzelgen-Sensitivitaten von Uber 50 % sowie Spezifitdten
zwischen 80-100 % erreicht werden. Dieser Aspekt lasst meiner Meinung nach eine weitere
Testung dieser Sequenzen mit dem dargestellten Verfahren in prospektiven Studien
lohnenswert erscheinen. Hingegen konnten die Ergebnisse fiur RUNX3, NEUROG1, TMEFF2
sowie RASSF1A als methylierungssensitive Plasma-Marker fir das Rektumkarzinom nicht
Uberzeugen. Ein Einsatz dieser Gensequenzen ist nach den hier vorliegenden Daten
allenfalls in einem diagnostischen Blut-Markerpanel zu Uberdenken, wie dies beispielhaft fur
RUNX3 erfolgte. In Kombination von RUNX3 mit SEPTIN9 und SDC2 konnten eine
Sensitivitat von 73 % und Spezifitaten von bis zu 96 % erzielt werden, welche die Ergebnisse
der Einzelgen-Analysen Ubertrafen. Das prognostische Potential des getesteten Marker-
panels konnte Uberdies - im Hinblick auf die Therapiestratifizierung - zur Beantwortung
weiterer Fragestellungen wie sie Publikationen von Gaedcke et al. (2014), Habr-Gama et al.
(1998 und 2006) und Grade et al. (2012) aufwerfen, beitragen. Hiernach ist flr eine zuklnftig
starker individualisierte Therapieplanung eine bessere Stratifizierung und Reevaluation der
Tumorentwicklung (Tumor-Response) nach neoadjuvanter Vorbehandlung nétig. Ein valider
epigenetischer Biomarker, welcher im Verlauf unmittelbar vor und nach neoadjuvanter
Priméartherapie aus dem Patientenplasma evaluiert wird, kdnnte somit beispielsweise eine
Effektbeurteilung der RCT erlauben. Dies konnte wiederum die Entscheidung fir eine
nachfolgende chirurgische Intervention oder - sollte eine Operation unumganglich sein - fur
eine adjuvanten Chemotherapie erleichtern.

RUNX3, SEPTIN9, TMEFF2 und SDC2 konnten aul3erdem als vielversprechende Gewebe-
marker mit Einzelgen-Sensitivitditen zwischen 87 und 100 % sowie Spezifitdten von 90-
100 % identifiziert werden. Hingegen stellten sich NEUROG1 und RASSF1A als ungeeignete
Gewebemarker fur das Rektumkarzinom heraus. Fiur die Analyse des genannten diagnos-
tischen Markerpanels (RUNX3, SEPTIN9 und SDC2) an Tumorgewebe-DNA konnte eine
Sensitivitdt von 100 % bei einer Spezifitdt von 96 % erreicht werden. Diese Ergebnisse gilt
es zukinftig in reprasentativen Fall-Kontroll-Studien zu bestatigen. Hierfur sollten jedoch
nachfolgende Untersuchungen Aspekte des Alters-Matching zwischen Fall- und Kontroll-
gruppe berticksichtigen. Eine ausreichende Anzahl zu testender Proben aus dem peripheren

Blut und/oder dem Tumorgewebe ist hierbei auflerdem Grundvoraussetzung fur eine repra-
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sentative und Ubertragbare Aussage zu den Detektionseigenschaften moglicher Testmarker
des Rektumkarzinoms. Weiterfihrende Studien sollten dartiber hinaus bei Einsatz des hier
dargestellten PCR-Verfahrens eine vergleichbare Verteilung und Anzahl entsprechender
DNA-Testproben der Tumorstadien |-V anstreben. Hierdurch kénnte ein potentieller Zusam-
menhang zwischen der Zunahme quantitativ-detektierbarer Promotormethylierungen und
einem steigenden Tumorstadium ndher untersucht werden. Zudem ist eine methylierungs-
sensitive Testung einer ausreichenden Anzahl von Plasma-DNA-Proben der pratherapeu-
tischen Tumorstadien O bis Il empfehlenswert, um die Screening-Eigenschaften der hier
eingesetzten Testsequenzen detaillierter zu beleuchten und gegebenenfalls einen
Frihdetektionsmarker etablieren zu koénnen. Die Anwendung der dargestellten
Ein-Schritt-Real-Time-PCR fiur die getesteten Einzelgene - allen voran fur TMEFF2 und
RASSF1A - empfiehlt sich weiterhin fir Testungen an DNA anderer Karzinomentitaten, wie
dies beispielhaft bereits durch andere Autoren erfolgte (Korah et al. 2013; Kunstman et al.
2013; Tan et al. 2007). Die Umsetzung dieser Aspekte unter Berlicksichtigung einheitlicher,
methodischer Standards ist demnach notwendig, um letztlich eine ausreichende, gen-
individuelle Evidenz fir die hier dargestellte, methylierungsspezifische Real-Time-PCR-
Methode zu erreichen. Nur auf diesem Weg ist eine Klinische Etablierung solcher

epigenetischer Therapiestratifizierungsmarker denkbar und realistisch.
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VI. Zusammenfassung

In wissenschaftlichen Studien der letzten 10 Jahre riickten genetische und epigenetische
Biomarker als Diagnostikum der Friherkennung und Therapiestratifizierung eines
kolorektalen Karzinoms in den Mittelpunkt der Betrachtungen. Vor diesem Hintergrund
wurden in der vorliegenden Arbeit mit RUNX3, NEUROGL1, HLTF, SEPTIN9, TMEFF2, SDC2
und RASSF1A sieben Gensequenzen auf das Vorliegen einer potentiell tumorassoziierten
Hypermethylierung ihrer Promotorbereiche mittels einer neuen automatisierten Ein-Schritt-
Real-Time-PCR-Methode untersucht. Besonderheiten des Versuchsprotokolls waren dabei
der Verzicht auf eine Behandlung der DNA mit Sodium-Bisulfit sowie die Verwendung einer
methylierungsabhéngigen Restriktionsendonuklease im Reaktionsgemisch der Ein-Schritt-
Real-Time-PCR.

Ein signifikanter Unterschied der Messergebnisse zwischen methylierter und nicht-
methylierter Kontroll-DNA wurde bei der Untersuchung der Promotorbereiche der Gene
RUNX3, NEUROG1, SEPTIN9, TMEFF2, SDC2 und RASSF1A beobachtet. Vergleichbare
Unterschiede waren fiur HLTF nicht nachweisbar, so dass fur diesen Marker keine
Untersuchungen an Patientenmaterial durchgefiihrt wurden. Nach einem Vergleich der
Restriktionsenzyme Acil, BstUl und einer Enzymkombination aus Acil und Accll wurde Acil
aufgrund des hochsten Signal-Rausch-Abstandes fir die weiteren Experimente der Studie
ausgewahlt. Eine weitere Subanalyse an Patientenplasma- und Patientenserumproben im
Vergleich (n=3) ergab fir NEUROGL1 eine signifikante Uberlegenheit des EDTA-Plasmas
gegenliber dem Blutserum (p=0,0381). Ein vergleichbarer Unterschied war bei der Unter-
suchung von RUNX3, SEPTIN9, TMEFF2 und SDC2 nicht zu beobachten. Auf Grundlage
dieser Ergebnisse wurde EDTA-Plasma als Ausgangsmaterial fir die weiterflihrenden
Untersuchungen dieser Studie ausgewabhilt.

Fur eine erste Bewertung des Testverfahrens standen jeweils 1ml EDTA-Plasma sowie
isolierte DNA aus Tumorgewebeproben von 25 Rektumkarzinom-Patienten im Stadium II-IV
(UICC) sowie Plasma-DNA-Proben von 48 gesunden Blutspendern zur Verfigung. Ein Ziel
dieser Arbeit war, den Einfluss der Amplifikation interner Kontrollgene (8-Globin und B-Actin)
in einer Multiplex-PCR auf die Sensitivitdat und Spezifitat der methylierungsspezifischen
Real-Time-PCR zu ermitteln. Es konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von B-Globin und
B-Actin die Sensitivitdt der NEUROG1-, TMEFF2-, SDC2- und RASSF1A-PCR fir die
Detektion von Promotormethylierungen positiv beeinflusst. Die Sensitivitat der RUNX3- und
SEPTIN9-PCR wurde dariber hinaus durch den Einsatz der o.g. Kontroll-Gene nicht
signifikant verschlechtert.

Nach Etablierung des Verfahrens wurde die diagnostische Sensitivitat und Spezifitat von
RUNX3, NEUROG1, SEPTIN9, TMEFF2, SDC2 und RASSF1A fir die Detektion von
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Hypermethylierungen an Plasma- und Tumorgewebe-DNA-Proben der Patienten sowie an
Plasma-DNA der Blutspender untersucht. Hierbei lag die Sensitivitdt (Einfachbestimmung)
und Spezifitat (Doppelbestimmung) der jeweiligen Multiplex-PCR in der Untersuchung von
Plasma fir RUNX3 bei 20 % und 100 %, fur NEUROGL1 bei 12 % und 96 %, fur SEPTIN9 bei
53 % und 96 %, fur TMEFF2 bei 16 % und 96 % und fur SDC2 bei 56 % und 100 %.
Vergleichend ergab sich aus der PCR-Doppelbestimmung von Tumorgewebe-DNA bei
gleicher Spezifitdt (ermittelt aus Blutspender-Plasma) eine diagnostische Sensitivitat von
87 % (RUNX3), 9 % (NEUROG1), 100 % (SEPTIN9), 91 % (TMEFF2) und 87 % (SDC2). Im
Rahmen der Untersuchung an Tumorgewebe-DNA erfolgte zusatzlich eine Methylie-
rungsanalyse fir RASSF1A. Fir diesen Marker wurde eine Sensitivitat von 35 % und eine
Spezifitdt von 100 % aus Doppelbestimmung beobachtet.

Auf Grundlage der ermittelten Einzel-Sensitivitaten und Spezifitditen aus der PCR-Plasma-
und Tumorgewebe-Analyse wurden RUNX3, SEPTIN9 und SDC2 fir ein diagnostisches
Markerpanel ausgewahlt. Hierbei ergab sich unter der Voraussetzung, dass mindestens eine
der drei Panel-Sequenzen eine grenzwertabhéangige Hypermethylierung in der untersuchten
Patientenplasma-DNA aufweist, eine Sensitivitdt von 73 % (aus Einfachbestimmung) bei
einer Spezifitdt von 96 % (aus Doppelbestimmung). Fir die Testung des o0.g. Markerpanels
an Tumorgewebe-DNA betrugen Sensitivitat und Spezifitat aus PCR-Doppelbestimmung
100 % und 96 %.

Es konnte zudem eine signifikante Korrelation zwischen préatherapeutisch ermittelten
Hypermethylierungen des Biomarkerpanels aus RUNX3, SEPTIN9 und SDC2 in Patienten-
plasma und dem pathologischen UICC-Tumorstadium nach Radio-Chemotherapie gezeigt
werden (p=0,025, x*-Test, n=15). Hiernach waren Promotormethylierungen vermehrt bei den
Patienten zu finden, welche nach RCT ein Tumorstadium II-1V aufwiesen, wahrend Patienten
mit einem Tumorstadium | nach RCT wiederum signifikant weniger Hypermethylierungen
zeigten.

Anhand der hier erzielten Ergebnisse an Proben von Patienten mit intermediarem
Tumorstadium des Rektumkarzinoms wurde gezeigt, dass die automatisierte, methylierungs-
spezifische Ein-Schritt-Real-Time-PCR ein vielversprechendes Verfahren der Tumor-
diagnostik zu sein scheint. Der klinische Nutzen dieses Verfahrens sollte gerade im Hinblick
auf die Verlaufsbeurteilung, Therapiestratifizierung und Prognoseevaluation in prospektiven
Folgestudien an einer ausreichend grof3en Patientengruppe eingesetzt und weiter beurteilt
werden. FUr einen moéglichen Einsatz des hier dargestellten Testverfahrens im Rahmen des
Darmkrebs-Screenings bedarf es dariiber hinaus einer Verbesserung der Evidenz durch
entsprechende Studien mit Rektum- und Kolonkarzinom-Patienten, welche ein frihes

Tumorstadium aufweisen.
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