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1. Einleitung
1.1. Prostatakarzinom

1.1.1. Epidemiologie

In der Epidemiologie steht die Inzidenz fir die Anzahl an Neuerkrankungen innerhalb eines

Jahres. Die Mortalitét beziffert die Anzahl an verursachten Todesfallen innerhalb eines Jahres.

In Deutschland erkrankten im Jahr 2006 197.600 Frauen und 229.200 Manner an bdsartigen Neu-
bildungen. Die Zahl der dadurch verursachten Todesfélle liegt bei 98.492 Frauen und 112.438
Ménnern (Robert Koch-Institut et die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deu-
tschland e.V. 2010). Weltweit lag 2002 die Inzidenz einer Krebserkrankung bei 5.801.839
Mannern und 5.060.657 Frauen. Die Mortalitat lag im gleichen Jahr bei 3.795.991 Méannern und
2.927.896 Frauen (Parkin et al., 2005).

Das Prostatakarzinom war 2006 mit 60120 Neuerkrankungen der haufigste Krebs bei Ménnern in
Deutschland. Der relative Anteil liegt bei 26 %. Die Zahl der Todesfalle lag bei 11.577, dies sind
10,3 % aller Félle bei Mannern. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 69 Jahren. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate liegt zwischen 83 % und 94 % (Robert Koch-Institut et die Gesellschaft der epi-
demiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2010). Die weltweite Inzidenz war 2002 bei
619.000 Féllen, die Mortalitat bei 221.000 Fallen. Damit ist das PCA weltweit der finft haufigste
Krebs und der zweit haufigste Krebs bei Mannern. Von samtlichen krebsbedingten Todesféllen
verursacht das PCA 5,8 % bei den Mannern und 3,3 % insgesamt (Parkin et al., 2005).

1.1.2. Risikofaktoren

Es gibt drei bekannte Risikofaktoren fiir das Prostatakarzinom. Zunehmendes Alter, die ethnische
Abstammung und familidre Haufung. Haben ein oder zwei Verwandte ersten Grades ein PCA so
ist die Wahrscheinlichkeit zu erkranken um das fiinf- bis elffache erhéht (Steinberg et al., 1990;
Gronberg et al., 1996). Patienten, die an der erblichen Form des PCA leiden erkranken ca. 6-7

Jahre fruher, unterscheiden sich sonst jedoch nicht von anderen Patienten (Bratt, 2002).

Zu diesen drei Faktoren kommen auch exogene Risikofaktoren wie z.B. Ernahrung (viel rotes
Fleisch und wenig Obst). Als Beispiel dafr ist es so, dass in der Japanischen Bevolkerung das
Risiko an einem PCA zu erkranken niedriger ist (Inzidenz aus dem Jahr 2002 = 12,6/100.000 Ein-
wohner (Parkin et al., 2005)) als in der Bevolkerung der USA (Inzidenz aus dem Jahr 2002 =
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119,9/100.000 Einwohner (Parkin et al., 2005)). Zieht ein japanischer Mann nach Hawaii so
steigt sein Risiko. Zieht er nach Kalifornien so gleicht es sich beinahe dem der US Amerikaner an
(Zaridze et al., 1984).

1.1.3. Histopathologische Klassifikation

Im Zusammenhang mit Krebserkrankungen ist es wichtig die s.g. TNM-Klassifikation zu kennen.
Diese wurde 1950 von der Union internationale contre le cancer (UICC) tibernommen. Anhand
dieser Klassifikation ist es moglich, Informationen uber den eigentlichen Tumor (T = Tumor),
den s.g. Primarius, und dessen Absiedlungen im Kdorper des Patienten zusammenzufassen (N =
Nodi lymphatici — Lymphknotenmetastasen; M = Metastasen — Fernmetastasen). Diese haben Be-
deutung fiur die Prognose des Patienten als auch fur die Therapie der Erkrankung. Fir die
einzelnen Tumorarten gibt es leichte Variationen innerhalb der Klassifikation, die regelmaRig er-

neuert und angepasst werden. Fur die TNM-Klassifikation des PCA siehe Tabelle 1.
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Tumor T1
T la
T1b
T1c
T2
T 2a
T2b

T3

T 3a
T3b
T 3c

T4

Inzidentelles Karzinom — nicht sichtbar, nicht tastbar

< 5% des resezierten Gewebes

> 5% des resezierten Gewebes

Tumor durch Biopsie diagnostiziert, z.B. bei PSA-Elevation
Tumor begrenzt auf Prostata

Tumor beféllt einen Lappen

Tumor beféllt beide Lappen

Tumor durchbricht die Prostatakapsel ( Invasion der Apex oder in die
Prostatakapsel — aber nicht dariiber hinaus — wird als T 2 Klassifiziert)

Einseitige extrakapsulare Ausbreitung
Beidseitige extrakapsuldre Ausbreitung
Tumor infiltriert in die Samenblase(n)

Tumor ist fixiert und/oder infiltriert — z.B. Blasenhals, Sphinkter externus usw.

Nodi lymphatici N O

Keine Metastasen in den regiondren Lymphknoten vorhanden

N 1 regiondre Lymphknoten sind befallen
Metastase MO Keine Fernmetastasen vorhanden

M1 Fernmetastasen vorhanden

M la  Metastasen in nicht regiondren Lymphknoten

M 1b  Knochenmetastasen

M 1c  Metastasen in anderen Organen

Tabelle 1: TNM-Klassifikation beim Prostatakarzinom der UICC von 2002

Das T-Stadium beschreibt die lokale Ausbreitung des Tumors; das N-Stadium beschreibt den Befall der

Lymphknoten; das M-Stadium zeigt die Bildung von Tochtergeschwiiren

Eine weitere wichtige Information bei Tumorerkrankungen ist der Differenzierungsgrad

(Grading) des Tumors. Dieser besagt, in wie weit sich das Tumorgewebe von seinem urspring-

lichen Gewebe unterscheidet. Das Grading hat ebenfalls eine Bedeutung fur Prognose und
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Therapie des Patienten. Wichtige Punkte bei der Beurteilung sind die GrolRe und Teilungsaktivitat

der Zellkerne sowie die Ahnlichkeit mit dem Ursprungsgewebe.

Beim Prostatakarzinom hat sich eine modifizierte Klassifikation des Grading in der klinischen
Routine durchgesetzt, der s.g. Gleason Score. Hier wird der Differenzierungsgrad des Tumors in
die Grade 1 bis 5 eingeteilt. Siehe Abbildung 1. Zur Bildung des Gleason Score werden nun die
beiden im Préparat haufigsten Grade addiert, so dass ein Score von 2 bis 10 erreicht werden kann.
Liegt nur ein Grad im Praparat vor wird dieser verdoppelt. Ein Gleason-Score von 2 bis 4 steht
fur gut differenzierte Tumoren, ein Score von 5 bis 6 beschreibt méRig differenzierte Tumoren,
ein Score von 7 steht fir maRkig bis schlecht differenzierte und ein Score von 8 bis 10 fur

schlecht- bis entdifferenzierte Tumoren.

Grad
1 hoch differenziert
{“.‘og"i
2
v
3 maRig differenziert
4
v
5 o .
niedrig differenziert

Abbildung 1: Histopathologische Klassifikation nach dem Gleason Grading

(modifiziert aus Quelle: http://www.coreoncology.com/patient/pc_about stages.aspx ,11.05.2010)
Die Abbildung zeigt die Veranderung des histopathologischen Bildes des PCA bei zunehmender Entdifferenzierung.
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1.1.4. Tumormarker und Diagnostik

Der Erfolg bei der Behandlung der drei in dieser Arbeit untersuchten Tumorerkrankungen héngt
in erster Linie von der friihzeitigen Diagnose der Erkrankung ab. Dazu sind aussagekraftige Tu-

mormarker mit hoher Sensitivitat und Spezifitat notwendig.

In der Friiherkennung des Prostatakarzinoms spielt das Prostataspezifische-Antigen (PSA) eine
wichtige Rolle. Es handelt sich dabei um ein ausschliel3lich von Prostatagewebe gebildetes
Protein. Es ist jedoch nicht spezifisch fir Karzinomgewebe. Damit erklart sich auch der grote
Schwachpunkt dieser Untersuchung. Durch andere nicht-maligne Prostataerkrankungen, v.a.
benigne Prostatahyperplasie und Prostatitis, steigt das PSA im Serum an. Dies fiihrt zu einer
hohen Zahl unnétiger Prostatabiopsien. Darlber hinaus finden sich auch bei normalem PSA Wert
Prostatakarzinome, so dass ergdnzend die Digitalrektale Untersuchung (DRU) und der Trans-

rektale Ultraschall (TRUS) eingesetzt werden mussen.

Um die oben genannten Schwéchen der alleinigen PSA-Wert Bestimmung zu verbessern, nutzt
man PSA-Derivate wie die PSA-Anstiegsgeschwindigkeit, alterspezifische PSA-Normwerte und
das s.g. Freie PSA. Dennoch steht jedoch der Nutzen des PSA als Screening Methode insgesamt
zur Debatte (Brawley et al., 2009). Kritikpunkte sind einerseits unnotig therapierte Patienten: auf-
grund des langsamen Fortschreiten der Erkrankung werden durch das PSA Screening Patienten
einer Biopsie/Therapie zugefuhrt, deren Prostatakarzinom zu Lebzeiten nicht klinisch signifikant
geworden ware (Schroder et al., 2003). Andererseits finden sich aber auch Félle mit niedrigem
PSA bei hohen Gleason Scores. So werden bei bis zu 25 % der Patienten mit einem PSA-Wert
unter 4ng/ml niedrig differenzierte Prostatakarzinome (Gleason Score >7) diagnostiziert
(Hernandez et al., 2004). Bei PSA-Werten unter 0,5ng/ml konnten in 6,6 % der Félle niedrig
differenzierte Prostatakarzinome nachgewiesen werden (Thompson et al., 2004). Ein weiterer
wichtiger Punkt der Kritik am PSA als Biomarker ist der, dass es seit der Einfiihrung des PSA als
Screeningmethode zu keiner Veranderung der Mortalitdt des Prostatakarzinoms in Deutschland
gekommen ist (Karim-Kos et al., 2008). Wie kontrovers die Diskussion uber den Stellenwert des
PSA-Screenings ist, wird anhand zweier grofien Studien aus dem Jahr 2009 deutlich. Einerseits
die PLCO Studie in den USA: Hier gab es keine Senkung der Mortalitat durch das PSA-
Screening in einer Gruppe von 76.000 Probanden. Andererseits kam im selben Jahr die
europdische ESPRC Studie zu dem Ergebnis, dass das Screening zu einer Senkung der Mortalitét
um 20 % fuhrt. An dieser Studie nahmen 182.000 Probanden teil (Andriole et al., 2009; Schroder
et al., 2009).
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Uber das PSA hinaus gibt es eine Reihe von Ansatzen, einen neuen Biomarker zu finden. Diese
sind jedoch noch nicht weit genug entwickelt, um einen mdglichen Einsatz in der klinischen
Routine abschlielend zu beurteilen (Sardana et al., 2008). Die Human kallikrein-related peptidase
2 (hK2) z.B., ermdglicht eine bessere prognostische Aussage Uber ein Biochemisches Rezidiv des
PCA bei PSA Werten <10 ng/ml. Die diagnostischen Madglichkeiten der hK2 sind jedoch
begrenzt. Ein weiterer Ansatz ist z.B. das early prostate cancer antigen 2 (EPCA2). Damit
konnten eine Sensitivitat von 94 % und eine Spezifitat von 92 % erreicht werden. Die Ergebnisse
mussen jedoch noch in Arbeiten mit einem hoheren Evidenzgrad bestatigt werden. Mit Hilfe von
PCA spezifischen Autoantikdrpern konnte man in einer Arbeit mit 68 Patienten mit PCA und 60
Gesunden Kontrollen eine Sensitivitat von 81,6 % und eine Spezifitdt von 88,2 % erreichen
(Steuber et al., 2008).

1.2. Blasenkarzinom

1.2.1. Epidemiologie

In den folgenden Zahlen sind muskelinvasive und nicht-muskelinvasive Blasenkarzinome zu-
sammengefasst. Fir beide Geschlechter zusammen ist das Blasenkarzinom der 5. héaufigste
Tumor in Europa (Ferlay et al., 2007). Die Zahl der Neuerkrankungen in Deutschland lag 2006
bei 8.090 Frauen und 19.360 Mannern, die der Sterbefalle bei 1.893 Frauen und 3.549 Ménnern.
Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei 70 % der Frauen und 75 % der Méanner. Das mittlere Er-
kankungsalter liegt bei 72 Jahren bei Mannern bzw. 74 Jahren bei Frauen (Robert Koch-Institut
und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2010). Weltweit lag
die Inzidenz 2002 bei ca. 357.000 Fallen, die Mortalitat bei 145.000. In 77 % der Félle sind
Ménner betroffen (Parkin et al., 2005).

1.2.2. Risikofaktoren

Der wichtigste Risikofaktor zur Entwicklung eines Blasenkarzinoms ist Tabakkonsum. Bei
Mannern lassen sich 50 % - 65 % der Félle auf Tabakkonsum zurlickfiihren. Bei Frauen sind es
20 % - 30 % (IARC, 2004). Gefolgt wird dieser von der beruflichen Exposition mit einer Reihe
von kanzerogenen Stoffen. Dazu zéhlen u.a. Benzolderivate und Aromatische Amine (Pashos et
al., 2002). Weitere Faktoren sind sekundare BCA nach Bestrahlung (z.B. bei vorhergehenden

gynakologischen Tumoren oder PCA (Chrouser et al., 2005)), chronische Entziindungen des
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Harntraktes und Bilharziose der Blase. Die Einnahme des Zytostatikums Cyclophosphamid fuhrt
mit einer Latenz von 6 — 13 Jahren zu einer Erhéhung der Inzidenz des Muskelinvasiven BCA
(Kaldor et al., 1995; Travis et al., 1995).
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1.2.3. Histopathologische Klassifikation

Tumor mT X ,m*“als Zusatz zu jedem T-Stadium zeigt multiple L&sionen an

T cis Carcinoma in situ — ist ein nicht infiltrierender, epithelialer Tumor von hohem
Malignitatsgrad

Ta Nichtinvasiver papillarer Tumor
T1 Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe
T2 Tumor infiltriert Muskulatur

T 2a oberflachlich

T2b tief

T3 Tumor infiltriert perivesikales Fettgewebe

T 3a mikroskopisch

T3b makroskopisch

T4 Tumor infiltriert Prostata, Uterus, Vagina, Beckenwand, Bauchwand
T 4a Tumor infiltriert Prostata, Uterus oder Vagina

T 4b Tumor infiltriert Beckenwand oder Bauchwand

Nodi lymphatici N0 Keine Lymphknotenmetastasen vorhanden

N 1 Metastasen in einem Lymphknoten, < 2cm

N 2 Metastasen in mehr als einem Lymphknoten, > 2 cm bis5cm

N 3 Metastasen in mehr als einem Lymphknoten, >5 cm
Metastase MO Keine Fernmetastasen vorhanden

M1 Fernmetastasen vorhanden

Tabelle 2: TNM-Klassifikation beim Blasenkarzinom der UICC von 2002

Das T-Stadium beschreibt die lokale Ausbreitung des Tumors; das N-Stadium beschreibt den Befall der

Lymphknoten; das M-Stadium zeigt die Bildung von Tochtergeschwiiren.
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Grading G1 Hoch differenziert
G2 MaRig differenziert
G3 Niedrig differenziert

Tabelle 3: Einteilung des histopathologischen Differenzierungsgrades des Blasenkarzinoms der WHO, 1973

Die Einteilung in diese drei Grade fuhrt zu einer Reihe von Problemen im klinischen Alltag. Bei
einem heterogenen zellmorphologischen Bild, ca. 50 % der Félle, ist eine exakte Zuordnung
schwierig. Ebenfalls schwierig ist die Beurteilung intermediérer Falle. Auch ist es schwierig
anhand dieses Gradings eindeutige therapeutische Konsequenzen abzuleiten, vgl. z.B. Ta, G1 vs.
Tcis. Dies fuhrte zu Anderungen, die 2004 von der WHO Gibernommen wurden. Siehe Tabelle 4.
Zur Zeit werden beide Klassifikationen parallel verwendet. In dieser Arbeit wird die aus dem

Jahre 1973 verwendet.

Nichtinvasive Tumoren  Urotheliales Papillom
Papillare urotheliale Neoplasie mit niedriger maligner Potenz (PUNLMP)
Papillares urotheliales Low-Grade-Karzinom

Papillares urotheliales High-Grade-Karzinom

Invasive Tumoren Invasion der Lamina propria (T1) Low Grade oder High Grade

Invasion der Muskularis propria (>T2) Low Grade oder High Grade

Tabelle 4: : Einteilung des histopathologischen Differenzierungsgrades des Blasenkarzinoms der WHO, 2004

Die 2004 eingefiihrte Einteilung orientiert sich in erster Linie an der Tiefe der Infiltration des Karzinoms.

1.2.4. Tumormarker und Diagnostik

In der klinischen Routine des Blasenkarzinoms steht ebenfalls kein hinreichend sensitives und
spezifisches diagnostisches Mittel zur systematischen Friiherkennung zur Verfigung (Glas et al.,
2003). An erster Stelle der Diagnostik steht hier der Test auf Mikroh&maturie, welcher sehr un-
spezifisch ist. Die Diagnose erfolgt mit Hilfe von Sonografie, Urinzytologie und Zystoskopie.
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Ausschliellich diese Verfahren eigen sich zur Verlaufskontrolle und Nachsorge bei Patienten mit
bekanntem Blasenkarzinom. Aufgrund der Invasivitat dieser Manahmen und der Rezidivneigung
dieses Tumors besteht hier besonderer Bedarf an einem geeigneten Biomarker. Der Urinzytologie
allein mangelt es an einer ausreichend hohen Sensitivitat. Hier gibt es den Ansatz diese Unter-
suchung mit einer Immunfluoreszenz zu kombinieren. Befriedigende Ergebnisse gibt es jedoch
noch keine (Feil et al., 2003). Einem anderen Verfahren wie z.B. die Bestimmung des nukleédren
Matrixproteins 22 (NMP22) fehlt es an Spezifitat (Glas et al., 2003).
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Marker Testsystem Sensitivitat Spezifitat
(%) (%)
Zytologie Mikroskopie 11-76 >90
Hématurietest Streifentest 50-90 Niedrig
BTA-stat Schnelltest 36-89 50-70
BTA-TRAK Sandwich, ELISA 57-83 50-90
NMP22 Sandwich, ELISA oder Schnelltest 47-100 55-80
BLCA-4 ELISA >90 >90
Survivin Dot-Blot-Immun-Assay 42,5-100 87-100
UBC Sandwich, ELISA oder Schnelltest 36-79 88-92
Cytokeratin 20 RT-PCR 82-87 55-70
CYFRA 21-1 Immunradiometrie oder Elektrochemilumineszenz  75-97 67-71
HA-HAase ELISA-like-Assay 88-94 84
Mikrosatellitenanalyse ~ Genomische PCR 72-97 80-100
Telomerase TRAP Assay oder RT-PCR 70-95 60-70
Immunozyt Immunozytochie 38-90 75-90
FDP Immunassay 52-81 68-91
UroVysion FISH 68-87 >90

Tabelle 5: Derzeitige Biomarker fur Erkennung und Nachsorge des BCA (Lokeshwar et al., 2006)

Zudem erwahnenswert ist die Analyse des s.g. Methylierungsmusters der zirkulierenden zell-
freien genomischen DNA. Bei der Methylierung handelt es sich um einen physiologischen
\Vorgang, der der Inaktivierung eines Gens dient. Handelt es sich dabei um ein Tumor-
suppressorgen, so kann dies zur Karzinogenese beitragen. Fir bestimmte Gene konnten mit einer
Sensitivitat von 80 % und einer Spezifitat von 93 % Patienten mit Blasenkarzinom im Vergleich
zu Patienten mit Benigner Prostatahyperplasie erkannt werden (Ellinger et al., 2008c).
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1.3. Nierenzellkarzinom

1.3.1. Epidemiologie

Epidemiologisch werden zu den Tumoren der Niere auch die Karzinome des Nierenbeckens und
der Harnleiter dazu gezéhlt, wobei die letzteren in etwa 10 % der Félle der Gesamtzahl aus-
machen. 85 % der folgenden Falle sind dem Nierenzellkarzinom zuzuschreiben. Im Jahr 2006
waren Nierentumore die zehnt h&ufigsten Tumore beider Geschlechter in Europa (Ferlay et al.,
2007). In Deutschland betrug im selben Jahr die Zahl der Neuerkrankungen bei Mé&nnern 10.050
und 6.440 bei Frauen. Dies macht einen Anteil von 4,4 % aller Tumore bei Mannern und 3,3 %
bei den Frauen. Bei den Krebstoden liegt der Anteil der Nierentumore bei 3,6 % bei Méannern und
2,7 % bei Frauen. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt zwischen 65 % und 75 %. Die weltweite
Inzidenz liegt bei 208.000. Das entspricht 1,9 % aller Krebserkrankungen. Die Mortalitét ist bei
102.000 (Parkin et al., 2005).

1.3.2. Risikofaktoren

Beim Nierenzellkarzinom gibt es keine stark ausgepragten Risikofaktoren. Eine Rolle spielt die
Lebensfihrung. Dazu zaéhlen Tabakkonsum und Fettleibigkeit (Lipworth et al., 2006; Bergstrom
et al., 2001; Pischon et al., 2006; Weikert et al., 2008). Das Risiko selbst zu erkranken steigt
signifikant, wenn ein Verwandter ersten Grades erkrankt (Clague et al., 2009; Gudbjartsson et al.,
2002).
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1.3.3. Histopathologische Klassifikation

Tumor T1 Tumor <7 cm, begrenzt auf die Niere
T2 Tumor > 7 cm, begrenzt auf die Niere
T 3a Tumor infiltriert die perirenale Fettkapsel oder Nebenniere, Gerota-Faszie intakt
T 3b Tumorausdehnung in die Nierenvenen oder in die V. cava infradiaphragmal
T 3c Tumorausdehnung in die V. cava supradiaphragmal
T4 Tumor durchbricht die Gerota-Faszie
Nodi lymphatici N0 Keine Lymphknotenmetastasen vorhanden
N 1 Metastasen in einem Lymphknoten, < 2cm
N 2 Metastasen in mehr als einem Lymphknoten, > 2 c¢cm bis 5 cm
N 3 Metastasen in mehr als einem Lymphknoten, >5 cm
Metastase M O  Keine Fernmetastasen vorhanden

M 1  Fernmetastasen vorhanden

Tabelle 6: TNM-Klassifikation beim Nierenzellkarzinom der UICC von 2002

Das T-Stadium beschreibt die lokale Ausbreitung des Tumors; das N-Stadium beschreibt den Befall der

Lymphknoten; das M-Stadium zeigt die Bildung von Tochtergeschwiren.

Im Jahr 2010 wurde fir das Nierenzellkarzinom eine neue TNM-Klassifikation eingefuhrt. Da

diese Arbeit 2009 entstanden ist, konnte diese nicht berticksichtigt werden.

Grading G1 Hoch differenziert
G2 MaRig differenziert
G3 Niedrig differenziert
G4 Undifferenziert

Tabelle 7: Einteilung des histopathologischen Differenzierungsgrades des RCC der UICC von 2002
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1.3.4. Tumormarker und Diagnostik

Bei den malignen Nierentumoren allgemein und beim Nierenzellkarzinom im Speziellen steht zur
Zeit kein Tumormarker fir die klinische Routine zur Verfigung. So gibt es weder einen Bio-
marker zur Primardiagnose, noch einen zur Verlaufskontrolle des Nierenzellkarzinoms. An La-
borparametern stehen lediglich allgemeine Hinweise auf einen Tumor zur Verfligung, so z.B. eine
Erhéhung von Blutsenkungsgeschwindigkeit und dem Akute-Phase-Protein C-reaktives Protein
(Srigley et al., 1997; Atzpodien et al., 2003). Die Diagnose erfolgt durch bildgebende Verfahren
wie Sonografie und CT.

1.4. Zirkulierende DNA

Zellfreie, im Plasma zirkulierende DNA (Desoxyribonukleinsdure) wurde 1948 erstmals im
Serum/ Plasma nachgewiesen (Mandel P et al., 1948). Lange Zeit war die Bedeutung dieser Ent-
deckung unklar. 1977 konnte gezeigt werden, dass diese frei zirkulierende DNA tumorspezifische
Verénderungen enthalt (Leon et al., 1977). Zu diesen Veranderungen gehdren Mutationen, Trans-
lokationen, Mikrosatelliten-Alterationen und CpG-Insel-Hypermethylierungen (Anker et al.,
1999). Es wird daher angenommen, dass die frei zirkulierende DNA im Serum/Plasma zumindest
teilweise aus Tumorzellen in die Blutbahn gelangt. Die genauen Ursachen hierfir sind unbekannt.
Es wird vermutet, dass das Tumorwachstum zur Hypoxie in gefaifernen Abschnitten des Tumors
fuhrt. Vermutlich kommt es zu Apoptose und/oder Nekrose von Tumorzellen, und in der Folge
zur Freisetzung von DNA in die Blutzirkulation (Jahr et al. 2001). Im Blut werden frei zir-
kulierende DNA-Fragmente durch Desoxyribonukleasen abgebaut (Wang et al., 2003), so dass
die im Serum zirkulierende DNA stark fragmentiert ist. Gelelektrophorese-Muster zeigen, dass
im Serum/Plasma von Tumorpatienten insbesondere kleine DNA-Fragmente von ca. 100-200 Bp
Grolke haufiger vorkommen als bei gesunden Kontrollprobanden. In beiden Gruppen wurden
groRere DNA-Fragmente in annéhernd gleicher Menge detektiert. Die DNA-Integritat bezeichnet
das Verhéltnis zwischen groRem und kleinem Fragment und ist also im Serum von Tumor-
patienten vermindert (Wu et al., 2002).

Neben diesen qualitativen Verénderungen der frei zirkulierenden DNA sind auch quantitative
Unterschiede zwischen Tumorpatienten und Gesunden bzw. Patienten mit nichtmalignen Er-
krankungen nachweisbar: Patienten mit Tumorerkrankungen haben ca. 4-10fach erhdhte Mengen
freier DNA im Serum/Plasma (Wu et al., 2002).
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Im Blut frei zirkulierende DNA teilt sich in zwei verschiedene Gruppen auf. DNA genomischen
Ursprungs (gDNA) und mitochondriale DNA (mtDNA). Die gDNA ist die DNA des Zellkerns.
Sie liegt in zweifacher Ausflihrung — Strang und Gegenstrang — in einer Doppelhelix vor. Im Zell-
kern bildet sie gemeinsam mit den ihr anliegenden Proteinen das s.g. Chromatin. Hierbei liegt die
gDNA aufgrund des diploiden Chromosomensatzes in doppelter Ausfiihrung, -einerseits
vaterlichen andererseits mditterlichen Ursprungs, vor.

Zirkulierende mtDNA stammt aus den Mitochondrien. Die mtDNA unterscheidet sich deutlich
von der gDNA des Zellkerns. Die mtDNA liegt ringférmig vor, wie es eigentlich typisch fir Pro-
karyonten ist. Dies, zusammen mit einer fur Zellorganellen ungewohnlichen doppelten Membran
und eigener mitochondrialen Ribosomen, hat zur s.g. Endosymbiontenhypothese gefuhrt. Danach
stammen Mitochondrien von prokaryoten Zellen ab, die kernhaltige Zellen aufgenommen worden
sind und im Verlauf ihre Autonomie verloren haben. In jedem Mitochondrium liegt eine Kopie
des mtDNA-Rings vor. Dieser besteht aus 16.569 Basenpaaren. Im \ergleich zur gDNA, ca. 3
x10° Bp, eine verschwindend geringe Zahl. Da in jeder Zelle hunderte, in Eizellen tausende,
Mitochondrien sind, erhéht sich die Gesamtmenge der mtDNA entsprechend. In jeder kern-
haltigen Zelle stehen damit den beiden Kopien der gDNA hunderte Kopien der mtDNA gegen-
uber (Chiu et al., 2003; Lam et al., 2004; Mehra et al., 2007; Zachariah et al., 2008). Die mtDNA
kodiert 2 rRNA flr die mitochondrialen Ribosomen, 22 tRNA, die fur die mitochondriale Pro-
teinbiosynthese bendtigt werden und die Information fur 13 Gene fir Membranproteine. Zu
diesen Membranproteinen gehdren auch Teile der Enzymkomplexe I, 111 und IV der Atmungs-
kette.

Bei Patienten mit Prostatakarzinom konnte gezeigt werden, dass die Menge von gDNA und
mtDNA im Serum nicht korreliert. Als Erklarung dafir kommen unterschiedliche patho-
physiologische Mechanismen bei der Freisetzung, der Zirkulation oder des Abbaus in Frage
(Mehra et al., 2007). Im Serum liegt die gDNA meist ungebunden vor. Die mtDNA hingegen liegt
sowohl freizirkulierend als auch Partikelgebunden vor. Die GroRe dieser Partikel kann variieren,
deren Funktion und Herkunft ist jedoch nicht geklart (Chiu et al., 2003).
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1.4.1. Diagnostische und prognostische Relevanz

Mittlerweile ist das Wissen um die zirkulierende DNA weitaus detaillierter. Die Konzentration im
Serum/Plasma ist nicht nur Gesunden gegenuber erhoht, sondern auch gegeniiber Patienten mit
nicht-malignen Krankheiten. Beispiele an urologischen Tumoren daftr sind das Prostatakarzinom
(Chun et al., 2006; Bastian et al., 2007; Ellinger et al., 2008b; Altimari et al., 2008; Ellinger et al.,
2009c), das Blasenkarzinom (Ellinger et al., 2008c) und das Hodenkarzinom (Ellinger et al.,
2009a). Beispiele fir andere Krebsentitdten sind das Kolonkarzinom (Schwarzenbach et al.,
2008), das Mammakarzinom (Kohler et al., 2009) und das Bronchialkarzinom (Yoon et al., 2009).

Neben der rein quantitativen Bestimmung der zirkulierenden DNA kann man sich auch deren
Fragmentierung anschauen. Eine hohere Rate von groflen DNA Bruchstiicken, also einem
Hinweis fir einen nekrotischen Ursprung, findet sich beim Mammakarzinom (Umetani et al.,
2006¢; Wang et al., 2003), beim Kolonkarzinom (Umetani et al., 2006a) und beim Ovarialkarzi-
nom (Wang et al., 2003). Andererseits kann bei Patienten mit anderen Tumorarten auch eine
kleinere Fragmentierung, ein Hinweis auf einen apoptotischen Ursprung, gefunden werden. Dies
war bisher beim Hoden- (Ellinger et al., 2009a), Prostata- (Ellinger et al. 2008a) und Blasen-
karzinom (Ellinger et al., 2008d) der Fall.

Bei der Apoptose bzw. der Nekrose handelt es sich um unterschiedliche Formen des Zelltodes.
Die Apoptose wird auch als programmierter Zelltod bezeichnet. Eine Unterscheidung beider
Arten besteht darin, das es bei der Nekrose zu einem friihen Funktionsverlust der Zellmembran
und damit zu einem Einstrom von extrazelluldrer lonen und Flussigkeit kommt. Morphologisch
entsteht hierdurch eine Schwellung der Zelle. Im Gegensatz dazu bleibt bei der
energieabhdngigen Apoptose die Zellemmbran lange intakt wahrend intrazelluldare Organellen
bereits enzymatisch abgebaut werden. Es folgt eine morphologische Schrumpfung. Im Rahmen
des, wéhrend der Apoptose ablaufenden, enzymatischen Abbaus von Organellen wird unter
anderem die DNA der Zelle durch Desoxyribonukleasen verdaut. Als Resulat steht am Ende die
oben bereits erwahnten Fragmentierung der DNA. Im Gegensatz dazu kommt es bei der Nekrose
auch zu einem nicht enzymatisch gesteuerten Zerfall von DNA. Dadurch entstehen auch groRere

Fragmente von mehr als 200 Bp Lange (Hotchkiss et al., 2009).

Im vorhergehenden Kapitel wurde die unterschiedliche Struktur von genomischer und

mitochondrialer DNA besprochen. In der Literatur wurde die Frage, ob aufgrund dieser



26

strukturellen Unterschiede es zu einem unterschiedlichem Fragmentierungsmuster im Rahmen

des Zelltodes kommt, noch nicht hinreichend untersucht.

Unter Beriicksichtigung der erwdhnten Unterschiede in der Grolie der DNA-Fragmente nach dem
Zelltod bietet es sich an eine weitere Messgrolie einzufuhren. Die s.g. DNA-Integritét ist der
Quotient aus groRen und kleinen DNA-Fragmenten. Es konnte ein Zusammenhang zwischen
maligner Grunderkrankung und DNA-Integritat gezeigt werden (Umentani et al., 2006c;
Mouliere et al., 2011).

1.5. Ziel dieser Arbeit

Es gibt eine Reihe von Grunden, die dafur sprechen, der Bedeutung von mtDNA als Biomarker
weiter nachzugehen. Die hohe Anzahl gleicher mtDNA Kopien l&sst eine Quantifizierung sehr
kleiner Mengen an mtDNA im Blut zu. Weiter wurde schon beschrieben, dass sich mtDNA
eignet, Tumorpatienten von gesunden Kontrollen zu unterscheiden. Dies war bereits beim
Prostatakarzinom (Mehra et al., 2007), dem Hodenkrebs (Ellinger et al., 2009b), dem Ovarial-
karzinom (Zachariah et al., 2008) und beim Brustkrebs (Kohler et al., 2009) mdglich.

Darauf aufbauend soll diese Arbeit die Rolle der Konzentration zirkulierender mtDNA sowie der

mtDNA-Integritdt im Serum von Patienten mit urologischen Krebserkrankungen erforschen.



2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Gerate

8-Kanal-Pipette (1-10 pl)
Einkanal-Pipetten Research

(0,5l - 10 pl, 2 pl -20 pl, 10 il - 100 pl,
20y - 200 pl, 1004 - 1000 pl)

ABI Prism 7900 HT Sequence
Detection System
Absorptionsspektrometer Nanodrop
ND - 1000

Absauggerat Miniport KNF

Analysewaage BP 2100 S

Gel Dokumentationsanlage mit
Kamera Classic Uno
Horizontalelektrophoresekammer
Sub-cell GT Basic

Magna Rack, magnetischer Separator
Mikrozentrifuge Sigma 1-15

Spannungsquelle PowerPac 100

Thermocycler UNO-Thermoblock
Thermomixer comfort
Tischzentrifuge Universal 30 RF

\ortex-Genie 2
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Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Applied Biosystems, Foster City, California,
USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Neuberger GmbH, Freiburg i. Br.,
Deutschland

Sartorius, Gottingen, Deutschland
Intas, Gottingen, Deutschland

Biorad Laboratories, Hercules, California,
USA

Invitrogen, Paisley, Schottland
Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

Biorad Laboratories, Hercules, California,
USA

Biometra, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland
Scientific Industries, New York, USA
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2.1.2. Labormaterial

Falcon Tubes (15 ml, 50 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen,

Deutschland

Pasteurpipetten aus Glas Brand GmbH + Co KG, Wertheim,
Deutschland

PCR-Tubes (0,2 ml) ABGene, Epsom, England

Pipettenspitzen mit Filter Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland

(10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pi)

Reaktionsgefalle aus Polypropylen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

(1,5 ml) Deutschland

Safe-Lock Tubes Eppendorf, Hamburg, Deutschland

(0,5ml, 1,5ml, 2,0 ml)

S-Monovette Kaniile Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Thermo-Fast 384-Well-PCR Platten ABGene, Epsom, UK

Latexhandschuhe DermaClean Ansell LTD, Bangkok, Thailand

Monovette Gel 9ml Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

2.1.3. Chemikalien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden im hdochsten erhaltlichen
Reinheitsgrad und in Analysequalitat erworben. lhre Lagerung erfolgt nach Herstellervor-
schriften.

Deionisiertes Wasser aus Millipore, Molsheim, Frankreich
Reinstwassersystemanlage

Milli-Q biocel

Dekontaminationsmittel RNase AWAY Molecular BioProducts, Inc., San Diego, USA
DEPC-Wasser Ambicon, Austin, Texas, USA

DNA Lé&ngenstandard Track It 100 bp Invitrogen, Paisley, Schottland

DNA ladder

Ethanol absolut VWR, Darmstadt, Deutschland
Ethylendinitrilotetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland
Fluoreszenzfarbstoff PicoGreen dsDNA Invitrogen, Paisley, Schottland

Quantitation Reagent
Tris-Hydrochlorid (Tris-HCL) Fluka, Buchs, Schweiz
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Phosphatpuffer PBS PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

PCR-Wasser WATER Sigma Chemical CO, Irvine, UK

Ultrapure 10xTBE-Buffer Invitrogen, Paisley, Schottland

2.1.4. Kits

ChargeSwitch gDNA 1ml Serum Kit Invitrogen, Paisley, Schottland

QlAamp DNA Mini Kit QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

SYBR GreenER gPCR SuperMix Invitrogen, Paisley, Schottland

PicoGreen dsDNA Quantitation Kit Invitrogen, Paisley, Schottland

2.1.5. Primer

mtDNA 79 Bp Forward 5’-CAG-CCG-CTA-TTA-AAG-GTT-CG-3’

Reverse 5’-CCT-GGA-TTA-CTC-CGG-TCT-GA-3’
mtDNA 230 Bp Forward 5’-CAG-CCG-CTA-TTA-AAG-GTT-CG-3°

Reverse 5’-GGG-CTC-TGC-CAT-CTT-AAC-AA-3’
mtDNA 490 Bp Forward 5-GGG-ATA-ACA-GCG-CAA-TCCTA-3

Reverse 5-ATG-TTG-GGA-CCT-TTGCGT-AG-3

Die Primer wurden von der Firma Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) im Reinheitsgrad
"desalted" synthetisiert. Es wurde mit Tris-EDTA-Puffer eine Stocklésung in der Konzentration
100pmol/ul hergestellt. Diese wird bei -20° C gelagert und zum Gebrauch auf eine Konzentration

von 10 pmol/pl mit PCR-Wasser verdinnt.

2.1.6. Probenmaterial

Als Material fur die Untersuchung dient Blutserum. Die Gewinnung der Proben erfolgt unter
Berticksichtigung der revidierten Deklaration von Helsinki des Weltarztebundes aus dem Jahr
2000 sowie der geltenden gesetzlichen Vorgaben. Zuvor erteilte die Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Universitit Bonn die Genehmigung, Lfd. Nr. 019/03, zur
Durchfiihrung der Untersuchung. S&mtliche Proben wurde im Rahmen der Biobank Initiative des
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CIO KoéIn/Bonn in der Klinik und Poliklinik fir Urologie und Kinderurologie des
Universitatsklinikum Bonn gesammelt. Die in die Untersuchung eingeschleusten Patienten und
gesunden Probanden gaben nach Aufklarung tber Sinn und Zweck der Studie ihr schriftliches
Einverstandnis zur Teilnahme.

Die Blutproben wurden prospektiv von Patienten mit den in dieser Arbeit untersuchten
urologischen Tumoren, Prostata-, Nierenzell- und Blasenkarzinom, im Zeitraum vom November
2006 bis Oktober 2007 abgenommen. Dies erfolgte nach stationdrer Aufnahme vor Durchfiihrung
der operativen Therapie. Ausschlusskriterien dieser Arbeit waren das Vorliegen eines
Zweitmalignoms in der Anamnese der Probanden sowie ein Alter junger als 18 Jahre. Bei den 23
Patienten mit Prostatakarzinom erfolgte in allen Féllen eine radikale Prostatektomie. 84 Patienten
litten an einem Blasenkarzinom; hier erhielten 74 eine transurethrale Resektion und 10 Patienten
eine radikale Zystektomie. Von der 33 Patienten z&hlenden Gruppe mit Nierenzellkarzinom
wurden 19 Nierenerhaltend operiert, 14 wurden Nephrektomiert. Histopathologisch lasst sich
diese Gruppe noch weiter aufgliedern, 26 Patienten haben ein klarzelliges RCC, 5 ein papilléres
RCC und 2 ein chromophobes RCC. Als Kontrollgruppe wurden Blutserumproben von 79
Gesunden gesammelt. Dies sind Angestellte des Universitatsklinikums Bonn ohne einen Hinweis
auf eine maligne oder eine sonstige schwere Erkrankung in der Vergangenheit. Die Klinisch-

pathologischen Daten der Probanden sind in Tabelle 8 aufgelistet.
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RCC BCA PCA GK
n=33 n=84 n=23 n=79

Geschlecht: ménnlich /
weiblich 2716 61/23 23/0 39/40
Alter
Spanne 31-80 38-94 54 -75 18 - 60
Durchschnitt 64.8 71.8 66.8 31.5
Median 67.0 74.0 68.0 28.0
TNM-Stadium

pTO 1

pTa 45

pT1 21 18

pT2 1 12 16

pT3 11 3 7

pT4 0 1

pTis 3
Lymphknotenmetastasen 2 1 1
Fernmetastasen 3 0 0
Graduierung

Gl 4 15 1

G2 27 38 17

G3 2 30 5
Gleason Score

Gleason Score <6 15

Gleason Score 7 4

Gleason Score >8 4

Tabelle 8: Klinisch-pathologische Daten des Patientenkollektivs, klinische Daten der Gesunden Kontrollen

RCC, Nierenzellkarzinom; BCA, Blasenkarzinom; PCA, Prostatakarzinom; GK, Gesunde Kontrollen

Sémtliche Patientenproben wurden einen Tag vor dem durchgefuhrten Eingriff mit einer Serum
S-Monovette mit Gel und Gerinnungsaktivator (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) gesammelt.

Nach Abnahme des Blutes wurde es zwischen 60 und 180 Minuten zur Gerinnung bei
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Raumtemperatur gelagert. Anschliefend wurden die Proben bei 1.800g fur 10 Minuten mit der
Tischzentrifuge Universal 30 RF (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland) zentrifugiert.
Der entstandene Serumdiberstand wurde abpipettiert und bei - 80° C eingefroren und gelagert
(Chan et al., 2005).

2.1.7. Software

MS Office 2007 Microsoft, Seattle, USA

Primer 3 Whitehead Institute for Biomedical Research,
Cambridge, USA

SDS Software Version 2.2 Applied Biosystems, Foster City, USA

SPSS Version 11.5 SPSS Inc., Chicago, USA

2.2.  Methoden

2.2.1. Aufreinigung des Blutserums und DNA-Isolation

Die Isolation der DNA aus dem Serum erfolgte eigens fur diese Arbeit mit dem ChargeSwitch
DNA Serum Kit (Invitrogen, Paisley, Schottland) nach Standardprotokoll. Das Kernstiick dieser
Methode sind kleine magnetische Kugeln in der GroRenordnung eines Mikrometers, im
Englischen ,,beads* genannt. Diese sind auf ihrer Oberflache derart beschichtet, dass sich ihre
Ladung, in Abh&ngigkeit des umgebenden pH-Wertes, andert. Bei einem niedrigen pH-Wert sind
die Beads positiv geladen. So entsteht die Mdglichkeit, negativ geladene Nukleinsdauren zu
binden. Hebt man in weiteren Arbeitsschritten den pH-Wert wieder an, so wird diese Bindung
aufgehoben und die Nukleinséduren diffundieren ab. Die magnetische Eigenschaft der Beads
ermoglicht eine einfache Trennung der (ber die Festphase gebundenen DNA von den
umgebenden Ldsungen.

Im Einzelnen l&uft die Aufreinigung wie folgt ab:

Zur DNA-Isolation wird zunéchst 1 ml des aufgetauten Serums mit 700 ul Lysispuffer und 30 pl
Proteinase K versetzt und bei Raumtemperatur 20 Minuten lang inkubiert. Die Proteinase K dient
hier der Beseitigung stérender Proteine. Es folgt die Zugabe der Magnetbeads und 250 pl des
Aufreinigungspuffers, der den pH-Wert unter 6,0 senkt und so die DNA-Bindung an die Magnet-

beads ermdglicht. Nach Positionierung der Eppendorfcups in den Separator werden die Beads an
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die Rickwand des Geféalles gezogen und dort durch einen Magneten festgehalten. Die Ldsung
wird abgesaugt und verworfen. Zur Beseitigung von Kontaminationen schlieen sich zwei
Waschschritte mit jeweils 1000 pl Waschpuffer an. Hiernach folgt die Freisetzung der DNA von
den Beads durch Zugabe von 50 pl Elutionspuffer, der den pH-Wert auf 8,5 anhebt. Nach einer
Inkubationszeit von mindestens einer Minute erfolgt die Trennung der Beads im Separator. Die
im Elutionspuffer geléste DNA wird in ein separates Reaktionsgefal tberfihrt und bis zur
Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert.

Bei dem oben beschriebenen Verfahren handelt es sich um ein etabliertes und gangiges Verfahren

zur Aufreinigung und Isolation von DNA aus Blutserum (Palecek et al., 2007).

2.2.2. Herstellung der Messstandardreihe

Um eine spétere quantitative Analyse der PCR-Produkte zu ermdglichen ist es notwendig, eine
Standardmessreihe herzustellen. Dazu wurde s.g. White Buffy Coat DNA einer gesunden
Probandin mit dem QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) isoliert. Mit
einer PCR wurde eine Sequenz amplifiziert, die so gewahlt ist, dass beide Amplicons der Primer
mtDNA 79 Bp und mtDNA 230 Bp innerhalb des Amplikons liegen. Dieser Primer wird mtDNA
490 Bp genannt. Im néchsten Schritt wurde das entstandene PCR Produkt mit dem PureLink
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Paisley, Schottland) nach Standardprotokoll aufgereinigt. So
ist sichergestellt, dass bei der folgenden Quantifizierung keine Interferenzen durch andere
Nukleotide stattfinden konnen. Zur Konzentrationsbestimmung wurde das PicoGreen dsDNA
Quantitation Kit (Invitrogen, Paisley, Schottland) verwendet. Mit dem nun gewonnen Material
mit bekannter Konzentration wurde eine Verdinnungsreihe angelegt. Dieses Verfahren wurde
bereits zuvor beschrieben (Ellinger et al., 2008e). Das Ausgangsmaterial fur die Verdinnungs-
reihe wurde von Doris Schmidt, Klinik und Poliklinik fur Urologie des Universitatsklinikums

Bonn hergestellt und fir diese Arbeit zur Verfligung gestellt.

Die bei der unten beschriebenen PCR gewonnen Ergebnisse werden in Gewicht des Produkts pro
ml Substrat angegeben. Von Interesse fur diese Arbeit ist jedoch die Angabe pro ml Serum. Um
dies ineinander zu Uberfiihren ist folgende Rechnung ndétig. Wie in Kapitel 2.2.1. beschrieben
wird die DNA aus 1 ml Serum zum Schluss der Aufreinigung in 50 ul Elutionspuffer gelost. D.h.
die im Elutionspuffer geléste DNA wurde im Vergleich zum Serum 20fach Konzentriert. Um dies

zu berticksichtigen missen die Ergebnisse aus der PCR mit dem Faktor 0,05 multipliziert werden.



34

2.2.3. Primerdesign

Es wurden zwei Primerpaare ausgewahlt, die an der Transkription der mitochondrialen 16s-rRNA
beteiligt sind. Die AmplikongroRe wurde einerseits mit 79 Bp so gewahlt, dass eine Quantifika-
tion aller zirkulierenden mtDNA mdglich ist, unabhéngig eines apoptotischen oder nekrotischen
Ursprungs; andererseits mit einer Amplikonldnge von 230 Bp DNA fiir nicht-apoptotischen Ur-
sprungs. Die Sequenzsuche erfolgte tiber die Datenbank des National Center for Biotechnology
Information, U.S. National Library of Medicine, Bethesda, USA. Als Software fir das Design
diente die Software Primer 3 (Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, USA).
Eine genaue Beschreibung findet sich in einer vorhergehenden Veréffentlichung der Arbeits-

gruppe (Ellinger et al., 2009b).

5 3
- - mtDNA 79 Bp
- . mtDNA 230 Bp
[ 4 mtDNA 490 Bp

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Primeramplikons
Das Amplikon von mtDNA 490 Bp schlieR3t die Amplikons von mtDNA 79 Bp und mtDNA 230 Bp mit ein.

2.2.4. Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Mitte der 1980er Jahre von Kary Mullis u.M.
entwickeltes Verfahren zur Vervielféaltigung einer bestimmten DNA-Sequenz. Fir die Entwick-
lung der PCR erhielt Mullis im Jahre 1993 den Nobelpreis fur Chemie.

Zur Durchfiihrung der PCR werden Primerpaare bendtigt, d.h. Oligonukleotidsequenzen, die die
zu amplifizierende DNA-Sequenz flankieren; sie lagern sich komplementér zur entsprechenden
Sequenz des zu kopierenden Stranges an und bilden den Startpunkt fiir das eingesetzte DNA-
synthetisierende Enzym, die hitzestabile DNA-Polymerase. Weiterhin werden als Bausteine fur
die DNA-Synthese Desoxyribonukleotidtriphosphate benétigt.

Die Reaktion wird ber zyklische Verdnderungen der Reaktionstemperatur gesteuert. Der erste
Arbeitsschritt der PCR erfolgt mit der Erhitzung auf 95°C. Dieser dient der Denaturierung des

DNA-Doppelstranges, d.h. zur Aufschmelzung in die beiden Einzelstrange. AnschlieRend wird
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die Temperatur abgesenkt, um den Primern die Mdglichkeit zu geben, komplementér an die
entsprechenden Sequenzen der DNA-Mutterstrange zu binden (Annealing), und schlieBlich
erfolgt die Einstellung nah am Temperaturoptimum der DNA-Polymerase, um eine mdglichst
suffiziente Verlangerung (Elongation) des neuen DNA-Stranges zu gewéhrleisten. Die zum
Annealing notwendige Temperatur ist abhéngig von der Schmelztemperatur der Primer und sollte
knapp darunter liegen, um eine stabile Bindung an die komplementdren Sequenzen zu
ermoglichen, jedoch unbeabsichtigte weniger stabile Bindungen an &hnliche Sequenzen zu
verhindern. Ist ein solcher Zyklus abgeschlossen, schlie3t sich der folgende direkt an mit dem
gleichen Ablauf aus Denaturierung, Annealing und Elongation. Im Optimalfall wird die im Re-
aktionsansatz vorhandene DNA-Menge binnen eines Zyklus jeweils verdoppelt, so dass sich die
Menge amplifizierter DNA (D) in Abhangigkeit von der urspringlichen Menge (Do) und der
Zahl durchlaufender Zyklen (Z) ergibt als D; = Do * X* * z.

Die quantitative Real-Time PCR stellt eine Weiterentwicklung der urspringlichen PCR dar
(Higuchi et al., 1992). Hierbei wird ein Farbstoff eingesetzt, der an doppelstrangige DNA bindet
und in Abhangigkeit von dieser Bindung ein Fluoreszenzsignal aussendet, das detektiert wird.
Auf diese Weise kann die vorliegende DNA quantifiziert werden. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wird der Farbstoff SYBR Green verwendet. Die Hohe des Fluoreszenzsignals korreliert
jeweils mit der vorhandenen DNA Menge. Es wird nach jedem Zyklus der Reaktion registriert
und in seinem Verlauf graphisch dargestellt. Wahrend der ersten Zyklen zu Beginn der PCR ist
das Signal noch schwach und kann nicht gegeniiber dem unspezifischen Hintergrund abgegrenzt
werden; mit steigender Menge des Produkts Uberschreitet es jedoch einen gewissen Schwellen-
wert der Fluoreszenz und setzt sich so von den stérenden Hintergrundsignalen ab. Als Ct- Wert
wird die Zahl der Zyklen bezeichnet, die bendtigt werden, bis das Signal erstmals die Hinter-
grund-Fluoreszenz ubersteigt. Anfangs nimmt es exponentiell zu und reprasentiert damit den
gleichzeitig exponentiell stattfindenden Zuwachs an DNA-Menge; spéater verlangsamt sich die
Zunahme jedoch und sistiert zum Schluss, was auf den Verbrauch einer oder mehrerer Kom-
ponenten der Reaktion (Primer, Nukleotide etc.) zurtickzufiihren ist.

Eine Komplikation der PCR stellt die Bildung sogenannter Primer-Dimere dar, indem sich kom-
plementédre Primerstiicke aneinanderlagern. Die Dimere werden ebenfalls vom Fluoreszenzfarb-
stoff als doppelstrangige DNA erkannt und es resultiert somit ein Signal, das das Vorhanden-sein
eines PCR-Produktes vortauscht. Um diesen Effekt zu erkennen, erfolgt nach abgeschlossen-er
PCR, d.h. nach einer definierten Anzahl von Zyklen, die Schmelzkurvenanalyse des PCR-

Produkts. Hierzu wird die Temperatur im Reaktionsgemisch kontinuierlich erhoht und gleich-
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zeitig das entstehende Fluoreszenzsignal registriert. Dieses nimmt mit zunehmender Temperatur
aus physikalischen Grunden langsam kontinuierlich ab, bis der Punkt erreicht ist, an dem der
DNA-Doppelstrang des Produkts in seine beiden Einzelstrange zerféllt. Die zugehdrige Temp-
eratur wird als Schmelztemperatur bezeichnet. Sie ist spezifisch fur einen bestimmten DNA-
Strang in Abhangigkeit von dessen Lange und Basenzusammensetzung. Bei Uberschreitung der
Schmelztemperatur nimmt das Fluoreszenzsignal entsprechend der Freisetzung des Farbstoffes
abrupt ab. Die Schmelztemperatur kann somit durch den Verlauf des Signals bestimmt werden.
Primerdimere haben typischerweise aufgrund ihrer geringeren L&nge als das gewinschte PCR-
Produkt einen deutlich niedrigeren Schmelzpunkt als dieses und kénnen damit erkannt werden.
Die Quantifizierung der in einer Probe vorhandenen DNA ist mit Hilfe einer Standardver-
diinnungsreihe moglich. Eine Probe definierter DNA-Konzentration wird hierfur in festgelegten
Schritten verdunnt und von jeder Verdinnungsstufe erfolgt die Amplifikation per Real-Time
PCR. AnschlieBend werden die resultierenden Ct-Werte der Verdiinnungen gegen die jeweiligen
Konzentrationen graphisch aufgetragen und per linearer Regression eine Standardgerade erstellt;
mit Hilfe der Geradengleichung kann anschliefend anhand des Ct-Wertes auf die DNA-Kon-
zentration einer zu untersuchenden Probe geschlossen werden.
Zur Durchfuhrung der PCR wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein ABI Prism 7900 HT
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) verwendet. Der Re-
aktionsansatz wird auf 384-Well-Platten mit einem Probenvolumen von 10 ul je Well aufge-
tragen. Fir jede Probe erfolgt eine Dreifachbestimmung, d.h. je drei Wells erhalten Proben-
material eines Probanden. Der Reaktionsansatz pro Well besteht aus 0,7 pl der wie oben be-
schrieben hergestellten Probe, je 0,3ul der Losung von Forward und Reverse Primer entsprech-
end 3,3 pmol jedes Primers, sowie 5 pl gPCR SuperMix und 3,7 pl PCR-Wasser. Auf jede Platte
werden aul3er den eigentlichen Proben noch die Standardverdinnungen und eine Negativkontrolle
aus PCR-Wasser aufgetragen.
Die Programmierung des PCR-Gerétes geschieht entsprechend des folgenden PCR-Protokolls:
Schritt 1 - Aktivierung der DNA-Polymerase: 95°C (iber 15 min
Schritt 2 - die folgenden Schritte 2a und 2b werden zyklisch 40-mal wiederholt

2a Denaturierung bei 95°C (ber 15 sec

2b Annealing und Elongation bei 60°C ber 60 sec

Schritt 3 - Schmelzkurvenanalyse
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2.2.5. mtDNA Quantifizierung

Die in den untersuchten Proben vorhandene mtDNA-Konzentration wird entsprechend dem oben
dargestellten Verfahren anhand der Verdinnungsreihe automatisch mit Hilfe der Software SDS
2.2 (Applied Biosystems, Foster City, USA) ermittelt.

Das Fragmentierungsmuster der mtDNA wird als mtDNA-Integritat bezeichnet. Sie wird be-
rechnet aus dem Quotienten der ermittelten Konzentrationen von mtDNA 230 Bp / mtDNA 79
Bp. Der Hintergrund dieses Fragmentierungsmusters ist die Tatsache, dass anhand der Grofe
eines DNA-Fragmentes eine Aussage Uber dessen Herkunft getroffen werden kann. Im Rahmen
der Apoptose, also des kontrollierten und physiologischen Zelltodes, entstehen DNA-Fragmente
von ca. 200 Bp GroRe. Bei einem nekrotischen Zerfall einer Zelle liegt die Grolie bei tber 400
Bp-10000 Bp (Jahr et al., 2001). Aus dem Quotient der Konzentrationen der Amplikon ist ein
indirekter Rickschluss auf die Herkunft der mtDNA méglich: Ein niedriger Quotient lasst auf

Apoptose als zugrunde liegenden Zelltod-Mechanismus schlielen.

2.2.6. Statistische Auswertung

Fur die Korrelation von mtDNA- Konzentration bzw. der Integritat der mtDNA mit dem Alter der
Probanden wird der Spearman-Rho-Test benutzt. Der Chi-Quadrat-Test wird zur Bestimmung der
Unterschiede der mtDNA-Konzentration der Geschlechter eingesetzt. Den untersuchten Daten
entsprechend, wird der Mann-Whitney- oder der Kruskal-Wallis-Test, zur Bewertung der
Unterschiede der mtDNA-Konzentration zwischen Gesundkontrollen und Tumorpatienten
verwendet. Beide Tests wurden ebenfalls zur Berechnung der Korrelation von mtDNA- Kon-
zentration und klinisch-pathologischen Daten der Tumorpatienten benutzt. Die Qualitét eines Tu-
mormarkers zeichnet sich durch eine hohe diagnostische Sensitivitat und Spezifitat aus. Um diese
zu errechnen, wird eine s.g. Receiver Operator Characteristic Analyse (ROC-Analyse) gemacht.
Mit Hilfe der ROC Analyse ist es mdglich die gewonnenen Daten auf lhre Aussagekraft zu
prifen. Untersucht wird einerseits die s.g. Sensitivitat. Diese bezeichnet die Genauigkeit in %,
mit der das untersuchte Merkmal einer Probe als solches erkannt wird. Auf den hier
medizinischen Sachverhalt bezogen ist die Sensitivitat die bedingte Wahrscheinlichkeit, dass der
Test bei einer erkrankten Person richtig (also positiv) reagiert. Andererseits beschreibt die

Spezifitat die Genauigkeit, mit der das untersuchte Merkmal einer Probe als negativ erkannt wird.
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In der Medizin ist das die bedingte Wahrscheinlichkeit, dass eine nicht-erkrankte Person ein
richtiges (also negatives) Testergebnis hat. Um diese Aussagen treffen zu konnen, ist es
notwendig zwei von einander unterscheidbare Merkmale zu definieren, z.B. Merkmal A =
Gesund und Merkmal B = Tumorpatient. Jedem Merkmal wird ein bestimmter Bereich von
maoglichen Messwerten zugeteilt, welche bei einem definierten Grenzwert voneinander
abgegrenzt werden. In dem Falle dieser Arbeit sind die Messwerte von Konzentrationen der
mtDNA Fragmente bzw. deren Quotient im Falle der mtDNA-Integritat. Der Grenzwert wird so
gewahlt, dass ein s.g. Konfidenzintervall von 95% entsteht. Hintergrund ist der, dass der gesuchte
Wert des Merkmals nicht bekannt ist. Durch die Durchfiihrung einer Stichprobe, in diesem Fall
die Messung der mtDNA-Konzentration, versucht man dem wirklichen Wert mdéglichst nahe zu
kommen. Da jedoch eine Stichprobe mit begrenzter Zahl den Messwert nicht tatsachlich abbilden
kann, wird mit Hilfe des Konfidenzintervalls ein Hilfskonstrukt herangezogen. Ein
Konfidenzintervall ist ein Bereich von Messwerten von dem man hofft, dass das gesuchte
Merkmal damit erfasst wird. Er wird anhand der gemessenen Werte der Stichprobe definiert.
Durch die Tatsache, dass eine Stichprobe mdglicherweise nicht die Wirklichkeit abbildet besteht
auch die Mdglichkeit, dass das Konfidenzintervall nicht richtig liegt und den gesuchten Messwert
nicht enthélt. Diese Fehlerwahrscheinlichkeit wird vor der Definition des Konfidenzintervalls
festgelegt. Ublicherweise liegt der Wert bei 5%. Dies bedeutet dass eine Fehlerwahrscheinlich-
keit von 5% fir die Erkennung eines Merkmals, bei der Wahl der Grenzwerte, akzeptiert wird.
Zudem wird als Qualitdtsmall die s.g. area under curve (AUC) benutzt. Die AUC ist die
errechnete GrolRe der Flache unter der ROC Kurve und beschreibt den Zusammenhang zweier
Ereignisse bzw. zweier Merkmale. Es sind Werte von 0 bis 1 mdglich. Bei einem Wert von 0,5 ist
der Zusammenhang rein zuféllig. Ndhert sich der Wert der O oder der 1 an, so steigt die Qualitat
des Zusammenhangs der beiden Merkmale. Zur Erlauterung: Bei der Auswertung der
Messergebnisse dieser Arbeit ist es notwendig einen Trenn- oder Schwellenwert zu definieren,
um eine Unterscheidung der Merkmalsauspragung Gesund/Tumorpatient zu treffen. Fir jeden
gewahlten Schwellenwert erhalt man unterschiedliche Werte fur Spezifitat und Sensitivitat. Tragt
man die Werte fir die Sensitivitdt und die Werte an richtig Positiven (1-Spezifitat) in ein
Koordinatensystem ein erhdlt man die ROC-Kurve. Einerseits lasst sich mit Hilfe der ROC-
Kurve ein optimaler Schwellenwert finden, andererseits kdnnen (ber die so ermittelte AUC

konkurrierende Testverfahren einfach miteinander verglichen werden.

Alle statistischen Tests sind zweiseitig und wurden mit Hilfe der SPSS Software durchgefihrt.
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2.2.7 Ablauf des Arbeitsprozesses

Zunéchst erfolgte entsprechend der Fragestellung das Primerdesign. Danach erfolgte die
Herstellung der fiir die quantitativen Real-Time PCR notwendigen Verdinnungsreihe aus der
Messstandardreihe. Hiernach erfolgte die eigentliche Analyse der Proben. Dazu erfolgte zunéachst
die Auswahl der Proben aus der fiir die Biobank Initiative gesammelten und bei -80°C lagernden
1 ml Serum-Aliquots. Diese wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und im Anschluss wurde
entsprechend die Isolation der DNA durchgefuhrt. Nach einer Zwischenlagerung bei -20°C
erfolgte nun die eigentliche Analyse der Proben mittels der quantitativen Real-Time PCR. Die
hieraus gewonnen Quantitat der vorhandenen mtDNA-Fragmente wurde abschlieBend mit den

oben beschriebenen statistischen Tests weiter untersucht.
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3. Ergebnisse

3.1. Korrelation von mtDNA Konzentration / mtDNA-Integritat
mit Alter und Geschlecht

Die Krebspatienten waren signifikant alter als die gesunden Kontrollen (p<0.0001). Das Durch-
schnittsalter der Patientengruppe betrug 69,3 Jahre, dass der Kontrollgruppe betrug 31,5 Jahre.
Dariiberhinaus war der Anteil ménnlicher Probanden in der Gruppe der Krebspatienten
signifikant héher (79 % vs. 4 9%; p<0,0001).

Aufgrund des signifikanten Altersunterschieds und der unterschiedlichen Verteilung
Ménner/Frauen erfolgte eine Korrelation der mtDNA Konzentration und dem Alter bzw. dem
Geschlecht fur die Gruppe der Malignompatienten und der Kontrollen separat.

Bei den Tumorpatienten bestand keine Korrelation zwischen Alter und Konzentration der mtDNA
Fragmente (mtDNA 79 Bp: p=0,247; mtDNA 230 Bp: p=0,418; mtDNA-Integritat: p=0,346); es
bestand ebenfalls keine Korrelation mit dem Geschlecht (mtDNA 79 Bp: p=0,349; mtDNA 230
Bp: p=0,548; mtDNA-Integritat: p=0,797). In der Gruppe der Kontrollpatienten zeigte sich eine
signifikant erhdhte Konzentration der mtDNA 79 Bp Fragmente bei méannlichen Probanden: 0,49
x10° Fragmente/ml vs. 0,35 x10° Fragmente/ml (p=0,027). Die Konzentration der mtDNA 230
Bp Fragmente sowie der mtDNA-Integritdt korrelierte mit dem Alter in der Kontrollgruppe
(p=0,024, r2=0,254; p=0,042; r2=0,230).

Eine Ubersicht tiber die beschriebenen Ergebnisse zeigt im folgenden Abbildung 3.
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Abbildung 3: Korrelation von Alter, Geschlecht und Dignitat mit mtDNA Konz. und mtDNA-Integritat

A Serum mtDNA 79 Bp Konz. ist bei Mé&nnern signifikant erhéht (p=0,027)
B mtDNA 230 Bp Konz. korreliert mit dem Alter in der Kontrollgruppe (p=0,024; r2=0,254)
C mtDNA-Integritat korreliert mit dem Alter in der Kontrollgruppe (p=0,042; r2=0,230)
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3.2.  Unterschiede der mtDNA Konzentration/Fragmentation bei Gesunden und
Tumorpatienten

Es zeigte sich eine signifikante Erhohung der Konzentration der beiden mtDNA-Fragmente sowie

der mtDNA-Integritat bei den Tumorpatienten (alle: p<0,001): die mediane Konzentration der

mtDNA-79 Fragmente war 8,75 x10° Fragmente/ml bei den Tumorpatienten und 0,43 x10° Frag-

mente/ml bei der Kontrollgruppe, die der mtDNA-230 Fragmente bei 8,11 x10° Fragmente/ml

vs,. 0,27 x10° Fragmente/ml und die mtDNA-Integritat bei 0,852 vs 0,662.

Vergleicht man die Konzentrationen der einzelnen Tumorarten untereinander so erhalt man fol-
gendes Ergebnis. Der Median des mtDNA 79 Bp Fragments liegt beim Blasenkarzinom bei 9,54
x10° /ml, beim Nierenzellkarzinom bei 6,69 x10° /ml und beim Prostatakarzinom bei 4,48 x10°
/ml (p=0,031). Der Median des mtDNA 230 Bp Fragments liegt beim Blasenkarzinom bei 9,78
x10° /ml, beim Nierenzellkarzinom bei 6,74 x10° /ml und beim Prostatakarzinom bei 1,94 x10°
/ml (p=0,004). Der Median der mtDNA-Integritét liegt beim Blasenkarzinom bei 0,903, beim
Nierenzellkarzinom bei 0,839 und schlielich beim Prostatakarzinom bei 0,590 (p=0,009). Eine

Darstellung kann Abbildung 3 entnommen werden. Siehe auch Tabelle 9.

GK Tu (gesamt) BCA RCC PCA
mtDNA79Bp 0,43 8,75 9,54 6,69 4,48
[x10°Fragmente /ml]
mtDNA 230 Bp 0,27 8,11 9,78 6,74 1,94
[x10°Fragmente /ml]
MtDNA- 0,662 0,852 0,903 0,839 0,59

Integritat

Tabelle 9: Mediane der Konzentrationen bzw. des Quotienten der verschiedenen Probandengruppen

BCA, Blasenkarzinom; GK, Gesunde Kontrollen; PCA, Prostatakarzinom; RCC, Nierenzellkarzinom; Tu,

Tumorpatienten
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Abbildung 4: Grafische Darstellung der Ergebnisse flir mtDNA Konz. (A, B) und mtDNA-Integritat (C); ROC
Kurven von mtDNA 79 Bp (D), mtDNA 230 Bp (E) und mtDNA-Integritat (F) in der Gegenuberstellung von

Gesund vs. Tumorpatienten.

Anhand der gewonnen Ergebnisse zeigt sich, dass es mit Hilfe von mtDNA 79 BP, mtDNA 230 Bp und der mtDNA-
Integritdt moglich ist, Gesunde Kontrollen von Tumorpatienten zu unterscheiden. D, E, F zeigen die dazugehdérigen
ROC-Kurven; RCC, Nierenzellkarzinom; BCA, Blasenkarzinom; PCA, Prostatakarzinom; GK, Gesunde Kontrollen

Die Unterscheidung von Tumorpatienten und Gesunden war mit dem mtDNA 79 Bp Fragment
mit einer Sensitivitat von 84,3 % und Spezifitadt von 97,5 % maglich. Eine etwas geringere Sensi-
tivitat / Spezifitat bestand fur das mtDNA 230 Bp Fragment. Aufgrund der geringen Sensitivitat
(37,9 %) ist die mtDNA-Integritét nicht von diagnostischer Relevanz.

Es zeigte sich das die diagnostische Aussagekraft in den einzelnen Tumorentitaten unterschied-
lich ist: Insbesondere dass RCC und das Blasenkarzinom konnten mittels der mtDNA Konzentra-
tion gut von den Kontrollen abgegrenzt werden (Sensitivitat > 88 % und Spezifitat > 95 %), wo-
hingegen das Prostatakarzinom nur schlecht mittels mtDNA-Konzentrations-unterschieden er-
fasst werden kann (60.8 % Sensitivitat und 98,7 % Spezifitdt mit mtDNA 79 Bp). Darlber hinaus
kann die mtDNA-Integritat in keinem Falle gut zwischen den verschiedenen Merkmalen unter-
scheiden. Siehe Tabelle 10 und Abbildung 3.
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MtDNA-79 Sensitivitat Spezifitat AUC (95%K1) Grenzwert
Tumor vs. Gesund 84.3% 97.5% 0.944 (0.915-0.973) 3.07x10%ml
BCA vs. Gesund 88.1% 97.5%  0.961 (0.930-0.992) 3.07x10°%ml
RCC vs. Gesund 90.9% 98.7%  0.969 (0.935-1.003) 3.47x10%ml
PCAvs. Gesund 60.8% 98.7%  0.847 (0.744-0.950) 3.19x10%ml

mtDNA-230 Sensitivitat Spezifitat AUC (95%KI) Grenzwert
Tumor vs. Gesund 80.0% 92.4% 0.925 (0.891-0.959) 1.97x10%ml
BCA vs. Gesund 85.7% 96.2%  0.958 (0.930-0.986) 2.54x10%/ml
RCC vs. Gesund 87.7% 94.9%  0.945 (0.887-1.003) 2.11x10%ml
PCA vs. Gesund 73.9% 70.9%  0.774 (0.654-0.895) 0.63x10°%/ml

MtDNA-Integritat  Sensitivitat Spezifitat AUC (95%Kl) Grenzwert
Tumor vs. Gesund 37.9% 86.1%  0.632 (0.556-0.708) 0.995
BCA vs. Gesund 45.2% 86.1%  0.674 (0.591-0.757) 0.995
RCC vs. Gesund 81.8% 43.0%  0.636 (0.529-0.743) 0.563
PCA vs. Gesund 100% 6.3% 0.474 (0.342-0.606) 0.010

Tabelle 10: Aussagekraft von mtDNA 79 Bp, mtDNA 230 Bp und mtDNA-Integritat

Die Aussagekraft in Form von Sensitivitat und Spezifitdt von mtDNA 79 Bp, mtDNA 230 Bp und mtDNA-Integritat
bezogen auf die verschiedenen Tumorarten; BCA, Blasenkarzinom; PCA, Prostatakarzinom; RCC, Nierenzellkarzi-

nom; AUC, area under curve; 95%KI, 95% Konfidenz-Intervall

3.3.  Kaorrelation mit klinisch-pathologischen Daten

3.3.1. Nierenzellkarzinom

Betrachtet man die Ausbreitung des Primarius beim Nierenzellkarzinom, so findet sich keine
Korrelation mit der Konzentration der beiden mtDNA-Fragmente (p>0,39). Bei der mtDNA-Inte-
gritat zeigt sich eine negative Korrelation, stellt man die Ausbreitungsstadien T1la und T1b den
Stadien T2 und T3 gegeniber (p=0,034). Es fand sich keine Korrelation von mtDNA-Kon-
zentration/Integritat und Grading (p>0,15).

Die Auswirkung der Metastasierung konnte aufgrund der niedrigen Fallzahlen nicht untersucht

werden: Es gab nur zwei Patienten mit Lymphknotenbefall und nur drei mit Fernmetastasen.

Aufgrund der Fallzahlen der histologischen Untergruppen des Nierenzellkarzinoms, konnte keine
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Analyse beziiglich deren Unterschiede gemacht werden (papillares Nierenzellkarzinom, n = 5;
chromophobes NCC, n = 2).

MtDNA 79 Bp MtDNA 230 Bp MtDNA Integritat
[p=] [p=] [p=]
T-Stadium 0,472 0,392 0,034
Grading 0,766 0,406 0,246

Tabelle 11: Korrelation klinisch-pathologischer Daten mit mtDNA Konzentrationen/Integritat beim RCC

Bei der mtDNA-Integritit und dem T-Stadium zeigt sich eine Korrelation, ansonsten bestehen keine

Zusammenhange.

3.3.2. Blasenkarzinom

Es bestand keine Korrelation von pT-Stadium und mtDNA Konzentration/Integritat (p>0,43). Die
mtDNA-Integritdat war mit dem Grading korreliert: hoch differenzierte Tumore (G1) wiesen eine
niedrigere Integritat (Median: 0,658) auf als maRig differenzierte (G2, mediane mtDNA Integritét
1,059; p=0.008) und niedrig differenzierte Tumoren (G3, mediane mtDNA Integritat 0,908;
p=0,01).

Lediglich ein Patient mit Blasenkarzinom, der radikal zystektomiert wurde, litt gleichzeitig unter
Lymphknotenmetastasen. Erwahnenswert sind die hohen Werte der mtDNA Konzentrationen bei
lhm. MtDNA 79 Bp hatte eine Konzentration von 23,66x10° Fragmente/ml, mtDNA 230 Bp eine

von 19,28x10° Fragmente /ml.

Als letzter Punkt ist noch zu bemerken, dass bei 3 Patienten aus der Gruppe der Blasen-
karzinome, die eine radikale Zystektomie als Therapie erhalten haben, ein s.g. inzidentelles
Prostatakarzinom gefunden wurde. Inzidentell bedeutet, dass diese Karzinome bei histo-patho-
logischer Untersuchung von Prostatagewebe gefunden wurden, welches nicht in erster Linie zur
Diagnose oder zur Therapie eines Prostatakarzinoms gewonnen wurde. Man spricht in solchem
Zusammenhang auch von einem Zufallsbefund. Die Werte fiir die mtDNA Konzentrationen und
die mtDNA-Integritat dieser 3 Patienten entsprachen der GréRenordnung der anderen Patienten

mit Blasenkarzinom.
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MtDNA 79 Bp MtDNA 230 Bp MtDNA Integritat
[p=] [p=] [p=]
T-Stadium 0,412 0,918 0,510
Lymphknotenmetastasen 0,117 0,223 0,384
Muskelinvasion 0,072 0,195 0,246
Grading 0,971 0,193 0,01

Tabelle 12: Korrelation klinisch-pathologischer Daten mit mtDNA Konzentrationen/Integritét beim BCA

Es zeigt sich eine Korrelation der mtDNA-Integritat mit dem Grading des BCA.

3.3.3. Prostatakarzinom

Beim Prostatakarzinom gab es keinerlei statistischen Zusammenhang zwischen den gemessenen
Werten fir mtDNA Konzentrationen bzw. mtDNA-Integritat und einem klinisch-pathologischen
Parameter. Weder die Ausbreitung des Primarius, noch die Metastasierung noch der Differenzie-

rungsgrad zeigten eine Korrelation, samtliche p-Werte liegen bei p>0,05.

MmtDNA 79 Bp mtDNA 230 Bp MtDNA Integritat
[p=] [p=] [p=]
T-Stadium 0,462 0,350 0,640
Reg. 0,880 1,000 0,651
Lymphknotenbefall
Metastasierung 0,462 0,350 0,640
Gleason score 0,785 0,739 0,713

Tabelle 13: Korrelation klinisch-pathologischer Daten mit mtDNA Konzentrationen/Integritat beim PCA
Es findet sich keinerlei Korrelation zwischen den gemessenen Werten und den klinisch-pathologischen Daten des
PCA.

Aufgrund der Tatsache, dass sich nicht fir samtliche mtDNA-Konzentrationen bzw. mtDNA-
Integritat statistisch bedeutsame Zusammenhénge mit klinischen Merkmalen zeigen, wurde aus

Grinden der Ubersicht auf die graphische Darstellung aller Ergebnisse verzichtet.
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4. Diskussion

4.1. Zirkulierende DNA als Biomarker

Dies ist die erste Arbeit, die sich mit der zirkulierenden mtDNA bei Patienten mit Nierenzell- und
Blasenkarzinom beschaftigt. Bei den hier untersuchten 140 Proben von Patienten mit unterschied-
lichen urologischen Krebserkrankungen zeigte sich, dass die Konzentration an mtDNA im Serum
dieser Patienten im Vergleich zu den 79 Proben von Gesunden vierzehnfach erhoht ist. Dieser
Unterschied ist hoch signifikant, und erlaubt eine Unterscheidung der Krebspatienten von Ge-
sunden mit einer Sensitivitat von 84,3 % und einer Spezifitat von 97,5 % (AUC 0,944).

Unterteilt man nun die Gruppe der Krebspatienten in Patienten mit Blasen-, Nierenzell- und
Prostatakarzinom, so stellt man fest, dass sich die Konzentration an mtDNA im Serum je nach
Tumorart unterschiedlich hoch ist. Die hochste Konzentration hatten Patienten mit Blasenkarzi-
nom, die niedrigste die mit Prostatakarzinom (Siehe Abbildung 3). Die hohe Konzentration an
mtDNA bei Patienten mit Blasen- und Nierenzellkarzinom erklért, warum die Unterscheidung
dieser von Gesunden besser funktioniert. Die diagnostische Genauigkeit lag fir das Nierenzell-
karzinom bei einer AUC von 0,969. Beim Blasenkarzinom liegt die AUC bei 0,961. Im Vergleich

dazu fallt die Genauigkeit beim Prostatakarzinom etwas ab, AUC = 0,847.

In schnellwachsenden Tumoren finden sich h&ufig nekrotische Areale, bei langsam wachsenden
entstehen diese deutlich seltener. Die Tatsache, dass das PCA ein sehr langsam wachsender
Tumor ist, kénnte eine Erklarung dafiir sein, dass die mtDNA Konzentration beim PCA nicht

signifikant erhoht ist.

Beim Blasenkarzinom ist es fiir die Therapie und die Prognose des Patienten sehr wichtig, ob das
Karzinom bereits muskelinvasiv wachst oder nicht. Der Erkennung eines Karzinoms zu einem
frihen Zeitpunkt kommt also eine grolRe Bedeutung zu. Bei der Konzentration an mtDNA im
Serum beim Blasenkarzinom gab es keinen Unterschied zwischen Patienten mit Muskelinvasion
oder ohne. So konnte die Bestimmung der mtDNA Konzentration besonders zur friihen Er-

kennung von Karzinomen hilfreich sein.

Sowohl fiir das Blasenkarzinom als auch fiir das Nierenzellkarzinom stehen zum Zeitpunkt dieser
Arbeit keine klinisch etablierten Tumormarker zur Friherkennung zur Verfligung. Somit ist hier
ein Vergleich nicht méglich. Beim Prostatakarzinom steht das PSA zur Verfligung. Aufgrund der
niedrigen Fallzahl (n=23) und der nicht-signifikanten Erhohung der zirkulierenden DNA bei

diesen Patienten, wurde im Rahmen dieser Arbeit auf ein Vergleich zum PSA verzichtet. Dies
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sollte jedoch in weiteren Studien erfolgen.

Die Ergebnisse vorhergehender Arbeiten zur mtDNA kamen zu unterschiedlichen Ergebnissen.
So waren Konzentrationen der mtDNA im Serum von Patienten mit Ovarial- (Zachariah et al.,
2008) , Hoden- (Ellinger et al. 2009b) und metastasiertem Prostatakarzinom (Mehra et al., 2007)
im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht. Patienten mit lokalem Prostatakarzinom andererseits
hatten ahnlich hohe Konzentrationen wie Patienten mit Benigner Prostatahyperplasie (BPH). Dies
lasst die Vermutung zu, dass der pathophysiologische Mechanismus, der zu einer Freisetzung von
mtDNA fuhrt, beim Prostatakarzinom und der Benignen Prostatahyperplasie gleich ist. (Ellinger
et al., 2008e). Im Vergleich zu Gesunden war die Konzentration an mtDNA bei Patientinnen mit

Brustkrebs sogar erniedrigt (Kohler et al., 2009).

Es bleibt zu erwahnen, dass in den oben genannten Arbeiten die genomische DNA entweder
gleichzeitig mitbestimmt wurde oder aber dieselbe Patientenkohorte (Ellinger et al., 2009c;
Ellinger et al., 2008b) verwendet wurde, um die Konzentration an gDNA zu bestimmen. Die
gDNA Konzentration war in sémtlichen erwéhnten Arbeiten erhoht. Insbesondere auch in der
Arbeit zum Mammakarzinom (Kohler et al., 2009). Eine zunehmende Anzahl an Arbeiten zur zir-
kulierenden zellfreien gDNA bestétigen eine Erhthung dieser im Serum bei Krebspatienten.

Der Anteil der tumorspezifischen DNA an der freien DNA im Serum ist jedoch sehr gering. Es
stammen lediglich 5 % der zirkulierenden DNA direkt von Tumorzellen. Aufgrund dessen muss
es zusatzlich noch zu einer indirekten Erh6hung der freien zirkulierenden DNA kommen. Im
Mausmodell konnte ein Anstieg der zellfreien DNA sowohl durch Fas-Ligand (Apoptose)

als auch durch Acetaminophen (Nekrose) induziert werden. Je nach Art des Zelltodes wurde ein
Anstieg von kleinfragmentarer (Apoptose, < 200 Bp) bzw. hochmolekularer (Nekrose, > 400 Bp)
festgestellt (Jahr et al., 2001). Im Zusammenhang damit, dass man feststellen konnte, dass BCA-
Tumorzellen Fas-Ligand exprimieren (Lee et al., 1999) und dieser bei Tumorpatienten in vivo
auch erhoht ist (Mizutani et al., 2001), kommen also proapoptotische Zytokine als Ursache der
Erhéhung der zirkulierenden DNA in Frage. Zudem kann auf diese Weise auch in tumorfernen
Bereichen im Kdorper eine vermehrte Apoptose ausgelost werden.

Neuere Arbeiten zeigen zudem, dass durch zirkulierende DNA nicht nur die Apoptose in anderen
Korperzellen ausgelost werden kann, sondern dort auch regulierender Einfluss in Richtung einer
Onkogenese ablaufen kdnnen (Garcia-Olmo et al., 2010).

Aufgrund der bei der Apoptose und Nekrose ablaufenden Prozesse musste die mtDNA mit der

gDNA gemeinsam erhoht sein. Tatsachlich korrelieren die beiden Konzentrationen in den
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folgenden Arbeiten nicht (Mehra et al., 2007; Zachariah et al., 2008; Kohler et al., 2009). Griinde
dafiir kdnnten in den Unterschieden der zirkulierenden Form der beiden DNAs liegen. Die gDNA
liegt meist frei vor, die mtDNA Uberwiegend partikelgebunden (Chiu et al., 2003). Ebenfalls als
Begrundung kommt in Frage, dass sich je nach Art des Tumors eine unterschiedlich grof3e Anzahl
an Mitochondrien in den Zellen befindet. So konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen des Nie-
renzellkarzinoms Uber erniedrigten mitochondrialen Inhalt verfligen (Meierhofer et al., 2004). Bei
Karzinomen des Endometriums (Wang et al., 2005) und des Kopf-Hals Bereiches (dazu zéhlen
Mundhohlenkarzinom, Nasopharynxkarzinom, Oropharynxkarzinom, Hypopharynxkarzinom,
Larynxkarzinom und Tracheakarzinom) besalen die Tumorzellen einen erhdhten Anteil an
mitochondrialem Inhalt (Kim et al., 2004).

Aktuell ergeben sich aus der Literatur keine eindeutigen Hinweise darauf, dass es im Rahmen des
Zelltodes zu einer unterschiedlichen Fragmentierung von genomischer und mitochondrialer DNA
kommt. Jedoch ist diese Frage noch nicht hinreichend geklart und sollte in kommenden Studien
untersucht werden. Aufgrund der zentralen Bedeutung flr die Fragestellung, besteht solange eine

maogliche Limitierung der Aussagekraft dieser Arbeit.

4.2.  mtDNA- Integritat

Die mtDNA-Integritét, also der Quotient aus den Konzentration an mtDNA 230 Bp / mtDNA 79
Bp war beim Blasen- und Nierenzellkarzinom im \ergleich zum Prostatakarzinom und den
Gesunden erhoht. Eine Erhohung deutet auf einen nekrotischen Ursprung der mtDNA hin.
Nekrosen werden oft bei groRen Nierenzellkarzinomen gefunden. Dort ist das Auftreten einer
Nekrose ein ungtinstiger prognostischer Faktor fir den Krankheitsverlauf des Patienten. In dieser
Arbeit konnte gerade bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom eine Er-
hohung de mtDNA-Integritat festgestellt werden. Somit konnte die mtDNA-Integritat in diesem
Fall auch ein prognostischer Faktor sein. Vor kurzem konnte zudem gezeigt werden, dass
Patienten mit groBen Nierenzellkarzinomen ebenfalls (iber grofe gDNA Fragmente in Serum und
Plasma haben (Zhong et al., 2007).

Bei anderen Tumorentitaten verhalt kann es sich auch gegensétzlich verhalten. Im Mausmodell

war beim Kolorektalen Karzinom die DNA-Integritét erniedrigt (Thierry et al., 2010).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in diversen Arbeiten ein statistischer Zusammenhang
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zwischen einer malignen Grunderkrankung und einer Anderung der DNA-Integritit finden lasst.
Jedoch kommt es einerseits zu einer signifikanten Erhéhung andererseits kommt zu einer
signifikanten Erniedrigung der DNA-Integritat. Diese scheinbar widerspruchlichen Ergebnisse,
die dennoch eine Signifikanz zu malignen Erkrankungen zeigen, gilt es in zukunftigen Arbeiten

genauer zu untersuchen.

4.3. Kontrollkollektiv

Das Kontrollkollektiv ist in dieser Arbeit signifikant junger als die Patientenkohorte. Dies grenzt
die Aussagekraft dieser Arbeit ein. Um die Ergebnisse zu bestatigen sind weitere Arbeiten not-
wendig. Zusétzlich zur Berticksichtigung des Alters des Kontrollkollektivs sollte dieses auch
ausgeweitet werden. Es sollten nicht nur Gesunde als Kontrolle dienen, sondern auch Patienten
mit nicht malignen organbezogenen Erkrankungen, wie beispielsweise die benigne
Prostatahyperplasie, die chronische Zystitis oder die Pyelonephritis, oder z.B. jene Patienten, die
zum Ausschluss eines Blasenkarzinoms zystoskopiert wurden. Das Fehlen dieses
Vergleichkollektivs stellt eine weitere Limitation dieser Arbeit dar. Im Falle der zirkulierenden
genomischen DNA waren bei Patienten mit neoplastischen Krankheiten die DNA
Konzentrationen im Plasma im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhéht. Im Vergleich zu der
Gruppe mit Malignomen jedoch waren die gemessenen Konzentrationen niedriger (Chang et al.,
2002).

Andererseits wurde auch schon gezeigt, dass der Einfluss des Alters auf die Konzentration an zir-
kulierender DNA nicht groR ist. So zeigte sich im Serum junger Manner nur ein kleiner Anstieg
der Konzentration der gesamten zirkulierenden DNA (Wu et al., 2002). Eine andere Arbeit zeigte
eine Erhdhung der Konzentration an gDNA im Plasma von &lteren Frauen, nicht jedoch im Serum
(Umetani et al., 2006c). Betrachtet man nun die Ergebnisse dieser Arbeit so sient man, dass die
Erhéhung der Konzentration an mtDNA 79 Bp Fragmenten bei Mannern im Vergleich zu den
Frauen nur in der Gruppe der Gesunden auftrat, bei der Patientenkohorte waren diese in etwa
gleich. Daruber hinaus fand sich ebenfalls in der Kontrollgruppe eine Korrelation der Konzen-
tration an mtDNA 230 Bp Fragmenten mit dem Alter. Es muss jedoch berucksichtigt werden,
dass ein Zusammenhang mit dem Alter oder dem Geschlecht und der Konzentration an zir-
kulierender mtDNA von untergeordneter Bedeutung ist: Betrachtet man die gemessenen Werte

der einzelnen Konzentrationen an mtDNA, bei den gesunden Mannern 0,49 x10° Fragmente/ml
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und bei den gesunden Frauen 0,35 x10° Fragmente/ml, so sind diese im Vergleich mit den Tumor-

patienten immer noch annéhernd um das vierzehnfache erniedrigt.

4.4. Nachweis im Serum

Mdogliche Quellen fur im Blut zirkulierende DNA sind Plasma und Serum. Vollblut kommt auf-
grund der noch vorhandenen Zellbestandteile nicht in Frage. Der Unterschied zwischen Plasma
und Serum liegt darin, dass beim Plasma direkt mit der Abnahme des Blutes die Gerinnung in der
Probe gehemmt wird. Dadurch sind nach dem Abzentrifugieren der im Blut vorkommenden
Zellen noch die flussigen bzw. geldsten Bestandteile des Blutes mitsamt den Gerinnungsfaktoren
im Plasma vorhanden. Beim Serum ist die Gerinnung erwinscht. Es besteht aus den fliissigen
bzw. gelGsten Anteilen des Blutes ohne Gerinnungsfaktoren. Es ist bekannt, dass die Kon-
zentration an zirkulierender DNA im Serum hoher ist als im Plasma. Dies gilt sowohl fir die
gDNA (Umetani et al., 2006b; Chan et al., 2005) als auch fur die mtDNA (Chiu et al., 2003). Der
Grund dafur wurde lange in einer Kontamination durch Zellmaterial vermutet. Eine solche duere
Ursache konnte mittlerweile ausgeschlossen werden (Umetani et al., 2006b). Dartiber hinaus
weill man, dass die Konzentration an zirkulierender DNA und deren FragmentgréRe Uber einen
Zeitraum von sechs Stunden konstant ist (Chan et al., 2005). Somit eignet sich Serum, bei
rechtzeitiger Verarbeitung, sehr gut zum Nachweis der zirkulierenden zellfreien DNA. Darlber
hinaus gibt es fur die Isolation und Aufreinigung von DNA aus Serum und Plasma verschiedene
Verfahren und Verfahrensprotokolle. Dies hat ebenfalls einen Einfluss auf den Ertrag an DNA
(Andreu et al., 2009). Nicht nur im Bereich der Aufreinigung bzw. Isolation sollte flr zukinftige
Arbeiten eine Standardisierung erfolgen, sondern auch die Probengewinnung und die PCR-
Protokolle mussen standardisiert werden, um eine Vergleichbarkeit der einzelnen Arbeiten zu
ermdoglichen (Chiu et al., 2003).

4.5.  Perspektiven

Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine Pilotstudie. Es konnte gezeigt werden, dass die
Konzentration an zirkulierender zellfreier mtDNA bei Krebspatienten signifikant erhoht ist. Von
daher kann die Bestimmung dieser Konzentration als Biomarker zur Erkennung von
Krebspatienten hilfreich sein. Dieses Ergebnis sollte Grundlage fir weitere und v.a.

umfangreichere Arbeiten zu deren Validierung sein. Dazu ist es einerseits erforderlich,
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Normwerte, anhand von groReren und heterogeneren gesunden Kollektiven zu definieren.
Andererseits sollte auch ein Vergleich der mtDNA Konzentration von Krebspatienten mit einer
heterogeneren Gruppe an Gesunden, sowie mit Patienten mit nicht malignen Erkrankungen
stattfinden, dies ist v.a. fir eine Beurteilung des positiv pradiktiven Wertes der zirkulierenden
mtDNA als Marker wichtig. Als weiterer Schritt sollte zudem eine prospektiv angelegte
Untersuchung, unter Mitberlcksichtigung etablierter Marker wie dem PSA, zur weiteren
Validierung erfolgen. So konnte man die Qualitdt des Nachweises im Serum zirkulierender
mtDNA im Serum von Patienten mit urologischen Krebserkrankungen abschlie3end beurteilen.
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S, Zusammenfassung

Aufgrund des Mangels an guten Biomarkern bzw. den Schwachen des PSA-Screenings, ist es
wichtig, neue Biomarker zu etablieren. Eine Reihe von Arbeiten haben die Mdglichkeiten von
zirkulierender DNA aufgezeigt. In dieser Arbeit sollte nun die Rolle zirkulierender mito-

chondrialer DNA bei urologischen Tumorerkrankungen erforscht werden.

Dafiir wurde die zellfreie DNA aus 1 ml Serum von Patienten bzw. Gesunden (n=79) isoliert. Die
Gruppe der Patienten teilt sich auf in Patienten mit Blasenkarzinom (n=84), Nierenzellkarzinom
(n=33) und mit Prostatakarzinom (n=23). Mit Hilfe einer Quantitativen real-time PCR wurde die
Konzentration von zwei Fragmenten der flr die Mitochondrien spezifischen 16S-RNA gemessen.
Die Fragmente waren 79 Bp bzw. 230 Bp groR. Die mtDNA-Integritat wurde als Quotient der
Anzahl der mtDNA 230 Bp Fragmente pro mtDNA 79 Bp Fragment definiert.

Bei den Gesunden ist die Konzentration an mtDNA 79 Bp Fragmenten bei den Méannern erhéht;
die Konzentration von mtDNA 230 Bp korrelierte mit dem Alter. Bei den Krebspatienten korrel-
ierten weder das Alter noch das Geschlecht mit der mtDNA Konzentration. Die Konzentration an
zirkulierender mtDNA 79 Bp (median 8,75x10° vs. 0,43 x10° Fragmente/ml) und mtDNA 230 Bp
(8,11 x10° vs. 0,27 x10° Fragmente/ml) waren bei den Krebspatienten signifikant erhoht und er-
laubten eine sensitive (84 %) und spezifische (97 %) Differenzierung von Patienten und Gesund-
en. Zwischen den verschiedenen Tumorarten gab es Unterschiede in der mtDNA Konzentration
(MtDNA-79: BCA 9,54 x10° vs. RCC 6,69 x10° vs. PCA 4,48 x10° Fragmente/ml; mtDNA-230:
BCA 9,78 x10° vs. RCC 6,74 x10° vs. PCA 1,94 x10° Fragmente/ml). Die mtDNA-Integritat war
beim Nierenzell- und Blasenkarzinom im Vergleich zu Gesunden und Prostatakarzinom erhoht.
Es gab eine Korrelation von mtDNA-Integritat mit dem Ausbreitung des Tumors beim Nieren-

zellkarzinom und dem Grading beim Blasenkarzinom.

Bei Gesunden scheint die Konzentration an frei zirkulierender mtDNA mit dem Geschlecht und
dem Alter zu korrelieren. Dies ist bei Patienten jedoch nicht der Fall. Die Bestimmung der
Konzentration an mtDNA im Serum konnte dazu beitragen Patienten mit urologischen Krebs-

erkrankungen zu erkennen.
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