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I. Arbeitshypothese und Fragestellung

Zur Aufrechterhaltung der zellularen Proliferation sind ausreichend lange und stabile
Telomere notwendig. Das Enzym Telomerase ist in der Lage, die durch Zellteilung
bedingte Telomerverkiirzung zu kompensieren.

Die Aktivitat der Telomerase ist in den meisten somatischen Zellen herabreguliert und
die Reaktivierung des Enzyms wird als wichtiger und friher Schritt in der
Hepatokarzinogenese angesehen.

Telomeraseaktivitdt (TA) ist daher bereits vielfach als potentieller Biomarker fir
verschiede Tumoren benannt worden. Allerdings ist bislang kein Verfahren etabliert,
um die Enzymaktivitat zuverlassig und schnell aus Gewebeproben zu quantifizieren.
Das hepatozellulare Karzinom (HCC) zeichnet sich durch eine haufig schlechte
Prognose aus, die auch darauf zurickzufuhren ist, dass aufgrund der oft diffizilen
Diagnosestellung viele Patienten zu spat fir eine potentiell kurative Therapie evaluiert
werden kdnnen.

Mit einem zusatzlichen Marker kdnnte die Diagnostik bei Risikopatienten verbessert
und das therapeutische Fenster vergroBert werden. Da die TA in reguldrem
Lebergewebe supprimiert ist, fir das primare Leberzellkarzinom aber stark erhdhte
Enzymaktivitaten bereits in pramalignen Lasionen beschrieben sind, scheint sich eine
quantitative Messung der TA als ein solcher diagnostischer Marker anzubieten.

In dieser Arbeit wurde ein Verfahren zur schnellen Quantifizierung der TA
weiterentwickelt, so dass eine zuverlassige Messung aus Lebergewebeproben mdglich
ist.

Die Methode sollte praktikabel genug fur einen Einsatz in der klinischen Diagnostik
sein, um TA etwa aus Organbiopsien zu quantifizieren. Damit kdnnte ein zusatzlicher
Parameter zur Diagnose bzw. zur Prognoseabschatzung des HCC etabliert werden.
Das Ausgangsverfahren fir die Arbeit war das von Wege et al. entwickelte PCR-
gestltzte real-time quantitative telomeric repeat amplification protocol (RQ-TRAP).
Zentrale Fragen bei der Optimierung der Methode waren: (i) Ist das Verfahren sensitiv
genug, um eine Messung auch aus kleinen Gewebemengen zu ermdglichen und so
Biopsiematerial zu evaluieren? (ii) Welchen Einfluss haben PCR-Inhibitoren, die in
aufbereiteten Gewebeproben zu vermuten sind? (iii) Welchen Einfluss hat die Integritat

des Gewebes auf die Messergebnisse?
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1. Einleitung

1.1 Telomere und Telomerase

Als Telomere werden die Enden eukaryotischer Chromosomen bezeichnet, die im
Rahmen voranschreitender Zellteilungen in somatischen Zellen stetig verklrzt werden.
Das Enzym Telomerase kann diese Verklrzung durch Verlangerung der
Telomersequenz noch wahrend der Zellteilung kompensieren. Die dynamische
Interaktion von Telomeren und Telomerase wird mit der Zellalterung, aber auch mit der

Entstehung maligner Tumore in Verbindung gebracht.

1.1.1 Geschichte der Telomere und der Telomerase

Mdaller und McClintock erkannten die Bedeutung der Chromosomenenden flr deren
Stabilitdt und pragten den Begriff Telomer (griechisch: Endteil) (Blackburn 1984,
McClintock 1941). Bei der Replikation der doppelstrangigen DNA ist es der DNA-
Polymerase nicht moglich, Chromosomen in vollstandiger Lange zu replizieren.
Deswegen verkirzen sich die Chromosomen kontinuierlich mit jeder Zellteilung (Pantel
& von Knebel 2000). 1985 entdeckten Greider und Blackburn bei dem Einzeller
Tetrahymena das Enzym Telomerase, welches die Telomere durch Anfligen von
(TTGGGG), verlangert und somit den teilungsbedingten Verlust dieser Sequenzen
ausgleicht (Greider & Blackburn 1985). Die gleiche Arbeitsgruppe entdeckte wenig
spater auch die RNA-Untereinheit des Telomerase-Enzyms (Greider & Blackburn
1987).

Die Aktivitat der Telomerase (TA) wurde 1994 erstmals in menschlichem
Tumorgewebe eines Ovarialkarzinoms nachgewiesen (Counter et al. 1994). Die
Entwicklung des telomeric repeat amplification protocol (TRAP) von Kim und
Mitarbeitern (Kim et al. 1994) erlaubte schlieRlich die rasche Analyse grofRRer
Gewebeserien. Im Jahr 1995 wurde das erste Telomer-bindende Protein TRF1

(telomeric repeat binding factor) charakterisiert (Chong et al. 1995).

1.1.2 Struktur und Funktion der Telomere

Telomere sind spezielle Strukturen aus Heterochromatin und befinden sich an den
Enden eukaryotischer Chromosomen. Sie bestehen aus einer 6 Basenpaare (bp)
messenden, GT-reichen, hochrepetetiven Sequenz ohne transkriptive Aktivitat. In
humanen Zellen ist dies das Hexanukleotid 5-TTAGGG-3'. Die Telomere sind mit
verschiedenen Proteinen assoziiert (Cerni 2000). Dabei erreichen sie eine Lange von
etwa 2.000 bis 15.000 bp.

Die Telomere erfillen verschiedene Aufgaben im Zellkern: Sie stabilisieren und

schitzen die Chromosomen, indem sie mit Hilfe der beiden Strukturproteine TRF1 und
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TRF2 eine Schleifenformation bilden und so Fusionen und Rekombinationen innerhalb
des Chromosoms verhindern. Auflerdem verankern sie die Chromosomen im Nukleus
der Zelle und beglnstigen eine lineare DNA-Replikation wahrend der Mitose (Cerni
2000).

NBS1
PINX1 MRE11ga RADS0
RAP1 g, (TANK.
& BLM
ATM
TRF1

-

Abbildung 1: Struktur der Telomere mit stabilisierenden Proteinen. Zum Schutz des 3’-Endes

wird eine Schleifenformation gebildet (Abbildung aus Wege & Brimmendorf 2008).

1.1.3 Bedeutung intakter Telomere fiir den Organismus

Die Telomere spielen eine wichtige Rolle bei der Zellalterung und als
Proliferationskontrolle. Dies geschieht  durch die replikationsassoziierte
Telomerverkurzung. Da die konventionelle DNA-Polymerase einen Nukleotidstrang nur
in 5'-3'-Richtung replizieren kann, entsteht bei jeder Zellteilung am Ende der
Replikation eines neuen DNA-Stranges eine 50 bis 200 bp grof’e Licke mit einem
Uberhang des 3'-Stranges (Harley 1991). Durch dieses sogenannte
Endreplikationsproblem (Levy et al. 1992) verkirzt sich die Telomer-DNA mit den
fortschreitenden Zellteilungen, bis ab einer kritischen Lange von ca. 1.500 bis 4.000 bp
die Telomere ihre Funktion nicht mehr wahrnehmen kénnen. Die Zelle kann schliellich
nicht mehr proliferieren und tritt in einen irreversiblen Proliferationsarrest mit erhaltenen
Zellfunktionen ein, der als zellulare Seneszenz bezeichnet wird (Greider 1996, Harley
1991).

Diese begrenzte zellulare Proliferationskapazitat wird nach ihrem Entdecker als
Hayflick-limit bezeichnet.

Der Begriff der zellularen Seneszenz definiert also die limitierte proliferative Kapazitat

normaler Zellen in vivo und in vitro (Hayflick & Moorhead 1961). Harley und Mitarbeiter
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bezeichneten daher die replikationsassoziierte Telomerverkiirzung als mitotisches
Uhrwerk (mitotic clock) (Harley et al. 1990), ein Begriff der in den 1990er Jahren von
vielen Autoren aufgegriffen wurde (Igbal 1998, Ishikawa 2000) und der impliziert, dass
die Lebenszeit einer Zelle durch die Telomerlange programmiert sei. Dieses Modell ist
in den folgenden Jahren durch neuere Erkenntnisse Uber die multifaktoriell
beeinflussbare Telomerase weitgehend relativiert worden (siehe unten), hat aber an
seiner Anschaulichkeit nichts verloren.

Die zellulare Seneszenz stellt nicht nur eine Begrenzung der Proliferationskapazitat der
Zelle dar, sondern auch einen Schutzmechanismus vor unkontrollierter Proliferation
und moglicher Entartung.

Wie wichtig diese Kontrolle fir eine normale Zellfunktion ist, zeigen Ergebnisse in
Zellkulturen mit schadhaften Telomeren. Es kommt zu Chromosomenabberationen in
Form von dizentrischen Chromosomen, zu Ligationen und schlieBlich zu Schaden auf
DNA-Ebene (Cerni 2000).

In somatischen Zellen des Menschen sind die Telomere stets signifikant kirzer als in
Keimbahnzellen und in fetalen Zellen. lhre Lange nimmt in den somatischen Zellen mit
zunehmendem Alter ab. Die altersabhangige progressive Verkirzung von Telomeren
bei der Replikation lasst sich auch in vivo, zum Beispiel beim Vergleich
hamatopoetischer Stammzellen fetaler und adulter Spender, beobachten (Vaziri et al.
1994). Junge Individuen weisen in den meisten Fallen langere Telomere auf als altere,
was durch Bestimmung der mittleren Telomerlange in peripheren Blutzellen gezeigt
werden konnte (Rufer et al. 1999). Bodnar und Mitarbeiter demonstrierten den
kausalen Zusammenhang zwischen der Telomerlange und der Lebensdauer von
Zellen in vitro (Bodnar et al. 1998).

1.1.4 Struktur und Funktion der Telomerase

Das Enzym Telomerase bezeichnet einen Ribonukleoproteinkomplex und ist mit einem
Molekulargewicht von ca. 1.000 kD (kilo Dalton) ein relativ groRes Molekul mit
mindestens zwei essentiellen Untereinheiten, und zwar einer RNA-Untereinheit und
einer katalytischen Doméane.

Die RNA-Komponente hTERC (human telomerase RNA component) dient der
katalytischen Untereinheit als Matrize fir die de hnovo Synthese von
Telomersequenzen. Sie hat eine Lange von elf Basen und ist komplementar zum
Telomerstrang aufgebaut, wodurch auch die Bindung am Chromosomenende maglich
wird (Morin 1989).
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Die katalytische Untereinheit der Telomerase hTERT (human telomerase reverse
transkriptase) ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase und ermdglicht die Addition
von Nukleotiden am 3’-Ende der chromosomalen DNA (Nakamura et al. 1997).

Die Aufgabe der Telomerase besteht darin, die Verkirzung der Telomere zu
kompensieren, indem sie dessen hexamerische Sequenz synthetisiert und an das 3'-
Ende des Telomers anhangt.

So ermoglicht das aktive Telomeraseenzym die Aufrechterhaltung ausreichend langer
und funktioneller Telomere und damit eine erweiterte Proliferationsspanne sowie die
Uberwindung der zelluldren Seneszenz. Die Aktivierung der meist herunterregulierten
Telomerase wird als ein wichtiger Schritt bei der Entstehung vieler maligner Tumoren
angesehen (Cerni 2000, Holt & Shay 1999, Klingelhutz 1999).

longation
TTAGGGTTAGGGTTAG 5'TERC Elongatio

AATCCCAA CMUCCCMUCW
‘elomerende Lf\
‘: \» 1 3.

TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG 5 Translokation

AATCCCAA w

3

‘,—“ﬂ-i_ v
- Elongation

TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG

AATCCCAA w
"

Abbildung 2: Funktion der Telomerase. Mittels der RNA-Untereinheit als Schablone kann die

Telomersequenz in 3’-Richtung elongiert werden (Abbildung aus Wege & Brimmendorf 2008).

1.1.5 Regulation der TA

Telomerase ist ein reguliertes Enzym, die beteiligten Mechanismen sind bisher
allerdings nur teilweise bekannt (Kyo et al. 2008). Dabei ist die hnTERT-Untereinheit der
limitierende Faktor der TA, da sich hTERC auch in Zellen ohne nachweisbare TA
isolieren lasst, hTERT jedoch nur in solchen mit messbarer Enzymaktivitat (Cerni 2000,
Liu 2000).

Es werden experimentell diverse Mechanismen der Telomeraseaktivierung diskutiert.

In  Studien zum Mammakarzinom zeigte sich, dass die TA durch

Proteinphosphorylierung beeinflussbar ist. Sie wird durch Phosphatasen inhibiert (Li et
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al. 1998), dagegen durch Proteinkinasen stimuliert (Kang et al. 1999). Die
Telomeraseaktivierung ist auRerdem durch Onkoproteine wie c-Myc (Cerni 2000) oder
das E6-Protein des humanen Papillomavirus (HPV) mdglich (Klingelhutz et al. 1996).
Der Einfluss weiterer Onkoproteine wie SV-40T-large und H-ras (Hahn et al. 1999) auf
die TA wurde in verschiedenen Studien nachgewiesen. Yin et al zeigten darlber
hinaus eine Aktivierung der hTERT-Expression durch den Transkriptionsfaktor NF-kB
in murinen Hepatozyten in vitro (Yin et al. 2000). Uberzeugende Daten sind beziiglich
des Effektes von Ostrogen auf die TA vorhanden. Das Hormon stimuliert die hTERT-
Expression auf direktem und indirektem Weg (Kyo et al. 1999).

Die Repressionsmechanismen der Telomerase und des hTERT-Gens sind ebenfalls
nur unzureichend bekannt. Dennoch sind bereits auch hier einige Ablaufe isoliert
beschrieben worden. Cuthbert et al. zeigten, dass durch das Einbringen des normalen
humanen Chromosom 3 in Tumorzellen die TA unterdrickt wird, was einen
Wachstumsarrest der Tumorzellen zur Folge hat (Cuthbert et al. 1999). Aulierdem
konnte das Wilms Tumor 1-Suppressor-Gen als direkter Repressor des hTERT-Gens
identifiziert werden (Oh et al. 1999). Die Histon-Deacetylierung scheint in die
Unterdriickung von hTERT involviert zu sein (Cong & Bacchetti 2000). Auch die
Telomer—bindenden Proteine TRF-1 und TRF-2 und mit ihnen eine intakte
Schleifenformation des Telomers wirken bei der Herabregulation der TA mit (Blackburn
2000, Smogorzewska et al. 2000, van Steensel & de Lange 1997).

Die obige Zusammenstellung reprasentativer Studienergebnisse impliziert, dass die
Regulation der TA komplexen Mechanismen unterliegt, von denen bislang nur

Teilstlicke verstanden sind.

1.1.6 TA in regularem Gewebe

Telomerase wird in der Embryonalzeit synthetisiert. Nach Abschluss der
Organogenese ist die TA jedoch stark herunterreguliert (Kim et al 1994, Wright et al.
1996).

In  Untersuchungen Ilasst sich aktive Telomerase in embryonalen Zellen, in
keimbahnspezifischen Geweben, gelegentlich in Stammzellen und haufig in malignen
Tumorzellen nachweisen. In den meisten normalen somatischen Zellen ist hTERT nicht
exprimiert (Harley 1991, Schaetzlein & Rudolph 2005).

Ausnahmen bilden die basalen Kompartimente von Stammzellen hochregenerativer
Gewebe, wie denen des Immunsystems, der Haut und des Intestinaltraktes. So lie3
sich TA sowohl in Leukozyten von peripherem Blut, Nabelschnurblut und Knochenmark
nachweisen (Broccoli et al. 1995, Counter et al. 1995, Hiyama et al. 1995), als auch in

stimulierten Lymphozyten (Bodnar et al. 1996), in den pluripotenten Basalzellen der
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Epidermis (Harle-Bachor & Boukamp 1996) und im Epithel lichtexponierter normaler
Haut (Taylor et al. 1996).

Hsiao et al. konnten zeigen, dass proliferierende Endothelzellen TA besitzen (Hsiao et
al. 1997). In einer Studie am gesunden Endometrium fanden Kyo und Mitarbeiter die
hochste TA in der spaten Proliferationsphase, gefolgt von einem drastischen Abfall in
der Sekretionsphase (Kyo et al. 1997). Eine weitere Untersuchung zu erhéhter TA in
regenerativen Geweben gibt es an Haarfollikeln (Ramirez et al. 1997).

Auch in benignen Tumorgeweben lasst sich eine diskrete Telomeraseaktivierung
nachweisen, so z.B. in Fibroadenomen der Mamma (Hiyama et al. 1996), in tubularen
Adenomen des Gastrointestinaltraktes (Tahara et al. 1995a) und in benignen
Prostataadenomen (Sommerfeld et al. 1996). Allerdings kénnte eine nachweisbare TA
in gutartigen Neubildungen auf eine bereits beginnende maligne Entartung im Sinne

einer pramalignen Lasion hindeuten (Holt & Shay 1999).

1.1.7 Telomeraseaktivierung in malignen Tumoren

Fur die maligne Transformation einer Zelle sind nach aktuellem Paradigma sechs
Mechanismen notwendig (Hanahan & Weinberg 2000):

-Generierung selbststimulierender Wachstumssignale

-Unempfindlichkeit gegenlber inhibitorischen Wachstumssignalen

-Umgehung von Apoptosemechanismen

-unbegrenztes Wachstumspotential (Immortalisierung, i.d.R. durch TA)

-Fahigkeit zur Angiogenese

-Gewebeinvasion und Metastasierung

Die Reihenfolge dieser Ereignisse ist dabei bei den verschiedenen Tumorentitaten sehr
unterschiedlich. Dabei geht die am meisten verbreitete Theorie davon aus, dass
Telomeraseaktivierung ein  wichtiger  Faktor zur  Aufrechterhaltung  der
Tumorprogression, jedoch nicht zur Initilerung eines Malignoms ist (Holt & Shay 1999,

Satyanarayana et al. 2004).

1.1.8 Die Rolle der Telomerase bei der Immortalisierung von Zellen

Die Erlangung uneingeschrankter Teilungskapazitat, die sogenannte Immortalisierung,
gilt im Allgemeinen als ein wesentlicher Zwischenschritt bei der malignen Entartung
einer Zelle (Hanahan & Weinberg 2000).

Ein Stufenmodell beschreibt, wie die Zellen durch Umgehung der zellularen Seneszenz
die Immortalisierung erreichen kbénnen (Wright & Shay 1992). Durch die
replikationsbedingte natirliche Telomerverkirzung in Zellen ohne suffiziente TA

erreichen Zellen das Stadium der Seneszenz, auch M1 Stadium genannt (M fir
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mortality). Die sukzessive Reduktion der Telomere |6st DNA-Schadigungssignale (DNA
damage response pathways) aus. Durch Interaktionen zwischen
Tumorsuppressorproteinen, vor allem p53 und pRb, wird der Zellzyklus in G1
angehalten (Wright & Shay 1995).

Bei fehlender Regulation durch pRb und p53, etwa durch onkovirale Infektion mit SV-
40 oder HPV-16, wird dieser Mechanismus umgangen. Die Zelle kann durch weitere 20
bis 30 Zyklen gehen und erreicht das M2 Stadium (crisis), das durch verlangsamten
Stoffwechsel und schliellich eintretenden Zelltod charakterisiert ist (Newbold 2002).
Die derzeit plausibelste Theorie hierzu postuliert, dass der M2 Kontrollpunkt durch die
Aktivierung von Telomerase umgangen werden kann. Die verklrzten Telomere werden
in ihrer Lange erhalten, im Einzelfall sogar verlangert. Die Zellen kdénnen sich
ungebremst weiter teilen und erreichen einen potenziell immortalen Zustand (Stewart &
Weinberg 2000, Wright & Shay 1995).

M1 (senescence) and M2 (crisis) pathways

are initiated by telomere shortening
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Abbildung 3: Erreichen des M1- und M2-Stadiums durch fortschreitende Telomerverkiirzung.

Eine Immortalisierung ist durch Reaktivierung von TA mdglich. (aus Shay & Wright 2006).

Bei einer Reihe von Tumorspezies fanden sich kurze, aber teilungsunabhangige stabile
Telomere.
Verschiedene experimentelle Studien haben gezeigt, dass auch normale Zellen durch

Heraufregulierung von hTERT in vitro immortalisiert werden kénnen (Wege et al.
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2003c). Das lief’ sich zunachst an Fibroblasten nachweisen, die nach Transfektion mit
einem hTERT-Expressionsvektor verlangerte Telomere bei normalem Karyotyp
aufwiesen (Bodnar et al 1998).

1.1.9 TA in verschiedenen Tumorentitidten

Um die Bedeutung der Telomerase bei der Entstehung und dem Wachstum
menschlicher Tumoren zu verstehen, wurden zahlreiche Untersuchungen an
verschiedenen Tumorgeweben durchgefihrt.

Die Entwicklung des TRAP-Assays durch Kim et al. ermdglichte erstmals breit
angelegte Studien zur TA in Tumoren (Kim et al 1994). Dabei wurden Gewebeproben
von zwoIf verschiedenen Tumorentitdten untersucht. Insgesamt konnte TA in 90 von
101 Biopsien (89%) von Malignomen, jedoch in keinen der untersuchten 50 normalen
somatischen Gewebeproben nachgewiesen werden. Einigen Tumorspezies, vor allem
Malignome mesenchymalen Ursprungs und die Astrozytome, zeigen keine signifikant
erhohte TA. Dort wird ein anderer, telomeraseunabhangiger Mechanismus fir die
Aufrechterhaltung der Telomerlange verantwortlich gemacht, Uber dieses alternative
lengthening of telomeres (ALT) ist allerdings bislang nur wenig bekannt (Stewart 2005).
Shay und Bachetti haben in einer Ubersichtsarbeit eine Reihe von Tumoren mit
nachweisbarer TA im Vergleich zu normalem Gewebe zusammengefasst (Shay &
Bacchetti 1997). Wahrend diskrete TA auch in normalen hochproliferativen Zellen

nachweisbar war, zeigten sich signifikant héhere Werte bereits in gut differenzierten

Malignomen.
Tumor TA TA pasitive Praben in %
pasitive / untersuchte Proben

Bronchialkarzinom 113/140 81
Mammakarzinom 300/339 88
Prostatakarzinom 52/58 90
kolaorektales Karzinom 123/138 89
hepatozellulares Karzinom 149/173 86
Blasenkarzinom 172/185 93
Magenkarzinom 72/85 85
Zervixkarzinom 16/16 100
Pankreaskarzinom 49/51 96

Tabelle 1: TA in einigen wichtigen Tumorentitaten (modifiziert nach Shay & Bacchetti 1997).
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In dieser Ubersicht wurde dariiber hinaus signifikant erhéhte TA in als pramaligne
eingestuftem Gewebe sowie in tumorumgebendem Gewebe aufgezeigt. Letzteres

fuhren Holt und Shay auf okkulte Mikrometastasierung zurtick (Holt & Shay 1999).

Dignitat TA TA pasitive Praben in %
pasitive/untersuchte Proben

normal 1/196 05

prainvasiv (benigne) 125/410 30

maligne 1.734/2.031 85

tumor-umgebend 77/660 11

Tabelle 2: TA in Gewebe verschiedener Dignitat nach Holt & Shay 1999).

Die verschiedenen Ergebnisse der untersuchten telomerasepositiven Tumoren lassen
sich vermutlich auch auf deren unterschiedliche Stadien der Karzinogenese
zurdckfihren. Fir einige Tumoren wurde die Telomeraseaktivierung als friher Schritt
in der Krebsentstehung identifiziert. Beispiele hierfiir sind das kolorektale Karzinom,

das HCC, Nierenzell- und Blasenkarzinome (Urquidi et al. 1998).

1.1.10 Klinische Einsatzmdglichkeiten der Telomerbiologie

Die Kenntnisse Uber die Rolle der Telomerase in der Zellbiologie fiihren zu
verschiedenen Ansatzen, ihre messbare Aktivitdt sowohl diagnostisch als
Proliferations- und Tumormarker einzusetzen (Hiyama et al. 2001), als auch das
Enzym therapeutisch anzugehen. Mdgliche Anwendungsgebiete der kontrollierten
Telomeraseaktivierung waren Verbesserungen der Geweberegeneration, etwa bei
Patienten mit Leberzirrhose (Wege et al 2003c) und HIV-Patienten (Lichterfeld et al.
2008), sowie der Telomerasesuppression als Krebstherapeutikum (Siddiga et al. 2006,
Urquidi et al 1998).

Das diagnostische Potential einer TA-Quantifizierung als Tumormarker wurde bereits in
vielen Publikationen diskutiert (Hiyama & Hiyama 2003, Holt & Shay 1999, Kyo et al.
2000), wobei eine Bestimmung aus tumorverdachtigem Gewebe erfolgen muss. Im
peripheren Blut ware erhéhte TA nicht reprasentativ fir Tumoren (Urquidi et al 1998).
Dabei kénnte hohe TA als Biomarker hinsichtlich der Aggressivitat des Wachstums fir
einige Tumoren bei bereits feststehender Diagnose dienen, zum Beispiel bei Magen-
und Mammakarzinomen.

Ein Monitoring eines Therapieerfolges und Rezidivrisikobewertung nach Resektion sind

weitere potentielle Ansatze, TA im klinischen Kontext zu bewerten.
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Trotz groRer Fortschritte in der Messung der TA und stark verbesserter Sensitivitat und
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, konnte bislang kein Verfahren ausreichend
quantitative und vergleichbare Ergebnisse liefern, um Einsatz in der klinischen

Diagnostik zu finden.

1.2 Moglichkeiten zur Messung der TA

Bevor sich in den 1990er Jahren TRAP etablieren konnte, wurde TA indirekt durch die
Messung der Anderung der durchschnittlichen Telomerlange mittels Immunoblot nach
Southern bestimmt. Mit der Einflhrung des durch Kim et al. (Kim et al 1994)
entwickelten Protokolls (TRAP) war erstmal eine reproduzierbare Messung der TA
maoglich.

Modernere Nachweismethoden der Telomerase sind Weiterentwicklungen des TRAP-
Assays und umfassen aber auch die Untersuchungen der Genexpression von hTERT
anhand von in situ Hybridisierung und Immunhistochemie (Bettendorf et al. 2003,
Hiyama et al 2001).

1.2.1 Der TRAP-Assay

TRAP stellt das Standardverfahren zur Messung von TA in Zellen dar. Bei diesem auf
der Polymerasekettenreaktion (PCR) beruhenden Protokoll wird ein Telomerprimer mit
einem Zelllysat inkubiert. Die Telomerase der entsprechenden Zellen elongiert nun den
Primer um die 6 bp langen Telomersequenzen. Je hdher die Aktivitat der Telomerase
ist, desto mehr Sequenzen werden wahrend der Inkubationsphase an das 3'-Ende des
Primers angehangt. Nach Hitzedenaturierung des Enzyms wird ein reverser
Amplifikationsprimer hinzugefligt, um die Telomersequenzen mittels der Tag-
Polymerase zu amplifizieren.

In der Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) lasst sich die Enzymaktivitdt dann
indirekt nachweisen, indem die entstandenen Telomersequenzen als typische

Hexamerleiter zur Darstellung kommen (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: TRAP-Polyacrylamidgelanalyse. Der Marker am linken Rand besteht aus
Nukleotidsequenzen, die sich um jeweils eine hinzugefligte Telomersequenz unterscheiden. Je
mehr entsprechende Banden in einer Probe zu finden sind, desto héher ist die TA dieser Probe
(Abbildung aus Curran et al. 1998).

1.2.2 Modifikationen des TRAP-Assays

Um die Reproduzierbarkeit (Reliabilitat) und die Sensitivitdt zu verbessern, wurde das
Originalprotokoll bereits vielfach modifiziert. Wahrend im Originalprotokoll radioaktiv
markierte Nukleotide flr eine Gelelektrophorese als Detektionsverfahren verwendet
werden, sind verschiedene nichtradioaktive Nachweisvarianten der
Amplifikationsprodukte in Gebrauch, wie z.B. der ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) und der Einsatz von Fluorochromen (Uehara et al. 1999, Wege
et al. 2003b). Kim und Wu verbesserten die Spezifitdt und Sensitivitdt des Assays
durch eine Weiterentwicklung der Telomerprimer (Kim & Wu 1997).

Die Notwendigkeit einer post-PCR-Analyse und die damit verbundene Gefahr von
Kontaminationen am Arbeitsplatz durch Amplifikationsprodukte (sog. carry-over
contamination) wurden durch den Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen und der real-time
PCR umgangen (Hou et al. 2001, Jakupciak et al. 2005).

Um die klinische Anwendbarkeit voranzutreiben, haben Jakupciak et al. eine high
throughput Methode beschrieben, mit der die TA auch in gro’en Kohorten von
Zellkulturen und Korperflissigkeiten messbar ist (Jakupciak et al. 2004).

Wege et al. stellten 2002 einen quantitativen real-time TRAP-Assay (RQ-TRAP) mit

signifikant verbesserter Sensitivitat und Linearitat vor (Wege et al 2003b).

19



1.3 Das hepatozelluldre Karzinom

Das HCC macht 90% aller primaren Leberkarzinome aus. Haufig geht der Tumor aus
einer vorbestehenden Leberzirrhose hervor. Eine Verschlechterung des klinischen
Zustandes eines Zirrhosepatienten, ein Druckschmerz im rechten Oberbauch und
paraneoplastische Symptome wie Fieber oder Polyglobulie sind wichtige Anzeichen,
die an ein primares Leberzellkarzinom denken lassen missen (Denzer et al. 2006).
Partielle = Hepatektomie und Lebertransplantation sind bei  rechtzeitiger
Diagnosestellung aktuell die einzigen kurativen Therapiemaoglichkeiten. Lokal-ablative
Verfahren und Chemoembolisation kdénnen den Krankheitsprogress verlangsamen.
Inhibitoren endothelialer Wachstumsfaktoren wie Sorafinib zeigen in neueren Studien
verbesserte Uberlebensraten auch bei fortgeschrittenen Tumoren. Durch das
aggressive Wachstum und die oft frihe Metastasierung ist die Prognose des Tumors

jedoch auferst schlecht.

1.3.1 Epidemiologie

Das HCC ist mit jahrlich mehr als 500.000 Neuerkrankungen, davon etwa 50.000 in
Europa, das funfthaufigste Malignom und macht etwa sechs Prozent aller
Krebserkrankungen aus (Bosch et al. 2004).

Das Auftreten des Tumors unterliegt erheblichen geographischen Schwankungen. In
den Drittweltldndern Afrikas und Sldostasiens tritt er etwa zwei- bis dreimal haufiger
auf als in Europa und das Erkrankungsalter liegt unter 40 Jahren. Jedoch ist in den
westlichen Industrielandern in  den letzten Jahrzehnten ein Anstieg der
Neuerkrankungsrate zu beobachten, wobei die Patienten hier bei Erkrankungsbeginn
in der Regel alter als 40 Jahre sind (Bruix et al. 2001).

Die Inzidenz in Europa wird dabei mit 5,8 bis 9,8 pro 100.000 Einwohner angegeben
mit einem Uberwiegen der Manner im Verhaltnis 3:1 (Ferlay et al. 2009).

Die extrem hohe Letalitat mit 5-Jahres-Uberlebensraten von nur 6,5 Prozent ergibt sich
aus dem raschen, aggressiven Wachstumsverhalten des Tumors und einer Diagnose
haufig erst im fortgeschrittenen Stadium. Die meisten Patienten Uberleben nach

Diagnosestellung weniger als ein Jahr.

1.3.2 Atiologie und Risikofaktoren

Die Risikofaktoren flir das HCC sind gut definiert. Insgesamt geht das Karzinom in
etwa 80 bis 90% der Falle aus einer Leberzirrhose hervor. Besonders die
Hamochromatose, die aktiven Virushepatitiden Typ B und C und hoher Alkoholkonsum
weisen ein erhdhtes Risiko fir die HCC-Entstehung auf. Eine chronische Exposition

gegeniber Aflatoxinen hat dartber hinaus durch Schadigung des p53-Gens besonders
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in Kombination mit einer Hepatitis B einen synergistischen Effekt auf die
Karzinomentstehung (Pineau et al. 2008).

Dieser Synergismus wird als Grund dafir angesehen, dass in weiten Teilen Afrikas und
Asiens das HCC in den meisten Fallen ohne vorbestehende Zirrhose auftritt, da in
diesen Teilen der Erde eine haufige Konstellation von perinatal oder frihkindlich
erworbener Hepatitis B und chronischem Verzehr von Aflatoxinen aus kontaminierten
Lebensmitteln in der Bevdlkerung vorliegt (Bruix et al 2001).

Die Zunahme der Inzidenz des Tumors in den letzten Jahrzehnten in westlichen
Landern lasst sich durch die gestiegenen Uberlebensraten bei Patienten mit
Leberzirrhose und die effektivere Behandlung ihrer Komplikationen sowie auf die

zunehmende Ausbreitung der Hepatitis C zurlickfihren (Fattovich et al. 2004).

1.3.3 Diagnostik und Friiherkennung

Eine Friherkennung des Tumors ist oft nur durch engmaschige klinische und
diagnostische Uberwachung von Risikopatienten méglich. Eine plétzliche
Verschlechterung des klinischen Zustandes sowie ein Anstieg des Alpha-Fetoproteins
und ein suspekter Leberrundherd in bildgebenden Verfahren, die so genannten nicht-
invasiven diagnostischen Kriterien der European Association for the Study of the Liver
(EASL) (Bruix et al 2001), sind wichtige Hinweise auf ein Karzinom. Die American
Association for the Study of Liver Diseases (AASLD) fiihrt in etwa die gleichen Kriterien
in ihren Leitlinien auf (Bruix & Sherman 2005).

Eine Feinnadelbiopsie des Organs ermdglicht haufig eine definitive histopathologische
Diagnose sowie ein Grading des HCC. Besonders im Frihstadium ist ein eindeutiges
histologisches Erkennen des HCC jedoch oft nicht moéglich. Das zirrhotische Zellbild
und die Ahnlichkeit der Tumorzellen mit nur geringgradig dysplastischen Hepatozyten
bei gut differenzierten Malignomen stellt auch erfahrene Pathologen vor Probleme
(Denzer et al 2006).

Hier kdnnten gewebediagnostische Verfahren zusatzliche Informationen Uber
tumorbiologische Eigenschaften eines Biopsates geben und so zur besseren

Einschatzung von Prognose und Therapieoptionen beitragen.

1.4 TA in Lebergewebe

Intaktes Lebergewebe weist unter normalen Bedingungen keine detektierbare TA auf
(Wege et al. 2003a) wobei das HCC als telomerasepositiv gilt (s.0.).

Verschiedene Studien zu TA in Lebergewebe zeigten positive Ergebnisse in einem Teil
der Gewebeproben oder TA, die messbar, aber deutlich niedriger war als in malignen

Leberveranderungen (Hytiroglou et al. 1998, Tahara et al. 1995b). Mdogliche
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Erklarungen hierflr sind zum einen regenerative Vorgange im Lebergewebe. Wege et
al wiesen an einem Tiermodel, mit Telomerbiologie vergleichbar zum Menschen,
Telomeraseaktivierung nach partieller Hepatektomie nach (Wege et al. 2007).

Bei entzlindlichen Veranderungen der Leber findet eine Infiltration des Gewebes mit
Lymphozyten statt. Diese weisen TA auf und kénnen zu positiven Messergebnissen
fuhren (Kojima et al. 1997, Nakashio et al. 1997). Bei Exzisionen oder Biopsien aus
tumorumgebendem Lebergewebe spielt mdglicherweise Mikrometastasierung eine
Rolle fir die schwach positive TA.

Signifikant erhdhte TA st bereits in geringgradig dysplatischen Proben und
sogenannten pramalignen Lasionen (Hytiroglou et al 1998) nachgewiesen worden und
zwar auch bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen ohne Hinweise auf ein
Karzinom. Bei einem Teil der Patienten entwickelte sich im weiteren Verlauf ein HCC,
was darauf schliel3en |asst, dass die Reaktivierung des Enzyms ein frither Schritt in der
Entstehung maligner Lebertumoren ist (Hytiroglou et al 1998). Die einzelnen Schritte
der multifaktoriellen Hepatokarzinogenese sind bislang nur teilweise entschlisselt.

Die histopathologisch haufig schwierige Diagnose eines frihen, gut differenzierten
HCC besonders in kleinen Lasionen (Nakashio et al 1997, Takaishi et al. 2000) kénnte
durch den Einsatz von Biomarkern erleichtert werden. Thorgeirsson et al haben dazu
beispielhaft als mdglichen Ansatzpunkt die funktionelle genetische Analyse des
TGFR1-Signalweges proklamiert (Thorgeirsson et al. 1998). Auch die Quantifizierung
von TA in karzinomverdachtigen Lebergewebeproben kénnte die Diagnosefindung

erleichtern.
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2. Material und Methoden

2.1 Gewebe

Bei den verwendeten Proben handelte es sich um humanes Lebergewebe, das uns die
Gewebebank der Klinik und Poliklinik fir Hepatobilidare Chirurgie und Viszerale
Transplantation im Universitatsklinkum Hamburg Eppendorf (UKE) unter Leitung von
Prof. Dr. X. Rogiers zur Verfiigung stellte.

Alle Patienten haben die allgemeine ,Patienteninformation zur Einwilligung in die
Verwendung von Probenresten (die zu Behandlungszwecken entnommen wurden) zu
wissenschaftlichen Forschungszwecken® des UKE unterzeichnet.

Die Proben sind in den Jahren von 1994 bis 2001 intraoperativ gewonnen worden. Die
histologischen Diagnosen wurden im Institut fir Pathologie am UKE Hamburg unter

Direktion von Prof. Dr. U. HelImchen gestellt. Das Gewebe wurde bei -160°C gelagert.

2.2 Bestimmung der RNA-Integritat

Um die Intaktheit der Gewebeproben zu Uberprifen, wurde die Qualitat der RNA per
Gel-Elektrophorese bestimmt.

Die im Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte wurden unter streng RNAse-freien

Bedingungen durchgefihrt.

2.2.1 Extraktion der RNA

Um die RNA aus den Gewebeproben zu extrahieren,wurde das RNeasy Mini Kit der
Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) verwandt. Die Saulenextraktion wurde nach dem
Protokoll des Herstellers durchgefihrt.

Jeweils ein Gewebestiick von etwa 20 ug wurde dazu in 600 ul einer Pufferlésung
homogenisiert. Das so gewonnene Lysat wurde in mehreren Arbeitsschritten bei 8.000
g und Raumtemperatur zentrifugiert und dann mit den Pufferldésungen des RNeasy Mini
Kit die reine RNA ausgewaschen.

Die aufgereinigte RNA ist dabei schlie3lich in einem 50 uyl Aliquot enthalten, das bei

-80°C aufbewahrt wurde.

2.2.2 RNA-Elektrophorese

Um die Integritdt der RNA zu verifizieren, wurden die gewonnenen RNA-Extrakte
mittels Formaldehyd-Agarosegel-Elektrophorese (FA-Gel) aufgetrennt.

Als Referenzmarker fiir die Proben wurde die 0,24 — 9,5 kb RNA-Markerleiter der Firma
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) verwendet.

Die Elektrophorese lief bei einer Spannung von 60 V fir eine Stunde. Das FA-Gel war

dabei in der Elektrophoresekammer von 1x FA-Laufpuffer bedeckt.
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Die RNA-Extrakte wurden jeweils in einem Volumen entsprechend 1 pg RNA

eingesetzt. Dazu wurde jeder Probe 5x Ladepuffer im Verhaltnis 1:5 hinzugeflgt.

2.2.2.1 Bestandteile der verwendeten Puffer

10x FA-Gel-Puffer
200 mM 3-[N-Morpholino]propansulfonische Saure (MOPS)
50 mM Natrium-Acetat

10 mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

5x Ladepuffer
16 pl gesattigte wassrige Bromphenol Blau-Lésung

80 pl 500 mM EDTA; pH 8,0

720 pl 37% (12,3 M) Formaldehyd
2 ml 100% Glycerol

3084 pl Formamid

4 ml 10x FA-Gel-Puffer

100 pyl RNAse-freies Wasser

1x FA-Laufpuffer

100 ml 10x FA-Gel-Puffer

20 ml 37% (12,3 M) Formaldehyd
880 ml RNAse-freies Wasser

2.2.2.2 Zusammensetzung des Gels

Das FA-Gel setzte sich wie folgt zusammen:

1,2 g Agarose

10 ml 10x FA-Puffer

100 ml RNAse freies Wasser

Nach dem Erhitzen dieser Mischung bei 65°C, wurden 1,8 ml 37%iges (12,3 M)
Formaldehyd und 1 pl einer wassrigen10 mg/ml Ethidiumbromid-Lésung hinzugefiigt.
2.3 Messung der TA

2.3.1 Herstellung des Gewebelysates

Hierzu wurde ein flr Telomerase-Assays spezifischer Lysepuffer (TRAPeze 1xCHAPS
Lysis Buffer) der Firma Chemicon (Temecula, CA, USA) mit dem RNAse-Inhibitor
RNAse OUT von Invitrogen behandelt.

Es wurde ein 20 bis 50 ug grolles Stlck aus jeder Gewebeprobe unter sterilen

Kautelen isoliert und in 500 pl Lysepuffer homogenisiert.
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Das so gewonnene Lysat wurde fir 30 min mit dem Puffer inkubiert, dann der

Uberstand abzentrifugiert. 100 ul Portionen wurden aliquotiert und bei —80°C gelagert.

2.3.2 Quantifizierung des Proteingehalts

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration der TRAP-Lysate wurde das Compat-
Able Protein Assay Kit der Firma Pierce (Rockford, IL, USA) verwandt, dessen Prinzip
auf einer lIsolation und photometrischen Quantifizierung des vorhandenen Proteins
beruht.

Die Lysate wurden hierzu im Verhaltnis 1:10 verdlinnt, da sich der optimale
Detektionsbereich der Methode in diesem Verhaltnis am besten erreichen liel3.

Zudem wurden neun Standards aus bovinem Serumalbumin (BSA) in definierten
Konzentrationen angefertigt.

Es wurden dreifache Ansatze gemessen.

Da der verwendete Lyse-Puffer Ethylenglykoltetraessigsaure (EGTA) enthalt, was zu
einer Inhibition der enzymatischen Messmethode fihrt, wurden die Proben und
Standards vor der eigentlichen Quantifizierung mit dem BCA Protein Assay Kit No.
23215 der Firma Pierce behandelt, um das reine Protein aus der Probe zu isolieren.
Das ausgefallte Protein wurde mit dem BCA-Arbeitsreagenz auf einer Mikrotiterplatte
fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert.

Mit dem KC4 EIx808 Plate Reader von Biotek (Winooski, VT, USA) wurden die
Absorptionswerte der Proben bei einer Wellenlange von 540 nm photometrisch

gemessen.

2.4 Messung der TA mittels tRQ-TRAP

Zur Messung der TA aus Lebergewebeproben wurde der von Wege et al etablierte RQ-
TRAP-Assay abgewandelt. Das Messverfahren des optimierten tRQ-TRAP (tissue real-
time quantitative TRAP) basiert ebenfalls auf einer quantitativen real-time-PCR. Es
wurde das System ABI 7000 der Firma Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)
eingesetzt.

Dabei kam das DNA-abhangige Fluorochrom SYBR Green | zum Einsatz, als passive
Referenz diente das Fluorochrom ROX. Die Fluoreszenz des SYBR-Green | wird nach
Einbindung in die de novo synthetisierte doppelstrangige DNA, das sind in diesem Fall
die Telomersequenzen, nach jedem PCR Zyklus vom System gemessen. Dabei
korreliert die emittierte Fluoreszenz mit der Menge der neu synthetisierten DNA nach
jedem PCR Zyklus.
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2.4.1 Auswahl der Primer

Als Primer wurden die von Kim und Wu entwickelten Telomerprimer TS und ACX
gewahlt. Diese sind aufgrund ihrer Strukturen weniger anfallig fir die Formation von
Primerdimeren sowie flr Produktverkirzungen wahrend der Amplifikationsphase (Kim
& Wu 1997).

Der vorwartsgerichtete Primer TS (5*-AATCCGTCGAGCAGAGTT-3') ist komplementar
zur Telomersequenz und dient der Initierung der Telomerasereaktion. Das Enzym
kann wahrend der Inkubationsphase hier die hexamerische Struktur (5" TTAGGG-3’) an
den Primer TS synthetisieren.

Der ruckwartsgerichtete Amplifikationsprimer ACX weist neben einem komplemetaren
Abschnitt am 5‘-Ende eine 6 bp lange Ankerstruktur auf, die weder der Telomerstruktur
entspricht, noch ihr komplementar ist (5-GCGCGG[CTTACC];CTAACC-3%). Dadurch
wird wahrend der Amplifikationsphase der PCR eine Verkirzung der

Telomeraseprodukte verhindert.

2.4.2 Zusammensetzung des Reaktionsansatzes
Das Reaktionsvolumen betrug 40 pl, das sich aus 5 ul Standard oder Probe und 35 ul

Master Mix zusammensetzte.

2.4.2.1 Probe

Fur den 5 ul Ansatz jeder Probe wurden 0,02 pg Protein eingesetzt. Mit dieser
Konzentration konnten in einem vergleichbaren Tiermodell valide und reproduzierbare

Ergebnisse erzielt werden (Wege et al 2007).

2.4.2.2 Master Mix

Der Master Mix setzte sich wie folgt zusammen:

20 ul SYBR-Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
2 ul Primer Mix, mit 40 ug TS und 20 uyg ACX

13 pl PCR-reines Wasser

2.4.3 Die Standardreihe

Bei jedem tRQ-TRAP-Lauf wurde eine Standardreihe aus 293T Zellen gemessen.
Diese Zelllinie ist Telomerase-positiv (Counter et al. 1998) und stellt fir die
Bestimmung der relativen TA (RTA) die Referenz dar.

Die Konzentrationen der eingesetzten 293T-Stadards wurden so gewahlt, dass eine
spatere Berechnung der Standardkurve aus dem logarithmischen Format der

Amplifikationskurven maéglichst Gbersichtlich ist:
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A: TRAP-Extrakt aus 1000 Zellen in 5 pl
B: TRAP-Extrakt aus 500 Zellen in 5 pl
C: TRAP-Extrakt aus 100 Zellen in 5 pl
D: TRAP-Extrakt aus 50 Zellen in 5 pl
E: TRAP-Extrakt aus 10 Zellen in 5 pl
F: Negativkontrolle (Lysepuffer)

2.4.4 Das tRQ-TRAP PCR-Protokoll

Bei dem angewandten PCR-Protokoll handelte es sich um eine two-step PCR mit 40
Amplifikationszyklen.

Zunachst wurden die Standards und Proben fir 20 Minuten bei 25°C inkubiert, um eine
Inkubation mit der potentiell enthaltenen Telomerase zu ermoglichen.

Dann folgte eine Erhitzung auf 95°C fir zehn Minuten, um die Tag-Polymerase zu
aktivieren und die Telomerase zu deaktivieren.

Nach erneuter Abkuhlung wurde die DNA 10 Sekunden bei 95°C denaturiert.

Nun folgten 40 Amplifikationszyklen, fir jeweils eine Minute bei 60°C zur

Primerbindung und Elongation.

2.4.4.1 Auswertung der Messung

2.4.4.1.1 Berechnung der Standardkurve
Die Auswertung der PCR-Ergebnisse erfolgte mit der Software SDS 2.1 von Applied

Biosystems. Diese zeigt nach dem Lauf die Emissionskurven der Standards und
Proben an, die der Menge der Amplifikationsprodukte entsprechen.

Anhand der Amplifikationskurven der Standards wird zunachst eine minimale
Fluoreszenzschwelle bestimmt. Diese Schwelle ist so anzulegen, dass alle 293T
Standards einen Schnittpunkt mit ihr in der log-linearen Amplifikationsphase haben,
Werte der Negativkontrolle (F) aber unter der Schwelle bleiben. So werden
.Hintergrundrauschen® und Artefakte wie Primerdimere ausgeblendet. Die
Schnittpunkte ergeben die sog. cycle threshold-Werte (Ct), also die Anzahl der PCR-
Zyklen, bei denen eine Lichtemission sicher durch Telomerase-Amplifikationsprodukte
bedingt ist (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Amplifikationskurven der Standards in dreifachem Ansatz von links nach rechts in
absteigender Konzentration. Der cycle threshold schneidet die Kurven in der exponentiellen

Phase, schliefdt aber artefaktbedingte Messungen in der Negativkontrolle aus.
Aus den oben ermittelten Schnittpunkten ergibt sich schliel3lich die Standardkurve

(Abbildung 6). Die Steigung zeigt die erforderliche Anzahl an PCR-Zyklen flr eine 10-
fache Amplifikation an (rechnerisch ca. 3,3).
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Abbildung 6: Standardkurve mit Geradengleichung und Standardfehler.

2.4.4.1.2 Berechnung der relativen TA aus den Messwerten

Mit der Standardkurve lasst sich die RTA in 293T Zell-Aquivalenten pro pg Protein
ermitteln.
Die RTA ergibt sich aus der umgeformten Geradengleichung der Standardkurve
y=mx+b.
Dabei wird der Ct-Wert jeder Probe als y-Wert eingesetzt. Fiur die Gleichung aus
Abbildung 4 ergibt sich:

x=(y-32,681)/(-3,6505)

Beispielhaft fir eine Probe mit einem Ct-Wert von 32,0 bei einer Verdiinnung von 0,1
Mg pro Ansatz:

x=(32,0-32,681)/(-3,6505)

x=-0,681/(-3,6505)

x=0,187

Die RTA ergibt sich dann aus dem Verdlinnungsfaktor des Ansatzes, der wegen der
logarithmischen Darstellung der Kurven mit dem x-Wert aus der obigen Gleichung
potenziert werden muss. Im selben Beispiel:

10x10%'®= 15,38

Hier wirde also die RTA etwa 15 293T-Zellaquivalenten pro ug Protein entsprechen.
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2.5 Ausschluss von PCR-Inhibitoren

Der Einfluss von PCR-Inhibitoren war bei der Optimierung der Methode ein wichtiges
Kriterium, um einerseits die klinische Anwendbarkeit, aber auch die Reliabilitat der
erzielten Ergebnisse abschatzen zu kénnen.

Um eventuelle Inhibitoren auszuschlie®en bzw. nachzuweisen, wurde mit einzelnen

Proben das PCR-Protokoll etwas abgewandelt.

2.5.1 Auswahl der Proben

Dazu wurden insgesamt funf Proben und eine Positivkontrolle ausgewahlt. Die Proben
wiesen zuvor gemessene hohe oder maRig erhdhte RTA-Werte, sodass bei
vorhandenen Inhibitoren im Reaktionsansatz ein nachweisbarer Unterschied im

Absorptionsverhalten nachweisbar ware.

2.5.2 Inaktivierung der Telomerase
Die Telomerase in den Proben wurde auf zwei Arten inaktiviert, um eine Denaturierung

maoglicher Inhibitoren auszuschliefl3en.

2.5.2.1 RNAse-Verdau

Zum einen wurde von jeder Probe ein 50 ul-Ansatz mit 10 ug Proteingehalt und 5 pl
DNAse-freier Ribonuklease hergestellt. Dieser wurde flr 20 Minuten bei 37°C inkubiert.

Auf diese Weise wurde die RNA-Untereinheit des Enzyms verdaut.

2.5.2.2 Hitze-Inaktivierung

Aullerdem wurde von jeder Probe ein zweiter Ansatz des gleichen Volumens, jedoch
ohne RNAse angefertigt.
Dieser wurde fir 20 Minuten bei 70°C inkubiert, um so die katalytische Untereinheit der

Telomerase zu denaturieren.

2.5.3 Verdiinnungsreihe der inaktivierten Proben
Die einzelnen inaktivierten Proben wurden nun kontinuierlich in einem 1:10 Schema
verdinnt, so dass von jeder Probe pro Inaktivierungsverfahren vier Verdinnungen

entstanden:

1,0 yg pro 5 ul
0,1 pg pro 5 ul
0,01 pg pro 5 ul
0,001 pg pro 5 ul
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2.5.4 PCR-Kontrolle

Bei dem fir diesen Versuch abgewandelten PCR-Protokoll wurde dem Master Mix
jeweils 5 ul des 293T Standards C (TRAP-Extrakt aus 100 Zellen in 5 pl) bei gleichem
Gesamtvolumen hinzugegeben. Als Positivkontrolle wurde ein Ansatz mit Standard C
und PCR-reinem Wasser eingesetzt.

Da nun alle Reaktionsansatze die gleiche Menge an Telomerase enthalten, wiirde sich
die Anwesenheit von PCR-Inhibitoren dadurch zeigen, dass die entsprechenden

Proben spater amplifizieren, als die Positivkontrolle bzw. keine Amplifikation stattfindet.

2.6 Vergleich mit kommerziellem TRAP-Assay

Im Rahmen einer Kooperation mit dem Heinrich-Pette-Institut Hamburg wurden die
Proben mit einem kommerziell erhaltlichen konventionellen TRAP-Assay gemessen.
Die TA lasst sich dabei mittels Polyacrylamidgelanalyse (PAGE) indirekt und
semiquantitativ durch die Anzahl der aufgetrennten Telomersequenzen bestimmen.

Es wurde der TRAPeze Assay (Serologicals Corporation, Norcross, GA, USA) mit 0,5

Mg Protein pro Ansatz verwendet.

2.7 Korrelation mit den histologischen Diagnosen

Die Messungen der TA wurden ohne Kenntnis der histologischen Diagnosen
durchgefihrt. Danach wurden die entsprechenden Befundberichte der Proben beim
Institut fir Pathologie angefordert. Erwartet wurde eine signifikant héhere RTA in
Karzinomproben als in normalem Gewebe. Innerhalb der Gruppe der malignen
Tumoren sollte ferner eine Korrelation der RTA-Werte mit dem Grading hergestellt
werden. Nach relevanten histopathologischen Nebendiagnosen (z.B. hdhergradige
entzindliche Infiltration) sollten dabei ebenfalls gesucht werden, da diese die

Interpretation der Messergebnisse entscheidend beeinflussen kénnten.

2.8 Statistische Auswertung
Die statistische Datenanalyse wurde mit der Software Sigmastat Version 3.1 sowie
Microsoft Excel XP durchgefihrt. Aufgrund der begrenzten Anzahl der Proben wurde

der parameterfreie Mann-Whitney-U-Test eingesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Gewebeproben

Die Lebergewebeproben sind in Tabelle 3 aufgelistet. Dabei sind zunachst die
neoplastischen Proben mit Zusammenfassung des histologischen Befundes
dargestellt. Neben dem Tumorgrading sind auch relevante Zusatzbemerkungen aus

dem histologischen Bericht angegeben.

Probe Diagnose Grading Bemerkung/histol. Nebenbefunde
8 HCC G3 herdférmige Nekrosen

17 HCC G3 ausgedehnte Nekrosen

42 HCC G3 k.A.

61 HCC G2 k.A

130 HCC G2 k.A

2569 HCC G2 ausgedehnte Nekrosen, Steatosis
221 HCC G2 Siderose, Steatosis

1301 HCC G2 k.A

1481 HCC G2 k.A

23 Metastase (Kolonkarzinom) G2 entzlindliche Infiltrate

2908 Metastase (Kolonkarzinom) G2 partielle Nekrosen

1291 Adenom - entzindliche Infiltrate

Tabelle 3: Neoplastische Proben mit relevanten histopathologischen Angaben.

Die Kontrollgewebe mit Angaben zu Grunderkrankungen und weiteren wichtigen
diagnostischen Kriterien sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Es sind hier die jeweilige
Grunderkrankung und, soweit im Befundbericht erwahnt, Angaben zu entzlindlichen
oder fibrotischen Veranderungen aufgelistet. Diese Angaben sind relevant fir die

kritische Interpretation der gemessenen TA.

Probe Fibrose Entziindung Grunderkrankung Histol. Nebenbefunde
8 lll gering k.A. met. Sigma-Ca 20%ige Verfettung
1011 k.A. k.A. met. Rektum-Ca 30%ige Verfettung

16 1l portal k.A. met. Sigma-Ca k.A.

17 11l portal k.A. met. Colon-Ca atypische Mitosen

22 1l portal teils portal HCC Steatose, Siderose
231l portal floride, lymphozytar Rektum-Ca k.A.

Tabelle 4: Histologische Angaben zu den Kontrollgeweben.
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3.2 Optimierung der Messmethode

Um das Prinzip des RQ-TRAP auf die Lebergewebeproben anzuwenden, sind mehrere
vorbereitende Arbeitsschritte notwendig. Zunachst wird aus einem Gewebestlick RNA
zur Qualitdtsanalyse extrahiert. Aus einem anderen Stick wird das Gewebelysat
hergestellt. Hieraus werden nach Quantifizierung des Proteingehaltes die Probe zur
Messung der TA sowie eine

Telomeraseinhibitoren gewonnen. Abbildung 7 gibt einen Uberblick Uber die

methodischen Ablaufe.

inaktivierte weitere Probe zum Ausschluss von

Gewebe

Lysat

Protein-Quantifizierung

RNA-Extraktion

RNA-Gelanalyse

tRQ-TRAP-Probe

Inaktivierung
(Hitze/RNAse)

Inaktivierte Probe

Inhibitoren-Kontrolle

Inaktivierte Probe (enthalt 293T-Zellen)

Abbildung 7: Organigramm zur Veranschaulichung der Arbeitsschritte fir tRQ-TRAP
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3.2.1 Gelanalyse der RNA-Qualitat

Nach RNA-Extraktion aus den Proben wurden diese auf einem FA-Gel aufgetrennt.
Scharfe 18s (Svedberg) und 28s-Banden wurden als Nachweis intakter RNA gewertet.
Diese konnte in den meisten Proben nachgewiesen werden. Lediglich in den Proben
17 und 2908 zeigten sich keine eindeutigen Banden. Hier muss demnach die Integritat

des Gewebes in Frage gestellt werden (siehe Abbildung 8).

Abildung 8: FA-Gelanalyse der RNA-Qualitat. 18s- und 28s-Banden weisen intakte RNA nach.

3.2.2 Messung der TA mittels konventionellem TRAP-Assay (TRAPeze)

Zum qualitativen Nachweis der TA wurde die Enzymaktivitat mit dem kommerziell
erhaltlichen TRAPeze Kit (Serologicals Corporation, Norcross, GA, USA) gemessen.
Es wurden 500 ng Protein per Reaktion fiir 30 PCR-Zyklen eingesetzt.

In Abbildung 9 ist das Ergebnis der PAGE-Analyse dargestellt. Der 293T-Standard
weist dabei die typische Hexamerleiter auf. Die Negativkontrolle zeigt nur wenige und
unscharfe Banden, die als Primerdimer-Artefakte zu werten sind. Die meisten Proben

zeigen hier deutliche Banden, TA liel3 sich folglich grundsatzlich nachweisen.
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IC

Abbildung 9: PAGE-Analyse nach konventionellem TRAP-Assay der Proben. IC bezeichnet die
interne Kontrolle des TRAPeze Kits.

Vergleicht man die Ergebnisse der Gelanalyse mit den RTA-Werten der tRQ-TRAP-
Messung, zeigt sich eine annahernde Ubereinstimmung. Einige Werte weichen hier
allerdings voneinander ab. In Probe 23 lll lassen sich in der Gelanalyse nur wenige
schwache Banden nachweisen, die RTA wurde hier jedoch mit 382,1/ug als deutlich
erhdht gemessen. Umgekehrt zeigen sich beispielsweise in Probe 8l1l kraftige Banden
in der PAGE-Analyse, mittels tRQ-TRAP kann hier aber nur eine RTA von 1,3/ug
gemessen werden.

Diese Inkongruenz kann mit der nicht fir Gewebeproben optimierten Methode des
TRAPeze zu erklaren sein, dieser Assay ist flir eine Messung aus kultivierten Zellen
konzipiert worden. Hinzu kommt ein mdglicher hemmender Einfluss von im
Reaktionsansatz zu vermutenden Inhibitoren der Tag-Polymerase bei einem Einsatz
von 500 ng je Messung (im Vergleich tRQ-TRAP 20 ng je Messung), welche die

Messergebnisse des TRAPeze beeinflussen kénnen.
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3.2.3 Ausschluss von Inhibitoren

Um einen mdglichen Einfluss von im Gewebelysat enthaltenen PCR-Inhibitoren
auszuschlielten, wurden ausgewahlte Proben mittels Hitze oder RNAse inaktiviert und
spater mit dem Standard C (TRAP-Extrakt aus 100 Zellen in 5 pl) versetzt. Danach
erfolgte die TA-Messung nach dem tRQ-TRAP-Protokoll.

Deutliche Unterschiede in den Amplifikationsverlaufen der Proben und damit der Ct-
Werte wirden dabei auf Inhibitoren hinweisen. Da hier die Standardreihe nicht
mitgemessen wurde, wurden keine TA-Werte errechnet, sondern die Ct-Werte
gegenibergestellt.

Abbildung 10 zeigt unabhangig von der Verdiinnung annahernd gleiche Amplifikationen
der Proben. In keinem Ansatz ist eine deutliche Verminderung der Amplifikation
auszumachen.

Daraus lasst sich schliel3en, dass mdgliche Inhibitoren auf die Methode aufgrund der

Verdinnung keinen relevanten Einfluss haben.

35 1
StandardC
<N B B N e N O EEE = o
25 1
- 20 A = 1ug
(&) u0,1ug
15 A 0,01ug
0,001pg
10 1
5 4

0 TthermischRNAse  thermischRNAse « thermischRNAse ' thermischRNAse ' thermisch RNAse
— -~ - ~ —~— vl ~ ~— >4 -~ ) ~ -~ s

8 23 1311 8l 1711
Proben und Art der Inaktivierung

Abbildung 10: Ct-Werte von Verdlnnungsreihen 5 inaktivierter Proben. Zum Ausschluss von
PCR-Inhibitoren enthalt jede Probe den 293T-Standard C (TRAP-Extrakt aus100 Zellen in 5 pl).

Die eingezeichnete Linie gibt den Wert der Positivkontrolle an.
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3.3. Gemessene TA mit tRQ-TRAP

Nach Vorbereitung der Proben und Optimierung des Assays wurde die relative TA
mittels tRQ-TRAP gemessen.

In Tabelle 5 sind die Ct-Mittelwerte aus den dreifachen Reaktionsansatzen und die
daraus errechnete RTA fir die Proben angegeben. Abbildung 11 stellt die Messwerte

graphisch gegentiber.

Probe Ct (Mittelwert) RTA/ug Histologie
8 30,59 187,4 HCC (G3)
17 32,63 51,8 HCC (G3)
23 31,66 95,2 Metastase
42 31,64 96,2 HCC (G3)
61 30,76 167,9 HCC (G1)
130 31,01 143,6 HCC (G2)
2569 34,41 16,8 HCC (G2)
2908 33,35 32,7 Metastase
22| 36,67 4,0 HCC (G2)
1291 38,29 1,5 Adenom
1301 33,50 29,8 HCC (G2)
148 | 34,84 12,8 HCC (G2)
81l 38,41 1,3 Kontrolle
10 1 36,11 57 Kontrolle
16 11l 34,50 15,9 Kontrolle
17 11 31,89 82,5 Kontrolle
22 111 35,19 10,3 Kontrolle
23 11l 29,46 382,1 Kontrolle

Tabelle 5: Mit tRQ-TRAP gemessene RTA-Werte mit Angabe der histologischen Diagnosen.
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Abbildung 11: Graphische Darstellung der gemessenen RTA Werte aller Proben.

Aus Abbildung 11 wird rasch ersichtlich, dass in den meisten Proben maligner Dignitat
eine hohe TA nachweisbar ist, wahrend die Mehrzahl der Kontrollgewebe
erwartungsgemafl nur marginal erhéhte Werte aufweist. Auffallig ist daher die deutlich
erhdhte TA in den Kontrollproben 17 Il und 23 lII.
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3.4 Statistische Auswertung

3.4.1 Verkleinerung der Kohorten nach Ausschluss nicht verwertbarer Proben

Bei der tabellarischen und graphischen Gegenlberstellung der Messwerte fallt
zunachst auf, dass in der Kontrollgruppe sowohl hohe, als auch sehr niedrige RTA-
Werte vorkommen. Keine, oder nur leicht erhéhte TA ist charakteristisch flr regulares
Lebergewebe (Satyanarayana et al 2004). Die hohen Messwerte flr die Proben 17 Il
und 23 Il lassen sich anhand der histopathologischen Befunde erklaren.

Die im Befundbericht bei Probe 17 Ill erwahnten ,atypischen Mitosen“ ziehen eine
Einstufung der Probe als gesundes Lebergewebe in Zweifel. Eine maligne
Transformation muss hier angenommen werden. Folglich wurde die Probe aus der
Gruppe ,normales Lebergewebe” ausgeschlossen.

Die beschriebe ,floride Hepatitis“ in Probe 23 Ill muss ebenfalls einen Ausschluss aus
der Gruppe der normalen Gewebeproben bedeuten, da die erhéhte TA hier aus
eingewanderten Lymphozyten stammt (Kojima et al 1997).

Daruber hinaus ist die Probe 129l histologisch ein Leberzelladenom und damit weder

der Gruppe der Karzinome, noch dem reguldren Gewebe zuzuordnen.

3.4.2 Deskriptive Statistik der Messwerte

Zur statistischen Auswertung der gemessenen Werte wurden zunachst die Proben
nach histologischen Gesichtspunkten gruppiert und deskriptiv verglichen.

Zur Korrelation von benignem und malignem Lebergewebe wurde die Probe 1291 in die
Kontrollgruppe Gbernommen. Es wurden die Kontrollgruppe (n=5) mit allen malignen
Proben (n=11), mit den HCC-Proben allein (n=9) und den Lebermetastasen (n=2)
verglichen. Ferner wurden in der HCC-Gruppe Untergruppen entsprechend dem
Tumorgrading gebildet: G1 (n=2), G2 (n=4) und G3 (n=3).

Gruppe N Minimum  Maximum  Mittelwert Standardabweichung
Kontrollen 5 1,30 15,90 6,94 6,22

Malignom 11 4,00 187,40 76,20 65,94

HCC (gesamt) 9 4,00 187,40 78,90 71,73

HCC (G3) 3 51,80 187,40 111,80 57,88

HCC (G2) 6 4,0 143,60 41,40 62,32

HCC (G1) 1 167,90 167,90 167,90 0

Metastasen 2 32,70 95,20 63,95 4419

Tabelle 6: Gruppierung der Proben zur statistischen Evaluation.
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Bei der graphischen Gegentberstellung der Werte wird der Unterschied zwischen den
benignen und den malignen Proben deutlich.

Um eine klinische Anwendbarkeit als Biomarker moéglich zu machen, ist die Definition
einer Grenze von nicht-malignitatsbedingter und malignitatsbedingter TA notwendig.
Nakashio et al. haben bei einer vergleichbaren Untersuchung an malignem und
regularem Lebergewebe diesen cut-off-Wert als das Zweifache des hdéchsten TA-
Wertes aus der Gruppe der Kontrollgewebe proklamiert (Nakashio et al 1997).

Wendet man dies auf die vorliegenden Daten an, betragt dieser Wert 31,8/ug

(2x15,9/pg). Damit liegen 7 von 11 Karzinomproben (64%) oberhalb des Wertes.

200 ~
[ ]
[ ]
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[ ]
'<_( 100 A . .
x
50 A . cut-off
(RTA=31,8/ug
L) o -
M H
0 . o hd

Normal Adenom HCC Metastasen

Abbildung 12: Graphische Darstellung der RTA-Werte nach Ausschluss der Proben 23 Ill und
17 1l geordnet nach Histologie. Der cut-off-Wert bei RTA=31,8/ug markiert die von Nakashio et

al. beschriebene Schwelle von unspezifischer zu malignitatsbedingter TA.

Stellt man die RTA-Mittelwerte der Gruppen gegenuber, sind die Unterschiede

zwischen malignem und benignem Gewebe deutlicher, wie Abbildung 13 zeigt.
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Abbildung 13: Vergleich der histologischen Gruppen im Bezug auf den errechneten cut-off-
Wert (RTA=31,8/ug).

3.4.3 Vergleichende Statistik

Bei Betrachtung von Tabelle 6 wird deutlich, dass aufgrund der relativ geringen Anzahl
der Proben die Werte auch innerhalb der Gruppen gro3en Schwankungen um die
Mittelwerte unterlegen sind und vergleichende statistische Test hierbei nur
eingeschrankte Aussagefahigkeit haben.

Die Gruppen wurden daher anhand des parameterfreien Mann-Whitney-U-Tests

verglichen. Ein p-Wert von kleiner oder gleich 0,05 wurde als signifikant gewertet.

3.4.3.1 Benignes vs. malignes Lebergewebe

Zunachst wurden alle Proben maligner Dignitdt mit den benignen Geweben, also

Kontrollen und Adenom verglichen.

Variable Beobachtungen Minimum Maximum  Mittelwert Standardabweichung
maligne 11 4,0 187,4 76,20 65,94
benigne 5 1,3 15,9 6,94 6,22

Tabelle 7: Vergleich der malignen und benignen Gewebeproben.
Aus Tabelle 7 wird bereits im beschreibenden Vergleich der Gruppen ein deutlicher

Unterscheid der RTA-Werte sichtbar. Durchschnittlich ist die Enzymaktivitat bei den

Malignomen mehr als zehnfach erhdht. Dabei fallt auf, dass die Werte der Gruppe der
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malignen Proben einem groflen Schwankungsspektrum unterliegen. Der Median liegt
hier bei 51,8/ug, die Standardabweichung betragt 65,94/ug.
Der zweiseitige Mann-Whitney-Test in Tabelle 8 weist hier, wie erwartet, einen

signifikanten Unterschied (p=0,005) nach.

U 51,000
Erwartungswert 27,500
Varianz (U) 77,917
p-Wert (zweiseitig) 0,005
Alpha 0,05

Tabelle 8: Mann-Whitney-U-Test zwischen den Gruppen ,maligne“ und ,benigne“.

3.4.3.2 HCC vs. Kontrollen

Beim Vergleich der HCC-Proben mit den Kontrollen zeigen sich deskriptiv zunachst
kaum Unterschiede zur vorangegangenen Gegenuberstellung, da die Gruppe der
Malignome hauptsachlich aus den primaren Leberzellkarzinomen besteht.

Auch hier ist der Median 51,8/ug. Der Mittelwert betragt 78,92/ug in ist damit in etwa
gleich dem in Tabelle 7.

Bei der vergleichenden Statistik zeigt sich im U-Test ebenfalls ein signifikanter

Unterschied in zwischen den Gruppen (p=0,012).

Variable Beobachtungen Minimum Maximum Mittelwert Standardabweichung
HCC 9 4,0 187,4 78,92 71,73
Kontrollen 5 1,3 15,9 6,94 6,22

Tabelle 9: Vergleich der HCC-Proben mit der Kontrollgruppe.

U 41,000
Erwartungswert 22,500
Varianz (U) 56,250
p-Wert (Zweiseitig) 0,012
Alpha 0,05

Tabelle 10: U-Test zwischen HCC-Proben und Kontrollen.
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3.4.3.3 Vergleichende Statistik der HCC-Untergruppen

Im Weiteren sind die Werte der jeweiligen HCC-Untergruppen nach ihrem Grading
gegenibergestellt. In Tabelle 11 und bei der graphischen Gegenlberstellung in
Abbildung 14 zeigt sich zunachst, dass hohe Messwerte in jeder Gruppe vorkommen,
wobei tendenziell héhere Werte bei G3-Tumoren (RTA-Mittelwert 111,8/ug) verglichen
mit den G2-Tumoren (RTA-Mittelwert 41,4/ug) auszumachen sind.

Im Mann-Whitney-Test kann kein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(p=0,143). Uber G1 mit nur einem Messwert kann hier keine valide Aussage getroffen
werden, obgleich dieser Wert mit 167,9/ug relativ hoch ist. Die Aussagekraft dieser
Statistik bleibt allerdings aufgrund der geringen Probenanzahl grundsatzlich

eingeschrankt.

Grading N Minimum Maximum Mittelwert Standardabweichung
G3 3 51,8 187,4 111,8 69,1

G2 5 4,0 143,6 41,4 57,9

G1 1 167,9 167,9 167,9 -

Tabelle 11: Beschreibende Statistik der HCC-Untergruppen.
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Abbildung 14: Verteilung der RTA-Werte der HCC-Proben im Punktdiagramm. Die jeweiligen
Mittelwerte der Untergruppen sind als Rauten markiert. Der Mittelwert aller HCC-Proben und

der cut-off-Wert nach Nakashio et al. sind als Parallelen zur Abszisse eingezeichnet.
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U 13,000

Erwartungswert 7,500
Varianz (U) 11,250
p-Wert (zweiseitig) 0,143
Alpha 0,05

Tabelle 12: Mann-Whitney-U-Test zwischen den Gruppen der G2- und der G3-Tumoren.

3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse zeigen, dass sich TA mit tRQ-TRAP in Lebergewebe quantitativ
nachweisen lasst. Die weitgehende Ubereinstimmung mit dem semiquantitativen
TRAPeze Kit weist darauf hin, dass die beobachteten Amplifikationen der real-time-
PCR Telomeraseprodukten entsprechen.

Die Methode hat eine hohe Sensitivitat und vermag zum einen nur sehr geringe TA-
Werte in Proben zu detektieren (RTA=1,5/ug in Probe 8 lll), andererseits lassen sich
aber auch Enzymaktivitadten prazise bestimmen, die um mehr als den Faktor 200 héher
liegen (RTA=382,1/ug in Probe 23 IlI).

Bei der eingesetzten Proteinverdinnung haben maogliche PCR-Inhibitoren keinen
messbaren Einfluss auf das Verfahren.

In Gewebeproben der malignen Tumoren Iasst sich signifikant héhere TA nachweisen
als in reguldrem oder benigne verdndertem Lebergewebe (p=0,005). 64% der HCC-
Proben weisen Enzymaktivitaitswerte oberhalb des von Nakashio et al.
vorgeschlagenen Grenzwertes auf, der zur Unterscheidung von tumorbedingter und
nicht-tumorbedingter TA-Erhéhung dient (Nakashio et al 1997).

Innerhalb der Gruppe der untersuchten Tumoren zeigt sich eine Tendenz zu héherer
Enzymaktivitat in entdifferenzierten (RTA=111,8/ug) verglichen mit mittelgradig
differenzierten Tumoren (RTA=41,4/ug), hier lasst sich jedoch in der untersuchten

Kohorte kein signifikanter Unterschied feststellen.
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4. Diskussion

Es wurde TA in Lebergewebeproben unterschiedlicher Dignitdt mittels des
modifizierten tRQ-TRAP quantifiziert. Fur eine valide Ergebnisinterpretation muss das
zu untersuchende Gewebe bestimmten Vorgaben beziiglich Gewebequalitdt und
intrahepatischer Nebenerkrankungen entsprechen.

Um zu verifizieren, dass die gemessenen Amplifikationen den Telomeraseprodukten
entsprechen, wurden die Proben ebenfalls mittels des kommerziell erhaltlichen
semiquantitativen TRAPeze gemessen. Der Einfluss von mdglichen Inhibitoren des
PCR-gestltzten Verfahrens wurde mit einer definierten Menge TA-positiver Zellen in
zuvor inaktivierten Proben untersucht.

Eine deutlich erhdéhte TA wurde in Karzinomproben erwartet. In normalem
Lebergewebe sollte TA nicht, oder nur sehr gering erhéht sein.

Aufgrund der wichtigen Rolle der Telomerasereaktivierung wahrend der
Hepatokarzinogenese wurden hdhere Werte in schlechter differenzierten Proben im

Vergleich zu gut differenzierten Tumoren erwartet.

4.1 Diskussion des Ausgangsmaterials

tRQ-TRAP ist eine Methode, die hohe Anspriche an die Qualitdt des
Ausgangsmaterials stellt. Diese wird mit der Analyse der RNA-Integritat im Vorwege
Uberprift.

Die gemessenen Proben stammen aus einer Gewebebank und waren zum Zeitpunkt
der Messungen teilweise bereits 5 Jahre kryokonserviert worden. Eine Schadigung der
Gewebeintegritat ist dabei nicht auszuschlieRen, besonders wenn eine Probe
mehrmals aufgetaut und wieder eingefroren wurde.

In zwei der Proben (17 und 2908) konnte keine intakte RNA nachgewiesen werden.
Die Messwerte (Probe 17: RTA=51,8/ug, Histologie: HCC (G3), ausgepragte
Nekrosen; Probe 2908: RTA=32,7/ug, Histologie: Metastase eines Kolonkarzinoms
(G2), umgebende Nekrosen) sind in diesen Proben folglich nur unter Vorbehalt
verwertbar.

Beide Proben weisen flr maligne Tumoren eher niedrige RTA-Werte auf. Ob die
tatsachliche TA in diesen Proben hoéher liegt, bleibt hier allerdings Gegenstand von

Spekulationen.
Ferner birgt eine entzlindliche Begleitreaktion des Gewebes das Risiko falsch-positiver,

beziehungsweise falsch-hoher RTA-Werte, was in Probe 23 Il der Fall ist

(RTA=382,1/ug, Histologie: floride lymphozytare Hepatitis, kein Anhalt fir Malignitat).
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Diese Ergebnisse indizieren, dass tRQ-TRAP zwar eine sensitive Methode zur TA-
Quantifizierung darstellt, jedoch bezuglich der Ursache einer erhdhten Enzymaktivitat
unspezifisch ist.

Hieraus lasst sich die Wichtigkeit der zusatzlichen Gewebeuntersuchungen (RNA-
Qualitatsbestimmung, histologische Aufarbeitung) bei der Interpretation der Messwerte
ableiten.

Fur eine mogliche klinische Anwendbarkeit von tRQ-TRAP bedeuten die oben
beschriebenen Einschrankungen, dass die Methode aufgrund der Vorgaben an die
Gewebequalitdt als erganzendes, aber keinesfalls einziges Verfahren zur
Tumordiagnose in Lebergewebeproben eingesetzt werden kdnnte.

Die oben erwahnten Begleitreaktionen des umgebenden Lebergewebes lassen sich

interindividuell nicht ohne zusatzliche histologische Untersuchungen abschatzen.

4.2 Diskussion der Methodenoptimierung

Aus den Ergebnissen geht hervor, dass sich mit tRQ-TRAP TA aus menschlichen
Lebergewebeproben valide quantifizieren lasst. Der Vergleich mit dem qualitativen TA-
Detektionskit weist die Enzymaktivitat in den Proben nach.

Die Methode ist eine Abwandlung des von Wege et al. vorgestellten RQ-TRAP (Wege
et al 2003b) und ermdglicht eine &ulierst sensitive Messung auch aus kleinen
Gewebemengen. Bei eingesetzten 20 ng Protein pro Reaktion konnten reproduzierbare
Ergebnisse erzielt werden.

Im Gegensatz zu RQ-TRAP, das TA aus Zellsuspensionen quantifiziert, sind fur tRQ-
TRAP vorbereitende Arbeitsschritte notwendig: Zum einen die Quantifizierung des
Gesamtproteins, anderseits die Bestimmung der RNA-Integritat. Diese Schritte sind
Routinearbeiten im Laboralltag, zahlreiche Hersteller bieten entsprechende Fertigsets
inklusive der erforderlichen Reagenzien an.

Die praktischen Vorzige von RQ-TRAP kdnnen auch in tRQ-TRAP genutzt werden. So
kann aufgrund der real-time Auswertung auf post-PCR Analysen verzichtet werden.
Die Amplifikationsprodukte verbleiben im geschlossenen Reaktionsgefal’, es besteht
somit keine Gefahr fir carry-over Kontaminationen am Arbeitsplatz. Ferner ist die
Methode fir einen hohen Probendurchsatz geeignet. In dem verwendeten System
kénnen 96 bis 384 Reaktionsansatze gleichzeitig gemessen werden.

Mégliche Inhibitoren der PCR-basierten Methode kdnnen in Reagenzien zur Extraktion
des Lysates (z.B. EGTA) oder in den Gewebeproben selbst (z.B. Hamoglobin) zu
finden sein (Piatyszek et al. 1995). Ein relevanter Einfluss von PCR-Inhibitoren konnte
fur tRQ-TRAP ausgeschlossen werden, was in der hohen Verdinnung des Lysats

begrindet ist.

46



Eine interne PCR-Kontrolle, wie in einigen TA-Detektionsassays vorhanden, kommt bei
tRQ-TRAP nicht zum Einsatz. Eine solche Kontrolle ist grundsatzlich fur die Kontrolle

der Validitat eines PCR-gestlitzten Verfahrens sinnvoll.

Zur Evaluation der Methode stand hier lediglich eine relativ kleine Kohorte von
Lebergewebeproben zur Verfligung. Aus den Ergebnissen lasst sich folglich nur
ableiten, dass tRQ-TRAP grundsatzlich eine reproduzierbare Quantifizierung von TA
ermdglicht. Fir dezidierte Aussagen zur genauen Spezifitat, Sensitivitdt sowie zu
Linearitat der Messmethode sind breiter angelegte Studien mit deutlich gréReren

Kohorten vonndten.

4.3 Diskussion der gemessenen TA

Mit tRQ-TRAP war TA in allen untersuchten Proben detektierbar.

Ein Leberadenom sowie die Proben von regularem Lebergewebe wiesen TA nur in
geringer Hohe auf (1,3/ug — 15,9/ug).

Wie bereits unter 1.4 angefiihrt, kénnen geringe Mengen von TA in regularem Gewebe
durch Regenerationsvorgange (Wege et al 2007), entzindliche Veranderungen
(Kojima et al 1997, Nakashio et al 1997) oder durch Mikrometastasierung bedingt sein.
Eine Probe (23 Ill) wurde aufgrund einer Entziindungsreaktion und dadurch stark
erhohter TA aus der Kohorte ausgeschlossen. Der Einfluss von regenerativen
Vorgangen kann im untersuchten Material nur ungeniigend abgeschatzt werden. Bei
entsprechender Lebervorschadigung, z.B. durch Medikamente oder die individuelle
Grunderkrankung des Patienten kénnen schwach positive Messwerte durch
Geweberegeneration bedingt sein. Da es sich bei den Kontrollproben um Exzisionen
aus tumorumgebendem Lebergewebe handelt, kdnnten, auch bei unauffalliger
Histologie, leicht erhdhte TA-Werte in den Kontrollproben durch Mikrometastasierung

begrindet sein.

In Gewebeproben der malignen Tumoren lie® sich signifikant héhere TA nachweisen
als in regularem oder benigne verandertem Lebergewebe (p=0,005).

64% (7/11) der Karzinome und 67% (6/9) der HCC-Proben wiesen RTA-Werte
oberhalb des von Nakashio et al. vorgeschlagenen Grenzwertes auf, der zur
Unterscheidung von tumorbedingter und nicht-tumorbedingter TA-Erhéhung dienen soll
(Nakashio et al 1997).

Shay und Bacchetti publizierten 1997 qualitative Daten zur Telomerasepositivitat
verschiedener Tumorspezies im Rahmen einer Metaanalyse (Shay & Bacchetti 1997).

Eine erhdhte TA wird in 86% (149/173) der hepatozelluldren Karzinome beschrieben.
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Tahara et al. gaben 85% (28/33) an und Nakashio et al. wiesen ebenfalls hohe
Enzymaktivitdt in 85% der untersuchten HCC-Proben nach. Youssef et al. zeigten
mittels eines in-situ-TRAP mit positivem Ergebnis in 85% (23/27) vergleichbare Daten.
Diese Detektionsaten konnten in dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Da es sich bei
den zum Vergleich angeflihrten Daten um Ergebnisse aus qualitativen bzw.
semiquantitativen Messungen handelt, ist zunachst die Vergleichbarkeit mit der hier
vorgestellten Methode nur eingeschrankt moglich.

Mégliche Quellen dieser Diskrepanz kénnen sicher die geringe Probenanzahl (n=9)
oder aber eine methodenbedingte Schwéache des Assays sein.

Die mit tRQ-TRAP erzielten Ergebnisse waren reproduzierbar und es ergab sich kein
Anhalt flr eine relevante Inhibition der Amplifikation. Die hohe Sensitivitdt von TRAP
wurde bereits vielfach publiziert, ebenso wie die erhdéhte Messprazion von real-time-
Assays. Diese methodischen Vorteile spiegeln sich bei tRQ-TRAP in der hohen
Detektionsrate auch kleiner Mengen von TA wider.

Anhand von breiter angelegten Messungen mit tRQ-TRAP kdnnte sich zeigen, ob sich
die Unterschiede zu den publizierten Daten nivellieren oder entgegen den Erwartungen

bestatigt werden.

Die Hohe der TA-Werte in den malignen Proben sollte eine Aussage lUber das Ausmal}
der Aggressivitat des Tumors ermdéglichen. Es wurde daher versucht, einen
Zusammenhang der gemessenen TA-Werte mit dem Grading der HCC-Proben
herzustellen. Fur entdifferenzierte Karzinome ist eine hdhere Enzymaktivitat im
Vergleich zu Tumoren mit glinstigerem Grading publiziert (Jakupciak 2005).

Die Ergebnisse von Nakashio et al. spiegeln das wider mit TA oberhalb des
angefuhrten cut-off-Wertes bei G1 von 68% (15/22), G2 von 89% (39/44) und G3 von
100% (12/12).

Die Arbeitsgruppe um Hidetoshi Tahara kam zu ahnlichen Ergebnissen. Sie konnte
erhdhte TA in 71% (5/7) der G1-Tumoren, 86% der G2-Tumoren (19/22) und in 100%
in G3-Tumoren (4/4) nachweisen (Tahara et al 1995b).

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Proben zeigt sich eine Tendenz zu héherer TA in
100% (3/3) der G3-Tumoren (RTA=111,8/ug+57,88) verglichen mit 20% (1/5) der G2-
Tumoren (RTA= 41,4/ug+62,32), hier lasst sich jedoch in der untersuchten Kohorte
kein signifikanter Unterschied feststellen (p=0,143). Wie oben erwahnt, ist die Kohorte
vergleichsweise klein (n=9), die Aussagefahigkeit der Ergebnisse folglich
eingeschrankt. Ob sich eine signifikante Korrelation von RTA mit dem Tumorgrading

herstellen lasst, lieBe sich in Untersuchungen an grélReren Kohorten abschatzen,
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ebenso eine diagnostische Unterscheidung von malignitatsverdachtig und nicht-
malignitatsverdachtig erhdhter TA.

Des Weiteren kann eine Evaluation von weiteren Probenkohorten von
Lebermetastasen klaren, ob hier im Vergleich zum HCC vergleichbare oder relativ

hohere bzw. niedrigere RTA-Werte vorliegen.

4.4 Vergleich mit anderen Methoden zur TA-Quantifizierung in Gewebeproben
Aufgrund seiner hohen Sensitivitdt und Praktikabilitdt bilden das von Kim et al.
entwickelte TRAP und seine methodischen Abwandlungen das heutige
Standardverfahren zur Detektion von TA (Fajkus 2006). Modifikationen der Methode
beinhalten stets die Grundprinzipien, also die Inkubation mit Telomerprimern zur
reversen Tranksription und anschlielende Amplifikation der synthetisierten
Telomersequenzen.

Andere, PCR-unabhangige, Verfahren konnten sich bislang nicht etablieren. Ob sich
jedoch Assays zur TA-Detektion etwa mittels fluoreszenzmarkierter hairpin-DNA-
Sequenzen (Ding et al. 2010) oder Biosensor-Technologien (Maesawa et al. 2003)
gegen TRAP-Verfahren durchsetzen werden, bleibt derzeit offen.

Insbesondere real-time-Variationen von TRAP sind geeignet, auch gréRere Mengen an
Proben zu evaluieren. Sie erflillen so ein wichtiges Kriterium, um in der klinischen
Diagnostik einsetzbar zu sein. Darlber hinaus ist die Messprazision dieser Assays
dem klassischen Protokoll Uberlegen. Ferner sind quantitative TA-Bestimmungen
maoglich, was die Interpretation und Vergleichbarkeit der Ergebnisse stark vereinfacht
(Jakupciak 2005).

Um erhdhte TA als Biomarker flr die Tumordiagnostik einsetzbar zu machen, wurden

bereits viele TRAP-Modifikationen zur Messung aus Gewebeproben vorgestellt.

Ein Verfahren zur Detektion TA in Lebergewebeproben wurde bereits 1998 von der
Arbeitsgruppe um Ryo Nakashio aus Hiroshima entwickelt (Nakashio et al 1997).
Proben mit den Diagnosen HCC (n=37), benigne chronische Leberkrankungen (n=22)
und regulares Lebergewebe (n=3) wurden nach entsprechender Vorbereitung in einem
PCR-Protokoll fluoreszenzmarkiert. Die semiquantitative Auswertung fand mittels
PAGE-Analyse statt. Nakashio et al. konnten eine sensitive Methode aufzeigen, mit der
sich erhdhte TA-Werte in Korrelation zum Tumorgrading feststellen lieken. Ferner
legten sie einen Schwellenwert (cut off) fir TA in Leberzellkarzinomen fest, auf den
auch andere Arbeitsgruppen ihre Ergebnisse bezogen haben (Nakamura et al. 1999).
Die Nachteile einer notwendigen post-PCR-Gelanalyse bleiben bei diesem Protokoll

bestehen.
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Die Pariser Arbeitsgruppe um Nelly Youssef stellte 2001 eine in-situ-Modifikation von
TRAP als Weiterentwicklung eines kommerziell erhaltlichen PCR-ELISA vor (Youssef
et al. 2001). Mit dieser Methode wurde TA in 84 Lebergewebeproben unterschiedlicher
Dignitat gemessen. Als Positivkontrolle dienten humane mannliche Keimzellen, die
inaktiviert die Negativkontrollen darstellten. Eine interne Kontrolle des PCR-ELISA
diente zum Monitoring eventueller Inhibitoren. Das semiquantitative Verfahren erwies
sich als hochsensitiv und konnte TA in 85% (23/27) der HCC-Proben detektieren.
Damit lie® sich die vorbeschriebene Rate an TA-positiven Leberzellkarzinomen
bestatigen.

Ein Vorteil der Methode besteht in der verbesserten Spezifitat beziglich der Ursache
der TA-Erhdéhung. Fluoreszenzmikroskopisch kann zwischen kernstandiger TA
innerhalb der Hepatozyten und TA in eingewanderten Lymphozyten unterschieden
werden. Letztere findet sich haufig bei Virushepatitiden.

Im Hinblick auf eine klinische Anwendbarkeit erscheint, verglichen mit tRQ-TRAP, die
Methode allerdings arbeits- und zeitintensiver (ELISA, Fluoreszenzmikroskopie) zu

sein. Das Risiko von carry-over-Kontaminationen wird in der Studie nicht diskutiert.

Liu et al. haben dartber hinaus kurzlich neue Primer vorgestellt, mit denen eine noch
bessere Spezifitat erreicht werden und Primer-Dimer-Artefakte weiter eingeschrankt
werden sollen (Liu et al. 2010). Mit dem quantitativen real-time-Assay wurde TA in 68
Proben von menschlichem Lungengewebe gemessen, wobei als Positivkontrolle und
Referenz die humane Bronchialkarzinom-Zellinie A549 diente.

Die Gruppe aus Beijing wies signifikant héhere TA in Bronchialkarzinomen im
Vergleich zu Normalgewebe nach, wobei sich in kleinzelligen Tumoren signifikant
hohere TA-Werte zeigten als in Nicht-Kleinzellern. Auch diese TRAP-Variation besitzt

folglich eine gute Sensitivitat. Die Kontrolle von PCR-Inhibitoren wird nicht thematisiert.

Die Vergleiche von tRQ-TRAP mit anderen Methoden zur TA-Detektion aus klinischen
Proben zeigen, dass obwohl alle Verfahren auf demselben Protokoll basieren, eine
relative Heterogenitat bei den verschiedenen TRAP-Modifikationen vorherrscht. Dies
gilt insbesondere fiir die Art der Positivkontrolle.

Aktuellere Publikationen nutzen die Vorteile der real-time-PCR, eine hohe Sensitivitat
wird von vielen Arbeitsgruppen beschrieben. Uber die methodischen Differenzen
hinaus zeigen die Ergebnisse der einzelnen Autoren erhebliche Unterschiede abhangig
von der Art der untersuchten Gewebe (Liu et al 2010, Nakamura et al 1999, Youssef et
al 2001).
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4.5 Resiimee und Ausblick: Moglichkeit der klinischen Anwendung von tRQ-
TRAP

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen gemeinsam mit denen der oben erwahnten
vergleichbaren Publikationen, dass eine klinische Messung von TA auch aus kleinen
Gewebeproben zur Tumordetektion grundsatzlich méglich ist. tRQ-TRAP erscheint im
Vergleich mit anderen Verfahren methodische Vorteile zu besitzen, jedoch sind die
Ergebnisse der aufgrund der relativ geringen Probenanzahl noch nicht aussagekraftig.
Fur einen moéglichen Einsatz eines solchen Assays in der klinischen Diagnostik sind als
nachstes Messungen an weitaus groReren Kohorten von Gewebeproben notwendig.
Bei der angesprochenen Heterogenitat der TRAP-basierten Messverfahren ist wichtig,
dass ein Verfahren als Standard etabliert wird. Dartiber hinaus mussen
Referenzbereiche definiert werden, um eine fundierte Interpretation der Ergebnisse zu
erlauben, und schlieBlich eine vermutlich benigne oder unspezifische Enzymaktivitat
von einer malignombedingten TA-Erhéhung méglichst sicher unterscheiden zu kénnen.
Unter diesen Bedingungen ware ein Einsatz von TA als diagnostischer Biomarker flr
das HCC durchaus vorstellbar. Dabei ist wichtig zu verstehen, dass sowohl die
Diagnosefindung als auch die Prognoseeinschatzung des Tumors multifaktorielle
Prozesse in der Medizin sind.

Fur den HCC-Patienten kann das bedeuten, dass erganzend zu den nicht-invasiven
Kriterien der EASL und AASLD und dem histologischen Bild die Messung der TA aus
einer Biopsie die Diagnose erleichtern kann bzw. die Aggressivitat des Tumors besser
einzuschatzen ware.

Hinsichtlich der beschriebenen erhdhten TA in pramaligne Lasionen und dem
Paradigma, dass die Telomerasereaktivierung ein friher Schritt in der
Hepatokarzinogenese ist, ware eine Tumordiagnose zum maoglichst friihen Zeitpunkt
unterstitzt durch den Biomarker TA wiinschenswert. Gelingt dies, kdnnte eine prazise

TA-Messung einem Patienten eine potentiell kurative operative Therapie erméglichen.
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5. Zusammenfassung

Das Ribonukleoprotein Telomerase vermag aufgrund seiner Fahigkeit zur reversen
Transkription die chromosomale Stabilitat von Zellen zu bewahren und halt somit ihre
proliferative Kapazitat aufrecht. Die Reaktivierung der Telomerase im Rahmen der
Hepatokarzinogenese wurde bereits mehrfach nachgewiesen. Daher wurde die
Nutzung der Aktivitdtsmessung der Telomerase (TA) als Biomarker fir das HCC von
mehreren Autoren als Mdoglichkeit propagiert, die histopathologisch oft schwierige
Diagnose des HCC und das Grading des Tumors zu erleichtern. In der klinischen
Anwendung sind konventionelle PCR-basierte Methoden zur Messung von TA in
Gewebeproben bislang nicht etabliert. Das liegt zum gro3en Teil an den oft
erforderlichen aufwendigen und zeitintensiven post-PCR Analysen der Protokolle, die
zusatzlich ein hohes Risiko an carry-over-Kontaminationen am Arbeitsplatz bergen.

In dieser Arbeit wurde eine von Wege et al. entwickelte Methode zur Quantifizierung
von TA weiterentwickelt, so dass mit wenig Aufwand eine zuverlassige Messung in
Lebergewebeproben mdglich ist. Mit diesem tRQ-TRAP wurde TA in insgesamt 18
menschlichen  Lebergewebeproben quantifiziert: Normales Gewebe (n=6),
Leberadenom (n=1), HCC (n= 9) und Lebermetastasen (n=2). Da die RNA-Untereinheit
der Telomerase essentiell flr die Enzymaktivitat ist, wurde die RNA-Integritat mittels
Gelanalyse Uberprift.

TA-positive 293T-Zellen dienten als Standards und Positivkontrollen in dem auf dem
Fluorochrom SYBR Green basierenden PCR-Verfahren. Aus diesen Standards wurde
die relative TA (RTA) pro ug Protein berechnet, inaktivierte Proben wurden als
Negativkontrollen verwendet. Der Einfluss von mdglichen PCR-Inhibitoren konnte
gesondert durch Hinzufigen von TA-positiven Proben zu den Negativkontrollen
ausgeschlossen werden.

Geringe RTA zeigte sich erwartungsgemaf in normalem Lebergewebe (6,9416,22),
wobei Karzinomproben signifikant hdhere Enzymaktivitdten aufwiesen (76,2165,94,
p=0,005). Tendenziell konnten héhere Werte fir die RTA in G3-Tumoren (n=3) im
Vergleich zu G2-Tumoren (n=5) beobachtet werden (111,8+57,88 vs. 41,4+62,32). Der
Nachweis von TA wurde durch ein kommerziell erhaltliches semiquantitatives
Detektionskit bestatigt.

Zusammenfassend ist tRQ-TRAP, bei Einhaltung der diskutierten Voraussetzungen
beziglich Qualitat des Ausgangsmaterials, eine valide Methode zur TA-Quantifizierung
aus Lebergewebeproben. Die Methode kénnte grundsatzlich eine klinische Anwendung
als unterstitzendes Hilfsmittel bei der Diagnosefindung des HCC finden. Um hierfir
Referenzbereiche zu definieren und Aussagen zur Sensitivitat und Spezifitat zu treffen,

musste zunachst an gréliere Kohorten von Proben gemessen werden.
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10. Anhang

10.1 Patienteneinwilligung in die Probenverwertung zu Forschungszwecken

Universitatsklinikum I Martnistrage 52

_ 20246 Hamburg
Hamburg Eppendorf www.uke.unl-hamourg.de

Patienteninformation zur Einwilligung

in die Verwendung von Probenresten (die zu Behandlungszwecken enthommen
wurden) zu wissenschaftlichen Forschungszwecken

Sehr geehrie Patientin, sehr geehrter Patient,

soweit es fur Ihre Behandlung erforderlich ist, werden mit Ihrer Einwilligung Blut- und haufig
auch Gewebeproben entnommen. Diese Proben werden den Erfordemissen |hrer
Behandlung entsprechend aufbewahrt und verwendet. Fur lhre Behandlung nicht mehr
bendtigte Probenreste mdchten wir gem zusammen mit |hren medizinischen und
personlichen Angaben zu Forschungszwecken sammeln und verwenden. Bei den
medizinischen und personlichen Angaben handelt es sich zB. um Art und Veriauf der
Erkrankung, Behandlungsart, sowie Alter und Geschlecht der Patienten.

Ziel der Forschung mit Probenresten ist neben der Verbesserung der medizinischen
Diagnostik und Therapie die Krankheitsverhinderung sowie die Verbesserung der
Lebensqualitat wahrend der Behandlung.

Ihre Probenreste sowie die medizinischen und persdnlichen Angaben werden vor der
Weitergahe fur wissenschaftliche Zwecke in Forschungslabors des UKE von medizinischem
Fachpersonal in den behandelnden Krankenhauseinheiten pseudonymisiert. Dies bedeutet,
dass alle Ihre Identifikationsmerkmale, wie z.B. |hr Name, durch einen Code ersetzt werden.
Vor einer Weitergabe von Probenresten an Dritte wird die Zuordnungsmoglichkeit der
Probenreste entweder ganz aufgehoben (sog. Anonymisierung) oder es wird - wenn der
Forschungszweck bei einer Anonymisierung nicht zu erreichen ware - eine weitere
Pseudonymisierung vorgenommen. Damit ist sichergestellt, dass die mit lhren Probenresten
Forschenden keinen Bezug zu lhnen herstellen konnen.

Eine Re-ldentifizierung Ihrer Person erfolgt nur, wenn davon auszugehen ist, dass durch die
Forschungserkenntnisse Ihr Behandlungsverlauf positiv heeinflusst werden kénnte.

Die pseudonymisierten Probenreste werden unter Berucksichtigung der gesetzlichen
Bestimmungen uber einen Zeitraum von maximal 30 Jahren aufbewahrt. Uber den gleichen
Zeitraum werden auch die pseudonymisierten medizinischen und personlichen
Patientendaten gespeichert.
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Einwilligungserklarung

Vor- und Nachname der Patientin/des Patienten:

Geb.-Datum: Anschrift:

Ich bin damit einverstanden, dass Reste der mir im Zusammenhang mit meiner Behandiung
entnommenen Blut- und Gewebeproben, so wie es in der vorstehenden Patienteninformation
beschrieben wird, in pseudonymisieier Form zu allgemeinen wissenschaftlichen
Forschungszwecken gesammelt sowie verwendet werden und zu diesem Zweck meine
medizinischen und personlichen Daten in pseudonymisierter Form verarheitet werden.

Meine Einwilligung umfait nur die Verwendung der Reste von Proben, deren Entnahme im
Zusammenhang mit meiner Behandlung erforderlich ist. Jede Entnahme von Proben zum
ausschlieltlichen Zweck der Forschung bedarf meiner zusatzlichen schriftlichen Zustimmung
nach ausfuhrlicher Information und Aufklarung.

Mir ist bekannt, dass meine Einwilligung freiwillig ist und mir durch eine Verweigerung keine
Nachteile fur meine Behandlung entstehen. Ich habe das Recht, meine Einwilligung jederzeit
gegenuber der Klinikleitung mit Wirkung fur die Zukunft zu widemrufen und nach meiner Wahl
zu bestimmen, ob die Probenreste und meine Daten vemnichtet bzw. geléscht oder
anonymisiert werden sollen.

Hamburg, den

(Unterschnft der Patientin/des Patienten)

(Bei minderjahnigen Patienten Name - in Druckbuchstaben - und Unterschrift des/der Sorgeberaechtigten)
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