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ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: Bronchialkarzinome fiihren weltweit die Liste der malignomassoziierten
Sterbefalle an. Die Ursache fur die schlechte Prognose des Bronchialkarzinoms liegt
vor allem darin begrindet, dass sich bis dato noch kein adaquates
Screeningverfahren etablieren konnte und die Diagnosestellung zumeist erst in
einem weit fortgeschrittenen Erkrankungsstadium erfolgt. Die Detektion von
Biomarkern im Kondensat der Ausatemluft (EBC) kdnnte eine neue, vollig risikofreie
und non-invasive Mdglichkeit der Friherkennung von Bronchialkarzinomen eréffnen.
Das Ziel dieser Klinisch-explorativen Studie war es, mittels kostenminimierter
analytischer Verfahren die Existenz der noch weitgehend unerforschten, aber
prognostisch relevanten Biomarker Carboanhydrase IX (CAIX), basic fibroblast
growth factor (FGF-b) und Laktatdehydrogenase (LDH) im EBC von
Lungenkrebspatientinnen zu detektieren.

Methodik: Im Zeitraum von einem Jahr wurden an der Universitatsklinik fir Innere
Medizin, Abteilung fur Lungenkrankheiten des LKH Graz, EBC-Proben von 20
Patientinnen mit histologisch gesicherten primaren Lungenkarzinomen (13 NSCLC, 6
SCLC, 1 CUP) vor Therapiebeginn akquiriert und mit dem EBC von 20 bezlglich
Alter und Geschlecht gematchten Kontrollen verglichen. Ziel der Studie war es, zu
prufen, ob ein signifikanter Unterschied der Konzentrationen von CAIX, FGF-b und
LDH zwischen den beiden Gruppen besteht. Unmittelbar nach der Akquirierung
erfolgte zusatzlich die Vermessung des pH-Wertes des Kondensats. Bis die
entsprechende Probenanzahl zur Auswertung akquiriert werden konnte, wurde das
EBC-Material bei -80° tiefgefroren. Der analytische Nachweis der CAIX und des
FGF-b erfolgte mittels ELISA, die LDH-Aktivitat wurde mit einem enzymatisch-

colorimetrischen Test detektiert.

Ergebnisse: Mittels der genannten Methodik konnte weder CAIX noch FGF-b in den
untersuchten Proben nachgewiesen werden. Fir die LDH-Aktivitat ergab sich eine
Diskrepanz der gemessenen Werte zu Gunsten des respiratorisch unauffalligen
Kontrollkollektivs (p< 0,001). Bei der Analyse des pH-Wertes konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen dokumentiert werden.

Allerdings zeigte sich bei den Patientinnen mit NSCLCs eine signifikante Erhéhung
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der pH-Werte im Tumorstadium 1V, verglichen mit weniger fortgeschrittenen Stadien.
Bei den Patientinnen mit SCLCs konnte keine derartige Korrelation nachgewiesen

werden.

Schlussfolgerung:  Trotz &ahnlicher Probengewinnung und Analyseverfahren im
Vergleich zu anderen Studien, konnten in der vorliegenden Arbeit keine relevanten
Konzentrationen der untersuchten Tumormarker nachgewiesen werden. Die
aufwendigere  Probenaufarbeitung in anderen Studien hatte durch die
empfindlicheren Analyseverfahren in dieser Studie ausgeglichen werden mussen. Es
bleibt also abzuwarten, ob sich die Suche nach Tumormarkern im Atemkondensat
mittels einfachen Methoden, als Verfahren fir die Friuhdiagnostik von

Lungentumoren etablieren kann.



ABSTRACT

Background: Lung cancer is the leading cause of cancer death worldwide. The poor
prognosis of this cancer partly results from the absence of any adequate screening,
thus, in the majority of cases, the diagnosis can only be confirmed at extensive
stages of disease. The detection of markers in the exhaled breath condensate (EBC)
would provide a new option of earlier lung cancer diagnosis by a non-invasive and
completely risk-free procedure. The aim of the present exploratory study was to
investigate the presence of the potential tumor markers carbonic anhydrase X
(CAIX), basic fibroblast growth factor (FGF-b) and lactate dehydrogenase (LDH) in
the EBC of patients with lung cancer by using cost-efficient methods.

Methods: Within one year we acquired EBC of 20 patients with primary lung cancer
(13 NSCLC, 6 SCLC, 1 CUP) at the division of pulmonology at LKH Graz and
compared them with EBC of 20 healthy, age- and gender-matched controls. EBC
from patients was collected before any treatment. The intention of the study was to
evaluate differences in the CAIX-, FGF-b- and LDH-levels between lung cancer
patients and the control group. Additionally, pH-levels were measured directly after
EBC collection. Until all EBC-samples were acquired, the samples were stored at -
80°C. The analysis of CAIX- and FGF-b-levels were assessed by ELISA-kits, LDH-

activity was done by an enzymatic-colorimetric assay.

Results: Based on the aforementioned analytical methods, no CAIX and FGF-b was
detected in the EBC-samples. Concerning the LDH-activity, we observed a significant
difference (p< 0,001) between the compared groups. pH was not different between
patients and healthy controls. However, the correlation between different stages of
NSCLCs indicated a significant pH-elevation in stage IV patients compared with less
advanced stages of disease. By contrast, such a correlation was not found in SCLC

patients.

Conclusion: Despite comparable acquiring- and analytical methods as compared to
other studies, in this study no relevant concentrations of the investigated tumor
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markers could be detected. The more elaborated sample processing in the other
studies should have been equalized by the more sensitive analytical methods in the
present study. Therefore it remains to be seen, if searching for tumor markers in EBC
using simple methodology, turns out to be a suitable tool for early diagnosis of lung

cancer.
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1. BNLEITUNG

1.1 EPIDEMIOLOGIBES.UNGENKARZINOM

War das Bronchialkarzinom bis Beginn des 20. Jahrhunderts noch zu den selten
auftretenden Erkrankungen zu rechnen, so stieg die Zahl der Neuerkrankungen in
den folgenden Jahrzehnten rapide an. Heute zéhlt es zu den haufigsten Neoplasien
weltweit, wobei im Jahre 2008 rund 1,62 Millionen Neuerkrankungen registriert
wurden (1).

Dartber hinaus verursacht keine andere tumordse Erkrankung weltweit so viele

malignomassoziierte Todesfalle wie das Bronchialkarzinom.

Die geographische Verteilung des Auftretens dieser malignen Neubildung korreliert
stark mit dem Zigarettenkonsum, der nach wie vor fur gut 85% der
Bronchialkarzinome urséachlich verantwortlich ist.

Die hdchsten Inzidenzraten finden sich in der westlichen Welt und erreichen ihren
Gipfel mit einer Haufigkeit von >70 Neuerkrankungen/100000/Jahr bei der
mannlichen schwarzen Bevolkerung der Vereinigten Staaten, dicht gefolgt von der
weillen mannlichen Bevdlkerung Nord- und Mitteleuropas, sowie der ehemaligen
UdSSR. In Landern wie Zentralafrika oder Indien verhalten sich die Inzidenzraten
nach wie vor niedrig.

Auch wenn der Anteil der an Lungenkrebs erkrankten Manner jenen der Frauen
aktuell noch Ubersteigt, so fuhrt der in den letzten Jahrzehnten zunehmende
Tabakkonsum der Frauen zu einer stetigen Zunahme an Erkrankungsfallen in der

weiblichen Bevdlkerung, mit einem Haufigkeitsgipfel in den USA (2).

2008 wurden in Osterreich 4141 Neuerkrankungen registriert, was 12% aller
Malignome ausmacht. Bei Mannern rangiert die Inzidenz des Lungenkarzinoms
hinter dem Prostatakarzinom auf Platz zwei aller malignen Neubildungen, bei Frauen

auf Platz drei hinter dem Mamma- und Kolonkarzinom.



Bei Krebslokalisationen, die mit dem Rauchen assoziiert sind, ist das
Erkrankungsrisiko der Manner seit jeher ungleich hdher als das der Frauen. Beim
Lungenkrebs ergab sich allerdings ein stetig wachsender Frauenanteil. Wahrend
1998 auf 100 an Lungenkrebs erkrankte Manner nur 41 an Lungenkrebs erkrankte
Frauen kamen, entfielen 2008 bereits 54 Frauen auf 100 erkrankte Manner. Bei den
Mannern war ein sinkendes und bei den Frauen ein steigendes Erkrankungsrisiko

festzustellen.

Zuletzt betrug das Risiko, bis zum 75. Lebensjahr an Lungenkrebs zu erkranken

4, 7% fur die osterreichischen Manner und 2,1% fir die dsterreichischen Frauen.

In Bezug auf die malignomassoziierten Mortalitatsraten nimmt der Lungenkrebs bei
den Frauen mit rund 13% bereits den zweiten Platz hinter dem Brustkrebs, der mit
16% immer noch die haufigste weibliche Krebstodesursache darstellt ein, gefolgt
vom Darmkrebs mit 11%.

Gut ein Funftel aller méannlichen Krebssterbefdlle (rund 2400 Manner) war
Osterreichweit im Jahr 2008 auf Lungenkrebs zuriickzufuhren.

Lungenkrebs ist damit bei den Mannern die haufigste zum Tode fuhrende
Krebserkrankung (3).



1.2 ATIOLOGIE DESNGENKARZINOMS

Den atiologisch wichtigsten Faktor fur die Entstehung des Bronchialkarzinoms stellt
mit zirka 85% das inhalative Zigarettenrauchen dar. Im Zigarettenrauch sind
mindestens 60 Karzinogene nachweisbar, wobei insbesondere polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) und Nitrosamine fir die Entstehung des
Bronchialkarzinoms eine entscheidende Rolle spielen. Darlber hinaus wurden
zahlreiche andere Tumorpromotoren und Co-Karzinogene im Zigarettenrauch
entdeckt, die in verschiedenen Tierstudien zur Entwicklung bdsartiger Neubildungen

der Lunge fuhrten (4).

Ein klarer Zusammenhang besteht zwischen dem Lungenkrebsrisiko und der Anzahl
der taglich gerauchten Zigaretten, sowie der Dauer des Zigarettenkonsums in
Jahren. Entscheidend fir die Hohe des Krebsrisikos sind hierbei die Packungsjahre
(=Zahl der taglich gerauchten Packungen x Raucherjahre = A p a ¢ k= py),avabeis
40 py das Risiko an Lungenkrebs zu erkranken um das 10-fache erhdhen (5).

Auch der kausale Zusammenhang zwischen der Exposition gegentber Passivrauch
und der Genese eines Bronchialkarzinoms ist ausreichend belegt. In einer aktuellen
prospektiven Studie stellte sich heraus, dass bei Passivrauchbelastung am
Arbeitsplatz das Risiko ein Lungenkarzinom zu entwickeln, gegenuber den
Nichtexponierten, um 20-30% erhoht ist (6).

Neben der dramatischen Einflussnahme des Zigarettenkonsums auf die Genese des
Bronchialkarzinoms, spielen auch weitere Faktoren, wie umweltbezogene
Karzinogene oder berufsbedingte Exposition gegenuber krebserregenden
Substanzen eine wichtige, wenn auch mit einem Anteil von etwa 7% an der
Gesamtheit der auslésenden Faktoren, eine atiologisch eher untergeordnete Rolle.

Als Beispiel hierfir seien erneut die PAKs zu nennen, die durch unvollstandige
Verbrennung organischer Materie frei werden (Kohle, Heizol, Kraftstoffe, Tabak etc.).

Ein besonderes Risikopotential birgt die Tatigkeit in der Kohlegasproduktion, wobei
die Belastung durch verschiedene inhalative PAKs besonders hoch ist. Den
wichtigsten Vertreter dieser Gruppe stellt hierbei das Benzo(a)pyren dar, welches
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von der IARC zu einem K1 Stoff, das heil3t gesichert humankanzerogen, klassifiziert
wurde. Tatigkeiten in der Kohlevergasung, Koksproduktion und
Steinkohleteerdestillation und 71 verarbeitung sowie die Arbeit als Schornsteinfeger

gelten aufgrund der Exposition gegentiber Benzo(a)pyren als krebsgefahrdend.

Ein nicht unerheblicher Prozentsatz der umwelt- und berufsbedingten Risikofaktoren
fur die Entstehung eines Lungenkarzinoms entfallt auf die Belastung durch
verschiedene Asbestfasern, welche in den verschiedensten Bereichen der
Bauindustrie, der Textilindustrie oder der chemischen Industrie zur Anwendung
kamen. Durch die oft jahrzehntelange Latenzzeit bis zum Ausbruch der Erkrankung,
wurden die ersten asbestassoziierten Lungenkarzinome erst um das Jahr 1975
registriert, in den darauf folgenden Jahren kam es zu einem rasanten Anstieg der

Erkrankungsfalle.

Durch die Gefahrenstoffverordnungen aus den Jahren 1990 und 1993, sowie durch
die im gleichen Jahr durchgesetzte Chemikalienverbotsverordnung, wurde ein
durchgéangiges Verbot fur die Verwendung und Herstellung asbesthaltiger Produkte

verhangt (7).

Als besonders dramatisch hinsichtlich der Gefahr an Lungenkrebs zu erkranken,
prasentiert sich die Kombination aus Zigarettenrauchinhalation mit beruflicher oder
umweltbezogener Belastung sowie mit genetischer Disposition.

Das Risiko an Lungenkrebs zu erkranken, ist bei Personen, bei denen ein Elternteil
erkrankte, um das Doppelte bis 3-fache erhéht (7). Durch verschiedenste, teilweise
noch vollig ungeklarte Prozesse, kommt es bei einer familidaren Vorbelastung zu einer
beschleunigten Akkumulation von Mutationen und damit zu einem erhéhten Potential

fur eine maligne Entartung (8).



1.3 PATHOGENESE OESNGENKARZINOMS

Der Entstehung des Lungenkarzinoms gehen zahlreiche mehr oder minder geklarte
molekularpathologische Prozesse voraus. Ihnen allen ist gemein, dass mutagene
Noxen, allen voran inhalative Bestandteile des Tabakrauchs, zu Veranderungen der
zellularen DNA fuhren, wobei die Genese eines Karzinoms uber verschiedene
Schritte erfolgt, die eine Akkumulation genetisch abnormer Zellen voraussetzen.

Die Entwicklung einer gesunden Lungenzelle zu einer invasiven Krebszelle bedarf
eines komplexen Zusammenspiels bestimmter genetischer Alterationen, die
innerhalb der Zelle ein malignes Wachstumspotential initiieren. Dadurch werden die
normalen Vorgange innerhalb des Zellzyklus gestort und somit die Genese einer
malignen Entitat in Gang gesetzt.

Durch verschiedene Hybridisierungsverfahren lieRen sich innerhalb der histologisch
verschiedenen Lungenkarzinomzellen charakteristische chromosomale Imbalancen,
sowie Deletionen, Verluste der Heterozygotie bestimmter Allele, und &hnliche

strukturelle Veranderungen des Erbguts identifizieren (18).

Viele der im Tabakrauch enthaltenen karzinogenen Substanzen kdnnen den
genetischen Code einer Lungenzelle so verandern, dass der Grundstein flr eine

maligne Proliferation gelegt wird.

Wahrend Uber die kanzerogene Wirkung des Nikotins selbst in der Literatur noch
weitgehend Uneinigkeit besteht (9), ist unbestritten, dass die Nikotinabhangigkeit
ursachlich dafur verantwortlich ist, dass Raucher sich die im Tabakrauch
enthaltenen, gesichert karzinogenen Substanzen weiter zufuhren. Durch diese
Tatsache kann die Bricke zwischen Nikotinabhangigkeit und der Genese des

Bronchialkarzinoms geschlagen werden (siehe Abb. 1).



Zigaretten metabolische

konsum Altivierung Persistenz
Nikotin- DNA-
Abhangigkeit Addukte

Reperatur

PAK,NNH, u.a.
Karzinogene
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Ausscheidung

Normale | Apoptose |
DNA

Abb. 1 Zusammenhang zwischen Nikotinabhéangigkeit und der Entwicklung von

Lungenkarzinomen Uber die Mutation relevanter Gene (modifiziert nach Hecht et al

(4)

Im Zigarettenrauch finden sich, neben zahlreichen Bestandteilen, deren Einfluss auf
die durch DNA-Schéadigung initiierte Karzinogenese noch weitgehend unerforscht ist,
auch Uber 60 verschiedene Substanzen, die durch die IARC als gesichert karzinogen
klassifiziert wurden. Es handelt sich hierbei um eine heterogene Gruppe
verschiedenster Chemikalien, wie beispielsweise polyzyklische Kohlenwasserstoffe,
aromatische Amine oder das Tabak-spezifische Nitrosamin NNK (10).

Die inhalierten Karzinogene werden durch verschiedenste biochemische Vorgange,
initial durch die Oxigenierung durch CYP 450-Enzyme, in wasserlosliche,
ausscheidungsfahige Metaboliten umgewandelt.

Durch  diese Entgiftungsvorgdnge entstehen allerdings auch reaktive
Zwischenprodukte, welche sich kovalent an die DNA binden (11). Als
Bindungsstellen fir die Metaboliten dienen hierbei in erster Linie die Basen Guanin
und Adenin. Die durch diese Bindung entstehenden Molekile werden als DNA-
Addukte bezeichnet (12).



Diese DNA-Addukte konnen in weiterer Folge die Regulationsmechanismen
innerhalb des normalen Zellzyklus durch Anderung der Nukleotidbasensequenz
storen. In Abhéangigkeit davon, an welchem Genlokus die Mutation stattfindet,
kénnen die DNA-Addukte zur Aktivierung von Protoonkogenen fuhren, oder aber
auch die Expression von Tumorsuppressorproteinen inhibieren (13).

Die metabolisch aktivierte Form des Benzo(a)pyrens kann beispielsweise sowohl
durch die Bildung von DNA-Addukten die Nukleotidsequenz verandern und somit die
empfindlichen Regulationsmechanismen innerhalb des Zellzyklus stdren, als auch

Uber Einzelstrangbrtiche zu direkter Strukturschadigung der DNA fiihren.

Allerdings muss erwahnt werden, dass weniger als 20% aller Raucher an
Lungenkrebs erkranken (14). Dem zu Folge kénnen nur jene Mutationen im Erbgut
zur Karzinogenese beitragen, die den Reparaturmechanismen innerhalb der Zelle

beziehungsweise ihrer Zerstorung durch Apoptose entkommen kdnnen.

Durch karzinogenvermittelte Punktmutationen der Nukleotidsequenz am KRAS-Gen
kommt es beispielsweise zur Aktivierung des k-ras Onkogens (4). Es handelt sich
hierbei um ein G-Protein, welches eine Signalkette initiiert, die in weiterer Folge zur
Exkretion von Wachstumsfaktoren fihrt. Als GTP-bindendes Protein Gbernimmt k-ras
somit die Funktion eines molekularen Schalters, der je nach zellularem Bedarf
Wachstumsfaktoren exprimiert. Fur die Inaktivierung dieser GTP-gebundenen aktiven
Form ist die enzymabhangige Umwandlung in die GDP-Form des Proteins
erforderlich.

Durch die Karzinogen-induzierte Punktmutation am KRAS-Gen verliert dieses Protein
allerdings die Empfindlichkeit gegentber dem inaktivierenden Enzym, sodass es
dauerhaft aktiviert bleibt und zur Uberexpression von Wachstumsfaktoren fiihrt.

Als Beispiel fur die schadigende Einflussnahme der DNA-Addukte auf
Tumorsuppressorgene sei das Beispiel des TP53-Gens genannt.

Mutationen des besagten Gens sind in rund 70% der kleinzelligen Lungenkarzinome
und in 50% der nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome nachweisbar und stellen damit
die haufigste Mutation bei allen histologischen Formen des Bronchialkarzinoms dar
(15).



In einer gesunden Zelle fungiert das, durch das besagte Gen transkribierte, p53-
Protein als Aktivator fir eine Kaskade von Prozessen, die bei DNA-Schéadigung die
Apoptose der betroffenen Zelle vermitteln. Dartber hinaus verhindert dieses Protein
auch die Replikation geschadigter DNA, indem es den Ubergang von der G1- in die
S-Phase verhindert, sodass die Kumulation von Zellen mit geschadigtem Erbgut
vermieden wird.

Mutationsbedingte Veranderungen im P53 Gen auf Chromosom 17p13.1 fihren zur
Dysfunktion des zu codierenden Proteins, sodass sich geschéadigte Zellen

ungehindert teilen und auch der Apoptose entgehen kdnnen.

Durch diese Vorgange kommt es zur Anhaufung entarteter Zellen im Kérper, die an
der Genese eines malignen Prozesses ursachlich beteiligt sind.

Ahnliche, durch inhalative Karzinogene getriggerte, pathologische Auswirkungen auf
die den Zellzyklus regulierenden Gene, wie unter anderen auf das Retinoblastom-
Gen, wurden als kausale Ursache fur das Bronchialkarzinom beschrieben (16). Zum
Beispiel kommt es durch die 13g-Deletion, die haufig beim Kkleinzelligen
Bronchialkarzinom nachweisbar ist, konsekutiv zur Inaktivierung des RB-Gens,

wodurch der Zellzyklus aktiviert wird.

Durch die Inhalation von Zigarettenrauch wird der Korper nicht nur einem
Konglomerat aus karzinogenen Substanzen ausgesetzt, sondern es wird dartber
hinaus auch die Bildung freier Radikale induziert.

Durch verschiedene Reaktionen schadigen diese reaktiven Sauerstoffspezies neben
zahlreichen anderen Molekilen auch die DNA, woraus Strangbriiche oder
Basenmaodifikationen resultieren kénnen, die ihrerseits wieder die sensiblen Ablaufe

innerhalb des Zellzyklus beeinflussen (17).



1.4 KASSIFIZIERUNG RBSIGENKARZINOMS

1.4.1 Histologie

Die alleinige, in der Klinik lange Zeit gebrauchliche Unterteilung der
Bronchialkarzinome in kleinzellige (SCLC) und nicht-kleinzellige (NSCLC) Karzinome
erscheint, aufgrund der Tatsache, dass die einzelnen Tumorentitdten sich nicht nur
innerhalb ihrer histomorphologischen Aspekte, sondern auch in ihrem genetischen
Aberrationsmuster, der Genexpression sowie dem Ploidenniveau unterscheiden,
obsolet (18).

Die histologische Unterteilung der malignen Lungentumoren umfasst nach der 2010
revidierten WHO-Klassifikation kleinzellige Bronchialkarzinome, sowie Adeno-,
Plattenepithel- und grol3zellige Bronchialkarzinome, die jeweils noch nach der
phanotypischen Auspragung der am haufigsten vorkommenden Zellen néher
klassifiziert werden.

Am haufigsten findet man Plattenepithelkarzinome, die Zahl der prognostisch
schlechteren kleinzelligen Lungenkarzinome erwies sich in den letzten Jahren als

rucklaufig und halt bei etwa 15% aller malignen Lungentumoren (5).

Durch die Korrelation neuer Erkenntnisse Uber molekularbiologische und genetische
Vorgange mit den bekannten histomorphologischen und klinischen-radiologischen
Aspekten, entwickelten die International Agency for Study on Lung Cancer (IASLC)
und die American Thoracic Society (ATS) unter Mitarbeit der European Respiratory
Society (ERS) eine neue interdisziplindre Klassifikation des Adenokarzinoms (siehe
Abb. 2).

Diese unterscheidet nun, neben der entsprechenden dominanten histologischen
Wachstumsmuster, auch zwischen prainvasiven Lasionen mit ausgezeichneter
Prognose, minimal-invasiven Karzinomen mit einer maximalen Invasionstiefe von 5
mm und charakteristischer Morphologie in der CT (Computertomographie), sowie

dem invasiven Adenokarzinom (19).

Daneben wird noch zwischen sarkomatoiden und adenosquamdsen Karzinomen,
sowie Karzinoidtumoren, jeweils wieder in den verschiedenen Varianten der

zellularen Auspragung, unterschieden.



Weiters sei zu erwdhnen, dass in etwa 50% der pathologischen Praparate mehr als

ein histologischer Zellsubtypus nachgewiesen werden konnte, weshalb eine konkrete

Diagnosestellung allein aufgrund eines bioptisch gewonnenen Praparats als relativ

unsicher zu bewerten ist (20).
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1.4.2Immunhistochemische Marker

Die genaue Subtypisierung der Bronchialkarzinome erfolgt auch unter
Berucksichtigung der molekularen Marker, durch die sich die einzelnen Entitaten von
einander unterscheiden, wobei die Immunhistologie eine tragende Rolle spielt.

Die einzelnen Tumoren exprimieren also unterschiedliche nachweisbare Antigene,
was sowohl die exakte Diagnostik und damit die Zuordnung zu den von der WHO
klassifizierten Entitaten entscheidend verbessert, als auch in weiterer Folge die
Entscheidungsfindung Uber die entsprechenden Therapiemodalitaten optimiert.

So exprimieren kleinzellige Karzinome und neuroendokrine Tumoren beispielsweise
neben zahlreichen anderen Markern auch Chromogranin und Synaptophysin.
Zytokeratine, wie CKsis oder der Transkriptionsfaktor p53 werden vor allem von
Plattenepithelkarzinomen exprimiert, andere Zytokeratine, wie CK; sowie der
Thyroidale Transkriptionsfaktor TFF-1 sind wiederum typisch fur das Adenokarzinom.
Entsprechend dieser Marker fur die verschiedenen Subtypen der NSCLCs, spielt
beim Nachweis eines kleinzelligen Karzinoms die Expression des

Transkriptionsfaktors ASH; eine wichtige Rolle (21).

Je nach Fragestellung kann dezidiert nach den genannten Markern gesucht werden.
Die Aussagekraft dieser Antigene in Bezug auf die Klassifizierung der
Lungentumoren wird allerdings dadurch limitiert, dass es sich hierbei um

epigenetische Marker handelt, die einer gewissen Variabilitat unterworfen sind (18).

Neben der beschriebenen Marker, wurde innerhalb einer klinischen Studie (32) auch
der Nachweis der Carboanhydrase IX innerhalb histologischer Praparate von
Patientinnen mit NSCLC erbracht. Es handelt sich hierbei um einen Marker, der
vorwiegend bei zellularer Hypoxie innerhalb solider Tumoren exprimiert wird und
somit einen entscheidenden prognostischen Parameter darstellt. Im klinischen Alltag
konnte sich dieser Marker zur Abschatzung der Prognose allerdings noch nicht
etablieren.

11



1.5. DAGNOSTIK

1.5.1 Klinische Symptomatik

Die typischen klinischen Symptome des Bronchialkarzinoms werden zumeist erst im
fortgeschrittenen Tumorstadium manifest, wobei zentral gelegene Tumoren haufiger
als periphere zu Beschwerden fuhren. Dabei wird ein Drittel der Beschwerden durch
den Primartumor selbst ausgeldst, in einem weiteren Drittel werden die Patientinnen
mit systemischen Krankheitssymptomen, wie Dbeispielsweise Gewichtsverlust,
vorstellig und ein Drittel der Patientinnen présentiert sich bereits mit einer
Symptomatik, die auf einen definierten Metastasierungsort riickschlie3en lasst. Diese
Beschwerden, wie obere Einflussstauung, Knochen- sowie Abdominalschmerzen
durch metastatische Infiltrationen liegen bei Diagnosestellung in erster Linie bei
Patientinnen mit SCLC vor. Auch paraneoplastische Symptome, beispielsweise das
Cushing-Syndrom bedingt durch ektope ACTH-Ausschittung, werden vor allem bei
kleinzelligen Karzinomen beobachtet.

Als Initialsymptome treten in erster Linie Husten, sowie rezidivierende Pneumonien,
Gewichtsverlust oder Thoraxschmerzen auf. Die Patientinnen fuhlen sich schwach
und klagen Uber eingeschrankte Leistungsfahigkeit, oft vergesellschaftet mit Fieber
oder Nachtschweil. Die typischen richtungsweisenden Symptome, wie die
besonders beim Plattenepithelkarzinom haufig vorkommenden H&amoptysen,

préasentieren sich erst sehr spat (22).

1.5.2 Bildgebende Diagnostik

Initial werden Patientinnen mit entsprechender Anamnese und Beschwerden, wie
unspezifischen  Thoraxschmerzen oder therapierefraktdrem Husten, dem
Thoraxrontgen zugefuhrt. Bei einem radiologisch nachgewiesenen Lungenrundherd
gelten besonders eine fehlende Verkalkung, Raucheranamnese und
Patientinnenalter >40 Jahre, sowie vom Rundherd ins Parenchym ausstrahlende

Spiculae als dringend karzinomverdachtig.

Zur  weiteren radiologischen  Abklarung eignet sich  besonders die

kontrastmittelverstarkte Computertomographie (KM-CT), da dieses Verfahren genaue
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Hinweise Uber die konkrete Lage der Lasion, sowie deren Assoziation zu
benachbarten Strukturen liefern kann. Nach Diagnosesicherung wird die CT,
genauso wie die Kontrastmittel-Magnetresonanztomographie (KM-MRT) auch zum
Tumor-Staging herangezogen. Im Bezug auf Detektion eines Rundherds und Staging

bei Diagnosesicherung gelten CT und MRT als durchaus vergleichbar.

Allerdings muss an diese Stelle festgehalten werden, dass auch die
morphologischen Zeichen eines solitaren Rundherdes in der CT oder MRT im
Grol3teil der Falle nicht ausreichend genau sind, um einen Rundherd als gesichert

maligne zu deklarieren (22).

1.5.3 Diagnosesicherung

Die genaue Diagnosestellung bedarf eines bioptisch-histologischen Nachweises von
Tumorzellen innerhalb des Rundherdes, wobei der Einsatz der Bronchoskopie nach
wie vor als goldener Standard zur exakten Diagnosesicherung gilt. Besonders bei
zentral gelegenen Tumoren kann mit grof3er Sicherheit eine exakte Diagnose gestellt
werden (23), bei meist peripher gelegenen Tumoren wie dem Adenokarzinom,
korreliert die Trefferquote stark mit der GroRe des Rundherdes (24). Fur diese
peripher gelegenen L&sionen eignet sich zur Verbesserung der Trefferquote die CT-

gesteuerte transthorakale Feinnadelaspiration.

Bei speziellen Fragestellungen, sowie unter Bertcksichtigung der Tatsache, dass
sich mehrere histologische Typen innerhalb eines Rundherdes finden kdnnen,
empfiehlt sich die Anwendung der oben genannten immunhistochemischen
Verfahren (22).
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1.6 HROBLEMSTELLUNG

1.6.1 Prognoseles Lungenkarzinoms

Die 5-Jahres Uberlebensrate ab  Diagnosestellung liegt bei allen
Bronchialkarzinompatientinnen nur bei etwa 5%. Aufgrund der Tatsache, dass die
Erkrankung in der Frihphase lange Zeit asymptomatisch verlauft, befinden sich 2/3
der Patientinnen bei der Diagnosestellung bereits in einem inoperablen Stadium ihrer
Erkrankung (5).

Die dramatische Uberlebensrate der betroffenen Patientinnen findet ihren Ursprung
auch darin, dass die Operation nach wie vor den einzigen kurativen Therapieansatz
darstellt.

Die schlechte Prognose des Bronchialkarzinoms liegt vor allem darin begriindet,
dass klinische Symptome erst in einem fortgeschrittenen Tumorstadium manifest
werden und sich bis heute keine adaquaten Screeningmethoden asymptomatischer

Risikopatientinnen etablieren konnte.

Durch die explizite Suche nach entsprechenden Biomarkern, beispielsweise im
Serum der Patientinnen, konnte die Sterblichkeit der Lungenkrebspatientinnen
positiv beeinflusst werden. Allerdings sind diese Methoden noch nicht so ausgereift,
um sie tatsachlich im klinischen Alltag zu Vorsorgeuntersuchungen nutzen zu
kénnen.

Besonders die kleinzelligen Bronchialkarzinome zeichnen sich dartber hinaus durch
eine rasante Tumorverdopplungszeit aus, sodass die diagnostischen Malinahmen oft
nicht rechtzeitig zur Diagnosesicherung fuhren und somit ein groRBer Teil der
Patientinnen erst zu spat einer adaquaten Therapie zugefihrt werden kann.

Die Problematik der rascheren Therapieeinleitung wird dadurch verstarkt, dass die
einzige zuverlassige Mdglichkeit Lungenkrebs zu diagnostizieren, immer noch auf

invasive MalRnhahmen beschrankt ist.

Dem zu Folge wirde eine non-invasive Screeningmethode von Risikopatientinnen zu
einer rascheren Diagnostik in einem friheren Erkrankungsstadium und dadurch zu

einer Verbesserung der Prognose der Lungenkrebspatientinnen fihren.
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1.6.2 Kondesat der Ausatemluft

Durch die Option das Atemkondensat (exhaled breath condensate = EBC) von
Patientinnen mit Erkrankungen des Respirationstrakts zu untersuchen, eréffnet sich
ein innovatives, nicht-invasives und fur die Patientin/ den Patienten vollig schmerz-
und risikofreies Verfahren, um Ruckschlisse auf verschiedenste pathologische
Prozesse innerhalb der Atemwege zu ziehen.

EBC enthalt eine Vielzahl verschiedenster Bestandteile der Lunge, deren
entsprechende Konzentration von verschiedensten Einflussfaktoren abhéngt.

Die flussige Hauptkomponente des Kondensats wird zu Gber 99% aus Wasserdampf
gebildet, der durch den Kuhlungsprozess in einer flissigen Phase resultiert.
Innerhalb dieses Kondensats lassen sich, in Abhangigkeit von der Temperatur des
Kondensators, verschiedene hydrophile als auch hydrophobe Biomarker
nachweisen. Durch verschiedenste Verfahren konnten beispielsweise H,0,, NO,
Isoprostane, Leukotriene und Zytokine, sowie verschiedene Proteine und auch DNA-

Fragmente innerhalb des Kondensats gefunden werden (28).

Die Akquirierung des EBC erfolgt durch ruhige, nicht forcierte Atmung durch das
Mundstiick des entsprechenden Kondensators. Eine Erwachsene/ ein Erwachsener
kann hierbei innerhalb von 10 min etwa 1-3 ml EBC produzieren. Die Verwendung
einer Nasenklammer zum Ausschluss der potentiellen Verunreinigung des
Kondensats durch entziindliche Vorgange in den oberen Atemwegen, kann sich als
natzlich erweisen. Dartber hinaus lasst sich durch die angelegte Nasenklammer eine
mdogliche Exspiration durch die Nase und damit ein Verlust des EBC-Materials

vermeiden (28).

Die Wirkung vielfaltiger auf3erer Einflussfaktoren auf die Zusammensetzung von EBC
bedarf noch weitreichender Prifungen. Den am besten erforschten Biomarker
hinsichtlich der Einflussnahme &uf3erer Variablen wie Alter, Geschlecht sowie
KorpergrofRe oder Gewicht, stellt H,O, dar, wobei hohere Konzentrationen im EBC
von éalteren Patientinnen im Vergleich zu EBC von jlingeren Patientinnen

nachgewiesen wurden (25).
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Auch der Einfluss von Zigarettenrauchinhalation fuihrt zu einem Anstieg der H,O»-
Konzentration im EBC, wobei auch eine vermehrte Expression von Isoprostan-8 und
Nitrotyrosin im Kondensat von Raucherinnen beschrieben wurde (26).
Extrapulmonale oder systemische Erkrankungen kénnen die Ergebnisse der EBC-
Diagnostik ebenfalls beeinflussen. Entsprechende Evidenzen diesbeziglich liegen
bis dato allerdings nur fur H,O, (27) vor, die Einflussnahme auf die verschiedenen
anderen EBC-Biomarker bedarf noch weitreichender Forschung.

Neben zahlreichen Biomarkern, kann auch die einfach durchzufihrende Messung
des pH-Wertes innerhalb des Kondensats Aufschluss Uber vorliegende
pathologische Prozesse liefern, welche die Saure-Basen-Homdoostase innerhalb der
Atemwege beeinflussen. So liegt der Mittelwert des durch orale EBC-Sammlung
gewonnenen Kondensats bei gesunden Probandinnen bei 7,7. Verschiedene
Vorgange innerhalb des Respirationstrakts, die zur vermehrten Freisetzung saurer
Substanzen fuhren, schlagen sich folglich in einer messbaren Veranderung des pH-
Wertes nieder (28).

Die EBC-Analyse erdffnet fur die Patientinnen eine vollig risiko- und schmerzfreie
diagnostische Option, die sich auch problemlos wiederholen lasst, um beispielsweise

den Verlauf eines entsprechenden Biomarkers unter Therapie zu protokollieren.

Nicht zuletzt aufgrund der schlechten Prognose des Lungenkarzinoms erfordert die
Suche nach Biomarkern im Kondensat der Ausatemluft besondere wissenschatftliche
Beachtung. Durch die Etablierung neuer Marker, kénnte sich ein véllig neues, nicht-
invasives diagnostisches Instrument anbieten, welches durch seine unkomplizierte

und rasche Durchfuhrbarkeit die Diagnosesicherung beschleunigen kénnte.
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1.6.3Tumorwachstum und Hypoxie

Mit dem fortschreitenden Wachstum und der Expansion des Tumors ist es nur eine
Frage der Zeit, bis den maligne entarteten Zellen immer weniger Sauerstoff zur
Verfugung steht. Dies erfolgt sowohl durch unzureichende vaskuléare Versorgung des
Tumors, als auch durch verlangerte Diffusionsstrecken zwischen den nutritiven
Gefallen und der sich ausbreitenden Tumormasse. Auch die haufig durch okkulte
Blutungen oder therapeutische Mallnahmen auftretende generalisierte Ané&mie
resultiert in einer Sauerstoffminderversorgung des tumordsen Gewebes.

In den Tumorzellen selbst impliziert die hypoxische Stoffwechsellage entweder einen
Wachstumsstop oder, wenn die Imbalance zwischen O,-Angebot und i Bedarf nicht
auf anderem Wege behoben werden kann, den Zelluntergang durch Apoptose oder
Nekrose. Andererseits kann der hypoxische Stress auch als Promotor fir genetische
Alterationen innerhalb der Tumorzellen fungieren, sodass Verédnderungen der
exprimierten Tumorproteine resultieren. Diese Hypoxie-getriggerten Tumorproteine
ermdglichen dem Tumor eine bessere Adaptierung an die herrschende
Stoffwechsellage und erlauben sowohl das Uberleben, als auch die weitere lokale
Expansion des Tumors und erleichtern auch die metastatische Absiedelung der
Tumorzellen (29).

Einer der wichtigsten Promotoren fur die Anpassung der Tumorzellen an die
mangelnde O,-Versorgung ist der Transkriptionsfaktor HIF-1, der als Folge von
hypoxischem Stress innerhalb der Zelle aktiviert wird (30). Dieser wirkt an Gber 30
verschiedenen Genen, die Proteine zur Tumorprogression generieren, wie
beispielsweise VEGF fir die Angiogenese oder verschiedene Glukose-Transporter
zur Sicherung der Energieversorgung des Tumors (siehe Abb. 3).

Daruber hinaus kann die Hypoxie-bedingte Veranderung des Tumorgenoms und i
proteoms auch zur Verschlechterung des Ansprechens der malignen Zellen auf

verschiedenen Therapien fihren.
Die durch Hypoxie induzierten Signalwege  konnen folglich tber die Expression

verschiedener Proteine zur Verschlechterung der Prog nose des Tumors beitragen
(29).
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HYPOXIE

GLUT-1/3,
EGF,IGF-2etc: <: HIE-1a :> glykolytische Enzyme,
=proliferationT Adenylatkinase-3:

= Glukose-UmsatzT

Carboanhydrase-IX:
= H* Elimination
{pH-Regulation)

VEGF, VEGFR-1:
= Angiogenese |

Abb. 3 Einfluss der Hypoxie auf die Expression progressionsfordernder Faktoren (modifiziert
nach Vaupel et al (26))

Durch die Expression spezifischer Hypoxie-bedingter Faktoren innerhalb der
Tumorzelle kann also eine gewisse Aussage Uber die Prognose getroffen werden.

Daruber hinaus kann der Erfolg einer eingeleiteten Therapie evaluiert werden.
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1.6.4Potentielle Tumormarker

Carboanhydrase IX

Wie Abb. 3 zeigt, reguliert der HIF-1-Signalweg, neben zahlreichen anderen
Faktoren, auch die Freisetzung des membrangebundenen Metalloenzyms
Carboanhydrase IX (CAIX) (29).

CAIX stellt eine von insgesamt 15 im menschlichen Korper nachgewiesenen
Isoformen der Carboanhydrasefamilie dar. Allerdings ist es das einzige
nachgewiesene Isoenzym, das innerhalb solider Tumoren vermehrt exprimiert wird
(31). Die Expression von CAIX erfolgt bei hypoxischer Stoffwechsellage innerhalb der
Tumorzellen tUber den HIF-Signalweg. Es kann unter Hypoxie aber auch in nicht-

tumordésem Gewebe exprimiert werden.
Innerhalb der Zelle katalysiert dieses Enzym, das neben einer intrazellularen auch
eine extrazellulare Domane besitzt, die reversible Umwandlung von Kohlendioxid

(COy) in Bikarbonat (HCO3) und Protonen (H") und greift dadurch auch in die pH-

Regulationsmechanismen ein.

CO,+ H,0 < HCO3' + H”

Carboahydrase J

Durch diesen Vorgang wird das aktiv in die Zelle eingeschleuste Bikarbonat durch die
CAIX in CO, umgewandelt, welches problemlos durch die Zellmembran diffundiert
und durch die extrazellulare Domane des Enzyms wieder in HCO3 und H* gespalten

wird, wodurch es zu der fUr solide Tumoren typischen Azidose kommt (31).

Wie die Studie von Giatromanolaki et al (32) zeigt, wirkt sich die Expression von
CAIX innerhalb nicht-kleinzelliger Lungenkarzinomen negativ auf die Uberlebensrate
der betroffenen Patientinnen aus. Durch die Untersuchung bioptischen Materials von

Patientinnen mit NSCLCs konnte hierbei eine Uberexpression von CAIX sowohl in

19



nekrotischen, als auch in hypoxischen Bereichen des Tumors identifiziert werden.
Dariiber hinaus wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von
CAIX und der Expression anderer Proteine festgestellt, die die Angiogenese férdern
oder die Apoptose maligner Zellen inhibieren.

Das Vorkommen von CAIX innerhalb der Tumorzellen prasentiert sich konsekutiv als
relevanter Parameter flr die Aktivitdt des HIF-Signalwegs und dient damit auch der
Beurteilung der aktuellen Sauerstofflage innerhalb des Tumors. Auf Grund dieser
Tatsache, kann der Nachweis einer Uberexpression von CAIX als prognostischer
Faktor genutzt werden. Des Weiteren kann dieses Enzym auch als Biomarker zur
Erfassung einer bestehenden Tumorhypoxie herangezogen werden.

Dariiber hinaus er6ffnet sich durch die therapeutische Hemmung der CAIX auch eine
neue Therapieoption, die in die Mechanismen der Tumorprogression eingreifen und
sie somit inhibieren kann (32).

Innerhalb der oben genannten Studie wurde auch eine mit der CAIX-Uberexpression
vergesellschaftete vermehrte Expression des Rezeptors fur den basic fibroblast
growth factor (FGF -b) beschrieben.

EGF-b

Der FGF-b, in der Literatur auch oft als FGF-2 bezeichnet, stellt einen Subtypus der
FGF-Familie dar, die als Heparin-bindende Signalproteine an verschiedene
Rezeptoren der Endothelzellmembran binden. Zumeist handelt es sich bei diesen um
Tyrosinkinase-Rezeptoren, die nach Bindung des Liganden eine Signalkaskade
innerhalb der Zelle induzieren und somit zur Freisetzung proliferationsférdernder und
angiogenetischer Substanzen fihren.

In der Embryonalzeit erweisen sich die FGFs als unentbehrlich fir die
Differenzierung einzelner Organe, beim adulten Organismus fordern sie die
Proliferation und spielen bei Entziindungsprozessen und bei der Angiogenese eine
entscheidende Rolle.

Entziindungsvorgange innerhalb des Korpers kénnen Uber die Ausschittung von
FGF-b aus verschiedensten Entziindungszellen zur inflammatorisch-mediierten
Angiogenese fuhren. Dartber hinaus werden auch die Endothelzellen selbst durch
Entzindungsmediatoren oder durch ihre eigene Schadigung zur Bildung und
Expression von FGF-b veranlasst (34). Die gleichen Prozesse werden auch durch

zellulare Hypoxie getriggert (35).

20



In Bezug auf das Tumorwachstum spielt die Angiogenese fiir die Aufrechterhaltung

der Energieversorgung des Tumors eine entscheidende Rolle.

In klinischen Studien wurde der Versuch unternommen, einen klaren Zusammenhang
zwischen der Gefal3dichte innerhalb der Tumoren und der Menge der
nachgewiesenen FGF-b-mRNA, des FGF-b-Proteins selbst, sowie verschiedenen
Vertretern der VEGF-Familie zu ermitteln. Allerdings konnte bislang keine bestandige
Korrelation zwischen FGF-b und der intratumoralen Gefal3dichte nachgewiesen
werden. Ein persistenterer Zusammenhang ergab sich dagegen fir VEGF.

Zahlreiche Studien weisen auf eine Co-Expression von FGF-b und den
verschiedenen Formen der VEGF-Familie hin. Gleichzeitig legen verschiedene
Untersuchungen die Moglichkeit nahe, dass FGF-b die Vaskularisierung und damit
auch die Neogenese tumorversorgender Gefafl3e nicht nur direkt, sondern auch

indirekt Uber die Aktivierung der VEGFs und deren Rezeptoren vermittelt (33).

Durch den Nachweis von FGF-b in Tumoren koénnte sich in Zukunft die Méglichkeit
eroffnen, dessen Bildung durch verschiedene therapeutische Interventionen zu
hemmen und somit die Neogenese von tumorversorgenden Gefal3en zu inhibieren.

Daruber hinaus besteht die Méglichkeit, FGF-b als prognostischen Marker zu nutzen,
da die Angioneogenese, wie oben bereits erwahnt, die Prognose maligner Tumoren

negativ beeinflusst.

Lactatdehydrogenase

Innerhalb des menschlichen Kérpers existieren funf verschiedene Isoformen der
LDH, die sich durch den Aufbau ihrer Untereinheiten unterscheiden und eine gewisse
Organspezifitat aufweisen.

Die Aufgabe dieser zytoplasmatischen Oxidoreduktasen ist der reversible Umbau
von Pyruvat zu Laktat, was bei Sauerstoffmangel fur die Energieversorgung der Zelle
von grof3er Bedeutung ist. Daher ist es energetisch sinnvoll, dass zellulare Hypoxie
direkt Uber den Hypoxie-induzierten Faktor (HIF-1U) zur Transkription und
Expression von LDH fuhrt, welche die anaerobe Glykolyse in Gang setzt.

Besondere Beachtung verdient der Subtypus LDH-5, da dieser unter allen
Isoenzymen die groRte Effizienz bezogen auf die Pyruvat-Laktat-Konversion

aufweist. Daher fordert eine vermehrte Expression dieses Enzyms innerhalb der
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Tumorzellen eine leistungsstarke anaerobe Glykolyse und folglich eine gewisse
Unabhangigkeit von der Sauerstoffversorgung.

Aus diesem Grund ist dieses Enzym auch als Hypoxiemarker von Relevanz. Darlber
hinaus dient der Verlauf des LDH-Spiegels im Blut auch zur Bewertung des
Therapieerfolges bei malignen Erkrankungen, da intrazellulares LDH bei

Zelluntergang vermehrt ins Blut abgegeben wird (36).

Innerhalb der Studie von Koukourakis et al (36) wird die Uberexpression von LDH-5
innerhalb von NSCLCs mit einer Verschlechterung der Prognose in Zusammenhang
gebracht, weshalb auch dieses Enzym als prognostischer Biomarker genutzt werden
kann. Daruber hinaus scheint dieser Marker auch fir die Evaluierung der
Angiogenese einsetzbar zu sein, da die oben genannte Arbeit eine signifikante
Korrelation zwischen der LDH-5-Uberexpression und der Expression von VEGF und
FGF-b beschreibt.

Atemkondensat

Die prognostische Relevanz von CAIX, FGF-b und LDH fir Lungenkarzinome wurde
bereits durch verschiedene Studien belegt (32, 33, 36), wobei allerdings zumeist auf
bioptisches Material zurtickgegriffen wurde. Die innovative Idee, die beschriebenen
Biomarker nicht nur innerhalb bioptischer Gewebsproben, sondern auch im
Kondensat der Ausatemluft von Lungenkrebspatientinnen nachweisen zu kénnen, ist
noch eine relativ unerforschte Methode der Tumordiagnostik. Die EBC-Sammlung
lasst sich problemlos und je nach Bedarf beliebig oft wiederholen und eignet sich
daher bestens zur Evaluierung der Konzentration der entsprechenden Marker unter
Therapie.

Das Verhalten der Biomarker wahrend der therapeutischen Intervention kénnte auch
genauere Ruckschlisse auf die Prognose zulassen und kann dariber hinaus einen
wichtigen Beitrag zur rechtzeitigen Adaptierung eines neuen beziehungsweise
adaquateren Therapieschemas leisten.

Daruiber hinaus besteht die Mdglichkeit, durch weitere Forschungen auf diesem
Gebiet, Kenntnis Uber bis dato noch vollig unerforschte EBC-Marker zu gewinnen,
um in Zukunft eine nicht-invasive, kostengunstige und einfach durchzufihrende

Screeningmethode von Risikopatientinnen etablieren zu kdnnen.
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In Anlehnung an die Studie von Dalaveris et al (37) analysierten wir das EBC von
Patientinnen mit Bronchialkarzinomen auf der Suche nach den genannten
potentiellen Biomarkern. Entsprechende Evidenzen fiir den Nachweis dieser Marker
im EBC von Bronchialkarzinompatientinnen liegen aktuell nur fur FGF-b vor (42).
Innerhalb dieser Arbeit wurde der analytischen Auswertung allerdings eine
aufwendigere Probenaufarbeitung vorangestellt, als in der vorliegenden Studie.
Dariiber hinaus priften wir das akquirierte EBC-Material auf pH-Wert und den CO;
Partialdruck (pCO.).

Unseres Wissens nach wurde bislang noch keine Studie publiziert, die die Detektion

dieser potentiellen EBC-Tumormarker mit der von uns angewandten Methodik zum
Inhalt hat.
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2. MATERIAL UNMETHODEN

2.1 FATIENT/INNENKOLLEKTIV

Nach Bewilligung des Antrags an die Ethikkommission wurden in der Zeit von Mai
2010 bis Mai 2011 EBC-Proben von 20 Patientinnen mit der histologisch gesicherten
Diagnose eines Lungenkarzinoms gesammelt. Die entsprechenden Patientinnen
waren im Laufe des besagten Zeitraums in stationarer Behandlung an der klinischen

Abteilung fur Lungenkrankheiten des LKH Universitatsklinikums Graz.

Die verschiedenen Patientinnen befanden sich in unterschiedlichen Stadien ihrer
Erkrankung und auch die histologischen Subtypen der Lungenkarzinome erwiesen
sich als uneinheitlich.

Um innerhalb der ausgewdahlten Patientinnenpopulation eine gewisse Homogenitat
des Kollektivs zu schaffen und damit eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse
erzielen zu kénnen, wurden nicht alle Patientinnen mit Lungenkarzinomen in die
Studie aufgenommen. Zu diesem Zweck wurden fur die Teilnahme an der Studie
entsprechende Ein- und Ausschlusskriterien erstellt:

Einschlusskriterien:
o Patienten jeden Alters und Geschlechts mit histologisch gesicherter Diagnose
eines primaren Lungenkarzinoms
o Freiwillige Einwilligung zur Teilnahme an der Studie und Unterzeichnung einer

Einverstandniserklarung nach ausfuhrlichem arztlichen Aufklarungsgespréach

Ausschluss kriterien:
o Patientlnnen, die an einem Lungenkarzinom leiden und sich bereits in einer
eingeleiteten Chemo- oder Strahlentherapie zur Behandlung des Karzinoms

befinden
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Es muss davon ausgegangen werden, dass sich die Konzentrationen der
gesuchten Tumormarker durch die laufenden therapeutischen Malinahmen
verandern.

Die unter Therapie gemessenen Konzentrationen der Marker wirden daher zu
einer Verfalschung der Studienergebnisse fuhren.

o Patientlnnen, deren Allgemeinzustand oder deren respiratorische Situation
eine 10 mindtige Atmung durch das Schlauchsystem des Kondensators
unmaoglich macht
Fur die Gewinnung einer ausreichenden Menge verwertbaren Kondensats ist
eine gewisse Compliance der Patientinnen ein entscheidendes Kriterium. Aus
diesem Grund war es nicht moglich, Patientinnen, die beispielsweise durch
verschiedene respiratorische Begleiterkrankungen in ihrer  Atmung
beeintrachtigt waren, in die Studie einzuschliel3en.

o Patientinnen mit metastatischen Absiedelungen in der Lunge, wobei der

Primartumor einer extrapulmonalen Lokalisation zuzuordnen ist

Die Patientinnen wurden in einem ausfuhrlichen Gesprach tGber den genauen Ablauf
sowie den Zweck einer Studie im Bereich der Grundlagenforschung informiert.
Daruber hinaus wurde ein Aufklarungsbogen erstellt, der die wichtigsten
Informationen zum Verstandnis der Studie zusammenfasst, sowie die Patientinnen
Uber die Freiwilligkeit der Teilnahme an der Studie und der Vertraulichkeit der

erhobenen Daten aufklart.

Die EBC-Sammlung und der Zugriff auf die entsprechenden Patientinnendaten
konnten nur erfolgen, wenn die Patientinnen durch ihre Unterschrift bestatigten, dass

sie Uber den Zweck der Studie verstandlich und vollstandig aufgeklart wurden.

Die Kontrollgruppe wurde bezuglich Alter und Geschlecht dem Patientinnenkollektiv
angepasst, da davon ausgegangen werden muss, dass diese Parameter Einfluss auf

die Konzentrationen der im Kondensat nachzuweisenden Substanzen nehmen.

Entsprechend der Anzahl des Patientinnenkollektivs wurden folglich EBC-Proben von
20 Personen gesammelt, die als respiratorisch unauffallige Kontrollpopulation

fungierten.
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2.2 VERWENDETEERATE UND BENOTI®MTEN

2.2.1Aufklarungsbogen

Zur Information der Patientinnen und der Kontrollpersonen tber die geplante Studie
wurde ein Aufklarungsbogen (siehe Appendix) angefertigt, der von den
Studienteilnehmerinnen unterzeichnet werden musste.

In diesem drei Seiten umfassenden Schreiben wurde Uber die Relevanz einer Studie
im Bereich der Grundlagenforschung hingewiesen. Des Weiteren wurden die
Studienteilnehmerinnen tber ihr Recht informiert, jederzeit und ohne Angabe von
Griunden aus der Studie ausscheiden zu kénnen. In diesem Fall wirden die bereits
erhobenen EBC-Proben verworfen werden.

Darliber hinaus wurde sowohl den teilnehmenden Patientinnen als auch der
Kontrollpopulation der vertrauliche Umgang mit den erhobenen Daten zugesichert.
Im Falle einer Weitergabe dieser Daten an Dritte wirde dies nur in anonymisierter
Form geschehen.

Die Studienteilnehmerinnen bestatigten mit ihrer Signatur, dass sie Uber den Zweck
der Studie ausreichend aufgeklart wurden und sich in einem umfassend informierten

Zustand zur Teilnahme an der Studie bereit erklarten.

2.2.2EBGAkquirierung

Zur Sammlung des Atemkondensats des Patientinnen- und Kontrollkollektivs wurde
die TURBO-DECCS Einheit verwendet (=Transportable Unit for Research on
Biomarkers Obtained from Disposable Exhaled Condensate Collection Systems;
ItalChill, Parma, ITALY), die speziell fir die Akquirierung von EBC entwickelt wurde
(siehe Abb. 4).

Hierbei handelt es sich um ein Kombinationsprinzip aus einem portablen
Kondensator, der mit einem Einweg-Schlauchsystem aus Polyethylen in Verbindung
steht. Der Kondensator verfugt Gber eine Kuhleinheit, welche wahrend der EBC-
Sammlung eine Arbeitstemperatur von etwa -1 bis -3°C aufrechterhalt. Diese

Temperatur gewdahrleistet, dass die Ausatemluft der Probandinnen innerhalb der
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Diffusionseinheit des Schlauchsystems kondensiert und sich als Flussigkeit im

Sammelrohrchen niederschlagt.

Wy

—

Zur Inbetriebnahme der

Kihleinheit musste das Geréat

etwa 15 Minuten vor der
Anwendung an den
Probandinnen an das

Stromnetz angeschlossen
werden um die entsprechende
Arbeitstemperatur  erreichen
zu konnen. Nur so konnte
eine ausreichende Kihlung
zur EBC-Sammlung erreicht

werden.

PET-Schlauchsystem

Temperaturanzeige

Kihleinheit

Abb. 4 TURBO-DECCS-Einheit

Dariiber hinaus war es zur Aufrechterhaltung der entsprechenden Temperatur notig,

auch wahrend der EBC-Sammlung eine Verbindung mit dem Stromnetz aufrecht zu

erhalten.
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Durch das Einweg-Schlauchsystem wird die risikofreie und kontaminationslose

Sammlung des Kondensats garantiert (siehe Abb. 5).

Speichelfalle
PET-Schlauch

Speichelabscheider ' Y

i Diffusionseinheit Einwegventil
'l Mundstick

Sammelrdhrchen

Abb. 5 Bauteile des Einweg-Schlauchsystems zur EBC-Sammlung

Die verschiedenen Bauteile des Schlauchsystems verhindern eine Kontamination
des Atemkondensats mit Speichel der Probandinnen und schiitzen das Kondensat
auch vor der Verunreinigung durch andere Substanzen aus der Umgebung. Dartber
hinaus kann die Gefahr einer eventuellen Keimverschleppung zwischen den
einzelnen Probandinnen durch die Verwendung eines Einweg-Produkts praktisch

ausgeschlossen werden.
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2.2.3Messung des H und des pCO

Unmittelbar nach der EBC-Akquirierung am Patienten/ an der Patientin erfolgte die
Messung des pH-Wertes sowie des pCO; innerhalb des gewonnen Atemkondensats.
Zu diesem Zweck wurde dasselbe Gerat verwendet, welches im klinischen Alltag zur
Blutgasanalyse herangezogen wird. (Radiometer ABL 750, Drott, Wien, AUSTRIA)

Die Messung der entsprechenden Parameter erwies sich durch einfaches Platzieren
eines Kapillarréhrchens, das etwa 50 €l des Atemkondensats fasste, als schnell und
unkompliziert durchfuhrbar.

Der Ausdruck der so ermittelten Werte wurde bis zur spateren statistischen

Auswertung gemeinsam mit den erhobenen Patientinnendaten archiviert.

2.2.4Erhebung klinischer Daten

Neben der Sammlung des EBC der entsprechenden Studienteilnehmerinnen wurden
zur Sicherung der Diagnose histologische Befunde der Patientinnen bendtigt, auf
welche tber das Krankenhausinformationssystem MEDOCS zugegriffen wurde.
Dartber hinaus war die Erhebung weiterer patientinnenbezogener klinischer Daten
Uber Tumorstadium, Tumortypus sowie eventuell vorliegender Begleiterkrankungen
von besonderer Bedeutung, um diese in Korrelation mit der Konzentration der zu
untersuchenden Biomarker zu setzen.

Im Aufklarungsgesprach uber die Studienteilnahme wurden die Patientinnen tber
diese Tatsachen informiert und ihnen wurde die Vertraulichkeit der erhobenen Daten

bzw. deren Anonymisierung zugesichert.

2.2.5Statistische Auswertung

Die Analyse der Daten erfolgte mittels SPSS (Version 18, SPSS Inc., Chicago, USA).
Fur die graphische Darstellung der Daten wurde GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software Inc., California, USA) verwendet.
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2.3 XAKTERRBEITSABLAUF D&RIDIE

Nach Auswahl entsprechender Patientinnen wurden diese in einem ausfihrlichen
Aufklarungsgesprach tber die durchzufihrende Studie informiert.

Dieses Gesprach mit den Patientinnen wie auch die Probensammlung selbst fanden
im Krankenzimmer der jeweiligen Studienteilnehmerinnen statt, wobei es den
Patientinnen freigestellt war, die Atmung durch das Konnektorsystem des

Kondensators in sitzender oder liegender Position auszuftihren.

Da in Betracht gezogen werden muss, dass die Expression der Biomarker im
Tagesverlauf variiert, war es von entscheidender Bedeutung die EBC-Proben immer
zur annahernd gleichen Zeit zu akquirieren, da dies die Vergleichbarkeit der Proben

untereinander optimiert.

Nachdem die Patientinnen ausfuhrlich informiert wurden und sie die freiwillige
Teilnahme an der Studie mit ihrer Unterschrift bestatigten, wurden sie aufgefordert,
das Mundstick des Schlauchsystems mit den Lippen zu umschlieBen und eine
ruhige orale In- und Exspiration durchzufiihren. Es erwies sich als hilfreich, die
Patientinnen wahrend der ersten Minuten der EBC-Sammlung zu Uberwachen.
Dadurch erdffnete sich die Moglichkeit, die fur die EBC-Akquirierung erforderliche
Compliance der Patientinnen zu evaluieren und sie dartber hinaus auf eventuelle

Inkorrektheiten bei der Durchfihrung aufmerksam zu machen.

Theoretisch bestiinde auch die Mdglichkeit, durch Verwendung einer Nasenklammer
die gesicherte Mundatmung der Patientinnen zu erzwingen, was zu einer
Optimierung der EBC-Akquirierung fuhren wirde. Da wir aber bemuht waren, den
Untersuchungsaufbau fur die Studienteilnehmerinnen so angenehm und
unproblematisch wie méglich zu gestalten, wurde auf dieses Instrument zur EBC-
Gewinnung verzichtet.

Im Gegenzug wurden die Probandinnen genauestens ulber die Bedeutung ihrer
ausschlief3lichen Mundatmung fir die EBC-Gewinnung informiert, sodass auch bei
Verzicht auf die Nasenklammer eine ausreichende Menge EBC akquiriert werden
konnte.
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Des Weiteren wurden die teiinehmenden Personen dariiber in Kenntnis gesetzt, dass
die Atmung auch diskontinuierlich erfolgen konne, das heil3t, es war den
Patientinnen durchaus maoglich, die Atmung durch das Mundstick zu unterbrechen
um beispielsweise zu husten.

Um eine eventuelle Kontamination des EBC auszuschlielen war es von
entscheidender Relevanz die Studienteilnehmerinnen darauf hinzuweisen,

angesammelten Speichel zu schlucken.

Nach entsprechender Evaluierung der gegebenen Toleranz der Patientinnen
gegenuber der oralen In- und Exspiration durch das Mundstick, wurden diese
aufgefordert, die Atmung auf die gleiche Weise fur etwa 10 bis 15 Minuten

fortzufthren.

Die Studienteilnehmerinnen erhielten dariber hinaus eine Kopie des
Aufklarungsbogens und wurden nochmals darauf hingewiesen, bei eventuell
auftretenden Fragen oder Bedenken hinsichtlich ihrer Teilnahme an der Studie, die

angefuhrten Ansprechpersonen zu kontaktieren.

Eine Atmung von etwa 10-15 Minuten wurde von allen Studienteilnehmerinnen
problemlos toleriert und es konnten jeweils ca. 1-3 ml Ausatemkondensat im
Sammelréhrchen der TURBO-DECCS-Einheit akquiriert werden.

Unmittelbar nach der EBC-Sammlung wurde ein Teil des gewonnenen Kondensats
mittels eines Kapillarréhrchens aus dem Sammelréhrchen entnommen und mit dem

Blutgasanalysegerat der PH und der pCO; ermittelt.

Anschliel3end erfolgte die zur Lagerung und spateren Vermessung der EBC-Proben
notige Aliquotierung des verbleibenden Materials am Zentrum flr Medizinische
Forschung des LKH Graz. Hierbei wurde die Gesamtmenge des EBC mittels einer
Pipette auf eine, je nach gewonnener Menge des Kondensats, divergierende Anzahl
von 200 ¢l fassenden Eppendorf-Réhrchen aufgeteilt.

Dies brachte auch den Vorteil mit sich, dass die unterschiedlichen zu
untersuchenden Biomarker zu verschiedenen Zeiten analysiert werden konnten,

ohne dass der Kuhlungsprozess der jeweiligen Probe unterbrochen wurde.
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Aufgrund der Tatsache, dass keine Evidenzen UUber eine potentielle
Konzentrationsdnderung der von uns zu untersuchenden Biomarker bei
wiederholtem Einfrieren und Auftauen des Materials vorliegen, konnte dieser
mdogliche Fehler durch die Aliquotierung des EBC von Anfang an ausgeschlossen

werden.

Die Eppendorf-Réhrchen wurden anschliel3end mit der fur die jeweilige Patientin/ den
jeweiligen Patienten gewdahlten Codierung versehen und anschlieRend wurden alle
zu einer Patientin/ einem Patienten gehérenden EBC-Proben in einem groél3eren,
wiederum mit der entsprechenden Codierung versehenem, Ro6hrchen
zusammengebracht.

Diese Roéhrchen wurden bis zum Zeitpunkt der Analyse der Konzentration der

gesuchten Tumormarker bei -80°C tief gefroren.

Die ATS/ERS TASK FORCE empfiehlt eine unmittelbar nach der EBC-Sammlung
durchzufihrende Kihlung und in weiterer Folge Lagerung des Probenmaterials bei -
70°C, um der Zerstorung oder dem Instabilitats-bedingten Abbau, der flr gewisse

Biomarker bereits erwiesen ist, vorzubeugen (28).

Da fur LDH, CAIX und FGF-b keine, oder nur mangelhafte, entsprechenden
Evidenzen vorliegen und die gesammelten Proben aufgrund der etwa einjahrigen
Dauer der Studie unterschiedlich lange dem Lagerungs- und Kuhlungsprozess
ausgesetzt waren, konnte nicht vollends ausgeschlossen werden, dass die zu

analysierenden Marker durch die Lagerung verandert oder zerstért werden kénnten.
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2.4 ANALYSE DEHEBBGPROBEN

Zum Nachweis der CAIX- und FGF-b-Konzentrationen innerhalb der gesammelten
Proben wurde der Enzyme Lin ked Immunosorbent Assay (=ELISA) verwendet,
welcher bei vielen klinischen Fragestellungen bereits als diagnostisches
Standardinstrument gilt.

Der ELISA zahlt zu den Immunoassayverfahren, wobei die nachzuweisenden
Substanzen mittels einer enzymatisch markierten Antigen-Antikorper-Reaktion
detektiert und farblich sichtbar gemacht werden.

Der Einsatz dieses Verfahrens innerhalb der EBC-Analyse erweist sich allerdings als
relativ neuartig, da Atemkondensatproben bis dato meist nur mit teureren und
komplizierteren Techniken, wie beispielsweise der Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (GC-MS) untersucht wurden.

Innerhalb der vorliegenden Studie wurde daher durch die EBC-Analyse mittels
ELISA, neben der Detektion neuer Tumormarker, auch versucht, ein
kostengunstigeres und im Laborbereich routinemaflig vorhandenes Instrument fur
deren Nachweis zu finden. Fir den quantitativen Nachweis von CAIX und FGF-b
innerhalb der gesammelten EBC-Proben kamen die ELISA-Arbeitsmaterialien von
QUANTIKINE® (R&D Systems Inc., Minneapolis, USA) zur Anwendung.

Der Nachweis der LDH-Aktivitat innerhalb der EBC-Proben erfolgte mit einem

colorimetrischen Verfahren unter Anwendung des Lactate Dehydrogenase Assay Kit
(BioVision, California, USA).
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Zur Vergleichbarkeit wurden das Patientinnen-

und das Kontrollkollektiv

Abhéangigkeit von Alter und Geschlecht gematcht (siehe Tab. 1).

in

PATIENT/INNENKOLLEKTIV

Probe Geschlecht Alter
1 EBC 01 w 74
2 EBC 02 m 72
3 EBC 03 m 71
4 EBC 04 w 70
5 EBC 06 m 65
6 EBC 08 w 53
7 EBC 10 w 46
8 EBC 11 w 60
9 EBC 15 w 85
10 EBC 16 w 81
11 EBC 18 m 65
12 EBC19 w 49
13 EBC 20 w 57
14 EBC?21 w 68
15 EBC22 m 58
16 EBC40 w 62
17 EBC41 m 64
18 EBC42 m 56
19 EBC 44 m 53
20 EBC 45 w 45

m/w = 8/12 62,7

Tabelle 1

Geschlecht

KONTROLLKOLLEKTIV
Probe Geschlecht Alter

1 EBC 36 w 74
2 EBC 30 m 74
3 EBC 28 m 69
4 EBC 39 w 70
5 EBC 07 m 67
6 EBC 32 w 49
7 EBC 13 w 44
8 EBC 35 w 61
9 EBC 34 w 87
10 EBC 38 m 78
11 EBC26 m 67
12 EBC 33 w 48
13 EBCAO09 w 55
14 EBC 37 w 65
15 EBC 17 m 62
16 EBC 25 w 63
17 EBC?27 m 64
18 EBC29 m 61
19 EBC31 m 60
20 EBC 14 m 42
m/w = 10/10 63

EBC-Proben des Patientinnen- und Kontrollkollektivs gematcht nach Alter und
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2.4.1 Nachweis der Carboagdrase IX

Zur Quantifizierung der gesuchten CAIX-Konzentration innerhalb der akquirierten
Proben wurde die Sandwich-ELISA-Methode verwendet. Es handelt sich hierbei um
eine spezielle ELISA-Technik, die zum Nachweis eines spezifischen Antigens (AgQ)
zwei verschiedene Antikdrper (AK) einsetzt, die an unterschiedliche Stellen des

gesuchten Antigens binden.

Die Durchfiihrung des Assays erfolgte mit dem Human Carbonic Anhydrase IX
Immunoassay von QUANTAKINE® (DCA900; R&D Systems Inc., Minneapolis, USA).
Dieser Assay ermdglicht die Detektion von CAIX bis zu einem mittleren minimalen

Dosisbereich von 2,28 pg/ml.

Die zur Anwendung gebrachte 96-well-Mikrotiterplatte war bereits mit einem fir CAIX
typischen, monoklonalen Antikdrper (coating-Antikdrper) vorbeschichtet.

Vor der Durchfihrung des Assays war es notig, die Reagenzien fir die Analyse
sowie das Probenmaterial, auf Raumtemperatur zu erwéarmen. Darlber hinaus

wurden die entsprechenden Reagenzien laut Arbeitsanleitung vorbereitet:

1 Waschpuffer-Lésung: 20 ml des Puffer-Konzentrats wurden in 480 ml
dH,O gelést, um in Summe 500 ml des
Waschpuffers zu erhalten.

1 CAIX-Standard: der lyophilisierte CAIX-Standard enthalt 10 ng
rekombinante humane CAIX und wurde in 1 ml der
vorgefertigten Kalibrierlésung gel6st. Die so
erzeugte Stammlosung enthielt 10000 pg/ml CAIX
und musste fur 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert werden, bevor sie zur Anwendung
gebracht werden konnte.

1 Substrat-Losung: Die vorgefertigten Farbreagenzien A und B wurden
im Verhdltnis 1:1 vermischt. In jedes well sollten
200 ¢ | der -Ssubgs pipetiidrt werden,

sodass eine ausreichende Menge von 20 ml
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generiert werden musste. Die Lésung musste
innerhalb von 15 min zur Anwendung gebracht und

lichtgeschutzt gelagert werden.

Um die Standardreihe zu erhalten, musste eine Verdiunnungsreihe der zuvor
generierten CAIX-Stamml6dsung erstellt werden. Zu diesem Zweck wurden sieben
Rohrchen mit absteigenden Konzentrationen der Stammldsung generiert:

Zunachst wurden 900 ¢ | der vorgefert imdas erstekRénrchemr i er | °
pipettiert. In die verbleibenden sechs Rohrchen wurden jeweils 500 ¢ | der gl eict
Ldsung eingebracht. In das erste Réhrchen wurden nun 100 ¢ | der St amml °s

pipettiert, welches somit eine CAIX-Konzentration von 1000 pg/ml enthielt. Der Inhalt

dieses Rohrchens wurde gut vermischt und im Anschluss wurden 500 ¢ | ent nommen
und in das zweite Réhrchen pipettiert, welches nun eine CAIX-Konzentration von 500

pg/ml enthielt. Dieser Vorgang wurde fortgesetzt bis alle sieben Rohrchen jeweils die

Halfte der Konzentration des vorherigen Roéhrchens enthielten. (1000 pg/ml; 500

pg/ml; 250 pg/ml; 125 pg/ml; 62.5 pg/ml; 31.2 pg/ml; 15.6 pg/ml).

Die Kalibrierlésung selbst diente als Nullwert (0 pg/ml).

Nach den entsprechenden Vorbereitungen wurden zunachst 50 ¢ | einer
vorgefertigten Proteinlosung (Assay Diluent) in jedes der 96 wells der Mikrotiterplatte
pipettiert. Daraufhin wurde die Standardreihe in den ersten beiden Blocken der 96-
well-Platte generiert, indem jeweils 100 ¢ | der vorbereiteten St

absteigenden Konzentrationen in die entsprechenden wells pipettiert wurden.

Die beiden verbleibenden wells wurden mit 100 ¢ | der Kal i brierl ©°s
(BLANK).
Im Anschluss wurden 100 ¢ | des Probenmateri al swelld n di e

pipettiert, wobei zur besseren Vergleichbarkeit, jedes EBC-Proben-well doppelt

angelegt wurde (siehe Abb. 6).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A 1000 1000 EBCO7 EBC17 EBC 28 EBC32 EBC 36 EBC 01 EBC 06 EBC 15 EBC 20 EBC41
B 500 500 RBCO7 EBC17 EBC 28 EBC32 EBC 36 EBC 01 EBC 06 EBC 15 EBC 20 EBC41
c 250 250 RBCO9 EBC25 EBC 29 EBC33 EBC37 EBC 02 EBC 08 EBC16 EBC21 EBC42
D 125 125 EBCO9 EBC25 EBC 29 EBC33 EBC37 EBC 02 EBC 08 EBC16 EBC21 EBC42
E 62,5 62,5 EBC 13 EBC26 EBC 30 EBC 34 EBC 38 EBCO3 EBC10 EBC18 EBC22 EBC 44
F 31,2 31,2 EBC 13 EBC26 EBC 30 EBC 34 EBC 38 EBCO3 EBC10 EBC18 EBC22 EBC 44
G 15,6 15,6 EBC 14 EBC27 EBC31 EBC 35 EBC 39 EBC 04 EBC11 EBC19 EBC 40 EBC 45
H BLANK BLANK EBC 14 EBC27 EBC 31 EBC35 EBC 39 EBC 04 EBC11 EBC19 EBC 40 EBC 45

|
. - o e mrmne srsssnsssannes :
{ ¥ I |
| Standard | | EBC-Kontrollen | | EBC-Patientlnnen |
Abb. 6 Verteilung des CAIX-Standards und der EBC-Proben innerhalb der 96-well-

Mikrotiterplatte

Die 96-well-Mikrotiterplatte wurde daraufhin mit einem Klebestreifen versehen und fur
zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schuttelgerat bei 550 rpm inkubiert. Die
Klebestreifen dienten dazu, die Lésungen vor &ul3erlicher Verunreinigung zu
schitzen und auch eine Vermischung des unterschiedlichen Inhalts der
verschiedenen wells zu vermeiden.

Wahrend der Inkubationszeit erfolgte die Bindung des auf der Platte befindlichen

CAIX-Antikorpers mit dem gesuchten CAIX-Antigen innerhalb der Proben.

Danach erfolgte die grundliche Waschung der Mikrotiterplatte mit der vorbereiteten
Waschpuffer-Losungi n ei nem speziel9@nPIA®Rt et Bawanb 6 e Efi
Group Ltd., SWITZERLAND). Dieser Reinigungsvorgang wurde viermal wiederholt
um sicherzustellen, dass alle Reste der Proben entfernt wurden, und sich nur noch

das gebundene Antigen auf der Platte befand.

Im Anschluss wurden 200 ¢ leines weiteren, diesmal polyklonalen CAIX-spezifischen
Antikorpers (CAIX Conjugate) in jedes well der Platte pipettiert. Dieser Antikorper
bindet an eine andere Doméane der CAIX als der auf der Platte befindliche coating-
Antikorper, und ist daruber hinaus mit dem Enzym Meerrettich -Peroxidase

konjugiert.

Versehen mit einem neuen Klebestreifen wurde die Mikrotiterplatte fur weitere zwei
Stunden bei Raumtemperatur und 550 rpm auf dem Schittelgerat inkubiert und

daraufhin wiederum viermal mit der Waschpuffer-Losung gereinigt.
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Durch die Bindung dieses neuen Antikorpers an die CAIX erfolgte die Bildung des
AK-Ag-AK-Komplexes.

Zum quantitativen Nachweis dieser Komplexe innerhalb der einzelnen wells wurden

im Anschluss jeweils200e | der vor ber ei t ebstatdlosanginede® ge nen

der 96 wells pipettiert. Danach wurde die Mikrotiterplatte fir 30 min auf einer
lichtgeschutzten, ebenen Flache inkubiert.

Wahrend der Inkubationszeit erfolgte, durch das Enzym Meerrettich-Peroxidase, die
Umsetzung der Substrat-Lésung zu einem farblich sichtbaren Reaktionsprodukt. Die

wells, die CAIX enthielten, erhielten durch diese Reaktion eine blauliche Farbung.

Im Anschluss wurde in jedes der 96 wells 50 ¢ | eschwefelsdurehaltigen Losung
(Stop Solution) pipettiert um die Reaktion zu beenden, was innerhalb der AK-Ag-AK-

Komplexe einen Farbumschlag von blau nach gelb initiierte (siehe Abb. 7).

y \\“‘-“

|

Abb. 7 CAIX-ELISA: Farbumschlag vor und nach Zugabe der Stop Solution

Unmittelbar danach wurde die optische Dichte (OD) der einzelnen wells der
Mikrotiterplatte mit dem Photometer (SpectraMax® Plus®®*, Molecular Devices
Corporation, California, USA) bei einer Wellenlange von 450 nm und einer

Wellenlangenkorrektur von 570 nm vermessen.
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2.4.2Nachweisdesbasic fibroblast growth factor

Der quantitative Nachweis der FGF-b-Konzentration innerhalb der EBC-Proben

erfolgte ebenfalls mit der oben beschriebenen Sandwich-ELISA-Technik.

Fur die Durchfihrung des Assays wurde der Human FGF basic Immunoassay von
QUANTAKINE® (HSFBOOD; R&D Systems Inc., Minneapolis, USA) verwendet.
Dieser Assay ermdglicht die Detektion von FGF-b bis zu einem mittleren minimalen
Dosisbereich von 0,03 pg/ml.

Die zur Anwendung gebrachte 96-well-Mikrotiterplatte war bereits mit einem

monoklonalen AK gegen FGF-b vorbeschichtet.

Vor der Durchfihrung des Assays mussten die Reagenzien fir die Analyse, sowie
das Probenmaterial, auf Raumtemperatur erwarmt werden. Darlber hinaus wurden

die entsprechenden Reagenzien laut Arbeitsanleitung vorbereitet:

1 Waschpuffer-Losung: 100 ml des Puffer-Konzentrats wurden in 900 ml
dH,O gelést, um in Summe 1000 ml der
Waschpuffer-Losung zu erhalten.

1 FGF-b-Standard: Das Flaschchen mit lyophilisiertem FGF-b-Standard
enthielt 200 pg des humanen FGF-b und wurde mit
1 ml dHO in Ldsung gebracht um eine
Stammldsung zu generieren, die 200 pg/ml FGF-b
enthielt. Diese Stammldsung diente der Anfertigung
einer Standard-Verdinnungsreihe und musste vor
der Anwendung 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert werden.

1 Substrat-Lésung: Das lyophilisierte, NADPH-haltige Substrat wurde
mit 6 ml des entsprechenden Verdinnungmittels
(Substrate Diluent) in Losung gebracht. Die Lésung

musste innerhalb von 10 min angewendet werden.
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1 Verstarker-Losung: (Amplifier Solution)
Die innerhalb des Flaschchens befindlichen
lyophilisierten Enzyme wurden mit dem
entsprechenden Verdinnungsmittel (Aplifier
Diluent) in Ldésung gebracht und far 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Verwendung der so
generierten Lésung musste ebenfalls binnen 10 min

erfolgen.

Wie bereits beim CAIX-ELISA beschrieben, wurde zunéchst eine Standardreihe
erstellt, wobei sieben Rohrchen mit absteigenden Konzentrationen der zuvor
gemischten Stammldsung generiert wurden:

Die Endkonzentrationen der Standardreihe enthielten 20 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml,
2.5 pg/ml, 1.25 pg/ml, 0.625 pg/ml und 0.313 pg/ml FGF-b.

Die Kalibrierlésung selbst diente als Nullwert (0 pg/ml).

Nach den entsprechenden Vorbereitungen wurden zunachst 100 ¢ | ei ner
vorgefertigten Proteinlésung (Assay Diluent) in jedes der 96 wells der Mikrotiterplatte

pipettiert. Daraufhin wurde die Standardreihe in den ersten beiden Blocken der 96-

well-Platte generiert, indem jeweils 100 ¢ | der vorbereiteten St

absteigenden Konzentrationen in die entsprechenden wells pipettiert wurden.

Die beiden verbleibenden wells wurden mit 100 ¢ | der Kal i brierl ©°s
(BLANK).
Im Anschluss wurden 100 ¢ | des Pr ob e n maverideibenddn swells n di e

pipettiert, wobei zur besseren Vergleichbarkeit, jedes EBC-Proben-well doppelt

angelegt wurde (siehe Abb. 8).
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|
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| EBC-Kontrollen | | EBC-Patientlnnen |

I 1

Standard

Abb. 8 Verteilung des FGF-b-Standards und der EBC-Proben innerhalb der 96-well-
Mikrotiterplatte

Die 96-well-Mikrotiterplatte wurde daraufhin mit einem Klebestreifen versehen und fur
zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schittelgerét bei 550 rpm inkubiert. Die
Klebestreifen dienten dazu, die Losungen vor &ul3erlicher Verunreinigung zu
schitzen und auch eine Vermischung des unterschiedlichen Inhalts der
verschiedenen wells zu vermeiden.

Wahrend der Inkubationszeit erfolgte die Bindung des auf der Platte befindlichen
FGF-b-Antikorpers mit dem gesuchten FGF-b-Antigen innerhalb der Proben.

Im Anschluss erfolgte die grundliche Reinigung der Mikrotiterplatte mit der
vorbereiteten Waschpuffer-Losung am APl at g s Reafie Washer E,
Group Ltd., SWITZERLAND). Dieser Vorgang wurde sechsmal wiederholt um alle
Probenreste zu entfernen und zu garantieren, dass sich nur noch das gebundene

Antigen auf der Platte befand.

Danach wurden 200 ¢ | ei nes F@febrspeeifisehen Antikorpers (FGF-b
Conjugate) in jedes well der Platte pipettiert. Dieser Antikorper bindet an eine andere
Domane des FGF-b als der auf der Platte befindliche coating-Antikdrper, und ist zur
Quantifizierung der gebildeten AK-Ag-AK-Komplexe mit dem Enzym Alkalische

Phosphatase konjugiert.

Da dieses Enzym auch im menschlichen Speichel nachgewiesen wurde, war es von
grolRer Relevanz wahrend der Arbeit eine Maske und Handschuhe zu tragen, um das

Probenmaterial nicht zu kontaminieren.
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Versehen mit einem neuen Klebestreifen wurde die Mikrotiterplatte flr weitere zwei
Stunden bei Raumtemperatur und 550 rpm auf dem Schuttelgerat inkubiert und
daraufhin wiederum sechsmal mit der Waschpuffer-Losung gereinigt.

Im Anschluss daran wurden jeweils 50 ¢ | d er iteteo Subgrat-£0sung in alle
wells der Mikrotiterplatte pipettiert und diese wiederum fir eine weitere Stunde, wie
oben Dbeschrieben, auf dem Schuittelgerat inkubiert, um die enzymatische

Farbreaktion ablaufen zu lassen.

Nach der Inkubationszeit wurden 50 ¢ | der zuvor vor blé&sumgiint et en

alle wells der Mikrotiterplatte pipettiert und die Platte flr weitere 30 min auf dem
Schittelgerat inkubiert. Durch die Zugabe der Verstarker-Lésung erfolgte eine

Intensivierung der Farbreaktion (siehe Abb. 9).

Abb. 9 FGF-b-ELISA: Farbintensivierung nach Zugabe der Amplifier Solution

ImAnschlus s daran erfol gte dur c hschvefgsaurehaltigen e n

Losung (Stop Solution) in alle 96 wells das Ende der Reaktion, was bei diesem

Assay keinen Farbumschlag initiierte.

Unmittelbar danach wurde die optische Dichte (OD) der einzelnen wells der
Mikrotiterplatte mit dem Photometer (SpectraMax® Plus®®*, Molecular Devices
Corporation, California, USA) bei einer Wellenlange von 490 nm und einer

Wellenlangenkorrektur von 690 nm vermessen.
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