Abschlussbericht zum Vorhaben

,2Entwicklung proteinanalytischer Verfahren
zur ldentifikation von Kandidatenmarkern
zur Unterstitzung der (Frih-)Diagnose
asbestassoziierter Lungen- und

Pleuratumoren“ (FP-0339)

Laufzeit
01.03.2013 — 30.06.2015

Bericht vom 11.11.2015

Autoren

Prof. Dr. K. Gerwert (Leitung des Verbundprojekts)
Prof. Dr. B. Sitek (Leitung MPC)
Prof. Dr. T. Brining (Leitung IPA)
Prof. Dr. T. Behrens, MPH (Leitung WESZ)
Dr. G. Johnen (Leitung Epigenetik)
Prof. Dr. L. Freitag und Dr. K. Darwiche, MPH
(Leitung Interventionelle Pneumologie/Bronchologie)

Dr. M. Altmayer, MPH und Prof. Dr. G. Stamatis (Emeritus,
Leitung Thoraxchirurgie und thorakale Endoskopie)

Prof. Dr. K. W. Schmid und Prof. Dr. D. Theegarten (Leitung
Institut far Pathologie)

1/67



Inhaltsverzeichnis

Kurzfassung deutsch

Kurzfassung englisch

1. Problemstellung

2. Forschungszweck/-ziel

3. Methodik

4. Ergebnisse des Gesamtvorhabens

5. Auflistung der fir das Vorhaben relevanten Veroffentlichungen, Schutzrechtsanmeldungen
und erteilten Schutzrechte von nicht am Vorhaben beteiligten Forschungsstellen

6. Bewertung der Ergebnisse hinsichtlich des Forschungszwecks/-ziels, Schlussfolgerungen
7. Aktueller Umsetzungs- und Verwertungsplan

8. Anhang/Anhange

Unterschriftenseite verpflichtend fir Kooperationsprojekte

2/67



Kurzfassung deutsch

Fiir die nachgehende Vorsorge von Versicherten, die in der Vergangenheit gegeniiber krebserzeugenden
Gefahrstoffen exponiert waren, werden Methoden bendtigt, um Tumoren frihzeitiger zu erkennen und
damit die Behandlungschancen fiir Erkrankte zu verbessern.

Im Rahmen des Projekts konnten verschiedene Markerkandidaten, die potentiell zur Fritherkennung von
Lungen bzw. Pleuratumoren geeignet sind, erfolgreich identifiziert werden. Dabei wurden in der ersten
Projekt-Phase, deren Schwerpunkt auf der Identifizierung neuer Marker und Nachweismethoden lag
(Discovery-Phase), v. a. biophotonische und proteinanalytische Verfahren sowie epigenetische Marker
und die Atemluftdiagnostik durch lonenmobilitatsspektrometrie angewandt.

Es wurden rund 850 Probanden fiir die Studie rekrutiert. Die Pathologie klassifizierte zunachst alle
Proben entsprechend der aktuellen Leitlinien und stellte diese den Plattformen zur Verfligung. Fiir die
einzelnen Tumorentitdten und Vergleichskollektive wurden ergdnzend microRNA-Profile erstellt, die zur
Unterscheidung beitragen kdonnen.

Mittels der nichtinvasiven lonenmobilitatsspektrometrie wurde die Ausatemluft von Patienten, die mit
dem Verdacht auf einen bosartigen Lungen- oder Pleuratumor in der Ruhrlandklinik aufgenommen
wurden, analysiert. Die gefundenen, charakteristischen Muster werden zur Zeit abschlieRend
ausgewertet. Flr die spektrale Histopathologie mittels FTIR-Imaging konnte eine spektrale Datenbank
generiert werden, die eine automatisierte Erkennung von Lungentumoren und Mesotheliomen auf Basis
spektraler Biomarker erlaubt. Auf Grundlage dieser Gewebecharakterisierung mit anschliefender
Lasermikrodissektion, Proteomanalyse und lIdentifikation von differentiellen Proteinen wurden in
Kooperation zwischen Biophysik und Proteomik zahlreiche neue Biomarkerkandidaten identifiziert, um
Mesotheliome und deren Subtypen (epitheloide und sarkomatoide Wachstumsform) zu detektieren.

Ein mutmalRlich entscheidender, translationaler Einsatz der spektralen Histopathologie kann in der ,just-
in-time” und ,,on-site” Diagnostik wahrend Interventionen und Operationen liegen. Durch die spektrale
Histopathologie konnte somit die klassische pathologische Diagnostik ergdnzt und beschleunigt werden.
Dadurch kénnte die vollstandige Resektion im Gesunden intraoperativ bereits bestatigt werden, was
Nachoperationen oder -behandlungen mit Bestrahlung oder Chemotherapie deutlich reduzieren kénnte.

Im Rahmen von epigenetischen Gewebeanalysen konnten (ber 800 Markerkandidaten auf der Ebene
der DNA-Methylierung identifiziert werden. Zudem konnte der Nachweis einiger potentieller
Lungenkrebs-Marker bereits erfolgreich in kleinen Biopsien sowie in Speichel- und Blutproben bestatigt
werden.

Die neu identifizierten, zahlreichen Markerkandidaten ermoglichen die Zusammenstellung von
sogenannten Panels aus epigenetischen und Protein-Markern, um die Nachweisempfindlichkeit im
Vergleich zu einzelnen Testverfahren zu erhéhen. Sobald sich diese Multimarker-Panels in leicht
zuganglichen Korperflissigkeiten wie Blut und Speichel verifizieren und anschliefend in einer
prospektiven Studie fir die Friherkennung von Tumoren validieren lassen, wiirden dringend bendtigte
und fiur die Versicherten nicht belastende Testverfahren fir die Sekundarprdavention zur Verfigung
stehen. Hier bietet sich beispielsweise eine Ergdnzung zu radiologischen Verfahren an, wie die
hochauflosende Niedrig-Dosis-Computer-Tomographie (LD-HRCT), die derzeit von der DGUV im Rahmen
einer erweiterten Vorsorge angeboten wird.
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Summary

For surveillance of workers formerly exposed to carcinogens, new screening methods to diagnose
tumors at an early stage and to improve the chances for treatment are needed.

Several candidate markers, potentially capable of the (early) diagnosis of tumors of the lung and pleura,
have been successfully identified in the project. The first phase of the project from 2013-2015 focused
on the discovery phase, in which biophotonical and proteome-analytical methods as well as epigenetic
makers and the diagnosis of breathable air by ion mobility spectrometry technology were applied.

Approximately 850 subjects were included in the study. Pathology classified all specimens according to
current clinical guidelines and provided the research platforms with them. In addition, microRNA
profiles were investigated for the different tumour entities and control samples, which allowed for
discrimination of different tumor subtypes.

Using ion-mobility-spectrometry, exhaled air of patients attending the Ruhrlandklinik in Essen with a
suspected diagnosis of lung or pleural cancer was analyzed. The identified spectrometry patterns are
currently analyzed.

Using FTIR-Imaging techniques, a spectral data bank for “spectral histopathology” was created, which
was used to identify spectral biomarkers, allowing for an automated detection of lung tumours. We
combined the spectral detection with laser microdissection of tissue slides and a subsequent
identification of differentially expressed proteins to select a collective of mesothelioma samples, in
which we differentiated two different histological subtypes (epithelioid vs. sarcomatoid). Applying this
new workflow of spectroscopic characterization, laser microdissection and proteome analysis, new
candidate markers were identified, which are capable of differentiating between the two
aforementioned subtypes.

A promising translational application of these methods may be “just-in-time” or “on-site” diagnostics
during surgery. Here, spectral histopathology may complement the classical pathological diagnostics and
accelerate clinical diagnosis. This would allow implementing the “new” classification of pulmonary
adenocarcinomas from 2012 regarding the assessment of the extent of surgery. Also, resection “in
healthy tissue” could be confirmed intraoperatively, which could reduce the need of follow-up
operations or subsequent treatment with irradiation or chemotherapy.

On the level of DNA-methylation, more than 800 marker candidates were identified by epigenetic tissue
analysis. Moreover, the evidence of potential markers for lung cancer has successfully been confirmed in
small biopsies as well as in salvia and blood samples.

The newly identified marker candidates allow for the composition of panels of epigenetic and protein
markers with enhanced sensitivity. As soon as these multi marker panels are verified in non-invasive
body fluids like blood or salvia and validated in prospective studies, simple and non-invasive marker
tests would be available for secondary prevention. These panels may also be used in addition to
radiological procedures such as low-dowse high-resolution computer tomography (LD-HRCT), currently
offered by the DGUV for past exposure examinations.
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1. Problemstellung

Lungenkrebs gehort zu den haufigsten Krebserkrankungen in Deutschland. Fir 2014 wurden ungefahr
56.000 Lungenkrebs-Neuerkrankungen in Deutschland vorhergesagt (RKI 2013).

Neben Faktoren wie Rauchen und wohnortbedingter Radonbelastung gibt es zahlreiche berufsbedingte
Expositionen, die zu einem erhdhten Risiko fihren, an Tumoren der Lunge oder der Pleura zu erkranken.
Hierzu zahlt besonders eine berufsbedingte Exposition gegeniliber Asbest (Cassidy et al. 2006).
Asbestbedingte Tumoren der Lungen kdnnen in Zusammenhang mit einer beruflichen Exposition als
Berufskrankheit anerkannt werden (BK 4104, 4114). Im Jahr 2014 wurde bei tber 850 Personen eine
Berufskrankheit (BK 4104, 4114) im Zusammenhang mit einem asbestbedingten Lungentumor neu
anerkannt. Auch die Zahl der asbestassoziierten Mesotheliome (BK 4105) ist aktuell mit rund 1000
anerkannten Berufskrankheiten pro Jahr weiterhin auf einem sehr hohen Niveau (DGUV-Statistiken flr
die Praxis 2014). Daneben gibt es eine Vielzahl anderer Kanzerogene, wie Chrom, Nickel, Quarz, PAK
oder ionisierende Strahlen, die fiir sich alleine oder in Kombination (Synkanzerogenese) geeignet sind,
beruflich bedingte Lungentumoren hervorzurufen. Es ist davon auszugehen, dass weitere
Verdachtsstoffe (K2 Stoffe gem. MAK-Liste) in den kommenden Jahren als gesicherte
Lungenkanzerogene beschrieben werden.

Durch die intensivierten Praventionsmafnahmen liegt der Beginn insbesondere hoher beruflicher
Expositionen gegeniber krebserzeugenden Gefahrstoffen in der Regel viele Jahre zurlck.
Nichtsdestotrotz ist aufgrund der jahrzehntelangen Latenzzeiten zwischen Exposition und
Erkrankungsbeginn mit einer weiterhin hohen Inzidenz an beruflich bedingten Lungentumoren und
Mesotheliomen zu rechnen. Trotz eines Asbestverbotes in Deutschland Anfang der neunziger Jahre
muss also auch weiterhin mit hohen Erkrankungszahlen gerechnet werden.

Hinsichtlich der Friherkennung von Lungen- und Pleuratumoren ist eine regelmaRige
arbeitsmedizinische Vorsorge essentiell, um die Prognose dieser Tumoren zu verbessern. Die ehemals
asbestexponierten Beschéaftigten werden daher im Rahmen von Nachuntersuchungen und
nachgehenden Untersuchungen nach Beendigung der Exposition durch den Organisationsdienst fir
nachgehende Untersuchungen (ODIN) der gesetzlichen Unfallversicherungstrager sowie die
Gesundheitsvorsorge der DGUV (GVS) betreut. Mit diesem optimierten Konzept zur Sekundarpravention
wird eine frihzeitige Diagnose von Tumorerkrankungen angestrebt, die eine wichtige Voraussetzung fir
einen erfolgreichen Therapieansatz darstellt.

Aktuell werden im Rahmen von Vorsorgeuntersuchungen der Lunge verschiedene radiologische
Verfahren angewandt, wie z.B. die Réntgen-Ubersichtsaufnahme des Thorax oder die Computer-
Tomographie (CT), die aufgrund der Strahlenbelastung allerdings nur eingeschrankt fir
Hochrisikogruppen empfohlen werden. Das HRCT-basierte Screening kann jedoch noch nicht als
Methode der Wahl fiir ein generelles Lungenkrebsscreening angesehen werden.

Da mit den derzeit verwendeten Untersuchungsmethoden somit eine hinreichend friihzeitige Diagnose
eines Lungentumors bzw. Mesothelioms fiir die Allgemeinbevélkerung und fir beruflich exponierte
Arbeitnehmer nur mit Einschrankung maoglich ist, sollen im Rahmen der beantragten Studie Kandidaten
fir neue, spektrale und molekulare Marker zur Friherkennung von Lungentumoren bzw.
Mesotheliomen auf Grundlage proteinanalytischer Verfahren entwickelt werden, mit denen eine
erfolgreiche Sekundarpravention moglich ist.
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In der hier durchgefiihrten Identifizierungsphase der Studie werden zunadchst verschiedene
Korpermaterialien (z. B. Gewebe) auf geeignete Biomarkerkandidaten hin untersucht. Die sich
anschlieende Verifizierung testet die identifizierten Markerkandidaten in einem unabhdngigen
Patientenkollektiv. Die abschliefende Validierungsphase hat zum Ziel, die gewonnenen Biomarker auf
ihre Validitat in der praktischen Anwendung hin zu testen. Fir den Einsatz in der arbeitsmedizinischen
Vorsorge (z. B. in der G 1.2 Asbestfaserhaltiger Staub) sollen die entwickelten Marker schliefRlich auch in
nicht-invasiv oder minimal-invasiv gewonnenen Proben (z. B. in Blut-, Sputum- oder Ausatemluftproben)
nachgewiesen werden kdnnen.

Zur Validierung kann fiir Mesotheliome u. a. die am IPA laufende Studie MoMar dienen, in der in einem
prospektiven Design neue, nicht-invasive Marker fiir die Friherkennung von Mesotheliomen und
anderen asbestbedingten Tumoren fiir einen Einsatz bei nachgehenden und Nachuntersuchungen
getestet und validiert werden. Da ein einzelner Marker kaum eine hinreichende Sensitivitat und
Spezifitat zur Detektion eines spezifischen Tumors erreichen kann, wird innerhalb der MoMar-Studie
auch ein Panel von mehreren verschiedenen Markern (Multimarker-Panel) zusammengestellt und
getestet, um die Friiherkennung weiter zu optimieren. Mehrere Marker kdnnen sich — insbesondere
auch, wenn sie von verschiedenen molekularen Ebenen (Proteine, DNA, RNA, Metaboliten) stammen —
gegenseitig erganzen.

2. Forschungszweck/-ziel

Ziel des Projektes war es, neue nicht-invasive Biomarkerkandidaten fiir die Friherkennung zu
identifizieren, die thorakale Tumoren friher und sicherer aufdecken, um derzeit teure und belastende
diagnostische Verfahren (u. a. die Computertomographie, CT) langfristig zu ergdnzen und zielgerichteter
einsetzen zu koénnen. Das Projekt fokussierte sich dabei zunachst auf die Identifizierungsphase
(,Discovery“-Phase) der Biomarker-Entwicklung, d.h. die Entdeckung neuer Markerkandidaten.
Entsprechend ist das beantragte Projekt zunadchst auf zwei Jahre begrenzt, u. a. um besser abschatzen zu
kénnen, wie erfolgversprechend der Ansatz ist. In folgenden Studienphasen missen die identifizierten
Markerkandidaten dann sowohl methodisch bzw. an unabhangigen Patientenkollektiven (Verifizierung)
als auch in prospektiven Studien (Validierung) bestatigt werden (Details s. Kap. 3.1 ,Phasen der
Biomarkerentwicklung®).

Bei der Identifizierung von neuen Biomarkerkandidaten in Patientenkollektiven sind die entscheidenden
Eigenschaften eines Biomarkers, dass er mit hinreichender Spezifitdt und Sensitivitdt zwischen kranken
und gesunden Personen unterscheiden kann sowie hinreichend stabil und feldtauglich ist.
Optimalerweise schlieRt dieser Weg jedoch nicht aus, dass die identifizierten Marker gleichzeitig
wertvolle Hinweise auf generelle und individuelle Mechanismen der Krebsentstehung — auch in
Frihphasen — geben und so einerseits Targets fiir neue oder bereits bestehende Therapien liefern als
auch eine wesentliche Grundlage der personalisierten Medizin bilden (Stricker et al. 2011; Gonzalez-
Angulo et al. 2010; Tan et al. 2009).

Die sich an dieses Projekt anschlieenden Phasen der Markerentwicklung, die Verifizierungs- und
Validierungsphase, haben zum Ziel, die identifizierten Biomarkerkandidaten auf ihren klinischen Nutzen
zu testen. FUr den Einsatz in der arbeitsmedizinischen Vorsorge sollen die entwickelten Marker
schlieRlich auch in nicht-invasiv oder minimal-invasiv gewonnenen Proben (z. B. in Blut-, Sputum- oder
Ausatemluftproben) nachgewiesen werden konnen. Die Entwicklung preiswerter und einfach
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anzuwendender Tests flir abschlieflend validierte Marker ist insbesondere fiir proteinbasierte Marker
moglich, da sich hier preiswerte immunbasierte Assays anbieten.

Die Spektroskopie/Imaging-Plattform soll soweit etabliert werden, dass sie langfristig in die
Routinediagnostik integriert werden kann. Dabei werden zunidchst verschiedene Probenmatrices
unabhangig voneinander untersucht, um dann deren Ergebnisse miteinander zu korrelieren. Der Vorteil
dieses biophotonischen Verfahrens besteht darin, dass diese Methode, sobald sie implementiert und
validiert wurde, sich in Zukunft mit relativ preiswerten (<30 T€) und kompakten FTIR Spektrometern
durchfiihren lasst. So wird angestrebt, dass — zumal praktisch keine weiteren Kosten fir
Verbrauchsmaterial anfallen — die Vibrationsspektroskopie zukiinftig ohne hochspezifische
Vorkenntnisse direkt in den Kliniken oder GroRpraxen als Routinediagnostik (point-of-care) eingesetzt
werden soll. Entscheidend fiir die Diagnostik ist der Abgleich der Spektren mit der hier im Projekt
aufgebauten Datenbank.

Nach Validierung der Methodik sind darlber hinaus in der Thoraxchirurgie auch Anséatze fiir einen
translationalen Einsatz der Biospektrometrie zur Bestimmung des Resektions-AusmaRes und der
Tumorfreiheit von Absetzungsstellen moglich. Hierbei sind sowohl intraoperative Einsatzmaoglichkeiten
bzw. ex-vivo-Bestimmungen denkbar. Erste Kontakte zu externen Partnern sollen aufgebaut und
Diagnoseauftrage angenommen werden.

3. Methodik

3.1 Studiendesign und Studienkollektiv

Das Ruhrgebiet als einmaliger, nationaler Ballungsraum mit vielen Bezligen zum Bergbau, der
Stahlverarbeitung und Energiegewinnung (alle mit hohem Asbestumsatz in der Vergangenheit) hat einen
Bevolkerungsanteil mit (iberdurchschnittlich hohem Patientenanteil mit beruflicher Asbestexposition
mit konsekutiv unterschiedlichen Krankheitsbildern und -ausprdagungen. Als Einrichtung des
Gesundheitscampus NRW flhrt das Europdische Proteinforschungsinstitut PURE (Protein-research Unit
Ruhr within Europe) Kompetenzen aus der angewandten Grundlagenforschung und der klinischen
Krebsforschung zusammen. Fiir dieses Forschungsprojekt erganzt die Ruhrlandklinik aufgrund ihres
Patienteneinzugsgebietes und der eigenen medizinisch-wissenschaftlichen Expertise in idealer Weise die
analysierenden Plattformtechnologien von PURE.

Studiendesign

Die vorliegende Studie wurde im Rahmen einer Querschnittstudie durchgefiihrt. Zur Detektion von
Biomarkern wurden verschiedene Korpermaterialien in verschiedenen Methodenplattformen
untersucht. Dabei wurden Biomaterialien von Patienten mit verschiedenen Tumorentitdten miteinander
und mit denen von gesunden Probanden verglichen.

Die Probanden rekrutierten sich aus Patientinnen und Patienten mit einer Erkrankung an Lungen- und
Pleuratumoren, die sich in der Ruhrlandklinik zur Diagnostik oder zu einem thoraxchirurgischen Eingriff
vorstellten. Zusatzlich wurden Probanden mit gutartigen Erkrankungen der Lunge und Pleura sowie mit
Lungen- und Pleurametastasen primar anderenorts lokalisierter Tumoren rekrutiert. Gesunde
Kontrollprobanden rekrutierten sich aus bevélkerungsbezogenen Kontrollen aus der Studienregion, die
Uber das Einwohnermeldeamt angeschrieben wurden.

Die Studie wurde in pseudonymisierter Form durchgefiihrt, wozu ein Treuhdnderkonzept erarbeitet
wurde. Dabei wurde von dem Datenschutzkonzept und dem darin integrierten
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Pseudonymisierungsverfahren profitiert, welches durch das Wissenschaftliche Studienzentrum im
Rahmen des PURE-Projektes entwickelt und vom Datenschiitzer der Ruhr-Universitdt Bochum bereits
genehmigt worden war. Aufgrund der Kongruenz in wesentlichen Merkmalen der Studie war eine
weitgehende Ubertragung des Konzeptes moglich.

Es muss betont werden, dass das hier vorliegende Studiendesign es nicht erlaubt, kausale
Zusammenhinge zwischen der friithzeitigen Diagnose eines Tumors der Lunge oder Pleura und den ihn
verursachenden Faktoren z.B. einer beruflichen Einwirkung gegeniiber bestimmten Gefahrstoffen wie
polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen, Chrom, Nickel, Partikel, Asbest 0.3. zu erkennen. Dies
gilt fir samtliche FriherkennungsmaRnahmen und ist vollstindig unabhangig von der Wahl der
diagnostischen Methoden, da z.B. ein durch polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe verursachter
Lungentumor grundsatzlich eine &hnliche Pathophysiologie aufweist wie ein Chrom- oder Nickel-
induzierter Lungentumor. Auch eine HRCT ist per se nicht in der Lage, die verursachende Noxe (z.B.
Asbest) eines Lungentumors zu identifizieren. Erst im Zusammenhang mit der Wahl geeigneter
Hochrisiko-Kollektive wie denjenigen der DGUV (ODIN, ZeBWis, etc.) und durch den Vergleich mit nicht
exponierten Kontrollpersonen kdnnten moglicherweise kausale Risikofaktoren identifiziert werden.
Dementsprechend ist vorgesehen, die identifizierten Biomarker zum frithestmoglichen Zeitpunkt zu
Studienzwecken in zukiinftige oder bereits laufende Studien der DGUV (z. B. MoMar) zu integrieren bzw.
in die arbeitsmedizinische Nachsorge von vormals gegeniiber Kanzerogenen exponierten Beschéaftigten
zu implementieren.

Phasen der Biomarkerentwicklung

Bevor ein Biomarker in der klinischen Praxis eingesetzt werden kann, muss er mehrere Phasen der
Biomarkerentwicklung durchlaufen, in denen der Nutzen eines Markers fir die Friherkennung bzw.
Diagnostik unter Beweis gestellt werden muss (Pesch et al. 2014, Pepe et al. 2008). Grob unterteilen
lassen sich hier die Identifizierung, die Verifizierung und die Validierung (Abb. 1).

Entdeckung / Phase 1 - Querschnittstudie (Fall-Kontroll-Studie)
(,Discovery) Identifizierung von neuen Markern

¥

Verifizierung / Phase 2 - Querschnittstudie (Fall-Kontroll-Studie)
Verifizierung auf versch. Ebenen: - mechanistisch

- unabh. Kollektiv

Ent\{‘—’lelung <msmsmmmmmm - unabh. Methode

_ feldtauglicher Assays

¥

Validierung / Phase 3 - Prospektive Kohortenstudie

(Eingebettete Fall-Kontroll-Studie)
( ProbGNba“k)

Abb. 1: Phasen der Biomarker-Entwicklung
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In der allgemeinen Biomarker-Entwicklung werden haufig nur zwei Entwicklungsphasen angegeben
(Identifizierung und Validierung). Dabei ist die hier als ,Verifizierung” bezeichnete Phase haufig Teil der
Validierung. Biomarker zur Friiherkennung konnen abschlieBend nur mit einer aufwandigen
Langsschnittstudie (Kohortenstudie) validiert werden. Bevor also das wertvolle Probenmaterial einer
Kohorte fiir die Validierung neu entdeckter Marker verwendet wird, sollten diese Marker in einem
separaten Schritt mit einer unabhangigen Methode und einem unabhadngigen Patientenkollektiv
verifiziert werden.

Der erste Schritt der Biomarkerentwicklung, auf den sich die aktuelle Projektphase konzentriert hat,
wird als ldentifizierungs- oder Entdeckungsphase (,Discovery”) bezeichnet. In dieser Phase gilt es,
moglichst viele Biomarkerkandidaten zu identifizieren, die gut zwischen (an Krebs) erkrankten und nicht
erkrankten Personen unterscheiden kdnnen. Typischerweise wird die Identifizierung im Rahmen von
klinischen Querschnittstudien durchgefiihrt, in denen pravalente Krebsfalle in allen klinischen Stadien
mit einem Sample von Patienten, deren maligner Anfangsverdacht sich nicht bestatigt hat, verglichen
werden. Querschnittstudien sind durch zahlreiche Verzerrungsquellen gekennzeichnet, die kiinstliche
Konzentrationsunterschiede von Markern zwischen Kranken und Gesunden bedingen kénnen. Eine
erfolgreiche Abgrenzung zwischen pravalent kranken Krebsfdllen (hdufig in mittleren und spaten
Stadien) und gesunden Probanden sagt dariber hinaus nichts tber die Fahigkeit eines Markers aus,
frihe Tumorstadien im Rahmen der Fritherkennung zu detektieren. Hinzu kommt, dass sich im Rahmen
der Discovery i.d.R. viele Marker, z.B. auf Basis von chipbasierten Technologien identifizieren lassen, die
allein auf statistischen Zufallsbefunden beruhen. Es ist daher typisch, dass sich im Laufe der
Markerentwicklung die Zahl der getesteten Biomarkerkandidaten drastisch reduziert (Pesch et al. 2014,
Behrens et al. 2014).

Zur Reduzierung dieser Storfaktoren und Verzerrungsquellen dient die ,Verifizierung®, die mit
unabhangigen Methoden, und optimalerweise in einem unabhangigen klinischen Sample erfolgen sollte.
Zudem sollten die Marker auch in Hinblick auf den Pathomechanismus der Tumorerkrankung einen Sinn
ergeben.

Die abschlieRende ,Validierung” bezeichnet die Untersuchung der nach dem Selektionsschritt der
Verifizierung Gbrig gebliebenen Marker in einem prospektiven Kollektiv von zu Studienbeginn noch nicht
erkrankten Personen, die in regelmaRigen Abstdnden wieder eingeladen werden, um eine Bioprobe
abzugeben, bis sie die Zielerkrankung entwickelt haben. Dieser Schritt ist entscheidend, um feststellen
zu kénnen, ob ein Marker die Krebserkrankung in einem Friihstadium vor einer klinischen Diagnose
detektiert, so dass der betroffene Patient friihzeitig einer Therapie zugefiihrt werden kann. Da
prospektive Studien eine lange Zeit und hohe Logistik erfordern, durchlaufen viele Kandidaten aus
publizierten Biomarkerstudien diese Phase nicht (Behrens et al. 2014).

Um eine ausreichende Zahl von Erkrankungsféllen beobachten zu kénnen, bietet es sich deshalb an, die
prospektive Validierung an einem Kollektiv von Personen durchzufiihren, die ein hohes Risiko fiir die
Entwicklung der untersuchten Krebserkrankung aufweisen. Derartige Hochrisikokollektive von
Beschiéftigten, die in der Vergangenheit Umgang mit karzinogenen Arbeitsstoffen hatten, stehen z.B. im
Rahmen der Nachgehenden Untersuchungen der DGUV zur Verfligung.

Da diese Beschaftigten sich von der Allgemeinbevolkerung unterscheiden, ist es i.d.R. anschlieRend noch
erforderlich, die validierten und zur Marktreife gebrachten Marker in der Allgemeinbevolkerung zu
testen. Hier kénnen dann auch randomisierte Studien zum Einsatz kommen, die belegen, ob ein
bevélkerungsweites Screening mit Markern zu einem Uberlebensvorteil der gescreenten Personen fiihrt.
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Eine gesenkte Mortalitat durch Fritherkennung stellt eine Grundvoraussetzung fiir die Anwendung von
FriherkennungsmaBnahmen dar (Pepe et al. 2008).

Leider herrscht in der Literatur hinsichtlich der einzelnen Phasen der Biomarkerentwicklung nicht immer
Begriffsklarheit, da viele Autoren den Begriff ,Validierung” auch fiir die methodische Verifizierung bzw.
Verifizierung in einem unabhédngigen Probandenkollektiven verwenden (Brenner und Normolle 2007).
Um hier eindeutige Begriffe zu verwenden, haben wir uns entschlossen, die unabhangige und
methodische ,Validierung” eines Markerkandidaten unter den Begriff der ,Verifizierung” zu fassen.
Diese begriffliche Klarstellung dndert aber nichts am typischen Verlauf der Markerentwicklung, der mit
der Validierung in prospektiven Studien abschlieRen muss.

Workflow

Die Einbindung des europaischen Proteinforschungskonsortiums PURE, in welchem proteinbasierte
Methoden und Biomarker fir die Frihdiagnostik von onkologischen und neurodegenerativen
Erkrankungen entwickelt werden, gewdhrleistet die Bereitstellung der an eine erfolgreiche
Biomarkeridentifizierung geforderten strukturellen und forschungstechnischen Grundvoraussetzungen.
Auf den in PURE bereits existierenden Strukturen aufbauend, wird im Rahmen des gemeinsamen
Projekts mit Klinikern der Essener Ruhrlandklinik und dem Institut fir Pathologie der Universitat
Duisburg-Essen ein effizienter Workflow fir die Entwicklung proteinanalytischer Verfahren zur
Identifikation von Markerkandidaten zur Unterstlitzung der (Friih-)Diagnose asbestassoziierter Lungen-
und Pleuratumoren etabliert (Abb. 2).

Der Workflow integriert unter der Uberschrift ,Klinik“ die beiden klinischen Bereiche Interventionelle
Pneumologie/Bronchologie und Thoraxchirurgie und thorakale Endoskopie sowie das Institut fur
Pathologie, ein Studienzentrum, die beiden Plattformtechnologien Biophotonik und Proteomik sowie die
Bioinformatik.

Der Bereich ,Klinik” ist insbesondere fiir die Probengewinnung, die klinische Charakterisierung des
Probenmaterials aber auch die pathologisch-anatomische und zytologische Charakterisierung des
Probenmaterials zustandig. Begleitend werden hier allerdings auch die Atemluftdiagnostik durch
lonenmobilitatsspektrometrie und Micro-RNA-Screenings durchgefiihrt.

Das Studienzentrum entwickelt die fiir die Durchfihrung der Studien erforderlichen Ethik- und
Datenschutzkonzepte, entwickelt die Probandeninterviews, fihrt MaBnahmen zur Qualitatssicherung
durch und unterstiitzt die statistische Auswertung der Daten.. Dariiber hinaus werden potentielle fir die
Friherkennung geeignete Marker auf der Ebene der DNA-Methylierung untersucht.
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Klinik
(Probengewinnung, klin. Charakterisierung,

pathologisch-anatomisch bzw. zytologische
Charakterisierung)

}

Studienzentrum

(Ethik- und Datenschutzkonzept, Epidemiologie,
Bioprobenlagerung, Statistische Auswertung,
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Biophotonik

(Markerfreie Annotation)

{

Proteomik

(Untersuchung des Proteoms (LC-MS/MS),
MALDI-Imaging)

{

Bioinformatik

Analysen

{

Biomarker

Abb. 2: Fiir das Projekt aus PURE adaptierter Workflow fir die Entwicklung proteinanalytischer Verfahren zur
Identifikation von Markerkandidaten zur Unterstiitzung der (Friih-)Diagnose asbestassoziierter Lungen- und
Pleuratumoren.

Die Biophotonik analysiert Blut- und Gewebeproben mit Hilfe vibrationsspektroskopischer Methoden.
Hierbei dient das Vibrationsspektrum als molekularer Fingerabdruck, der integral das Proteom,
Transkriptom, Metabolom und Genom reflektiert. Die spektralen Daten werden mit Hilfe von
bioinformatischen Algorithmen klassifiziert. Ermoglicht wird hierdurch eine automatisierte, Label-freie,
objektive histopathologische Charakterisierung von Lungentumoren und deren Subtypen. Die Analyse
des nativen Lungengewebes ermoglicht eine Label-freie Erkennung der Tumoren und ihrer Subklassen
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mit hochster raumlicher Genauigkeit. Die durch das Imaging prazise definierten topologischen
Informationen (iber Tumorregionen werden mit Hilfe einer eigens entwickelten Software auf ein
Lasermikrodissektionsgerat (LMD) (ibertragen, wo diese Regionen automatisiert ausgeschnitten und den
anderen Bereichen zur Verfligung gestellt werden kdnnen.

In der Proteomik werden u. a. die von der Biophotonik gelieferten Proben massenspektrometrisch
analysiert. Als besonders vielversprechend erweist sich dabei, neben gelbasierten Verfahren in
Kombination mit Massenspektrometrie, die ,labelfreie” Massenspektrometrie-basierte Quantifizierung
von Proteinspezies.

Die bioinformatische Auswertung der Proteomanalysen liefert zum Beispiel Biomarker-Kandidaten, die
trotz technischer und biologischer Varianz signifikant zwischen zwei experimentellen Gruppen — etwa
ykrank” und ,,gesund” — unterscheiden kénnen. Weitergehende Analysen der Protein-Ergebnislisten, wie
z.B. Enrichment- oder Pathway-Analysen konnen eine Gesamteinschdtzung des funktionellen
Hintergrunds bieten und eine weitere Eingrenzung der Biomarker-Kandidaten fiir zuklnftige
Validierungs-Schritte ermdglichen.

Rekrutierung

In die Studie eingeschlossen werden sollten nicht-kleinzellige Lungentumoren, kleinzelligen
Lungentumoren, Mesotheliome und Probanden mit gutartigen Erkrankungen der Lunge und der Pleura
sowie mit Lungen- und Pleurametastasen, die sich in der Ruhrlandklinik zur Diagnostik oder zu einem
thoraxchirurgischen Eingriff vorstellten. Zusatzlich sollte ein Kollektiv von ca. 200 gesunden
Kontrollprobanden aus der Studienregion untersucht werden, welches liber das Einwohnermeldeamt
rekrutiert wurde (siehe Tabellen). Alle Probanden wurden ausfiihrlich zu ihrem Lebensstil und lhrer
beruflichen Biographie befragt.

Studienkollektiv:

Tabelle 1: Ubersicht der im Projekt rekrutierten und letztlich in die Studie eingeschlossenen Fallzahlen. In
Klammern sind jeweils die bei Antragstellung geplanten/geschatzten Fallzahlen angegeben.

Rekrutierte Fallzahlen (im Antrag geschatzt)

Kleinzellige Lungenkarzinome 33 (100)

Nicht-Kleinzellige Lungenkarzinome 392 (300) hiervon

- 109 (100)Plattenepithel-Ca

- 200 (100) Adeno-Ca

- 12 (30) NSCLC Pleurakarzinose

- 71(70) seltenere Tumoren

Mesotheliome 24 (100)

Andere bosartige Erkrankungen der 37 (0)
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Atemwege/Brust

Andere gutartige Erkrankungen der 158 (200) hiervon

Atemwege
- 144 (100) der Lunge

- 14 (100) der Pleura

Diagnose nicht gesichert 12

Patienten insgesamt 656 (700)

Gesunde Kontrollen 190 (200)

Insgesamt 846 (900)
Probengewinnung

Im Rahmen der Studie wurden unterschiedliche Probenmatrices gesammelt, deren standardisierte
Gewinnung und Verarbeitung in ,Standard Operating Procedures” (SOPs) nachvollziehbar und
qualitatsgesichert etabliert wurde. Die etablierten SOPs zur Probengewinnung beinhalten klare
Vorgaben fiir die Probenaufbereitung und minimieren Einflisse durch unterschiedliche
Lagerungstemperaturen oder -zeiten. Von den Patienten wurden Gewebeproben, Blutproben,
Speichelproben sowie Proben von punktierter Pleuraflissigkeit gesammelt. Die Zusammensetzung der
Ausatemluft der Patienten wurde mittels lonenmobilitatsspektrometrie (IMS) analysiert. Die gesunden
Kontrollprobanden wurden um Blut- und Speichelproben gebeten. Eine aufwadndige und umfangreiche
Probengewinnung im laufenden Routine-Betrieb einer groRen Klinik stellt eine besondere
Herausforderung dar. Da zur zeitaufwandigen Gewinnung von Sputumproben haufig eine Provokation
mit hypertoner Kochsalzlosung erforderlich ist und Urin nicht den untersuchten Zielorganen des Thorax
zuzuordnen ist, wurde wahrend der Pilotphase der Studie von allen beteiligten Kooperationspartnern
Ubereinstimmend beschlossen, auf die zusatzliche Sammlung der zunachst vorgesehenen Urinproben zu
verzichten und anstelle der Sputumproben leichter und schneller zugangliche Speichelproben zu
sammeln.

In den Abteilungen fiir Thoraxchirurgie und Interventionelle Pneumologie der Ruhrlandklinik konnten
insgesamt 653 Patienten, mit Verdacht auf ein Lungenkarzinom in bildgebenden Verfahren, in die Studie
eingeschlossen werden. 17 Patienten wurden wegen einer Infektionserkrankung (Tuberkulose, MRSA,
etc. oder nachtraglicher Ablehnung) wieder ausgeschlossen. Es wurden Blutproben, Gewebeproben
(operativ und bronchoskopisch) sowie ab Marz 2014 zusatzlich Speichelproben entnommen. Zudem
wurde das Exhalat von 245 Patienten mittels lonenmobilitdtsspektrometrie vor Ort gemessen. 22
Pleuraerguss-Proben wurden entnommen und verarbeitet.

Die genannten Proben wurden in der Pathologie als Frischmaterial entgegen genommen, aufgearbeitet,
untersucht und entsprechend den SOPs den Plattfirmen zur Verfligung gestellt.
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Gesammelte Bioproben:

Tabelle 2: Ubersicht der Anzahl der Probanden, von denen im Rahmen der Studie Materialien gesammelt wurden.
In Klammern sind jeweils die bei Antragstellung geplanten/geschatzten Probandenzahlen angegeben.

Anzahl Probanden, von denen die Materialien gesammelt wurden
(im Antrag geschatzte Anzahl)
Blut Speichel Ausatemluft Gewebe Pleurapunktat

Kleinzellige 32 (100) 20 (100) 17 (100) 10 (100) 2 (10)
Lungenkarzinome
Nicht-Kleinzellige | 379 (300) | 193 (300) 148 (300) 231 (300) 9 (30)
Lungenkarzinome
Mesotheliome 22 (100) 7 (100) 9 (100) 23 (80) 3(20)
Andere bosartige | 37 (0) 15 (0) 10 (0) 26 (0) 0(0)
Erkrankungen der
Atemwege/Brust
Andere gutartige | 154 (200) | 79 (200) 56 (200) 62 (200) 8(10)
Erkrankungen der
Atemwege
Diagnose nicht 12 (0) 8(0) 5(0) 0(0) 0(0)
gesichert
Patienten gesamt | 636 (700) | 322 (700) 245 (700) 352 (680) 22 (70)
Gesunde 208 (200) | 203 (200) 0 (200) 0(0) 0(0)
Kontrollen
Proben insgesamt | 844 (900) | 525 (900) 245 (900) 352 (680) 22 (70)

3.3 Biospektroskopie

Im Gegensatz zu den klassischen Analysemethoden (Histologie, etc.) beruht die Biospektroskopie auf der
Darstellung der gesamten Biochemie einer Probe im infraroten Spektralbereich und der Auswertung
durch computergestiitzte Spektren- und mehrdimensionale Bildanalyse. Biospektroskopie erfolgt an
unbehandelten Gewebeschnitten und Koérperfllissigkeiten wie z.B. Blut, Pleuraflissigkeit oder Urin.
Diese werden parallel zur spektralen Datenaufnahme vergleichend mit konventionellen
Analysemethoden diagnostiziert.

Die Lungengewebe-Proben wurden mit Hilfe des IR- und Raman-Imaging untersucht und charakterisiert.
Die dafiir erforderlichen Messprotokolle wurden etabliert. Hierzu wurde ein state-of-the-art IR-
Mikroskop mit focal plane array Detektor (Bruker Hyperion 3000) verwendet.
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Blut und Pleurafliissigkeit wurden mit einem weltweit einmaligen Hochdurchsatz-FTIR-System analysiert
(Dispensierautomat M2 Automation instrumentTwo, Vakuumspektrometer Bruker Vertex70v,
Mikrotiterplattenleser HTS-XT, Titerplattenwechsler Twister, 384-well Mikrotiterplattenformat), das auf
hohe Signalqualitdt optimiert wurde. Daflir wurden Protokolle entwickelt, um IR-Spektren von
Korperflissigkeiten reproduzierbar und in hoher Qualitdt zu messen. Diese wurden automatisiert
gesammelt und die Datensatze mit Computeralgorithmen ausgewertet.

3.4 Bioinformatik

Die Auswertung erfolgte durch moderne Methoden der multivariablen Statistik und der Feature-
Erkennung, die in der Bioinformatik erarbeitet worden sind. Diese Algorithmen konnen kleine,
korrelierte Spektralanderungen selbst in der Anwesenheit von groRerer, unkorrelierter Varianz
identifizieren und diagnostisch auswerten. Die computergestiitzte Mustererkennung geschah in zwei
Phasen, einer sogenannten Trainingsphase sowie einer Validierungsphase. In der Trainingsphase wurden
spektral vermessene Gewebeproben klassisch angefarbt, so dass Pathologen einzelne
Gewebekomponenten annotieren konnten. Anhand der so annotierten Spektralbilder wurden dann
spektrale Klassifizierer antrainiert, die markerfrei nicht nur Gewebskomponenten, sondern auch
gesundes von krankem Gewebe unterscheiden kdonnen.

Als Teil dieses Projekts wurden bestehende und etablierte bioinformatische Methoden in
Zusammenhang mit der oben beschriebenen Trainings- und Validierungsphase angepasst, um sie zur
Analyse von Lungenschnitten zu verwenden. Hierbei wurde ein besonderes Augenmerk auf der
Optimierung Lungengewebs-spezifischer Klassifikatoren gelegt: Zunachst wurde anhand einiger
sorgfaltig annotierter Trainingsdatensatze ein etablierter Standard-Klassifikator in Form eines Random
Forests trainiert, der unterschiedliche Gewebskomponenten anhand spektraler Merkmale
unterscheiden kann. Um den Klassifikationsfehler dieses Random Forests zu minimieren, wurden
weitere Klassifikatoren, beispielsweise Support Vector Maschinen trainiert, die speziell auf die
Unterscheidung von all jenen Gewebskomponenten trainiert wurden, bei denen der Erkennungsfehler
des Random Forests besonders hoch ist.

Zudem wurden bestehende Methoden zur Annotation von Gewebeschnitten weiter verbessert. So
konnten automatisierte Methoden entwickelt werden, um innerhalb eines HE-gefarbten
Gewebeschnittes den spektral vermessenen Ausschnitt schnell und automatisiert zu lokalisieren.

Insgesamt wurden mit klassischen Methoden annotierte, innovative spektrale Biomarker identifiziert
und charakterisiert, die unter Umstanden herkémmlichen Merkmalen Gberlegen sind.

3.5 Untersuchung des Proteoms

Die Entwicklung von Biomarkern erfolgt in einem zweistufigen Verfahren: Zunachst werden aus
Gewebeproben Kandidatenproteinspezies mittels Label-freier Proteomanalyse identifiziert, welche sich
dann im Anschluss auf ihre Tauglichkeit als Marker in Korperflissigkeiten weiter qualifizieren.

Im Querschnitt wurden die Proteome von unterschiedlichen Tumortypen miteinander verglichen und
potentielle Proteinspezies als Marker identifiziert. Um ausschlieBlich relevante Zellen analysieren zu
konnen, werden diese zunachst mit Hilfe der etablierten Lasermikrodissektion isoliert und Proteine
isoliert. Diese werden mit Protease behandelt und die entstehenden Peptide nach einer Auftrennung
mit einer Flissigkeitschromatographie mit dem Hochleistungs-Massenspektrometer LTQ Orbitrap Velos
identifiziert und quantifiziert. Die Auswertung der Daten erfolgt mit uni- und multivariaten Analysen,
feature selection- und Klassifikationsverfahren sowie enrichment- und Pathway-Analysen. Hierftr wird
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einerseits kommerzielle Software eingesetzt und andererseits Software-Tools, die von am Projekt
beteiligten Bioinformatikern und Statistikern selbst entwickelt wurden.

Die erhaltenen Kandidaten missen sich anschlieRend auf ihre Tauglichkeit als Protein-Biomarker durch
weitere Experimente qualifizieren. Hierzu werden Westernblot Analysen und — sofern verfligbar —
Immunoassays (ELISA) eingesetzt.

3.6 Atemluftdiagnostik mittels lonenmobilititsspektrometrie

Bei den Probanden der Pneumologie erfolgte die Gewinnung von Atemkondensat (EBC) und Exhalat. Das
Atemkondensat wird durch Kondensation infolge Kiihlung der Ausatemluft auf —20°C gewonnen.
Dadurch gelingt es, den Wasserdampf in Wasser zu tberfihren und die aus der Lungentiefe beférderten
Aerosoltropfchen durch Adhédsion an der Wandung der Kihlfalle zu binden. Fiir die Gewinnung der
Atemkondensat-Probe atmet der Proband in Ruhe fiir eine Dauer von 20 Minuten Uber ein Mundstick
durch ein Nichtriickstromventil, in dem die Ein- und Ausatemluft separiert wird.

Die Untersuchung des Exhalats erfolgt mit lonenmobilitdtsspektrometrie (IMS), wobei die exhalierte Luft
der Probanden im Rahmen einer normalen Ausatmung Uber ein Mundstlick aufgefangen und dem
Analysegerat zur IMS zugeflhrt wurde. Die IMS gestattet die Untersuchung des exhalierten Proteoms,
ohne einzelne Metabolite weiter zu spezifizieren. Hierbei werden die Molekiile im Exhalat ionisiert und
diese lonen bewegen sich gegen die Stromungsrichtung eines Gases auf eine Elektrode hin und werden
hierbei in Abhangigkeit von der Stromungsgeschwindigkeit aufgetrennt. In einem zweiten Schritt kénnen
Einzelsubstanzen durch massenspektrometrische Analysen identifiziert werden.

3.7 Pathologisch-anatomische bzw. zytologische Charakterisierung der

Gewebe und Zytoproben
Zur Untersuchung und Charakterisierung der Proben auf konventioneller Ebene dienen die Histologie
und Immunhistochemie.

Als microRNA-Methoden sollten nach der initialen Planung an den entsprechenden Proben [Gewebe,
Flussigkeiten (Serum/Plasma, Pleuraerguss, BAL)] zur initialen Charakterisierung relevanter microRNAs
eine Plattform-Technologie sowie im Weiteren RT-PCR TagMan microRNA Assays und die Multiplex-
Technologie auf Luminex-Basis zum Einsatz kommen (Biscontin et al. 2010). Durch den moglichen Zugriff
auf die NanoString nCounter Technologie wurde jedoch diese eingesetzt.

3.8 Molekulare Charakterisierung der Bioproben

3.8.1 Epigenetik

Die molekulare Charakterisierung der Proben erfolgte vor allem auf der Ebene der DNA-Methylierung.
Dieser wichtige epigenetische Mechanismus manifestiert sich in einer biochemischen Modifizierung
bestimmter DNA-Abschnitte durch Anhangen einer Methylgruppe an die DNA-Base Cytosin. Allerdings
sind nicht alle Cytosine betroffen, sondern vorwiegend Cytosin-Guanin Dinukleotide (CpG), die gehauft
in sogenannten CpG-Inseln auftreten konnen. Die CpG-Inseln finden sich meist in den regulatorischen
Bereichen (Promotoren) der Gene. In der DNA aus Tumorgeweben wird haufig ein vom Normalfall
abweichendes Methylierungsmuster beobachtet. Es kann sowohl zu einer vermehrten (Hyper-) als auch
verminderten Methylierung (Hypo-) kommen. Die lokale Hypermethylierung flihrt zu einer Inaktivierung
von Tumorsuppressorgenen, wahrend eine globale Hypomethylierung eine Aktivierung von schadlichen
DNA-Elementen bewirkt, die eine Destabilisierung des Genoms zur Folge haben kann. Daneben kénnen
Proto-Onkogene, die im Normalgewebe ausgeschaltet sind, durch Hypomethylierung reaktiviert werden.
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Der erste Schritt dieses Projektes (Discovery-Phase) beinhaltete ein Screening, um einen
Gesamtliberblick Uber die Veranderungen der DNA-Methylierung im Genom zwischen Tumor und
Nichttumormaterial zu erhalten. Urspriinglich war ein DNA-Microarray-basiertes Verfahren geplant,
welches mit einer Immunfallung (MeDIP: methylated DNA immunoprecipitation) von methylierter DNA
gekoppelt war. Die Microarrays (NimbleGen) beinhalteten 25.000 Transkripte in Giber 18.000 Regionen
des menschlichen Genoms. Allerdings wurde die Chipproduktion seitens des Herstellers kurzfristig
eingestellt, so dass ein neues Verfahren etabliert werden musste. Die neue MBD-Seg-Methode hatte
den Vorteil, dass im gesamten Genom auch nach neuen Methylierungsbereichen gesucht werden
konnte (Lan et al. 2011; Li et al. 2010).

Von jedem Patienten wurde genomische DNA aus Tumorfrischgewebe und angrenzendem
Normalgewebe extrahiert. Danach wurde zunachst die zielgerichtete Fragmentierung der genomischen
DNA auf 190 Basenpaare mittels fokussiertem Ultraschall (M220 Focused-ultrasonicator, Covaris)
durchgefiihrt. Danach erfolgte die Anreicherung von methylierten DNA-Fragmenten mittels einer an
magnetische Beads gekoppelten und an methylierte DNA-Bereiche bindenden Proteindoméne (MBD)
(MethylMiner Methylated DNA Enrichment Kit von Thermo Fisher Scientific). Aus der angereicherten
methylierten DNA wurden sogenannte Libraries mit dem TruSeq ChIP Sample Preparation Kit (Illumina)
hergestellt, indem spezifische Adapter an die Fragmente ligiert wurden. AnschlieRend erfolgten eine
GroRenselektion, eine Anreicherung der Libraries und eine Bead-basierte Aufreinigung. AbschlieRend
wurde die Qualitdt und die Menge der Libraries bestimmt. Jede Tumorgewebeprobe wurde zusammen
mit ihrem korrespondieren Normalgewebe gleichzeitig mittels eines Next Generation Sequencers
(MiSeq, lllumina) beidstrangig (Paired End, 2x75 Zyklen) sequenziert. Mit dieser Methode wurden
sowohl das Lungenkrebs- als auch das Mesotheliom-Screening durchgefiihrt. Die Untersuchung der
Unterschiede im Methylierungsgrad zwischen Tumor- und Normalgewebe im gesamten Genom zeigte
spezifische Methylierungsmuster, die sowohl bei der Tumor-Charakterisierung als auch zur
Markerfindung genutzt wurden. Die Auswertung erfolgte durch die Bioinformatik des MPC mit dem
Software Paket MEDIPS. Es sollten von 100 Patienten sowohl Lungentumor- als auch Nichttumorgewebe
mit bestimmten Anforderungen (80% Tumoranteil bzw. 100% Nichttumorgewebe) analysiert werden, da
jedoch die Anzahl an Patienten erst am Ende der Studie erreicht wurde und bereits eine groRe Anzahl
potenzieller Marker gefunden werden konnte (siehe 4.3.3.1), wurde nach 80 Patienten von weiteren
MBD-Sequenzierungen abgesehen.

Vielversprechende Marker aus diesem Screening wurden mittels Einzelassays (Pyrosequencing) jeweils
in bis zu 84 von 160 Gewebeproben verifiziert. Das Pyrosequencing ermoglicht nicht nur eine qualitative
Aussage Uber den Methylierungsstatus eines Genpromotorbereichs sondern auch eine Quantifizierung
der Methylierung einzelner CpG-Positionen in einem Genpromotor. Die Einzelassays haben gegeniiber
den MBD-Seq Verfahren den Vorteil, dass Bestimmungen auch in geringerem Probenmaterial moglich
sind. So kann beispielsweise auch eine Bestimmung des Methylierungsgrades von freier DNA im Plasma
erfolgen. Fiir die Pyrosequencing-Methode musste zuerst die DNA aus Frischgewebe und Speichel mit
dem QlAamp DNA Mini Kit, aus den EBUS-TBNA Proben (endobronchiale Ultraschall-gefiihrte
transbronchiale Nadel-Aspiration) und dem Pleurapunktatpellet mit dem QlAamp DNA Micro Kit, aus
Plasma mit dem PME free-circulating DNA Extraction Kit und aus dem Pleurapunktat Uberstand mit dem
QlAamp-Circulating-Nucleic-Acid Kit isoliert werden. Danach erfolgte die Bisulfit-Konvertierung der DNA,
wobei bei DNA-Mengen von > 300ng das EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen) und bei < 300ng DNA das
Premium Bisulfite Kit (Diagenode) verwendet wurde. Die Einzelassay-spezifischen PCRs wurden mit dem
PyroMark PCR Kit mit unterschiedlichen, auf den jeweiligen Assay abgestimmten, Annealing-
Temperaturen durchgefiihrt. Nach Assay-Design, Etablierung und Verifizierung der neuen Einzelassays
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im Gewebe wurden daraufhin zwei der potenziellen Biomarker-Kandidaten in allen Plasmaproben aus
dem Patientenkollektiv und dem Kontrollkollektiv analysiert. Zusatzlich wurden mehrere neue
Einzelassays in nahezu allen EBUS-TBNA-, Speichel- und Pleurapunktatproben aus dem gesamten
Kollektiv dieser Studie getestet.

3.8.2 Proteine

Die Proteine Survivin und HIF1A gelten als potentielle Biomarker fiir Lungenkrebs, da diese in
Krebszellen im Vergleich zu gesunden Zellen in groleren Mengen nachweisbar sind. Fiir den Einsatz als
Biomarker sollte der Nachweis allerdings in humanen Korperflissigkeiten erfolgen. Zu diesem Zweck
wurden Antikorper-basierte Messverfahren (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA) zum
Nachweis von Survivin und HIF1A entwickelt. Dazu wurden zundchst die kodierenden Gene fiir Survivin
und HIF1A kloniert, heterolog Uberexprimiert und die entsprechenden Proteine isoliert. Fir die
Antikorpergenerierung wurden diese als Antigene Kaninchen appliziert, um anschlieBend die
spezifischen Antikdrper aus den Seren der immunisierten Kaninchen zu isolieren. Die gewonnenen
Antikorper wurden abschlieRend fir den Aufbau und die Optimierung der Sandwich-ELISAs verwendet.
Die etablierten Sandwich-ELISAs wurden zur Quantifizierung von Survivin und HIF1A in den
gesammelten 731 humanen Plasmaproben eingesetzt.

3.9 Studieninstrumente
Um die Qualitdt des Projektes sichern zu kénnen, werden alle wichtigen Arbeitsschritte in einem
Operationshandbuch als Standard Operating Procedures (SOPs) dokumentiert. Weitere
Studieninstrumente sind die Fragebogen, das Studienprotokoll und das Coding Manual, welches die
Struktur der Datenbank beschreibt.

3.10 Statistische Auswertung

Die gesammelten Vibrationsspektren von Gewebe- und Bodyfluid-Proben wurden durch etablierte
Analyse-Ablaufe ausgewertet. Hierbei kommen bewadhrte Techniken des Uberwachten und
unliberwachten Lernens zum Einsatz. Die Vorhersage des Krankheitsstatus einer Probe erfolgt
Ublicherweise mit Hilfe von Uberwachten Klassifizierern, insbesondere mit bei Bildspektren sehr
zuverlassigen Random Forests oder aber mit Techniken der Linearen Diskriminanten Analyse oder
Support Vector Maschinen. Zur Validierung dieser Klassifikatoren werden QualitdtsmaRe wie
Genauigkeit, Sensitivitdat und Spezifizitdt betrachtet; wann immer moglich, wird auch die Kurvenflache
(Area under Curve) einer Receiver-Operating-Characteristic (ROC)-Kurve ermittelt.

Zur Charakterisierung der Bildspektren der spektralen Histopathologie wurde ein mehrschichtiger
Uberwachter Klassifizierer entwickelt, welcher aus drei Ebenen von Random Forest (RF) Klassifizierern
besteht. Der erste RF (100 spektrale Merkmale, 500 Bdume) unterscheidet sehr robust zwischen
gesunden und pathologisch auffilligen Regionen. Die auffalligen Regionen werden an den zweiten RF
(385 spektrale Merkmale, 500 Bdume) weitergegeben, welcher die Tumorklasse und Entziindungen
differenziert. Die dritte Ebene von RFs (385 spektrale Merkmale, 500 Baume) wird jeweils flr die
Subklassifizierung der Tumorklassen (z. B. Adenokarzinome) trainiert. Sensitivitdt und Spezifitdt konnen
bei diesem Ansatz nicht getrennt bestimmt werden, da es sich um einen System mit mehr als zwei
Klassen handelt. Der verwendete Trainingsdatensatz fir die Subklassifizierung der Adenokarzinome
besteht aus 5 Klassen mit jeweils mehr als 5000 Spektren. Fiir die spektrale Histopathologie (SHP)
wurden auch Support Vector Maschinen getestet, diese zeigen nach vorheriger Merkmalsselektion
dhnlich gute Ergebnisse wie die RFs. Aufgrund der Recheneffizienz wurde den RFs der Vorzug gegeben.
Wichtig flur die Bewertung der Ergebnisse ist, dass bei allen gezeigten Klassifizierern die Trainingsdaten

18 /67



strikt von den Validierungsdaten getrennt sind. Bei einer Unterreprasentierung einzelner Klassen
kénnen Validierungsdatensatze zu Trainingsdatensatzen werden, fallen dann aber zur Validierung weg.

Bei den Auswertungen zur labelfreien Proteomik wurde die Hauptkomponentenanalyse fiir quantitative
Protein-Daten verwendet und grafisch dargestellt. Die Grafiken wurden hier verwendet, um die globale
Struktur der Daten zu visualisieren und die technische Varianz, Reproduzierbarkeit und mogliche
Ausreiller zu beurteilen. Fiir die Erstellung einer Liste von differenziellen Kandidaten-Proteinen wurde
der Hypothesen-Test ANOVA (Annahme gleicher Varianzen in beiden Gruppen) verwendet und die
Regulation zwischen den zwei experimentellen Gruppen berechnet (fold change, FC). Zur finalen
Selektion von Kandidatenproteinen wurde die euklidische Distanz berechnet, die beide Kriterien (p-
Wert, FC) zusammenfasst. AuRerdem wurde die Proteinliste mit bekanntem biologischem Wissen
annotiert und die Uberrepréasentation von differenziell regulierten Proteinen in bekannten biologischen
Pathways berechnet.

Bei den Epigenetik-Auswertungen wurde zur Ermittlung der differentiellen  DNA-
Methylierungsunterschiede zwischen Tumor- und Kontrollgewebeproben durch die verwendete
Software MEDIPS ein t-Test angewandt. Um die Ergebnisse von Messungen mit einer Technologie mit
denen einer anderen Technologie zu vergleichen, wurde eine Punktwolke zur visuellen Uberpriifung
erstellt und der Pearson-Korrelationskoeffizient berechnet.

3.11 Bioprobenbank

Fiir die im Rahmen des Projektes gesammelten Bioproben zur Identifizierung und Charakterisierung von
neuen Biomarkern wurde eine Bioprobenbank durch das in das Projekt eingebundene Wissenschaftlich-
Epidemiologische Studienzentrum von PURE aufgebaut. Die Proben wurden zeitnah direkt nach der
Gewinnung in den Kliniken gemall der SOPs aufgearbeitet, konserviert und bis zum Verbrauch in der
Bioprobenbank eingelagert. Die Basis fir die Logistik und Dokumentation des Bioprobenmaterials
bildete die fir PURE weiterentwickelte Biobanksoftware StarLims, welche samtliche qualitatsrelevanten
Prozesse des Biomaterials protokolliert. Die fiir die Forschung wichtigsten proben- und
probandencharakterisierendend Daten wurden ebenfalls in StarLims erfasst, so dass die Plattformen fir
die Analyse geeigneter Bioproben direkt (iber die Datenbank vornehmen konnten.

3.12 Mafdnahmen zur Qualitatssicherung

Die Feldarbeit erfolgte nach den Standards der Good Epidemiological Practice (GEP). Dabei kamen die
entsprechenden Instrumente wie Studienprotokoll und das Operationshandbuch zum Einsatz. Die
Laboranalysen wurden nach Good Laboratory Practice (GLP)-Standards durchgefihrt.
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3.13 Zeitplan des Projektes

Gesamtdauer: Die urspriinglich beantragte Gesamtdauer des Projektes betrug 24 Monate. Das Projekt
wurde um 4 Monate bis 06/2015 kostenneutral verlangert, um die Arbeiten, insbesondere die zeitlich
nach der Probensammlung angeordneten Analysen und Auswertungen, zu einem erfolgreichen Ergebnis
zu flhren. Die Verlangerung betrifft insbesondere das Arbeitspaket B.

Die beiden Arbeitspakte A und B gliedern sich in:
Arbeitspaket A:

e Al Ruhrlandklinik:

Probengewinnung

klinische Charakterisierung der Probanden
¢ A2  Pathologie:

Pathologisch-anatomische bzw. zytologische Charakterisierung der Gewebe- und
Zytoproben

Arbeitspaket B:

e Bl  Wissenschaftliches Studienzentrum PURE:
Ethik- und Datenschutzkonzept

Erstellung von Fragebdgen und Erfassung medizinischer und berufsanamnestischer
Daten

Datenhaltung
Bioprobenbank
Statistische Auswertung
Molekulare Charakterisierung der Proben
Biostatistische Analyse

e B2  Biophysik:
Biospektroskopische Untersuchung
Bioinformatische Analyse

*B3 MPC:
Untersuchung des Proteoms mit Massenspektrometrie (LC-MS/MS)
MALDI-Imaging

Bioinformatische Proteomanalysen

Der Uberwiegende Anteil der Arbeiten des Arbeitspaketes A, vor allem die Rekrutierung und die
klinische Charakterisierung der Patientenproben an der Ruhrlandklinik, konnten innerhalb der
urspriinglich beantragten Projektlaufzeit bis Ende 02/2015 abgeschlossen werden. Insbesondere die
Charakterisierung des Probenmaterials durch die Pathologie war jedoch auch fiir die weiteren Arbeiten
im Arbeitspaket B bis Ende 06/2015 elementar.

Der (iberwiegende Anteil der Arbeiten des Arbeitspaketes B umfasst die Untersuchung des im
Arbeitspaket A erhaltenen Biomaterials mit unterschiedlichen Methoden und die anschlieBRende Analyse
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der erhaltenen Daten zur ldentifizierung von Biomarkerkandidaten. Insbesondere die zeitlich nach der
Probensammlung angeordneten Analysen und Auswertungen machten eine Verlangerung des Projekts
um vier Monate bis Ende 06/2015 erforderlich.

Die im Zeitraum der Verlangerung erfolgten Arbeiten im Arbeitspaket Bl beinhalteten die
weiterflihrende molekulare Charakterisierung der Proben und die biostatistischen Analysen.

Die im Zeitraum der Verlangerung erfolgten Arbeiten im Arbeitspaket B2 beinhalteten insbesondere die
Probenpraparation, Spektrensammlung und die spektroskopische Evaluation der im Arbeitspaket A
gesammelten bzw. zytologisch charakterisierten Gewebeproben und Korperflissigkeiten sowie
abschlieRende bioanalytische Datenanalysen. AuRerdem wurden die High-Throughput-Anlage und die
IR-Mikroskope weiter optimiert. Weiterhin konnte die Probengewinnung auf spektraler Basis fiir die
Proteomik etabliert werden.

Die im Zeitraum der Verldngerung erfolgten Arbeiten im Arbeitspaket B2 beinhalteten insbesondere
abschlieRende massenspektrometrische Messungen, Datenauswertungen und biostatistische
Datenanalysen.
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4. Ergebnisse des Gesamtvorhabens

4.1. Biophysik (Leiter Prof. K. Gerwert)

4.1.1. Kurzdarstellung des Teilvorhabens

In der biophotonischen Analyse werden Untersuchungen an Blut- und Gewebeproben durchgefiihrt.
Hierbei dient das Vibrationsspektrum als molekularer Fingerabdruck, der integral das Proteom,
Transkriptom und Genom reflektiert. Die spektralen Daten werden mit Hilfe von bioinformatischen
Algorithmen klassifiziert. Ermoglicht wird hierdurch eine automatisierte, labelfreie, objektive
histopathologische Charakterisierung von Lungentumoren und deren Subtypen.

Die Analyse des nativen Lungengewebes ermdoglicht eine labelfreie Erkennung der Tumoren und ihrer
Subklassen mit hoher raumlicher Genauigkeit. Die durch das Imaging prazise definierten topologischen
Informationen Uber Tumorregionen werden mit Hilfe einer von uns entwickelten Software auf ein
Lasermikrodissektionsgerat (LMD) Gbertragen, wo diese Regionen automatisiert ausgeschnitten werden
kénnen. Das gut definierte Gewebe wird in den weiteren Plattformen durch Proteomik und Genomik
genauer charakterisiert. Damit werden die der Erkrankung zu Grunde liegenden molekularen
Veranderungen in den Signalwegen der Zelle bestimmt und Proteinbiomarker identifiziert. Im Rahmen
dieses Projekts wurde dieser Ansatz zur proteomischen Analyse der Subklassen der Mesotheliome in
Zusammenarbeit mit dem Medizinischen Proteom-Center eingesetzt. Die Ergebnisse werden unter
Abschnitt 4.2 beschrieben. Identifizierte potentielle Biomarker werden mit den spektralen Markern
korreliert, um den Multiplexcharakter der spektralen Histopathologie zu verifizieren.

4.1.2. Darstellung der Forschungsarbeiten

Die Forschungsarbeiten im Teilvorhaben Biophysik konzentrieren sich einerseits auf die Analysen von
Gewebeproben und Koérperflissigkeiten, andererseits auf die Entwicklung faseroptischer Sonden. Erste
FTIR-spektroskopische Erfolge in Bezug auf Spektrale Histopathologie (SHP) wurden kirzlich
zusammenfassend veroffentlicht (GroRertischkamp, Kallenbach-Thieltges et al. 2015).

Gewebe

Im Rahmen des Lungenprojektes wurden 169 native Gewebeproben vermessen. Nach erfolgter
Optimierung der Auswertungsprozeduren zur Gewinnung der Lernspektren fir den (berwachten
Klassifizierer, Random Forest (RF), konnte zunachst zwischen ,krank” bzw. ,gesund“ unterschieden
werden. Eine automatisierte Erkennung der Tumorart und Subklassifizierung fiir Adenokarzinome und
Mesotheliome konnte etabliert werden. Die Charakterisierung der Proben erfolgte anhand der nach der
Messung angefertigten Hamatoxylin-Eosin (H&E)-Farbung der Gewebeproben in enger Zusammenarbeit
mit Prof. Dr. Theegarten.

Diese Erkennung wird im weiteren Verlauf der Analysen genutzt, um an den nativen Gewebeproben
Lasermikrodissektion (LMD) einzusetzen. Mit der LMD konnen die tumorhaltigen Areale des
Gewebeschnitts sehr exakt und weitestgehend automatisiert gesammelt werden, um sie dann in
Zusammenarbeit mit dem MPC proteomanalytisch weiter zu untersuchen.

Korperfliissigkeiten

Ziel der Analysen von Korperflissigkeiten ist es, mit Hochdurchsatz-FTIR-Spektroskopie spektrale
Markermuster fir die Erkennung eines vorliegenden Lungenkarzinoms zu identifizieren und ggf.
unterschiedliche Karzinomtypen durch einen Test von Korperfliissigkeiten unterscheiden zu kénnen.
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Faseroptische Sonden

Um eine Anwendung im OP zu ermdglichen, wird eine Erkennung mit handlichen und relativ robusten
Fasersonden trainiert. Fasersonden ermoglichen eine schnelle Messung mit grober Ortsauflosung,
jedoch hoher Empfindlichkeit. Die Messung wird mit einem flexiblen Sondenkopf durchgefiihrt, der tGber
einen faseroptischen Lichtleiter mit einem kleinen, mobilen Spektrometer gekoppelt ist.

So werden Spektren von der Oberflaiche enthnommener Gewebeproben mit FTIR aufgenommen. Mit
elaborierten bioinformatischen Verfahren werden diese Spektren auf Markermuster fiir veranderte und
normale Bereiche analysiert.

In diesem Projekt wurde die Anwendbarkeit der faseroptischen FTIR-Sensorik an entnommenen
Gewebeproben erforscht, um eine schnelle Klassifikation krankhaft veranderten Lungengewebes
praktisch noch im OP-Saal zu ermoglichen.

Ausreichend kleine und flexible Fasern kdnnten den Einsatz dieser Methoden auch bei Bronchoskopien
erlauben.

4.1.3. Beschreibung erreichter Ergebnisse

Gewebe

Zur ldentifizierung der pathogenen Regionen in nativem Lungengewebe wurden 169 Gewebeproben von
135 verschiedenen Patienten vermessen. Bei der Auswahl der untersuchten Patienten konnten
verschiedene Charakteristika wie z. B. Rauchstatus, Geschlecht oder Alter bertlicksichtigt werden. Der
entwickelte Datensatz unterscheidet zunachst zwischen pathologisch verandertem und gesundem
Gewebe. AnschlieRend erfolgt eine Einteilung in verschiedene Tumorentititen und im Fall von
Adenokarzinomen und Mesotheliomen wurde zusatzlich eine Subklassifizierung vorgenommen.

Die definierten Klassen beinhalten im Detail das benigne Hamartochondrom, Karzinoide,
Adenokarzinome der Lunge, Pleuramesotheliome, Plattenepithelkarzinome der Lunge und kleinzellige
Karzinome. Hierbei war es wichtig, nicht nur gesunde und entzlindliche Regionen, sondern moglichst alle
in der Lunge auftretende und infiltrierende Tumore in den Datensatz aufzunehmen. Die
Beriicksichtigung aller auftretenden Gewebe- und Tumorformen ist fiir eine genaue Karzinomerkennung
notig. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten erfolgreich veréffentlicht werden (GroReriischkamp et al.
2015).

Im Falle der Adenokarzinome konnte mit Hilfe der Spektroskopie eine automatisierte, labelfreie
Subklassifizierung vorgenommen werden. Hierzu wurden acht Patienten mit unterschiedlicher
Subklassifizierung fir den Trainingsdatensatz der hierarchisch angeordneten Random Forests
verwendet. Die Patienten wiesen sowohl einen unterschiedlichen Raucherstatus wie auch ein
unterschiedliches Alter und Geschlecht auf. Nach Vermessung der Proben wurden diese durch den
Pathologen Prof. Dr. Theegarten erneut annotiert, um die exakten Tumorregionen und ihre
Subklassifizierung besser zu definieren. Nach erfolgreichem Training der automatisierten Erkennung von
Subklassen des Adenokarzinoms erfolgte eine methodische Validierung mit 49 Adenokarzinomproben.
Die Genauigkeit in den 49 Validierungsschnitten lag bei 96% im Vergleich zur finalen
Tumorklassifizierung des Pathologen. Leider kénnen Sensitivitdt und Spezifitat fir einen Klassifizierer mit
mehr als zwei Klassen methodenbedingt nicht bestimmt werden und somit in einer ROC-Kurve
dargestellt werden, da hierzu derzeit kein mathematisches Modell zur Verfiigung steht. In der Gruppe
parallel laufende Studien zu Darmkrebs und Blasenkrebs haben an deutlich groReren Fallzahlen gezeigt,
dass aufgrund der hohen Anzahl an zugrundeliegenden Spektren (etwa 10 Millionen Spektren pro
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Probe) schon an kleinen Fallzahlen sehr gut eine Einschdtzung der zu erwartenden Genauigkeit moglich
ist, die durch eine Erhohung der Fallzahlen noch verbessert werden kann. Exemplarisch fiir die
Subtyperkennung sind in Abb. 3 die Falschfarbenbilder der automatisierten Erkennung im Vergleich zur
klassischen H&E-Farbung gezeigt.

micropapillary solid papillary acinar lepidic

Abb. 3: Vergleich der klassischen H&E-Firbung mit der automatisierten, spektralen Subklassifizierung von

Adenokarzinomen. Die Subklassifizierung von lepidisch nach mikropapillar reprasentiert den prognostischen Wert
der Diagnose.

Fir die Charakterisierung der Mesotheliome wurden von allen verfligbaren Patienten zusatzliche
biologische Replikate verwendet, um eine héhere Probenzahl zu erreichen. Samtliche Proben konnten
als Mesotheliom klassifiziert und in den epitheloiden und sarkomatoiden Subtyp klassifiziert werden.
Dies wurde genutzt, um durch Koordinatentransfer an eine Lasermikrodissektion Proben der beiden
Subtypen automatisiert fir die labelfreie Proteomik zu sammeln. Als Beispiel eines identifizierten
Proteins kann Calretinin genannt werden (Abb. 4). Hierbei zeigte sich, dass fiir den Patienten LAO086 das
Calretinin in der Proteomanalyse nicht als differentiell Giberexprimiertes Protein nachgewiesen werden
konnte (Abb. 4A). Dieser Befund stimmt mit der Erkennung durch die spektrale Histopathologie tberein,
welche einen eher sarkomatoiden Anteil in dem Tumor erkannt hat. Durch immunhistochemische
Farbung mit anti-Calretinin konnten diese Ergebnisse und der Widerspruch zur urspriinglichen Diagnose
durch den Pathologen bestatigt werden (Abb. 4B). Die spektrale Histopathologie ist trotz der geringen
Probenanzahl zum jetzigen Zeitpunkt bereits in der Lage, dies korrekt zu identifizieren ohne auf eine
Farbung wie anti-Calretinin angewiesen zu sein.

Insgesamt konnten 159 Proteine identifiziert werden, die signifikant unterschiedlich reguliert sind und
als potentielle Biomarkerkandidaten in Frage kommen. Eine Verdéffentlichung dieser Ergebnisse ist in
Vorbereitung. Insbesondere konnten sieben sehr vielversprechende Biomarkerkandidaten neu
identifiziert werden. Es muss jetzt geprift werden, ob sich diese Biomarkerkandidaten in Blut
wiederfinden und nachweisen lassen.
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Abb. 4: A) Normierte Abundanz des Proteins Calretinin in der Proteomanalyse. Calretinin gehdrt zum IHC-Panel flr
die Unterscheidung von epitheloiden Mesotheliomen und Adenokarzinomen (Doglioni et al. 1996; Arif und Husain
2015; Ordonez 2007). Auller in einem Patienten (LA0086) konnte dies bestatigt werden. B) Vergleich der anti-
Calretinin-Farbung fiur die Patienten LA0317 und LA0086 mit der Detektion durch die spektrale Histopathologie. Es
ist zu erkennen, dass die Ergebnisse der Proteomanalyse, der Immunhistochemie und der spektralen
Histopathologie libereinstimmen.

In diesen Grenzfillen ist die Kombination der spektralen Histopathologie zur Probengewinnung fiir die
labelfreie Proteomik ein sehr potentes Tool, um neue Proteinbiomarkerkandidaten zu identifizieren, die
in Blut zur Friherkennung verifiziert werden sollen. Das Multiplexing der Methode kann aufwendige
immunhistochemische und andere Vorbehandlungen der Proben ersetzen. Die auf diese Weise
naturgetreu, prazise und stoérfaktorfrei gewonnenen Probengruppen kénnen neben der Diagnostik fir
die Proteom- und zukiinftig Genomanalyse genutzt werden. Durch zukiinftige Kombination mit Raman
und CARS wird eine hohere rdaumliche Auflésung erreicht werden, die die Selektion auf Zellebene
ermoglichen wird.

Korperfliissigkeiten

In dem abgeschlossenen Projektzeitraum wurden drei unterschiedlich stabilisierte Blutproben
standardisiert gesammelt. Fir die Studie werden Serum, EDTA- und Zitrat-stabilisiertes Plasma
asserviert. Die Verwendbarkeit weiterer Flissigkeiten wie Pleura-Erguss wurde geprift, SOPs und die
Erfassung wurden vorbereitet. Bis Projektende wurden 22 Pleura-Erguss-Proben akquiriert, was vor dem
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Hintergrund hoher biologischer Varianz noch nicht fiir eine aussagekraftige Analyse auf spektrale
Biomarker ausreicht.

Fiir die hochst reproduzierbare Analyse von Infrarot-Absorptionsspektren getrockneter Flissigkeitsfilme
wurde ein Hochdurchsatz-Verfahren eingesetzt, dass sich zur Identifikation spektraler Markermuster in
Blut-Absorptionsspektren von Patienten mit Harnblasenkrebs oder Harnwegsinfekten bewdhrt hat
(Ollesch et al. 2013, Ollesch et al. 2014). Die im Rahmen dieser Studie entwickelten Praparations- und
Auswertemethoden wurden auf die Lungenkrebsstudie angepasst. Fir Lungentumoren konnten
spektrale Markermuster in Blut-Absorptionsspektren identifiziert werden, anhand derer mit einer
Sensitivitat und Spezifitdt von 68 bis 80 % zwischen an Krebs erkrankten und nicht erkrankten Patienten
unterschieden werden konnte.

Aufgrund der unterschiedlichen Tumorarten wurde die Suche nach spektralen Markermustern auf die
haufigsten Falle in der Studie beschrdnkt. Es wurden Proben von 266 Lungenkrebs-Studienpatienten,
entsprechend 798 Blutproben analysiert. Unter ihnen waren 99 Adenokarzinom-Patienten, 54 mit
Plattenepithel-Karzinom, 53 tumorfreie und 60 Patienten mit anderen Diagnosen, deren
Einzeldiagnosen jedoch unzureichend fiir eine spektroskopische Klassifikation in Blut waren. Anhand
dieses relativ begrenzten Datenmaterials konnten Hinweise auf eine prinzipielle spektrale
Unterscheidbarkeit der Patientengruppen ,Plattenepithel- oder Adenokarzinom*,
»Plattenepithelkarzinom®, ,Adenokarzinom” und ,tumorfreie Kontrollgruppe” erzielt werden. Beide
Karzinomgruppen waren mit einer hoheren Genauigkeit als 70 % von Kontrollpatienten anhand des
Blutspektrums unterscheidbar. Die histologischen Typen der Lungenkarzinome lieRen sich sogar mit
79 % Genauigkeit unterscheiden. Diese Ergebnisse beruhen auf 50-facher Kreuzvalidierung unter jeweils
randomisiertem Auslassen eines Drittels des Datensatzes und miissen noch mit weiteren Daten validiert
werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine direkte spektrale Erkennung im Blut im Gegensatz zum Gewebe zwar
moglich, fiir eine diagnostische Anwendung in der klinischen Praxis zum jetzigen Zeitpunkt jedoch noch
ungeeignet ist.

Faseroptische Sonden

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse der spektralen Histopathologie zur Gewebeerkennung
wurden die Einsatzmoglichkeiten flexibler faseroptischer Sonden fiir Infrarot-Spektroskopie zur
Unterstltzung der Befundung an Lungengewebsproben untersucht. Aktuell verfligbare infrarotoptische
Sonden sind fiir eine bronchoskopische Anwendung ungeeignet, da sie entweder zu starr sind, oder Gber
einen zu geringen Signaldurchsatz fiir eine sinnvolle Messung verfligen. Es gibt allerdings eine Vielzahl
an flexiblen Fasern, die fiir den sichtbaren und nahinfraroten Bereich der elektromagnetischen
Strahlung spezifiziert sind, und unter bestimmten Voraussetzungen auch fiir die Raman-Spektroskopie
verwendbar sind. Die Anwendbarkeit der Raman-Spektroskopie fiir die intraoperative Anwendung sollte
in weitergehenden Studien geprift werden.

Infrarot-Absorptionsspektren von tumorésen und nicht-tumordsen Kontroll-Bereichen verschiedener
Lungen-Resektate wurden mit grober Ortsauflosung erfasst. Aufgrund der groRen Diversitat der
erfassten Lungenerkrankungen ist die erfasste Datenbasis noch nicht ausreichend fir eine
abschlieRende Feststellung, ob anhand spektraler Markermuster die sichere Vorhersage des
Krankheitszustands und insbesondere des Grades des Karzinoms erfolgen kann. Die Daten deuten an,
dass zumindest Adenokarzinome sich spektral deutlich vom umgebenden benignen Gewebe
unterscheiden. Die Erkenntnisse zeigen jedoch, dass der wenig Invasive Ansatz der Fasersonden zur
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endoskopischen Detektion von Tumoren in weiterfiihrenden Studien auf Basis der flexiblen Raman-
Sonden verfolgt werden sollte.

4.2. Medizinisches Proteom-Center (Leiter Jun. Prof. B. Sitek, Nachfolgering
von Prof. H.E. Meyer nach dessen Ausscheiden aus der Ruhr-Universitit
Bochum)

4.2.1. Kurzdarstellung des Teilvorhabens

Der Begriff der differentiellen Proteomanalyse beschreibt unterschiedliche Verfahren, die eine Vielzahl
von Proteinen simultan quantifizieren kénnen. In den letzten Jahren wurden die unterschiedlichen
Techniken weiterentwickelt, so dass in einem typischen Experiment mittlerweile ca. 2.000
Proteinspezies simultan quantifiziert werden kénnen. Ein Vorteil von Untersuchungen auf Proteinebene
ist, dass auch Unterschiede in Proteinisoformen gefunden werden konnen, die reprasentativ fir
Krankheiten und Krankheitsstadien sind.

Insbesondere haben sich am Medizinischen Proteom-Center (MPC) Verfahren als erfolgreich
herausgestellt, bei denen zunachst relevantes Tumor- und Gewebematerial mittels Mikrodissektion
prapariert wird und nur dieses in der Analyse eingesetzt wird (Meyer und Stihler 2007, Mdélleken et al.
2009, Poschmann et al. 2009). Fiur die hochsensitive Analyse reichen wenige tausend Tumorzellen.
Neben erfolgreich durchgefiihrten Studien mit gelbasierten Verfahren in Kombination mit
Massenspektrometrie, z. B. zum Plattenepithelkarzinom der Lunge (Poschmann et al. 2009), hat sich in
den letzten Jahren die sogenannte ,labelfreie” Massenspektrometrie-basierte Quantifizierung von
Proteinspezies als sehr erfolgreich erwiesen. Diese Methode konnte innerhalb von PURE dank des
Einsatzes von modernen Hochleistungsmassenspektrometern etabliert und optimiert werden. Ein
wesentlicher Beitrag zur Identifizierung von potentiellen Proteinbiomarkern leistet hierbei auch die
bioinformatische Auswertung sowohl der erhobenen Massenspektren, als auch der Daten zur
multidimensionalen Auftrennung der analysierten Protein- und Peptidspezies und ihrer Korrelation mit
klinischen Daten. Diese Auswertung liefert zum Beispiel Biomarker-Kandidaten, die trotz technischer
und biologischer Varianz signifikant zwischen zwei experimentellen Gruppen — etwa ,krank” und
»gesund” — unterscheiden. Weitergehende Analysen der Protein-Ergebnislisten, wie z. B. Enrichment-
oder Pathway-Analysen kdnnen eine Gesamteinschatzung des funktionellen Hintergrunds bieten und
eine weitere Eingrenzung der Biomarker-Kandidaten fiir nachfolgende Validierungs-Schritte
ermoglichen.

4.2.2. Darstellung der Forschungsarbeiten

Die Untersuchungen des Proteoms erfolgen am MPC und sind als zweistufiges Verfahren konzipiert, bei
dem zunachst aus Gewebeproben Kandidatenproteine identifiziert werden, welche in einem zweiten
Schritt in Kérperflussigkeiten verifiziert werden.

Flr den ersten Teil der Proteomanalysen wird das Gewebe im Wesentlichen mit drei komplementéaren
Kerntechniken behandelt: 1. MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization) -Imaging, 2. Laser-
Mikrodissektion und 3. label-freie LC-MS (Flissigkeits-chromatographie-Massenspektrometrie) -Analyse,
wobei letztere fiir die spatere Quantifizierung entscheidend ist.

MALDI-Imaging ist ein bildgebendes massenspektrometrisches Verfahren, das es ermoglicht, Aussagen
Uber die molekulare Zusammensetzung und die relative Haufigkeit sowie rdumliche Verteilung einzelner
Biomolekile in bestimmten Geweberegionen zu treffen. Fir die Messung wird das gewdlinschte

27167



Gewebeareal mit einem Laser gerastert und fir jede Position ein ortsaufgel6stes Massenspektrum
erzeugt. Im Gegensatz zur ebenso verwendeten LC-MS Methode bleibt die Probe hierbei intakt und kann
nach der Messung z. B. H&E gefarbt und histologisch befundet werden. Innerhalb der Proteomforschung
wird diese noch relativ neue Technik bereits erfolgreich fiir die Krebsforschung eingesetzt.

Durch den Einsatz der Laser-Mikrodissektion soll die Sensitivitdt der nachfolgenden LC-MS-Analyse zum
guantitativen Vergleich der Proben (,,gesund” vs. , krank”) erhéht werden. Unter Verwendung spezieller
Membranslides ist es moglich, durch prazise Charakterisierung der histologisch relevanten
Gewebeareale oder Zellverbande mittel FTIR-Imaging im Projektbereich Biophysik, hochst selektiv die
entsprechenden Bereiche zu isolieren.

Bei ausreichender Fallzahl und gesammelter Probenmenge schliet sich die LC-MS-Analyse der
Mikrodissektion an. Im Vorfeld der quantitativen labelfreien Vergleichsstudie erfolgte eine Reihe von
Probemessungen zur Bestimmung der optimalen Probenmenge, um die Reproduzierbarkeit des Systems
garantieren zu kdénnen. Fir die Messungen stehen dem Institut hochsensitive Massenspektrometer zur
Verfligung.

Im ersten Jahr des Forschungsvorhabens stand die gezielte Etablierung der Messmethodiken MALDI-
Imaging und Mikrodissektion im Vordergrund sowie die Entwicklung entsprechender einheitlicher
Workflows in Form von SOPs (Standard Operation Procedures). Im Fall des Imagings bedeutete dies
konkret das Austesten verschiedener Waschprotokolle, Matrices, Proteinverdauzeiten und Proteasen.
Um Proteomstudien mit geringen Mengen von Untersuchungsmaterial (einige 1.000 Zellen) erfolgreich
durchfiihren zu kénnen, muss die Bearbeitung und Aufbereitung von Mikrodissektionsmaterial fir
verschiedene Gewebe- bzw. Zelltypen, getestet werden. Die verschiedenen Versuche hierzu wurden
durchgefiihrt und werden im Folgenden genauer beschrieben.

Erste LC-MS-Messdaten unterschiedlicher Proben haben zum Zeitpunkt des Zwischenberichts belegt,
dass mit den technischen Gegebenheiten und der bioinformatischen Infrastruktur die Durchfiihrung
einer umfassenden labelfreien Analyse moglich war. Diese wurde im zweiten Jahr fir Mesotheliom-
Proben durchgefiihrt, die aus den Gruppen ,epitheloide” und ,sarkomatoide” Wachstumsform
rekrutiert worden waren.

4.2.3. Beschreibung erreichter Ergebnisse

Primares Ziel des Arbeitspakets des Medizinischen Proteom Centers war die “Proteomanalyse und
Massenspektrometrie” zur Identifizierung von potentiellen Biomarkern aus Gewebeproben
asbestassoziierter Tumoren.

Wahrend im Verlauf der ersten Férderphase vor allem die Etablierung des sogenannten MALDI-Imaging
im Vordergrund stand, lag der Fokus in der zweiten Projekthélfte auf der Optimierung und Anwendung
der beiden anderen Techniken sowie der Auswertung der Daten mit bereits implementierter
kommerzieller Software, multivariater Analyse sowie im Rahmen von PURE selbstentwickelter
Softwaretools.

MALDI-imaging

Die Methode besteht aus vielen verschiedenen Arbeitsschritten, von denen einige einen mehr oder
weniger starken Einfluss auf die Qualitat des Gewebes und letztlich auf die Messung haben kdnnen.
Kritische Parameter, wie zum Beispiel die Matrix, wurden im Einzelnen variiert und beurteilt. Auf diese
Weise wurde ein speziell fiir das Lunge-Projekt zugeschnittener Workflow und Dokumentationsbogen
zur Qualitatssicherung entwickelt.
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Erste Messungen von im Haus angefertigten Gewebeschnitten belegten, dass die Technik in der Lage ist,
unterschiedliche Gewebetypen zu differenzieren (Abb. 5).

Nach erfolgreicher Etablierung aller Schritte der MALDI-Imaging Technologie wurde die Anwendbarkeit
an einer klinischen Fragestellung getestet. Daflir wurde ein Mesotheliomprobenkollektiv ausgewahlt, bei
dem sich zwei Subtypen (epitheloide vs. sarkomatoide Wachstumsform) unterscheiden lassen.

Bei diesem Ansatz konnten zwar Tumorbereiche erkannt werden, jedoch war die Unterscheidung
zwischen den zwei Subtypen nicht moglich. Aufgrund der Tatsache, dass MALDI-Imaging nicht Uber die
erforderliche Sensitivitdt verfligt, wurde diese Technik nicht weiter verfolgt. Stattdessen wurden die
Arbeiten zur ldentifizierung neuer Biomarker mit den beiden weiteren Techniken, der Laser-
Mikrodissektion und der labelfreien Proteomstudie fortgefihrt.

Abb. 5: MALDI Imaging von Lungengewebe. Das Drei-Farbenbild links zeigt das Gewebe nach dem Imaging. Die
verschiedenen Gewebetypen sind deutlich voneinander zu unterscheiden. Das rechte Bild entspricht dem
Hdmatoxylin-Eosin gefarbten Konsekutivschnitt.

Laser-Mikrodissektion

Im Vorfeld der eigentlichen Laser-Mikrodissektion wurden in enger Zusammenarbeit mit dem
Projektbereich Biophysik verschiedene Farbetests am Gewebe durchgefiihrt mit dem Ziel, die spatere
Auswahl und gezielte Isolation von speziellen Zellen unter direkter lichtmikroskopischer Kontrolle zu
vereinfachen. Hierflir wurden verschiedene Farbetechniken getestet und die Reproduzierbarkeit der
Laser-Mikrodissektion beziiglich der Anzahl der identifizierten Proteine geprift. Das optimierte Protokoll
wurde fir anschlieRende Arbeiten am Tumorgewebe verwendet.

Label-freie Proteomanalyse
Die durchgefiihrte labelfreie Proteomstudie wurde als plattformiibergreifender Ansatz konzipiert,
wodurch sich der finale Workflow bestehend aus flinf aufeinander aufbauenden Methoden ergab.
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Abb. 6: Workflow der labelfreien Studie von Mesotheliomproben: Die mit einem Stern (*) markierten
Arbeitsschritte wurden vom MPC durchgefiihrt, die ohne vom Kooperationspartner in der Biophysik. Abklrzungen:
FTIR = Fourier-Transform-Infrarotspektrometrie, LMD = Laser Mikrodissektion

Im Rahmen der Gewebecharakterisierung mit anschlieRender Identifikation von differentiellen
Proteinen wurde in Kooperation mit der Plattform Biophysik ein Mesotheliomprobenkollektiv
ausgewahlt, bei dem sich zwei Subtypen (epitheloide vs. sarkomatoide Wachstumsform) unterscheiden
lassen. Die Detektion von reprdsentativen Arealen der unterschiedlichen Subtypen innerhalb eines
Gewebeschnitts erfolgte mit Hilfe der Spektroskopie und einer automatisierten, markerfreien
Subklassifizierung in der Biophysik (Details siehe Abschnitt 4.1 - Biophysik). Von den insgesamt 11
vermessenen Frischgewebeproben wurden gemal Erkennung 6 epitheloide und 5 sarkomatoide Proben
fiir die anschlieRende LMD verwendet.

Datenauswertung der labelfreien quantitativen Proteom-Daten

Fir die Datenauswertung wurden die Daten in die Auswerte-Software Progenesis Ql (Nonlinear
Dynamics Ltd., Newcastle upon Tyne, UK) importiert. Dabei wurden Bereiche ohne Peptid-lonensignale
ausgeschlossen (,,Saulen-Leerlauf”).

Progenesis erlaubt die Anwendung der Hauptkomponentenanalyse fiir diese quantitativen Daten und
stellt das Ergebnis grafisch dar. Die Grafiken wurden hier verwendet, um die globale Struktur der Daten
zu visualisieren und die technische Varianz und mogliche AusreiRer zu beurteilen: mit Ausnahme der
technischen Replikate mit hohen Normalisierungsfaktoren (in Abb.7 rot umkreist) waren die
technischen Replikate in der PCA eng benachbart. Dies ist ein Beleg fiir die gute Reproduzierbarkeit der
Messungen mit dem verwendeten Workflow, siehe Abb. 6
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Abb. 7: Hauptkomponentenanalyse (Principal Components Analysis — PCA) quantitativer Daten der labelfreien
Proteomikexperimente unter Bericksichtigung der betrachteten Mesotheliom-Subtypen (blau: sarkomatoides,
violett: epitheloides Wachstumsmuster). Rote Ringe markieren Laufe mit hohen Normalisierungsfaktoren. Die PCA
wird hier zur Qualitatskontrolle eingesetzt, sie belegt eine sehr gute Reproduzierbarkeit der Messungen.

Insgesamt wurden 159 signifikante Proteine (p < 0.05 und |FC| >= 2) identifiziert. Zur finalen Selektion
von Kandidatenproteinen wurde die euklidische Distanz berechnet, die beide Kriterien (p-Wert, FC)
zusammenfasst (siehe Abb. 8). Die auf diese Weise selektierten und in eine Reihenfolge gebrachten
Kandidaten kénnten nach Validierung zur Unterscheidung der Subtypen verwendet werden.
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Abb. 8: Volcano — Plot quantifizierbarer Proteine (graue Punkte) aus den labelfreien Proteomikexperimenten. Auf
der X-Achse sind fold change (FC) — Werte, auf der Y-Achse die p-Werte der ANOVA abgetragen (logarithmische
Skalen!). Zwei rote Pfeile zeigen beispielhaft die euklidische Distanz zweier Proteine an. Proteine mit einer groRen
Entfernung zum Ursprung (d.h. mit groRer euklidischer Distanz) sind aussichtsreiche Biomarker-Kandidaten.

AuRerdem wurde die Resultatliste mit bekanntem biologischen Wissen annotiert (Berechnung
signifikanter Uberreprédsentation von differenziell regulierten Proteinen in biologischen Pathways,
Software ,Ingenuity Pathway Analysis’ (QIAGEN Redwood City, www.giagen.com/ingenuity), siehe
Abb. 9).
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Abb. 9: Ergebnis der Pathway-Analyse mit Ingenuity Pathway Analysis: Canonical Pathways (bekannte
biochemische Pathways) mit signifikant Uberreprasentiertem Anteil an signifikant differenziellen (p <0.05,
|FC| = 2) Proteinen (Mesotheliom-Subtypen: epitheloides vs. sarkomatoides Wachstumsmuster).

Die so erfolgte funktionelle Charakterisierung unterstiitzt die Korrektheit und Sinnhaftigkeit der
Ergebnisse, da differenzielle Proteine z.B. in ,Remodeling of Epithelial Adherens Junction“ und
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»Epithelial Adherens Junction Signalling” Uberreprasentiert vorkommen und das einen Unterschied
zwischen epitheloider und sarkomatoider Wachstumsform von Mesotheliomen sein konnte.

Ein weiterer Hinweis auf die Belastbarkeit der Ergebnisse ist (proof of principle), dass Calretinin in der
Ergebnisliste der signifikant differenziell regulierten Proteine auftaucht (ANOVA-p-Wert: 0,0145, fold
change FC: 17,45) (siehe Abbildung 10). Dieses Protein wird bereits von Pathologen zur Unterscheidung
von Mesotheliomen und pleural metatstasierten Adenokarzinomen verwendet (Doglioni et al. 1996; Arif
und Husain 2015; Ordonez 2007).

Abb. 10: Proof of principle: Quantitatives Profil von Calretinin, einem von Pathologen bereits verwendeten Protein
zum Nachweis von Mesotheliomen (Standard-Normalisierte Werte, Mesotheliom-Subtypen: epitheloides vs.
sarkomatoides Wachstumsmuster). Bei der epitheloiden Wachstumsform sind die Werte wie erwartet im
Durchschnitt héher.

Weitere Protein-Biomarker-Kandidaten mit guten p- und FC-Werten sowie einem vielversprechenden
guantitativen Profil finden sich in Tabelle 3. Es ist geplant, diese in Folgestudien zu verifizieren, weil erst
dann eine Eignung als Biomarker angenommen werden kann.

Tabelle 3: Protein-Biomarker-Kandidaten mit guten p- und FC-Werten sowie einem vielversprechenden
guantitative Profil (,Accession”: Eindeutige ID der UniProt-Protein-Datenbank, ,Peptide count”: Anzahl der
quantifizierbaren Peptide des Proteins, ,,Unique peptides”: Anzahl der quantifizierbaren Peptide, die in keinem
anderen Protein vorkommen; flir die beiden letzten Spalten gilt: je mehr, desto verlasslicher die Quantifizierungen)

Accession Anova.p Fold change Pig‘t‘i:: pl::it?::s Description

QsVvT79 0.016 29.33 9 1 Annexin A8-like protein 2

Q9y4aLl 0.008 3.52 8 7 Hypoxia up-regulated protein 1
QI9NRW1 0.005 3.24 2 1 Ras-related protein Rab-6B

P47712 0.043 45.78 3 3 Cytosolic phospholipase A2

P12532 0.02 24.38 4 4 Creatine kinase U-type, mitochondrial
runter regulierte Proteine

Q9BXX0 0.009 -3.95 2 2 EMILIN-2

P12109 0.019 -4.04 20 20 Collagen alpha-1(VI) chain

Eine Veroffentlichung der Ergebnisse zu Protein-Biomarker-Kandidaten beim Mesotheliom ist geplant,
sobald eine methodische Verifizierung vorliegt.
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Epigenetik-Kooperation mit dem IPA

Am IPA werden mit der MDB-Seq-Methode methylierte Bereiche von Patienten-DNA (jeweils eine
Lungentumor- und eine Kontrollprobe pro Patient) zunachst angereichert und mittels /llumina Next
Generation Sequencing vermessen. Zur Auswertung der sehr umfangreichen Datenmengen (13
Millionen Fragment-Sequenzierungen bzw. 8 GB Daten pro Lauf) wurde in Zusammenarbeit mit der
Bioinformatik des MPC das Software Paket MEDIPS fir R (Lienhard et al., 2014) angepasst und
eingesetzt. Ein Vergleich erbrachte, dass die Anzahl und Qualitat der alignierten Reads bei 75 bp Lange
deutlich besser ist als bei 50 bp und deshalb alle Proben entsprechend vermessen wurden.

Nach dem Alignment an das humane Genom wurden aufgrund von Qualitdtsmerkmalen (CpG Coverage
>50%) zundchst 74 Patienten ausgewahlt und analysiert. Die Auswertung zeigte signifikante (p<0,01)
differentielle = DNA-Methylierungsunterschiede (Fold Change 25) zwischen Tumor- und
Kontrollgewebeproben an 812 Stellen (Loci) im gesamten Genom. Diese Loci wurden zum einen in
tabellarischer Form aufbereitet und nach p-Werten (Signifikanz) sortiert, zum anderen mittels des
Genombrowsers JBrowse (Skinner et al., 2009) visualisiert.

Fir einige hochsignifikante Genombereiche wurde der Methylierungsgrad mittels Pyrosequencing
Uberprift. Die Ergebnisse der MDB-Seqg-Analysen und des Pyrosequencing sind in der folgenden Grafik
(Abb. 11) und Tabelle 4 ersichtlich. Die Methoden haben fiir die vermessenen Genombereiche eine
Korrelation von durchschnittlich 0.82, was bedeutet, dass beide Methoden in ihren Ergebnissen gut
Ubereinstimmen.

MDB vs. PyroSeq
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Abb. 11: Gezeigt werden die mittleren Counts (in RPKM) aufgetragen gegen die Anteile der Methylierung
gemessen mittels Pyrosequencing. Die Messungen wurden fir jeweils 41 Tumor- und Kontrollproben
durchgefiihrt. Der Plot zeigt eine Tendenz, dass beide Messverfahren dhnliche Ergebnisse erzeugen. Dies wird
durch die Korrelationskoeffizienten in Tabelle 4 bestatigt.
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Tabelle 4: Die Tabelle zeigt die Pearson Korrelationskoeffizienten der durch MDB und Pyrosequencing gemessenen
Methylierungen fir die angegebenen Genombereiche. Alle Koeffizienten deuten darauf hin, dass die Methoden
vergleichbare Ergebnisse liefern, d.h. dass beide Methoden in der Angabe des Methylierungsgrades der
gemessenen Proben lbereinstimmen. Die Normalisierung mittels RPKM erhdht die Korrelation erwartungsgemal.

DLMS001 PAX3 DLMS006 DLMS002 DLMS008
raw counts 0.8447 0.7749 0.8400 0.7754 0.8023
RKPM 0.8907 0.7509 0.8485 0.8452 0.8018

Zusatzlich zu den Lungentumor-Proben wurden auch die Mesotheliom-Proben (siehe Epigenetik-
Abschnitt des WESZ) untereinander mittels des MEDIPS-Workflows verglichen. Zum einen wurden alle
Mesotheliom Proben mit den (ibrigen Pleuraerkrankungen verglichen. Hierbei konnten jedoch nach den
Ublichen Kriterien keine signifikanten Ergebnisse festgestellt werden (p <= 0.01, Fold change >= 5).
Zusatzlich wurden nur die epitheloiden gegen die sarkomatoiden Mesotheliome verglichen. Hierbei
konnten einige interessante Genomloci detektiert werden. Eine Liste der Loci, die sowohl signifikant als
auch in einem annotierten Genbereich liegen, ist in Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Diese Tabelle zeigt die regulierten Genombereiche, die bei der Analyse der epitheloiden gegen die
sarkomatoiden Mesotheliome detektiert wurden. Die Gene, die sowohl einen sehr guten p-Wert (<= 0.01) als auch

hohen Fold change (> 5) haben, sind in Fett hervorgehoben.

chrom start end gene p-value Fold-change
chrd 41637300 41637350 | LIMCH1 0.0067 -4.85
chr8 1574300 1574350 | DLGAP2 0.0016 2.43
chr9 33037050 33037100 | DNAJA1 0.0063 -8.25
chrl2 12899950 12900000 | APOLD1 0.0238 -3.71
chrl4 45588850 45588900 | FKBP3 0.0141 -2.24
chrl6 12597750 12597800 | SNX29 0.0199 -11.00
chrle 23363000 23363100 | SCNN1B 0.0223 -11.00
chrlé 67084550 67084600 | CBFB 0.0070 -11.00
chrl8 8719900 8719950 | MTCL1 0.0052 -9.04
chrl9 16672350 16672400 | SLC35E1 0.0102 -6.29
chrl9 37924550 37924600 | ZNF569 0.0160 -11.00

Eine Veroffentlichung der Epigenetikanalysen wird zusammen mit weiteren Auswertungen angestrebt.
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4.3. Wissenschaftlich-Epidemiologisches Studienzentrum (Leiter Prof. T.
Behrens)

4.3.1. Kurzdarstellung des Teilvorhabens

Das Wissenschaftlich-Epidemiologische Studienzentrum (WESZ) gewaéhrleistet die qualitdtsgesicherte
Durchfiihrung der beantragten Studie nach den Regeln der "Guten Epidemiologischen Praxis". Des
Weiteren flihrt es die erforderlichen Arbeitsschritte zur Erstellung eines Ethikantrags,
Datenschutzkonzepts und die Studienplanung (Erstellung der Studieninstrumente wie Fragebogen,
Probendokumentationsbogen etc.) durch. Es (bernimmt Aufgaben der Qualitatssicherung, der
Datenhaltung und -dokumentation, sichert den Datenschutz und baut eine Bioprobenbank auf.

Die prazise molekulare Charakterisierung stellt eine wichtige Erganzung zur pathologisch-histologischen
Charakterisierung des Probenmaterials dar und ist eine essentielle Grundlage fiir die gezielte
Einlagerung von gewonnenem Probenmaterial in eine qualitdtsgesicherte Bioprobenbank. Zudem
kénnen epigenetische Verdnderungen mit Anderungen der Proteinexpression korreliert werden.
Epigenetische Veranderungen im Gewebe spielen eine zentrale Rolle bei der Fehlregulation der Gen-
und Proteinexpression wahrend der Krebsentstehung. Die molekulare Charakterisierung bietet somit
auch eine hervorragende Maoglichkeit, neue potenzielle Kandidaten fiir das Marker-Panel der
Validierungsstudie MoMar zu identifizieren.

4.3.2. Darstellung der Forschungsarbeiten

Studienvorbereitung

Vor Beginn der Pilotphase der Studie wurden alle ethischen und rechtlichen Voraussetzungen fir die
Studie geklart. Der Ethikantrag flir das Forschungsvorhaben wurde im November 2012 zunachst bei der
Ethik-Kommission der Ruhr-Universitat Bochum (RUB) gestellt. Im April 2013 wurde das Projekt von der
Ethikkommission der RUB genehmigt. AnschlieRend wurde der Antrag bei der Ethik-Kommission der
Universitat Duisburg-Essen eingereicht, die Ende Mai 2013 ein positives Anschlussvotum fir das
Forschungsvorhaben erteilte. Sich aus notwendigen Anpassungen des Studienprotokolls ergebende
nachtragliche Amendments wurden von beiden Ethikkommissionen abschlieRend im Januar 2014
genehmigt.

Dem im Rahmen des Projektes entwickelten Datenschutzkonzept fiir die pseudonymisierte
Datensammlung wurde von den Datenschiitzern der RUB und des Universitatsklinikums Essen (UKE)
abschlieRend Ende 2013 zugestimmt. Fir die Verwaltung der personenidentifizierenden Daten konnte
der Lehrstuhl fur Kriminologie, Kriminalpolitik und Polizeiwissenschaft der Ruhr-Universitat Bochum (LS
Kriminologie) als Treuhandstelle gewonnen werden.

Alle Untersuchungsschritte im Rahmen der Studie wurden in Standard Operation Procedures (SOPs)
festgehalten, die mit den Kooperationspartnern auf mehreren vom WESZ koordinierten Treffen
abgestimmt und im Laufe der Pilotphase an die klinischen Gegebenheiten angepasst wurden. Somit
wurden fiir jede Probenart gesondert Standards fiir die Sammlung, die Verarbeitung, die Lagerung und
den Transport formuliert. Ebenso wurden die einzuhaltenden Standards zur Rekrutierung der Patienten
und der gesunden Kontrollprobanden sowie fiir die Datenerhebung detailliert festgelegt.

Die Instrumente zur Datenerhebung (Fragebogen fiir das Patienteninterview, Dokumentationsbégen fir
die Auswahl der Studienteilnehmer, flr klinische Befunde und die Probenverarbeitung) wurden vom
WESZ entworfen und in der Pilotphase der Studie gemeinsam mit den Kooperationspartnern der
Ruhrlandklinik (RLK) und des UKE angepasst. Das insbesondere aufgrund der enthaltenen
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Berufsbiographie umfangreiche Patienteninterview wurde vom WESZ fiir die Hauptphase zusatzlich als
elektronisch ausfiillbares und mit programmierten Sperr- und Sprungfunktionen versehenes Formular
etabliert. Dadurch konnte die bendtigte Interviewdauer im Sinne der Patienten minimiert und die
Qualitat der Interviewdaten durch Vermeidung von Ein- und Ubertragungsfehlern gesichert werden.

Datenverarbeitung und Biobank

Alle Dokumente wurden mittels der Software Teleform als elektronische Formularvorlagen erstelit.
Ausgefiillte Dokumente wurden dann von den Study Nurses des WESZ Uber Teleform gepriift und
anschlieBend in die dazugehotrige Datenbank exportiert. Die Ergebnisse der Dokumentenpriifung
wurden im Rahmen der Qualitatssicherung den fir die Datenerhebung zustindigen Mitarbeitern
berichtet. Die Mitarbeiter des WESZ priiften dariiber hinaus die Daten zur Probenverarbeitung und
Ausziige klinischer Befunde mittels Plausibilititskontrollen. Die Daten wurden den
Kooperationspartnern dann in je nach Anforderung zusammengestellten Datensitzen zur Verfligung
gestellt. Ein Teil der Daten wurde zusatzlich in die Datenbank der Bioprobenbank importiert und so
zentral fur die probenanalysierenden Plattformen zuganglich gemacht.

Die am WESZ eingerichtete Bioprobenbank basiert auf der fliir PURE weiterentwickelte Biobanksoftware
StarLims. In StarLims wurden die fiir die Studie erstellten SOPs abgebildet, wofiir die Software teilweise
projektspezifisch erweitert wurde.

Rack

|STARUM5 @D oo @ Hilfe Projekt PURE Hamblase | Inventar-ID

I R I Behaltertyp: | FluidX 48er 7438

Barcode: R3B14 Groe: 6 x 8

Lagerungsort

IX-MKIl ~| C:\tr-96 Data\dr-96.csv
Probenstatusubersicht
o NEW: 6
Metadaten Probanden- & . Probenll T 12 FRESEIRRE 10
setzien 88 Docizen V' aeizen LEER 0 | |UNKNOWN )
= 2 0240 2012 01:34:49 PM
INCHANGED s
UNCHANGED | FX00055170 a3 4 s
NEW _| FX00060853 N @ TX00L FXO0. FEGO. FXGO- FXGO- FXGDL FXOD-
NEW FXD0060838
[NEW | FX00060834 s ool THOOL FXoo. FXOO. FX0O. FX00- FXGO. FEDO
NEW FX00060837
(NEW | FX00060891 D™
NEW FX00055453
[UNCHANGED | Fx00055438 Bk k.
|UNCHANGED | FXO0055428 © meos ool Face €
| UNKNOWN | Fx00060835
| UNKNOWN FX00060893  rX0L TGO FAGR. FEW- XD~ FXGO- FGO FEDR
5 UNKNOWN FX00060874

Abb. 12: Beispiel einer projektspezifischen Erweiterung: Hinzufligen von Biomaterial Gber den Rackscanner.

So konnten samtliche qualitdtsrelevanten Prozesse, die das barcodierte Probenmaterial von der
Gewinnung in der Klinik Uber die verbrauchende Forschung bis zur Entsorgung nach der
wissenschaftlichen Analyse durchlief, protokolliert werden.
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-

Biomaterialbank Tln‘_‘ e
. Sucken j; Hinzufien ) Loschen @ Drucken [ Metadaten [ Exportto Excel % T
~Froben | o] Kommen ufigen
Probenbersicht @ Status andern
Spaltenkopl in dieses Feld zishen, um nach diesem zu gruppieren \'li—z ID-Transaktion
|| Siarims 1D | Barcode | Mateial Frobenbehalter | Menge Stetus Probanden|D = | Uniersuchungsnummer | Verwalter T \X Verfallsdatum bearbeiten
Ve | Menge anpassen
1130037418 | 68M4V2UOISV | Paraffin-Gewebe | Eppendorf SL Tu_ | 50000 um Q) Freiqeqeben | F-£-00010 BA0011 KLEIMANN IPA - Probandeneinwilligung
1130037419 | KZZ7BAMEIZ | Paraffin-Gewebe Eppendorf SL Tu. | 5.0000 um D Freiqegeben |P-8-00010 BAQOT1 KLEIMANN IPA Wb setzen
1130037420  [Z4PDVES3DRV | Paraffin-Gewebe Eppendorf SL Tu_ |5.0000 um Q Freiqeaeen | P-2-00010 BAOO1 KLEIMANN Pa| Gl Verwalter zuweisen
1130037421 | S1VHCPTZ7ED | Paraffin-Gewebe Eppendorf SL Tu_ | 50000 um 1@ Freiqegoben | P-2-00010 BADOTT KLEIMANN WE] () Besitzerz
1130037422 | QOIYNOTTSPS |Parafin-Gewebe | Eppendorf SL Tu_ 50000 um |© Freigeaeten |P-5-00010 BA00T1 KLEIMANN = -
1130037422 |G9IFHTIEEVA | Paraffin-Gewebe Eppendort SL Tu_ |5.0000 um |© Freigegeben | P-5-00010 BAOOT1 KLEIMANN wed v Testzuweisen
1130037424 | PTXBUSTBFUL |Poraffin-Gewebe | Paraffin-Block | 1.0000 Units |© Freigegeben | P-8-00010 BAO11 KLEIMANN rar| { Projekt zuweisen
1130037425 | BOOCXOLAKLS | Paraffin-Gewebe Eppendorf SL Tu_ |5,0000 um | Freiqeeten | F-e-00010 BAOOTT KLEIMANN PA| g Teil
1130037426 | WUMYXIMGT _ | Farafin-Gewsbe | Eppendorf SL Tu_ |5.0000um | Ereiqeeten | P-2-00010 BA0OT1 KLEIMANN Al "
1130037427 | LBIOBTIOUAF |Paraffin-Gewebe | Eppendorf SLTu_ |5.0000um \© Ereigeacben | P-5-00010 BA0011 KLEIMANN pa| OF Entsorgen
1130037428 |LY4QSAUS4Al | ParafinGewebe | Eppendorf SL Tu_ |5.0000um | Ereiqeqeten |F-8-00010 BAOT1 KLEIMANN wed € Aufiauanzahl erhohen
1120037423 | DOPVULOYOL | Paraffin-Gewebe | Eppendod SL Tu_ |5.0000 um | Ereiqeqeten |P-2-00010 BADO1 KLEIMANN WES Aliquotieren (Metad:
1130027430 | HSDAWCRSKR_ Parafin-Gewsbe | Eppendod SLTu.  5.0000um 10 Freigegeben | P-2-00010 BADOT1 KLEIMANN wey #O erben)
1130037431 | G9OT7ICMOVI | Paraffin-Gewebe | Paraffin-Block | 1.0000 Units D Freigeqeben | P-8-00010 BAOOT KLEIMANN FAT|  ay Uml (aus Boxen in
1130037432 Paraffin-Gewebe Eppendorf SL Tu_ |5.0000 um Q) Freigegeben | P-8-00010 BAOOT1 KLEIMANN 1PA Boxen)
113003742 | 2GCDODHOUQ . | Parafin-Gewebe | Eppendort SLTu_ |5.0000um Ig ) Freigeqsben |P-2-00010 BADOT1 KLEIMANN PA| Y Uml (chne Box)
1130037434 | MGUOZNKCBOP | Paraffin-Gewebe | Eppendorf SL Tu_ |5.0000um Frei P-B-00010 BA0011 KLEIMANN PAl A Umi (in Boxen)
1130037435 | ZPKUDGTI8MK | Paraffin-Gewebe Eppendorf SL Tu_ | 5.0000 um |Q Freiqeqeben | P-8-00010 BA0011 KLEIMANN = <
| [1130037436 _[298HTOYSO1S _[Parafin-Gowsbe | Eppendot SL Tu_| 50000 um © Freigeasben [P-2:0010 0011 KLEMAN [ 7y Umisgern (it Bag alle
113003747 | CEUVITSOE | Parafin-Gewebe | Eppendorf SL Tu_ |5.0000um ) Freigeeben | P-2-00010 BA0OT1 KLEIMANN W] : o
1130037438 | SGNTEDRERIS | Paraffin-Gewebe | Poraffin-Block | 1.0000 Units Q Freigeaeten | P-5-00010 BAOT1 KLEIMANN rar| B ?o"gnl':m"h verschieben
1130037438 | JEKSKTJDEZO | Parafin-Gewebe | Eppendorf SLTu_|5.0000um © Freigegeben | P-2-00010 BAOOT1 KLEIMANN 1PA b w
1130037440 | GCEOXAXKCTK | Porafin-Gewebe | Eppendorf SL Tu_ | 5.0000 um (© Fraigesstes | P-B-00010 BADOT KLEIMANN PA| r;;:")‘""" VerEegen
1130037441 | NORTOULETS8 | Paraffin-Gewebe | Eppendod SL Tu_ |5.0000um © Freiqensben | P-8-00010 BANOTT KLEIMANN IFA 3 )
= £\ Material reservieren
« i ,éﬁ ‘V‘—' A,

Abb. 13: Hauptliste der Starlims-Datenbank (links) und Transaktionsoptionen (rechts).

B, Material aufteilen (Split)

/Nmmrwrswmmrm[mfmuw’@m

Kontrollkette

Status andern 20.10.2014 08:24:45  RUOTOLO Freigegeben (Warnung)  10.0000 um

New Reception 16.10.2014 14:56:40 |RUOTOLO Freigegeben 10.0000 um TK-4-BpH » Fach 2
Versenden 16.10.2014 14:02.03 |RUOTOLO Im Versand 10.0000 um

Status andern 16.10.2014 14:02:03 |RUOTOLO Packed 10.0000 um

Verwalter zuweisen 16.10.2014 14:02:02 |RUOTOLO Freigegeben 10.0000 um

Auf Labortisch verschieben (ohne Box) | 16.10.2014 14:02:02 |RUOTOLO Freigegeben 10.0000 um

ID-Transaktion 16.10.2014 13:25:;52 | RUOTOLO Freigegeben 10.0000 um TK-80 » Fach 3

Close Reception 16.10.2014 11:01:32 |RUOTOLO Freigegeben 10.0000 um TK-80 » Fach 3
Verwalter zuweisen 16.10.2014 11:01:32  |RUOTOLO Leer 10.0000 um TK-80 » Fach 3
Umlagern 2 (ohne Box) 16.10.2014 11:01:32 | RUOTOLO Leer 10.0000 um TK-80 » Fach 3

New Reception 16.10.2014 11:01:28 |RUOTOLO Leer 10.0000 um Kitschrank » Schrank .
Close Reception 14.08.2014 13:11:11  |RUOTOLO Leer 10.0000 um Kitschrank » Schrank._.
Besitzer zuweisen 14.08.2014 13:10:52 |RUOTOLO Entwurf 10.0000 um Kitschrank » Schrank ..
Projekt zuweisen 14.08.2014 13:10:52 |RUOTOLO Entwurf 10.0000 um Kitschrank » Schrank .
New Reception 14.08.2014 13:10:49 |RUOTOLO Entwurf 10.0000 um Kitschrank » Schrank_.

Abb. 14: Uber den Reiter , Kontrollkette” kénnen die Zeitstempel alle Transaktionen eines Biomaterials eingesehen

werden.

Uber ein webbasiertes Portal konnten die Forschungsplattformen direkt auf die Biodatenbank zugreifen.
Dies ermoglichte den Plattformen im Bereich PURE-Lunge die Auswahl und Anforderung des zur
Verfligung stehenden Probenmaterials anhand von probencharakterisierenden Metadaten, welche vom
WESZ nach Aufbereitung und Validierung kontinuierlich in die Datenbank eingepflegt wurden.
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Aligemeines | Lagerung | Stammbaum | Anhange | Prifresultate [ Kontrollkette | Patient |

Allgemeines

Dokumentation des Eingriffs: Dokumentation Pathologie:
Datum des Eingriffs 05-05-2014 Transport zur Patho. auf Eis? a

Art des Eingriffs Schnittdatum 08-03-2014

_] Zeitpunkt Einlagerung im Kryostaten: 9:00

Sonstige Narkosemittel Zeitpunkt Einlagerung -80°C 9.25
= HE Befund
Zeitpunkt Unterbrechung Blutzufuhr: \null TUMORFREIES LUNGENGEWEBE
Bemerkung b
null " Bemerkung

MIT NACL GEWASCHEN, METALLZYLINDER

STARLIMS
Suche | Erweitert | Metadaten |
Probe
Barcode:
Externe ID
Emillguoste: [ <]
Kit-Typ
/" nventar |_Projekt | _ID-Suchen |
Lagerung Sonstiges
Klinik / Institut IPA Inhaber:
ot Verwalter
Legetarasherdier, Transaktion
Verfallsdatum Typ: Neus Froben aniegen =l
Ven (] =] Von [Fosos 2014 =1
Bis: [z =] Bis: I 12052014 =]
Emgfang Bestellung
Empiangsnr Bust Mo
= Eacsdelee (0
o — Bobocten |

aktueller Liste hinzu

Abb. 15: Uber den Reiter ,Allgemeines” kénnen Metadaten zum einzelnen Biomaterial eingesehen werden (links).
Die Suche nach Biomaterial erfolgt mit einer sehr flexiblen Suchmaske (rechts).

Seitens der Forschungsplattformen erlaubte die StarLims-Projektdatenbank zudem, die erfolgten
Analysen, Qualitdtsmerkmale und den Verbrauch der Proben zu dokumentieren und diese
Informationen zwischen den Projektpartnern zu kommunizieren. Hierzu wurden alle beteiligten Nutzer
durch das WESZ geschult.

Die in der Studie gewonnenen Biomaterialien (Nativ- und Paraffingewebe, Blutproben, Speichel und
Pleurapunktat) wurden seit Herbst 2013 routinemaRig mit StarLims verwaltet, so dass in der Studie ca.
25.000 GefdRe von Blutproben, 900 Speichelprobengefdlle, 650 Pleurapunktatgefafe und 10.000
Materialien mit Gewebeproben in der Bioprobenbank erfasst und verwaltet wurden (Abb. 12-15).

Rekrutierung und Logistik

Innerhalb der Klinik als auch zwischen Klinik und Biobank sowie den verarbeitenden Plattformen wurde
eine Infrastruktur fur die Tiefklhllagerung und den Transport der Probenmaterialien aufgebaut. Die in
der Ruhrlandklinik gesammelten Proben wurden von Mitarbeiterinnen des WESZ zu den
probenanalysierenden Stellen und zur Bioprobenbank transportiert. Darliber hinaus unterstiitzten sie
die Study Nurses der Ruhrlandklinik bei der Datenerhebung sowie der Probensammlung und -
verarbeitung.

Das WESZ rekrutierte mittels Melderegisterdaten gesunde Kontrollprobanden aus der Bevolkerung.
Diese wurden in einem mehrstufigen Verfahren kontaktiert und zum IPA eingeladen. Dort erfolgte dann
nach arztlicher Aufklarung die Probennahme und Datenerhebung. Bis Ende Juni 2015 wurden so 165
Personen in die Studie eingeschlossen.
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4.3.3. Beschreibung erreichter Ergebnisse

4.3.3.1 Studienpopulation

Tabelle 6 zeigt, getrennt nach Untersuchungsgruppe, einige deskriptive Kennzahlen der Studienpopulation. Alter
und Geschlecht waren zwischen Fallen und Kontrollen dhnlich verteilt. Erwartungsgemal zeigte sich im Vergleich
zu den gesunden Kontrollen aus der Bevolkerung bei den Krebsfdllen und Krankenhauskontrollen ein hoherer
Anteil von ehemaligen und aktuellen Rauchern. Nicht iberraschend war auch das Uberwiegen von eher niedrigen
Bildungsabschliissen bei den Probanden aus der Klinik.

Uberraschend war das Ergebnis zur selbstberichteten Exposition gegeniiber Asbest im Beruf. Um kurzfristige
Expositionen auszuschlieRen, beschrankten wir die Analyse auf eine Asbestexposition von (iber einem Jahr. Hier
berichtete im Vergleich zu den Krebsfillen ein hoherer Anteil von Bevdlkerungskontrollen Gber einen friiheren
Umgang mit Asbest (14,5 vs. 12%).

Es lasst sich nur spekulieren, ob diese hohen, auf Selbstangaben beruhenden Pravalenzen belastbar sind oder evtl.
auf einem Missverstandnis der gesunden Kontrollprobanden, was unter Asbest zu verstehen ist, beruhen.
Moglicherweise spielen hier auch differentielle Interviewereffekte eine Rolle. Jedoch sind die beobachteten hohen
Pravalenzen nicht a priori auszuschliefen, da die Zahl der potentiell gegenliber Asbest exponierten Handwerker,
die bei Sanierungsarbeiten von alten Hausern bzw. gegeniiber asbesthaltigen Bauprodukten (Fliesenkleber,
Spachtelmasse etc.) exponiert waren, hoher ist, als bisher angenommen (vgl. Smola T, Vortrag A+A, Disseldorf
2015).

Da Krebs aufgrund von einheitlichen molekularen Veranderungen in Gewebe entsteht, die unabhangig von der
Exposition gegeniiber einem spezifischen Karzinogen verlaufen (Hanahan und Weinberg 2011), wurde in dieser
Studie der Ansatz zur ldentifizierung eines asbestspezifischen Markers nicht verfolgt.

Tabelle 6: Deskriptive Faktoren der Studienpopulation

Maligne Tumore, Nicht maligne Bevolkerungskontrollen,
N (%) Lungenerkrankungen, N (%) N (%)
Insgesamt 486 158 207
Geschlecht
Méanner 311 (64) 87 (55,1) 143 (69,1)
Frauen 175 (36) 71 (44,9) 64 (30,9)
Alter, Mittelwert
66,2 (9,5) 62,3 (11,9) 65,1 (8,8)
(Standardabweichung)
Rauchstatus
Nie geraucht 55 (11,4) 43 (27,4) 57 (27,5)
Ex-Raucher 264 (54,6) 75 (47,8) 109 (52,7)
Aktueller Raucher 165 (34,1) 39 (24,8) 41 (19,8)
Schulbildung
Ohne Schulabschluss 17 (3,5) 6(3,8) 2 (1)
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Haupt/Realschule 317 (65,2) 98 (62) 133 (64,3)

Fachabitur/Abitur 58 (11,9) 18 (11,4) 67 (32,4)

Andere/Keine Angabe 94 (19,3) 36(22,8) 5(2,4)
>1 Jahr mit Asbest gearbeitet

(Selbstangabe)

Ja 49 (12) 19 (15,1) 30 (14,5)
... Ja, aber nur als Bystander 5(1,2) 0 0

Nein 261 (64,1) 70 (55,6) 163 (78,7)

Weil nicht 92 (22,6) 37(29,4) 14 (6,8)

4.3.3.2 Epigenetik - erreichte Ergebnisse

Die epigenetischen Analysen tragen sowohl zur molekularen Charakterisierung der Bioproben als auch
zur Entdeckung neuer Biomarker bei. Da lber die Epigenetik die Gene reguliert und somit die Expression
von Proteinen gesteuert wird, liefert sie einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis pathologisch
veranderter Proteinmuster und ermoglicht es, Kausalketten bei der Kanzerogenese aufzudecken.
Dadurch kann unter anderem die Plausibilitdt neu entdeckter Proteinbiomarker untermauert und die
Zahl von Screening-Artefakten reduziert werden. Die DNA-Methylierung eignet sich aufgrund ihrer Rolle
bei der Krebsentstehung und auch wegen ihrer hohen biochemischen Stabilitdt als gute Quelle fir die
Identifizierung potenzieller Tumormarker.

Identifizierung potentieller neuer Marker in Lungentumor-Frischgewebe

Fiir die Suche nach Methylierungsanderungen im Genom wurde zunachst die sogenannte Methylation
Binding Domain Sequenzierung (MBD-Seq) etabliert. Die urspriinglich geplante chipbasierte Methode
wurde aufgrund der kurzfristigen Einstellung der Chipproduktion seitens des Herstellers durch das MBD-
Seg-Verfahren ersetzt. Mit dieser neuartigen Methode kénnen im Gegensatz zu bisher Gblichen DNA-
chipbasierten Methoden neben bekannten auch neue Methylierungsbereiche gefunden werden. Die
Methode basiert auf der Anreicherung von methylierten DNA-Fragmenten mittels einer methylierte
DNA-Bereiche bindenden Proteindomane (MBD) und einer anschlieBenden Sequenzierung mit einem
sog. Next-Generation-Sequencer (Lan et al. 2011, Li et al. 2010). Durch die Erstellung eines
gesamtgenomischen Profils wird jede Probe molekular charakterisiert, wobei ca. 50.000 methylierte
DNA-Bereiche erfasst werden; gleichzeitig koénnen durch den Vergleich von Tumor- und
Nichttumorproben neue Biomarker-Kandidaten entdeckt werden.

Far Methylierungsanalysen standen initial Gewebeproben von 220 Patienten zur Verfligung, deren DNA
far die weitere Verwendung in ausreichenden Mengen isoliert und anschliefend charakterisiert wurde.
Fir die MBD-Seg-Methode standen von 87 Patienten sowohl geeignetes Tumor- als auch
Nichttumorgewebe zur Verfliigung. Die Tumor-/Nichttumorgewebeproben-Paare von 80 Patienten
konnten erfolgreich sequenziert werden. Zur Auswertung der sehr umfangreichen Datenmengen (13
Millionen Fragment-Sequenzierungen bzw. acht GB Daten pro Lauf) wurde in Zusammenarbeit mit der
Bioinformatik des MPC das MEDIPS-Softwarepaket angepasst und eingesetzt. Nach dem Alignment an
das humane Genom wurden aufgrund von Qualitdtsmerkmalen (CpG Coverage > 50%) 74 Patienten
ausgewahlt und analysiert, die eine durchschnittliche Alignmentrate von 91% mit 13,2 Mio. Reads
besaRen. Die Auswertung, in Kooperation mit der Abteilung Bioinformatik des MPC zeigte signifikante (p
< 0,01) differentielle DNA-Methylierungsunterschiede (Fold Change 2> 5) zwischen Tumor- und
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Normalgewebeproben an 812 Stellen (Loci) im gesamten Genom, d.h. es stehen somit rund 800
Kandidatenregionen fiir die weitere Evaluierung als mogliche Biomarker zur Verfligung. Details zur
Auswertung finden sich im Ergebnisteil des MPC (Kap. 4.2.3.). Aufgrund der grofRen Zahl signifikant
veranderter Methylierungsbereiche wurden zunachst keine weiteren Lungentumorgewebe mittels MBD-
Seq untersucht. Vielmehr wurde der Fokus auf die Verifizierung der Ergebnisse mittels Einzelassays
(Pyrosequencing, s. u.) verlagert. Die 80 untersuchten Gewebe umfassten vorwiegend Adenokarzinome,
Plattenepithelkarzinome und Karzinoide. Fiir kleinzellige Lungenkarzinome, die in der Regel nicht
operiert werden und fiir die somit keine gréReren Gewebeproben vorlagen, wurde eine andere
Strategie verfolgt. Hierbei wurde auf Feinnadelbiopsien von Lymphknotengewebe und die
Pyrosequencing-Methode zuriickgegriffen (s. u.).

Von den 812 gefundenen Loci liegen zahlreiche nicht direkt innerhalb von bekannten Genen, sondern in
der unmittelbaren Ndhe oder sogar weit von ihnen entfernt. So liegt der Locus DLMS113 in der
Umgebung des Gens ZIC1 und der Locus DLMS129 in einiger Entfernung des Gens HOXD8. DLMS003 liegt
dagegen genau innerhalb des Gens PAX3 und DLMS454 im Promotorbereich von CDKN2A. Viele der
Gene, die mit den gefundenen Loci assoziiert sind, kodieren Transkriptionsfaktoren, insbesondere
Homeobox-Gene. Somit ist von den Methylierungsunterschieden eine deutliche Zahl von Master-Genen
betroffen, die fir die Entwicklung und Differenzierung von Lungengewebe sowie die Zellsteuerung eine
wichtige Rolle spielen (Abe et al. 2006, Lechner et al. 2001). Die MBD-Seqg-Ergebnisse stimmen fir
Adeno- und Plattenepithelkarzinome generell gut mit bisherigen vergleichbaren Untersuchungen zu
veranderten Methylierungsmustern im Genom von Lungentumoren (berein (Rauch et al. 2008, Rauch et
al. 2012, Carvalho et al. 2012, Carvalho et al. 2013). Obwohl deren Fallzahlen insgesamt sehr gering
waren und teilweise eine andere Methodik eingesetzt wurde, waren sowohl bei Rauch et al. als auch bei
Carvalho et al. (bereinstimmend mit unseren Ergebnissen viele Homeobox-Genen, u.a.
Transkriptionsfaktoren, differenziell methyliert. So detektierten beispielsweise Rauch et al. ebenfalls
eine Hypermethylierung in den Genen PAX3 und CDKN2A (Rauch et al. 2008, Rauch et al. 2012).

Identifizierung potentieller neuer Marker in Mesotheliom-Frischgewebe

Insgesamt stand Frischgewebe von 21 Mesotheliom-Patienten zur Analyse zur Verfligung. Dabei konnte
aus allen 21 Geweben fir MBD-Seq ausreichende DNA-Mengen isoliert werden, die anschliefend
sequenziert wurden, wobei zwei Proben eine CpG-Coverage < 50 hatten und nicht bei der Auswertung
bericksichtigt wurden. Weiterhin wurden erganzend die Mesotheliom-Zelllinien H28, H2452, MSTO-
211H, DM-3, RS-5 und JL-1 sequenziert. Die Zelllinie H2452 wurde ebenfalls infolge einer zu geringen
CpG-Coverage bei der weiteren Auswertung nicht beriicksichtigt. Da grundsatzlich keine ausreichenden
Mengen an gesundem Mesothelium gewonnen werden konnten, wurden als Kontrollen zunachst
Proben von Patienten mit Pleurafibrose, Pleuraplaques bzw. Pleuritis verwendet. Hier konnten von 15
Kontrollgeweben elf mit der MBD-Seq-Methode analysiert werden. Bei den tbrigen vier Proben war die
DNA-Menge zu gering und konnte daher nicht analysiert werden. Bei der Analyse stellte sich heraus,
dass nur 13 Loci signifikant differentielle DNA-Methylierungsunterschiede aufwiesen, obwohl bereits
weniger stringente Kriterien (p < 0,05, Fold Change > 2) im Vergleich zum Lungenkrebs Screening (p <
0.01, Fold Change 2 5) angewendet wurden. Mit den Kriterien aus dem Lungenkrebs Screening konnten
hingegen keine signifikanten DNA-Methylierungsunterschiede gefunden werden. Zudem zeigte sich,
dass die Mesotheliome oft niedriger methyliert waren als die Kontrollen (in neun von 13 Fallen). Daher
wurde alternativ die transformierte Mesothel-Zelllinie MeT5A als Kontrolle analysiert. Mit dieser
Kontrolle konnten unter Vorgabe der gleichen strengen Kriterien wie im Lungenkrebs Screening (p <
0.01, Fold Change = 5) liber 10.000 Loci gefunden werden, von denen etwa ein Drittel im Bereich
annotierter Gene liegt. Inwieweit diese im Vergleich sehr hohe Anzahl potenzieller Loci auf die
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Verwendung der Zelllinie MeT5A als einzige Kontrolle zurlickzufiihren ist, muss analysiert und in
weiteren unabhangigen Einzelassays untersucht werden. Aulerdem wurden, analog zum Proteomic-
Ansatz, die Methylierungsgrade der epitheloiden mit denen der sarkomatoiden Mesotheliome
verglichen. In 33 Loci unterscheiden sich die beiden histologischen Subtypen voneinander (p < 0.05, Fold
Change = 2), wobei mit den stringenteren Kriterien (p < 0.01, Fold Change > 5) nur noch acht
interessante Loci erhalten bleiben. 91% der Loci sind in sarkomatoiden im Vergleich zu epitheloiden
Mesotheliomen héher methyliert. In Tabelle 5 (Bioinformatik) sind die Loci aufgelistet, die in einem
annotierten Genbereich liegen. Die assoziierten Gene kodieren u.a. Transkriptions- und Microtubuli-
assoziierte Faktoren, aber auch einen Natrium-Kanal, ein Co-Chaperon und einen Transporter. Fiir die
Pyrosequencing-basierte, methodische Verifizierung kénnten insbesondere die Gene CBFB, MTCL1 und
DNAJA1 von Interesse sein.

Identifizierung potentieller neuer Marker in Lymphknotenmetastasen von Lungentumoren
Bestimmte Tumoren werden in der Regel entweder nicht oder erst nach Chemotherapie operiert. Damit
steht fir diese Tumorarten kein oder — insbesondere fiir kleinzellige Karzinome — nur sehr wenig
Frischgewebe aus der Thoraxchirurgie zur Verfiigung. Eine Alternative stellen durch Biopsie gewonnene
Gewebeproben dar. Hier bietet sich z.B. die endobronchiale Ultraschall-gefiihrte transbronchiale Nadel-
Aspiration (EBUS-TBNA) von mediastinalen Lymphknoten an. Es standen insgesamt 97 EBUS-Proben aus
der Pneumologie zur Verfligung, darunter u.a. 14 kleinzellige Karzinome, 19 Adenokarzinome und 16
Plattenepithelkarzinome sowie 41 Kontrollen (Tumorpatienten mit tumorfreiem Lymphknotengewebe
und sieben Sarkoidosen).

Die geringen durch Biopsien gewonnenen Probenmengen schranken die anwendbare Methodik ein. So
ist ein gesamtgenomisches Screening zur Entdeckung neuer Marker nicht moglich, jedoch kénnen
gezielte Einzelassays von bereits bekannten Targets durchgefiihrt werden. Die Pyrosequencing-Methode
erlaubt hier eine Quantifizierung des Methylierungsgrades einzelner Gene selbst in kleinsten Proben. In
Vorversuchen im Rahmen dieser Studie wurden Pyrosequencing-basierte Einzelassays fir verschiedene
bereits bekannte Gen-Targets etabliert. In den mittels EBUS-TBNA gewonnenen Geweben konnte so die
Methylierung der Gene LINE1, RASSF1, APC, CDH13, EFEMP1, MGMT und RARB quantifiziert werden.

Die  Analysen ergaben, dass einige Tumorsubtypen ein spezifisches Muster an
Methylierungsverdnderungen in der Gesamtheit der sieben untersuchten Genbereiche aufwiesen
(exemplarisch fiir LINE1 siehe Abb. 15). Kleinzellige Karzinome zeigten in 13 von 14 Fallen eine deutliche
Hypermethylierung des RASSF1-Gens sowie in 79% der Fdlle eine Hypomethylierung in LINE1 und
vereinzelt Hypermethylierungen in EFEMP1, APC u.a. Genen. Adenokarzinome zeigten in 42% der Falle
eine Hypermethylierung des RASSF1-Gens sowie in 42% eine Hypomethylierung in LINEI und in
mehreren Fallen Hypermethylierungen in APC, CDH13, RARB und EFEMP1. Aufgrund ihrer
unterschiedlichen Subtypen ist es insbesondere fiir Adenokarzinome schwierig, diese mit einem
einzelnen Biomarker nachzuweisen. Mit dem Biomarker-Panel LINE1, RASSF1, RARB und CDH13 konnten
84% der Adenokarzinome identifiziert werden. Plattenepithelkarzinome zeigten in 44% der Falle eine
Hypermethylierung des RASSF1-Gens, in fast allen Fallen (15 von 16) eine Hypomethylierung von LINE1
und vereinzelt Hypermethylierungen in APC, EFEMP1 und MGMT. Interessanterweise waren bei den vier
adenosquamodsen Karzinomen praktische keine Anderungen in den untersuchten Genbereichen
feststellbar — alle Werte waren mit denen der Kontrollen vergleichbar. Dies deutet darauf hin, dass die
adenosquamoésen  Karzinome  keine  einfache  Mischform aus  Adenokarzinomen  und
Plattenepithelkarzinomen darstellen — wie dies die Histologie und die Immunhistochemie suggerieren —
sondern vielmehr eine eigene Tumorentitit. Dies wirde sich auch mit Untersuchungen zu
Tumorstammzellen decken (Mather et al. 2013). Auch das grol3zellige neuroendokrine Karzinom und die
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Dys-/Metaplasien zeigten keine Verdnderungen. In diesen Fillen (einschlieRlich adenosquamdsen
Karzinome) waren aber die Fallzahlen gering, so dass hier noch keine validen Aussagen moglich sind.
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Abb. 15: (A) DNA-Methylierung von LINE1: einzelne Tumortypen gegen Kontrollen. In gesundem Gewebe ist LINE1
normalerweise zu ca. 80% methyliert, in Tumoren ist es haufig untermethyliert. (B) DNA-Methylierung von RASSF1:
einzelne Tumortypen gegen Kontrollen. In gesundem Gewebe ist RASSF1 normalerweise nahezu unmethyliert, in
Tumoren ist es haufig hypermethyliert. Alle Signifikanzberechnungen wurden mit dem Mann Whitney Test

durchgefiihrt.

Initiale methodische Verifizierung ausgewdhlter potentieller Marker aus MBD-Seq mittels

Pyrosequencing
Von den 812 mittels MBD-Seq in der Discovery-Phase identifizierten Loci wurden fir 12 ausgewahlte
Genbereiche Einzelassays, basierend auf der Pyrosequencing-Methode, entworfen. Die
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Methylierungsstellen im Bereich dieser 12 Genbereiche hatten nach Auswertung der MBD-Seg-Daten
statistisch die deutlichsten Veranderungen zwischen Tumor- und Nichttumorgewebe gezeigt (siehe Abb.
16 und Tabelle 7). Zehn dieser Einzelassays wurden zunichst an den zuvor mittels MBD-Seq
untersuchten Geweben getestet. Es ergab sich beispielsweise flir den Assay DLMS001 eine
Ubereinstimmung beider Methoden von 89%, und fiir die Assays DLMS002 und DLMS006 eine von 85%.
Dies reprasentiert unter der Beriicksichtigung, dass sich beide Methoden fundamental unterscheiden,
einen hohen Grad an Ubereinstimmung. Die neun bislang niher untersuchten Einzelassays zeigen alle
einen signifikanten Unterschied (p<0,0001) im Methylierungsgrad zwischen Tumor- und
Nichttumorgewebe. Daher erscheinen sie potenziell geeignet, in EBUS-, Speichel- und Plasmaproben

weitergehend analysiert zu werden.
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Abb. 16: Veranderte DNA-Methylierung in Lungentumorgewebe (T) im Vergleich zu angrenzendem Normalgewebe
(NT) (Mann Whitney Test: p<0,0001). Methodische Verifizierung einzelner MBD-Seq-Ergebnisse mittels
Pyrosequencing fir die Loci DLMS001, DLMS480, DLMS002, PAX3, DLMS004, DLMS006, DLMS008, DLMS009 und

DLMSO010.

Tabelle 7: Methodische Verifizierung von ausgewahlten Methylierungsassays

technische Assay- | Verifizierung: Vergleich
oy | Comaom | SO | Vettna |
(T und NT) [% Ubereinstimmung]
DLMS001 chr7 v v 89%
DLMS480 chrl v v 83%
DLMS002 chrl v v 85%
PAX3 chr2 v v 75%
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DLMS004 chr20 4 v 75%
DLMS006 chr8 4 4 85%
DLMS008 chr2 v v 80%
DLMS009 chra v v 66%
DLMS010 chr12 v v 88%
CDKN2A chr9 v v n.b.

(Details zur Berechnung siehe Kap. 4.2.3., n.b. = nicht bestimmt)

Nachweis von ausgewdhlten Markern aus MBD-Seq in Lymphknotenmetastasen von
Lungentumoren

Die DLMS001-, DLMS002-, PAX3-, DLMS004-, DLMS006- und DLMSO008-Assays wurden in
Lymphknotenmetastasen von Lungentumoren, sowie tumorfreien Lymphknoten (Kontrollen) und
Lymphknoten von Sarkoidose Patienten untersucht (Kollektiv siehe s.o.: ,ldentifizierung potentieller
neuer Marker in Lymphknotenmetastasen von Lungentumoren”). Ein signifikanter DNA-
Methylierungsunterschied (p < 0,05) zwischen Tumor und Kontrollen/Sarkoidose wurde fiir alle sechs
neuen Marker festgestellt (siehe Abb. 17). Bei einer Spezifitdt von 98% zeigt der DLMS001-Marker eine
Sensitivitat von 75%, der DLMS002-Marker eine von 48%, der PAX3-Marker eine von 70%, der DLMS006-
Marker eine von 65% und der DLMS008-Marker eine Sensitivitdat von 72%. Der DLMS004-Marker hatte
eine Sensitivitdt von 55% bei einer Spezifitdt von 97%. Ein Biomarker Panel mit diesen sechs Assays und
LINE1 fuihrt zu einer Sensitivitat von 89% bei einer Spezifitdt von 100%.
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Abb. 17: DNA-Methylierung von DLMS001, DLMS002, PAX3, DLMS004, DLMS006 und DLMS008 in tumorfreien
EBUS-TBNA Proben sowie von Sarkoidose-Patienten (K/S) im Vergleich mit EBUS-TBNA-Proben von
Lungentumorpatienten (T) (Mann Whitney Test: p<0,0001).
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Nachweis von ausgewdhlten Markern in Plasma und Speichel mittels Pyrosequencing
Die in Plasma zirkulierenden DNA-Mengen sind in Tumorpatienten zwar haufig erhoht, jedoch sind sie
insgesamt so gering, dass ihre Analyse eine groRe methodische Herausforderung darstellt. Ein direktes
Screening des gesamten Genoms in Plasma-DNA mit MBD-Seq ist daher nicht moglich. Mit einer
empfindlicheren Methode, wie z.B Pyrosequencing, ist es aber grundsatzlich moglich, gezielt einzelne
der im Gewebe-Screening mittels MDB Seq identifizierter Methylierungs-Loci zu quantifizieren.

Mit Pyrosequencing-Assays wurden 33 Plasmaproben korrespondierender EBUS-Proben untersucht.
LINE1 und RASSF1 waren bei Lungentumorpatienten nur in wenigen Fallen gegenliber gesunden
Kontrollen verandert. Weiterhin wurden zundchst mit zwei der mit MBD-Seq entdeckten und mittels
Pyrosequencing verifizierten Assays 501 Plasmaproben (407 Tumoren, 94 Kontrollen) analysiert. Hier
zeigte sich mit Ausnahme der kleinzelligen Karzinome kein signifikanter Unterschied zwischen Tumoren
und Kontrollen. Bei kleinzelligen Karzinomen lag die Sensitivitdt des Assays fiir DLMS001 bei 47%, fiir
DLMS002 bei 53%, flir DLMS008 bei 40% und fiir PAX3 bei 29%, mit jeweils um die 97% Spezifitat. In
Speichelproben (108 Tumoren, 131 Kontrollen) hingegen wiesen auch andere Tumorsubtypen eine
signifikant erhéhte Methylierung (p < 0,0001) auf. So zeigte fir die Gesamtheit der Lungentumoren
DLMS001 eine Sensitivitat von 57%, DLMS002 eine von 40%, PAX3 eine von 23%, und DLMS008 eine
Sensitivitat von 31%, jeweils bei einer Spezifitdt von 93-95% (Abb. 18). Subtypen-spezifisch kdnnen mit
dem DLMS001-Assay kleinzellige Karzinome sogar mit einer Sensitivitat von 75%, Adenokarzinome mit
61% und Plattenepithelkarzinome mit einer Sensitivitdt von 59% — bei einer Spezifitdt von 93% — im
Speichel identifiziert werden. Somit erscheint eine speichelbasierte Detektion von Lungentumoren mit
epigenetischen Markern grundsatzlich moglich, eine plasmabasierte Detektion deutet sich zumindest bei

Kleinzellern an.
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Abb. 18: DNA-Methylierung von DLMS001, DLMS002, PAX3 wund DLMS008 in Speichelproben von
Lungentumorpatienten und gesunden Kontrollen (Mann Whitney Test: p<0,0001).
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Nachweis von Markern in Pleurapunktaten

Es standen 21 Punktate von Pleuraerglissen bei verschiedenen Tumoren (N=15) und benignen
Erkrankungen (N=6) zur Verfliigung. In diesen Proben wurde der Methylierungsgrad in den Promotoren
der Gene RASSF1, LINE1, RARB, APC und PAX3 sowie bei DLMS001 mittels Pyrosequencing bestimmt.
Erste Ergebnisse weisen im Pleurapunktat auf differentielle DNA-Methylierungsmuster in den
Standardgenen sowie in den neuen Loci PAX3 und DLMSO001 hin. Im Gegensatz zum Zellpellet eignete
sich der Uberstand des Pleurapunktats, in dem sich frei zirkulierende DNA befindet, besser fiir die DNA-
Methylierungsanalyse. Im Uberstand konnten 60% der Proben eindeutig als Tumor identifiziert werden,
wohingegen im Pellet nur 33% Fdlle erkannt wurden. In der Kombination aller sechs
Methylierungsbereiche konnten alle Lungen-, Pleurakarzinome und Mesotheliome entdeckt werden,
wobei aber 40% der Proben nahe am Cutoff lagen. Lediglich einer der sechs Kontrollpatienten, der eine
chronische fibrosierende Pleuritis aufwies, zeigt eine erhéhte DNA-Methylierung in einigen der
Genbereiche. Die Fallzahlen sind aber derzeit noch zu gering, um statistisch belastbare Aussagen
machen zu kénnen.

4.3.3.3 Proteine

Die beiden Sandwich-ELISAs fiir Survivin und HIF1A konnten erfolgreich etabliert werden und wurden
zur Analyse von insgesamt 731 Plasmaproben von Tumorfillen und Kontrollen eingesetzt. Ein erhohter
Survivin-Gehalt zeigte sich nur in 43 der 441 Tumor-Falle (10%), sowie bei vier der 96 gesunden
Kontrollen (4%) und 19 der 194 Patientenmit benignen Erkrankungen (10%). Erhohte HIF1A-Werte
wurden ebenfalls bei nur 42 der 441 (10%) Patienten mit positivem Lungentumorbefund nachgewiesen.
Ein erhohter HIF1A-Gehalt wurde zudem bei fiinf Kontrollen (5%) sowie bei 22 benigne erkrankten
Patienten (11%) gemessen. Insgesamt lag der Median bei allen drei Patientengruppen (Kontrollen,
benigne Erkrankungen, Tumoren) sowohl beim Survivin- als auch beim HIF1A-ELISA unterhalb der
jeweiligen Nachweisgrenze von 200 pg/ml (Survivin) bzw. 500 pg/ml (HIF1A). Auf der Basis dieser
Datenlage scheinen die Marker-Proteine Survivin und HIF1A in der Form eines klassischen ELISA nicht fir
die Friherkennung von Lungen- und Pleuratumoren in Plasmaproben geeignet zu sein. Zuklnftig bote
sich jedoch ein Einsatz der gewonnenen Antikdrper in anderen Technologien wie beispielsweise der
sogenannten Immuno-PCR an, die ein hochsensitives Verfahren darstellt und so die geringeren Mengen
nachweisen konnte. Ein entsprechender Immuno-PCR Assay flir den Nachweis geringster Mengen von
Survivin ist derzeit bereits in der Entwicklung.

4.3.3.4 Postpower-Kalkulation

Da in der Studie mit verschiedensten Methoden Proben analysiert werden, ist eine allgemeine
Fallzahlplanung nur bedingt moglich. Fir eine konkrete Powerberechnung miissen verschiedene
Grundannahmen bekannt sein. So ist z.B. der Konzentrationsunterschied eines Markers zwischen
gesundem und tumordsem Gewebe nicht bekannt und fir jeden einzelnen getesteten Marker
unterschiedlich. Dennoch war es uns moglich, >800 Markerkandidaten zu identifizieren, die statistisch
signifikant zwischen an Krebs erkranken und gesunden Probanden unterscheiden konnten.

Fir die zwei Marker DLMS001 und DLMS002 mit der starksten Differenzierung zwischen Kranken und
Gesunden prasentieren wir im Folgenden eine Postpowerkalkulation. Zu diesem Zweck wurde ein Cut-
off flir ein positives Testergebnis so gewahlt, dass eine Spezifitdt von 93% erreicht wird. Fiir DLMS001
ergibt sich damit eine Sensitivitdt von 56,6% und fiir DLMS002 von 40%. Bei einem Alphafehler von 5%
beobachten wir unter den beobachteten Fallzahlen eine Power von >99,9% fiir beide Marker. Korrigiert
man den Alphafehler fir die Anzahl gescreenter Methylierungsmarker im Gewebe (ca. 50.000) auf p <
10®, um einer Alphafehlerkumulierung bei multiplen Paarvergleichen entgegenzuwirken, zeigen die
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genannten Marker bei den beobachteten Fallzahlen immer noch eine Power von >99,9% (DLMS001) und
90% (DLMS002).

Die eingeschlossenen Fallzahlen sind also ausreichend, um geeignete Markerkandidaten fir die
Friherkennung von thorakalen Tumoren zu identifizieren.

4.4. RuhrlandKlinik - Das Lungenzentrum: Interventionelle
Pneumologie/Bronchologie (Leiter Prof. Dr. L. Freitag) und Thoraxchirurgie und
thorakale Endoskopie (Leiter Prof. Dr. G. Stamatis)

4.4.1. Kurzdarstellung des Teilvorhabens

Die Ruhrlandklinik ist mit fast 1.000 neu diagnostizierten thorakalen Tumoren pro Jahr eine der gréRten
Lungenkrebskliniken in Europa. Ein nicht unerheblicher Anteil dieser Tumoren ist in einer beruflichen
Exposition karzinogener Substanzen (v. a. Asbest) begriindet.

In der hier beantragten Studie werden diese Patienten klinisch charakterisiert. Prognostisch und
funktionell operable Patienten werden in der thoraxchirurgischen Abteilung operiert ohne Abweichung
vom sonst (iblichen diagnostischen Vorgehen. Das entfernte Gewebe wird der Abteilung fiir Pathologie
Ubergeben. Bei Patienten, die primar nicht operiert werden, wird bronchoskopisch Tumormaterial in der
Abteilung fiir Interventionelle Pneumologie durch unterschiedliche Biopsieverfahren entnommen. Auch
dieses Gewebe wird zur pathologischen und molekularen Typisierung an die Abteilung fiir Pathologie
Ubergeben. Das Tumormaterial wird auch zur biospektroskopischen Untersuchung zur Verfligung
gestellt.

Ein weiterer Schwerpunkt der Interventionellen Pneumologie ist die Bestimmung volatiler Marker in der
Ausatemluft durch die lonenmobilitatsspektrometrie (IMS). Bei allen Studienteilnehmern wird eine IMS
der Ausatemluft durchgefiihrt. Bei zu bronchoskopierenden Patienten wird zusatzlich Luft zur IMS
entnommen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass sich die Ausatemluft von Tumorpatienten in der
Zusammensetzung volatiler Substanzen (VOCs) von der Ausatemluft gesunder Probanden unterscheidet.
Die Untersuchung der Ausatemluft mittels IMS ist einfach durchzufiihren, nicht-invasiv und fiihrt
innerhalb von 5 Minuten zu einem Ergebnis. Sie bietet somit die Option eines "Point of Care"-
Screeningverfahrens fiir Lungenkrebs. Nach Diagnosestellung der thorakalen Tumorerkrankung ist eine
weitere Datenerhebung nicht vorgesehen.

Mit der Option des Einsatzes der Infrarotspektroskopie auch im unmittelbar perioperativen Umfeld, hat
die Abteilung fiir Thoraxchirurgie und thorakale Endoskopie gemeinsam mit der Biophysik der RUB einen
ersten translationalen Arbeitsansatz an entnommenem Gewebe in die Studie eingeschlossener
Patienten bereits im ersten Studienjahr entwickeln kénnen.

4.4.1.1 Interventionelle Pneumologie /Bronchologie

4.4.1.1.2 Darstellung der Forschungsarbeiten
Alle Patienten, die in der Abteilung fiir Interventionelle Pneumologie stationar aufgenommen wurden,
wurden gescreent, ob ein Einschluss in die Studie moglich war.
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In der Abteilung Interventionelle Pneumologie wurden 222 Patienten, mit Verdacht auf ein
Lungenkarzinom in bildgebenden Verfahren untersucht. Bei 214 dieser Patienten konnten Blutproben
SOP-konform asserviert und verarbeitet werden. Von diesen Patienten konnten 82 Gewebeproben (63
operative Proben, 17 Kryobiopsien und 2 Zangenbiopsien) gewonnen werden. Ab Marz 2014 wurden
zusatzlich insgesamt 130 Speichelproben entnommen.

Die entnommenen Proben sind im Detail in Tabelle 2 (S. 10) aufgefihrt.

Nach Abschluss der histologischen Analyse der Patientenproben erfolgte fiir alle 683 Patienten an der
Ruhrlandklinik eingeschlossenen Patienten (Interventionelle Pneumologie und Thoraxchirurgie) eine
Stadiierung nach TNM anhand der computertomographischen Bildgebung und der Staging-
Untersuchungen (Schadel-Computertomogramm, Abdomensonographie, Knochenszintigraphie), die an
die forschenden Abteilungen weitergegeben wurde.

Auf Grund der Ein-/ und Ausschlusskriterien, die vortherapierte Patienten und auch metastasierte
Patienten zunachst ausgeschlossen hatten, konnte zunachst nur eine begrenzte Zahl von Patienten in
die Untersuchung eingeschlossen werden. Ebenfalls wurden initial diejenigen Patienten ausgeschlossen,
deren Tumor potentiell inoperabel oder aber nicht erreichbar war. Von denjenigen Patienten, bei denen
bildmorphologisch ein endobronchiales Tumorwachstum oder eine mediastinale
Lymphknotenmetastasierung angenommen werden konnte, wurden interventionell-pneumologisch
Gewebeproben entnommen.

Wir haben Methoden zur Durchfiihrung molekular-genetischer Untersuchungen an bronchoskopisch
gewonnenem Gewebe evaluiert, um auch kleinste Proben — endobronchial-ultraschallgestitzte
transbronchiale Nadelaspirationsbiopsien (EBUS-TBNA) aus mediastinalen Lymphknotenmetastasen —
auf epigenetische und andere molekulare Marker untersuchen zu kénnen. Hierzu erhielt die Abteilung
fir Molekulare Medizin am IPA Lymphknoten/ bzw. Lungenkarzinomproben von Patienten mit nicht-
kleinzelligem und kleinzelligem Lungenkarzinom (97 Féalle) und entsprechende Kontrollen mit
tumorfreiem Gewebe (41).

4.4.1.1.3. Beschreibung erreichter Ergebnisse

Ionenmobilitdtsspektrometrie

Wir fuhrten bei insgesamt 290 Patienten eine ionenmobilitdatsspektrometrische Atemluftanalyse durch.
Hiervon lag bei 74 Patienten ein Adenokarzinom, bei 41 ein Plattenepithelkarzinom, bei 39 ein nicht-
kleinzelliges Lungenkarzinom ohne genauere Subtypisierung, bei 33 ein kleinzelliges Lungenkarzinom,
bei neun ein Pleuramesotheliom, bei weiteren neun Patienten ein Karzinoid und bei 98 Patienten lagen
gutartige Erkrankungen oder Metastasen eines Tumors mit anderem Ursprungsort als der Lunge vor.

212 der ionenmobilitatsspektrometrischen Messungen waren auswertbar, diese befinden sich aktuell in
der abschlieBRenden Auswertung durch das Institut fir Humangenetik (Prof. Sven Rahmann) am UK
Essen.

Epigenetische und weitere molekulare Analysen an EBUS-TBNA-Proben

Die Probenentnahmetechnik der EBUS-TBNA-Proben konnte so optimiert werden, dass eine
Untersuchung durch den Pathologen wie auch eine DNA-basierte Analyse (Quantifizierung der DNA-
Methylierung in verschiedenen Genbereichen) durch die Abteilung flir Molekulare Medizin am IPA
moglich war.
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4.4.1.2. Thoraxchirurgie und thorakale Endoskopie

4.4.1.2.2. Darstellung der Forschungsarbeiten

Die Abteilung fiir Thoraxchirurgie rekrutierte in der Studienphase seit August 2013 insgesamt 431
Patienten und damit den Grof3teil relevanter, ,grofRer” Proben. Berlicksichtigt worden sind sowohl
Probanden, von denen alle Proben in den etablierten SOPs gewonnen werden konnten inklusive der
epidemiologischen Interviews, aber auch diejenigen, die riickwirkend infolge der Ausschlusskriterien des
Studienprotokolls ausgeschlossen werden mussten — regelhaft z.B. Patienten, aus deren Gewebeproben
eine Tuberkulose diagnostiziert wurde.

4.4.1.2.3. Beschreibung erreichter Ergebnisse

Wahrend der Pilotphase lag der Schwerpunkt bis Ende des Jahres 2013 auf der klinischen
Implementierung und Koordination der klinischen Schnittstellen zwischen Stationen, Funktionen (OP,
Bronchoskopie) und Pathologie sowie den Schnittstellen der Forschungsplattformen am WESZ und der
RUB. Parallel wurden die SOPs fiir Rekrutierung und Untersuchung, Studiendesign, Interview, Gewebe,
Blut und Ausatemluft etabliert und umgesetzt und wo notig adaptiert.

Eine Uberarbeitung der Ein- und Ausschlusskriterien fiir die Hauptphase ermdéglichte eine héhere
Patientenrekrutierung. Eine elektronisch unterstiitzte Dokumentation der epidemiologischen und
patientenbezogenen Daten wurde in Zusammenarbeit mit dem WESZ erfolgreich getestet und
eingefihrt.

GrolRe, chirurgische Proben konnten fiir maligne Pleuramesotheliome in nur geringerem AusmaR und
ausschlieBlich in der Thoraxchirurgie gewonnen werden. Es konnten daneben zahlreichen Blut-,
Atemluft-, Speichel- und Pleuraergussproben dieser Patienten gewonnen werden. Vorwiegend mit
diesen ,grofRen” Bioproben kann die Entwicklung proteinanalytischer Verfahren zur ldentifikation von
Kandidatenmarkern zur Unterstiitzung der (Friih-)Diagnose insbesondere asbestassoziierter
Pleuratumoren und Korrelation der Ergebnisse der einzelnen Plattformen stattfinden.

4.5. Institut fiir Pathologie (Leiter Prof. Dr. K. W. Schmid)

4.5.1. Kurzdarstellung des Teilvorhabens
Die im Gesamtkollektiv vorhandenen Proben wurden gemald den Leitlinien pathologisch-anatomisch
charakterisiert (Wohlschlager et al. 2010) und die Daten entsprechend eingebracht.

Die Regulierung der Genexpression bzw. der folgenden Proteinsynthese ist durch viele Ebenen geregelt.
Methylierungen der Histone auf denen die DNA aufgewickelt ist, auch DNA-Methylierungen und miRNAs
sind potente Regulationsmechanismen der Proteinexpression. miRNAs greifen in die Proteinsynthese
ein, indem die kurzen Nukleinsduren an die komplementare mRNA hybridisieren. Fir diesen
Nukleinsauredoppelstrang ist eine Proteinsynthese liber die Ribosomen nicht mehr moglich und wird
abgebaut. In vielen Tumoren ist bereits eine Deregulierung verschiedener miRNAs beschrieben. Durch
die erhohte Expression von bestimmten miRNAs kénnen mRNAs und damit die Proteinmenge von z.B.
Tumorsuppressorproteinen reduziert werden.

Bisher werden die verschiedenen Tumortypen durch ihr morphologisches Erscheinungsbild und
Proteinexpression unterschieden. Die Farbung der Proteine durch Immunhistochemie ist ein gangiges
und weit verbreitetes Verfahren um die Herkunft und Dignitat des Tumors festzustellen. Da die miRNAs
mit dem Proteingehalt der Zellen verknipft sind, sollte ein Zusammenhang zwischen miRNA-Expression
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und Proteingehalt zu sehen sein. Daher sollte es moglich sein, mittels miRNA-Expressionsmuster
verschiedene Subtypen voneinander abzugrenzen.

Nach den bisherigen Ergebnissen spielen microRNAs beim Lungenkarzinom (Wu et al. 2009) und
Mesotheliom (Guled et al. 2009) eine Rolle. Diese sind im Gewebe, aber auch im Serum nachweisbar
(Chen et al. 2008).

Sie kénnen die entsprechenden Tumorentitdten charakterisieren und sind von prognostischer Relevanz.
Eine Bedeutung wird auch in der Karzinogenese von der Entziindung zum Tumor gesehen (Schetter et al.
2010). In der Friiherkennung konnten insbesondere Serumuntersuchungen von Bedeutung sein.
Neueste Untersuchungen sprechen bei Personen mit Asbestexposition auch von Asbest-spezifischen
microRNA Profilen (Nymark et al. 2011). Umfangreiche eigene Voruntersuchungen bestehen auf dem
Gebiet der microRNAs bei Schilddrisentumoren und Nebennierentumoren (Sheu et al. 2009,
Schwertheim et al. 2009, Sheu et al. 2010a und 2010b, Schmitz et al. 2011).

Zur Untersuchung und Charakterisierung der Proben auf konventioneller Ebene dienen die Histologie
und Immunhistochemie. Als microRNA-Methoden wurde die NanoString nCounter-Technologie
eingesetzt.

4.5.2. Darstellung der Forschungsarbeiten

Von den operativ und bronchoskopisch enthommenen Gewebeproben werden, zusatzlich zum
Nativgewebe, Paraffinblocke angefertigt. Diese Blocke werden geschnitten und aus dem Gewebe wird
die RNA isoliert. AnschlieBend wird eine Quantifizierung der Nukleinsduren durchgefiihrt, um deren
Konzentration festzustellen. Danach werden die Proben weiter aufgearbeitet und mittels der nCounter
Technologie gemessen.

Die NanoString nCounter Plattform ist eine neue und vielversprechende Technologie, um die Expression
von Nukleinsduren zu messen. Mehrere Vorteile gegeniiber einer PCR-basierten Methode, wie zum
Beispiel die Vermeidung einer Amplifikation, sequenzspezifische Abfrage und digitale Detektion fiir eine
absolute Quantifikation der Nukleinsduren, machen diese Technologie zu unserer Methode der Wahl.
Diese Eigenschaften minimieren experimentelle Fehler und auch bei schweren Verhiltnissen wie
formalinfixierten paraffin-eingebetteten (FFPE) Proben ist diese Technik zuverlassig.

4.5.3. Beschreibung erreichter Ergebnisse

Ein Patientenkollektiv von insgesamt 84 Fillen wurde fir das miRNA-Screening untersucht und
ausgewertet (siehe Tabelle 8). Zur Bestimmung wurde die NanoString-Technologie (nCounter Analysis
System, Seattle USA) eingesetzt.

Tabelle 8: Ubersicht der einzelnen paraffinierten Gewebetypen fiir das miRNA-Screening

Anzahl Félle Gewebeprobe
6 Adenokarzinom (azinar)
4 Adenokarzinom (lepidisch)
7 Plattenepithelkarzinom
10 Pleuramesotheliom (epitheloid)

9 Pleuramesotheliom (sarkomatoid)
8 Kleinzelliges Karzinom

8 atypisches Karzinoid

8 typisches Karzinoid
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10 tumorfreie Referenzgruppe (7 Lunge/ 3 LK)
Sarkoidose Lymphknoten

Sarkoidose Lunge

Anthrakosilikose Lymphknoten

Pleuritis

Wlh|W]|A~

Die gemessenen Daten zeigen zwischen den verschiedenen Geweben signifikante
Expressionsunterschiede beziiglich der microRNA Profile der einzelnen Gewebe.

Innerhalb der Lungentumoren wurden die verschiedenen Tumorarten miteinander und mit der Referenz
verglichen und zeigen Deregulationen der folgenden miRNAs:

Tabelle 9: Signifikante Expressionsunterschiede von miRNAs beim Vergleich aller Tumorentitdten gegen einander.

mMiRNA p-value
miR.183.5p 0,0064
miR.543 0,01296
miR.141.3p 0,02792
miR.181c.5p 0,03952

Eine statistische Auswertung (Exact Wilcoxon Rank Sum Test mit anschlieRender Bonferroni-Korrektur)
der Daten von allen NSCLC gegen SCLC zeigen:

Tabelle 10: Vergleich der miRNA-Profile beim nicht kleinzelligen vs. kleinzelligem Karzinom.

mMiRNA Z p-value
let.7d.5p -3,9614 0,0014792
miR.135a.5p -3,9458 0,0029584
miR.107 -3,7866 0,010352
miR.28.3p 3,7866 0,010352
miR.454.3p -3,7873 0,010352
miR.98 -3,7866 0,010352
miR.335.5p -3,6364 0,038464

Signifikante Expressionsunterschiede zwischen den tumorfreien Referenzlungenproben und allen
Lungentumoren wurden ermittelt:

Tabelle 11: Vergleich der miRNA-Profile bei Lungentumoren vs. tumorfreiem Lungengewebe.

mMiRNA Z p-value
miR.183.5p -3,7401 0,01256
miR.200b.3p -3,7099 0,0162
miR.126.3p 3,6368 0,032096
miR.200a.3p -3,5788 0,049232

miR.598 -3,5784 0,04948

53 /67



Auch zwischen den Subtypen des malignen Pleuramesothelioms (epitheloid — sarkomatoid) wurden
signifikant unterschiedlich exprimierte miRNAs gefunden:

Tabelle 12: Vergleich der miRNA-Profile beim epitheloiden vs. sarkomatoiden Pleuramesotheliom.

mMiRNA Z p-value
miR.21.5p.024 -3,9686 0,0019576
miR.26a.5p -3,9686 0,0019576
miR.361.5p -3,9686 0,0019576
miR.362.3p -3,8436 0,007832
miR.374b.5p -3,8426 0,007832
let.7f.5p -3,7167 0,023496
miR.20a.5p
miR.20b.5p -3,7167 0,023496
miR.24.3p -3,7167 0,023496

Zudem sind auch ein paar miRNAs aufgefallen, die in bestimmten Gewebearten nahezu nicht vorhanden
waren. In Adenokarzinomen ist im Gegensatz zu Plattenepithelkarzinomen die miR-1246 sehr stark
unterexprimiert. Innerhalb der Gruppe der NSCLC die Expression der miR-9, miR-7 und miR-95 im
Vergleich zu SCLC stark verringert. Karzinoide zeigen im Vergleich zu SCLC eine starke Uberexpression
der miR-129. Im Gegensatz dazu sind die miR-20a, miR-20b, miR-106a, miR-17, miR-15 und miR-19b in
Karzinoiden unterreprasentiert. Die miRNAs miR-663, miR-377 und miR-431 sind in ,normalem”
Lungengewebe (iberwiegend nicht vorhanden im Vergleich zu allen gemessenen Lungentumorproben.
Diese miRNAs konnen durch ihre starke Deregulierung moglicherweise als Biomarker eingesetzt werden.

Durch ein verzégertes Anlaufen der Studie, der notwendigen Etablierungsarbeiten bei der Einfiihrung
bzw. Umstellung auf die NanoString Technologie und dem erheblichen Zeitbedarf fiir das Einbringen der
Proben konnte eine Verifizierung des umfangreichen Gesamtkollektives bisher nicht durchgefiihrt
werden. Dieses ermoglicht jedoch eine Kombination mit einer gleichzeitigen mRNA-Messung, welches
im Ausblick weiter ausgefihrt wird.

An anderen Kollektiven des Institutes fiir Pathologie, die zeitgerecht vor dem Abschluss der
Probengewinnung dieser Studie komplett zur Verfligung standen, wurden jedoch weitere Ergebnisse
hinsichtlich der miRNA- bzw. mRNA-Expression verschiedener Lungen- und Pleuratumoren erarbeitet
und publiziert (Mairinger et al. 2014, Walter et al. 2015).
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5. Auflistung der fiir das Vorhaben relevanten Veréffentlichungen,
Schutzrechtsanmeldungen und erteilten Schutzrechte von nicht am
Vorhaben beteiligten Forschungsstellen

Den  Projektbeteiligten sind  keine  Schutzrechtsanmeldungen oder -erteilungen  zur

Forschungsprogrammatik seit Projektbeginn bekannt.

Wesentliche neue wissenschaftliche Erkenntnisse ergeben sich aus der neuen Klassifikation pulmonaler
Adenokarzinome der IASLC, die die Alltagspraxis nachhaltig beeinflussen wird, sollte die intraoperative
Diagnose per Spektroskopie genauso detailliert, aber deutlich zeitiger erbracht werden kénnen.

57167



6. Bewertung der Ergebnisse hinsichtlich des Forschungszwecks/-ziels,
Schlussfolgerungen

Ziel des durchgefiihrten Projektes war die Identifizierung von nicht-invasiven Biomarkern zur
Friherkennung von Lungen- und Pleuratumoren flir den zukiinftigen Einsatz bei der
Sekundarpravention. Das proteinanalytische Methodenrepertoire von PURE wurde dabei erganzt durch
epigenetische Analysen und microRNA Screenings sowie die Atemluftdiagnostik mittels
lonenmobilitatsspektrometrie. Es konnten methodeniibergreifend verschiedene Markerkandidaten, die
potentiell zur Friiherkennung von Lungen- bzw. Pleuratumoren geeignet sind, erfolgreich identifiziert
werden.

e Rekrutierungsziel erreicht und umfangreiche Probenlogistik etabliert

Im Rahmen des Projekts konnten in Zusammenarbeit zwischen WESZ und der Klinik rund 850 Probanden
rekrutiert werden. Die Probennahme und Datenerfassung wurde erfolgreich in die laufende Klinik-
Routine integriert. Die Zahl der Probanden war ausreichend fiir die geplanten Analysen und erlaubte die
Entwicklung von Biomarken zur statistisch signifikanten Identifikation von Lungentumoren,
Mesotheliomen und deren Subtypen.

e Automatisierte spektrale Histopathologie erfolgreich entwickelt

Es sollte eine robuste und Nutzer-unabhdngige Methode zur markerfreien Erkennung von Lungenkrebs
und Mesotheliomen mittels FTIR-Imaging und umfangreicher bioinformatischer Analysen entwickelt
werden. Mit der vibrationsspektroskopischen Mikroskopie von Gewebediinnschnitten wurde dieses Ziel
erreicht. So konnte gezeigt werden, dass eine automatisierte Erkennung anhand spektraler Biomarker
flir Tumorerkrankungen genutzt werden kann. Die entwickelten Methoden erreichten Genauigkeiten
von Uber 95 %.

e  Workflow zur Identifizierung von Protein-Biomarkern etabliert

Auf Grundlage der spektralen Gewebecharakterisierung mit anschlieBender Lasermikrodissektion,
Proteomanalyse und lIdentifikation von differentiell exprimierten Proteinen wurden in Kooperation
zwischen Biophysik, Proteomik und Bioinformatik zahlreiche neue Biomarkerkandidaten identifiziert, um
Mesotheliome und deren Subtypen (epitheloide und sarkomatoide Wachstumsform) diagnostisch zu
unterscheiden. Dieser Workflow kann grundsatzlich fur alle Tumor-Entitdten genutzt werden, fir die
eine spektrale Histopathologie etabliert wurde.

e Zahlreiche Protein-Biomarker identifiziert

Mit Hilfe des neu etablierten Workflows konnten durch Proteom-Analyse von mikrodisseziertem
Tumorgewebe 159 Proteine identifiziert werden, die als Markerkandidaten fiir Mesotheliome dienen
kénnten. Neben zahlreichen neuen Markern konnten auch bereits bekannte Marker gefunden wurden,
was darauf hindeutet, dass auch die neu gefundenen Marker plausibel sind.

e Zahlreiche Biomarker auf der Ebene der DNA-Methylierung identifiziert

Im Rahmen von epigenetischen Analysen und bioinformatischen Auswertungen konnten tber 800
Markerkandidaten auf der Ebene der DNA-Methylierung zur Detektion von bosartigen Lungentumoren
identifiziert werden. Ebenso wurde eine hohe Zahl an potenziellen Methylierungsmarkern fir

58 /67



Mesotheliome gefunden. In Kooperation zwischen Epigenetik und Pneumologie konnten in
Lymphknoten-Biopsien verschiedene Lungentumoren durch spezifische Methylierungsmuster
charakterisiert werden. Somit sind auch Tumorarten diagnostisch zuganglich, die normalerweise nicht
operiert werden.

e |nitiale Verifizierung von epigenetischen und spektralen Biomarkern in Blut und Speichel

Von den Markerkandidaten der DNA-Methylierung, die mit der hochsten statistischen Signifikanz
zwischen an Lungentumoren erkrankten und nicht erkrankten Probanden unterschieden, wurden
bereits einige mit einer unabhangigen Methode bestatigt und in Hinblick auf eine spatere praktische
Anwendung in nicht-invasiv gewonnenen Speichel- und Blutproben verifiziert.

Im Bereich der Analyse von Korperflissigkeiten mittel FTIR-Spektroskopie konnte die prinzipielle
Unterscheidbarkeit von Patienten mit Verdacht auf Lungenkarzinom (Adeno- oder
Plattenepithelkarzinom) anhand von FTIR-Absorptionsspektren von Blutproben gezeigt werden.

e Entdeckung von neuen Marker-Mustern in der Ausatemluft von Tumorpatienten

Mittels der nichtinvasiven lonenmobilitatsspektrometrie wurde die Ausatemluft von Patienten, die mit
dem Verdacht auf einen bdsartigen Lungen- oder Pleuratumor in der Ruhrlandklinik aufgenommen
wurden, analysiert. Die gefundenen, charakteristischen Muster werden zurzeit abschlieRend
ausgewertet. Eine Identifikation von Asbest-typischen Mustern konnte bisher nicht bestatigt werden.

e Zahlreiche microRNA-Biomarker identifiziert

Am Institut fiir Pathologie erfolgte neben der pathologisch-anatomischen Charakterisierung auch eine
molekulare Charakterisierung der Tumorgewebe mittels microRNA-Analysen. Es wurden spezifische
microRNAs identifiziert, die zwischen Tumor und gesundem Gewebe bzw. zwischen verschiedenen
Tumor-Subtypen unterscheiden kénnen.

Somit konnten alle grundlegenden Ziele der Identifizierungs-/Discovery-Phase erreicht werden. Es steht
nun eine ausreichende Zahl an erfolgversprechenden molekularen und spektralen Markern zur
Verfligung, um diese in einem Folgevorhaben und fir die spatere Anwendung in der
arbeitsmedizinischen Praxis zu verifizieren. Fir einige der neu entdeckten Marker konnte bereits gezeigt
werden, dass die Entwicklung robuster Assays und eine erfolgreiche Verifizierung moglich ist.
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7. AKktueller Umsetzungs- und Verwertungsplan / Ausblick

Zum jetzigen Zeitpunkt existiert noch kein konkreter Umsetzungs- und Verwertungsplan, da sich an die
im Projekt durchgefiihrte Identifizierungsphase die Verifizierungs- und abschlieRend eine
Validierungsphase anschlieBen muss, bevor die identifizierten Marker ggf. vermarktet und in der
arbeitsmedizinischen Praxis eingesetzt werden konnen. Auf Basis des erfolgreichen Abschlusses des
vorliegenden Projekts kann jedoch ein Weg skizziert werden, wie die weitere technologische
Entwicklung von Markerkandidaten im Rahmen der zweiten Projektphase erfolgt und die spéatere
Anwendung im Rahmen der nachgehenden Vorsorge aussehen konnte.

Mit den zahlreichen in der Discovery-Phase identifizierten potentiellen Markern stehen auf der Protein-,
RNA- und Methylierungs-Ebene ausreichend Kandidaten fiir die zweite Phase der Marker-Entwicklung,
der Marker-Verifizierung, zur Verfligung. Die Verifizierung dieser potentiellen Marker sollte im nachsten
Schritt mit unabhingigen Methoden und in einem unabhéngigen Patienten-Kollektiv erfolgen. Ein
wichtiger Aspekt fiir die spiatere Anwendung ist hierbei die Uberpriifung, ob sich die Marker auch in
leicht zugdnglichen Korperflissigkeiten wie Blut und Speichel einsetzen lassen. Fir einige der
Methylierungsmarker und die FTIR-Spektroskopie deutet sich dies bereits an. Durch die
Zusammenarbeit der Kooperationspartner kénnen Synergien zwischen den verschiedenen Technologie-
Plattformen und der Bioinformatik genutzt werden, um molekular breit aufgestellte Multimarker-Panels
zu entwickeln, mit denen sich die Sensitivitdt der Tumordetektion gegenlber Einzelmarkern deutlich
verbessern lasst. Durch die Analyse von Signalwegen und den Vergleich der Daten der drei molekularen
Ebenen wiédre auch eine pathomechanistische Verifizierung moglich, die die Plausibilitit der
Markerkandidaten untermauern wirde.

Da sich Marker zur Friherkennung nur mit prospektiv gesammelten Proben aus Kohortenstudien
abschlielend validieren lassen, muss sich an die Verifizierungs- noch eine Validierungsphase
anschlieRen. Der Aufbau einer Kohorte ist normalerweise ein langwieriger Prozess, da eine groRe Zahl an
nicht erkrankten Hochrisiko-Probanden rekrutiert und tber Jahre verfolgt wird, bis eine ausreichende
Zahl an Krebsféllen aufgetreten ist. Mit der MoMar-Studie des IPA stehen jedoch Blutproben von
Probanden der Zielgruppe (ehemals asbestexponierte Versicherte) zur Verfligung. Die Fallzahlen in
MoMar entwickeln sich wie erwartet und sollten bis Abschluss der Studie in 2017 in ausreichender Zahl
zur Verfigung stehen. Eine Validierung blutbasierter Biomarker aus dem vorliegenden Projekt mit
MoMar-Proben sollte daher in relativ kurzer Zeit moglich sein.

Parallel zur Verifizierung kann die Entwicklung preiswerter Assays vorangetrieben werden. Insbesondere
fiir Protein-Marker kénnen kostengtlinstige* ELISAs (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assays) entwickelt
werden, wie wir es fir HIF1A und Survivin zeigen konnten. Im Vorfeld konnte dies bereits im Rahmen
der MoMar-Studie am Beispiel des Mesotheliom-Markers Calretinin, fir den am IPA ein ELISA fiir Serum-
und Plasma-Proben entwickelt wurde, erfolgreich demonstriert werden (Raiko et al. 2010). Der
Calretinin-Assay steht kurz vor der Kommerzialisierung.

Auch fiir epigenetische u.a. Nukleinsdure-basierte Marker wie microRNAs lassen sich kostenglinstige
Assays entwickeln, da Hochdurchsatzverfahren zur Sequenzierung stetig billiger werden und durch
Multiplexing effizienter genutzt werden kénnen.

Validierte und preiswerte Marker bzw. Multimarker-Panels wirden dringend bendétigte und fir die
Versicherten nicht belastende Testverfahren fiir die Sekundarpravention zur Verfligung stellen. Hier
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bietet sich beispielsweise eine Erganzung zu radiologischen Verfahren an, wie die hochauflésende
Niedrig-Dosis-Computer-Tomographie (LD-HRCT), die derzeit von der DGUV im Rahmen einer
erweiterten Vorsorge angeboten wird. Dabei koénnte entweder ein Prescreening mit Biomarkern
erfolgen oder die Marker konnten nach der LD-HRCT-Untersuchung bei auffalligen CT-Befunden zur
Reduzierung falsch-positiver Befunde eingesetzt werden.

Preisglinstige und hinreichend spezifische Marker-Assays konnten neben einer Anwendung bei beruflich
Exponierten zukiinftig auch fir bevélkerungsbasiertes Screening in Betracht gezogen werden.

Auch die Ergebnisse der faseroptischen Gewebsanalyse und der spektralen Koérperfliissigkeitsanalyse
sind derzeit noch nicht verifiziert. Sobald die Sensitivitat und Spezifitdt der Methode in weiteren Studien
geprift sind, konnte die faseroptische Spektroskopie als ,just-in-time” und ,,on-site” Diagnostik wahrend
Interventionen und Operationen angewendet werden. Durch die spektrale Histopathologie konnte
somit die klassische pathologische Diagnostik erganzt und beschleunigt werden. Dadurch kénnte die
vollstandige Resektion im Gesunden intraoperativ bereits bestatigt werden, was Nachoperationen oder -
behandlungen mit Bestrahlung oder Chemotherapie deutlich reduzieren kdénnte.

Um die Ergebnisse des FTIR-Imagings in die klinische Anwendung zu bringen, wurde ein
Kooperationsvertrag mit der Firma Cireca Theranostics, LLC (Cambridge, MA, USA) geschlossen. Hierbei
sollen die Anwendbarkeit der spektralen Histopathologie vereinfacht und das Verfahren standardisiert
werden. Mit der Firma Bruker wird derzeit geprift, ob handliche und leicht zu bedienende Spektrometer
fur den Einsatz direkt in der Klinik entwickelt werden kénnen, da die derzeit in der Forschung
eingesetzten Geréte fiir die klinische Routinediagnostik ungeeignet sind.

Langfristiges Ziel im Rahmen einer biomarkergestitzten Friherkennung bleibt jedoch die Bereitstellung
von einfachen, kostengiinstigen und fiir die Versicherten nicht belastenden Testverfahren. Marker mit
hinreichend guter Performance, die sich nicht- bzw. minimal-invasiv nachweisen lassen, wirden einen
groRen Schritt in Richtung Anwendung in der arbeitsmedizinischen Praxis darstellen. Gut denkbar ware
beispielsweise eine Ergdnzung von radiologischen Verfahren, wie die LD-HRCT im Rahmen des
erweiterten Vorsorgeangebot der DGUV zur Fritherkennung asbestverursachter Erkrankung, um die
Spezifitat der Tumordetektion zu verbessern.

*Kostenabschatzung: Ein kommerzieller ELISA (in Doppelbestimmung) wird pro Patient mit etwa 15 EUR, ein ELISA

in Eigenherstellung mit etwa 3 EUR angesetzt.
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