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Einleitung 6

1 Einleitung

Krebserkrankungen stellen die haufigste Todesuesaelch den Herz-Kreislauferkran-
kungen dar. Bei malignen Tumoren ist der Zeitpuidgat Erkennung entscheidend fir
die Therapie und die Prognose der Erkrankung. Dbhé&ndet sich die medizinische
Forschung auf der stdndigen Suche, die MethoderFdihrerkennung von malignen
Erkrankungen zu verbessern sowie Marker zu findén,auf das Vorhandensein von

Krebszellen hinweisen.

Ein Marker, dem diese Fahigkeit zugesprochen wstddas sogenannte Telomerase-
Enzym. In vielen Studien konnte bereits gezeigtdeer dass ein enger Zusammenhang
zwischen dem Vorhandensein von Tumorzellen undRektion von Telomerase-
Aktivitat besteht. Da in 90 % aller priméaren Tumomie Aktivitat des Enzyms nach-
gewiesen werden konnte Ik et al. 1994, 8Ay & BACCHETTI 1997), besteht die Ver-
mutung und Hoffnung, dass die Detektion von Tel@serAktivitat das Potential hat,
auf Krebszellen hinzuweisen und damit einen Forigcim der Friherkennung von
Tumoren zu liefern (BREmMBA et al. 1998). Der enge Zusammenhang zwischen der
Telomerase-Aktivitat und dem Vorhandensein der Tunelten variiert jedoch stark,
wenn unterschiedliche Gewebe auf das Enzym untersuerden. Als Grunde hierflr
kénnen z.B. Schwierigkeiten bei der Verarbeitung gsveiligen Gewebes in Betracht

kommen, es sind jedoch auch andere Einflusskompen&®@nkbar.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der &hsuchung von Perikardergissen auf
Telomerase-Aktivitat und vergleicht die Ergebnissié der zytologischen Diagnostik.
Zusatzlich wird untersucht, ob durch eine Quan#fizng der Telomerase-Aktivitat eine
noch zuverléassigere Aussage uUber die Bewertungedeelten Ergebnisse gewonnen

werden kann.

Die Untersuchung der Perikardergusse erfolgt mit gleelomeric Repeat Amplification
Protocol, nachfolgend als TRAP bezeichnet. Hierbei handslsich um eine modifi-
zierte Polymerasekettenreaktion (PCR = Polymeras@nCReaction). Es wird dabei

zum einen der konventionelle radioaktive TRAP-Assarwendet, zum anderen
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die fluoreszenz-basierte FragmentlangenanalyseHitieé der GeneScan-Technik, die
eine Quantifizierung der Ergebnisse zulasst. Alsb€dingung zum experimentellen
Aufbau werden auch diverse Zellarten auf Telomerddevitat Uberprift, darunter die
Lungentumorzelllinie NCI-H69 und hamatopoetischedenitorzellen CD3%4 welche

Uber periphere Leukozytenapherese von Stammzetlspezur Verfligung standen.

Neben der Darstellung der Untersuchungsergebnigsedie Verwendbarkeit der Me-
thoden diskutiert. Darliber hinaus soll die Arbéite@ Uberblick tber die Grundlagen
und Voraussetzungen der Telomeraseforschung gsbene Ahnlichkeiten oder Ab-

weichungen zu bereits vorhandenen Studien aufzeigen

1.1 Perikardergisse

1.1.1 Atiologie von Perikardergiissen

Ein Perikarderguss wird hervorgerufen durch dierdsdsation von Flissigkeit aus den
serosen Kapillaren unter diversen pathologischafirgeingen (MLAMOU-MITSI et al.
1996). Die Ursachen hierfur sind unterschiedlichsig, wie nachfolgend erlautert:

Eine haufige Ursache eines Perikardergusses ist bdieigne Perikarditis, auch
idiopathische benigne Perikarditis genannt, derénldgie unklar ist. Es wird disku-
tiert, dass viele dieser idiopathischen Falle axgle Infektionen oder autoreaktive Vor-
gange zuruckgehen (\scH et al. | 2002). Ein Erguss des Perikards kannFadige-
erscheinung einer Vielzahl von internistischen whiturgischen Erkrankungen sein.
Dabei umfasst die Atiologie der Perikardergiisseasdventziindliche als auch nicht-
entzuindliche gutartige Zustande sowie verschiedeslegne Erkrankungen (\&NER et
al. 1991).

Beim entziindlichen Perikarderguss spielen Infeleioriraler und bakterieller Genese
eine grof3e Rolle. Wéahrend bei den viral induzieezindungen als Erreger insbe-
sondere Coxsackie-Viren der Gruppe A und B zu nersied, wird das Spektrum der
bakteriellen Infektionen durch die Tuberkulose éegpr Eher selten kommen Pilz-

infektionen als Ursache von Perikardergiissen inaBbt.
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Ebenfalls kénnen Stoffwechselerkrankungen zu Petéegiissen fuhren, wobei in
dieser Kategorie insbesondere die uramische Pdrilsarbei chronischem Nieren-
versagen (BNUKULA & Spobpick 2001) sowie die Hypothyreosed&\NERet al. 1981)
wichtig sind. Ferner werden auch einige Autoimmureetkungen fur das Bild einer
Perikarditis mit Perikarderguss verantwortlich gehta Zu ihnen zahlen z.B. das
Postmyoinfarktsyndrom und Postkardiotomiesyndrokafes rheumatisches Fieber und
der systemische Lupus erythematodese¢EH & ERDMANN 1998). Zu nennen sind
weiterhin kardiale Ursachen wie ein Myokardinfaokter eine Myokarditis (8RISTA-
SAULEDA et al. 2000). Nicht selten ist ein Perikardergisgsogen verursacht. Dies
kommt bei diagnostischen oder therapeutischen Eiegmit kardialer Perforation vor,
wie beispielsweise bei Sondenpenetration nach ei@ehrittmacherimplantation
(FLESCH & ERDMANN 1998).

Die haufigste Ursache fir Perikardergusse ist éeplastische Herz- bzw. Perikard-
beteiligung, die im folgenden Abschnitt naher ed#iwird.

In der Tabelle 1-1 sind die wichtigsten Ursachen Perikardergissen mit ihrer relati-

ven Haufigkeit zur Ubersicht angegeben:

Grunderkrankung Haufigkeit in %
Neoplasien 32
Idiopathische Perikarditis 14
Uramie 9
latrogen durch kardiale Perforation 7,5
Bakterielle Infektionen 7,5
Tuberkulose 5
Postkardiotomiesyndrom 2
Systemischer Lupus erythomatodes 2

Tab. 1-1: Ursachen von Perikarderglissen mit inrer elativen Haufigkeit, modifiziert nach FLESCH
& ERDMANN 1998 undGUBERMAN et al. 1981
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1.1.2 Neoplasien des Herzens bzw. des Perikards

Die Beteiligung des Herzens an malignen, neoplastis Erkrankungen stellt eine
wichtige und sehr haufige Ursache von Perikardesgjiigiar. Die allgemein vorzufin-
dende Meinung, dass maligne Prozesse am Herzerselbam auftreten, wird durch die
im folgenden beschriebenen Ergebnisse widerlegt:

Verschiedene Studien zeigten, dass eine metastatiderzbeteiligung in 3,4 bis 6,5 %
aller Autopsien (vgl. u.a. KALSTEIN & FRISHMAN 1987) und in 10,9 bis 21 % der
Autopsien von Patienten mit maligner Grunderkramkgefunden wird (IRALSTEIN &
FRISHMAN 1987, RESS & LIVINGSTON 1987, FhnCcOCK 1990, WENER et al. 1991,
ScoTT & GARVIN 1939, BseL et al. 1953, BsNeERet al. 1981). Dabei konnte in 69,2 bis
85 % dieser Falle eine Perikardbeteiligung nachgeen werden (KALSTEIN &
FRISHMAN 1987). Einschrankend muss jedoch gesagt werdes, zlan Zeitpunkt der
Autopsie Endzustande der Krebserkrankung vorliegérhaufig anzutreffender disse-

minierter Metastasierung.

Bei der zytologischen Untersuchung von Perikardesgii wurden in 30 % aller

Ergusse maligne Zellen gefundenN& & NIEBERG 1979, 4PF & JOHNSTON1972).

Diese Ergebnisse zeigen zum einen, dass malignere$den des Herzen bei der
Genese von Perikardergissen eine grol3e Bedeutknghmt und der Diagnose beson-
dere Aufmerksamkeit gewidmet werden sollte, und zamderen, dass eine maligne

Beteiligung von Perikarden haufiger auftritt algamein angenommen wird.

1.1.2.1 Maligne Beteiligung des Perikards

Grundsatzlich lassen sich zwei Moéglichkeiten eihemor-assoziierten und einer nicht-
Tumor-assoziierten Herz-/Perikardbeteiligung im Reh einer malignen Erkrankung

unterscheiden:
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(1) Tumor-assoziierte Beteiligung des Herzens/Perikards

Eine direkt tumorige Infiltration kann durch prinedTumoren des Herzens oder

sekundar im Rahmen metastatischer Neoplasmen tauftre

a) Primare Tumoren des Herzens bzw. des Perikards tretenrsiufidten auf. Zu
ihnen gehdren die hochmalignen Perikardmesothelionte Angiosarkome sowie
die histologisch benignen Teratome, die man gewdinhur bei Kindern
diagnostiziert (MNCock 1990).

b) Sekundarer'umoren: Die meisten malignen Erkrankungen degéter oder des
Perikards sind das Ergebnis metastatischer Strewong Primartumoren eines
anderen Entstehungsortes.

Die Ausbreitung der Krebszellen kann hamatogen, plyogen oder direkt
infiltrierend durch nahegelegenes Tumorwachsturolgeh (WARREN 2000). Der
haufigste Weg der Metastasierung ist der Befall vbymphknoten des
Mediastinum mit retrograder Infiltration durch Lyimpahnen des Herzens. Die
Verlegung von Lymphbahnen durch Tumorzellen fulhrtemem Lymphstau, der
pathogenetisch fir die Ursache des Perikardergugsislten wird. Der entste-
hende Druck fiihrt zu einer Schadigung des Epittie¢sPerikards. Dadurch kénnen
Flassigkeit oder bei grol3erer Schadigung ZellerPieskard Ubertreten. Durch ihre
N&he zum Mediastinum sind insbesondere Lungen-Bmdtkrebs pradestiniert

Uber diesen Verbreitungsmechanismus in das Pergkandetastasieren.

Lungenkrebsmetastasen stellen die haufigste maligikeankung des Perikards

dar, an zweiter Stelle rangieren Metastasen von iMakarzinomen.

Die dritte grof3e Gruppe von malignen Erkrankunges Berikards wird gebildet
von hamatologischen Neoplasien. Dazu gehoren Lelgkdtas Hodgkin- und das
Non-Hodgkin-Lymphom (KNcock 1990). Ihr Metastasierungsweg ins Perikard ist
hamatogen.
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Das Melanom gehort noch zu den etwas haufiger rik&derglissen auftretenden
Tumoren. Dagegen wird das Perikard seltener vonorarten befallen, die vom
Gastro-Intestinal-Trakt, von oro- und nasopharytegeaProstata- oder Ovarial-

karzinomen ausgehen RALSTEIN & FRISHMAN 1987).

In der folgenden Tabelle 1-2 sind diejenigen Tumozasammengefasst, die den
grol3ten Anteil an der Infiltration des PerikardgatuTumorzellen haben. Darin

sind auch die bisher nicht explizit genannten Twendreriicksichtigt.

Art des Tumors Anteil der Metastasierung ins Perikad
Lungenkrebs 30 bis 36,5 %
Brustkrebs 22,3 bis 30 %

15 bis 17,3 %

—

Hamatologische Neoplasie

Sarkome 3,5%
Melanome 2,7%
Magenkarzinome 2,0%
Renale Tumoren 1,9 %
Gynakologische Tumoren 1,6 %
Kolorektale Tumoren 1,1%

Tab. 1-2: Ubersicht iiber die relative Haufigkeit van Primartumoren verantwortlich fir
neoplastische Perikardinfiltration (PRESS& LIVINGSTON 1987, KRALSTEIN &
FRISHMAN 1987,HANCOCK 1990,SHEPARDet al. 1987)

Wirft man einen Blick auf die Haufigkeiten der Mstasierungsfrequenz einzelner
Primartumoren ins Perikard, wird die Bedeutung eke$/etastasierungsweges
ersichtlich: So metastasieren z.B. 10 % der Karmgodie von der Brust oder
Lunge ausgehen, ins Perikard RICSTEIN & FRISHMAN 1987). Bei malignen
hamatologischen Erkrankungen wird das Perikard rsog@24 % der Falle von

Metastasen befallen (RERTSet al. 1968).
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(2) Nicht-Tumor-assozierte Beteiligung des HerzefiBerikards

FUr nicht-Tumor-assoziierte Perikardergisse komimeifahmen einer malignen
Erkrankung generell alle diejenigen Ursachen inrd&#tt, die auch fur Patienten
ohne maligne Grunderkrankung gelten, wie z.B. di®pathische Perikarditis,
stoffwechselinduzierte Perikarditis oder die Peudk#s im Rahmen einer Hypo-
thyreose. Des Weiteren sind aber auch Folgeeraamgeém der malignen Erkran-
kung fir einen Perikarderguss bzw. die kardialeeligting verantwortlich. Eine

Strahlentherapie kann Perikarderglsse ebenso pevgnavie die Behandlung mit
toxischen Chemotherapeutika, die systemisch odéal lanfundiert werden

(KRALSTEIN & FRISHMAN 1987).

Zu beachten ist allerdings auch, dass in der H&lfewei Drittel der Patienten mit
maligner neoplastischer Grunderkrankung der Petéeguss nicht unmittelbar
durch die Tumorerkrankung entstanden iSRAKSTEIN & FRISHMAN 1987 und
WIENERetal. 1991).

1.1.2.2 Der diagnostische Wert der zytologischen Untersucmg von
Perikarderglissen

Der diagnostische Wert einer zytologischen Untdrang von Perikarderglssen wird
noch immer kontrovers diskutiert @vcH et al. 2000, GRCIA et al. 1994). In einigen

Studien wird eine erfolgreiche Diagnose durch dygologie nur relativ selten festge-
stellt, namlich in lediglich 24 bis 26 % der FEIeRIKORIAN & HANCOCK 1978, OREY

et al. 1993). Andere Studien (wie z.BEMERS et al. 1997) ermitteln hingegen eine
Erfolgsquote von 87 % richtiger Diagnosestellung rctlu die zytologische

Untersuchung.

Bei der alleinigen Beurteilung von Zellen in Pertkrgissen hinsichtlich ihrer
Malignitat gilt die zytologische Diagnostik als @etandard. Dennoch kommt es vor,
dass ein maligner Befall nicht durch die Zytologikannt wird. Bei einem Vergleich
mit operativ gewonnenen Biopsiematerial oder Ergeseam von Autopsien liegt die

Sensitivitat der Zytologie in den meisten Studiemszhen 67 und 85 % ¢SURMOWICZ
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et al. 1997, KNG & NIEBERG 1979, PSNER et al. 1981, PF & JOHNSTON 1972,
HANcock 1990, RESS & LIVINGSTON 1987), lediglich in einer Studie wird ein Wert
von 90 % angegeben @MERS & Bouska 1989). Definiert wird die Sensitivitat als
Proportion von erkrankten Patienten, die durchreisiegnostischen Test (wie z.B. die
zytologische Untersuchung) positiv determiniertsoalrichtig erkannt werden. Die
Ergebnisse bedeuten daher, dass bei der zytolegisdmtersuchung regelmafig tat-
sachlich vorhandene Tumorzellen Ubersehen werdesonders haufig sei dies bei
Mesotheliomen und Lymphomen der Fallz{8rRmowicz et al. 1997, REss &
LIVINGSTON 1987, ®sNER et al. 1981). Ahnlich der Sensitivitat gilt die éxffitat als
Beurteilungsmal? fir diagnostische Methoden. Sidafhiert als die Proportion wahrer
negativer Resultate bei gesichertem Fehlen der Kkett)y sie dient also als Wahr-
scheinlichkeitsmal3 fir die richtige Erfassung vass@den (WrRms 1998). Die Werte
fur die Spezifitat der zytologischen Untersuchungrden in den meisten der o.g.
Studien mit annahernd 100 % beziffert.

1.1.2.3 Erweiterte Diagnostik

Um eine zuverlassigere Aussage Uber die Genedeeddtardergisse treffen zu kénnen,
wird die zytologische Untersuchung um eine Reiha serologischen und immuno-
zytologischen Untersuchungen erganzt. So werdenAB S-T-Zell-Analysen durch-
geflhrt oder Zytokine bestimmt. Ebenfalls werdentzindungsmarker gemessen,
Tumormarker gesucht oder Faktoren der Angiogenesstinbmt, mit deren Hilfe
zuséatzliche Erkenntnisse Uber die Genese und élinassoziierte Krankheitsbilder

gewonnen werden sollen.

Das groRte Problem der zytologischen Begutachtuegt lin der Differenzierung

zwischen Entzindungszellen und malignen Tumorees Qilt insbesondere, wenn der
Erguss zytologisch zellreich ist und z.B. reaktivesotheliale Zellen und Adeno-
karzinomzellen beteiligt sind (MscH et al. 2000). Die vorliegende Arbeit soll insbe-

sondere zur Beantwortung dieser Fragestellung édedénag leisten.
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1.1.3 Therapie von Perikardergtissen

Die Art der Behandlung von Perikardergussen richiglt nach der Ursache ihrer Ge-
nese. Therapievarianten von benignen Perikardezgissfassen z.B. die Perikardio-
zentese, die Perikardiotomie und die Perikardfenste Akute Perikarditiden konnen
antiphlogistisch therapiert werdenLdScH & ERDMANN 1998). So zeigt z.B. die ein
grof3es Patientenkollektiv umfassende Studie vonstH et al. | (2002) die erfolg-
reiche Therapie von autoreaktiven Perikarditiderchlintraperikardiale Instillation von

Triamcinilon.

Fur die Therapie von malignen Perikardergiissenesteterschiedene Methoden zur
Verfigung, wie z.B. die Obliteration des Perikaalggs durch chemotherapeutische
Agenzien, die Bestrahlung der perikardialen Striéduoder die chirurgische Interven-
tion (MaiscH et al. 2000, MRTINONI et al. 2000, XiTkus et al. 1994, KWASHIMA et

al. 1999). Als chemotherapeutisches Agenz fur dieaperikardiale Instillation wird
z.B. Cisplatin verwendet, das erfolgreich Rezidwom Perikardergiissen oder anderen
Symptomen im Rahmen einer malignen Kkardialen Bgteij verhindern kann
(MAiscH et al. 11 2002).

Entscheidend ist jedoch, dass sich die Art der &ierindividuell nach der Grund-
krankheit des Patienten richtet. Hierbei stellt digologie ein wichtiges Entschei-

dungskriterium dar.

1.2 Telomere und Telomerase

1.2.1 Vorbemerkungen

In menschlichen Zellen ist das genetische Matew#l46 Chromosomen verteilt. Wie
in anderen eukaryotischen Zellen sind die mengoicChromosomen linear, im Ge-
gensatz zu Prokaryonten, deren Chromosomen in &mmgtrukturiert sind. Lineare
Chromosomen bieten einen grol3en Selektionsvortaler Evolution, weil durch einen
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vereinfachten genetischen Austausch eine erhohtglidhé&eit der Rekombination
besteht.

Was fur die Evolution einen grof3en Vorteil bedeutwingt fir die Stabilitat der

Chromosomen den Nachteil mit sich, dass die fr&éiaden der DNA eine gute An-

griffsflache fiir Nucleasen bieten. Des Weiterendigtsdie Gefahr der Fusion mit ande-
ren freien Chromosomenendeng¥RsoN2000).

Ein ganz entscheidender Nachteil des linearen Aigbat der Verlust von mehreren
hundert Basenpaaren am Ende eines Chromosomsikeijellteilung. Dieses als End-
Replikationsproblem bekannte Phanomen kommt dussh idkompletten Verschluss
der durch Ablésung der RNA-Primer entstehenden edickustande, so dass mit jeder
Zellteilung die Chromosomenenden um mehrere Nudeaterkirzt werden (\Wrson
1972). HARLEY et al. konnten 1990 beweisen, dass bei jederedaltig tatséchlich
25 - 200 Basenpaare (bp) verloren gehesr(tdy 1990, vgl. auch KsTIE et al. 1990).
Dieser Verbrauch der chromosomalen Endgene vehirsalen Zustand der
.replikativen Seneszenz": Zellen besitzen einetienie proliferative Lebensspanne, die
von der steigenden Anzahl von Populationsverdopggn abhéngig ist. Am Ende
dieses Prozesses sterben die Zellen zwar niclet,Féhigkeit zur Zellteilung ist jedoch
aufgehoben (KWYFLICK & MOOREHEAD 1961, QovNIkov 1973). Seit den friihen 90er
Jahren wird dieser Verlust und die dadurch reseltide eingeschrénkte Proliferations-

fahigkeit als pitotic clock bezeichnet (ALsorpet al. 1992).

Die besondere Bedeutung der Chromosomenenden égkanam schon in frihen zyto-
logischen und genetischen StudienU{VER 1938, McCLINTOCK 1941), die gezeigt
haben, dass Chromosomen, deren DNA-Enden abgelorsai# instabil werden. Die
abgebrochenen Chromosomenenden fusionieren undtssteen aberrante Chromoso-
menformen wie dizentrische oder Ringchromosomeykig&l 1989, BACKBURN et al.
1989).

Neben dem Schutz vor aberranter Rekombination bmmamtakte Chromosomen-

enden die DNA vor exonukleolytischer Degradationclh wird die korrekte Trennung
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der Schwesterchromatiden in der Mitose und Meiose den chromosomalen End-
abschnitten kontrolliert (AVELLE et al. 2000, BAENE et al. 2000).

Hieraus stellt sich die Frage, warum die eigenthcifidllige lineare Struktur trotz der
genannten Phanomene stabil bleibt und relativ gsitigitzt ist. Die Antwort ergibt sich
aus der besonderen Organisation der terminalenn@somenabschnitte. Eine speziali-
sierte Struktur am Ende der Chromosomen — ein DIX#eh-Komplex — sorgt fir die
Aufrechterhaltung der Stabilitat der DNA.

Die Enden der Chromosomen werden Telomere geng&los € Ende,mere= Tell).

Sie zeichnen sich aus durch einen besonderen Auflemum folgenden Kapitel naher
beschrieben werden soll. Telomere bilden mit dermyEnTelomerase eine funktionelle
Einheit. Beide haben zusammen eine besondere Bedgudie u.a. dem oben erwahn-

ten Verlust von Basenpaaren wahrend einer Zeligikntgegenwirken.

1.2.2 Telomere
1.2.2.1  Funktion der Telomere

Mit dem Begriff Telomere werden die spezialisierf&nukturen an den Chromosomen-
enden bezeichnet, die fir die AufrechterhaltungStabilitat verantwortlich sind. Dabei
bilden die Telomere nicht nur mit dem Enzym Teloasersondern auch zusammen mit

einer Vielzahl von anderen Proteinen eine funktienginheit.

Telomere besitzen dabei insbesondere eine Hemme, Kdntroll- und eine Schutz-

funktion:

a) HemmfunktionSie verhindern aberrante Chromosomen-Fusion anttdhberrante

Rekombination.

b) Kontrollfunktion Sie kontrollieren die korrekte mitotische und atsiche Trennung
der Schwesterchromatidenifiio et al. 1998, GoPERet al. 1998).

c) Schutzfunktion Sie schiutzen die DNA vor exonukleolytischer Delgitson
(MULLER 1938, McCLINTOCK 1941).
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Eine besondere Bedeutung kommt hierbei der Telseeza. Sie erlaubt die Replika-
tion der Enden der linearen DNA ohne den Verlusttdeminalen Basen am 5°-Ende
eines jeden einzelnen DNA-Stranges. Die Telomenas®in Abschnitt 1.2.3 ausfihr-

lich beschrieben.
1.2.2.2 Struktur der Telomere

In den meisten Organismen bestehen die Telomeresiaes Guanin-reichen Basen-
sequenz. Erstmalig konnte sie bei dem Wimperntarchetrahymena identifiziert wer-
den (BACKBURN & GALL 1978). Fur Menschen und andere Vertebraten laliget
telomerische Sequenz 5-TTAGGG-3'A(AN 1989, MAKAROV et al. 1997). Diese
Sequenz wiederholt sich fortlaufend, ungefahr 10000 Mal. Urspringlich hielt man
die Telomere fur funktionslos, da sie mit ihrer Geag keinerlei Genprodukte kodieren
(PARDUE 1994). Die Lange der menschlichen Telomere wirctlludie Grof3e der ter-
minalen Restriktionsfragmente bestimmt. Sie varimwvischen 7 und 13 kilo-Basen-
paaren (kb) in normalen Zellen (Mzis et al. 1988, €osset al. 1989, ALSHIRE et al.
1989). Die telomerische DNA ist prinzipiell doppedsgig, allein das dufRerste End-
stuck wird aus einem ca. 200 Nukleotiden langenzé&sirang gebildet (WIGHT et al.
1997, lAVELLE et al. 2000, HRLEY et al. 1990, HSTIE et al. 1990).

Zu den Telomeren gehdren auch verschiedene Progimeusammen mit dem Telo-
mer bzw. der Telomerase eine funktionelle Einhddem. Zu nennen sind in diesem
Zusammenhang z.B. die Proteine TLP1, TRF1, TRFhkjymse und Ku80/Ku70
(LABRANCHE et al. 1998, BONG et al. 1995, BITH & DE LANGE 1997. BANCHI et al.
1997, BRoccollet al. 1997, BAuD et al. 1997, RiTH et al. 1998).

Die Telomerase als Tumor-assoziiertes Enzym wird folyenden Abschnitt be-

schrieben.
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1.2.3 Telomerase

Telomerase ist ein Ribonucleoprotein mit vielenédainheiten. Ihr Hauptteil wird von

zwei Komponenten gebildet: zum einen von der RNArigonente und zum anderen
von der reversen Transkriptase-Einheit. Dazu kommaeh eine Reihe von anderen
Regulations-Proteinen, die nicht naher erlauterdes. In menschlichen Zellen wurde
die Telomerase zuerst in HelLa-Zellextrakten gefandies war gleichzeitig der erste

Hinweis auf Telomerase-Aktivitat in Eukaryoten ¢RIN 1989).

1.2.3.1 Die RNA-Komponente - hTR

Ahnlich wie bei der Struktur der Telomere wurde BRA-Komponente der Telome-
rase zuerst in Tetrahymena identifizietREBER & BLACKBURN 1989). Die RNA
menschlicher Telomerase (hTR = “human telomeraseA“RNoesteht aus 445
Nucleotiden, von denen eine kleine Sequenz in detelrAkomplex so eingebunden ist,
dass sie als Template fir die Polymerisierung dudid telomerische reverse
Transkriptase dient. Anhand dieser Vorlage wird tdlemerische DNA synthetisiert.
Sie enthalt die Sequenz 5-CUAACCCUAAC-3E& et al. 1995). Diese verhdlt sich
komplementar zu den telomerischen Repeats. Die RIN#&reinheit bindet sich an die
auBBersten telomerischen DNA-Sequenzen. An dessé&md® werden dann Desoxy-
nukleotide synthetisiert und das RNA-Templat rickh weiter an das neue aul3erste
Ende (MeYERSON 2000). Der beschriebene Vorgang wird als Elongabezeichnet.
Eine Darstellung des Prozesses befindet sich inléngy 1-1.

Die RNA-Einheit der Telomerase hat jedoch nicht g Funktion, das Templat
bereitzustellen, sondern hat auch Einfluss aufR#igulation der Enzymaktivitat durch

Interaktion mit anderen Proteinuntereinheiten delpbiherase (By et al. 1998).
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TELOMERASE

CHROMOSOMAL END PROTEIN

Telomerase binding

I oo arccoaaTcoc s
i CAAUCCCAAUC
I /GGG TTACGGTTAGGGTTAGGGTTAG | &

Elongation
I ccoaaTcccaaTocc]
\ CAAUCCCAAUC
I /GGG TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG

A
Translocation

_ TCCCAATECCCAATCCC
CAAUCCCAAUC

I - GGG TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG

Elongation
TCCCAATCCCAATCCC |

CAAUCCCAAUC
I /GGG TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG

Abb. 1-1: Vorgang der Elongation durch TelomeraseRoy 1998)

1.2.3.2 Die reverse Transkritpase-Einheit - hnTERT

Die reverse Transkriptase-Einheit, im FolgendenRTE = "human telomerase reverse
transcriptase”) genannt, katalysiert die Synthese weuen telomerischen DNA-
Sequenzen an das Ende der ChromosomerAMURA et al. 1997, WRRINGTON et al.
1997, KLIaN et al. 1997, NKAYMA et al. 1998). Dabei ist das Enzym eine RNA-
abhéangige DNA-Polymerase. Fur die Synthese demtaligchen Sequenzen wird eine
RNA-Sequenz bendtigt, die von hTR bereitgestelltdwihnTERT kann hTR ohne
zusatzliche Proteine binden und revers transkebi€WEINRICH et al. 1997, BATTIE et

al. 1998, REENBERGet al. 1998).
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Beide Untereinheiten hTR und hTERT sind fur dieohetrase-Aktivitat unverzichtbar
und reichen alleine aus, telomerische Repeats gsexertranskribieren (B\CKBURN
1991, WEINREICH 1997, BATTIE 1998, (REENBERG1998).

Abb. 1-2: Schematische Darstellung der Telomeraseitihren wichtigsten Untereinheiten
(Geron Corp.)

1.2.3.3 Bedeutung der Telomerase

Der telomerstabilisierende Effekt der Telomerassulteert aus dem Ausgleich des
DNA-Verlusts bei der Replikation der Zellen durclenangerung der Telomeren. Der
in Abschnitt 1.2.1 beschriebene Status der Seneszerdem eine Zelle nicht mehr
teilungsfahig ist, wird dadurch nicht bzw. erst tepéerreicht. Telomerase-Aktivitat
fuhrt also zu einer Verlangerung der Proliferatf@hgykeit und stellt einen entschei-
denden Faktor bei der Immortalisierung von Zellan evie sie bei Tumorzellen eintritt
(KiyoNnO et al. 1998, BDNAR et al. 1998). Allerdings bedeutet die Aktivierudgr

Telomerase nicht gleichzeitig die maligne Transfation von Zellen (MRALES et al.

1998). Dazu gehoéren neben der Immortalisierung alehAufhebung von Zell-Zell-

Kontaktinhibitionen als Grundlage fir ungehemmteliRration und verdrédngendes
Wachstum. Genetische Veranderungen wie die Aktivigrvon Onkogenen oder der

Verlust von Tumorsuppressorgenen spielen dabei Rolke. Telomerase-Aktivitat ist
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zwar keine zwingende Voraussetzung fur maligneswaehstum, sie scheint jedoch
einen gewissen Einfluss zu haben; so kann z.Bindibition von Telomerase-Aktivitat
sogar das Wachstum von Tumorzellen hemmexH(Het al. |1 & 11 1999, HRBERT et

al. 1999, PWLEY & TABLER 2000). Dass Telomerase-Aktivitat nicht stets niiee

malignen Transformation einhergeht, zeigt auchMarkommen in wenigen benignen
Geweben wie Stammzellen oder embryonalen Zelleri¢wr et al. 1996). Diese
zeichnen sich durch eine hohe Proliferationskagtaind Differenzierungsfahigkeit
aus. Telomerase-Aktivitat ist befahigt, die Probfgon und Teilungsfahigkeit dieser

Zellen aufrecht zu erhalten.

1.2.3.4 Telomerase-Aktivitdtsmessung

Eine Methode, mit der die Aktivitdt der Telomeragamessen werden kann, ist der
sogenannte TRAP-Assay. Sein Name leitet sich ab VdelomerasdRepeat
Amplification Protocol". Dieses Protokoll wurde voniNK et al. (1994) entwickelt und
entspricht einer Weiterentwicklung des urspringithPrimerextensionsassays von
GREIDER & BLACKBURN (1985). Es handelt sich um eine modifizierte POR;, der
telomerahnliche Oligonucleotide von hTERT um eirelfdches der telomerischen
Repeat-Sequenzen elongiert und deren Produkte danrbei einer herkémmlichen
PCR amplifiziert werden (REIDER & BLACKBURN 1985 & 1989). Die Produkte der
PCR konnen auf unterschiedliche Art und Weise ddelje werden. Dabei unterschei-
det man bislang zwei methodisch unterschiedlichestiBenungsarten des TRAP-
Assays: (a) die klassische Bestimmung Uber inkeeper Radionucleotide mit nachfol-
gender Autoradiographie (TRAP) sowie (b) die Ubalafyerung fluoreszenz-markierter
Primeroligonucleotide mogliche direkte Detektiorr aearkierten Gelfragmente tber
Laserdetektion (GeneScan oder F-TRAP bezeichned). I&tztgenannte fluoreszenz-
basierte Assay lasst eine quantitative Aussage iber Telomerase-Aktivitat zu
(OHYASHIKI et al. 1996).

Beide Assays kommen in dieser Arbeit zur Anwendund werden im Kapitel Metho-

den naher beschrieben.
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1.3 Bisherige Studien

Mittlerweile gibt es zahlreiche Studien Uber Teloase-Aktivitat als proliferativer
Marker in Geweben. Generell konnte in den Studezegt werden, dass ein enger Zu-
sammenhang zwischen der detektierten Telomerasgi@ktund den gefundenen
malignen Zellen besteht. Allerdings zeigen die éigfen Studien auch, dass falsch-
positive Ergebnisse haufig auftreten und ebensscliahegative Ergebnisse vorkom-

men.

Einen umfassenden Uberblick Uber bisherige Stufiieset man bei BAENE et al.

(2000). Je nach Gewebe und Tumorart zeigen sicRegkénterschiede in der Zuver-
lassigkeit des Telomerase-Enzyms, eine Aussage ribbgne Zellen treffen zu kon-
nen. So wurden z.B. in endometrischen KarzinomeB9r% der Falle Telomerase-
Aktivitat nachgewiesen, in Hodgkin-Lymphomen jedaulr bis zu 34 %. Besondere
Schwierigkeiten kénnen sich bei der Untersuchung Kaérperflissigkeiten ergeben.
CHENG et al. (2000) ermittelten z.B. bei Patienten miadgnkrebs in 88 % der Falle
Telomerase-Aktivitat im Urin, wogegen der Telomersachweis in den exsudat-

reichen Pleuraergiissen schwierig ist.

Die Ursachen fur diese Varianz sind vielfaltig. Eeigt sich, dass sowohl die
Sensitivitat als auch die Spezifitdit des TRAP-Assawischen den unterschiedlichen
Geweben stark variieren, so dass die Telomeraseitdksmessung nicht ubiquitér

angewendet werden kann. Zu den Faktoren, die dgsbBis der Messung und damit
ihre Anwendbarkeit beeinflussen, gehéren z.B. dash&hdensein von Entziindungs-
zellen, die eine basale Telomerase-Aktivitat besitkbnnen oder das Vorkommen von
Inhibitoren der PCR wie RNAsen, Proteasen oder Hpolin in hamorrhagischen

Ergussen, die ebenfalls das Ergebnis negativ desgan konnen.

Aufgrund der Ergebnisse aus den bisherigen Stusb#rdeshalb untersucht werden, ob
Perikardergiisse ein geeignetes Gewebe sind, beidi#emelomerase-Messung Auf-
schluss uber das Vorhandensein von Krebszellemdedre.
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1.4 Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit werden verschiedene Ziele verfolgibei der Schwerpunkt der Unter-

suchung bei der Beantwortung der folgenden Fragei |

1. Korreliert Telomerase-Aktivitdt mit zytologisch rraygewiesenen Krebszellen in

Perikardergiissen?

2. Kann Telomerase-Aktivitat mit einem fluoreszenzibden ,online“-Detektions-

verfahren quantifiziert werden?

Die Korrelation zwischen der Telomerase-Aktivitdhdu dem Vorhandensein von
Krebszellen in Perikarderglissen sollte zeigen, elbriierase ein geeigneter Marker ist,

um die Diagnose der Zytologie zu unterstitzen.

Zwar konnten andere Studien bereits zeigen, daksmnEease-Aktivitat grundsatzlich

fur diesen Zweck geeignet ist. Aufgrund der Varidez Ergebnisse in den Telomerase-
Studien ist dies jedoch nicht ohne weiteres auf Klampartiment Perikarderguss zu
Ubertragen. Um die Eignung der Telomerase-Messunigperprifen, wurden in dieser
Arbeit 31 Perikardergusse von nicht ausgewahltdretan gesammelt und auf Telo-

merase-Aktivitat untersucht.

Aufgrund der fehlenden Spezifitat von Telomerasgas Enzym kommt nicht nur in
Tumorzellen, sondern auch in einigen somatischeweBen oder Stammzellen vor —
wurde versucht, Telomerase-Aktivitat durch einenoffeszenz-basierten Assay zu
quantifizieren. Es wurde dabei zusatzlich Uberpulftdie Hohe der Enzymaktivitat ein
weiteres Entscheidungskriterium bei der Diskriminig zwischen benignen und
malignen Perikardergussen liefern kann. In diesahnken wurden Zelllinien in die
Untersuchung einbezogen, die zum einen als Staridatohterschiedlich hohe Telome-
rase-Aktivitat dienten und zum anderen die Situmgnes Perikardergusses simulieren

sollten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alle hier aufgefihrten Chemikalien wurden in p.aialtat bezogen.

Acrylamid 30 %
Ammoniumpersulfat (APS)
AmpliWAX ™ PCR Gem 100
Borsaure

Bovines Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau

Count Off

(Radioactive Decontaminant Aerosol
Spray Surface Cleaner)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
EDTA

(Ethylendiamin-Tetra-Essigsaure)

EGTA
(Ethylenglycol-Bis-Tetra-Essigaure)

Ethanol, absolut
Ethanol, 70 % vergallt

Fetales Kéalber Serum (FKS)
Ficoll

Formamid

H,0 LiChrosohf

Harnstoff

Roth, Karlsruhe
Sigma, USA
Perkin, Elmer, USA
Merck, Darmstadt
Sigma, USA
Sigma, USA

DuPont, USA

Sigma, USA
Sigma, USA

Sigma, USA

J.T. Baker, Holland

Apotheke des Klinikums dailipps-
Universitat, Marburg

GibcoBRL, UK
Sigma, USA

Bethesda Research Laboratories, USA

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
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Isopropanol Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt
KH2PO, Merck, Darmstadt
MgCl, - 6 H,O Merck, Darmstadt
Natriumbicarbonat Merck, Darmstadt
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
NaH,PO, - H,O Merck, Darmstadt
NaHPQ - 2 H,O Merck, Darmstadt
NaoHPO, - 12 H,0O Merck, Darmstadt
Natriumhydroxidplatzchen Merck, Darmstadt
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma, USA
TEMED Sigma, USA

(N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin)
TRIS Roth, Karlsruhe

(Tris-(hydroxymethyl)-

aminomethanhydrochlorid)
Tween 20 Pharmacia Biotech, Schweden

(Polyoxyethylen(20)sorbitanmonolaurat)
Xylencyanol Sigma, USA

Alle nicht néher bezeichneten Chemikalien stammessehlie3lich von folgenden

Firmen:

- Gibco BRL (UK)

- Merck (Darmstadt)

- Riedel-de-Haen (Seelze)
- Roth (Karlsruhe) und

- Sigma (USA).

2.1.2 Enzyme, Fertigpuffer und Nucleinsduren

Alkalische Phosphatase Boehringer Mannheim, Mamnhei
Blue Dextran Loading Buffer Perkin Elmer, USA
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Desoxynucleotide Pharmacia Biotech, Schweden
DNA-Polymerisationsmix (20 mM)
DNA-Langenstandards
PBR 322 DNA BswRI Marker, 5
GS 350 ROX" Size Standard

Long Ranger Stock Solution 50 %

MBI-Fermentas
Perkin Elmer, USA
Mandel Scientifantpany, USA

Nucleotide
[**P] ATP (3000 Ci/mmol)
Oligonucleotide (Primer)
TS-Primer
ACX-Primer
FAM-TS-Primer
Phosphat-Puffer-Konzentrat
PNPP (p-Nitrophenylphosphat)
RNAse A (10 mg/ml)
RNAse Inhibitor (40 Uf)
Medien fur Zellkultur
RPMI 1640 (mit L-Glutamin)
IMDM (mit L-Glutamin)
a-MEM
TagDNA Polymerase
T4-Polynucleotidkinase
T4-Polynucleotidkinase Puffer
5 x Exchange Puffer
5 x Forward Puffer
Zytokine
IL-3 (rekombinant human)
SCF (rekombinant human)

2.1.3 Kits und Sonstiges

BioRad DC Protein Assay

ICN Pharmaceuticals, USA

TIB Molbiol, Berlin

TIB Molbiol, Berlin

Applied Biosystems, Weiterstadt
Behring, Marburg
Vector LaboratorieSAU

Sigma, USA

Boehringer Mannheim, Mannheim

GibcoBRL, UK
GibcoBRL, UK
GibcoBRL, UK

Qiagen, Hilden

Gibco BRL

Gibco BRL

R & D Systems, Wiesbaden
R & D Systems, Wiesbaden

BioRad, USA
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Direct CD34 Progenitor Cell Isolation Kit
2 ml CD34 MicroBeads
2 ml FcR Blocking Reagent
QiaQuick Nucleotide Removal Kit

Miltenfdiotec, USA

Qiagen, Hilden

Die Zusammensetzung der Kits und der darin entaltte_0sungen ist allein dem Her-

steller bekannt.

2.1.4 Puffer und Lésungen

Alle Lésungen und Puffer werden, wenn nicht andergegeben, mit entmineralisier-

tem Wasser angesetzt und autoklaviert oder stirieft. Der pH-Wert wird mit Salz-

saure oder Natronlauge eingestellt.

12 % Acrylamidlésung x ¥2 TBE
(far nicht-denaturierendes PAA-Gel)

8 % Acrylamidldsung
(fur denaturierendes PAA-Gel)

10 % APS

Einfriermedium A

Formamid Loading Solution

1 x Gelladepuffer I fur PAA-Gel

5 x hypertone LOsung, pH 7,4

200 ml 30 % Acrylandigiing
170 mictH
30 ml 5 x TBE
21 g Harnstoff auf
16 mj®
8 ml Long Ranger 50 % Stock Solution
5ml 10 x TBE
1 g APS auf
10 ml HO
FKS
7,5 % DMSO
104 Blue Dexran Loading Solution
500m Formamid
95 % Formamid
20mM EDTA, pH 7,6
0,05 % Bromphenolblau
0,05 % Xylencyanol
80 g NaCl
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2 g KCI
28,975 g NgHPO, - 12 HO
2 g KHPO,
ad 11 HO
Lysis Puffer 1 ml 991,M CHAPS
5m RNAse Inhibitor (200 U)
3,3mM PMSF (Endkonzentration 1 mM)

Natriumbicarbonat-Losung, pH 10,0 100 mM Natriunalobonat
Entspricht 0,84 g / 100 mI©
PBS (Phosphat gepufferte Salzlosung) 1 Vol. Phdasph#er-Konzentrat
19 Vol. HO dest.
Puffer fur CD34-Isolierung PBS, pH 7,2
0,5 % bovines Serum-Albumin
2 mM EDTA
RCLB, pH 7,6 (Red Cell Lysis Buffer) 10 mM TrisHCI
10 mM NacCl
5 mM MgCL, pH 7,6
1x STE 100 mM NacCl
20 mM Tris- HCI, pH 7,5
10 mM EDTA
5 x TBE-Puffer 0,5 M Tris HCI

10 mM EDTA, pH 8,0
0,5 M Borsaure

10 x TBE-Puffer 108 g Tris
55 g Borsaure
7,4 g NaEDTA
ad 11 HO

10 x TRAP-Puffer 200 mM Tris HCI, pH 8,3
15 mM MgCh - 6 H,O
630 mM KCI
0,5 % Tween 20
10 mM EGTA
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2.1.5 Gerate und Zubehor

Utensilien und Werkzeuge der Laborgrundausstat{@egherglaser, Pinzetten, Spatel

usw.) wurden Uber die Firma Kobe in Marburg bezogen

Auffanggefal3e fir Patientenproben

Plastik-Rdhrchen, 10 ml

Greiner

Plastik-Becher mit Schraubverschluss  Greiner

Autoklav
Aqua dest. Anlage

Gossner, Hamburg

Research Grade UF/Polishing System  ModulLab BioselegUSA

Eismaschine
ELISA Reader Multiscan RC
ELISA Auswertungssoftware
Genesis Lit8, Vers. 3.0
Geltrockenanlage
Model 583 Gel Dryer
Hydro Tech Vacuum Pump
GeneScanner 377 mit Software:
GeneScan 377
Hybridisierungsofen
Kimwipes Lite 200
Kuhlschranke/Freezer
4° Celsius
-20° Celsius
-80° Celcius Sepatech

Kivetten fur Photometer aus Plastik

MACSSé&ulen Typ LEVS®

Magnetischer Zell SeparatbhiniMACS

Membranfilter RC58, 0,2m
Neubauer-Zahlkammemproved

Nylon-Filter (Pre Separation Filter)

pH-Meter pH 537 Microprocessor

Ziegra, Isernhagen
Labsystems, USA

Life Sciences, UK

BioRad, USA

BioRad, USA

Applied Biosysten&AU
Applied Biosystems, USA
Memmert
Kimberly Clark

Liebherr
Liebherr

Hereaus, Hanau

Milteny Biotec, USA
Miltenyi Biotec, USA
Schleicher & Schuell

Miltenyi Biate
MAGYV Laborbedarfbenau
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Photometer
Pipetten
Eppendorf-Reference
(0,5-10n1, 10-100m,
50-250m, 200-1000m)
serologische Pipetten
Multipette
Mehrfach-Pipette
Pipettierhilfe Glasfirn pipump
Pipettenspitzen
0,5-10m 20 E
10-200m Filterspitzen
200-1000m Filtertips
Plastikfolie Saran
Reaktionsgefalie
Falcon Tubes, 50 ml
Falcon Tubes 15 ml
Kryo Tubes (1 ml)
MicroAmpO Reaction
MicroAmpO Reaction
MicroAmpO Reaction
Micro Test Tubes (2,0 ml)
Micro Test Tubes (1,5 ml)
Micro Test Tubes (0,5 ml)
Reinigungssaulen (Sephadex-650)
Rontgenfilme Biomax MR
Rontgenfilmentwickler
Rontgenkassetten Cronex
Skalpell, steril No. 11
Spritzen, steril
10 ml Luer-Lock
20 ml Luer-Lock

Pharmacia Biotech, Schweden

Eppendorf-Geratebau, Hamburg

Greiner
Eppendorf-Geratebau, Hamburg
Gilson

Firma Kobe, Marburg

Art Mol Bio Products, USA
Brand Micro-Bio-Tech, USA

Eppendorf-Geratebau, Hamburg
Dow Chemicals

Falcon, USA

Falcon, USA

Greiner

Perkin Elmer, USA

Perkin Elmer, USA

Perkin Elmer, USA
Eppendorf-Geratebau, biam
Eppendorf-Geratebau, biam
Eppendorf-Geratebau, bam

Kodak, USA
Agfa

DuPont, USA
Feather, Japan

B.Braun, Melsungen
B.Braun, Melsungen
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50 ml Luer-Lock B.Braun, Melsungen
Sterilfilter

MillexO-GS 0,22mm Millipore, Frankreich

MinisartO 0,2nm Sartorius, Goettingen

Thermocycler

Gene E Techne

PCR Cycler 2700 Perkin Elmer, USA

PCR Cycler 9700 Perkin Elmer, USA
Waagen

PE 3600 Delta Range Mettler

AE 50 Mettler
Whatman Papier Whatman Lab Sales, USA
Zentrifugen

Biofuge 15R Hereaus, Hanau

Minifuge GL Hereaus, Hanau

Table Top Centrifuge 5415C Eppendorf-Geratebaumlbiag

2.1.6 Oligonucleotide
In dieser Arbeit wurden Oligonucleotide mit folgem&equenz verwendet:
TS-Primer: 8 ATT CCG TCG AGC AGAGTT -@

ACX-Primer: 88 GCG CGG CTT ACC CTT ACC CTT ACC CTAACC €3

2.1.7 Zelllinien

Als Kontrollzelllinien fir Telomerase-Aktivitdt wden zwei Zelllinien in Kultur

gehalten:
a) die humane Lungentumorzelllinie NCI-H69 (SCLC) und

b) hamatopoetische Progenitorzellen (CD34-Antigentpgsi
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Wahrend die NCI-H69-Zellen Uber eine hohe basal®rierase-Aktivitat verfiigen,
weisen die hamatopoetischen Stammzellen dagegerinen niedrigen Spiegel der
Aktivitat auf. Die CD34-Progenitorzellen wurden ausgewéhlt, um Aufschiiissr eine

maogliche Hintergrundaktivitéat in den Erglssen Zuaéen.

Zusatzlich wurden mononukleare Zellen aus peripheBéut auf Telomerase-Aktivitat
untersucht. Sie sollten die Enzym-Aktivitat — weitrerhaupt — nur auf sehr niedrigem

Level zeigen.

2.1.7.1  NCI-H69-Zellen

Die humane kleinzellige Lungentumorzelllinie NCI-$H6vurde von Dr. Alison Kraus
(Mitarbeiterin der Arbeitsgruppe Prof. Schuermanm) Verfligung gestellt. Die Zellen
wurden in RPMI-Medium mit 10 % FKS in Kultur gebadtund die jeweiligen Proben
bei einer Zelldichte von ca. 2/3 der Kulturflasclggmommen.

2.1.7.2 CD34'-Progenitorzellen und mononukleére Zellen

Fur die Isolierung der Zellen sind die folgendernlsbhritte erforderlich, die alle unter

sterilen Bedingungen stattfinden:

1. Isolierung der mononuklearen Zellen

2. Isolierung der CD34Progenitorzellen
a) magnetische Markierung

b) magnetische Auftrennung.

21.7.2.1 Isolierung der mononuklearen Zellen

Hamatopoetische Progenitorzellen stammten vom Kemclark eines gesunden Spen-
ders, der sich einer Stammzellapharese zur alleg@mansplantation unterzog, und

wurden freundlicherweise von Dr. Andreas Burchafitdrbeiter der Arbeitsgruppe
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Prof. Neubauer) zur Verfigung gestellt. Nachdem Beutel mit dem Stammzell-
apharesat fur den Empfanger verwendet worden wargdem die nicht mehr fir den

Empfanger nutzbaren Reste wie folgt fir die Untelsing aufbereitet:

Die Beutel wurden mit probandeneigenem Plasma apsifeund die hieraus entste-
hende Suspension aufgefangen. Sie enthielt eimeekMenge von Stammzellen, die in
weiteren Schritten verarbeitet wurden. Zunachstdeutie Suspension zweimal in PBS
(und 2mM EDTA) gewaschen und abzentrifugiert (159, 5 min, 17°C). An-

schlieRend wurden die mononukleédren Zellen Ubeereificoll-Gradienten von den
anderen Zellen getrennt. Vorbereitet wurden daéicdn Tubes (50 ml), die mit 17 ml

Ficoll geflllt wurden. Vom Trennungszeitpunkt andan alle Schritte auf Eis statt.

Von den mit Plasma verdinnten Resten des Apharesatien 20 ml mit einer sterilen
Pipette vorsichtig auf die Oberflache des Ficolkggepen, so dass die Plasma-Zell-
Suspension eine Phase Uber dem Ficoll bildete. ImscBluss hieran wurde ein
Zentrifugationsschritt bei 1500 rpm, 30 min, 17 8Grchgefuhrt. Nach Ablauf der
30 Minuten erfolgte ein passives Auslaufen der #frge ohne aktive Bremse, da sonst
Verwirbelungen entstehen koénnen mit der unerwilmeschFolge einer wieder-

einsetzenden Zellvermischung.

Durch die Zentrifugation setzen sich am Boden defies die Erythrozyten ab und die
mononukledren Zellen befinden sich in einer welfdit, schillernden Interphase, die
sich auf dem oberen Rand des Ficolls bildet. Diéskschicht wurde behutsam mit

einer serologischen Pipette abdekantiert und imeires Falcon-Tube tberfuhrt. Nach
Abnahme eines Aliquots zur Zellzdhlung wurde didlstispension mit wenigen ml

Puffer (PBS pH 7,2 versetzt mit 0,5 % BSA und 2mBITRA) homogenisiert und durch

Zentrifugation pelletiert (1500 rpm, 5 min, 17 °C).

2.1.7.2.2 Isolierung der CD34-Zellen

Nach der Trennung der mononuklearen Zellen vom aphrese-Material folgte die
eigentliche Isolierung der CD3Zellen. Es wurde das ,Direct CD34 Progenitor Cell

Isolation Kit* von Miltenyi Biotec benutzt, wobei@ Durchfihrung weitestgehend nach
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Herstellerprotokoll erfolgte. Das Prinzip der CD®eparation besteht aus der Bindung
von Anti-CD34-Antikorpern, die Uber kovalente Bimduan Eisenpartikeln (Micro-
Beads) einen magnetischen Anker erhalten. Durchbaton der Zellen mit den Anti-
korpern und anschlieRender Separation Uber einegnetiachen Feld konnten die

CD34-positiven (n&dmlich markierten) Zellen aufgefan werden.

Wahrend der Zentrifugationszeit wurden bereits 8gulen (MACS columns type
LS*/VS") vorbereitet, auf die spater die Zellen pipettiwgrden sollten. Die S&ulen
wurden solange mit dem Puffer durchspilt (ca. 3, i sie vollstandig befeuchtet
waren. Zuséatzlich wurde auf die Saulen noch einohifilter gesetzt, um eventuell
vorhandene Zellklumpen zurickzuhalten. Der Filterde ebenfalls mit Puffer ange-
feuchtet. Danach wurden die Saulen vor einem MAERagator, der das magnetische

Feld enthielt, platziert.

2.1.7.2.2.1 Magnetische Markierung der CD34-Progenitorzellen

Im nachsten Schritt fand die Inkubation der Zelhait den magnetisch gekoppelten
Antikérpern (CD34 MicroBeads) statt. Dazu wurde ddlet mit wenigen ml des
Puffers versetzt. Fiir ein Zellvolumen von® Iellen wurden 100 der Anti-CD34-
haltigen MicroBeads eingesetzt. Das gleiche Volumeri-cR Blocking Reagent wurde
zu der Zellsuspension gegeben, um Bindungen deroMe&ads an unspezifische Epi-
tope bzw. andere CD34-negative Zellen zu verhindésnfolgte eine Inkubationsphase
im Kuhlschrank (6-12°C) fur 30 Minuten.

2.1.7.2.2.2 Magnetische Auftrennung der gebundenen mononukleareZellen

Nach der Inkubation wurde die Zellsuspension mité?unomogenisiert (bis 10 ml) und
danach pelletiert (1500 rpm, 5 min, 17°C). Hierzurden die Pellets erneut mit 4 ml
Puffer versetzt und dann vorsichtig auf die Saupgpettiert. Die mit Anti-CD34
MicroBeads behafteten CD3Zellen blieben jetzt durch das magnetische Feld im
Saulenbett haften, wogegen nicht-markierte Zellerclu die Saulen liefen und in einem

Reaktionsgefal als Eluat aufgefangen wurden. Areggtdnhd wurden die Saulen mit
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Puffer gewaschen (3 x 3 ml), um alle nicht marleerEZellen herauszuspulen. Danach
wurden die S&dulen von dem Separator entfernt. Réafzierung der Saulen Gber einem
neuen, sterilen Reaktionsgefald wurden 5 ml Puffede Saule gegeben und dann mit
einer Spritze mit Druck durch die Saule gepult. Dien aus der Saule austretende
Suspension enthielt die aufgereinigten CDBZ4llen. Die Reinheit des CD34nteils
wurde mittels FACS-Analyse ermittelt (freundlicheige durchgefihrt von
Dr. Andreas Burchert).

2.1.7.2.3 CD34"-Kultur und Aktivierung

Die CD34-Zellen wurden in IMDM-Medium (inkl. 5 % FKS und 26 MS-5 konditio-
niertem Medium) bei 37C und 5 % CQ in Kultur gehalten. Dabei wurden initial
10" Zellen pro ml angesetzt. Aktiviert und stimulievurden die CD3%4Zellen mit

humanem rekombinanten IL-3 und humanem Stammzaifgje 10 ng/ml).

2.1.7.2.4 Mononukleare Zellen aus peripherem Blut

Fur die Praparation von mononuklearen Zellen wwidem gesunden Mitarbeiter des
Labors Blut in ein Heparin-R6hrchen abgenommen. Blas wurde reichlich mit PBS
verdinnt und nach obigem Protokoll tUber einen FiGoadienten aufgetrennt. Nach
Aufnahme der Interphase und bereits beschriebendreitigung wurde die Zell-

suspension pelletiert.

2.1.7.3 MS-5-Zelllinie (Mausfibroblasten)

MS-5-Zellen haben die Eigenschaft, Zytokine zu saeeen, die fir die Aktivierung
und Kultivierung der CD34Zellen genutzt wurden. Die in der Studie gebragictell-

linie MS-5 wurde von Dr. Andreas Burchert zur Vegtiing gestellt. In Kultur gehalten
wurden die Zellen bei 37 °C und 5 % €@ a-MEM Medium und 10 % FKS. Nach
einigen Tagen der Kultivierung wurde das alte (vaubhte) Medium abpipettiert und
durch einen sterilen Filter filtriert. Dieses ,katidnierte® Medium enthielt die ge-

wiinschten Zytokine und wurde dem Medium zur CBRdltur hinzugeflgt.
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2.1.8 Patientenmaterial (zytologische Proben)

Das in der Studie eingesetzte Patientenmateriainsta von Patienten der Universitats-
klinik Marburg, die einer diagnostischen oder tipetaischen Perikardpunktion unter-
zogen wurden. Uber einen Zeitraum von mehr alsneidahr (Januar 2000 bis Februar
2001) konnten 31 Perikardergusse von nicht ausgeamdRatienten gesammelt werden.
Es handelte sich hierbei um 17 Frauen und 14 Marberdenen die Punktionen im
Rahmen der taglichen Routine von Arzten des Klimkwurchgefiihrt wurden. Sowonhl
die zytologische Untersuchung (durchgefuhrt von izRathologen) und die Telo-
merase-Aktivitatsmessung wurden unabhangig vonderageblindet* durchgefiihrt.

2.2 Methoden

In den folgenden Ausfuhrungen wird die methodis¢begehensweise der Telomerase-
Messung beschrieben. Als Methode zur TelomeraseAfitsmessung wurde in dieser

Arbeit der TRAP-AssayTelomeric Repeat Amplification Protogekerwendet.

Gemessen wurde die Telomerase-Aktivitat in

Perikardergtissen,

NCI-H69-Zellen,

CD34"-Zellen und

mononuklearen Zellen aus peripherem Blut.

Die Durchfihrung der eigentlichen Messung erfordest allen vorgenannten Aus-
gangsmaterialien eine Reihe von Vorbereitungsmafieah Da die Telomerase ein
RNA-Proteinkomplex ist, mussen zunachst die Pretains den Zellen extrahiert wer-
den, um die Enzymaktivitdt messen zu kdnnen. Diésdereitungsmalinahmen um-

fassen deshalb die
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a) Sammlung und Separierung der Zellen,
b) Proteinextraktion aus den Zellen und
c) Proteinkonzentrationsmessung.

Der unter b) genannte Proteinextrakt bildet dasgangsmaterial fur die Durchfiihrung
des TRAP-Assays, der den elementaren Schritt bel di®merase-Aktivititsmessung
darstellt. Wahrend des TRAP-Assays verlangert mid’roteinextrakt enthaltene Telo-
merase zunachst einen Primer um telomerische RepB#ése Extensionsprodukte
werden dann in einer PCR amplifiziert. AnschlieRevelden die Produkte der PCR
elektrophoretisch aufgetrennt. Je nach Art der Mawkg des Primers kdnnen die Pro-
dukte durch Autoradiographie sichtbar gemacht adédtels GeneScan automatisch

analysiert werden.

2.2.1 Proteinextraktion

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde maiase-Aktivitat in verschiedenen
Ausgangsmaterialien gemessen. Es wurden Zelllintfenschiedene Punktionsproben
von Patienten sowie Blutproben untersucht. Furltheersuchung auf das Telomerase-
Enzym missen aus dem entsprechenden Ausgangsinateéahst die Zellen separiert
werden. Nach der Trennung werden die Zellen dunefiaBe eines Puffers lysiert, wo-
bei die Proteine durch das im Puffer enthaltene PM&nem Proteaseinhibitor, ge-
schitzt werden. Zur Aufrechterhaltung der RNA-Imi&g wird ein RNAse-Inhibitor
zugefugt. Die so gewonnenen Proteinextrakte diedeam als Ausgangssubstanz fur
den TRAP-Assay.

2.2.1.1 Proteinextraktion aus Zelllinien

Die Proteinextraktion fand bei den NCI-H69-, CD34owie mononukledren Zellen
unter keimarmen Bedingungen statt und wurde jewwsalsh dem gleichen Protokoll

vollzogen.
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Zur Praparation eines Proteinextraktes wurden@anllder in Suspension vorliegenden
Zellen mit Hilfe einer sterilen serologischen Pipeaufgenommen und in ein 15 ml
Falcon Tube Uberflihrt. Der bei der Zentrifugatiabd0 rpm, £C, 5 min) entstandene
Uberstand wurde abdekantiert und verworfen. Danagtde das Zellpellet mit 5 ml
gekuhltem 1 x PBS versetzt und homogenisiert. Aasell Suspension erfolgte die Ab-
nahme eines Aliquots von 501, anhand dessen die Anzahl der Zellen in einer
Neubauer-Zahlkammer ermittelt wurde. Es folgte wigiterer Zentrifugationsschritt

unter unveranderten Bedingungen. Der Uberstandeveingeut vollstandig entfernt.

AnschlieBend wurde das Zellpellet mit einem frisaigesetzten CHAPS Lysispuffer
versetzt. Pro 10Zellen wurden 1001 Lysispuffer eingesetzt, so dass eine Konzentra-
tion von 108 Zellen proni entstand. Das Zellpellet wurde sorgfaltig mit deysispuffer
homogenisiert. Nach einer Inkubationszeit von 18 eif Eis wurde die Suspension in
ein 2,0 ml Reaktionsgefald tberfuhrt und in einekrdliltrazentrifuge zentrifugiert
(15000 rpm, 4°C, 20 min). Der Uberstand, der jetzt die Proteieehbaltete, wurde

aliquotiert, auf Trockeneis gefroren und bei <80gelagert.

2.2.1.2 Proteinextraktion aus Perikardergiissen

Die durch Perikardpunktionen gewonnen Proben wuntgch Abfihren der fur die
zytologischen und diagnostischen Untersuchungerndtlggen Menge in Heparin-
Roéhrchen Uberfihrt und unverziglich auf Eis gelageaufbereitet wurden die Punktate
freundlicherweise vom Labor Dr. Sabine Pankuwed uan dort flr die Analysen zur
Verfigung gestellt. Die im Erguss enthaltenen ZeNeurden mittels eines Zentri-

fugationsschrittes (1500 rpm /€, 5 min) gesammelt. Der Uberstand wurde verworfen.

Zum Teil waren die Zellpellets blutig kontaminiefia das im Blut enthaltene Hamo-
globin die im TRAP-Assay eingesetzte Tag-Polymeraseimen konnte (Wu et al.
2000, Mu et al. 1999), musste der eigentlichendimektraktion ein Reinigungsschritt
vorausgehen. Fur den Waschschritt, der das Zadlpetin den Erythrozyten befreien
sollte, wurde RCLB (Red Cell Lysis Buffer) verwende
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Das Pellet wurde mit 1 Vol. RCLB versetzt und hoeragiert. Es folgte eine 5 min
dauernde Inkubation auf Eis. Nach Zugabe von 0,8 Y& hypertone Losung wurde
das Gemisch erneut zentrifugiert und der Uberstagrvorfen. Dieser Waschschritt
wurde so lange wiederholt, bis ein sauberes, Evytlien-freies Zellpellet entstanden
war. AnschlieBend wurden die Pellets dann auf Tepeks gefroren und bei -80 °C

gelagert.

Die eigentliche Proteinextraktion erfolgte unteraBletung des zuvor beschriebenen
Protokolls. Um einen unndétigen Zellverlust der zs@&hr kleinen Zellpellets zu vermei-
den, wurde auf eine Zellzdhlung verzichtet. Diegesetzte Menge des CHAPS
Lysispuffers richtete sich nach dem Volumen deseBgljeweils 10 - 20r gefrorene

Zellen wurden mit 2001 CHAPS Lysispuffer lysiert.

2.2.2 Proteinkonzentrationsmessung

In den TRAP-Assay muss eine definierte Menge Rmo&ngesetzt werden, um die
Standardisierung der Messung der Telomerase-A&tiati gewahrleisten. Es wurde
daher zunachst die Proteinkonzentration der Exdrghttotometrisch gemessen. lhre
Bestimmung erfolgte mit dem BioRad DC Protein Ask#yunter leichter Abwandlung

des Herstellerprotokolls.

Zunachst wurde eine aufsteigende Konzentratiorsreiimer Standardproteinlésung
(BSA) mit bekannter Konzentration (1,99/m) einschliel3lich eines Nullwertes in
1,5 ml Reaktionsgefal3en vorgelegt. Die Protein&s@ravurden zweifach (5 und 1)
angesetzt. Die Standardproteinreihe und die Pretaiakte wurden jeweils bis 206
mit H.0 (Merck LiChrosolv HO) aufgefillt. Danach wurden zu jedem Reaktiondgefa
100m der Reagenz A" (bestehend aus 16DD6sung A + 20m Losung S des BioRad
Kits) und 800m der Reagenz B hinzugefligt. Jede Probe wurde gainglevortext und
dann in Dunkelheit 15 min lang bei Raumtemperatkubiert. Nach Ablaufen der
Inkubationszeit wurde der Nullwert kalibriert unedgr Ansatz bei 750 nm in einer

0,5 mm Einwegkuvette mit einem digitalen PhotomgEmessen. Durch Vergleich der
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Absorptionen der Proben mit der Standardmessgeraésn BSA-Standard konnte
schlie3lich die Proteinkonzentration der Extraktedochnet werden.

2.2.3 Telomerase-Aktivititsmessung

Als Methode zur Telomerase-Aktivitatsmessung wundelieser Studie der TRAP-
Assay angewendet. Hierbei handelt es sich um €84 Yon der Arbeitsgruppe Kim et
al. entwickelte modifizierte PCR. In der vorliegendArbeit kamen zwei Varianten des

TRAP-Assays zum Einsatz:
a) der konventionelle TRAP-Assay (Methode naah ket al. 1994) und
b) der fluoreszenz-basierte Assay (Methode naelASHIKI et al. 1996).

Bei der ersten Variante wurde der konventionelleAPRAssay basierend auf der
Methode nach Kim et al. 1994 verwendet. In ihm siliel PCR-Produkte radioaktiv
markiert, so dass sie im Anschluss an eine gelelgidphische Auftrennung durch
Autoradiographie sichtbar gemacht werden konnere Biveite Variante ist ein
fluoreszenz-basierter Assay nachHY@sHikI et al. 1996. Bei diesem sogenannten
F-TRAP-Assay werden die Produkte wahrend der @lielphorese automatisch von
einem GeneScanner detektiert und analysiert. Ddsthode bietet insbesondere den
Vorteil, dass zuséatzliche Informationen Uber dieesitat der PCR-Banden gewonnen

werden.

2.2.3.1 Der TRAP-Assay (Telomeric Repeat Amplification Protocpl

Die Besonderheit des klassischen TRAP-Assayg @ al. 1994) liegt im Nachweis der
Telomeraseaktivitat in nur einem Reaktionsgefal3r iDedieser Arbeit verwendete

Assay bedient sich dieser urspriinglichen Methodejedioch aus Griinden der Sensiti-
vitdt und Spezifitdt in einigen Komponenten verahdeurde. Das hierbei benutzte
Protokoll wurde von Susanne Meyer-Neumuhlen entgtogzum damaligen Zeitpunkt

ebenfalls Doktorandin der Arbeitsgruppe Prof. Scimasn).
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Wahrend des TRAP-Assays laufen in den ReaktionBgefézwei Reaktionsphasen
hintereinander ab:

- Phase 1Telomerase-Extension des TS-Primers
- Phase 2 Amplifikation der Extensionsprodukte.

In der ersten Phase findet die Telomerase-Exterd@snTS-Primers statt. Die zweite
Phase besteht aus der eigentlichen PCR, in deiTelemerase-Extensionsprodukte

amplifiziert werden.

2.2.3.1.1 Telomerase-Extensionsschritt

In der ersten Phase des TRAP-Assays findet dienSxte des in der PCR eingesetzten
Primers (s.u.) statt. Bei optimalen Reaktionsbedggn von 37C hybridisiert die in
dem Proteinextrakt (s.u.) enthaltene Telomerasalant Ende ihrer RNA-Untereinheit
an den TS-Primer. Der TS-Primer ist ein 18 bp lan@dégonucleotid, das von der
Telomerase um die typische Sequenz eines telorherisRepeats (TTAGGG) verlan-
gert wird. Im Anschluss I6st sich die RNA-Unteragitrab, riickt in 3"-Richtung entlang
des neu synthetisierten Abschnitts weiter und ed die nachste Sequenz an das neu
entstandene Ende hybridisiert. Das TS-Oligonualewird dadurch um ein Vielfaches
der telomerischen Sequenz verlangert, so dasssehtedlich lange Produkte und zwar
mit der Lange (18+6n) bp entstehen. Diese Extespimuukte werden dann in der fol-
genden Polymerasekettenreaktion amplifiziert.

2.2.3.1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Durch die Polymerasekettenreaktion wird die Ampétion von DNA-Abschnittenn
vitro ermdglicht. Hauptbestandteile einer PCR sind l&onucleotide, die die Funk-
tion eines Primers Ubernehmen. Sie hybridisierdrjewieils einem der Strange auf bei-
den Seiten des zu amplifizierenden DNA-Abschniftazu werden eine ausreichende

Menge der vier Desoxynucleosidtriphosphaten gegetmeme eine hitze-besténdige
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DNA-Polymerase, die die Verknipfung der Desoxynosidiriphosphate katalysiert
(MuLLIis & FALOONA 1985, 3ikI et al. 1988).

Durch Erhitzung wird die DNA denaturiert, d.h. deppelstrdnge werden voneinander
in Einzelstrange getrennt, so dass sich bei arestdrtider Abkihlung auf 55 - 88 die
Primer anlagern kénnen. Bei 72 °C erfolgt die duiah Polymerase in 5°-3"-Richtung
katalysierte Synthese eines jeweils komplementBigA-Stranges. Es folgen mehrere
Zyklen der Denaturierung, Primer-Anlagerundiiinealing) und Elongation, insge-
samt 25 - 35 mal, wobei die neu synthetisierten EAbSchnitte selbst ebenfalls als
Matrize im nachsten Durchgang dienen. Da sich den@g# der DNA-Abschnitte bei
jedem Zyklus verdoppelt, entstehen nach n Zykleorétisch 2 DNA-Molekile. An-
schlieBend werden die amplifizierten DNA-Abschn#tektrophoretisch auf einem Gel
aufgetrennt. Die aufgetrennten PCR-Produkte kordem entweder mit Silber oder
Ethidium angefarbt oder durch Spezialmethoden beor erfolgter radioaktiver oder

fluoreszenter Markierung sichtbar gemacht werden.

Der TRAP-Assay stellt eine besondere Form der P@RWahrend bei der konventio-
nellen Polymerasenkettenreaktion ein natirlicherAEBNrang zur Amplifikation vor-
gelegt wird, bildet bei der PCR im TRAP-Assay d& Oligonucleotid die Vorlage fur
die Amplifikation. Dieser DNA-Abschnitt ist in devorgeschalteten Telomerase-
Extensionsphase bereits um die telomerischen Repedéngert worden. Je nach Hbhe
der Aktivitat der Telomerase werden unterschiedlicdle TTAGGG-Repeats an das
Oligonucleotid angehéngt, so dass mehrere DNA-Afgiehunterschiedlicher Lange

(18+6n bp) als DNA-Matrize fur die Amplifikation e¥erfigung stehen.

Gleichzeitig dient das Oligonucleotid disrward-Primer, wahrend alseversePrimer
ein ACX-Oligonucleotid verwendet wird (vgl. Abschin.2.3.2.2).

Als Ergebnis der PCR ist also nicht nur eine DNAY8a am Ende der Elektrophorese
sichtbar, sondern eine Reihe von definierten DNAdmitten im Abstand von

6 Nucleotiden. Diese bilden die sogenannte Teloseetaeiter.
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2.2.3.2  Durchfuhrung des TRAP-Assays

Im Folgenden wird die Durchfihrung des TRAP-Asshgschrieben. Sie ist bei der
konventionellen und der fluoreszenz-basierten Maghprinzipiell gleich und unter-
scheidet sich lediglich durch den Einsatz unteestiich markierter TS-Primer. Fur den
konventionellen Assay wurde der TS-Primer mit eineadionuklid markiert, bei der
zweiten Methode wurde ein mit dem Fluoreszenzfafb&AM markierter Primer ver-

wendet. Das folgende Kapitel beschreibt die radisakMarkierung des TS-Primers.

22321 Radioaktive Markierung des TS-Primers

Die Produkte des konventionellen (radioaktiven) HRAssays werden durch Auto-
radiographie sichtbar gemacht. Hierfur ist es eédich, den TS-Primer zunachst mit
dem Isotop®®P radioaktiv zu markieren. Bei dem IsotSPhosphat handelt es sich um

einenb-Strahler mit einer Halbwertzeit von circa 28 Tagen

Der TS-Primer bietet sich deshalb als Trager diédarkierung an, weil er sowohl
Primer in der PCR als auch Teil des EndproduktsRi&R ist und sich nicht von dem
amplifizierten DNA-Strang ablést.

Die Markierung des TS-Primers erfolgte mittels eik@asierungsreaktion, in der von
[**P]-ATP der radioaktive Phosphatrest vomATom auf das TS-Oligonucleotid unter
Zusatz von einer jfPolynucleotidkinase Ubertragen wurde. Den Kinasigsansatz
gibt Tabelle 2-1 wider:
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Substanzen Menge
[¢*P]-ATP 4
TS-Primer 1,2ny
5 x Forward Kinase Puffer 3nm
T4-Polynukleotidkinase S5U
H20 ad 15ni
Gesamt-Volumen 15nmh

Tab. 2-1: Kinasierungsansatz (10fache Menge)

2.2.3.2.2 Primer-Elongation und PCR-Ansatz

Die beschriebenen Teilreaktionen des TRAP-Assaydefi in einem Reaktionsgefal}
statt. Sie mussen zeitlich voneinander getrennaudbh, da sonst eine Vielzahl an
Primer-Dimeren entstehen wirde, die die Spezitigit Methode negativ beeinflussen

kdnnten.

Um zeitlich nacheinander geschaltete Reaktionearmichen, wurde der Einsatz einer
Wachsschicht als Hilfskonstruktion gewahlt, durdk der ACX-Primer (Reaktions-
ansatz 1) von den restlichen Reagenzien der PCRk{RRaesansatz 2) getrennt wurde.
Zunachst wurde hierdurch die Extension des TS-Ramehne storende Neben-
bedingungen ermdoglicht. Im Anschluss an diese Rriah@ngation (Thermocycler
30 °C, 5 min) wurde die Wachsschicht geschmolzen, daioit der ACX-Primer mit
den anderen Reagenzien vermischte. Im Ergebnigitevdie Wachsschmelze also den
Start der PCR.

Im ersten Schritt wurden die Reaktionsansétze 12upigettiert. Reaktionsansatz 1 ent-
hielt den ACX-Primer, dereversePrimer der PCR-Reaktion, und die Tag-Polymerase
sowie einige Puffer. Reaktionsansatz 2 enthieltfdredie Telomerase-Extension not-
wendigen Substanzen, also im Wesentlichen den WePr einen Mix von allen

Desoxynukleosidtriphosphaten sowie Puffer und Iidibn. Ihm wurde auch der
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Proteinextrakt zugeflugt, der auf die Telomerasewitiét untersucht werden sollte. Die
jeweilige Zusammensetzung der beiden Ansatze kenrfalgenden Tabellen entnom-

men werden.

Substanzen Menge
10 x TRAP-Puffer 0,5m
ACX-Primer 12 pmol
TagPolymerase 2U
H20 ad 5ni
Gesamt-Volumen 5m

Tab. 2-2: Zusammensetzung Reaktionsansatz 1

Substanzen Menge
Proteinextrakt - Perikardproben 1ny
- Zellaquivalente 1m

10 x TRAP-Puffer 45m
RNAse Inhibitor 8 U
dNTP-Mix 0,125m
TS-Primer -g**P-markiert

15m

- FAM-markiert

H20 ad 45ni
Gesamt-Volumen 45mh

Tab. 2-3: Zusammensetzung Reaktionsansatz 2

Yaquimolarer Mix aus dATP, dCTP, dTTP, dGTP

Die PCR fand in MicroAmp Reaktionsgefal3en statt. Pro Ansatz wurdem %on

Reaktionsansatz 1 in das Gefald pipettiert. Auf deawurde mit einem sterilen Skal-
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pell vorsichtig ein Wachskulgelchen gelegt. Es flgine Phase im Thermocycler fir
5 min bei 80°C. In dieser Phase schmolz das Wachskugelchen. dacAbkihlung
(1 min bei 25°C) erhartete die Wachsschicht und setzte sich déer Mix 1 ab. An-
schlielBend wurde der wahrend der Wachsschmelzetautg Proteinextrakt (fur Peri-
kardproben 1ng, fur Zelllinien das entsprechende Zellaquivalerajsichtig auf die
Wachsschicht pipettiert, ohne diese zu durchsto®aEmach wurde der Rest des
Reaktionsansatz 2 in das Reaktionsgefal? gegebem)4ks folgten Thermocycler-
phasen, in denen zuerst die Telomerase-Extensidrdanach die PCR stattfand. Eine
Ubersicht tiber die Reaktionsbedingungen findet isiciachfolgender Tabelle 2-4:

Anzahl der Zyklen | Temperatur |Zeit Phase

1 Zyklus 30°C 20 min | Extension des TS-Primers

1 Zyklus 94°C 30 sec | Einleitung der PCR

29 Zyklen 94°C 30 sec | Denaturierung der DNA-Stréange
58°C 30 sec | Annealing der Primer
72°C 30 sec | Elongation

1 Zyklus 72°C 30 sec | Ausleitung der PCR
4°C ¥ Abklhlung

Tab. 2-4: Reaktionsbedingungen des TRAP-Assays

2.2.4 Gelelektrophorese

DNA-Moleklle unterschiedlicher Lange lassen sichctudie Gelelektrophorese, also

durch Wanderung in einem elektrischen Feld aufeeanDie Phosphatreste an der Seite




Methoden 47

eines DNA-Strangs verleihen den DNA-Molekllen beutnalem pH eine negative

Ladung. Wird nun eine elektrische Spannung UbesreiReld angelegt, so wandern die
Molekule ihrer Ladung entsprechend zur Anode. Daldgigt die Geschwindigkeit von

der Grol3e der Fragmente, der Gesamtladung der Melaind auch der angelegten
Spannung ab. Trager der Elektrophorese kdnnen Aganmer Polyacrylamidgele sein.
Wahrend Polyacrylamidgele der Auftrennung von Fragt@n bis zu 1000 bp dienen,
kénnen mit den weitmaschigeren Agarosegelen langexgmente bis zu 40 kb aufge-

trennt werden.

Die Lange der in dieser Arbeit erwarteten Fragmddie Produkte der Telomerase-
Elongation) lag zwischen 50 und 400 bp, so dasscalisf3lich Polyacrylamidgele

verwendet wurden.

Vor dem Auftragen auf ein Gel wurden die PCR-Pradukit einem Ladepuffer aus
Formamid und sowie den Farbstoffen Bromphenol undencyanol versetzt. Das
Formamid erhdhte die Dichte der Proben. Dies drtert das Auftragen, weil so die
Proben in den Geltaschen nach unten sinken korienVorteil in der Verwendung

der Farbstoffe liegt darin, dass durch ihre defiei¢ aufgeschwindigkeit die Lange des

Gellaufs besser vorhergesagt werden kanwmg800K et al. 1989).

Zur Abschatzung der GroRe der aufgetrennten Fraggrdient ein Standard (mit Frag-
menten exakt definierter Ladnge), anhand dessenadse den Proben aufgetrennten

Fragmente der Proben beurteilt werden kénnen.

Polyacrylamidgele entstehen durch die Polymerisigriron Acrylamid und N,N’-
Methylenbisacrylamid. Induziert wird die Polymeeiging durch freie Radikale, die aus
dem chemischen Zerfall von Ammoniumpersulfat eheste Dabei wird TEMED als

Stabilisator der freien Radikale zugesetzt.

Es lassen sich denaturierende und nicht-denatnder&ele unterscheiden. Die nicht-
denaturierenden Gele werden fiur die Auftrennung Riexdukte des konventionellen
Assays mit dem radioaktiv gelabelten Primer verveendenaturierende Polyacryl-

amidgele unterscheiden sich durch die Zugabe vandtat. In dieser Arbeit wurden
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sie fur die Analyse derjenigen PCR-Produkte eingésdie den fluoreszenzmarkierten
Primer enthielten und mit der GeneScan Methodeyaigat wurden.

2.2.4.1 Nichtdenaturierende PolyacrylamidgelelektrophoreseAuftrennung der
Produkte des konventionellen TRAP-Assays

Zu Beginn der Herstellung des Polyacrylamidgelsdeuardie Glasplatten gereinigt und
zusammengeklammert. Als Abstandhalter zwischen Elatten dienten zwei soge-
nannte ,Spacer” (0,5 mm) und ein Silikonschlauckr Bcrylamidlésung (12 % x 0,5
TBE) wurden APS und TEMED hinzugefliigt. Nach gricitéim Mischen wurde die
Lésung in den Spalt zwischen den beiden Glasplajégossen. In die obere Gelkante

wurde ein Kamm mit 16 Taschen fir je @Probenvolumen eingeschoben.

Nach der Polymerisierungszeit des Gels von etwer &tunde konnte der Kamm sowie
der Silikonschlauch entfernt werden. Die Platteh deim polymerisierten Gel wurden
in eine mit 0,5 x TBE geflllte Elektrophoresekamragrgespannt und die Taschen im
Gel ebenfalls mit dem Puffer gefillt. Danach konntike TRAP-Produkte aufgetragen
werden. Dazu wurden 161 des PCR-Produkts mit #1 des vorbereiteten Gellade-

puffers versetzt und in eine Geltasche pipettiert.

Bei jedem Gel wurde ein mig*P-markierter Langenstandar®siRi gespaltene
pBR322 DNA) in eine Tasche aufgetragen (vgl. Ab#tian2.4.2).

Nach dem Auftragen aller Produkte konnte die Etgktorese durch Anlegen einer
Spannung von 130 V gestartet werden. Sie dauerte $ainden, und zwar so lange, bis
das im Gelladepuffer enthaltene Bromphenolblausté@tidig aus dem Gel gewandert

war.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das GeWnatman-Papier Ubertragen

und in einem Vakuumtrockner etwa eine Stunde latgpgknet.

Im Anschluss daran wurden die TRAP-Produkte durciiofadiographie sichtbar ge-

macht. Hierfir wurde das getrocknete Gel zusammireimem Rontgenfilm in eine
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Rontgenkassette gelegt. Je nach Starke der Raditékivurde der Film fur ein bis
zwei Tage exponiert und anschlie3end entwickelt.

2.2.4.2 Kinasierung des Langenstandards

Ein Langenstandard enthalt DNA-Fragmente mit exi@finierten Langen. Er wird bei
der Elektrophorese als zusatzliche Spur auf eina@fgletragen, um die Lange der PCR-
Produkte vergleichen und abschatzen zu kénnen.Ftagmente kommen durch den
Restriktionsverdau von Bakterien-DNA zustande. iDatieser Arbeit verwendete L&n-
genstandard entstand duB&LR| Verdau von pBR322-DNA.

Bevor dieser Langenstandard in der oben bescheesbéfethode eingesetzt werden
konnte, musste er radioaktiv markiert werden (@hndier Kinasierungsreaktion des TS-
Primers), damit er im Anschluss an die Elektropkerauf dem Rontgenfilm sichtbar

gemacht werden konnte.

Die Bedingungen der Kinasierungsreaktion und der@sammensetzung sind der fol-

genden Tabelle zu entnehmen:

Substanzen Menge | Reaktionsbedingungen im Thermocyual
DNA-Langenstandard 10ng | Inkubation:

5 x Exchange Puffer 5m 30 min bei 37C

[¢3%P]-ATP 5m

T+Polynucleotidkinase 5U |Denaturierung:

H,O ad 25m | S min bei 85°C

Gesamt-Volumen 25mh

Tab. 2-5: Kinasierungsansatz und Reaktionsbedingurem

Nach der Kinasierungsreaktion wurde eine Filterdagchgefuhrt, um das Gemisch von

freien Nucleotiden zu reinigen. Wahrend der Inkidreszeit im Thermocycler wurde
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bereits die Filtereinrichtung vorbereitet. Fur #iéerung wurde eine Reinigungssaule
solange mit 1 x STE versetzt, bis der Filter vallkonen gesattigt war und die ersten

Tropfen unten aus der Saule austraten.

Nach Ablauf der Kinasierungsreaktion wurde das Reaggemisch auf die Saule ge-
geben, die zuvor erneut mit 48 STE-Puffer versetzt worden war. Mit Hilfe einer
Spritze wurde nun die Lésung durch den Filter gekiriwobei das zuerst aus der Saule
austretende Volumen verworfen wurde. Anschlielenddes die Reinigungssaule
erneut mit 70 versetzt und erneut mit der Spritze durch deteFgedriickt. Die dabei
austretende Losung enthielt den aufgereinigtergsi@nten Langenstandard. Zur Erho-
hung der Ausbeute konnte die Sédule noch einmaPuriter durchsptlt werden, wobei
die im zweiten Durchgang erzielte Menge den Maikeeiner geringeren Konzentra-

tion enthielt.

2.2.4.3 Denaturierende Polyacrylamidelektrophorese: Analyse/on F-TRAP-
Produkten mit dem GeneScanner

Um die Produkte des F-TRAP-Assays zu analysierand& ein GeneScanner einge-
setzt. Bei dem GeneScanner handelt es sich umuwuomatisches DNA-Fragment-
Analysegerat, mit dem sich fluoreszenzmarkierteditkte bestimmen lassen (Ziegle et
al. 1992). Grob skizziert arbeitet der GeneScamnerfolgt: Ein Argonlaser scannt in
konstanten Abstanden Uber das Gel und regt dig€3aanzfarbstoffe an, die daraufhin
Licht einer bestimmten Wellenldnge emittieren. \Wdlak die zu analysierenden
F-TRAP-Produkte den FAM-markierten TS-Primer (inftdfset blau dargestellt) ent-
halten, ist der Langenstandard mit dem Fluoresaebzfoff ROX markiert (rot). Die
jeweiligen Wellenlangen werden gemessen und alsrDdigital auf einen Macintosh-
Rechner ubertragen. Auf dem Bildschirm des Gena&zanwird das Gelbild der
elektrophoretisch getrennten PCR-Produkte angezemjbei die Moglichkeit besteht,
die Gelspuren-Analyse manuell - falls nétig - nadtarrigieren. In einer Spur, in der
nur der Langenstandard ohne PCR-Produkt gelautewiisl die LAnge der einzelnen
Banden eingegeben. Anhand dieser vorgegebenen h@ngxhnet GeneScan die Ban-

denlange der PCR-Produkte. Des Weiteren wird dierEszenzintensitat der einzelnen
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Banden gemessen und als Peak dargestellt. Died-laderhalb des Peaks wird auto-
matisch berechnet und bildet die ,Peak area“ (&l unter der Kurve). Alle aus dem

Lauf gewonnen Daten werden auf Optical Disc ge$geic

Um den F-TRAP-Assay mit Hilfe des GeneScannershtwuftihren, wurden denaturie-
rende Polyacrylamidgele verwendet. Sie unterschestish von den nicht-denaturieren-
den durch die Zugabe von Harnstoff. Zur Herstellaleg denaturierenden Polyacryl-
amidgels wurden 21 g Harnstoff abgewogen und rp@@ Sowie 10 x TBE geldst. Die-
ser Losung wurde Polyacrylamid in Form einer ,Ldt@nger Losung 50 %" beigefugt,
so dass ein 8 %iges Polyacrylamidgel entstand. Kaafpletter Auflosung des Harn-
stoffs (ca. 30 min mit einem Ruhrfisch gerthrt) deidie Losung gefiltert und entgast.
Danach wurde frisch angesetztes 10 %iges APS sbiai4ED zum Start der Polymeri-
sation und Vernetzung hinzugegeben und das Gelgbmaiwischen die vorbereiteten
und aul3erst sorgfaltig gesauberten Spezialplattgongsen. Hierbei handelte es sich um
Spezialplatten, die an beiden Seiten durch einec&pmit der Grol3e 0,2 mm Abstand
auseinander gehalten wurden. Die Gelplatten wurigich mehrere Klammern fest
untereinander verbunden. Oben wurde zwischen diéteal ein glatter Oberkanten-

spacer eingesetzt.

Das Gel musste mindestens anderthalb, hochstenszal® Stunden austariert in
waagerechter Position polymerisieren. Nach einéndjichen Reinigung der Platten-
aul3enseiten wurden die Platten in die Haltevouiohtdes GeneScanners eingesetzt,
wobei der Laserlesebereich zuvor mit Propanol aiggw worden war. Der Oberkan-
tenspacer wurde nun durch einen Sdgezahnkamm @niia8chen a ®) ersetzt, der
ca. 1 - 2 mm in die obere Gelkante geschoben widdaach konnten die Gelplatten
mitsamt der Haltevorrichtung in den Elektrophorggeaat des GeneScanners einge-
setzt und der automatischPlate Check gestartet werden, durch den die Leseflache
auf Sauberkeit und Hintergrundartefakte Uberpriiftde. Im Anschluss an die erfolg-
reiche Sauberkeits-Kontrolle erfolgte die Zugabe daufpuffers (1 x TBE) in die
Kammern und es wurde eine Heizplatte angeschlodserh einem Vorlauf (30 min bei
30 W) wurde der ausgetretene Harnstoff aus denh&asgespult und die F-TRAP-

Produkte konnten nun geladen werden.
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Wahrend des Vorlaufs wurden die Proben vorberditetrzu wurden 4 des PCR-
Produktes mit 51 des ,MasterMix“ (bestehend aus'd Formamid-Loading und 0,61
des GeneScan-350 [ROX markierten]-Grol3enstandaedsgtzt.

Nach der thermischen Denaturierung (2 min bei 95%v@)den hiervon 1,51 auf das

Gel geladen. Der Gellauf dauerte ungefahr 6 Stunden

2.2.5 Qualitatskontrolle der Proteinextrakte

Um das Vorhandensein von allgemeiner Enzym-Aktivitéden Proteinextrakten nach-

zuweisen, wurden die Proben auf Alkalische Phogsieafktivitat untersucht.

Da die Alkalische Phosphatase ein Enzym ist, daguitér in allen Zellen vorkommt,
eignet es sich sehr gut als ReferenzenzymI@GAT et al. 1995, HINE et al. 1998). Um
die Aktivitat der Proben vergleichen zu kdnnen, deudie Aktivitdt des Enzyms in den
Proteinextrakten gemessen und dann mittels eirsrd&tdreihe mit bekannter Alkali-
scher Phosphatase-Menge in relative Einheiten usnbeet. Das Prinzip der Messung
der Alkalischen Phosphatase besteht aus der Regisig eines Farbumschlags, der bei
der Spaltung von p-Nitrophenylphosphat (pNPP) fatdtt. Der Farbumschlag kann
photometrisch mit dem ELISA-Reader gemessen undtiizéert werden (REILING &
GRESSNER1995).

Im einzelnen wurden fir die Qualitatskontrolle fgle Schritte durchgefuhrt: In eine
96-Well-Mikrotiterplatte wurde zunachst eine Stamwidaihe mit reiner Alkalischen
Phosphatase in den Verdinnungen 1:100.000, 1:1,0100M00 und 1:100 sowie ein
Nullwert pipettiert. Von den Proteinextrakten wunde 2 und 5m vorgelegt. Jedes
Well wurde bis 101 mit H,O aufgefillt. Auf 2 ml des 100 mM Na-Bicarbonat feus$
(pH 10,0) wurden in einem separaten Reaktionsge@@3n pNPP gegeben. Mit Hilfe
einer Multipette wurden von diesem SubstratgemBad m in jedes Well pipettiert.
Aufgrund der Lichtempfindlichkeit von pNPP fandeleaweiteren Schritte lichtge-
schutzt statt. Die Well-Platte wurde zur Inkubatioreinen Hybridisierungsofen (3T,

20 min) gestellt. Danach wurde die Reaktion in girmveiten Ofen bei 85 Grad nach
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5 min gestoppt. Der Farbumschlag konnte nun voemeiilisa-Reader photometrisch
bei 450 nm bestimmt werden. Die gemessenen Wertelemuvon der Software

.Labsystems Genesis 3.0 nach Herstellerangabeesestet, auf die Proteinmenge
umgerechnet und auf die mittlere Aktivitat der Skamireihe bezogen, so dass relative

Einheiten fir die Proteinextrakte entstanden.
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3 Ergebnisse

Eine Zielsetzung der vorliegenden Arbeit bestandazbst in der Untersuchung von
Telomerase-Aktivitat in zytologischen Ergissen,besondere in Perikardergussen.
Untersucht wurde durch Anwendung von radioaktivébAP-Assays, ob und welcher
Zusammenhang zwischen der Telomerase-Aktivitat eén &rglssen und der in der
Zytologie festgestellten Malignitat besteht. Im teeen Verlauf der Arbeit wurde ein
fluoreszenzbasierter Assay Uber VerdinnungsreihieZetlen unterschiedlicher Telo-
merase-Aktivitat etabliert, um eine genauere Aussatger die Hohe der Telomerase-
Aktivitat treffen zu kdnnen und dadurch praziseiekschlisse auf das Vorhandensein
maligner Zellen zu erhalten. Samtliche Perikardesgliwurden zusatzlich mit dem
fluoreszenz-basierten Assay gemessen. In dieseran#usnhang wurde auch nach
einem Trennwert (dem sogenannten ,Cut-off“~Wertgughit, um zwischen malignen
und benignen Erglissen differenzieren zu kdnnerztlicdt wurden die Ergebnisse aus

beiden Varianten der TRAP-Assays miteinander vengin.

3.1 Proteinkonzentrationen

Die Proteinkonzentrationsmessung diente unter andeder Qualitatskontrolle der
Proteinextraktion und allen damit verbundenen $emi Im Fall von verwendeten
Zelllinien wurden auf der Basis von VerdiinnungseeilZellaquivalente berechnet und
in die TRAP-Assays eingesetzt. Dies war bei denefrextrakten der Perikardergiisse
jedoch nicht maoglich (vgl. Abschnitt 2.2.1.2), sasd hier die Proteinkonzentration
primar zur Errechnung des Probenvolumens benétigtey das in den TRAP-Assay
eingesetzt werden sollte. Neben der Qualitatssiciwer erfullte die Protein-
konzentrationsmessung somit die Funktion der Staiglarung der TRAP-Assays und
damit der Vergleichbarkeit der Proben.

Samtliche gemessenen Absorptionen lagen im linedBemneich der Standard-
proteinreihe. Die Proben umfassten dabei einen &atnationsbereich 0,5 —r&y/nl. In

jeden TRAP-Assay wurdenrfly Protein eingesetzt.
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3.2 Alkalische Phosphatase-Aktivitat

Die Messung der Aktivitat der Alkalischen PhospleatéEINE et al. 1998) diente ahn-

lich wie die Proteinkonzentrationsmessung der @atabicherung. Dabei deutet der
Nachweis der Alkalischen Phosphatase im Proteiakix&tuf die Integritat der Proteine
hin. Eine Enzymaktivitat kann namlich nur nachgeeiewerden, wenn die Proteine im

Extrakt funktionsfahig sind.

Die Stabilitat der Alkalischen Phosphatase ist @chbar mit der Stabilitat der Telo-
merase (EGELHARDT et al. 1997, ALsoppet al. 1992). Ausgehend von einer detektier-
baren Alkalischen Phosphatase-Aktivitat in eineole; sollte in dieser Probe auch

Telomerase-Aktivitat nachweisbar sein, sofern aigdichlich vorhanden ist.

Die Messung erfolgte daher, um zu beweisen, dassmogliche negative Telomerase-
Aktivitat urséchlich in der Protein-Degradation suchen ist, also einem Proteinverlust
wahrend der Aufarbeitungen wie bei der Proteinéxima. Bei einer schlechten Aufbe-
reitung mit einhergehendem Verlust der Protein-fionkwirde sich keine Alkalische
Phosphatase-Aktivitat messen lassen.

In sdmtlichen Ergissen bzw. Zellproben konnte dkévikat nachgewiesen und somit
der Beweis erbracht werden, dass eine negativemizbse-Aktivitat nicht auf einen
Funktionsverlust der enzymatischen Proteine zuniftkwen ist. Gleichzeitig sicherte
dies die Vergleichbarkeit der Telomerase-positivad -negativen Proben im F-TRAP-
Assay.

In der nachfolgenden Tabelle 3-1 sind einige aus¢pie Beispiele fur die gemessene
Alkalische Phosphatase-Aktivitdt in Perikardzytoenal angefiihrt. Die Ergebnisse
sind in relativen Einheiten bezogen auf die Akéivitder Standard-Alkalischen-

Phosphatase pro pl angegeben. Der Mittelwert Xagew,149 rel. Einheiten, die Stan-
dardabweichung 0,029 rel. Einheiten.
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Fall | Alkalische Phosphatase-Aktivitat(in rel. Einheiten)
3 0,17
12 0,10
16 0,15
24 0,13
31 0,14

Tab. 3-1: Beispiele fur gemessene Alkalische Phosgthse-Aktivitat
in Perikardzytomaterial

3.3 Kilinisch-pathologische Daten

In der zytologischen Begutachtung der Perikardexgiag in 7 von 31 Fallen ein
maligner Zellbefund vor. Unter den 7 malignen Esgis befanden sich 4 Adeno-
karzinome der Mamma (2 invasiv duktal, 2 unbekanei) Burkitt-Lymphom, ein
hochmalignes Non-Hodgkin-Lymphom und ein Adenokawm des Kolons. Von den
24 als gutartig eingestuften Perikardergissen eeifj reaktive und entztndliche Ver-
anderungen wie z.B. Lymphozyten, Granulozyten uresdthelzellen, zwei waren aus-
gepragt hamorrhagisch, die anderen 8 Ergusse mdigiae Veranderungen und waren
zytologisch unauffallig.

In 10 Fallen ging der Perikarderguss auf eine maligumor-Grunderkrankung zurtick.
Neben den 7 zytologisch bestatigten malignen Turkmaekungen konnte in 3 Fallen
histologisch ein Bronchialkarzinom vom plattenegiihlen Typ (Fall 3), eine
Lymphangiosis Carcinomatosa (Fall 14) und ein Gstdom mit pulmonalen Filiae
(Fall 27) gesichert werden. In 11 Fallen war dien€ der Perikarditiden mit Erglissen
unklar, die wahrscheinlichste Erklarung dieser pdithischen Perikarderglsse war eine
Entzindung viraler Genese. In einem Fall (Fall Rdnnte eine stattgehabte Infektion
mit Parvovirus B19 nachgewiesen werden. Bei zwdleR&tanden kardiale Faktoren
im Vordergrund fur die Entstehung der Perikardesgu¢Fall 9 und 18). Weitere
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Ursachen fir die Perikarderglisse bildeten eine iscima Perikarditis bei Nieren-
insuffizienz (Fall 5), eine Perikarditis bei Z.n.adlatio und in einem Fall ein
traumatisches Ereignis bei der Implantation eingsri@machers. In 4 Féllen war eine
multifaktorielle Genese wahrscheinlich (Fall 8, 16,und 23).

Im folgenden sind einige Beispiele fir die Zytolegler Perikardergtisse dargestellt:

Abb. 3-1: Fall 1, maligne Zellen, Adeno-
karzinom der Mamma

Abb. 3-2: Fall 8, entziindlicher Erguss.
neutrophile Granulozyten




Klinisch-pathologische Daten

58

Abb. 3-3: Fall 11, Mesothelzellen,
entzundlicher Erguss

Abb. 3-4: Fall 16, maligner Erguss,
Burkitt-Lymphom

Abb. 3-5: Fall 24, entziundlicher Erguss,
Myokarditis
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Eine Ubersicht der Patientendaten ist der nachfiolge Tabelle 3-1 zu entnehmen. Sie
zeigt auch die gemessenen Telomerase-Aktivititen kinventionellen und des

fluoreszenz-basierten TRAP-Assays.

Fall Alter/ Grunderkrankung Histologie Zytologie  TRAPPeak area
Geschl. Assay GeneScan
1 50/w Mamma-Ca mit Perikard-  invasiv duktales positiv positiv 46.178

karzinose, G3 pT3 pN1 Adenokarzinom

2 57/m  hochmalignes NHL positiv positiv 1.137.632
3 71/m  Bronchialkarzinom, Plattenepithel- entziindlich negativ 0
Autoimmunthyreoditis, karzinom

Diabetes mellitus

4 56/w  chron. Perikarditis negativ negativ 0

5 64/w  uramische Perikarditis bei negativ negativ 0
terminaler Niereninsuffizienz

6 56/w  chron. Perikarditis entzindlich negativ 9.131

7 36/w  Mamma-Ca mit Perikard-  invasiv duktales positiv positiv 33.993
karzinose, G3, pT4 pN2 Adenokarzinom

8 71l/w  chron. Perikarditis, Pneu- entziindlich negativ 0
monie, eingeschrankte
Nierenfunktion, Pericarditis
constructiva bei Arrythmia
absoluta

9 47/m  schwere 3-Gefal3-KHK, negativ positiv 0
hypertensive Krise
Hypercholesterinamie,
Perikarditis nach Sinusitis

10 69/m KHK mit Vorhofflimmern, entziindlich negativ 0
Niereninsuffizienz, Z.n.
Tuberkulose (vor 50 Jahren)

11 53/m chron. Perimyokarditis Mesothelzellemegativ 0

12 39/w chron. Perimyokarditis negativ negativ 0

13  47/m chron. Perimyokarditis hamorrhagisch  negativ 0

14  61/m Perikarditis, Z.n. Lymphangitis negativ negativ 0
transurethraler carcinomatosa

Prostataresektion
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15  75/w chron. Perikardergusse bei negativ negativ 0
Borderlinemyokarditis,
Evans-Syndrom mit hadmolyt.
Anamie, Hepatitis A

16 21/m  Burkitt-Lymphom positiv positiv 221.367

17  71/m chron. Perikarditis entzindlich, negativ 0

Mesothelzellen

18 72/w kardiogener Schock nach entziindlich, negativ 0
Vorderwandinfarkt Mesothelzellen

19 82/w Z.n. Mamma-Ca. (vor 30 negativ negativ 0
Jahren), Z.n. Radiatio,
unauffalliger Verlauf

20 64/w Mamma-Ca Adenokarzinom positiv positiv  41.988

21  40/w chron. rez. Perimyokarditis, Parvovirus B 19 Mesothelzellennegativ 0
virale

22  33/m chron. Perimyokarditis entziindlich negativ 0

23 50/m Pneumonie, Infarkt, entziindlich negativ 0
parainfektidser Erguss

24  58/m schwerste akute Myokarditis entziindlich negativ 0

25 57/m Empyem im Thorax unklarer entziindlich negativ 0
Genese

26  54/w chron. Erglsse bei Mesothelzellen negativ 13.925
Perimyokarditis, Asthma,
Hyperthyreose

27  55/w  Osteosarkom mit pulmonalen negativ positiv 39.330
Filiae

28  72/w  Perikarderguss, Z.n. hamorrhagisch  negativ 0
Schrittmacherimplantation

29 65/m Kolon-Ca mit Adenokarzinom positiv positiv.  253.034
Perionealkarzinose

30 34/w chron. Perimyokarditis Mesothelzellemegativ 0

31 48/w Mamma-Ca, pleural Adenokarzinom positiv positiv.  438.904

metastasiert, Wirbelsaulen-
metastasen, Oberbauchtumor
mit Peritonealkarzinose

Tab. 3-2: Patientendaten, Zytolgie und Ergebnisseat TRAP-Assays
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3.4 Radioaktiver TRAP-Assay

3.4.1 Kriterien fur Telomerase-Aktivitat

Zunachst soll definiert werden, wann eine ProbelférTelomerase-Aktivitat als positiv

bzw. negativ gewertet wurde. Fir diese Entscheiduagien die folgenden Kriterien

herangezogen:

1)

2)

3)

4)

Sollte eine Probe als Telomerase-positiv gewertgtlan, so musste sie im TRAP-
Assay das typische Muster der Telomerase-LeitgereiDie einzelnen Banden der
Leiter sollten sich dabei in ihrer Ldnge um je 6¢chotide unterscheiden, da dieser
Abstand den telomerischen Repeats entspricht.abrzivei Banden dieser Telome-

rase-Leiter wurde die Probe als positiv gewertet.

Um die Telomerase-Leiter von Primer-Artefakten nteuscheiden, wurde auf jedes
Gel eine Positiv-Kontrolle aufgetragen. Sie bestand einem Proteinextrakt von

NCI-H69-Zellen, an deren Leiter die Proben verghichvurden.

Jede Probe wurde auch unter Zusatz von RNAse gemessdurch die in den Pro-
ben enthaltene RNA inaktiviert werden sollten. Dalomerase-Aktivitat RNA-
Integritat voraussetzt, sollte unter RNAse-Zusamé& Elongation im Sinne einer

Leiter erfolgen.

Zum Ausschluss von Kontaminationen wurde bei jedd&mchgefihrten TRAP-
Assay ein Leerwert mitgemessen. Beim Leerwert wartktelle des Proteinextrakts
Wasser in den Assay gegeben. In allen Assays zdmgtd_eerwert eine einzelne
Bande in der Grol3e von 50 Basenpaaren, die jedeichdeichen von Kontamina-
tion darstellt. Die Ursache dieses Artefakts istimaicht sicher geklart, man fuhrt
sie jedoch auf eine Dimerisierung der beiden Primugtick (WU et al. 2000). Alle

Telomerase-negativen Proben zeigten diese Banadadise
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Fur den F-TRAP-Assay gelten zwar die gleichen atigmen Voraussetzungen wie fur
den oben beschriebenen konventionellen Assay, di@eBung an sich muss jedoch
noch geklart werden (s. Abschnitt 3.5).

3.4.2 Telomerase-Aktivitat in Perikardzytomaterial

In jedem der 7 malignen Perikarderguisse konntenielase-Aktivitat mit dem kon-
ventionellen TRAP-Assay nachgewiesen werden, jedmigten auch zwei der zyto-
logisch benigne eingestuften Erglsse Telomerase4tskt(Fall 9 und 27). Interessan-
terweise findet sich in der Krankengeschichte degdenannten Patienten eine maligne
Grunderkrankung. 22 von 24 Proben, die in der pgisthen Untersuchung keine
malignen Zellen aufgewiesen haben, zeigten keinenierase-Aktivitat im radio-
aktiven TRAP-Assay.

n=31 Zyto pos. Zyto neg.
Telomerase pos. 7 2
Telomerase neg. 0 22

Tab. 3-3: Vierfeldertafel Perikardergiisse im konvetionellen TRAP-Assay

Die Vierfeldertafel zeigt den Zusammenhang zwisclpasitivem bzw. negativem
zytologischen Untersuchungsbefund und der gemesséel®merase-Aktivitat. Maf3-
stab fur die Bewertung der zytologischen Untersnghwar der Befund zweier Patho-
logen, die jeweils unabhangig voneinander die diatische Untersuchung durchge-
fuhrt haben. Bei mikroskopisch bestatigtem Vorhasée von malignen Zellen wurde
die Zytologie als positiv erachtet. Alle anderenl#&n galten als negativ.

Die Vierfeldertafel dient als Grundlage der Beraahgm von Sensitivitat und Spezifitat.
Daraus ergibt sich fir den radioaktiven Assay edemsitivitat von 100 % und eine
Spezifitat von 91,7 %.
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3.4.3 Beispiele anhand von Perikardzytomaterial

Die nachfolgenden Abbildungen enthalten Beispielér feinige Gele des

konventionellen TRAP-Assays:

Z 1 2’3 4 5 6 7 Abb. 3-6: Konventioneller TRAP-Assay von

é Perikardergtissen a): Spuren wie folgt:
502- b b 1 DNA Langenstandard
R0 - | 2-3 NCI-H69 pos. Kontrolle
434 - v

4-6 hochmalignes Non-Hodgkin-Lymphom (Fall 2)

e — 7-9 Perikarditis (Fall 4)

e et 3/6/9 inaktiviert mit RNAse

192 - s

184 - W
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i Abb. 3-7: Konventioneller TRAP-Assay von
= Perikardergussen b): Spuren wie folgt:
T pet g - : 1 DNA Langenstandard
450 - p ] i
i | W : . 2-3 Leerwert
4 : 4-5 NCI-H69 pos. Kontrolle

gg: — ‘ : 6-8 Adenokarzinom der Mamma (Fall 20)
E%E 9-11 Burkitt-Lymphom (Fall 16)

] 3/5/8/11 inaktiviert mit RNAse
124 -
104 - st
89- e
B0 - ot
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5~ - b -
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Abb. 3-8: Konventioneller TRAP-Assay von
Perikarderguissen c): Spuren wie folgt:

1 DNA Langenstandard

2 Leerwert

3-4 NCI-H69 pos. Kontrolle

5-7 Myokardinfarkt (Fall 18)
8-10 chron. Perikarditis (Fall 17)
3/5/8 inaktiviert mit RNAse

3.5 Fluoreszenz-basierter TRAP-Assay

Grundsétzlich gilt fur die Bewertung der fluoreszgemessenen Telomerase-Aktivi-
taten die gleiche Beurteilungsgrundlage wie beimviemtionellen Assay, d.h. es wird
ein reiner Leerwert ebenso gefordert wie eine gréathe RNAase-Inaktivierung. Der
Vorteil der automatischen Analyse der Fragmentlariggt in der eindeutigen Identifi-

zierung der Telomerase-Leiter, deren Banden demudddtid-Abstand aufweisen, so
dass ein Vergleich zur Positiv-Kontrolle entfalleamn.

Bei den Verdinnungsreihen fir die Quantifizieruregsuche spielte die qualitative
Aussage ,Telomerase-Aktivitdt vorhanden/nicht-vorten“ keine Rolle. Vielmehr

sollten die absoluten Werte der Telomerase-AktivitdForm der ,Peak areas” notiert
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werden. Dabei wurden die ,Peak areas" aller Banddig, telomerische Repeats
darstellten und Teil der Telomerase-Leiter wareddiext. Die erste Bande, die
artefiziell durch Primer-Dimerisierung entstanderarwund auch beim Leerwert
auftauchte, wurde nicht mitberechnet. Die Summaelerdie totale ,Peak area“ und

bildete die relative Einheit der Telomerase-Akéviin einem Proteinextrakt.

Erst bei der Untersuchung der Perikardergisse enifdr RAP Methode sollte auch die
Entscheidung zwischen positiver und negativer Tel@se-Aktivitat getroffen werden.
Dabei galt eine Probe nur dann als positiv fur edcase-Aktivitat, wenn ein be-
stimmter ,Cut-off*-Wert der ,Peak area“ uUberscheitt wurde und zwar unabh&ngig
davon, ob Telomerase-Aktivitat detektierbar warrodeht. Eine Probe, bei der Telo-
merase-Aktivitat zwar in geringem Mal3e detektiedrden war, jedoch unterhalb des
»Cut-off*-Wertes lag, wurde als Telomerase-negatjgwertet. Der ,Cut-off-Wert

wurde durch die Verdunnungsreihen bestimmt, derggelihisse im folgenden Ab-

schnitt zusammengefasst worden sind.

3.5.1 Standardisierung anhand einer Verdinnungsreihe vomNCI-H69-Zellen

Die Tauglichkeit der Methode zur Quantifizierungwbelomerase-Aktivitat wurde mit
einer Serie von NCI-H69-Verdlinnungsreihen untersudlerfur ist die humane klein-
zellige Lungenkrebslinie NCI-H69 geeignet, da dieriein hohes Mal3 an Telomerase-
Aktivitat verfigt (HYAMA et al. 1995). Sie sollte die Tumorzellenvivo imitieren und
diente fur den ersten Verdinnungsversuch als Gagedlum die Tauglichkeit der
F-TRAP Methode festzustellen.

Zunachst wurde eine einzelne Verdinnungsreihe vGih-HE9—Zellen angesetzt. Zu
beachten war, dass eine Proteinextraktion aus &0 H@D einzelnen Tumorzellen bei
der Verarbeitung zu einem grof3en Zellverlust fihmed dadurch ungenauere Ergeb-
nisse erzielt werden kdnnen. Aus diesem Grund gidalie Proteinextraktion aus einer
definierten Anzahl von Tumorzellen ausreichendenie(ca. 1 Million). Dabei wurde
die Menge des Lyse-Puffers so gewahlt, dass eimzéfration von 10.000 Zellen pro
m entstand. Da es sich um einen Proteinextrakt &ééamdwird weiterhin von Zellaqui-

valenten anstelle von absoluten Zellzahlen gesgracbie Konzentration von 10.000
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Zellaquivalenten wurde durch Verdinnung so eindiestiass Aquivalente von 50, 100,
500, 1.000, 2.500, 5.000 und 10.000 Zellenrdrentstanden.

Die gemessenen ,Peak areas” fur die einzelnen ¢lellalente zeigten einen konstan-
ten Anstieg in Abhangigkeit von ihrer Zellzahl. B&&n TRAP-Produkten wurde bei
jedem Zellaquivalent die typische Abfolge der tedwimchen Repeats im Abstand von

je 6 Nucleotiden festgestellt.

Der Leerwert wies ebenso wie in dem konventionell&AP-Assay eine Bande im
Bereich von 50 bp auf. Auffallend war bereits zes#¢im Zeitpunkt, dass beim F-TRAP
speziell im Bereich niedriger Zellzahlen deutlicehm Banden identifiziert wurden. Die
langeren Telomerase-Leiter entsprechen langer elidag TS-Primern, woraus sich die
Schlussfolgerung ziehen lasst, dass der F-TRAP s#nsitivere Methode darstellt als
der konventionelle Assay.

Ein wichtiges Kriterium fur die Tauglichkeit eindfiethode (insbesondere fir eine

Quantifizierung) ist die Reliabilitat der Messwellides bedeutet, dass bei wiederholten
Messungen im Idealfall dieselben, jedoch zuminaest grol3ere Abweichungen der

Messwerte aufgezeichnet werden sollten. Die nagbfa beschriebenen Versuche
dienten der Untersuchung, ob die F-TRAP-Methodseatire Anspruch der Reproduzier-

barkeit der Ergebnisse gentigt. Die Messung erfatgtizei Stufen zur Uberpriifung der

Validitat verschiedener Teilabschnitte des TRAPayss

(1) Reproduzierbarkeit der Analyse eines Amplifikatsf aterschiedenen Gelen
(Abschnitt 3.5.1.1). Prinzipielle Eignung der Medieound Testung des Gellaufs.

(2) Reproduzierbarkeit der Analyse der Amplifikate austerschiedlichen Ver-
duinnungsreihen (Abschnitt 3.5.1.2). Prinzipielle edérholbarkeit der Versuche,
Uberpriifung der Stabilitat hergestellter Proteinsitie. Standard-NCI-H69-Ver-

dinnungsreihe.

(3) Probenelongation mittels Telomerase. Prinzipiellergieichbarkeit verschiedener

Elongationsanséatze (Abschnitt 3.5.1.3).

Die Ergebnisse sind in den folgenden Abschnittegektellt.
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3.5.1.1 Reproduzierbarkeit der Analyse eines Amplifikats ad verschiedenen
Gelen

In dem ersten Versuch wurden die Produkte einefRAPFAssays auf verschiedene
Gele aufgetragen, um die Reproduzierbarkeit deelrigse zu Uberprufen. Aufgrund
der Automatisierung des Gellaufs mit Hilfe der G&ca&n-Technik, waren in diesem

Versuchsabschnitt keine groRen Abweichungen zuréewa

Den Ausgangspunkt der Untersuchung bildeten dieRARH Produkte der NCI-H69-

Verdunnungsreihe, die in Abschnitt 3.5.1 beschnelarde. Insgesamt wurden diesel-
ben F-TRAP-Produkte viermal auf neue Gele aufgetragnd elektrophoretisch ge-
trennt. Die Analyse der Bandenintensitat erfolgie fereits beschrieben automatisch

durch die GeneScan-Software.

Fur die Auswertung der Verdinnungsreihe wurde édleg Zellaquivalent der Mittel-

wert der gemessenen ,Peak areas” gebildet. Um di@bilitdt der Messung zu quanti-
fizieren, wurde die Standardabweichung der ,Pealasirpro Zellaquivalent errechnet
(Graph Pad Software 1991-1999). In der Abb. 3-9 siie Ergebnisse graphisch darge-
stellt. Der Graph zeigt auf der x-Achse die NCI-H&Sllaquivalente in ansteigender

Konzentration (doppellogarithmisch aufgetragen gedje gemessene ,Peak area®).

Peak area 1000000+ I 1
(in rel. Einheiten) I
x
100000+
3
10000 T T 1
10 100 1000 10000

Anzahl der eingesetzten Zellaquivale

Abb. 3-9: Messwerte der NCI-H69-Verdinnungsreihe bieverschiedenen Gelen
(mit Mittelwerten und Standardabweichungen)
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Nachfolgend werden zunachst die Ergebnisse fuiMilieelwerte der ,Peak areas” der
NCI-H69-Verdinnungsreihe beschrieben:

Sie zeigen einen konstanten Anstieg der Telomehliigitat bei steigender Zellzahl
bis ein Sattigungsniveau bei 2.500 Zellaquivalerdereicht wird. Dabei betragt die
durchschnittliche Enzymaktivitat (also die totalReak area“ der Telomerase-Leiter) bei
50 Zellaquivalenten ca. 29.000 rel. Einheiten. Biaktivitat steigt auf 206.000 bei 500
Zellaquivalenten an. Zu Beginn des Sattigungsniselaetragt die gemessene ,Peak
area“ 845.000 rel. Einheiten.

Bei allen Zellaguivalenten tber 2.500 Zellen konritetz einer Konzentrations-
steigerung kein Anstieg der Enzymaktivitdit gemessenden. Bei der hdchsten ge-
wahlten Konzentration von 10.000 Zellaquivalentenggdie Telomerase-Aktivitat

sogar auf 502.000 rel. Einheiten im Durchschnitiizk.

Die Standardabweichungen der ,Peak areas” von déelMerten der einzelnen Zell-
aquivalente sind fur alle Konzentrationen geringe Bemessenen ,Peak areas” liegen
also in einem relativ engen Bereich und erfullemdiaine wichtige Voraussetzung fir

eine hinreichende, reliable Quantifizierung.

Lediglich die Messwerte der 500er Zellaquivalentalen starker voneinander ab: die
.Peak areas” fur diesen Wert reichen von 132.0@036i0.000 rel. Einheiten. Im Ver-
gleich hierzu reichen die Werte bei 50 oder 100l&geiivalenten nur 2.400 bzw.

17.000 rel. Einheiten auseinander.
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3.5.1.2 Reproduzierbarkeit der Analyse von Amplifikaten aus
unterschiedlichen Verdunnungsreihen

Mit einer weiteren Verdinnungsreihe sollte unteh$weerden, ob die Ergebnisse auch
dann reproduzierbar sind, wenn die NCI-H69 Zellgglgnte in zeitlich voneinander
getrennten TRAP-Assays eingesetzt werden. Es wut@ewerdinnungsreihen vom
selben Proteinextrakt in 10 TRAP-Assays eingesatzt an unterschiedlichen Tagen
elongiert und amplifiziert. Die Produkte wurden éwn Abschnitt 2.2.4.3 beschrieben)
auf ein denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetragéektrophoretisch getrennt und
mit dem GeneScanner analysiert. In der folgendehilding 3-10 sind die Ergebnisse
graphisch dargestellt. Ebenso wie im ersten Versisthdie ,Peak area“ doppel-

logarithmisch gegen die Zellaquivalente aufgetragen

Peak area 1000000~
(in rel. Einheiten) I f I I
100000+
10000+
T T T
10 100 1000 10000

Anzahl der eingesetzten Zellaguivale

Abb. 3-10: Standard-NCI-H69-Verdiinnungsreihe bei uterschiedlichen TRAP-Assays
(mit Mittelwerten und Standardabweichungen)

Die Durchschnittswerte der ,Peak areas” (stelleteind flir die Telomerase-Aktivitét)
der NCI-H69-Verdiinnungsreihe aus unterschiedlici®&AP-Assays zeigen ahnlich
wie bei dem vorangegangenen Versuch einen konstaftestieg der Telomerase-
Aktivitat mit zunehmender Zellzahl. Bei 2.500 Zejldvalenten erreicht die Enzym-




Fluoreszenz-basierter TRAP-Assay 70

aktivitat einen Sattigungspunkt. Eine Erhhungdataquivalente bewirkte keine Stei-
gerung der gemessenen ,Peak area®, d.h. der Setésiti

FUr 50 eingesetzte Zellaquivalente wurde eine dwfohittliche Telomerase-Aktivitat

von 32.000 rel. Einheiten gemessen, 10.000 Zellatteh einen Durchschnitt von

720.000 rel. Einheiten. Lediglich die durchschiukté ,Peak area” fur 500 bzw. 1.000
Zellaquivalente fallt aus dem Rahmen der linearanvi& heraus: der Durchschnittswert
fur 1.000 Zellagquivalente (298.000 rel. Einheitdiggt unter dem von 500 Zell-

aquivalenten (346.000 rel. Einheiten).

Bei der Variabilitat der Messwerte innerhalb derzeinen Zellaquivalente fallt auf den
ersten Blick eine grofRere Abweichung der Messwedm Mittelwert auf als beim
ersten Versuch. So lagen beispielsweise die Mess\igr die ,Peak areas” der Telo-
merase-Leiter bei dem Einsatz von 50 Zellaquivaleatvischen 16.000 und 68.000 rel.
Einheiten. Wé&hrend sich im unteren Konzentratiorsbk nur geringe Schwankungen
zeigten (bei 100 Zellaquivalenten belief sich dianSlardabweichung auf 139.000 rel.
Einheiten), wurde die Messbreite bei héheren Kotratonen deutlich groRer: die
Standardabweichung bei 5.000 Zellaquivalenten gedfi8.000 Einheiten.

Die auf der Basis von NCI-H69-Zellen ermittelte i&tardverdiinnungsreihe wurde als
Bezugsbasis fur alle weiteren Ergebnisse gewahlt.

Die festgestellten Abweichungen bedeuten zwar Einechréankung der Aussagefahig-
keit der Quantifizierung durch den F-TRAP-Assaylgeh scheint eine Trennung zwi-
schen starker und schwacher Telomerase-Aktivitglictd zu sein. Eine ausfuhrlichere

Diskussion erfolgt in Kapitel 4.

Um die Ursachen fur diese Schwankungen zu klaremdevim weiteren Verlauf die
erste Phase des TRAP-Assays, d.h. der Elongatiomi$scnaher untersucht
(s. Abschnitt 3.5.1.3).




10.000 H69
Peak area 1.0C734

5.000 NCI-H69
Peak area 763.381

2.500 NCI-H69
Peak area 630.9

1.000 NCI-H69
Peak area 387.4

Abb. 3-11: NCI-H69-Verdinnungsreihe im F-TRAP-Assay TelomeraseAktivitat und ,Peak areas"”
(in rel. Einheitenjn Abhéngigkeit von den eingesetzten Zellaquivaleen

500 NCI-H69
Peak area 286.759

100 NCI-H69
Peak area 145.681

50 NCI-H69
Peak area 43.374

Leerwert

Peak area 0

Ressy-dvy L Jauaiseq-zuazsaion|4

T.



Fluoreszenz-basierter TRAP-Assay 72

3.5.1.3 Probenelongation mittels Telomerase

Mit dem Elongationsversuch sollte eine Erklarung die Schwankungen in der oben
beschriebenen Verdinnungsreihe gefunden werdeeirDamplifikat bei wiederholter

Gelelektrophorese ahnliche Ergebnisse liefert, mawvermuten, dass die Abweichung
bereits wahrend des TRAP-Assays stattfindet. Fpieltikonnte demnach sowohl die
Telomerase-Extension als auch die nachfolgende #ikgtion Gber PCR zu der Ab-

weichung fuhren. Auf einen internen Standard, der@ualitat der PCR Uberprifen
konnte, wurde jedoch aus Grinden der Sensitivegiehtet (vgl. Abschnitt 4.7). Der
Elongationsversuch diente insbesondere dazu, deftugs der Telomerase-Extension

auf die Reliabilitat des TRAP-Assays zu untersuchen

Grundlage des Versuches bildete eine vereinfaclet@lninungsreihe. In den TRAP-
Assay wurden Zellaquivalente von 100 und 5.000efelingesetzt. Hierbei wurde fol-
gendermafRen vorgegangen: Die Aquivalente wurdenwigi Ansatzen gemessen. Im
ersten Ansatz fand der Elongationsschritt in eiriReaktionsgefald statt - erst danach
wurden die Proben aufgeteilt. Im zweiten Ansatz dear die Zellaquivalente wie bei

den herkbmmlichen Verdlinnungsreihen bereits voEttangation aufgeteilt.

Wie aus der Abb. 3-12 ersichtlich, liegen die b&r dyemeinsamen Elongation
gemessenen Werte deutlich enger zusammen als dite Wie aus dem Ansatz
stammen, in dem die Aquivalente schon vor der Edting aufgetrennt wurden. In
beiden Kurven sind die ,Peak areas” (linear) gedienZellaquivalente (logarithmisch)

aufgetragen (n=8).
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Abb. 3-12: GetrennteElongation der Proben
(mit Mittelwerten und Standardabweichungen)
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Abb. 3-13: Gemeinsamé=longation der Proben
(mit Mittelwerten und Standardabweichungen)

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Standardabwegen einer Verdinnungsreihe bei
simultaner Elongation im gleichen Reaktionsansadnger sind als die der zeitlich

getrennten Versuchsansatze.
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Die durchschnittliche ,Peak area“ liegt bei derrgehten Elongation fir 100 Zell-
aquivalente bei 154.000 rel. Einheiten und fur 6.@@llaquivalente bei 774.000. Als
Durchschnittswerte wurden fur den F-TRAP-Assay mé@meinsamer Elongation
105.000 Einheiten fur 100 Zellaquivalente und 8@a.(Einheiten fir 5.000 Zell-
aquivalente ermittelt. Bei vergleichbar gro3en Bhtterten variieren die Werte inner-
halb eines Zellaquivalents bei der getrennten Edbog starker als bei der gemeinsa-
men: die Standardabweichung betragt bei 5.000 gigifalenten 221.000 rel. Einheiten
fur die getrennte und nur 125.000 rel. Einheitandigé gemeinsame Elongation, bei 100
Zellaquivalenten betréagt sie 137.000 bzw. 29.00Hieheiten.

Diese Ergebnisse stutzen die Annahme, dass diee RtesPrimer-Extension fur die
Abweichung verantwortlich ist. Die Elongation verd&nicht linear und wenig kon-
stant. Sie stellt in jedem Fall einen einschrankenBaktor fir die Quantifizierbarkeit

der Telomerase-Aktivitat dar.

3.5.2 Verdinnungsreihen von CD34- und mononukleéren Zellen aus
peripherem Blut

Die Verdiinnungsreihen aus CD3Zellen und aus proliferierenden benignen Zellen
sollten Aufschluss geben Uber die H6he von Telosgersktivitat in Zellen, die eine
maogliche Hintergrundaktivitat in entzindlichen Rarderglissen verursachen kénnten.
In den TRAP-Assay wurde eine Verdiunnungsreihe vosteihextrakten aus CD34-
positiven h&dmatopoetischen Stammzellen sowie aumomiklearen Zellen aus periphe-
rem Blut eingesetzt. Die CD3Zellen wurden FACS-analysiert (freundlicherweise
durchgefuhrt von Dr. Andreas Burchert). Sie wiesare Reinheit von 96 % auf. Zum
Zeitpunkt der Telomerase-Aktivitditsmessung befargiein diese Zellen aufgrund einer
Aktivierung mit Interleukinen und Stammzellfaktoréngl. Abschnitt 2.1.7.2.3) auf

dem Hohepunkt ihrer Proliferationsrate.

Bei den CD34-Zellen konnte bis zu einer Verdinnung von 1.00034eivalenten
(2.300 rel. Einheiten) keine Telomerase-Aktivit@chgewiesen werden. Die hdchste
Aktivitat wurde in 10.000 Zellaquivalenten mit eingeak area” von 28.000 rel. Ein-
heiten gemessen. In den mononukleadren Zellen veaAklivitat nur in geringem Mal3e
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und nur in den beiden hdchsten Konzentrationen5/0680 bzw. 10.000 Zellaquivalen-
ten messbar, sie betrug 1.500 bzw. 1.900 rel. Eerhe

Peak area 300004
(in rel. Einheiten)
mononukleare Zellen
20000+
= CD34+-Zellen
100004
0 T T T T
0 2500 5000 7500 10000

Anzahl der eingesetzten Zellaguivale

Abb. 3-14: Hintergrund-Telomerase-Aktivitat
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10.000 CD34
Peak area 28.0¢

5.000 CD34
Peak area 17.808

2.500 CD34
Peak area 7.538

1.000 CD34

Peak area 2.3:

10.000 mononukleére Zellen

Peak area 1.9:

1.000 mononukleéare Zellen

Peak area

Abb. 3-15: CD34-Zellen und mononukledre Zellen im F-TRAP-Assay: TlmeraseAktivitat

und ,Peak areas" (in rel.

Einheiten) in Abhéangigkeit von den eingeseten

Zellaquivalenten (groRerer MaRRstab als in Abb. 3-11)
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Perikardergusse stellen ein Mischkompartiment gaidem Mesothelzellen, Entzin-
dungszellen und gegebenenfalls auch Tumorzelleenabander vorkommen kénnen.
Fur die Quantifizierung ist daher auch wichtig, das Vorhandensein von Nicht-
Tumorzellen die Messung der Telomerase-Aktivitaeibussen kann. Zu diesem
Zweck wurden Zellaquivalente der NCI-H69-Verdiunnsmeghe mit Zellaquivalenten
der CD34- bzw. mononukledren Zellen gemischt und mit Hidles F-TRAP-Assays

untersucht.

Fur diesen Versuch wurde stets ein Zellaquivalemt €0.000 Zellen in gemischter
Zusammensetzung gemessen. Dabei wurde eine NCMdf8innungsreihe in den
ublichen Konzentrationsstufen untersucht, wobeifdidende Zellzahl bis 10.000 ent-
sprechend mit Aquivalenten von CD34der mononukledren Zellen aus peripherem
Blut aufgeflllt wurde. Beispielsweise wurden 50 NdG9-Zellaquivalente mit 9.950
CD34-Zell-aquivalenten oder 2.500 NCI-H69-Zellen miBG0 mononukleédren Zellen

gemischt.

Die Ergebnisse der beiden Mischreihen (NCI-H69/CD34d NCI-H69/mononukleére
Zellen) sind graphisch in der folgenden Abbildun@i&3dargestellt, zum Vergleich sind
auch die Mittelwerte der NCI-H69-Standardreihe (Vddschnitt 3.5.1.2) eingetragen.
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Abb. 3-16: Telomerase-Aktivitat in einem Mischkomprtiment

Zu erkennen ist, dass die Telomerase-AktivitatNi€i-H69-Zellen sowohl bei Zugabe
von CD34- als auch von mononukledren Zell-Aquivalenten @hngroRe Aktivitats-
Level liefert wie die NCI-H69-Standardreihe. Diek fiir alle Konzentrationsbereiche.

50 Zellaquivalente der NCI-H69-Reihe erreichten &ieier Beimischung von CD34
Zellen eine ,Peak area“ von 43.000 rel. Einheitew.b42.000 bei einer Vermengung
mit mononuklearen Zellen. Die Standardabweichungale in beiden Fallen nur ca.
10.000 rel. Einheiten vom Mittelwert. Bei 500 NCB8+Aquivalenten wurde eine Ab-
weichung zur Standardreihe von etwa 60.000 relh&tan (mit CD34-Zellen) bzw.

von 88.000 fur die mononuklearen Zellen ermittelt.

3.5.3 Ergebnisse anhand von Perikardzytomaterial

Bei den Punktionsproben wird die Telomerase-Akdivitn F-TRAP-Assay ebenfalls
Uber die ,Peak area“ bestimmt. Hierbei zeigten g@ikkardergiisse die typische Telo-

merase-Leiter, dazu zahlten auch alle 7 durch giel@gie maligne eingestuften Er-
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gusse. Die Werte fur die ,Peak areas” reichten aarnd.000 bis ca. 1.100.000 rel. Ein-
heiten.

Samtliche Proben von Patienten mit zytologisch tp@sn malignen Befund zeigten
Telomerase-Aktivitat. Die ,Peak areas” reichten wan 34.000 bis ca. 1.100.000 rel.
Einheiten. In drei zytologisch unauffalligen Patemproben wurde ebenfalls Telo-
merase-Aktivitat detektiert, allerdings mit geringie ,Peak areas®, namlich von nur
9.000 bis 39.000 rel. Einheiten. In allen andergrEgylssen konnte keine Telomerase-
Aktivitat festgestellt werden. Aus den Ergebnisserechnet sich eine Sensitivitat von
100 % und eine Spezifitdt von 87,3 %. Unter Berintkgyung eines ,Cut-off*-Wertes
(vgl. nachster Abschnitt) wurden alle diejenigenldeén als Telomerase-negativ gewer-
tet, deren ,Peak area“ der Telomerase-Leiter ur@@000 Einheiten lag. Eine
entsprechende Vierfeldertafel ist in der Tabellk @argestellt. Bei gleicher Sensitivitat
(100 %) errechnet sich eine Spezifitat von 95,8éleimem ,Cut-off‘-Wert von 30.000
rel. Einheiten.

n=31 Zyto pos. Zyto neg.
Telomerase pos. 7 1
Telomerase neg. 0 23

Tab. 3-4: Vierfeldertafel Perikardergliisse im F-TRARAssay bei einem ,Cut-off*Wert von 30.000
rel. Einheiten
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Abb. 3-17: Perikardergisse im F-TRAP-Assay: TelomeaseAktivitat und ,Peak areas”
(in rel. Einheiten)
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3.5.4 Bestimmung eines ,Cut-off“-Wertes unter Betrachtungder Veranderung
der Sensitivitat und Spezifitat

Die Spezifitat und Sensitivitat der Methode verandsich in Abhangigkeit von der
Hohe des gewahlten ,Cut-off*-Wertes. In der folgendrabelle 3-5 sind diese Veran-

derungen noch einmal zusammengefasst und in deliddibly 3-18 graphisch darge-

stellt.

,Cut-off“-Wert Sensitivitat Spezifitat

(in rel. Einheiten) (in %) (in %)

0 100 87,3

10.000 100 91,7

20.000 100 95,8

30.000 100 95,8

40.000 85,7 100

50.000 57,1 100

Tab. 3-5: Sensitivitat und Spezifitdt in Abhangigké vom ,Cut-off*-Wert

% 1001
901

801
B Spezifitat

704 O Sensitivitat

50+
0 10.000 20.000 30.000 40.000 50.000
Cut-off-Wert (in rel. Einheiten)

Abb. 3-18: Sensitivitdt und Spezifitat in Abhéngigleit vom ,Cut-off‘-Wert
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Die Balken stellen die Veranderung der Spezifititnkelblau) und Sensitivitat (hell-

blau) unter Verschiebung des ,Cut-off-Wertes darder vorliegenden Arbeit wurde

der Wert von 30.000 rel. Einheiten als Grenzwestdelegt, da er die beste Sensitivitat
(100 %) wie auch eine vertretbare Spezifitat (%mBgarantiert und bei den Hinter-

grundaktivitatsversuchen weder von CD3llen noch von maRig proliferierenden
mononukledren Zellen tberschritten worden ist. Biahl des ,Cut-off*-Wertes wird

im néchsten Kapitel noch ausfihrlich diskutiert.
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4 Diskussion

In der klinischen Praxis stellt die Beurteilung voralignen und nicht malignen Peri-
kardergussen ein standiges, verbesserungswurdigédefeld dar. Die Sensitivitat
der konventionellen Zytologie wird fir die Erkenmgumon malignen Zellen als unbe-
friedigend eingestuft (MTHERBY et al. 1999). Erkennbar wird dies insbesonderén auc
durch den haufigen Gebrauch von unbestimmten Foenomlgen in zytopathologischen
Befunden wie z.B. ,verdachtig auf Tumorzellen* odatypische Zellen* (MVTHERBY

et al. 1999). Seit vielen Jahren wird daher versuatben der zytologischen Begutach-
tung weitere objektivierbare Merkmale zu finden, dim Diagnosen bestétigen, verein-

fachen oder sogar friihzeitiger ermdglichen zu kédnne

Ein Untersuchungsziel der vorliegenden Arbeit bestdarin, zu Gberprifen, inwieweit
Telomerase-Aktivitat in Zytozentrifugaten von Pan#tergiissen mit dem zytopatho-
logischen Nachweis von malignen Zellen korrelied, dass ihre Bestimmung &hnlich
der Bestimmung von Tumormarkern einen Beitrag ziagBose einer neoplastischen

Infiltration herangezogen werden konnte.

4.1 Telomerase-Aktivitat als Tumormarker

Zu den Tumormarkern zahlen Proteine, die von Tueitez gebildet oder durch sie in
anderen Zellen induziert werdend®LMAN & ROHM 1994). Eine heute gebrauchliche
Art des Nachweises von Tumormarkern ist die immytashemische Untersuchung,
bei der spezifische Antikorper an die Tumorantigbimelen. Der Nachweis der gebun-
denen Antikdrper lasst sich mit diversen Verfaheghringen, z.B. mit dem Radio-
immunoassay oder dem Enzym-ImmunoassayL(DEN et al. 1993). Mit Hilfe solcher
Antikorper konnen z.B. Zellen in maligne oder bew@ginterteilt werden. Einige Anti-
korper geben Hinweise auf die Herkunft von TumgzB. mesothelial oder epithelial
durch Ber-EP4- oder -Leu-M1-Antikorper). EtablieAatikorper sind beispielsweise
gegen das CEA (cytoplasmic carcinoembryonic anjigeler das CA-125 (membrane

highmolecular mucin) gerichtet @tHERBY et al. 1999, @scinu et al.
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1997). Andere Antikorper binden an das B72.3-Antjgeinem cytoplasmatisch tumor-
assoziierten Glykoprotein.

Die besondere Schwierigkeit bei der zytologischesurBilung von Ergussen fihrte
dazu, eine Vielzahl von solchen Antikérpern zudasum die Detektion von malignen
Zellen in Ergussen zu vereinfachen. Dabei wurdenbdisten Resultate mit den zuvor
genannten Antikdrpern mit Ergebnissen von bis zu¥®&ensitivitat je nach einge-
setzten Antikdrpern erzielt (MrHERBY et al. 1999, GPTA et al. 2000, IKH et al. 1997,
STturRMowICZ et al. 1999).

Eine andere Methode, die auf Tumorzellen hinwegsah ist die DNA-Cytometrie, bei
der aneuploide Zellen gezéahlt werden. Aneuploidéeit einen Hinweis auf haufige
Mitosen, wie sie bei Tumorzellen mit gesteigerteoliferationsrate vorkommen
(MOTHERBY et al. 1998). Dariiber hinaus gibt es noch zytoggstee Analysen und

einige andere Methoden, auf die an dieser Statlet nveiter eingegangen werden soll.

Im Fall des Enzyms Telomerase sind o0.g. Methodengela geeigneter Antikorper
derzeit leider nicht einsetzbar. Die Telomerasé @# Marker der Proliferation und
kommt in den meisten Tumorzellarten vor. In 90 %ralrumoren konnte ihre Aktivitat
nachgewiesen werden. Diese Eigenschaft, eine hahmeeldtion zum Vorhandensein
von Krebszellen zu besitzen, macht sie zu eineuAntersellem Tumormarker (K et
al. 1994, 8Ay & BACCHETTI 1997). Sie kbnnte daher als eine Art Screeningablé
dienen mit der Mdoglichkeit, Zellen in einem Ergusder einer Gewebsprobe in
maligne/nicht-maligne zu differenzieren. Rickschlumuf die histologische Art des
Tumors lasst die Bestimmung der Telomerase-Aktidtine Zytomorphologie mangels
Tumorspezifitat nicht zu, dies gilt allerdings audh andere Tumormarker. Nachteilig
im Fall der enzymatischen Bestimmung ist derzest féhlende Korrelation zur Zyto-
morphologie sowie die mdgliche Hintergrundaktivitiirch im Gewebe vorhandene
Stammzellen und Zellen mit hohem Erneuerungs- Baiungspotential (WIGHT et
al. 1996).

Da sich die Telomerase-Aktivitat in gesunden Zebglitativ nicht von der Aktivitat

in Tumorzellen unterscheiden lasst, besteht nurvbiglichkeit, durch eine sinnvolle
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Quantifizierung der Aktivitat Aufschluss tber ilderkunft zu erlangen, wobei von der
These ausgegangen wird, dass in Tumorzellen eigreétiMald an Aktivitat zu finden

ist, wahrend die anderen Zellen nur tber ein gernegMald an Aktivitat verfligen.

In der Literatur wird die Telomerase-Aktivitat inddt-Tumorzellen (wie den oben ge-
nannten) mit 1-2 % der Aktivitdt von Tumorzellenziftert (Hiyama et al. 1995,

CouNTER et al. 1995). Durch Stimulierung und ProliferaBanregung kann diese Akti-
vitat jedoch noch zunehmen {BHkovicH & GREIDER 1996). Um die niedrige basale
Aktivitat von den hohen Aktivitatsspiegeln in Tumelen unterscheiden zu kdnnen,
muss eine Quantifizierbarkeit der Aktivitat gegelsin. Sie allein kdnnte den ent-
scheidenden Hinweis auf die benigne oder malignee&e der Telomerase-Aktivitat

geben.

4.2 Korrelation zwischen der Zytologie und dem TRAP-Assg

Die Ergebnisse der TRAP-Assays zeigen deutlichetggen Zusammenhang zwischen
dem Vorhandensein maligner Zellen in der zytoldgesc Untersuchung und detektier-

barer Telomerase-Aktivitat in Perikardergussen.

Bereits der konventionelle TRAP-Assay ergab einesBieitat von 100 % bei einer
Spezifitat von 91,7 %. Beim F-TRAP-Assay konnte Spezifitdt durch die Einfliihrung
eines ,Cut-off*-Wertes von 30.000 rel. Einheitergao auf 95,8 % gesteigert werden,

ohne dabei einen Verlust von Sensitivitdt hinnehmemiissen.

Telomerase-Aktivitat wurde schon in vielen versdeieartigen Geweben untersucht
und mit den Ergebnissen von histologischen odedagischen Untersuchungen vergli-
chen. Dabei wurde festgestellt, dass sich die 8eitéi und Spezifitat je nach Gewebe
deutlich unterscheiden. Dies kann entweder an dedé& Tumoren oder an der Zu-
sammensetzung des jeweiligen Gewebes liegen. Jadegbe unterscheidet sich in
seiner Zusammensetzung an Proteinen, Bindegeweles-Entzindungszellen, wobei
jede dieser Komponenten die Messung der TelomekkBeitat in unterschiedlichem

Ausmal beeinflussen kann.
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AuRerst schwierig gestaltet sich z.B. der Nachwieis Telomerase-Aktivitat in Gewe-
ben mit einem hohen Anteil an Proteinasen oder RINAR der Studie von EDMEK et

al. (2001) konnte in Pleuraergissen Telomeraseviddtiin nur 67 % der Falle detek-
tiert werden, obwohl maligne Zellen in der Zytolegiachweisbar vorhanden waren.
Lohnender scheint die Untersuchung auf Telomerdgedfit dagegen fir histologi-
sche Gewebsproben zu seimGR et al. (1999) detektierten Telomerase-Aktivitat in
kleinzelligen Lungentumoren in 82,5 % der Fallej bieoplasien der Gallenwege

konnte die Enzym-Aktivitat in 81,3 % der Falle ges®en werden.

Bei Korperflissigkeiten und Erguissen scheint di¢eRion durch einige Faktoren er-
schwert zu sein. Ein Beispiel wurde oben berergibnt (DEJMEK et al. 2001). Eine
Bestatigung dieser Aussage findet sich in der $tudn HeINE et al. (1998): Wéhrend
in Gewebeproben von Blasenkarzinomen in 95 % TelasgeAktivitdt nachgewiesen
wurde, konnte die Aktivitat bei Blasenspulungerogdnur in 70 % der Falle detektiert
werden und Untersuchungen des Urins blieben sagaplett negativ. Ursachlich daftur
ist moglicherweise die grol3ere Konzentration an draellen in den Gewebeproben.
Jedoch kann auch das Vorhandensein von Inhibittinedie PCR eine Rolle spielen,
ebenso wie eine mdgliche direkte Hemmung der TelaseeAktivitat per se, z.B. auf-
grund einer RNA-Inaktivierung im Urin durch bishambekannte MechanismengiNE

et al. 1998). Fraglich bleiben die Ergebnisse eddarlichen Studie, in der die Telo-
merase-Aktivitatsmessung bei Urinproben in 62 %Fedle positiv waren (8SHIDA et
al. 1997 I).

Zwei Studien beschaftigen sich im Besonderen ntiblagischen Erglssen, insbeson-
dere mit Aszites- und Pleuraerguissen. Bei diesemevain erhdhter Anteil an PCR-
Inhibitoren festgestellt (M et al. 1999). Ahnliche Ergebnisse ergaben die tdatdun-
gen von BRAUNSCHWEIG et al. (2001), die bei Pleuraergiissen und Aszitegesamt
eine Sensitivitat von 70 % erzielten. Sie stelitesbesondere schlechte RNA-Qualitaten
fest, die fur die Telomerase-Extension essentietl évgl. auch MiD et al. 2001). Im
Gegensatz hierzu wurde in einer anderen StudiPleeraerglissen eine Sensitivitéat von
91,4 % (YANG et al. 1998) erreicht und bei Aszites immerhinmat 76 % der Falle
(TANGKIJVANICH et al. 1999).
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In weiteren Studien wurden folgende Resultate krzie

- duktale Pankreaskarzinome 75 %EBARA et al. 1997)
- Bronchiallavagen 81,8 % @HATA et al. 1998)

- Darmspulungen 92 % OSHIDA et al. 11 1997).

Regelmalig kommen bei der Telomerase-Aktivitatsmagsauch falsch-positive
Ergebnisse vor. Als Griinde hierfiur kommen sowohihoeische Stdrfaktoren als auch
die ,Kontamination* des Gewebes durch Entzinduniggmzen Betracht. Beide Moég-
lichkeiten sollen hier nur angedeutet werden, daspiéter ausfuhrlicher zu diskutieren
sind (vgl. Abschnitt 4.3).

An dieser Stelle ist aber bereits zu erwahnen, detsesondere die niedrige Telome-
rase-Aktivitat in den Entziindungszellen zu falsosifiven Ergebnissen flihren kann.
Ergusse oder Gewebe, die haufiger oder in starkéyesmal von Entziindungen be-
troffen sind, sind daher grundsatzlich schlechterzlomerase-Aktivitdtsmessung ge-

eignet.

Die Rate an falsch-positiven Messungen wird durehSpezifitat beschrieben. In eini-
gen der oben genannten Studien wurde eine Spezifith100 % erreicht (MLLER et
al. 1999, RGA et al. 1999,101 et al. 2000, HINE et al. 1998, NvAmMA et al. 1999). Bei
der Studie von HINE ist dies kaum verwunderlich, da selbst beim Vodemsein von
malignen Zellen im Urin keine Aktivitdt gemessenrgen konnte. Die in den sonstigen
Untersuchungen festgestellten Spezifitdten sindabellarischer Form (Tabelle 4-1)

zusammengefasst:
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Studie Spezifitat in % Material
BRAUNSCHWEIGet al. 2001 73,0 Aszites und Pleura
YOSHIDA et al. 1997 II 86,0 Kolonspulung

Mu et al. 1999 90,0 Aszites und Pleura
YANG et al. 1998 94,2 Pleura

Hivama et al. 1995 95,6 Lunge
TANGKIJVANICH et al. 1999 95,7 Aszites

YOSHIDA et al. 1997 | 96,4 Urin

Tab. 4-1: Spezifitat in klinischen Telomerase-Studin

Die Ursachen fir die aufgezeigten Varianzen simtfaltig. Es zeigte sich, dass sowohl
die Sensitivitat als auch die Spezifitat des TRASS#ys bei unterschiedlichen Geweben
stark variieren, so dass die Telomerase-Aktivitéssung nicht ubiquitédr angewendet
werden kann. Zu den Faktoren, die das Ergebniddssung und damit ihnre Anwend-

barkeit negativ beeinflussen, gehoren sowohl stiizeZellen (insbesondere Ent-

zindungszellen) als auch Inhibitoren der PCR (darunB. Hadmoglobin, das die Taqg-

Polymerase hemmt).

Eingeschrankt wird die Vergleichbarkeit der versdeinen Studien allerdings insofern,
als es keine Standard-Telomerasemessung gibt, ldieVergleichsmal3stab dienen
konnte: Bei der haufigsten Art der Telomerase-Megsmit TRAP-Assays kdnnen
bereits geringe Abwandlungen der Methode zu einerreen Veranderung der Ergeb-
nisse fuhren. Letztlich entscheiden die Details Methode lber das haufige Auftreten
von falsch-positiven oder falsch-negativen Ergedsms (W et al. 2000). Ebenso
besteht die Mdglichkeit, die Ergebnisse durch Qfiairungen zu verandern. So
konnte in der vorliegenden Arbeit die Spezifitas d@nventionellen TRAP-Assays um

etwa 5 % durch die Verwendung des quantitativerRAHF-Assays verbessert werden.
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Da jedoch auch fur die Quantifizierung keine Stadidgerung existiert, sind die in den
unterschiedlichen Studien genannten absoluten WeérteTelomerase-Aktivitdt nur

schwer miteinander vergleichbar.

In der vorliegenden Arbeit belief sich die Sendiéivbeider Telomerase-Assays in den
Perikardergissen auf 100 %. Wie aus der o.a. Talell ersichtlich, handelt es sich
hierbei im Vergleich zu anderen Geweben um einemwartet hohen Wert. Wenn also
zytologisch maligne Zellen in einem Perikardergushanden waren, dann wurden sie

durch die Telomerase-Messung stets erkannt.

Dieses Ergebnis ist moglicherweise als Indiz finedbesondere Eignung des Kompar-
timents Perikarderguss fur Telomerase-Aktivitditssuagen zu werten. Es scheint keine
bzw. nur wenig storende Einflussfaktoren zu gelsia, zu einem falsch-negativen

Ergebnis fihren konnten.

Neben der Sensitivitat ist auch die Spezifitdt emmscheidendes Kriterium fir die
Eignung der Enzym-Messung. Im F-TRAP-Assay ist Spezifitdt mit 95,8 % zwar

recht hoch, trotzdem stellt sich die Frage nachUimache fir die — wenn auch nur
wenigen — falsch-positiven Messungen. Dieser Ftatlesg wird u.a. im néchsten
Abschnitt nachgegangen, in dem die Ergebnisse insaZimenhang mit den

Krankengeschichten betrachtet werden.

4.3 Ergebnisse des TRAP-Assays bei Perikardergtissen im Kiext
der Patientengeschichten

Bisher wurden die Ergebnisse der verschiedenen FTR#sys getrennt voneinander
betrachtet. Vergleicht man die Ergebnisse der TR&PRays miteinander, so lassen sich

weitere Aufschlisse gewinnen, die nachfolgend lresoén werden.

Zunéchst soll der Blick auf die Perikardergiussechést werden, bei denen in der
zytologischen Untersuchung maligne Zellen entdaakiden sind. Beide Assays konn-
ten Telomerase-Aktivitat in diesen Proben (7 Fallejektieren. Dieses Ergebnis zeigt

nicht nur, dass es grundsatzlich moglich ist, T&mme-Aktivitat in Tumorzellen, die
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aus Perikardergussen stammen, zu messen, sonaérndass eine vollstandige Detek-
tion bei malignen Zellen im Erguss erreicht werdemn. Dieses bemerkenswerte
Ergebnis ist wahrscheinlich auch auf die gute @aalider Proteinextrakte
zurtckzufihren. Fir diese Annahme sprechen insbesendie bereits in der
Proteinkonzentrations- und in der Alkalischen Plhasgsemessung festgestellten
Resultate (vgl. hierzu Abschnitt 4.4).

Ein weiterer Hinweis flr die hohe Korrelation magrdErgebnissen der Zytologie ist in
der grol3en Anzahl derjenigen Perikardergiisse (#@)F&u sehen, die sowohl in der
Zytologie negativ fur maligne Zellen als auch inidem TRAP-Assays negativ fur
Telomerase-Aktivitat waren.

Eine ausfuhrliche Betrachtung ist fur die vier almenden Falle geboten. Insbeson-
dere der Fall 9 war aul3erst problematisch: EineRatnit schwerer 3-Gefal3-KHK und
hypertensiver Krise, also mit eindeutig kardialen@se des Ergusses ohne Hinweis auf
eine maligne Grunderkrankung und ohne zytologistkldierte maligne Zellen, war im

konventionellen Assay positiv fur Telomerase-AKtvi

Die Ursachen fir ein solches falsch-positives Engebn TRAP-Assay sind nicht ein-
deutig zu erklaren. In Betracht kommt z.B. eine hondisch bedingte Ursache: Beim
sogenanntenStaggered Annealifigentsteht bei Verwendung einer bestimmten Primer-
Kombination eine Primer-Dimerisierung, die im Ergeb einer Telomerase-Leiter
ahnelt, da sie ebenfalls Banden im Abstand von €eBgaaren zeigt (M et al. 1994,
KRrupPet al. 1997). Zustande kommt dieser Artefakt, weich ein CX-Primer wahrend
der PCR gestaffelt an den neu gebildeten DNA-Stiamggert. Durch Verlangerung
des Primers um einen DNA-Anker kann dieser Artefakluziert werden. Bei dem in
dieser Arbeit verwendeten ACX-Primer handelt ek sim einen solchen durch mehrere
Basen verlangerten CX-Primer. Weiter reduziert wudie Gefahr desStaggered
Annealing durch die Trennung der beiden Primer mit Hilf@exi Wachsschicht (vgl.
Abschnitt 2.2.3.2.2). Durch diese raumliche Trerqumurden Interaktionen der beiden
Primer weitestgehend verhindert. Trotzdem kann geenge Primer-Dimerisierung
nicht ganzlich ausgeschlossen werdemyiP et al. 1997), so dass daStaggered

Annealing durchaus die Ursache fur dieses falsch-positixgeBnis sein kénnte.
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Eine andere Erklarung bietet sich fir den Fall @gass der Erguss Entziindungszellen
enthielt, da diese insbesondere in ihrer aktivieff®@rm bei hoher Proliferationsrate

ebenfalls Telomerase-Aktivitat besitzen kdnnen.|t&ol Entziindungszellen fur die

detektierte Aktivitat verantwortlich gewesen sesn,hatte allerdings auch im F-TRAP-

Assay ein falsch-positives Ergebnis eintreten miisBer F-TRAP-Assay wies jedoch

keine Aktivitat auf. Letztlich l&sst sich in diesdfall keine plausible Erklarung finden.

Auf die mogliche Detektion der Telomerase-Aktividirch Entzindungszellen wird

bei den Ausfihrungen Uber die Quantifizierung naatensiver eingegangen (vgl.

Abschnitt 4.6).

Bei einem positiven Telomerase-Ergebnis ist weltegdrinzipiell auch an eine Konta-

mination mit Tumorzellen wéahrend der Durchfiihrureg dRAP-Assays zu denken. Im
vorliegenden Fall wird dies jedoch fir sehr unwahesnlich gehalten, da der Protein-
extrakt fur den F-TRAP-Assay aus dem gleichen Adigatammte. Dagegen spricht
zusatzlich die durchgefihrte Messung eines Leeesgder gerade solche Kontamina-
tionen aufdecken sollte. Alle Proben wurden zudemeifach gemessen, um maogli-
cherweise auftretende Fehler wie z.B. Pipettiernag@gkeiten oder Verwechslungen

zu vermeiden bzw. zu minimieren.

Eine andere Situation ergab sich bei den zwei BguigFall 6 und 26), die in der
Zytologie ebenfalls keine Tumorzellen erkennen dieBWahrend die Telomerase-
Aktivitatsmessung im konventionellen Assay negaiar, konnten im F-TRAP-Assay
telomerische Repeats detektiert werden. Zuriickzefulst dies wahrscheinlich auf die
entzindliche Genese der Perikarderglsse (Periisaliitv. Perimyokarditis). Sowohl
im Fall 6 als auch im Fall 26 zeigten die mikroskscpen Untersuchungen, dass ent-
zundliche Zellen vorhanden waren. In beiden Prdbgndie gemessene totale ,Peak
area“ noch deutlich unter dem gewahlten ,Cut-offeMvvon 30.000. Insofern war die
gemessene Telomerase-Aktivitat als niedrig einzitzeim und entsprach damit einer
Hintergrundaktivitat, die durch Entziindungszellenuwrsacht sein konnte.

Eine besondere Beachtung ist dem Fall 27 zu widimetiem zytologisch keine malig-
nen Zellen im Perikarderguss entdeckt werden kenntéhrend jedoch der konventio-

nelle Assay Telomerase-Aktivitat zeigte. Bestatgirde dieses Ergebnis im F-TRAP-
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Assay mit einer Telomerase-Aktivitdt von knapp €0.0el. Einheiten. Die Messung
lag somit deutlich tber dem ,Cut-off“-Wert und werdlaher auch im F-TRAP als
positiv gewertet. Die Probe stammte von einem Rudie der zur Zeit der Perikardio-
zentese an einem Osteosarkom mit pulmonalen Hitta&Jnter Berticksichtigung der
eindeutigen Messwerte und der Krankheitsgeschichitanalignem Grundleiden liegt
die Vermutung nahe, dass die Tumorzellen bei del@yischen Betrachtung nicht auf-
gefallen sind. Leider wurde dieser Patient nichéderholt punktiert, denn es ware
interessant gewesen zu erfahren, ob zu einem spaf&itpunkt auch in der zytologi-
schen Untersuchung Tumorzellen im Erguss gefundemdenm waren. Es bleibt daher
nur die Spekulation, ob sich tatséchlich Krebsrelle dem zytologisch untersuchten

Erguss befunden haben.

Der Fall 27 wirft jedoch die Frage auf, ob es swihist, die Ergebnisse des TRAP-
Assays am vermeintlichen Goldstandard, der zytetdwgn Untersuchung, zu messen
oder ob die Methode mdglicherweise gegeniber dal@yie nicht sogar Vorteile bie-
tet, die nur deshalb verborgen bleiben, weil esdmiunabhangigen, objektiven Mal3-
stab gibt, anhand dessen geklart werden kann, oliatsdchlich Tumorzellen im Peri-

karderguss vorhanden waren oder nicht.

Bei der Untersuchung von anderen als Perikardeegissrd die Telomerase-Aktivitat
Uberwiegend am Standard der zytologischen Unteusigclyemessen (ENG et al.
2000, BEDROSSIAN 1998, MEID et al. 2001, XNG et al. 1998, MTHERBY et al. 1999).
Auch bei den weiter oben erwahnten immunohistockenen Untersuchungen bildete
die Zytologie die Vergleichsgrundlage. Andere St¢advergleichen die Ergebnisse der
Telomerase-Messung entweder mit der histologisddetersuchung, aber auch mit
klinischen Parametern oder mit der GrunderkrankyhgpTHERBY et al. 1999).
Nachteilig ist bei allen hinzugenommenen Verglentiiskten, dass eine definitive
Bestatigung Uber das Vorhandensein von maligneleiZeh Erguss ausbleibt. Letztlich
muss festgestellt werden, dass es keine generelivdfition gibt, anhand derer die
diagnostische Genauigkeit solcher Spezialunterswgdmu wie die Telomerase-Aktivi-

tatsmessung Uberprift werden kanro(MERBY et al. 1999).
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Durch die vorliegende Untersuchung kann nicht olwederes die Aussage getroffen
werden, dass die Telomerase-Messung sensitivalsistie zytologische Untersuchung.
Festgestellt werden konnte lediglich, dass in alélten, in denen zytologisch maligne
Zellen vorhanden waren, diese auch durch die TelaseeMessung nachgewiesen wur-
den. Der Sensitivitatswert von 100 % bei der Tel@se-AktivitAtsmessung ist nur im
zuvor beschriebenen Sinne zu interpretieren: et sagachst lediglich aus, dass die
Telomerase-Messung genauso sensitiv ist wie dielayische Untersuchung. Damit
wird jedoch nicht ausgeschlossen, dass sie moglieige eine héhere Sensitivitat auf-
weist, d.h. die Fahigkeit besitzt, zytologisch nidetektierte maligne Zellen aufzuzei-
gen. Dies gilt zumindest in den Fallen, in deneden Zytologie (aus welchen Grinden
auch immer) Fehler gemacht werden. Die F-TRAP Md¢hstellt somit zumindest eine
Erganzungsuntersuchung dar, die eine Bestatigurty aine Verbesserung fur die

Diagnose bringen kann.

4.4 Problemstellung bei der Quantifizierung von Telomerae-
Aktivitat

Die Quantifizierung der Aktivitat des Enzyms Teloame stellt aufgrund der kom-

plexen Methode eine anspruchsvolle Aufgabe darawssetzung fir die Reproduzier-
barkeit der Ergebnisse, die bei Quantifizierungegelpen sein muss und im an-
schlielienden Abschnitt ndher erlautert wird, idtemeder exakten Standardisierung der
Versuche die gute Qualitat des Ausgangssubstraishes in den TRAP Assay einge-

setzt wird — der Proteinextrakt.

Als notwendige Voraussetzung fur die Standardisigrder Telomerase-Aktivitats-
messung ist daher die Qualitatstberprifung der elPmmttrakte zu nennen. Die
konstante Aufarbeitung der Proben zum Proteinektrakde sowohl mit der Protein-
konzentrationsmessung als auch mit der Alkalisch&hosphatasemessung

nachgewiesen.

Aufgrund der konstanten Werte, die bei der Prowmmzientrationsmessung anfielen,

ergab sich der erste Hinweis auf die spatere edmlge Verarbeitung der Produkte.
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Samtliche gemessenen Konzentrationen lagen imrénedbschnitt der Standard-
proteinreihe. Kein Extrakt enthielt so wenig Progaiteil, dass er nicht mehr messbar
war. Hieraus ergab sich, dass in allen Fallen emf@guate Menge an CHAPS Lysis
Buffer zur Proteinextraktion eingesetzt worden watlies war keineswegs selbstver-
standlich, da die jeweilige Menge abgeschatzt werdesste (vgl. Abschnitt 2.2.1.2).
Ebenso wenig beeintrachtigten eine KontaminationclduBlut oder ahnliche Stor-

faktoren den Messbereich.

Von noch groRerer Bedeutung fur die Qualitatskditround damit fur die

Standardisierung der Telomerase-Aktivitatsmessshglie Messung der Alkalischen
Phosphatase-Aktivitat. Ihr ubiquitdres VorkommerZeilen eignet sich hervorragend,
um ihre Aktivitat als Referenz fur die Proteinintié@t heranzuziehen. Diese gilt allge-
mein als Standardparameter fir die Funktionsfalitigken Enzymen (VRIGHT et al.

1995, HINE et al. 1998). Ist ihre Aktivitat nachweisbar, sbregelméafig davon auszu-
gehen, dass sich die Zellproteine in einem funktiédmgen Zustand befinden. Wird bei
Telomerase-negativen Proben ein positiver Nachweis Alkalischer Phosphatase-
Aktivitat gefunden, ist ein Verlust der Proteinftiokh wahrend der Aufarbeitung als

Ursache auszuschlief3en.

Die Messung der Alkalischen Phosphatase-Aktivitgab ein unerwartet gutes Resul-
tat. In allen Proben war Enzym-Aktivitat nachweisban Vergleich zur Bestimmung

von anderem Ergussmaterial (Pleura und Aszites,Sigganne Meyer-Neumuhlen und
eigene Erfahrungen) lag damit der Schluss nahe, diasProteinstabilitéat aus Perikard-

zytomaterial besonders geeignet ist.

Ursache dieses Phdnomens konnte die vielleichhgernwesenheit von Storfaktoren
wie RNAsen oder Proteinasen sein. Der Grund da&gt lvahrscheinlich in einer ver-
minderten Sekretion von umgebenden Zellen. SchouldreAufbereitung der Ergusse
fiel — im Vergleich zu der Praparierung von Pleucaler Aszites-Punktaten — eine
leichtere Handhabung auf. Die Aufbereitung der tztilgenannten Proben erfolgte
lediglich, um die Durchfihrung des TRAP-Assays ziereen; ihre Ergebnisse sind
nicht Bestandteil dieser Arbeit. Insbesondere deumergiisse enthielten Schleim-

anteile, die die Verarbeitung schwierig gestaltetefusatzlich war bei ihnen
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regelmafiig von einem hohen Anteil an RNAsen undelrasen auszugehen, sezerniert
von den Zellen im exsudatreichen Pleuraerguss. Zeigten die Perikarderglsse hau-
fig eine Beimengung von Blut, jedoch konnte die tBeimengung durch wiederholte

Spulvorgange mit RCLB problemlos eliminiert werden.

Die Entfernung des Blutes war aus zweierlei Gringeintig: Zum einen wird in der
Literatur berichtet, dass Hamoglobin die Tag-Polsase hemmt, die fur eine Elonga-
tion in einer PCR essentiell ist (Wet al. 2000, Au AL-SOuD & RADSTROM 1998,
AL-SouD et al. 2000). Zum anderen beeinflussen die bei Emteinextraktion
freigesetzten erythrozytaren Proteine die Bestingndar Proteinkonzentration: Die
Konzentration des Telomerase-Proteins im Ergudst sglativ mit der Erhdhung an
Proteinen aus Erythrozyten. Da stets eine konstsletege des Proteinextrakts in den
TRAP-Assay eingesetzt wurde, hétte sich aus dedttnng des Proteingehaltes eine

Absenkung der gemessenen Telomerase-Aktivitat ergeb

4.5 Reproduzierbarkeit des fluoreszenz-basierten TRAP-Asays

Die Quantifizierung von Telomerase-Aktivitat erfertteine moglichst exakte Reprodu-
Zierbarkeit des Versuchsablaufs. Um die Reprodbar&eit zu Uberprifen, wurde die
Methode (F-TRAP) in verschiedene Teilabschnitterlggg” und die zufalligen Abwel-
chungen oder Schwankungen als Mal? fir die Repretharikeit des jeweiligen Teilab-
schnitts registriert.

Die Reproduzierbarkeit des Versuchsablaufs wurderai Ebenen untersucht:
a) auf der Ebene der Gelelektrophorese und Detektio
b) auf der Ebene der PCR-Amplifikation und

c) auf der Ebene des Elongationsschritts.
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a) Reproduzierbarkeit auf der Ebene der Gelelektroporese und Detektion der
Fragmente

Das Ziel des ersten Teilversuches bestand daerkidhe der zufalligen Abweichungen
der Messwerte wahrend der Gelelektrophorese undPidase der Detektion der PCR-
Fragmente festzustellen. Alle wahrend wiederholBelelektrophoresen ermittelten
Abweichungen bei der Detektion eines PCR-Amplifikataren von nur geringem
Ausmal3, so dass die Reproduzierbarkeit dieses€feilths als gut bewertet werden
kann. Die PCR-Amplifikate I6sten bei wiederholtematysen durch GeneScan keine

signifikanten Veranderungen der ,Peak area“ aus.

Bereits in diesem Versuch wurde eine StandardredmeH69-Zellaquivalenten einge-
setzt, so dass zusatzlich erste Hinweise auf eiigliohe Quantifizierbarkeit der Telo-
merase-Aktivitat gewonnen werden konnte. Die ,Paaas” (als Mal} fur die Hohe der
Telomerase-Aktivitat) zeigen eine nahezu konstalmeare Steigerung bis zum

Erreichen eines Sattigungsniveaus.

b) Reproduzierbarkeit auf der Ebene der PCR-Amplifikation

Mit dem zweiten Versuch wurde die Uberpriifung aefbene der PCR-Amplifikation
ausgeweitet. Zusatzlich beinhaltete dieser Absthaitch die Phase der Primer-
Elongation, die im ,herkémmlichen“ Assay der PCR-@lifikation direkt vorgeschaltet
ist. Auffallend war, dass die Streuung der Messsveteutlich zugenommen hatte.
Betrachtet man die Mittelwerte der Verdinnungsrese ist (&hnlich wie im ersten
Versuch) eine Linearitat der gemessenen TelomekkBeiat festzustellen. Man
erkennt allerdings auch, dass sich die Standardebumegen der ,Peak areas“ von
verschiedenen Zellaquivalenten lberlagern. So eeichB. die Messwerte von 100
NCI-H69-Zellaquivalenten in den Bereich von 50 IrneDies bedeutet eine
Einschrankung der Quantifizierbarkeit. Obwohl eirasolute Einordnung der
Telomerase-Aktivitat nicht moglich ist, kann insged eine Abgrenzung zwischen
hoher und niedriger Aktivitat gemacht werden. DietNbde ist daher unter bestimmten

Vorbehalten zur Quantifizierung der Telomerase-¥ikdi verwendbar.
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Das Erreichen des Sattigungsniveaus, das sich laeictliesem Teilversuch einstellte,
lasst sich mit dem Verbrauch an Reaktionssubstanzdmend der PCR erklaren: bei
Verbrauch der Nucleotide (dNTPs) kénnen keine weitdDNA-Strange mehr gebildet
werden. Unklar ist, warum die Aktivitat z.T. bei.Q00 Zellaquivalenten wieder zu-
rickging. Ein ahnliches Problem ist auch bei &t al. (2000) beschrieben worden, die
einen hemmenden Einfluss von groRen Zellzahlen d@lomerase-Aktivitat

konstatieren.

c) Reproduzierbarkeit auf der Ebene des Elongatiorschrittes

In einem dritten Teilschritt wurde die Reproduzaakeit des Versuchsablaufs auf der
Ebene des Elongationsschrittes untersucht. Hieratdevdas Telomerase-Enzym (in
Form eines NCL-H69-Proteinextraktes von definiedefizahl) in mehrfacher Menge
zur Elongation des TS-Oligonucleotids eingesetnyev die Auftrennung entsprechend
der Zellaquivalente erst unmittelbar vor der PCRphifikation stattfand. Verglichen
wurde dieser Ansatz mit dem gleichen Zellaquivaléias wie gewohnlich bereits vor

der Elongationsphase in den Assay eingesetzt wastlen

In letztgenannter Versuchsanordnung ergab sich aaodlich hohere Abweichung als
bei der gemeinsamen Elongation der Oligonucleotidieser Versuchsaufbau zeigt,
dass die Telomerase-vermittelte Elongation denngligh problematischen Schritt in
der Quantifizierung darstellt, da sie erheblicheten- und intraindividuellen Schwan-

kungen unterliegt.

4.6 Hintergrundaktivitat und Bestimmung des ,Cut-off‘-We rtes

Eine besondere Schwierigkeit der zytologischen tdntshung liegt in der Differen-
zierung zwischen reaktiven Zellen und TumorzellBBEDROSSIAN 1998, MAISCH et al.
2000), insbesondere wenn zwischen reaktiven Mekeillen und Adenokarzinom-

zellen differenziert werden muss fMcH et al. 2000).
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Pathogenetisch erfolgt auf eine Verletzung der Nuedoberflache eine sofortige
vaskulare Entzindungsantwort und kurz darauf eiresdthel-Exfolation. Innerhalb
weniger Stunden nach der Erguss-Akkumulation wiktl \cerletzte Oberflache durch
Ablagerungen von Fibrinen und mononuklearen Zelleesiedelt. Makrophagen
wandern nach einem, Fibroblasten nach zwei bis Trgen ein. Bei langerwéhrender
Verletzung antwortet das Mesothel mit einer Hypasi@d und moglicherweise auch
Metaplasie (BDROSSIAN 1998). Dies fuhrt insgesamt zu einer heterogenesafmm-

lung von Zellen, insbesondere proliferierenden Emtiungszellen, Erythrozyten, reak-

tiven Mesothelzellen und gegebenenfalls Tumorzellen

Die reaktive Situation mit Auftreten von Mesothdlze, Lymphozyten und Erythro-
zyten wird als ,Hintergrund” eines Ergusses bezsith{YAzDI et al. 1979). Derartige
Zellen erschweren nicht nur die zytologische Becjutiang, sondern kdnnen auch den
Vorgang der Telomerase-Aktvitatsmessung empfindthren. Auf den Einfluss von
Storfaktoren wie RNAsen und Proteinasen wurde teehengewiesen. Die Zellen kon-
nen einerseits den Anteil der Tumorzellen verringand dadurch die Telomerase-Akti-
vitat relativ erniedrigen (W et al. 2000). Andererseits kann die endogene Aditidie-
ser Zellen zu erhohten Telomerase-Aktivitats-Sgredgéhren und dadurch ebenfalls

Fehlinterpretationen im Sinne einer falsch-positiVéertung verursachen.

Um eine madgliche reaktiv-proliferative Situation @mem chronischen Perikarderguss
zu simulieren, wurden sowohl die hamatopoetischeméhitorzellen CD3%als auch
mononukleadre Zellen aus peripherem Blut untersugahbei galt es zunéchst herauszu-
finden, in welcher Hohe die Telomerase-Aktivitatdiesen Zellen zu finden war. Als
Stammzellen und selbsterneuerndes Gewebe sollerCBB4-Zellen eine niedrige
basale Telomerase-Aktivitat aufweisen, da dieseglitris bereits in einigen Studien
bestétigt werden konnte NEELHARDT et al. 1997, ¥ 1998, HbHAUS et al. 1997). In
allen genannten Studien konnte zudem durch die ugan Stammzellfaktoren und
Interleukinen die Aktivitéat in den Zellen noch ehtdéverden (EGELHARDT et al. 1997,
Yul et al. 1998, BAVES-DIAS et al. 2001). Uber die Hohe von Telomerase-AKiivih

mononukledren Zellen aus peripherem Blut sind inLakeratur bisher keine Aussagen
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zu finden, es konnte jedoch Telomerase-Aktivital.ymphozyten detektiert werden,
die aus peripherem Blut gewonnen wurdeoSTER et al. 1995).

Des Weiteren sollte in einem ,Mischversuch® Ubefpwierden, ob und welche beein-
flussende Wirkung von diesen Zellarten ausgeht, wen der Probe gleichzeitig
Tumorzellen vorhanden sind. So ist es zum einernchdws mdoglich, dass die
Telomerase-Aktivitat durch eine Potenzierung odedifon der Aktivitat Gberlagert
bzw. ,versteckt" wird. Andererseits ist auch einerkinung der Enzymaktivitat durch

stdrende Interaktionen denkbar.

Die Ergebnisse des F-TRAP-Assays bestatigen daeirLiteratur beschriebene Telo-
merase-Aktivitat in den CD34Zellen auf einem basalen, niedrigen Level. Ahnlidk
in den Arbeiten von BGELHARDT und YUl waren die Zellen zuvor mit Interleukinen

stimuliert worden.

Wie oben bereits beschrieben, haben selbsternezi€tetvebe wie Stammzellen und
Zellen mit erhohter Teilungsaktivitat Telomerasetigikit. CD34-Zellen haben als
Progenitorzellen eine voribergehende Teilungs- Oniflerenzierungsfahigkeit, die
durch Interleukine induziert werden kann. Wie innd8tudien beschrieben, steigt
dadurch auch die Telomerase-Aktivitat. Ebenfallsden in die Untersuchung mono-
nukleére Zellen einbezogen. Die Telomerase-Aktivitér Zellen war in hohen Zell-
Konzentrationen detektierbar, jedoch nur auf sekdrigem Niveau. Die an diesen
Kompartimenten vorgenommenen Messungen simulieigmerdeine im Extremfall
durch entzindlich-proliferative Veranderungen eirggonischen Perikardergusses

induzierte Telomerase-Aktivitat.

Entscheidend waren diese Versuche auch fir die \dkgh|,Cut-off“-Wertes. Selbst bei
den CD34-Zellen in aktivierter und konzentrierter Form échtée die Telomerase-
Aktivitat keinen hoheren Wert als 28.000 rel. Eimdre. Mit der Festlegung des ,Cut-
off“-Wertes in Hohe von 30.000 rel. Einheiten béstdaher ein ausreichend grol3er
Abstand, um die Telomerase-Aktivitat in Perikardesgen hinreichend sicher der Her-
kunft von Tumorzellen zuschreiben zu kdnnen. Drengolle Wahl dieses ,Cut-off*-

Wertes bestétigte sich in dem besten Ergebnis eosiBvitat und Spezifitat.
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Im Zusammenhang mit der Hintergrundaktivitat musshaauf den Einfluss von Zell-
Interaktionen eingegangen werdenu\&t al. (2000) empfehlen, Mischpopulationen von
Zellen fur Telomerase-Aktivitdtsmessungen zu vederi Da aus der Zunahme des
Anteils an normalen Zellen eine relative Verminawyuder Tumorzellen resultiert,
ergibt sich auch eine relative Absenkung der messb&elomerase-Aktivitat. Aul3er-
dem konnten in einer heterogenen MischpopulatidhlZeraktionen mit hemmendem

oder sogar forderndem Einfluss auf die Telomerasie/#ét entstehen.

In der vorliegenden Arbeit konnten derartige Eigfléin vitro durch den ,Misch-
versuch® (vgl. Abschnitt 3.5.2) ausgeschlossen werdJnerwinschte Effekte von
Nicht-Tumorzellen auf die Messung der Telomerasé##&t in Tumorzellen wurden
nicht festgestellt, eine ,Kontamination“ der NCI-8i&ellen mit CD34+- und mit
mononukledren Zellen aus peripherem Blut fuhrté&einer wesentlichen Verdnderung

der Messwerte.
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4.7 Methodische Diskussion

In den nachfolgenden Ausfihrungen werden schwetmilkg zwei Kernfragen be-
handelt: Zum einen wird der Frage nachgegangendeb Einsatz eines internen
Standards eine geeignete und/oder notwendige Mafindlr die Kontrolle der PCR-
Amplifikation bildet und damit zur Verbesserung d@uantifizierungs-Methode
F-TRAP beitragen kann. Zum anderen wird die bes@ndroblematik einer
Standardisierung der Elongationsphase diskutient.Anschluss daran sollen in der
Literatur beschriebene Quantifizierungsmethodemdinblick auf 0.a. Aspekte bewertet

werden.

Bei herkdbmmlichen Untersuchungen von DNA-Abschnitkann zwar die Lange der
als Bande sichtbar gemachten PCR-Produkte anhamd.&egenmarkern abgeschatzt,
jedoch nicht exakt quantifiziert werden. Erst s##im Einsatz eines DNA-Fragment-
analysegerats, dem GeneScanner, besteht die Mkgjlicl®CR-Produkte als Peak zu
messen und durch die automatisch ablaufende Andigs@eak area” als Ausdruck der
Bandenstéarke exakt zu bestimmen und damit auchtitatanzu erfassen.

In der vorliegenden Arbeit wurde diese Mdglichkeitirch die Anwendung des
F-TRAP-Assays flur die Quantifizierung der Telomerddtivitat in Perikardergiissen
genutzt. Mit Hilfe dieser Methode konnten die aufieen Gel aufgetrennten PCR-
Banden Uber die Detektion der Fluoreszenz-Intengjtéantitativ als Ausdruck der
Telomerase-Aktivitat gemessen werden. Hierbei gtéotlie Aktivitats-Quantifizierung

des Telomerase-Enzyms unter der Zielsetzung, eis@tzliche Entscheidungshilfe bei
der Differenzierung zwischen benignen Zellen midniger Aktivitdt und malignen

Tumorzellen mit hoher Aktivitat zu gewinnen und diadie Erkennung eines malignen

Zellgehalts von Perikardergiissen zu verbessern.

Der Einsatz des F-TRAP-Assays bietet zwar genere# derartige Differenzierungs-
maoglichkeit, jedoch ergaben sich bei der Quangfizng insofern Einschrankungen, als
in den Reproduzierbarkeitsversuchen SchwankungeMdsswerte festgestellt wurden
(vgl. Abschnitt 3.5.1). Um die Aussagefahigkeit d@uantifizierung zu erhéhen,

missten derartige Messschwankungen beseitigt bznimmert werden. Prinzipielle
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MalRnahmen zur Verbesserung der Reliabilitdt von sWesten stellen z.B. die
Standardisierung der Versuchsablaufe oder der Hiwba Kontrollfunktionen dar.

Ein interner Standard in einer PCR zeigt an, ob Amaplifikation von DNA-
Abschnitten erfolgreich abgelaufen ist. Er erfiiisofern eine Kontrollfunktion. Das
Prinzip des internen Standards besteht in der Mit&ikation eines DNA-Stranges von
exakt definierter Lange, die nicht in den Bereidr du erwartenden Fragmentgrolie
fallt. Wird die Bande des mitamplifizierten intemé&tandards im Anschluss an eine
Gelelektrophorese sichtbar, kann von einer regetigen Amplifikation der DNA-
Abschnitte ausgegangen werden. Insbesondere sathitidie Demaskierung von PCR-
Inhibitoren erreicht werden. In dieser Funktion ndieder interne Standard als

qualitativer Indikator einer erfolgreichen PCR-Amplifikation.

Im Rahmen von Quantifizierungen der Telomeraseiit wird der interne Standard
zusatzlich als Mal3stab fur deguantitativenErtrag der PCR eingesetzt. In diesem Zu-
sammenhang wird er als Korrektur-Faktor verwendet, die im Bereich der PCR-
Amplifikation auftretenden Schwankungen rechnerisaiszugleichen. Hierzu wird
zunachst die Intensitat der Bande des internend8teda registriert und dadurch eine
Uberschie3ende oder verminderte PCR-Amplifikatiestdestellt. Im nachsten Schritt
kann dann die gemessene Intensitat der Telomemiga-in Relation zur Intensitat des

Standards gesetzt werden.

Neben den angefuhrten Vorteilen sind fur die Erggtimg, ob der Einsatz eines inter-
nen Standards eine sinnvolle oder notwendige Mafieahur Kontrolle der PCR-
Amplifikation im Zusammenhang mit Perikardergusbéddet, auch die eventuell hier-
bei entstehenden Nachteile zu bericksichtigereiner dieser Arbeit vorausgehenden
Versuchsreihe hat Susanne Meyer-Neumuhlen (zum ldgmaZeitpunkt Doktorandin
der Arbeitsgruppe Prof. Schuermann) festgesteliissddurch die Verwendung des
internen Standards im konventionellen Assay die Ia&tsgrenze fir Tumorzellen
deutlich nach oben verlagert wird. Fur detektion von Telomerase-Aktivitat ist also
eine hoherer Anteil an Tumorzellen erforderlich uatleutet folglich den Verlust von
Sensitivitat im TRAP-Assay. Verantwortlich fur dé&ensitivitats-Verlust kénnte ein

erhohter Verbrauch an Reaktionssubstanzen seifijiddée Amplifikation des internen
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Standards aufgewendet werden missen und damitiéirAchplifikation der telo-
merischen Abschnitte nicht weiter zur Verfligunghste Direkte Interferenzen wie

unspezifische Bindungen sind dabei ebenfalls dankba

Da der interne Standard demnach nicht nur posstvelern auch negative Eigenschatf-
ten aufweist, hangt die Entscheidung fur oder gegeimen Einsatz von Nutzen-
Uberlegungen ab. Unter Abwégung der Vor- und Naehteurde in dieser Arbeit auf
den Einsatz des internen Standards aus folgenderidgingen verzichtet. Zwar erfor-
dert der Anspruch an eine adaquate Quantifiziering bestmdgliche Standardisierung
und Kontrolle, die jedoch nicht zu Lasten der Singit gehen sollte. Der Nutzen der
Telomerase-Aktivitatsmessung liegt primar im zulséten Informationsgewinn tber
die Wahrscheinlichkeit eines malignen Befalls deskards. Dieser ist jedoch gerade
dann von Bedeutung, wenn Zweifel bei der Diagnosfgrand der zytologischen
Untersuchung bestehen, die speziell bei besondeedrigen Tumorzellzahlen
aufkommen konnen. Insofern ist die Beibehaltungremedrigen Nachweisgrenze von
Tumorzellen wichtiger als die genaue Kontrolle 8ehwankungen der an sich relativ
stabilen PCR-Reaktionen.

Ein weiteres Argument daftr, den Standard als reclarderlich einzustufen, ergab sich
durch die unerwartet gute Qualitdt der Proteindx¢raDer Einfluss von Proteinasen
oder anderen Storfaktoren scheint bei Perikardeagiigiering zu sein. Aufgrund der
hohen Sensitivitat des in dieser Arbeit verwenddtehRAP-Assays ist ein interner
Standard ohnehin von geringerer Bedeutung, ders Bafomerase-Leiter selbst weist
bereits auf eine erfolgreiche PCR hin. Der qualigatGesichtspunkt des internen
Standards verliert insofern seine eigentliche Badwey

Die vorliegende Untersuchung hat ergeben, dasseifie erfolgreiche quantitative
Erfassung der Elongationsschritt entscheidendObivohl die Elongationsphase zwar
einen Bestandteil des TRAP-Assays bildet, zahltggeau genommen nicht zu der
PCR-Phase, denn sie umfasst eigenstandige Realtiange, die nur unter bestimm-
ten, speziell angepassten Bedingungen ablaufenekdnBei der Suche nach dem
genauen Entstehungsort der in den Reproduziertswkesuchen aufgetretenen Abwei-

chungen konnte durch einen speziellen Versuchsaufba Elongationsphase von der
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PCR-Phase getrennt und dadurch der genaue Zeitpiunktas Auftreten der Mess-
Schwankungen bestimmt werden. Da die Elongatiorssplsamit als wahrscheinliche
Hauptursache der registrierten Mess-Schwankungsgeawacht werden konnte, erweist
sich ihre Unabhangigkeit von der PCR-Phase als tedctder Einsatz des oben
beschriebenen internen Standards Ubt keinerlei rithoinktion auf die
Elongationsphase aus, da mit ihm lediglich die Afiiggltion der zuvor elongierten
Primer erfolgt. Aus dieser Erkenntnis ergeben sicimittelbar folgende Fragen:
Warum sind die Reaktionen der Elongation solchewdibhungen unterworfen? Was
fuhrt zu einer gesteigerten bzw. verminderten Eddiog bei gleicher Telomerase-Akti-
vitat? Neben dieser Ursachenforschung ist auctSdehe nach einer geeigneten Kon-
trollmdglichkeit fur die Elongation von Bedeuturiyie kann das Ausmal der Elonga-
tion kontrolliert werden? Gibt es einen Standaralén Art, wie er fur die Reaktionen
der PCR einsetzbar ist? Leider missen diese Fragemnst unbeantwortet bleiben. Es
bedarf weiterer (wahrscheinlich) aufwendiger Unielsingen, um den Mechanismus
fur die Entstehung der auftretenden Schwankungegrkennen bzw. zu verstehen und
daraufhin einen geeigneten Standard zu entwicKeinHinblick auf den mdéglichen
Nutzen einer uneingeschrankten Quantifizierbarkeit Telomerase-Aktivitat ist eine
solche Kontrollmdglichkeit jedoch sehr winschenswéills ein solcher Standard
gefunden werden konnte, wird sich auch hier dig&nmaach einem moglichen Sensiti-

vitatsverlust stellen.

Da die Quantifizierungs-Methoden bereits in friimeftdntersuchungen angewendet
worden sind, interessiert zum einen, wie in dieSémdien die o.a. Problematik der
Standardisierung geldst wurde und zum anderen,jrobli@eweis darauf zu finden ist,
dass die Elongationsphase eine besondere Probkefiiatilie Quantifizierung darstel-

len kdnnte.

Beispiele fur die Anwendung eines automatischereRetnsverfahrens fir die Quanti-
fizierung von Telomerase-Aktivitat zeigen die Semivon ftol et al. (2000) und

YAHATA et al. (1998). Beide Studien bedienen sich demkitat des internen Standards
zur Errechnung der Telomerase-Aktivitétol et al. konnten damit in 81 % der unter-

suchten Gewebeproben aus Gallengangskarzinomem@&edee-Aktivitat nachweisen.
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Moglicherweise ist die — im Vergleich zu den Ergeban der vorliegenden Arbeit —
verminderte Sensitivitat auf die Verwendung degrmen Standards zurlckzufuhren.
Auch bei YAHATA et al., die Zellen aus Bronchiallavagen auf dieyEemAktivitat tber-
pruften und eine Sensitivitait von 82 % erzielen riken, ist diese Ursache als
Erklarungsmaoglichkeit zu nennen. Es ist jedoch &dksnnicht auszuschliel3en, dass in
diesen Studien die Art der untersuchten Gewebendibberen Anteil von Proteinasen
oder RNAasen enthielten und daher generell schdectitr Telomerase-Aktivitats-
messungen geeignet sind. In Frage zu stellen sen@udantifizierungen beider Studien
insbesondere auch wegen des Verzichts auf eindidttaiy einer Standardtumorreihe
mit gesicherter Telomerase-Aktivitat, anhand delierHohe der Telomerase-Aktivitat

definiert werden kann.

Die Studie von @YAsHIKI et al. 1996 beschéftigt sich intensiv mit der Exagb der
Verzicht auf einen internen Standard zuléassidggist.dem Vergleich der Ergebnisse von
Verdunnungsreihen aus leuk&mischen HL60-Zellexérakhit und ohne Verwendung
des internen Standards stellten sie lediglich geribnterschiede der Ergebnisse fest.
Dies kann als Hinweis auf die relativ stabilen PB&dingungen wahrend des TRAP
Assays gewertet werden und die Entscheidung uiiteest, auf den internen Standard
zu verzichten. Allerdings muss kritisch angemerktden, dass @vAsHIkI et al. ledig-
lich eine einzige Verdunnungsreihe Uberprift halergass keine zuverlassige Aussage
Uber Schwankungen bei wiederholten Messungen getreferden kann. Im Vergleich
mit der vorliegenden Arbeit zeigt diese Studie edtmliche Entwicklung der Telo-
merase-Aktivitat im Bereich der verschiedenen Zeikentrationen. Ahnlich den
Ergebnissen der Verdinnungsreine aus NCI-H69-Zedlkten in der vorliegenden
Arbeit ist bei GivyAsHIKI im unteren Konzentrationsbereich ein ann&herndater
Verlauf der Telomerase-Aktivitat zu erkennen; béhéren Zellzahlen wird ebenfalls

ein Sattigungsniveau erreicht.

In keiner der oben genannten Studien ist ein Essflder Elongation auf die Ergebnisse
der Quantifizierung beschrieben worden. Soweit rnkar fehlen in der Literatur all-
gemein Ausfiihrungen lber die Bedeutung der Eloogspihase fur die Quantifizierung

von Telomerase-Aktivitat. Sie wird stets lediglials Teil des TRAP-Assays betrachtet,
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der mit dem internen Standard zur Kontrolle der REbBnfalls abgedeckt ist. Hinweise
auf die Moglichkeit, dass die Elongationsphasekeitischer Punkt fir die Reliabilitat
der Quantifizierung und eine eigenstandige Stansiardng notwendig ist, konnten

nicht festgestellt werden.

Kritische Anmerkungen Uber die Aussagefahigkeit Qerantifizierbarkeit von Telo-
merase-Aktivitat findet man lediglich in einer Sieidvon WU et al. (2000), die T24-
Blasenkrebszellen zur quantitativen Bestimmung Velomerase-Aktivitdt herangezo-
gen haben. Sie ermittelten bei der Aktivitdtsmegsuneiner Verdinnungsreihe zwar
einen linearen Bereich zwischen 250 bis 5.000 Aejkdoch wiesen z.B. 500 Zellen in
mehreren Fallen hohere Aktivitaten als 1.000 Zedeh AufRerdem stellten sie einen
unerwarteten Rickgang der Telomerase-Aktivitat bEimsatz von besonders hohen
Tumorzellzahlen fest. Die Abweichungen wurden iesér Studie lediglich mit dem
maoglichen Vorhandensein von PCR-Inhibitoren begeiin&raglich bleibt allerdings,
ob diese Erklarung ausreicht, da einige Abweichanig@erhalb einer einzigen Ver-
dinngsreihe auftraten, in der die Menge an Inhieitogleichmallig vorhanden sein
sollte. Die Mdglichkeit einer Abweichung aufgrunisher ungleichméRigen Elongation

wurde von ihnen nicht in Betracht gezogen.
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5 Zusammenfassung

Die Erkennung von malignen Zellen in Perikardergiisist ein bleibendes Problem in
der Klinischen Diagnostik. Als Goldstandard fur ddetektion von Tumorzellen in
Ergussen gilt zur Zeit die Zytologie. Trotzdem wardbei dieser Untersuchung regel-

maf3ig maligne Zellen Gbersehen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, den Hutzler Telomerase-Aktivitats-
messung fur die Begutachtung von Perikardergisseaubzufinden, um mdglicher-
weise neben der Zytologie ein weiteres Entscheisknitgrium zur Beurteilung der

Malignitat von Ergiissen zu erhalten.

In der vorliegenden Arbeit wurden 31 zytologischnkollierte Perikardergtisse auf
erhohte Telomerase-Aktivitat mit Hilfe eines kontienellen und eines fluoreszenz-

basierten sog. TRAP-Assays (Telomeric Repeat Aioptibn Protocol) untersucht.

Die Ergebnisse des konventionellen TRAP-Assays ereigine hohe Korrelation
zwischen dem Telomerase-Aktivitatsnachweis und astopathologisch bestatigten
Nachweis von malignen Zellen: es konnte eine Seitéitvon 100 % bei einer Spezi-

fitat von 91,7 % erreicht werden.

Da niedrige Telomerase-Aktivitat auch in Stammzelbeler aktivierten Entziindungs-
zellen vorkommt und moglicherweise falsch-positisgebnisse provoziert, wurde im
weiteren Verlauf der Arbeit versucht, die Aktivitdieses Enzyms zu quantifizieren.
Durch die Quantifizierung sollten Ruckschlisse uber Herkunft der Telomerase-
Aktivitat gewonnen werden. Dazu wurde der fluoregzbasierte F-TRAP-Assay
etabliert und anhand eines Standards einer tel@a®grasitiven kleinzelligen Bronchial-
karzinomlinie (NCI-H69) kalibriert.

Bei den Versuchen wurden nur geringfligige Mess-achwngen der Telomerase-
Aktivitat innerhalb der Verdinnungsreihen registridies bedeutet eine wenn auch
eingeschrankte Quantifizierbarkeit der TelomerakgvRat. Daher wurden weitere

Untersuchungen vorgenommen, um die Ursache fle dMsveichungen zu ermitteln.
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Es stellte sich heraus, dass die Schwankungen digdBlongation und nicht durch die
PCR-Amplifikation verursacht werden. Die Elongasphase stellt damit das Kern-

problem bei der Quantifizierung von Telomerase-ikii dar.

Des Weiteren wurde die Hintergrundaktivitat im Rarderguss anhand von CD34
Zellen und peripheren mononuklearen Zellen auspperem Blut Uberprift. Diese
Untersuchung erfolgte zu dem Zweck, die moglichentidmination eines Perikard-
ergusses durch proliferierende Entziindungszellesimaulieren und gleichzeitig einen
»Cut-off*-Wert flr Hintergrundaktivitat zu generien. In beiden Zellarten wurde ledig-
lich ein niedriger Level an Telomerase-Aktivitadgigriert. Aufgrund der Diskrepanz
zwischen den Aktivitatsspiegeln benigner Entziindaetien im Vergleich zu malignen
Tumorzellen konnten Rickschlisse auf die Herkuaft Telomerase-Aktivitat gewon-

nen werden.

Obwohl eine absolute Quantifizierung von Telomerakgvitat nicht moglich war,

konnte durch die Einfuhrung des ,Cut-off“-Werte® dpezifitat durch den F-TRAP-
Assay auf 95,8 % gesteigert werden ohne einen $edn Sensitivitdt hinnehmen zu
missen. Die hohe Sensitivitat beider Assays weilsti@ besondere Eignung von Peri-
kardzytomaterial fir Telomerase-Aktivitdtsmessungen Hierzu hat moglicherweise
auch eine gute Qualitat der verwendeten Proteiaktermmit einem vermutlich geringen

Anteil an Proteinasen und RNAsen beigetragen.

Die Ergebnisse beider TRAP-Assays zeigen, dassBds&immung der Telomerase-
Aktivitat ein reliabler Indikator fir das Vorhandsn von Tumorzellen in Perikard-
ergussen ist und damit eine sinnvolle Erganzungzytologischen Untersuchung dar-
stellt. Insbesondere in Zweifelsfallen kdnnte dielomerase-Aktivititsmessung auf-
schlussreiche Zusatzinformationen bieten. Die Wuoigliung wird derzeit aufgrund des

methodischen Aufwands jedoch noch Speziallaborseralten sein.
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6 Abklrzungsverzeichnis

-MEM -Minimum Essential Medium
Abb. Abbildung
APS Ammoniumpersulfat
bp Basenpaare
BSA bovines Serum-Albumin
bzw. beziehungsweise
ca circa
Ca. Karzinom
CEA cytoplasmic carcinoembryonic antigen
CHAPS Cholamidopropyl-Dimethyl-Ammonium-Propan- Sulat
chron. chronisch
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonucleinsaure
dNTP Desoxyribonucleosidtriphosphat
EDTA Ethylendiamin-Tetra-Essigsaure
FACS fluorescence activated cell sorting
FKS fetales Kalber Serum
F-TRAP fluorescence-based telomeric repeat amatiba protocol
hTERT human telomerase reverse transcriptase
hTR human telomerase RNA
IL-3 Interleukin 3
IMDM Iscove’s Modified Dubelcco’s Medium

kb Kilobasenpaare
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KHK
min
neg.
°C
PAA
PBS
PCR
pNPP
pos.
RCLB
rel.
rez.
RNA
rpm
RPMI

sec

S.u.
SCF
SCLC
Tab.
Taq
TBE
TEMED

TLP

koronare Herzkrankheit
Minute(n)

negativ

Grad Celsius

Polyacrylamid

Phosphat gepufferte Salzlésung
polymerase chain reaction
p-Nitrophenylphosphat

positiv

red cell lysis buffer

relativ(e)

rezidivierend

Ribonucleinsaure

rotations per minute

Roswell Park Memorial Institute
Sekunde(n)

siehe

siehe unten

Stammezellfaktor

small cell lung cancer

Tabelle

Thermus aquaticus
Tris-Borsaure-EDTA
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin

telomerase protein
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TRAP telomeric repeat amplification protocol
TRF telomeric repeat binding factors

u.a. unter anderem

uv ultra violett

vgl. vergleiche

Vol. Volumen

W Watt

z.B. zum Beispiel

Z.n. Zustand nach

z.T. zum Teil
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