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1 EINLEITUNG

1.1 Ziel der Arbeit

KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) gilt als ein wichtiges Kan-
didatengen innerhalb des 12p11.2-12.1-Amplikons bei Keimzelltumoren. Auf-
grund der grof3en Haufigkeit von Zugewinnen auf Chromosom 12p und der Ent-
deckung von umschriebenen Amplifikationen in dieser Region wird das dort lo-
kalisierte Onkogen KRAS als ein wichtiges Gen flr die Biologie von TGCT (Tes-
ticular germ cell tumors) angesehen. Bisher haben allerdings erst wenige Stu-
dien mit verhaltnismaRig geringer Fallzahl speziell KRAS-Amplifikationen unter-
sucht. Ziel dieser Arbeit ist es, die KRAS-Amplifikationsrate in einem grofden
Kollektiv von Keimzelltumoren (Seminome; Nicht-Seminome; Kombinierte
Keimzelltumore) zu untersuchen. Dartber hinaus soll auch nach mdglichen Zu-
sammenhangen zwischen der KRAS-Amplifikation und dem Phanotyp der
TGCT, dem klinischen Manifestationsalter, der pT-Kategorie (TNM-

Klassifikation) sowie aktivierenden KRAS-Mutationen gesucht werden.
1.2 Epidemiologie, Atiologie und Therapie der Keimzelltumoren

1.2.1 Epidemiologie

Im Jahr 2006 trat der Hodenkrebs (TGCT) mit einem Anteil von 2% an allen
bdsartigen Krebserkrankungen des Mannes in Deutschland auf (Robert-Koch-
Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.
V. 2010). Im Unterschied zu fast allen anderen Krebserkrankungen manifestie-
ren sich die meisten Falle zwischen dem 25. und 45. Lebensjahr. Im jungen
Erwachsenenalter ist der Hodenkrebs der haufigste bdsartige Tumor bei Man-
nern in Deutschland (Robert-Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologi-

schen Krebsregister in Deutschland e. V. 2010).

Weltweit wird ein stetig steigender Trend bezuglich der Inzidenz beobachtet
(Huyghe et al. 2003). Davon betroffen sind insbesondere die Industrienationen
Nordamerikas (Garner et al. 2005, Holmes et al. 2008) und Europas (Karim-Kos
et al. 2008), sowie Australien (Baade et al. 2008). Im Jahre 2002 wurden



500.000 Neuerkrankungen weltweit diagnostiziert (Bray et al. 2006). Europa
weist dabei eine Inzidenz von 11.7 pro 100 000 Einwohner auf (Robert-Koch-
Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.
V. 2010). Im Jahr 2006 sind in Deutschland 4960 Manner an Hodenkrebs er-
krankt (Robert-Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsre-
gister in Deutschland e. V. 2010), wodurch Deutschland zu den Staaten mit den
meisten Hodenkrebsfallen zahlt (Bray et al. 2002, Karim-Kos et al. 2008). Noch
vor 15 Jahren starben in Europa jahrlich etwa 2100 Manner an den Folgen von
Hodenkrebs (Bray et al. 2002). Dank des Fortschrittes in der Hodenkrebsthera-
pie fallt die Zahl der Todesfalle stetig (Bray et al. 2006). In Europa liegt die Mor-
talitat bereits bei 0.3 Fallen pro 100.000 Einwohner (Robert-Koch-Institut und
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V. 2010).
Trotz der guten Heilbarkeit ist der Hodenkrebs jedoch eine bedeutende Todes-
ursache in der Altersgruppe zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr (Mcintyre et
al. 2008).

1.2.2 Atiologie und Risikofaktoren

Die dem Hodenkrebs zugrunde liegenden Krankheitsursachen sind nicht voll-
kommen geklart, ebenso wenig die Tatsache, warum die Inzidenz stetig steigt
(Bray et al. 2006). Es wird aber davon ausgegangen, dass sowohl genetische
als auch Umweltfaktoren eine wichtige Rolle in der Entstehung von TGCT spie-
len (Mcintyre et al. 2008).

Ein weitestgehend akzeptiertes Modell der Keimzelltumorentstehung schlagt ein
krebserregendes Ereignis wahrend der Schwangerschaft und die Entwicklung
einer Hodenkrebsvorstufe, der TIN (Testicular intraepithelial neoplasia; oder
IGCNU: Intratubular germ cell neoplasia undifferentiated), vor (Mcintyre et al.
2008). Diese Vorstufe, auch benannt als CIS (Carcinoma in situ), wurde bereits
von Skakkebaek im Jahre 1972 beschrieben (Skakkebaek 1972). Wahrend der
Pubertat entwickeln sich aus der TIN entweder Seminome (SE) oder Nicht-
Seminome (NiSe) (Mclintyre et al. 2008).

In epidemiologischen Studien wurden einige perinatale Risikofaktoren unter-

sucht, darunter die Dauer der Schwangerschaft, das Geburtsgewicht des Kin-



des und das Alter der Mutter, wobei die Ergebnisse nicht eindeutig waren
(Richiardi et al. 2007). Bislang haben Malformationen des mannlichen Ge-
schlechts die hochste Assoziation zu den Keimzelltumoren des Hodens. Kryp-
torchismus erhoéht das Risiko und auch die Hypospadie steht trotz geringerer
Evidenz unter Verdacht, das Erkrankungsrisiko zu erhdéhen (Mcintyre et al.
2008, Moller et al. 1996, Prener et al. 1996). Fur Manner mit testikularen Ver-
kalkungen und flur subfertile/infertile Manner wurde in einigen Publikationen ein
erhdhtes Risiko beschrieben (Jacobsen et al. 2000, Moller und Skakkebaek
1999, Negri et al. 2008).

Malformationen, verminderte Spermienanzahl und Hodenkrebs scheinen eine
gemeinsame Ursache wahrend der fetalen Entwicklung zu haben; man spricht
vom ,Testicular dysgenesis syndrome® (TDS). Als Ursache fur das TDS wird die
beeintrachtigte Produktion oder Aktivitat von Androgenen wahrend der Hoden-

entwicklung vermutet (Sharpe und Skakkebaek 2008).

Laut der Ostrogenhypothese konnte die intrauterine Exposition mit Ostrogenen
wahrend der Schwangerschaft verantwortlich flir diese Beschwerden sein
(Sharpe und Skakkebaek 1993). Weitere Studien konnten zeigen, dass die Be-
lastung mit mitterlichem Ostrogen mit einem erhéhten Risiko fiir die Entwick-
lung des TDS und der TGCT assoziiert ist (English et al. 2003, Sharpe 2003,
Weir et al. 2000). Durch die Beanspruchung mit exogenem Ostrogen wéhrend
der Schwangerschaft, insbesondere mit DES (Diethylstilbestrol), konnte eben-
falls ein maRiger Anstieg des Risikos fur die Erkrankung an TGCT beobachtet
werden (Martin et al. 2008, Strohsnitter et al. 2001).

1.2.3 Histologische Typen und Einteilung der klinischen Stadien

Die Keimzelltumoren entwickeln sich in den Gonaden oder extragonadal, meist
in der Mittellinie des Korpers (ZNS, Mediastinum, Stei®) (Talerman 1985). Die
Vorstufe (TIN) der TGCT entsteht aus primordialen Keimzellen oder Gonozyten
(Skakkebaek et al. 1987); in 95% der Falle ist der Hodenkrebs die Folge einer
entarteten Keimzelle (Hoei-Hansen 2008). Wahrend sich die TIN in der Kindheit
ruhig verhalt, beginnt sie mit der Pubertat zu proliferieren und entwickelt sich
spater entweder zu SE (40-50%), NiSe (40-50%) oder zu Tumoren, die Anteile



beider Entitaten beinhalten (~10%) (Goddard et al. 2007). Dabei manifestieren
sich die SE in einem spateren Alter als die NiSe (Rodriguez et al. 2003). Die
TGCT sind in 99% der Falle maligne (Talerman 1985). Die histologischen Ein-
teilungen der Keimzelltumoren des Hodens erfolgen nach den Kriterien der
WHO, folgende Typen werden darunter subsumiert (s. Tab. 1) (Krege et al.
2008a).

Tabelle 1: WHO Kilassifikation der Keimzelltumoren des Hodens (Krege et al.
2008a)

Tumours of one histological type

* Seminoma
* Spermatocytic seminoma
* Embryonal carcinoma
* Polyembryoma
* Teratoma
° Mature
° Immature
° With malignant transformation
* Yolk sac tumour (endodermal sinus tumour)
* Choriocarcinoma

Tumours of more than one histological type

* Embryonal carcinoma with teratoma (teratocar-
cinoma)

* Choriocarcinoma and any other types (specify)

* Other combinations (specify)

WHO, World Health Organisation

Tumoren, in denen beide Entitaten vertreten sind und somit Anteile eines semi-
nomatésen als auch eines nicht-seminomatésen TGCT beinhalten, werden
nach der britischen Klassifikation als Kombinierte Keimzelltumoren (CT) be-
zeichnet (Pugh 1976, Zafarana et al. 2002).

Die SE ahneln morphologisch den Keimzellen; Zellen von denen angenommen
wird, dass sie der Ursprung der Keimzelltumoren sind (Krege et al. 2008a). Die
NiSe sind eine heterogene Gruppe und kdnnen sowohl aus einem oder mehre-
ren Anteilen bestehen — Embryonales Karzinom, Polyembryom, Teratom, Dot-
tersacktumor oder Chorionkarzinom (Hoei-Hansen et al. 2005). Beim spermato-
zytischen Seminom, welches bei alteren Mannern haufiger zu diagnostizieren

ist, handelt es sich um eine weitere Tumorentitat (Hoei-Hansen 2008).



Die Einteilung in die klinischen Stadien erfolgt nach den Kriterien der UICC
(Union for International Cancer Control) TNM (Tumorgrof3e, Lymphknoten,
Fernmetastasen) -Klassifikation. Die Differenzierung erfolgt nach Ausmalf und
Vorhandensein von Primartumoren, Lymphknotenmetastasen, Fernmetastasen
und der Héhe von Serumtumormarkern, wie der Lactatdehydrogenase (LDH),
dem Alphafetoprotein (AFP) und dem humanen Choriongonadotropin (HCG).
Patienten, deren Tumoren bereits metastasiert sind, werden nach der Klassifi-
kation der IGCCCG (International Germ Cell Cancer Collaborative Group) in
drei prognostische Gruppen (gut, mittel und schlecht) unterteilt. Dabei werden,
die Histologie, die Lokalisation des Primartumors und der Fernmetastasen, so-
wie die Hohe der relevanten Tumormarker nach der Orchiektomie und vor der

Chemotherapie bertcksichtigt (Krege et al. 2008a, b).

1.2.4 Therapie, Prognosen und Spatfolgen

TGCT Patienten befinden sich zum Zeitpunkt der Diagnose in 70%-78% der
Falle im klinischen Stadium | (kS I) (Albers et al. 2008). Um die 9% der Patien-
ten haben dann bereits im kontralateralen Hoden eine TIN, die unbehandelt
nach 7-15 Jahren in 30%-70% ebenfalls zu Hodenkrebs fuhrt. Die Ubrigen Pati-
enten haben ein erhdhtes Risiko eine TIN im kontralateralen Hoden zu entwi-
ckeln (Krege et al. 2008a).

Die Standardtherapie des Primartumors ist die Orchiektomie (Krege et al.
2008a). Mit der Einfuhrung der Cisplatin-basierten Chemotherapie gelten die
TGCT als ein ,Modell“ der heilbaren Neoplasie (Hoei-Hansen 2008). Die SE
sind aufgrund ihrer Strahlensensibilitat gut mit Bestrahlung therapierbar, wah-
rend die NiSe besser auf die Chemotherapie ansprechen. Die Heilungsrate der
TGCT ist in den meisten Fallen sehr hoch und liegt in den frihen klinischen
Stadien bei ca. 90%-100%. Die Rezidivrate hangt von den Risikofaktoren und
der Therapie ab. Fir TGCT Patienten mit Hochrisiko SE und NiSe liegt sie im
kS | nach der Orchiektomie bei 32% bzw. bei 48%. Tumoren im fortgeschritte-
nen Stadium und ungunstiger Prognose, nach den Kriterien der IGCCCG, wer-

den mit vier Zyklen BEP (Bleomycin, Etoside, Cisplatin) therapiert. Diese Pati-



enten haben eine Uberlebensrate von 48% und bleiben in 41% der Falle finf

Jahre frei von Progression (Krege et al. 2008a, b).

Trotz sehr guter Heilungschancen durch Algorithmen mit etablierten Therapie-
optionen birgt die Therapie der TGCT relativ viele Spatfolgen fur zahlreiche der
oft jungen Patienten. Beispielsweise erhodht sich das Risiko fur kardiovaskulare
Erkrankungen. Spatfolgen wie Nephrotoxizitat, Hypogonadismus, persistierende
Neurotoxizitdt, Raynaud Syndrom und Ototoxizitat kdnnen sich in 15-25% der
Langzeitiberlebenden manifestieren. Das relative Risiko an Strahlen-
/Chemotherapie induzierten Tumoren zu erkranken liegt nach 10 Jahren zwi-
schen ca. 2% und 3%. Etwa 0,6%-2% der Patienten entwickelten in der ersten
Dekade nach der Chemotherapie eine Leukamie (Krege et al. 2008a, b). Die
Therapie flhrt in vielen Fallen zu erektiler Dysfunktion (Wiechno et al. 2007)
und Patienten mit erniedrigtem Serumtestosteronspiegel mussen ihr Leben lang
Testosteron substituieren, um ihre sexuale Funktionsfahigkeit zu bewahren.
Untersuchungen ergaben aufgrund hormoneller Abweichungen eine Verminde-
rung der Lebensqualitat nach der Therapie von Hodenkrebs. Neben der haufi-
geren Diagnose einer Depression wurde auch ein erhohtes Angst-Level ermit-
telt (Wiechno et al. 2007). Bei Kinderwunsch sollten die Moglichkeiten der
Spermienextraktion und Kryokonservierung in Erwagung gezogen werden, da
Erkrankung und Therapie zu Infertilitat fihren kdnnen (Efstathiou und Logothe-
tis 2006, Krege et al. 2008a, b).

In der medikamentdsen Therapie der TGCT richtet sich derzeit das Interesse
auf die Entwicklung zielgerichteter Therapieverfahren. Von besonderer Rele-
vanz scheinen dabei Therapeutika zu sein, die sich direkt gegen die Tyrosin-
kinase Rezeptoren, c-KIT (Stem cell factor receptor) und HER2/neu (Human
epidermal growth factor receptor 2) richten (Goddard et al. 2007). Auch das
Ras-Protein kdnnte ein direktes Therapieziel darstellen. Medikamente (Farnesyl
Transferase Inhibitoren, FTI) gegen das Ras-Protein befinden sich bereits seit

einigen Jahren in klinischer Erprobung (Phase II/lll) (Downward 2003).
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1.3 Genetik der TGCT

1.3.1 Chromosomale Konstitution in Keimzelltumoren des Hodens

Es gibt bestimmte Hinweise darauf, dass die Entstehung von Hodenkrebs einer
genetischen Pradisposition und Vererbung unterliegt. Beispielsweise haben
Kaukasier in den USA und in West Europa im Vergleich zu anderen Populatio-
nen die hochste Hodenkrebsinzidenz (Mcintyre et al. 2008). Liegt eine TGCT-
Erkrankung in der Familie vor, so steigt das relative Risiko unter Verwandten 1.
Grades ebenfalls zu erkranken. Unter Brudern steigt das Erkrankungsrisiko so-
gar um das 8-10 fache (Forman et al. 1992). Auch der Manifestationszeitpunkt
wurde bei familiarer Haufung friher beobachtet als in der Allgemeinbevdlkerung
(Mai et al. 2009). Patienten mit Klinefeltersyndrom (Halse et al. 1995) und
Trisomie 21 (Satge et al. 1997) erkranken ebenfalls haufiger. Einige Genloci
wurden bisher mit familiarer Pradisposition in Verbindung gebracht, darunter
zum Beispiel Xg27 (Lutke et al. 2004, Rapley et al. 2000) und die ,gr/gr-
Deletion auf dem Y-Chromosom (Nathanson et al. 2005). Auch andere chromo-
somale Aberrationen wurden haufig im Zusammenhang mit SE und NiSe be-

schrieben.

1.3.2 Chromosomale Aberrationen

Die TGCT sind aneuploid, hdchst wahrscheinlich aufgrund der friihen Etablie-
rung einer Polyploidie. Die Polyploidie ist Ausdruck von genomischer Instabilitat
und fUhrt zu genetischer Heterogenitat. Im Hoden zeigen die SE im Durch-
schnitt einen hypertriploiden DNA-Index. Alle histologischen Bestandteile der
NiSe zeigen einen durchschnittlich hypotriploiden DNA-Index, mdglicherweise
durch den Nettoverlust chromosomalen Materials wahrend der Kanzerogenese
(Oosterhuis et al. 1989). Durch diverse Untersuchungen wurden sowohl in der
TIN als auch in den manifesten Keimzelltumoren bestimmte genetische Aberra-
tionen beobachtet. Ein Zugewinn an genetischem Material zeigte sich auf den
Chromosomen 1, 5, 7, 8, 12p und X, wahrend sich auf Chromosom 18 ein Ver-
lust zeigte (Summersgill et al. 2001). Bemerkenswert ist die Stetigkeit und die
Haufigkeit, mit der die Aberrationen auf Chromosom 12p beobachtet werden

(Oosterhuis und Looijenga 2005). In diversen Publikationen wird der Zugewinn
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von 12p-Sequenzen als die einzige bestandige strukturelle chromosomale Ab-
erration in den invasiven TGCT beschrieben (Oosterhuis und Looijenga 2005,
Sandberg et al. 1996). In ca. bis zu 80% der TGCT ist der komplette p-Arm des
Chromosoms 12 vermehrt vorzufinden, was zurtckzufuhren ist auf eine oder
mehrere Kopien des Isochromosoms 12p [i(12p)] (Atkin und Baker 1982, Oos-
terhuis und Looijenga 2005, van Echten et al. 1995). Tumoren ohne ein [i(12p)]
zeigen zusatzliche Sequenzen durch unterschiedliche strukturelle Anomalien
(Rodriguez et al. 1993, Suijkerbuijk et al. 1993), unter anderem auch durch
high-level Amplifikationen (Oosterhuis und Looijenga 2005). Es ist also sehr
wahrscheinlich, dass hier Gene mit einer Schlusselfunktion fir die Entstehung

der Keimzelltumoren lokalisiert sind (Oosterhuis und Looijenga 2005).

1.3.3 Die Rolle des Chromosoms 12p

Basierend auf ihrer Kopiezahlerhdhung wurden bereits einige auf 12p lokalisier-
te Gene als mdgliche Kandidaten in der Tumorentstehung vorgeschlagen, da-
runter SOX5, LRMP, KRAS, LDHB, SSPN, ITPR2 (Rodriguez et al. 2003) aber
auch EKI1 und DAD-R (Zafarana et al. 2002). Im Bereich des 12p-Amplikons,
zytogenetisch lokalisiert auf 12p11.2-12.1, wurde im Jahre 1994 der erste Fall
einer Amplifikation in einer [i(12p)] negativen Seminom-Metastase beschrieben
(Suijkerbuijk et al. 1994). Weitere Studien konnten diese Amplifikation in den
TGCT nachweisen (Korn et al. 1996, Mostert et al. 1996, Mostert et al. 1998,
Roelofs et al. 2000, Suijkerbuijk et al. 1994, Zafarana et al. 2002). In den unter-
suchten Seminom-Fallen konnte die Amplifikation in 8-10% beobachtet werden,
wahrend sie in den NiSe seltener zu finden war (Eble et al. 2004). Die Amplifi-
kationen wurden hauptsachlich in Seminomen beobachtet, denen das [i(12p)]
fehlte (Mostert et al. 1998). Patienten, die eine Amplifikation des Abschnittes
12p11.2-12.1 anstelle der Vermehrung des gesamten 12p-Arms zeigten, wur-
den klinisch friher auffallig (Roelofs et al. 2000). Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass die amplifizierten Zellen weniger zu Apoptose neigen und ein ver-
langertes Uberleben aufweisen (Roelofs et al. 2000). Diese Beobachtung deutet
darauf hin, dass eine erhohte Kopiezahl der Gene in dieser Region vorteilhaft
fir das Uberleben der Tumorzellen ist (Oosterhuis et al. 2005). Mit Hilfe der Ar-

ray CGH (Comperative genomic hybridisation) wurde in einer Studie von Rodri-
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guez et al. mittels des Vergleichs sich Uberlappender amplifizierter Bereiche
eine Minimal-Region auf 12p11.2-12.1 bestimmt. Diese amplifizierte Region
umfasst ca. 5Mb (22.57-27.54 Mb) und beinhaltet unter Anderen das KRAS-
Gen (Rodriguez et al. 2003). Einige der dort lokalisierten Gene, darunter auch
KRAS, zeigen eine Uberexpression und kdnnten demnach eine potentielle Rolle
in der Tumorentstehung spielen (Rodriguez et al. 2003). Vor allem das KRAS-
Gen wird aufgrund seiner bekannten onkogenen Funktion als wichtiger Kandi-

dat im Prozess der Tumorentstehung in dieser Region angesehen.

1.3.4 Model der Signaltransduktion in TGCT

Das Model der Signaltransduktion von Mclntyre et al. 2008 (s. Abb. 1) betrach-
tet diejenigen Genprodukte und Signalwege naher, von denen man annimmt,
dass sie eine wichtige Rolle bei der Entstehung der TGCT und deren Entwick-
lung aus der TIN spielen. In dieser Abbildung sind die Proteine, die in diversen
Studien zu den TGCT in abweichender Weise beobachtet wurden (Expression,
Gen-Kopiezahl und/oder Mutation), gestreift dargestellt. Zu diesen Genproduk-
ten gehdrt auch das RAS (=KRAS), welches eine zentrale Rolle im Signalweg
von den membranstandigen Rezeptoren zum Zellkern spielt. Durch Abweichun-
gen der normalen Proteinfunktionen kann es zur Beeinflussung der Zellen in
ihrem Proliferations- und Migrationsverhalten, sowie ihrem Uberleben kommen.
Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass die Hochregulation der Ras-
Signaltransduktion in TGCT wichtig ist, da dies in Zusammenhang gebracht
wird mit Férderung des ZellUberlebens sowie invasiver Migration und starker
Proliferation (Mclintyre et al. 2008).
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Abb. 1: Model der Signaltransduktion in den TGCT (Mclntyre et al. 2008)

1.3.5 Das Protoonkogen KRAS

Das Gen, welches flr K-Ras codiert, befindet sich auf Chromosom 12p12.1.
Das K-Ras Protein gehort, wie auch das H-Ras und das N-Ras zu der Ras-
Familie. Die Ras Proteine haben ein geringes Molekulargewicht und sind an der
Membran lokalisierte GTPasen, welche extrazellulare Signale Uber intrazellula-
re Signalkaskaden weiterleiten (Wu et al. 2008). Unterschiedliche Membranre-
zeptoren mit Tyrosinkinase-Aktivitat, darunter auch c-KIT oder HER2/neu, sind
fahig das Ras-Protein zu aktivieren. Durch die Bindung eines spezifischen Lig-
anden und anschlieffiender Dimerisierung zweier Rezeptormolekile kommt es
uber die nun aktive Tyrosinkinasedomane zur Phosphorylierung des Proteins
GBR2 (engl.: Growth factor receptor-bound protein 2). Dieses gibt nun das Sig-
nal an SOS (engl.: Son of sevenless) weiter, welches wiederum K-Ras aktiviert.
K-Ras aktiviert durch Phosphorylierung weitere Effektormolekile und dadurch
DNA bindende Transkriptionsfaktoren. Diese translozieren schliefl3lich das Sig-

nal in den Zellkern und die Transkription der Zielgene wird initiiert. Die auf die-
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sem Wege exprimierten Zielgene sind in Zellwachstum, Differenzierung, Uber-

leben und Angiogenese involviert (Goddard et al. 2007, Mclintyre et al. 2008).

Das KRAS ist das am haufigsten mutierte Gen der RAS-Familie, meist
Punktmutationen in den Kodons 12,13 und 61. Aktivierende Mutationen wurden
am haufigsten in Pankreas-, Kolon- und Lungen-Karzinomen beschrieben (Wu
et al. 2008). AuBerdem ist bekannt, dass aktivierende Mutationen und Uberex-
pression des Wildtyp KRAS-Gens die Zellen der NIH3T3-Zelllinie transformie-
ren (Goddard et al. 2007). Aktivierende Mutationen und Uberexpression von
KRAS wurden auch in den TGCT beschrieben (Goddard et al. 2007). In unge-
fahr 10% konnten aktivierende Mutationen (Goddard et al. 2007, Mcintyre et al.
2005, Sommerer et al. 2005) und in 35% Uberexpression von KRAS belegt
werden (Mcintyre et al. 2005). Es ist moglich, dass sowohl aktivierende Mutati-
onen als auch die KRAS-Uberexpression zu einer gesteigerten Aktivitat des
Ras-Signalweges fuhren (Mcintyre et al. 2005). Allerdings treten aktivierende
Mutationen und Uberexpression nicht gemeinsam auf, sondern schlieBen sich
gegenseitig aus (Mclintyre et al. 2005). Eine Vermehrung der KRAS-Kopiezahl
wurde nur in den malignen Keimzelltumoren, nicht aber in deren Vorlauferstufen
(TIN) beschrieben. Der KRAS-Zugewinn ist demnach scheinbar involviert in die
Tumorprogression (Mclntyre et al. 2005). Es konnte gezeigt werden, dass eine
gesteigerte KRAS-Kopiezahl positiv mit der Hohe der Expression korreliert und
somit ein 12p-Zugewinn mit einer KRAS-Uberexpression einhergeht (Mcintyre
et al. 2005, Rodriguez et al. 2003).

Die bisherigen Forschungsergebnisse deuten auf die Relevanz der 12p11.2-
12.1 Amplifikation hin. Insbesondere der KRAS-Amplifikation scheint in Bezug
auf die Pathogenese der TGCT von besonderer Bedeutung zu sein. Seit Entde-
ckung der Amplifikation im Jahre 1994 (Suijkerbuijk et al. 1994) erschienen ei-
nige Publikationen (Korn et al. 1996, Mcintyre et al. 2005, Mostert et al. 1996,
Mostert et al. 1998, Rao et al. 1998, Roelofs et al. 2000, Summersgill et al.
2001, Zafarana et al. 2002) die sich unter anderem mit der Pravalenz der Ampli-
fikation beschaftigt haben. Allerdings waren diese Publikationen bisher von rela-

tiv geringer Fallzahl. (siehe Tab. 2).
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Tabelle 2: Publikationen zur 12p11.2-12.1 Amplifikation in TGCT

Publikation Fallzahl (n=) Methode i(12p) %  Amplifikation %
Suijkerbuijk et al., 1994 1 CGH FISH - 100

Mostert et al., 1996* 15 CGH 66.7 13.3

Korn et al., 1996 11 CGH, FISH (YAC) - 273

Rao et al., 1998 22 CGH - 9.1

Mostert et al., 1998* 49 CGH, FISH (YAC) 26,5 16.3

Roelofs et al., 2000* 76 CGH, FISH (YAC) - 7.9
Summersgill et al., 2001 7 CGH, FISH (YAC) 71,4 28.6

Zafarana et al., 2002* 45 sqRT-PCR, FISH (BAC) - 17.8

Mcintyre et al., 2005 65 gPCR, RT-PCR - 32.3

* From the laboratory for Experimental Patho-Oncology, Dr. Daniel den Hoed Cancer Center, University Hospital Rotterdam, LHJ

CGH (Comparative genomic hybridization), FISH (Fluoreszenz in-situ Hybridisierung), sq/qRT-PCR (Semi quantitative/ quantitative real
time polymerase chain reaction), YAC(Yeast artificial chromosome)

1.4 Amplifikationen

Die Vermehrung des Gengehaltes durch Amplifikation chromosomaler Ab-
schnitte wurde sowohl als gezielter Mechanismus, beispielsweise wahrend des
Entwicklungsprozesses einiger Spezies (Fruchtfliege, Huhn), aber auch als un-
gezielter Mechanismus im Rahmen der Tumorgenese (Saugetiere) beschrie-
ben. In beiden Szenarien konnte aufgrund der Amplifikation eine Uberexpressi-
on bestimmter Gene beobachtet werden. Prominente Vertreter amplifizierter
Protoonkogene, die in der Literatur im Zusammenhang mit der Entstehung von
Tumoren erwahnt wurden, sind c-MYC (V-Myc Myelocytomatosis viral onco-
gene homolog), HER2/neu, EGFR (Epidermal growth factor receptor) und
KRAS. Die Amplifikationen kdnnen in der Hohe der Genkopiezahl aber auch in
der Lange des vervielfaltigten Genabschnittes variieren (Schwab 1998, Schwab

1999). Im Folgenden soll auf die Amplifikationstypen kurz eingegangen werden.

Bei der Cluster-Amplifikation wird ein Abschnitt des Chromosoms durch fortge-
setzte Verdopplung vervielfaltigt. Weil dieser Abschnitt im Chromosom ver-
bleibt, fuhrt die Amplifikation zu einer deutlich sichtbaren Verlangerung des

Chromosoms, die auch lichtmikroskopisch als sogenannte ,homogen anfarbba-
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re Bereiche“ (engl.: Homogeneous staining regions, HSR) erkennbar sind. Es
wird vermutet, dass dieser Typ der Amplifikation vor allem nach dem sogenann-
ten ,Breakage-Fusion-Bridge“-Modell (BFB) entsteht (Schwab 1999). Nach die-
ser Theorie bricht das Chromosom, wodurch ein offenes Ende des DNA-
Doppelstranges gebildet wird. Zellulare Reparaturmechanismen verbinden die
beiden DNA-Strange, sodass sich eine ,Bricke* bildet. Bei der nachsten Mitose
wird das Chromosom verdoppelt, die beiden Chromatiden bleiben aber durch
die Bricke verbunden. Wenn die Chromatiden in der Telophase auf die Tocht-
erzellen verteilt werden, reillen die verbundenen Chromatiden schlief3lich an
einer zufalligen Stelle auseinander. Der homologe DNA-Abschnitt zwischen der
Bricke und dem Punkt, an dem das Chromatid reif3t, liegt als Folge in der einen
Tochterzelle doppelt vor, wahrend er in der anderen fehlt. Befinden sich nun in
diesem DNA-Abschnitt wachstumsrelevante Gene wie z.B. KRAS, gewinnt die
Tochterzelle mit erhdhter Kopiezahl einen Wachstumsvorteil. Dieser Zyklus von
Reparatur, Briuckenbildung und Zerreilten des Chromosoms wiederholt sich mit
jedem Zellzyklus und kann zu Dutzenden von zusatzlichen Genkopien auf ei-

nem Chromosom fluhren (Schwab 1999).

Die extrachromosomale Amplifikation vom ,Double-minute“-Typus (DM) ent-
steht, wenn ein Stick DNA aus dem Chromosom entfernt wird. Die kleinen
Chromosomenfragmente haben ihren Namen von der charakteristischen Form
eines ,Doppelten Kommas*“. Weil DMs kein Zentromer besitzen, werden sie bei
der Mitose zwar verdoppelt, aber rein zufallig auf die Tochterzellen verteilt.
Auch hier gilt, dass die Tochterzellen mit der hdheren Kopiezahl an DMs einen
Wachstumsvorteil erhalten, wenn im amplifizierten Bereich ein entsprechendes
wachstumsrelevantes Gen vorhanden ist. So wird z.B. das MYCN (V-myc
myelocytomatosis viral related oncogene, neuroblastoma derived) haufig in
Form von DMs amplifiziert (Schwab 1999).
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Untersuchungsmaterial

Fir die vorliegende Studie wurden Gewebeproben von insgesamt 301
Keimzelltumoren in einem Gewebe-Mikroarray-Format (Tissue Microarray,
TMA) untersucht. Bearbeitet wurden daflr die Keimzelltumor tragenden Anteile
der Multi-Tumorarrays 3 und 4 (MTA). Verwendet wurde Formalin fixiertes (4%

gepufferte wassrige Losung), in Paraffin eingebettetes Tumorgewebe.

Tabelle 3: TMA Zusammenstellung, der verwendeten Abschnitte, fir den MTA-
3/4.

MTA-3 alle Fille Entitat n =107
Histologie Seminom 50
Nicht-Seminom 57
MTA-4 alle Fille Entitat n =194
Histologie Teratom 57
Seminom 92
Nicht-Seminom 45
Stadium des Primartumors pT1 112
pT2 32
pT3 8
pT4 1

Um mehr Informationen Uber die untersuchten Keimzelltumoren zu erhalten,
wurde in den Berichten der Pathologie recherchiert, um zusatzliche Angaben zu
Tumorbestandteilen, pT-Kategorie und Manifestationsalter zu erhalten. Diese
Recherche war nur fur den MTA-4 mdglich. Die Daten des MTA-3 waren voll-

standig anonymisiert.

Insgesamt befinden sich 57 Teratome auf dem MTA-4 (vgl. Tab. 3), darunter 22
weibliche und 35 mannliche Falle. Diese Teratom-Kohorte ist eine heterogene
Gruppe, in der reife und unreife Teratome zu finden sind. Die Teratome sind

unter anderem Anteile von Nicht-Seminomen (n=17) und Keimzelltumoren, die

18



sowohl seminomatose als auch nicht-seminomatose Keimzelltumorbestandteile
(CT, n=4) beinhalten.

Auch in der Kohorte der NiSe finden sich Keimzelltumoren, die sowohl semino-
matdse als auch nicht-seminomatdse Keimzelltumorbestandteile (CT, n=19)

beinhalten.

2.2 FISH

Fir die zweifarbige FISH (Fluoreszenz in-situ Hybridisierung) -Analyse (KRAS-
Signal: grun, Zentromer12-Signal: orange) wurden 4um dicke Paraffinschnitte
benutzt, welche ausgewahltes Tumorgewebe enthielten. Dazu wurden die Pa-
raffinblécke, welche gestanztes Gewebe enthalten geschnitten (4um) und auf
Objekttrager ubertragen. Diese wurden vor der Hybridisierung entparaffiniert
und proteolytisch vorbehandelt. Dies geschah gemal} des Protokolls des ,Paraf-
fin PretreatmentReagentKit* (Vysis, DownersGrove, IL). Zur Hybridisierung
wurde eine selbst hergestellte digoxigenierte BAC-Sonde (12p12.1; BAC RP11-
707G18, RZPD, Deutschland), welche das KRAS-Gen umfasst, eingesetzt. Als
Referenz wurde eine kommerzielle Sonde fur das Zentromer des Chromosoms
12 (Spectrum orange, Vysis) eingesetzt. Die Markierung der selbst hergestell-
ten DNA-Sonde mittels Nick-Translation wurde mit dem ,Nick Translation Sys-
tem“ (Invitrogen) durchgeflhrt. Die Detektion der hybridisierten TMA-Schnitte
wurde mit dem ,Fluorescent Antibody Enhancer Set (Roche) durchgefuhrt. Im
Folgenden werden die einzelnen Arbeitsschritte und Laborprotokolle zur Durch-

fuhrung der FISH aufgefuhrt. Diese umfassen:

1. pBAC-E.coli-Klon-Kultivierung

DNA-Extraktion aus der E.coli-Kultur

DNA-Markierung mittels Nick-Translation

Paraffinpretreatment und proteolytische Vorbehandlung der TMA-Schnitte
Hybridisierung

Waschen

N o o & w Db

Fluoreszenz-Detektion
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2.21

pBAC-E.coli-Klon-Kultivierung

Verwendete Materialien

pBAC-E.coli-Klon (Chloramphenicolresistent), RZPD-Nr.: RP11- 707G18 (Stab-
Stock-Kultur)

Kulturmedium: 25g Luria-Broth-Base (25g71 dH,0); autoklaviert

Antibiotikum: Chloramphenicol (34mg/ml Ethanol abs.)

Laborprotokoll: pBAC-E.coli-Klon-Kultivierung

10ml Medium in einen 100-ml-Erlenmeyerkolben flllen

Zugabe von 30ul Chloramphenicol (0,1mg/ml)

Mit abgeflammter Pinzette einen autoklavierten Zahnstocher fassen und einen
Abstrich aus der Stab-Stock-Kultur machen

Animpfen des Mediums durch Zugabe des Zahnstochers

Inkubation der angeimpften Kultur bei Raumtemperatur und 200rpm im
Schittelinkubator flr 2 Tage

Uberimpfen von 10l der triib gewordenen Kultur in einen mit 10ml frischen LB-
Medium und 30ul Chloramphenicol versetzten 100ml-Erlenmeyerkolben mittels
Pipette

Inkubation der angeimpften Kultur bei 37°C und 200rpm im Schattelinkubator
Uber Nacht

DNA-Extraktion
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2.2.2 DNA-Extraktion aus der E.coli-Kultur

Die DNA wurde aus einer pBAC-E.coli-FlUssigkultur mithilfe des ,,QlAprep Spin
MiniprepKit* von Qiagen nach leicht modifiziertem Protokoll extrahiert. Alle
verwendeten Reagenzien und die ,QlAprepspin Saulen waren im Extraktions-
Kit enthalten.

Laborprotokoll: DNA-Extraktion aus einer pBAC-E.coli-Klon-Flissigkultur

1) 3ml (2m/+1ml) der Flussigkultur im 2ml-Tube in einer Tischzentrifuge (~17.900x
g) flr 90 Sek. bei 13.000rpm pelletieren, Uberstand wird verworfen

2) Pelletin 250ul Puffer P1 (RNase zugefiigt) vollstandig resuspendieren

3) Zugabe von 250yl Puffer P2 (enth. SDS: Spaltung der Zellmembran &
Denaturierung der Proteine, NAOH: Denaturierung der chromosomalen und
Plasmid-DNA) und vorsichtiges Mischen durch 4-6 maliges invertieren (nicht
langer als 5 Min. mit dem folgenden Schritt warten)

4) Zugabe von 350ul Puffer N3 Neutralisationspuffer und sofortiges, vorsichtiges
Mischen durch 4-6 maliges invertieren, zur Renaturierung der Plasmid-DNA

5) 10 Min. Zentrifugation bei 13.000rpm in einer Tischzentrifuge, Plasmid-DNA
verbleibt im Uberstand

6) Uberstand in eine ,QlAprepspin Saule* (in einer 2ml Auffang-
Eppendorfklvette) tGberfihren

7) 1 Min. Zentrifugation bei 13.000rpm in einer Tischzentrifuge, Plasmid- bindet an
die Saule

8) Durchfluss verwerfen

9) ,QlAprepspin Saule” mit 500ul Puffer PE beladen und 1Min. Zentrifugation bei
13.000rpm in einer Tischzentrifuge

10) Durchfluss verwerfen

11) ,QlAprepspin Saule* erneut mit 500ul ethanolhaltigem 70% PE-Puffer beladen
und 1 Min. Zentrifugation bei 13.000rpm in einer Tischzentrifuge

12) Durchfluss verwerfen

13) ,QlAprepspin Saule* erneut 1 Min. bei 13.000rpm in einer Tischzentrifuge
zentrifugieren

14) Durchfluss verwerfen; zur Elution der pBac-DNA ,QIAprepspin Saule“ in ein
1,5ml-Tube setzen

15) ,QlAprepspin Saule“ mit 50l auf 70°C erwdrmten Elutionspuffer EB (enthalt
15% lIsopropanol) beladen

16) 1 Min. bei Raumtemperatur inkubieren
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17) 1 Min. Zentrifugation bei 13.000rpm in einer Tischzentrifuge

18) Saule entfernen und Quantifizierung der DNA im Nanodrop und Aufbewahrung
im 1,5ml-Tube bei 4°C

Die Messung der DNA-Konzentration, sowie ihrer Reinheit, erfolgt durch pho-
tometrische Messung (DNA Absorption bei 260nm) am Nano Drop ND-1000 mit
dem Programm: “ND3.1.0:Nucleic Acid“. Als Referenz gilt die Leerprobe mit
1.5l des verwendeten Elutionspuffers EB. Die Proben, welche einen ausrei-
chenden DNA-Gehalt (DNA-Mindestkonzentration: circa 50 ng/pl) und eine
Reinheitsration (260/280 Absorptionsverhaltnis DNA/Proteine, die die Probe
verunreinigen) zwischen 1.8 und 2.0 enthalten, werden zur DIG-Nick-

Translation fUr die Sondenherstellung verwendet.
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2.2.3 DNA-Markierung mittels Nick-Translation

Die Nick-Translation ist eine DNA-Markierungstechnik, bei der das Enzym
DNase genutzt wird, um Einzelstrangbriche (sogenannte ,nicks“) der DNA zu
verursachen. Mithilfe seiner 5°-3'-Exonuclease-Aktivitat, welche Nukleotide ent-
fernen und am 5‘-Ende wieder richtig verketten kann, baut das Enzym (Poly-
merase |) mit Digoxigenin markierte Nukleotide in den DNA-Doppelstrang ein.
Bei dieser Reparatur der DNA mit Digoxigenin markierten Nukleotiden als Sub-
strat verschiebt die Polymerase | die Einzelstrangbriche, anstatt sie einfach zu
schlielen, weshalb die Methode ,Nick-Translation“ genannt wird (Rigby et al.
1977). Die DNA wird gleichzeitig auf die optimale Fragmentlange flir die spatere
Hybridisierung gekurzt, welche durch Agarosegelelektrophorese kontrolliert

werden kann.

Die Nick-Translation wurde mit dem ,Nick Translation System“ (Invitrogen)
durchgefuhrt, wobei eine Mindestmenge von 1ug DNA zu einem Ansatz von
50ul gegeben wurde. Das Protokoll des Kits wurde modifiziert. Das zulassige
Hochstvolumen an pBAC-DNA-L6sung von 38ul wurde als Standardvolumen
gewahlt (entsprechend ca. 1.5 bis 2.5ug DNA). Aulderdem wurde nach Ablauf
der Standardinkubationszeit, ein weiteres Mal Pol |-/DNase-Enzym-Mix zuge-

geben und weiter inkubiert.

Verwendete Materialien

* Nick Translation System (Invitrogen)
* Digoxigenin 11- dUTP (Roche)

* Polymerase | (Invitrogen)

Pipettieransatz im 0.5ml-Tube (alle zu verwendenden Enzyme stehen auf Eis)

Wieviel Volumen der vorher hergestellten DNA-L6sung bendtigt wird, um die
optimale Menge von circa 2ug DNA zu dem Ansatz hinzuzufigen, muss er-
rechnet werden. Dabei sollte bertcksichtigt werden, dass maximal 38ul der
DNA-L6sung verwendet werden kdnnen, da der gesamte Ansatz das Volumen

des 50ul Eppendorfréhrchens nicht Uberschreiten darf.
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Zuerst wird die DNA-Mindestkonzentration errechnet, indem die bendtigte DNA-
Menge (2000ng) durch das maximal verwendbare Volumen an DNA-L&sung
(38pl) geteilt wird:

2000ng / 38pl = 52.6ng/pl

Das bendtigte Volumen an DNA-LAsung muss fur jede Probe abhangig von ih-
rer DNA-Konzentration bestimmt werden, sofern diese mindestens 52.6ng/ul
betragt. Daflr wird die optimale Menge der DNA von 2000ng durch die Kon-

zentration der aktuellen Probe geteilt:

2000ng / Xkonzentration der Probe NG/MI = X benétigte DNA-LSsung ul

Ist das errechnete Volumen der bendtigten DNA-LOsung kleiner als 38ul, wird
die Differenz zu 38ul mit dH,O aufgeflllt. Das folgende Pipettierschema gibt

einen Uberblick Uiber den DIG-Nick-Translationsansatz:

dNTP-Mix ohne dTTP S5ul
Digoxigenin 11-dUTP 1ul
pBAC-DNA-L6sung 38ul
Pol I-/ DNase Enzym Mix | 5ul
DNA Polymerase | 1ul
Ansatzmenge 50ul

Laborprotokoll: DNA-Markierung mittels Nick-Translation

1) Ansatz gut durchmischen und danach herunter zentrifugieren
2) Inkubation fir 90 Min. bei 15°C im Thermocycler

3) Zugabe von weiteren 5ul Pol |-/DNase Enzym Mix; mit der Pipette
durchmischen

4) Inkubation fir 15 Min. bei 15°C im Thermocycler
5) Zugabe von 5ul Stop Puffer (0.5 M EDTA, pH 8.0)
6) Durchmischen (auf dem Vortex) und danach zentrifugieren

7) Lagerung bei 4°C
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2.2.4 Paraffinpretreatment und proteolytische Vorbehandlung der TMA-
Schnitte

Die TMA-Schnitte wurden vor der Hybridisierung gemal des Protokolls des

.Paraffin PretreatmentReagentKit“ (Vysis) behandelt.

Verwendete Materialien

* Destilliertes Wasser (dH,0)

* Ethanol (70% / 80% / 96%)

* VP 2000 PretreatmentReagent (Vysis)

* VP 2000 Protease Puffer (0,01N HCL) (Vysis)
e Xylol

Laborprotokoll: Entparaffinierung und proteolytische Vorbehandlung

1) TMA-Schnitte 3x 10 Min. ins Xylol stellen
2) Schnitte 2x 5 Min. in Ethanol (96%) stellen
3) Schnitte 3 Min. auf Heizplatte (48°C) lufttrocknen

4) Schnitte 15 Min. in 80°C warmer Pretreatmentlésung (NaSCN-pH 5.4, im
Wasserbad) inkubieren, um die Tertidrstruktur der Membranproteine durch
aufbrechen der Disulfidbriicken aufzuheben

5) Schnitte 2 Min. in dH,O waschen

6) Schnitte 150 Min. in 37°C warmer Proteaselésung (pH 2.0+ 250mg Pepsin im
Wasserbad) inkubieren, um die Proteine im Gewebe zu verdauen

7) Schnitte 2 Min. in dH,O waschen

8) Schnitte 3 Min. in Ethanol (70%) stellen, um dem Gewebe das Wasser zu
entziehen

9) Schnitte 3 Min. in Ethanol (80%) stellen, um dem Gewebe das Wasser zu
entziehen

10) Schnitte 3 Min. in Ethanol (96%) stellen, um dem Gewebe das Wasser zu
entziehen

11) Schnitte 3 Min. auf Heizplatte (48°C) lufttrocknen

Die hiermit abgeschlossene proteolytische Vorbehandlung des Gewebes er-
mdglicht der Sonde einen leichten Zugang in das Gewebe und damit die Mog-

lichkeit, optimal komplementar an die zu untersuchende Sequenz zu binden.
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2.2.5 Hybridisierung

Die Hybridisierung wurde mit einer selbst hergestellten genspezifischen Sonde
(12p12.1, RZPD Nr.: RP11-707G18) und einer kommerziellen Sonde als
Referenz fur das Zentromer des Chromosoms 12 (Spectrum orange, Vysis)
durchgefuhrt. Die kommerzielle Sonde wurde nicht durch den mitgelieferten
Hybridisierungsmix verdunnt. Beide Sonden wurden gemeinsam in einem
Gemisch mit humaner COT-DNA (zum Abblocken unspezifischer
Bindungsstellen/repetitiver Sequenzen), einem Hybridisierungsmix (Master-Mix
1.0) auf die TMA-Schnitte gegeben, fir 10 Min. bei 72°C co-denaturiert und
uber Nacht bei 37°C hybridisiert. Sowohl Denaturierung, als auch
Hybridisierung wurden im Hybrite (Vysis) durchgeflhrt.

Verwendete Materialien

e 20x SSC

e COT-DNA
* Dextransulfat
*  Formamid (deionisiert)

Laborprotokoll: Herstellen des Basis-Hybridisierungsmix

1) 5ml deionisiertes Formamid, 1.5ml 20x SSC und 1g Dextransulfat in ein kleines
Becherglas geben

2) Bei 60°C auf dem Heizruhrer rihren, bis sich das Dextransulfat geldst hat
3) Suspension mit HCI auf pH7 einstellen

4) Mit dH,O auf 7ml aufflllen

5) Bei 4°C aufbewahren

Hybridisierungsmix (Master-mix 1.0)

Um die Hybridisierung mit dem vorbereiteten Objekttrager zu starten, werden
20ul  Sonden-Hybridisierungsmix bendtigt. Dieser enthalt 14yl Basis-
Hybridisierungsmix, 2.0ul COT-DNA (1g/ul) und 4pl Sonden DNA, siehe Pipet-
tierschema. Der Basis-Hybridisierungsmix enthalt Formamid, welches die Dena-
turierungstemperatur der DNA durch Schwachung der Wasserstoffbrickenbin-
dungen herabsetzt. Dies erleichtert die vor der Hybridisierung noétige Auftren-

nung des DNA-Doppelstranges. Die Sonden-DNA setzt sich in diesem Fall aus
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3.5ul der selbst hergestellten Gensonde und 0.5ul kommerzieller Zentromer-
sonde zusammen. COT Human DNA verhindert Kreuzhybridisierungen mit un-

spezifischen/repetitiven DNA-Sequenzen, indem sie diese abblockt.

Basis-Hybridisierungsmix | 14pl
COT-DNA 2ul
Sonden-DNA 4ul
Ansatz ‘ 20pl

Laborprotokoll: Hybridisierung

1) Hybridisierungsmix auf den TMA geben
2) Eindeckeln mit einem 24x 32mm Deckglaschen

3) Mit Rubbercement versiegeln zur Vermeidung des Austrocknens wahrend der
Hybridisierung.

4) Bei 72°C flr 10 Min. im Hybrite denaturieren und dann Gber Nacht bei 37°C im
Hybrite inkubieren

Da die kommerziellen Zentromersonden bereits direkt mit einem Fluorochrom
markiert sind, das lichtempfindlich ist, ist ab diesem Zeitpunkt darauf zu achten,
die Proben und den Objekttrager vor Licht zu schitzen. Ansonsten bleicht das

Leuchtsignal des Fluorochroms friihzeitig aus.
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2.2.6 Waschen

Im Anschluss an die Hybridisierung wurden die TMA-Schnitte stringent

gewaschen, um unspezifische Hybridisierungen zu entfernen.

Verwendete Materialien

« 2xSSC
« dH,0
« NP40

Laborprotokoll: \Waschen

1) TMA-Schnitte aus dem Hybrite nehmen und Rubbercement und Deckglaschen
entfernen

2) Schnitte in Waschpuffer (2x SSC; 0.3% NP40) bei Raumtemperatur stellen
3) Schnitte 2 Min. bei 72°C im Waschpuffer (2x SSC; 0.3% NP40) waschen
4) Schnitte kurz in dH,O waschen

5) Schnitte im Dunkeln lufttrocknen
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2.2.7 Fluoreszenz-Detektion

Um moglichst deutliche Fluoreszenzsignale zu erhalten, wurden die
Digoxigeninreste der selbsthergestellten Sonde Uber einen Komplex von drei
Antikdrpern detektiert, wobei der Tertiarantikérper fluoreszenzgekoppelt war.
Hierzu wurde das ,Enhancer Detection Kit* von Roche eingesetzt. Nach der
Detektion wurden die Schnitte wieder im Dunkeln luftgetrocknet und dann mit
DAPI (Vectashield Mounting Medium fir Fluoreszenz mit DAPI; H-1200
(Vector)) und einem 24x32mm Deckglaschen abgedeckt und mit Fixogum

versiegelt.

Laborprotokoll Detektion:

1) Schnitte mit Blocking Solution 30-45 Min. in einer dunklen Inkubationskammer
eindeckeln
Niedermolekulare Proteine aus der Losung sattigen freie Bindungsstellen ab,
um Protein bindende Oberflachen abzublocken. Dies ermdglicht hochspezifi-
sche Antikérperbindungen an die Digoxigenin markierten Gensonden, was zu
weniger Hintergrundleuchten flhrt.

2) Blocking Solution abkippen

3) Schnitte flr 60-90 Min. bei 37°C (Brutschrank) in feuchter, dunkler Kammer mit
dem 1. Detektions-Antikoérper inkubieren, welcher an das Hapten Digoxigenin
bindet

4) Schnitte 3x 1 Min. bei 37°C in Detektionspuffer waschen

5) Schnitte flr 60-90 Min. bei 37°C (Brutschrank) in feuchter, dunkler Kammer mit
dem 2. Detektions-Antikdrper inkubieren, welcher an den 1. Antikdrper bindet

6) Schnitte 3x 1 Min. bei 37°C in Detektionspuffer waschen

7) Schnitte fir 60-90 Min. bei 37°C (Brutschrank) in feuchter, dunkler Kammer mit
dem 3. Detektions-Antikdrper inkubieren, welcher an den 2. Antikdrper bindet

8) Schnitte 3x 1 Min. bei 37°C in Detektionspuffer waschen
9) Schnitte in dunkler Kammer Lufttrocknen lassen

10) Schnitte mit DAPI/ Antifade betropfen und mit einem Deckglaschen abdecken
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2.3 Auswertung

2.3.1 Bewertung der FISH-Ergebnisse

Die fertigen Objekttrager (TMA’s) wurden mit dem Epifluoreszenzmikroskop
ausgewertet. Zur Beurteilung der Gensignale wurde der grune FITC-Filter, zur
Beurteilung der Zentromersignale der orangene Rhodamin-Filter verwendet. Die
Gen- und Zentromersignale konnten durch Anfarbung des Zellkerns mit DAPI
und einem entsprechenden DAPI-Filter genau einem Zellkern zugeordnet wer-
den. Mit dieser Technik konnte die Ratio KRAS-Signale/Zentromer12-Signale in

den einzelnen Zellen jeder Gewebeprobe gezahlt werden.

Bei der Auswertung der Arrays wurde die Ratio (KRAS-Signale/Zentromer12-
Signale) in den einzelnen Krebszellen ausgezahlt und ein Mittelwert fur die vor-
liegende Gewebeprobe errechnet. Als Amplifikation wurde das Vorliegen von
mindestens doppelt so vielen KRAS-Signalen wie Zentromer 12-Signalen (Ratio
KRAS/Cen12 = 2.0) definiert. Falle, die mehr als 10 Genkopiezahlen pro Zell-
kern zeigen, werden als high-level Amplifikationen bezeichnet. Gewebeproben,
die eine KRAS/Cen12-Ratio von uber 1.0 aber unter 2.0 aufwiesen (1.0> Ratio
KRAS/Cen12 < 2.0), wurden als ,Gain“ bezeichnet. Alle anderen Gewebepro-
ben (Ratio KRAS/Cen12 < 1.0) wurden als normal definiert.

2.3.2 Optimierung der Auswertbarkeit

Um eine mdglichst hohe Anzahl von Patienten untersuchen zu kénnen und die
Anzahl der fehlenden und nicht auswertbaren Spots auf ein Minimum zu redu-
zieren, wurden 3 Schnitte des TMAs gefisht. Bewertet wurde jedoch nur der
erste auswertbare Spot jedes Gewebes. War z.B. der Spot auf TMA-Schnitt 1
auswertbar, wurden TMA-2 und TMA-3 fur diesen Spot vernachlassigt. Erst
wenn ein Spot auf TMA-1 nicht auswertbar war, wurde TMA-2 und (falls dieser
auch nicht auswertbar war) TMA-3 ausgewertet. Auf diese Weise wurde fir je-
des Gewebe nur ein einziger Spot ausgewertet. Ein moglicher Einfluss auf das
Ergebnis z.B. durch eine unterschiedliche Menge an auswertbaren Spots in
verschiedenen Geweben, oder durch unterschiedliche Ergebnisse in den ver-

schiedenen Spots desselben Gewebes, wurde so verhindert.
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2.3.3 In der Studie verwendete Falle

Im weiteren Verlauf werden nur die mannlichen Falle bearbeitet, da es sich bei

dieser Studie um die Untersuchung mannlicher Keimzelltumoren handelt.

Fir diese Studie werden alle Tumoren, die beide Entitaten beinhalten und somit
Anteile eines seminomatdsen als auch eines nicht- seminomatésen TGCT in-
nehaben, nach der britischen Klassifikation als kombinierte Keimzelltumoren
(CT) bezeichnet (Zafarana et al. 2002).

Die im Ergebnisteil untersuchte Gruppe setzt sich aus allen vorhandenen SE-,
NiSe- und CT-Fallen zusammen, sodass wir auf eine Untersuchungsgruppe von

insgesamt 263 Patienten kommen.

2.3.4 pT-Kategorien

Unter den insgesamt 140 auswertbaren Fallen befinden sich 106 Falle im pT1-
Kategorie und 34 Falle im pT2-Kategorie oder hdher (pT2, 3, 4 zusammenge-

fasst).
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2.4 Sequenzierung

Zur DNA-Extraktion wurde eine Gewebestanze mit 0.6 mm Durchmesser aus
dem Gewebeblock entnommen. Das Gewebe wurde in ATL-Puffer, inklusive
Proteinase K (20ul), Uber Nacht bei 56°C verdaut, bis die Lésung klar war. Die
DNA-Extraktion wurde mit dem DNA-Mini-Kit der Firma Qiagen (Kat. # 51306,

Qiagen) gemal} der Herstellerangaben durchgeflhrt.

Zur Sequenzierung wurde die DNA zunachst mit PCR vervielfaltigt. Die Primer

und die PCR-Bedingungen waren wie folgt:

Exon 2:

Vorwarts-Primer:  5- AGG TAC TGG TGG AGT ATT TGA TAG T- 3(25)
Ruckwarts-Primer: 5- GGT CAG AGA AAC CTT TAT CTG TAT C- 3/(25)
Exon 2 nested:

Vorwarts-Primer:  5- GTG TGA CAT GTT CTA ATA TAG TCA C- 3(25)
Ruckwarts-Primer: 5- GAA TGG TCC TGC ACC AGT AA- 3/(20)

Exon 3:

Vorwarts-Primer:  5- CCT ACA GGA AGC AAG TAGTAATTGA-3
Ruckwarts-Primer: 5- GGC AAA TAC ACA AAG AAA GCC CTC- 3
Exon 3 nested:

Vorwarts-Primer:  5- GCA AGT AGT AAT TGA TGG AGA AAC C- 3
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2.41 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Laborprotokoll: Herstellung des PCR-Ansatzes

Pipettierschema (Master-Mix)

2.5 mM d- NTP’s (Promega) 2ul
5 pM/ul Primer (Mix F+T-Primer) 1l
Taqg Gold Polymerase (Applied Bio-

0.3ul
systems)
Puffer (Applied Biosystems) 4l
Ansatzmenge 7.3l

1) 100ng der extrahierten DNA bis maximal 17.7ul mit destilliertem Wasser aufful-
len

2) DNA-Ansatz in 7.3ul PCR-Master- Mix dazugeben, sodass insgesamt ein 25pl
PCR-Ansatz entsteht

Thermocycler- Programm:

Das Thermocycler (Bio-Rad C1000)-Programm:

1.) Initiale Denaturierung: 10 Min. bei 95°C
2.) 35 Zyklen:
a. Denaturierung: 20 Sek. bei 95°C
b. Annealing: 20 Sek. bei 58°C
c. Elongation: 40 Sek. bei 72°C
3.) Finale Elongation: 7 Min. bei 72°C
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2.4.2 Kapillargelelektrophorese

Zur Kontrolle und Auswertung der PCR wurden die PCR-Produkte auf dem
QlAxel (Kapillargelelektrophorese von Qiagen) laufen gelassen. War das PCR-
Ergebnis negativ, so wurde der ersten PCR eine nested- bzw. seminested-PCR
angeschlossen. Die nested-PCR wurde wie oben erlautert durchgefthrt. Im Un-
terschied dazu wurden hier die nested-Primer und 0.5ul des PCR-Produktes als

Template verwendet.

Alle positiven Proben (Auswertung aus dem QIAxcel) wurden mit dem ExoSAP
(USB) laut Vorschrift behandelt.

2.4.3 ExoSAP

Laborprotokoll: ExoSAP

1) 1.5ml Tubes (Schablone) beschriften

2) 0.2ml durchnumerieren

3) Je Tube:
ExoSAP 2ul
PCR-Produkt 5ul
Ansatzmenge | 7ul

4) Programm: ExoSAP

a. 15 Min. bei 37°C
b. 15 Min. bei 80°C
c. Ende bei 10°C
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2.4.4 Sequenzierreaktion (BigDye)

Nach der Behandlung mit dem ExoSAP folgt die Sequenzierreaktion laut dem
BigDye Protokoll von Applied Biosystems. Die anschlieRende Sequenzierreak-
tion wurde mit jeweils einem der o.g. Primer, getrennt fur die Vorwarts- oder
Ruckwarts-Sequenz durchgefihrt. Dazu wird als Erstes der Master-Mix vorbe-

reitet. Siehe dazu folgendes Pipettierschema.

H,0 (steril) 4l
2,5x Puffer 6ul
BigDye 2ul
Primer 1l
Ansatzmenge 13l

Laborprotokoll: Sequenzierreaktion mit BigDye (Methode nach Sanger)

1) Zu dem ExoSAP-Ansatz (7ul) den Master-Mix (13ul) dazugeben (insgesamt
20ul Sequenzieransatz)

2) Programm: SeqKurz

a. 35 Zyklen
i. 10 Min. bei 95°C
ii. 10 Sek. bei 95°C
ii. 10 Sek. bei 55°C
iv. 2 Min. bei 60°C

b. 10°C Ende

35



2.4.5 DNA-Fallung

Nach erfolgter Sequenzierreaktion wird eine grof3volumige DNA-Fallung vorge-

nommen.

Laborprotokoll: DNA-Fallung

1) Kuihlzentrifuge anstellen, auf 4°C abklhlen lassen

2) In 1.5ml Tube: max. 30 Platze in der Kihlzentrifuge

H,0 (steril) 170pl
3M NaAc 17l
Sequenzierreakton 20ul
EtOH (100%) 500ul
Ansatzmenge 7074l
3) Ansatz kurz vortexen + schwenken
4) Kuihlzentrifuge: 20 Min. bei 4°C (14.000rpm)
5) Sofort 2x absaugen, ohne das Pellet zu entfernen
6) Ca. 10 Min. lufttrocknen lassen
2.4.6 Analyse

Die Pellets werden in 30ul Formamid geldst und anschlieRend im 3100 Genetik

Analyser (Applied Biosystem) sequenziert.

Zur Uberpriifung wurde die KRAS-Sequenz der Exons 2 (speziell Codon 12/13)
und 3 (speziell Codon 61) mit der KRAS-Referenzsequenz (NM_033360) ver-
glichen.

2.5 Statistik

Um den Zusammenhang zwischen histologischem Tumortyp, Tumorstadium
und Genamplifikationen darzustellen, wurde der Chi-Quadrat-Test angewandt.
Um Gruppenunterschiede zwischen den histologischen Tumortypen bezlglich
des Manifestationsalters und des KRAS-Amplifikationsniveaus zu ermitteln,

wurde eine ANOVA (Varianzanalyse) durchgefthrt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 KRAS-Amplifikation in Keimzelltumoren

3.1.1 Pravalenz der KRAS-Amplifikationen

Von 263 Keimzelltumoren des Hodens konnten insgesamt 227 (86.3%) erfolg-
reich mit der FISH analysiert werden. Bei 36 Tumoren konnte kein Resultat er-
zielt werden, weil entweder der entsprechende Gewebespot auf dem TMA-
Schnitt fehlte (n=7, 2.7%), oder weil kein Fluoreszenzsignal flr
KRAS/Zentromer12 sichtbar war (n=31, 11.8%). Von den insgesamt 227 aus-
wertbaren Fallen zeigten 23 (10.1%) eine KRAS-Amplifikation und 64 (28.2%)
zeigten Gains. Die SE waren zu 12.2% (n=16/131) amplifiziert, die NiSe zu
6.8% (n=5/73) und die CT zu 8.7% (n=2/23). Fir die Gains wurden in den ent-
sprechenden Entitaten folgende Werte ermittelt. In den SE wurden 26.7%
(n=35) Gains gefunden, in den NiSe 28.8% (n=21) und in den CT 34.8% (n=8).

Alle weiteren Werte kbnnen der Tab. 4 enthommen werden.

Tabelle 4: Haufigkeiten der KRAS-Kopiezahlveranderungen in Seminomen
(SE), Nicht-Seminomen (NiSe) und in Kombinierten Keimzelltumoren (CT). (Ab-

solute Zahlen)

N Normale % Gain % Amplifikation %
Alle 227 61.7 (140) 28.2 (64) 10.1 (23)
SE 131 61.1(80) 26.7 (35) 12.2 (16)
NiSe 73 64.4 (47) 28.8 (21) 6.8 (5)
CT 23 56.5 (13) 34.8 (8) 8.7 (2)

In der vorliegenden Untersuchung wurde gepruft, ob sich die Haufigkeit von
KRAS-Veranderungen in den verschiedenen Tumorentitaten unterscheidet.
Dies war jedoch nicht der Fall; fur die Seminome im Vergleich zu den Nicht-
Seminomen lag der p-Wert fir Amplifikationen bei 0.228 und fir die Gains bei
0.949 (siehe Tab. 5). Daraus |aRt sich schlieRen, dass mit hoher Wahrschein-
lichkeit kein Gruppenunterschied bezlglich der getesteten Merkmale vorhanden

ist. Entsprechend verhalt es sich sowohl bei dem Vergleich von NiSe mit CT als
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auch von SE mit CT. Die entsprechenden p-Werte sind der Tab. 5 zu entneh-

men.

Tabelle 5: Vergleich der p-Werte zwischen Seminomen (SE), Nicht-Seminomen
(NiSe) und Kombinierten Keimzelltumoren (CT) bezlglich des Vorkommens von

Amplifikationen und Gains.

Test p-Wert Amplifikation p-Wert Gain
NiSe vs. SE 0.228 0.949
NiSe vs. CT 0.686 0.541
SE vs.CT 0.739 0.493

3.1.2 Vergleich des Amplifikationsniveaus

Seminome zeigten im Vergleich zu Nicht-Seminomen hohere KRAS-
Kopiezahlen in den amplifizierten Fallen. Wahrend die SE-Amplifikationen eine
durchschnittliche KRAS-Kopiezahl von 16.6 (n=16) zeigten, wiesen die NiSe im
Mittel nur 6.2 (n=5) Kopien pro Zellkern auf (p=0.065, Abb. 2).
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Abb. 2: KRAS-Kopiezahlhéhe in NiSe bzw. SE in Boxplot-Darstellung.
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Auch die mittlere Ratio KRAS/Cen12 war in den Seminomen hdher (6.9, n=16)
als in den NiSe (2.9; n=5). Allerdings war dieser Unterschied statistisch nicht
signifikant (p=0.7119, Abb. 3).
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Abb. 3: Ratio KRAS/CEN12 in NiSe bzw.SE in Boxplot-Darstellung.

3.1.3 Amplifikations-Typus

Die unterschiedlichen Kopiezahlen in den Seminomen und Nicht-Seminomen
waren mit einer unterschiedlichen Amplikon-Morphologie assoziiert. So zeigten
9/16 KRAS amplifizierte Seminome deutliche Signalcluster (HSR-Typus, siehe
Abb. 4) mit durchschnittlich 24.6 Genkopien, wahrend 5/5 NiSe eine gleichma-
Rige Verteilung der Gensignale im Zellkern (,Double-minute“-Typus, siehe Abb.

5) mit durchschnittlich nur 6.2 KRAS-Kopien aufwiesen.
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Abb. 4: Darstellung einer KRAS high-level Amplifikation vom HSR-Typus (ca. 50 Gensignale,

Gen/Cen12 Ratio:18) in einem Seminom-Fall.

Abb. 5: Darstellung einer KRAS-Amplifikation vom ,Double minute“-Typus in einem Nicht-
Seminom Fall (ca. 10 Gensignale, Gen/Cen12 Ratio: 3,6).
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Die Abb. 6 zeigt zum Vergleich einen normalen Fall ohne Genkopiezahlveran-

derungen.

Abb. 6: Darstellung normaler Zellkerne mit zwei Gen- und zwei Zentromer-Signalen.

Der direkte Vergleich der SE und NiSe bezlglich der Amplikon-Morphologie,
ergab ein hoch signifikant haufigeres Vorkommen von Signalclustern in den SE
(siehe Abb. 7, p=0.009).

Double minute - Typus vs. Cluster-
Amplifikationen in SE und NiSe

100%
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0%

NiSe (n=5) SE(n=16)

B DM-Typus = Cluster

Abb. 7: Verteilung unterschiedlicher Amplikon-Morphologien (DM-Typus, Cluster (HSR-Typus))
in Seminomen (SE) und in Nicht-Seminomen (NiSe) (p=0.009).
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3.2 Manifestationsalter

Wir haben insgesamt 148 auswertbare SE-, NiSe- und CT-Falle untersucht, bei
denen das Lebensalter bei Diagnosestellung bekannt war. Darunter befanden
sich 89 Seminome, 36 NiSe und 23 CT. Es konnte gezeigt werden, dass sich
NiSe im Durchschnitt 8 Jahre fruher als SE und 4 Jahre friher als CT klinisch
manifestieren (p= <0.0001, Tab. 6).

Tabelle 6: Vergleich des durchschnittlichen Manifestationsalters (MA) in Semi-

nomen (SE), Nicht-Seminomen (NiSe) und Kombinierten Keimzelltumoren (CT)

Typ N MA p-Wert
Alle 148 35.0

SE 89 37.5

NiSe 36 29.5

CT 23 343 <0.0001

In 15 (710.1%) von 148 Fallen haben wir eine Amplifikation gefunden und in wei-
teren 41 (27.7%) Fallen zeigten sich Gains. Je junger die Patienten zum Zeit-
punkt der Diagnosestellung/klinischen Manifestation waren, desto haufiger wur-
de eine KRAS-Amplifikation beobachtet. Dieser Unterschied erwies sich als
signifikant (p= 0.038). Fir die einzelnen Tumorentitaten konnte dieser Unter-
schied nicht nachgewiesen werden. Alle Ergebnisse zu dieser Untersuchung
sind in der Tab. 7 aufgefuhrt.
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Tabelle 7: Durchschnittiches Manifestationsalter (MA) in Seminomen (SE),
Nicht-Seminomen (NiSe) und Kombinierten Keimzelltumore (CT) im Vergleich
mit der KRAS-Kopiezahlhéhe

Typ MA Normal MA Gains (N) MA Amplifikationen (N) p-Wert

Alle 36.5 (92) 32.8 (41) 31.9 (15) 0.038
SE 38.8 (57) 35.7 (22) 33.6 (10) 0.127
NiSe  30.4(22) 28.7 (11) 25.3 (3) 0.562
cT 36.8 (13) 30.4 (8) 33.5(2) 0.302

3.3 KRAS-Amplifikationen und pT-Kategorie

Wir haben insgesamt 140 auswertbare SE-, NiSe- und CT-Falle untersucht,
denen eine pT-Kategorie (pT1 und pT2 und héher) zugeordnet werden konnte.
Darunter befanden sich 85 Seminome, 33 NiSe und 22 CT. In 13 (9.3%) Fallen
haben wir eine Amplifikation beobachtet und in 41 (29.8%) Fallen zeigten sich
Gains. Die Verteilung der Amplifikationen und Gains auf die Tumorentitaten und

pT-Kategorien ist der Tab. 8 zu entnehmen.

Tabelle 8: Gegenuberstellung von pT-Kategorie und KRAS-Kopiezahlniveau in

den untersuchten Tumorentitaten

Typ pT-Stadium Gain N Amplifikation N p-Wert
Alle Tumoren (SE/NiSe/CT) pT1n=106 31 10

2 pT2 n=34 10 3 0.994
SE pT1 n=62 16 8

2 pT2 n=23 6 1 0.458
NiSe pT1 n=27 10 1

2 pT2 n=6 1 2 0.123
CT pT1 n=17 5 1

2pT2n=5 3 0 0.398
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In dieser vergleichenden Untersuchung zwischen der pT-Kategorie und der
KRAS-Kopiezahlhéhe in SE, NiSe und CT konnte kein signifikanter Zusam-
menhang aufgezeigt werden. Es liegt daher mit groRer Wahrscheinlichkeit kein

Gruppenunterschied vor.

3.4 Sequenzierung

Von den 23 amplifizierten Fallen konnten 13 Tumore sequenziert und auf Muta-
tionen untersucht werden. Dabei wurde speziell auf Codon 12/13 (Exon 2) und
Codon 61 (Exon 3) geachtet. Die untersuchte Kohorte setzt sich aus insgesamt
10 Seminomen, 1 Nicht-Seminom und 2 Kombinierten Keimzelltumoren zu-
sammen. In 4 von 10 Seminomen konnten Amplifikationen vom Cluster-Typus
beobachtet werden. Die restlichen untersuchten Tumoren zeigten Amplifikatio-
nen vom DM-Typus. Alle untersuchten Tumoren erwiesen sich als Wildtypen,

es wurden keine KRAS-Mutationen beobachtet.
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4 DISKUSSION

Genetische Instabilitat, verursacht durch viele Faktoren, wie beispielsweise ge-
netische Pradisposition oder die Exposition mit Kanzerogenen, kann eine Ursa-
che fur die Kanzerogenese in unterschiedlichen Gewebetypen sein. Genampli-
fikationen kdnnen durch solch eine Instabilitat entstehen (Albertson 2006). Seit
der Entdeckung der HER2/neu-Amplifikation in Drisengewebe der Brust (King
et al. 1985) haben viele Forschungsarbeiten zeigen kdnnen, dass die Her2/neu-
Amplifikation ein entscheidender Faktor fur die Tumorbildung ist (Ross und
Fletcher 1998). Weitere in Tumoren amplifizierte Onkogene sind unter Anderen
MYCN, EGFR und KRAS (Schwab 1999). Somit ist sehr wahrscheinlich, dass
Genamplifikationen fur die Entstehung vieler Tumortypen verantwortlich sind. In
der vorliegenden Arbeit wurde der Amplifikationsstatus von KRAS, welches das
vermutliche Zielgen der 12p11-Amplifikation ist, in Keimzelltumoren untersucht.
Hierbei standen 131 Seminome (SE), 73 Nicht-Seminome (NiSe) und 23 Kom-

binierte Keimzelltumoren (CT) zur Verfugung.

Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass KRAS haufig (710.1%, vgl. Tab. 4) in
den Keimzelltumoren amplifiziert vorliegt, was sich gut mit den Ergebnissen von
Roelofs et al., die eine 12p11-Amplifikation in 8% der Keimzelltumoren finden
(Roelofs et al. 2000), deckt. Die Analysen dieser Arbeit zeigen, dass die KRAS-
Amplifikationshaufigkeit in den untersuchten Typen der Keimzelltumoren nur
geringfugig variiert. Dabei wurde eine Verteilung der Amplifikationen von 12.2%
in den SE, 6.8% in den NiSe und 8.7% in den CT (vgl. Tab. 4) beobachtet. Zwar
war der Unterschied zwischen den Seminomen und Nicht-Seminomen in der
vorliegenden Untersuchung nicht statistisch signifikant (p=0.228, vgl. Tab. 5).
Es ist aber zu vermuten, dal dieser Umstand vielleicht lediglich auf die insge-
samt geringe Fallzahl amplifizierter Tumoren (insgesamt 21/204) zurtckzufih-
ren ist. Ahnliche Ergebnisse kommen auch aus friiheren Studien (zusammen-
gefaldt in Eble et al. 2004). So sprechen die Ergebnisse einiger Publikationen,
die die zellularen Eigenschaften der NiSe untersucht haben, dafir, dass die
NiSe eher seltener amplifiziert sind als die SE (Roelofs et al. 2000, Zafarana et

al. 2002, Zafarana et al. 2003). Allem Anschein nach sind die NiSe weniger ab-
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hangig von hochgradigen Amplifikationen im Sinne eines Uberlebenssichernden
Faktors. Mdglicherweise werden in den NiSe andere Mechanismen aktiv, die
einen Selektionsvorteil bieten. So lassen sich NiSe in-vitro kultivieren, ohne
dass Amplifikationen vorhanden sind, wahrend die SE erst durch high-level
Amplifikationen diese Fahigkeit erlangen (Zafarana et al. 2002). Dies hangt da-
mit zusammen, dass nur die amplifizierten Seminome verminderte Apoptosera-
ten zeigen (Roelofs et al. 2000). Es wird vermutet, dass die NiSe die Expressi-
on relevanter 12p Gene unabhangig von der Genkopiezahlhéhe hochregulieren
konnen. So wurden in den NiSe hdhere Expressionsraten der im Amplikon loka-
lisierten Gene beobachtet als in den amplifizierten SE (Zafarana et al. 2002,
Zafarana et al. 2003). Es kann davon ausgegangen werden, dass die Untersu-
chung einer grolleren Gruppe einen statistisch signifikanten Unterschied hin-
sichtlich der Amplifikationshaufigkeit in Seminomen und Nicht-Seminomen zei-

gen wird.

Die FISH-Analyse ergab, dass in den Nicht-Seminomen ausschliel3lich Amplifi-
kationen (5/5, 100%) des sogenannten ,Double-minute“ Typus (vgl. Abb. 5)
vorlagen, wahrend sich in den Seminomen zu 56% Amplifikationen des HSR-
Typus zeigten (vgl. Abb. 4). Der Unterschied bezlglich des Amplifikationstypus
stellt sich statistisch hoch signifikant dar (vgl. Abb. 7; p= 0.009). Diese Be-
obachtung kénnte darauf hinweisen, dass zumindest bei einem Teil der SE die
Amplifikation durch einen anderen Mechanismus entsteht und vielleicht eine
andere Ursache hat. Es gibt allerdings keine Regel, dass bestimmte Gene nur
nach dem einen oder dem anderen Typus amplifiziert werden. Die Beobach-
tung, dass SE haufiger den HSR-Typus zeigen, muss daher nicht bedeuten,
dass ein anderes Gen die Amplifikation treibt als bei den NiSe. Mdglich ist es,
dass in diesen Tumortypen ein unterschiedlicher Mechanismus der genetischen
Instabilitdt oder der DNA-Reparatur vorherrscht, welcher die Entstehung des
einen oder anderen Amplifikationstypus bevorzugt. Beispielsweise konnen bri-
chige chromosomale Regionen (engl.: fragile sites), Defekte der DNA-
Replikation oder Defekte der Telomere, wie beispielsweise der Strukturverlust,
die Entstehung der HSR-Amplifikationen beglnstigen (Albertson 2006). Beson-
ders Strukturverluste der Telomere und DNA-Doppelstrangbriche (DNA-DSB)
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sollen im Rahmen des sog. ,Breakage-Fusion-Bridge“-Modells die Entstehung
der HSR-Amplifikation fordern (McClintock 1942). Dies liegt unter anderem da-
ran, dass die Telomere einen Verlust von biologisch relevanten codierenden
DNA-Sequenzen verhindern und das Chromosom strukturell stabilisieren. Mit
jedem Zellzyklus kommt es im Zuge der DNA-Replikation zur Verklirzung der
Telomere um 40-50bp. Sobald die Telomere kritisch verkirzt sind, kommt es in
den somatischen Zellen zu einem Proliferationsstopp. In vielen Tumoren kommt
es zur Reaktivierung der Telomerase, was ihnen, da die Telomere verlangert
werden, eine gesteigerte Proliferation erlaubt (Albertson 2006). Kommt es in
Tumoren zur weiteren Proliferation, ohne Reaktivierung der Telomerase und
somit zur weiteren Verklrzung der Telomere, so beglnstigt dies die Fusion
zweier Chromatiden an den Telomerenden (Londono-Vallejo 2004, Sabatier et
al. 2005). In einer Studie von Nowak et al. konnte gezeigt werden, dass SE er-
heblich kirzere Telomere als die NiSe zeigen. Die NiSe besitzen lange Telome-
re ahnlich wie die humanen Spermien mit TRF >23kb (Telomeric restriction
fragment), wahrend die Telomerlange in den SE starken Schwankungen unter-
liegt. SE mit besonders verkurzten Telomeren zeigen eine TRF <5 kb (Nowak et
al. 2000). Diese starke Verklrzung der Telomere in den SE kdnnte daflr spre-
chen, dass vor allem dieser Subtyp der Keimzelltumoren Amplifikationen vom
HSR-Typus entwickelt. Wie oben bereits erwahnt, kdnnen auch DNA-DSB die
Entstehung der HSR-Amplifikation beglnstigen. Die Verwendung von ionisie-
renden Strahlen ist eine haufig verwendete Therapiestrategie bei der Behand-
lung von Krebspatienten. Auch in der Therapie der Keimzelltumoren findet die
Bestrahlung Anwendung (Looijenga et al. 2007). Durch die Bestrahlung der
Tumoren entstehen Strangbriche, die eine (erhéhte) Expression von P53 ver-
ursachen, was in Apoptose resultiert (Looijenga et al. 2007, di Pietro et al.
2005). Das WT (Wildtyp) p53-Protein ist somit ein wichtiger Tumorsupressor,
dessen Funktion darin besteht das Genom vor akkumulierenden DNA-Schaden,
zu bewahren und die Weitergabe dieser DNA-Schaden an die Tochterzelle zu
verhindern. Jedoch liegt in ca. 50% aller Tumore ein mutiertes p53 vor, was
zum Funktionsverlust fuhrt und somit kein Zelltod durch dieses Protein mehr

herbeigeflihrt werden kann (Song und Xu 2007). Trotz der Tatsache, dass in
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den TGCT der WT des p53 exprimiert wird, reagieren die SE sensibler auf die
Bestrahlung als die NiSe. Das mangelnde Ansprechen der NiSe gegenuber der
Bestrahlung liegt daran, dass diese fahig sind, die durch Bestrahlung typi-
scherweise entstandenen DNA-DSB zu reparieren (Oosterhuis und Looijenga
2005) und somit der Apoptose zu entgehen. In Zelllinien (Coquelle et al. 1997,
Pipiras et al. 1998) und Mausmodellen (Difilippantonio et al. 2002, Zhu et al.
2002) konnte gezeigt werden, dass DNA-DSB die Entstehung von HSR-
Amplifikationen im Rahmen des BFB-Modells initiieren kdnnen. Somit ist wahr-
scheinlich, dass die Existenz von Reparaturmechanismen, welche die DNA-
DSB reparieren, die NiSe-Zellen vor der Amplifikationsentstehung schitzen. Es
ist moglich, dass die SE eine genetische Vulnerabilitat gegentber der Entste-
hung von HSR-Amplifikation haben, wahrend die NiSe einen gewissen Schutz
besitzen. Dieses Ergebnis konnte somit Ausdruck unterschiedlicher genetischer
Instabilitat sein. Dartber hinaus kdnnte dies auch eine mdgliche Erklarung daftr
sein, warum die KRAS-Amplifikation haufiger in den SE als in den NiSe zu fin-
den ist. Ein solcher Unterschied ist im Einklang mit der Theorie, dass die Keim-
zelltumoren einer gemeinsamen Krebsvorstufe (TIN) abstammen und sich dann
unabhangig voneinander weiterentwickeln (Mcintyre et al. 2008, Skakkebaek
1972). Gleichzeitig besteht ein Widerspruch zu der Annahme, dass die Keim-
zelltumoren sich linear von der TIN Uber die SE zu den NiSe entwickeln (Oliver
1987, Oosterhuis et al. 1989). Ob diese Begrundungen mdgliche Erklarungen
fur das seltenere Vorkommen von HSR-Amplifikationen in den NiSe sind, muss
in weiteren Studien untersucht werden. Ein denkbarer Grund daflr, warum bis-
her keine Studie einen Unterschied bezuglich der Amplifikations-Typen in den
Keimzelltumor Subtypen beobachten konnte, ist eine unterschiedliche Definition
der untersuchten Amplifikationen. So wurde in den bisher gréfdten Studien die
Amplifikation definiert als >15 Genkopien pro Interphasekern (Mostert et al.
1998, Roelofs et al. 2000, Zafarana et al. 2002). Wahrend wir in der vorliegen-
den Studie die Amplifikation als Ratio >2 definieren. Da die beobachteten DM-
Amplifikationen maximal etwa 10 Kopien pro Interphasekern aufweisen, ist die
Definition der Amplifikation mit >15 Gensignalen pro Interphasekern zu hoch,

um diesen Typ der Amplifikation zu detektieren.
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Neben den KRAS-Amplifikationen wurden in vielen Tumortypen (z. B. Lunge,
Kolon) haufig Mutationen im KRAS-Gen gefunden. Diese betrifft fast immer (>
98%) das Codon 12/13 und Codon 61 (<2%). Diese Mutation fuhrt zu einer
permanenten Aktivierung des KRAS-Proteins unabhangig von der tbergeordne-
ten Signalkaskade Uber z. B. EGFR. Weil Amplifikationen und Mutationen beide
zu einer Aktivierung fuhren, erscheint es unwahrscheinlich, dass beide Veran-
derungen in einem Tumor gleichzeitig auftreten. Um diese Theorie zu prufen,
wurde eine Mutationsanalyse mittels Sequenzierung durchgeflhrt. Insgesamt
13 amplifizierte Keimzelltumoren (n=10 SE; n=1 NiSe und n=2 CT) standen flr
die Mutationsanalyse zur Verfigung. In 4 der untersuchten Falle handelt es sich
um HSR-Amplifikationen (SE), wahrend die restlichen Tumoren Amplifikationen
des DM-Typus (n=9) vorweisen. Wir konnten zeigen, dass Amplifikationen (we-
der Cluster noch DM-Typus) und aktivierende Mutationen nicht gemeinsam auf-
treten. Unsere Ergebnisse unterstlitzen somit die Aussage von Mcintyre et al.,
das Uberexpression, beispielsweise durch eine Genkopiezahlerhéhung, und
aktivierende KRAS-Mutationen sich gegenseitig ausschlieien (Mcintyre et al.
2005).

Ein weiterer Befund der Arbeit ist, dass ein frihes klinisches Manifestationsalter
haufig gemeinsam mit KRAS-Amplifikationen auftritt. Diese Beobachtung
stimmt Uberein mit den Ergebnissen von Roelofs et al. und Zafarana et al. (Ro-
elofs et al. 2000, Zafarana et al. 2002). Je hoher die KRAS-Genkopiezahl war,
desto jinger war das Alter der Patienten bei der Diagnose (vgl. Tab. 7;
p=0.038). So manifestieren sich Keimzelltumoren ohne KRAS-Zugewinne erst
in einem durchschnittlichen Lebensalter von 36.5 Jahren. Patienten, deren Tu-
moren KRAS-Zugewinne zeigen, erkranken bereits durchschnittlich im Alter von
32.8 Jahren (Gain) bzw. 31.9 Jahren (Amplifikation). Diese Beobachtung konnte
dadurch erklart werden, dass bei einer Amplifikation meist nur ein relativ kleiner
Abschnitt vermehrt wird. Dies ist die Folge eines Selektionsprozesses, bei dem
Zellen aufgrund der erhéhten Kopiezahl und Uberexpression eines ganz be-
stimmten Gens, wie z.B. KRAS, einen Wachstumsvorteil erlangen kénnen. Die-
se Annahme beruht unter anderem auf Entdeckungen, wie sie von Heidenblad

et al. gemacht wurden. So identifizierte diese Forschungsgruppe 6 Tumorzellli-
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nien mit KRAS-Amplifikation und fand in allen 6 Zelllinien eine erhdhte KRAS-
Expression im Vergleich zu Zelllinien mit normaler KRAS Kopiezahl (Heiden-
bald et al. 2002). In zwei unabhangigen Studien von Winter et al. und Puciani et
al. konnte im Zelllinienmodell gezeigt werden, dass schon eine moderate Ampli-
fikation von KRAS zu einer klaren Erhéhung der Tumorgenitat fihrt (Winter und
Perucho 1986, Pulciani et al. 1985). Im Rahmen dieser Arbeit konnte keine Ex-
pressionsanalysen an KRAS amplifizierten und nicht-amplifizierten Tumoren
durchgefuhrt werden. Jedoch konnte von Anderen gezeigt werden, dass eine
gesteigerte KRAS-Kopiezahl positiv mit der Hohe der Expression in Keim-
zelltumoren korreliert (Mclntyre et al. 2005, Rodriguez et al. 2003). Die Zellen,
die eine Amplifikation aufweisen, zeigen eine geringere Apoptoserate und ein
langeres Uberleben (Roelofs et al. 2000), was durchaus mit einer gesteigerten
KRAS-Expression zusammenhangen kann. Geht man nun davon aus, die Amp-
lifikation sei ein relativ frihes Ereignis in der Tumorgenese, so resultiert eine
Senkung der Apoptoserate bei unveranderter Proliferation in schnellerem Tu-
morwachstum und in friherer klinischer Prasentation (Roelofs et al. 2000). An-
gesichts dieser Beobachtungen deutet einiges darauf hin, dass eine gesteigerte
KRAS-Kopiezahl mafdgeblich mitverantwortlich fur die frihere Manifestation der
Keimzelltumoren ist. Dartber hinaus konnte in dieser Studie gezeigt werden,
dass NiSe im Durchschnitt friiher klinisch auffallig werden als die CT und die
SE. Die NiSe prasentieren sich etwa 4 Jahre friher als die CT und 8 Jahre fru-
her als die SE, dieser Unterschied ist statistisch hoch signifikant (vgl. Tab 6; p=
<0.0001). Auch andere Forschungsgruppen kommen zu ahnlichen Resultaten
(Mclntyre et al. 2008, Rodriguez et al. 2003). Das Ergebnis unterstitzt die The-
orie, die NiSe seien weniger abhangig von Amplifikationen als die SE im Sinne
eines wachstumsférdernden Faktors. Somit ist dieser Sachverhalt dahin gehend
theoriekonform, als dass sich die NiSe trotz des selteneren Auftretens der
12p11-Amplifikation (Eble et al. 2004) statistisch signifikant (p=<0.0007) friher
klinisch manifestieren als die SE. Diese hingegen manifestieren sich nur dann
ahnlich frih wie die NiSe, wenn sie amplifiziert sind (Zafarana et al. 2002). Auch
dieses Ergebnis unterstitzt die Theorie, die Keimzelltumoren entstammen einer

gemeinsamen Krebsvorstufe und entwickeln sich darauf unabhangig voneinan-
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der zu SE, NiSe oder CT (Mclntyre et al. 2008, Skakkebaek 1972). Eine weitere
denkbare Fragestellung ware, die Vulnerabilitat fur die Entstehung der KRAS-
Amplifikation unterlage einem Vererbungsmechanismus. Diese Fragestellung
basiert auf der Beobachtung von Mai et al., die zeigen konnten, dass es in Fa-
milien mit Keimzelltumoren, verglichen mit der Allgemeinbevdlkerung, nicht nur
zur haufigeren, sondern auch zur friheren Erkrankung kommt (Mai et al. 2009).
Mdglicherweise ist die KRAS-Amplifikation auch in diesen Fallen fur eine frihe-
re Manifestation verantwortlich. Eine genetische Pradisposition kdnnte moglich-
erweise darin begrindet sein, dass es zur Vererbung eines Phanotypen kommt,
(,amplifier phenotype®) (Albertson 2006), der strukturelle genetische Aberratio-
nen wie die Entstehung der KRAS-Amplifikation begunstigt. Die daraus resultie-
rende KRAS-Amplifikation wurde durch Steigerung der Onkogenitat zur frihe-
ren Manifestation fihren. Auch wenn diverse Beobachtungen die Annahme un-
terstutzen, dass es eine genetische Grundlage fur die Entstehung von Amplifi-
kationen wie den ,amplifier phenotype® gibt, so sind dennoch die verantwortli-
chen Prozesse, die diesen Typ der genetischen Instabilitat beglinstigen, noch
nicht eindeutig identifiziert worden (Albertson 2006). Ob eine genetische Vulne-
rabilitat fur die Entstehung der KRAS-Amplifikation tatsachlich einem Verer-
bungsmechanismus unterliegt, muss somit noch erforscht werden. Beispiels-
weise konnten Gewebeproben von Patienten, in deren Familie es zu einer Ak-
kumulation von Keimzelltumoren gekommen ist, auf KRAS-Amplifikationen un-
tersucht werden. Ein haufigeres Auftreten in dieser Patientengruppe ware ein
sicheres Indiz fur die familiare Vererbung einer Vulnerabilitat fur die Entstehung
der Amplifikation. Uber dies hinaus ware die KRAS-Amplifikation auch ein prog-

nostischer Marker fur familiar bedingte frihere Erkrankung.

Zusatzlich konnten in der vorliegenden Arbeit Ergebnisse, zwar ohne statisti-
sche Signifikanz, jedoch mit klaren Tendenzen erhoben werden. Dazu gehort,
dass die SE durchschnittlich eine tendenziell signifikant héhere KRAS-
Kopiezahl zeigen als die NiSe (vgl. Abb. 2; SE: 16.6 Kopien, NiSe:6.2 Kopien;
p= 0.069). Diese Tendenz kdnnen wir fir die Ratio KRAS/CEN12 nicht be-
obachten (vgl. Abb. 3; p= 0.719). Es ist sehr wahrscheinlich, dass dieser Zu-

sammenhang dadurch begriindet werden kann, dass in den SE haufiger Clus-
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ter-Amplifikationen beobachtet wurden, welche sich mit einer durchschnittlichen
Amplifikationshohe von 24.6 Genkopien pro Zellkern prasentieren, wahrend
sich die Amplifikationen in den NiSe (DM-Typus) nur mit durchschnittlich 6.2
Genkopien pro Zellkern darstellen. Ahnlich wie bereits erwahnt unterstiitzt diese
Beobachtung die Hypothese, dass in diesen Tumortypen mdglicherweise gene-
tische Unterschiede vorliegen, die die Entstehung des einen oder anderen
Amplifikationstypen unterstitzen. Mdglicherweise sind die SE empfanglich fur
sehr hohe Cluster-Amplifikationen, wahrend in den NiSe entweder Mechanis-
men aktiv sind, die diese unterdriicken kénnen, oder Gegebenheiten vorliegen,
die diese Uberflussig machen. Dartber hinaus kénnte in den SE ein hdherer
Selektionsdruck bestehen, wodurch Zellen mit hohen Amplifikationen einen Se-
lektionsvorteil erlangen. Dieser Zusammenhang konnte fur die Ratio zwar nicht

bestatigt werden, vermutlich aber vor allem wegen der geringen Fallzahl.

Die Bedeutung der KRAS-Amplifikation in den Keimzelltumoren resultiert aus
diversen Hinweisen wie friherer Manifestation (Roelofs et al. 2000, Zafarana et
al. 2002), verminderter Apoptoserate, gesteigertem in-vitro Uberleben (Roelofs
et al. 2000) und verstarkter Proteinexpression (Mclintyre et al. 2005, Rodriguez
et al. 2003). Gleiches gilt fur die Annahme, dass es durch die Hochregulation
der Ras-Signalkaskade zur Forderung des Zelliberlebens sowie invasiver Mig-
ration und starker Proliferation kommt (Mclintyre et al. 2008). Dass bereits in
praneoplastischem Gewebe Strukturverluste der Telomere beobachtet wurden,
von denen angenommen wird, die Entstehung der Amplifikation zu férdern, un-
terstutzt die Annahme der Amplifikation als frihes Ereignis in der Tumorgenese
(Albertson 2006). Dass die Amplifikation nur in den invasiven Tumoren, nicht
aber in deren gemeinsamer Vorstufe (TIN) nachgewiesen wurde (Roelofs et al.
2000, Summersgill et al. 2001), deutet darauf hin, dass eine Uberreprasentation
der im Amplikon lokalisierten Gene, darunter auch KRAS, fur die Progression
von der prainvasiven zur invasiven Tumorform entscheidend ist. Dennoch konn-
te bisher keine Studie einen Zusammenhang zwischen der Amplifikation und
dem Tumorstadium aufzeigen. So fanden Roelofs et al. keine Korrelation mit
dem klinischen Stadium oder der GrofRe des Tumors (Roelofs et al. 2000). Auch

in der vorliegenden bisher grof3ten Studie konnte keine Korrelation zwischen
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der KRAS-Amplifikation und der pT-Kategorie bestatigt werden. Das konnte
zum einen daran liegen, dass die Zahl der untersuchten Gewebe (n= 740) viel-
leicht zu gering und damit nicht vollkommen reprasentativ war und zum Ande-
ren daran, dass zu wenig Gewebe hochgradiger pT-Kategorien (pT2-pT4) in die
Untersuchung eingegangen sind (vgl. Tab. 8). Es ist nicht auszuschliessen,
dass in einer groRer angelegten Studie mit starkerer Reprasentation héhergra-
diger Tumoren (pT2-pT4) eine positive Korrelation zwischen der Amplifikation
und dem Tumorstadium gefunden werden kénnte, wie es auch in anderen Tu-
moren der Fall ist (z. B. Mamma-Karzinome und EGFR1-Amplifikation (Moelans
et al. 2010)). Dabei ist anzumerken, dass sich die Erstellung einer solchen Ko-
horte als schwierig erweisen konnte. Das liegt daran, dass sich die meisten Pa-
tienten aufgrund der guten Diagnostizierbarkeit in frihen klinischen Stadien
prasentieren (80%, kS I) (Albers et al. 2008).

In dieser Studie erreichen wir nicht die von der Literatur vorbeschriebenen 80%
Zugewinne (Gains) auf Chromosomen 12p (Atkin und Baker 1982, Oosterhuis
und Looijenga 2005, van Echten et al. 1995). Dies liegt wahrscheinlich teilweise
an Zahlfehlern, z.B. auf Grund ausgeschnittener Zellkerne. Daruber hinaus
konnte diese Problematik aber auch darin begrindet sein, dass der Genkopie-
zahl-Status (Ratio) rein mathematisch definiert ist und einen Mittelwert der Zel-
len innerhalb eines Gewebespots darstellt. Eine Zelle ist dann ,Normal®, wenn
die Ratio 1 ist. So erscheint in den Ergebnissen ein Fall mit einer Ratio 2/2
(Gensignale/Zentromersignale) als ,Normal“. Ein Fall ist aber beispielsweise
auch dann definitionsgemals Normal, wenn die Ratio 5/5 ausfallt. So lange ein-
deutige Fallsituationen vorliegen (z. B. Ratio: 2/2, oder Ratio: 8/2) ist dies kein
Problem. Das andert sich, wenn die Signalhéhe beider Sonden nahe zu gleich
hoch erscheint. Erschwert wird die Auswertung zusatzlich durch das haufige
Vorkommen von Polyploidien in den TGCT. Es zeigen sich in unseren Ergeb-
nissen insgesamt 96 Falle mit dem Status ,Normal“, bei denen mehr als zwei
KRAS-Gensignale gezahlt wurden. Es ist mit einiger Wahrscheinlichkeit davon
auszugehen, dass sich unter diesen Fallen auch Falle befinden, die eigentlich

zu den Gains hatten gezahlt werden mussen. Rechnen wir diese Falle zu der
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Gruppe mit KRAS-Zugewinnen dazu, wachst die Gruppe mit 12p11-

Zugewinnen von 38.8% auf Uber 80%.

Diese Studie ist ein Beispiel fur die Effizienz der Gewebemikroarray-
Technologie zur Detektion von seltenen molekularen Veranderungen. Die Ana-
lyse von 227 Tumoren mit klassischen Verfahren — Schnitt fir Schnitt an jedem
Tumor einzeln — ware im Rahmen der zur Verfigung stehenden Zeit nicht mog-
lich gewesen. Die TMA-Technologie erlaubt dariber hinaus ein Mal3 an Stan-
dardisierung der Analyse, das mit herkdmmlichen Methoden nicht erreichbar ist.
Weil die Menge an Sonde, die in einem Versuchsansatz hergestellt werden
kann, begrenzt ist, hatten im klassischen Verfahren nur etwa 15 Objekttrager
mit derselben FISH-Sonde analysiert werden kénnen. Abgesehen von den
enormen Kosten der Reagenzien, die bei der Herstellung von FISH-Sonden fir
263 Analysen angefallen waren, muss immer mit einer gewissen Varianz der
Versuchsergebnisse je nach Qualitat der Sonde gerechnet werden. Fir die vor-
liegende Studie wurde aus mehreren Sondenansatzen die beste ausgewahilt,
sodass alle Gewebe unter genau denselben, optimalen experimentellen Bedin-
gungen ausgewertet werden konnten. Trotz der Tatsache, dass die hier vorlie-
gende Studie die mit Abstand groRte Untersuchung ist, welche sich mit der Pra-
valenz von Amplifikationen in malignen Keimzelltumoren befasst hat, konnten
einige Fragen abschlielend noch nicht beantwortet werden. Das zeigt, wie
wichtig es ist mit grollen Untersuchungsgruppen zu arbeiten. Ein solches Vor-

gehen wird durch die TMA-Technologie unterstitzt.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In Europa erkranken derzeit ca. 11.7 Manner pro 100. 000 Einwohner an Keim-
zelltumoren des Hodens (TGCT) und die Inzidenz steigt stetig. Trotz der guten
Heilbarkeit ist diese Krankheit eine bedeutende Todesursache in der Alters-
gruppe zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr. Bei der Entstehung der TGCT
scheinen genetische Faktoren eine wichtige Rolle zu spielen. Zugewinne auf
Chromosom 12p sind typische Veranderungen der Keimzelltumoren. Dabei
scheint besonders die Amplifikation des Abschnittes 12p11.2-12.1 von Bedeu-
tung zu sein. Durch eine Amplifikation kommt es in der Regel zu einer starken
Uberexpression der eingeschlossenen Gene. Befinden sich darunter Gene mit
onkogenem Potential, kann es zur Tumorbildung kommen. Es wird vermutet,
dass die GTPase KRAS ein solches biologisch relevantes Onkogen in der Tu-
morgenese der TGCT ist. In vergangenen Jahren haben sich diverse For-
schungsgruppen unter anderem mit der Pravalenz der 12p11-Amplifikation be-
schaftigt. Diese Publikationen waren bisher allerdings von relativ geringer Fall-

zahl.

Das Ziel der Studie ist daher, an einem groflieren Patientenkollektiv die Pra-
valenz, die Assoziation von KRAS-Amplifikationen und den Phanotyp von
Keimzelltumoren zu untersuchen. Dartber hinaus soll auch nach mdglichen
Zusammenhangen zwischen der KRAS-Amplifikation und dem klinischen Mani-
festationsalter, der pT-Kategorie (TNM-Klassifikation) sowie aktivierenden

KRAS-Mutationen gesucht werden.

Untersucht wurden 227 Keimzelltumoren in einem Gewebemikroarrayformat
(TMA) mittels Fluoreszenz in-situ Hybridisierung mit einer selbst hergestellten
FISH-Sonde. Des Weiteren wurden 13 amplifizierte Falle — Methode nach San-

ger — sequenziert und auf aktivierende Mutationen tberpruft.

KRAS-Amplifikationen treten in 10.1% (n=23) der untersuchten Keimzelltumo-
ren auf. Zwischen den Phanotypen (SE und NiSe) kann hinsichtlich der Amplifi-
kationshaufigkeit kein signifikanter Gruppenunterschied festgestellt werden

(p=0.228). SE zeigen im Durchschnitt eine Tendenz zu héheren Amplifikationen
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als die NiSe (p=0.065). Wobei sich die SE-Amplifikationen zu 56% als HSR-
Typus darstellen, wahrend die NiSe zu 100% in Form von ,Double- minutes®
amplifiziert sind (p=0.009). Die Patienten erkranken durchschnittlich mit 29.5
Jahren an NiSe und somit ca. 8 Jahre friher als an SE (p=0.0001). Die Patien-
ten erkranken signifikant friher, wenn der Tumor KRAS-Amplifikationen zeigt
(p=0.038). In keinem der untersuchten amplifizierten Falle (n=13) konnte eine
aktivierende KRAS-Mutation nachgewiesen werden. In der vergleichenden Un-
tersuchung zwischen der pT-Kategorie und der KRAS-Kopiezahlhdhe konnte

kein signifikanter Zusammenhang aufgezeigt werden.

Zusammenfassend unterstltzt diese Studie die Hypothese, dass KRAS ein re-
levantes Gen im 12p11-Amplikon bei Keimzelltumoren ist. KRAS-
Amplifikationen sind nicht nur haufig in SE (72,2%), sondern kennzeichnen
auch eine Patientengruppe, die besonders frih klinisch auffallig wird. Die Er-
gebnisse zeigen zudem Unterschiede in der Hohe der KRAS-Genkopiezahl und
dem Amplifikations-Typus zwischen SE und NiSe, die auf einen unterschiedli-
chen Entstehungsmechanismus und Vulnerabilitdt gegeniber der Entstehung

von Amplifikationen hinweisen kdnnten.
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6 ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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