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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Das Harnblasenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie des Harnblasenkarzinoms

Das Harnblasenkarzinom ist das siebthaufigste Krebsleiden weltweit und verzeichnet 260.000
neue Fille bei Mannern und 76.000 Neuerkrankungen bei Frauen jedes Jahr. Das Harnbla-
senkarzinom macht 3,2% der Krebserkrankungen jahrlich aus und kommt ofter bei Mén-
nern als bei Frauen vor. (Eble et al., 2004) Es ist der vierthdufigste Krebs beim Mann
nach Lunge, Prostata und Kolon. Die Tumorerkrankung wird aufgeteilt in invasive (voll-
stdndige) und oberflichliche (in situ) Karzinome mit Neubildungen unsicheren oder un-
bekannten Verhaltens. Das mittlere Erkrankungsalter beim Mann liegt bei 71, fiir Frauen
bei 74 Jahren. Somit zdhlt der Harnblasentumor zu den Erkrankungen mit relativ hohem
mittlerem Erkrankungsalter. (Robert Koch-Institut, 2008) Bei Ménnern treten 30 neue Fél-
le/Jahr/100.000 auf, wobei es bei Frauen 8 neue Félle/Jahr/100.000 zu registrieren gibt.
Insgesamt treten 200 neue Falle/Jahr/1 Mill. auf und somit 50 Todesfélle/Jahr/1 Mill. Das
bedeutet 16.000 neue Fille pro Jahr in der Bundesrepublik Deutschland. In den letzten 50

Jahren wurde eine Zunahme des Harnblasenkarzinoms von 50% festgestellt. (Hautmann
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und Huland, 2006) Bei malignen Neubildungen handelt es sich bei 90% um Urothelkarzi-
nome, welche auch Ubergangszellkarzinome genannt werden und multifokal vorkommen. In
2,8% der Fille kommen Plattenepithelkarzinome und in 1,9% der Falle Adenokarzinome bei
den Harnblasenkarzinomen vor. 75% weisen bei der Erstdiagnose ein oberflachliches Harn-
blasenkarzinom pTa oder pT1 auf, welches einzeln (unifokal) oder multipel (multifokal)

vorkommen kann.

Das Karzinom ist in Westeuropa, Nordamerika und Australien am haufigsten. Im Ver-
gleich zu Entwicklungslandern spricht man insgesamt fiir Menschen in einem hochent-
wickeltem Land von einem sechsfach hoheren Risiko, an Harnblasenkarzinom zu erkranken.
Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate liegt, durch Friitherkennung und verbesserte Therapie, fiir
Frauen bei 70% und fiir Manner bei 76%. Werden nur die invasiven Karzinome der Harnbla-
se betrachtet sinken die Fiinf -Jahres-Uberlebensraten. Sind zusitzlich noch Absiedlungen
in Lymphknoten, bestehen nur noch geringe Aussichten auf Heilung. (Eble et al., 2004;
Hautmann und Huland, 2006)

Als hohe Risikofaktoren beim invasiv-wachsenden Blasenkarzinom fiir Rezidive und Pro-
gression haben sich Multifokalitdt, Tumorgrofe >3 cm und Vorliegen eines Carcinoma in
situ (Cis) herausgestellt. Weiterhin gelten als schlechte Prognose die Ausbreitung iiber die
Blasenwand, Infiltration der Harnleitermiindung, Lymphknotenmetastasen und Fernmeta-
stasen. 70% der Tumore sind an der Hinter- und Seitenwand der Blase lokalisiert, 20% sind
im Trigonum zu finden, nur 1 — 5% panuruthelial und ca.10% am Blasendach. Insgesamt
zeigen 50% der Tumore ein multifokales Wachstum. Prognoseweisend sind Grad und Stadi-
um des Tumors, wobei fiir den invasiven pT1-Tumor dem histologischen Grad am meisten
Bedeutung zu kommt, da Patienten mit einem G1l-pT1-Tumor keine signifikant verrin-
gerte Lebenserwartung haben. Als hochster prognostischer Marker gilt die Invasionstiefe.
Tumore, die iiber die Lamina muscularis mucosae hinaus wachsen, weisen eine erhéhte Pro-

gressionstendenz auf. Hochgradige T1-Tumore zeigen eine Rezidivrate von 80%, Tumorpro-
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gression von 60% und somit eine Zehn-Jahres-Uberlebensrate von nur 35%. Hinzukommt
die lymphogene und/oder himatogene Streuung, die die Prognose nachhaltig beeinflusst.
pT1-Tumore, die Metastasen gebildet haben, senken die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate un-
ter 44%. Einige genetische Verdnderungen sind mit einer schlechteren Prognose assoziiert.
Neben Verdanderungen des TP53-Tumorsuppressor-Gens und des Rb-Genes kommen de-
nen der Cyclin-abhéngigen Kinasen, besonders P21 und P27, prognostische Bedeutung zu.

(Eble et al., 2004)

1.1.2 Klassifikation und Pathologie des Harnblasenkarzinoms

Die Harnblase (Vesica urinaria) ist ein Hohlorgan. Die Harnblase ist wie der Harnleiter
aus Schichten aufgebaut. Die luminalste Schicht ist das Ubergangsepithel (Urothel). Das
physiologische Urothel besteht aus sechs bis sieben Zellreihen, welche zum Nierenbecken
hin abnehmen, sodass sich nur noch zwei bis drei Zellreihen dort befinden. Typisch fiir
das Urothelepithel sind die “Umbrella cells” (Schirmzellen oder Deckzellen), welche lumen-
warts liegen. Diese sind von einer sialinhaltigen Mukopolysaccharidschicht bedeckt. Das
Ubergansepithel enthilt noch die Basalzellen (isoprismatisch) und die Intermedifirzellen
(polygonale), die sich im ungedehnten Zustand der Blase gut auseinander halten lassen.
(Sobotta, 2006) Danach folgt die Lamina propria, eine dicke Schleimhautschicht. Die Mus-
kelschicht (Tunica muscularis) besteht aus drei erkennbaren Schichten glatter Muskulatur.
(Kiihnel, 2008) Die kriftige Muskelwand bildet den Musculus detrusor vesicae (Austrei-
bermuskel des Harnes). Zur Muskelschicht wird das Epithel von der Basalmembran (Tela
subserosa) abgegrenzt. (Sobotta, 2006) Papillome (G-0-Tumore) werden als benigne Tu-
more eingestuft. Sie wachsen von normalem Epithel bedeckt blumenkohlartig in das Bla-
senlumen vor. G-1-Tumore zeigen zellreiches kerndichtes Epithel mit Schichtungsverlust.
Die Kerne sind gleichférmig und &hneln der basalen Zellschicht. G-2-Tumore sind als Zwi-

schenstufe einzuordnen. G-3-Tumore sind anaplastische, niederdifferenzierte Tumore mit
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hohem Malignitatsgrad. Es liegt eine hohe Polymorphie vor und die einzelnen Schichten

der Zellen sind nicht mehr zu erkennen.

Die Histologie des Blasentumors ist variabel. Die meisten pT1 sind papillire Tumore
(G1-G2). Dagegen sind die pT2-pT4 Tumore meist nicht-papillir und G3-G4. Das Gra-
ding wird eingestuft durch Begutachtung der Kernmorphologie und der Zellverdnderun-
gen. Zur Beurteilung des Blasentumores ist es entscheidend, den Umfang der Invasion und
die Ausdehnung des Tumors festzustellen. Im pT1 Tumor werden Zellnester, Cluster und
einzelne Zellen im papilliren Kern und/oder in der Lamina propria entdeckt. Als progno-
stischer Marker z&hlt dabei die Tiefe der Invasion der Lamina propria. (Kiihnel, 2008) Das
Carcinoma-in-situ ist eine besondere Form und weist intraepitheliale Lasionen mit einem
Malignitatsgrad von IIT auf. Normal erscheinende Mukosa kann bereits maligne transfor-
miert sein. Blasenkarzinome metastasieren lymphogen und hdmatogen. Lymphogen werden
die Lymphknoten im kleinen Becken der Fossa obturatoria, in der prasakralen und iliaka-
len Region befallen. Himatogen metastasiert das Karzinom héufig in die Lunge, Knochen
und die Leber. T1-G1-ITI-Tumoren weisen in 10% befallene Lymphknoten auf oder Fern-
metastasen. T2-Tumoren schon in 30% und T3a- und T3b in 40 — 60% metastasieren in

Lymphknoten. (Hautmann und Huland, 2006)

Auflistung der Malignome nach dem UICC TNM-System (Eble et al., 2004):

T- Primartumor

TX- Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO- kein Anhalt fiir Primartumor

Ta- nicht invasiver, papillarer Tumor

Tis- Carcinoma in situ

T1- Invasion der Basalmembran (Lamina propria)

T2- Infiltration der Blasenmukulatur
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T2a- Infiltration der oberflichlichen Blasenmuskulatur (innere Hélfte)

T2b- Infiltration der tiefen Blasenmuskulatur (dufere Halfte)

T3- Infiltration des perivesikalen Fettgewebes

T3a- mikroskopisch

T3b- makroskopisch

T4- Infiltration von Prostata oder Uterus, Vagina, Becken oder Bauchwand
T4a- Infiltration von Prostata, Uterus, Vagina

T4b- Infiltration von Becken- und Bauchwand

N-RLymphknotenbefall

NX- Lymphknotenstatus unbekannt

NO- Keine Lymphknotenmetastasen

N1- Befall eines Lymphknotens <2cm

N2- Befall eines Lymphknotens von 2 — 5cm oder mehrere Lymphknoten <5cm

N3- Lymphknoten >5 cm

M-Fernmetastasen

MX- unbekannt
MO- metastasenfrei

M1- Fernmetastasen vorhanden

Ein Zusatz P macht deutlich, dass der Befund pathologisch iiberpriift wurde. Das Sta-
ging erfolgt nach der transurethralen Resektion der Blase. Bei Verdacht auf ein Carcinoma-
in-situ werden zuféllig aus unterschiedlichen Regionen der Blase Proben entnommen. Die
Biopsie wird bei pTa und allen pT1 Tumoren nach 1 — 6 Wochen wiederholt. Ist die Dia-

gnose des Primértumors gesichert, erfolgt das Staging durch C'T des Beckens, Sonographie
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des Oberbauches, Rontgen-Thorax, Lymphknotenbiopsie und Knochenszintigraphie.

Stadiengruppierung:
Stadium Oa Ta NO MO
Stadium 0is Tis NO MO
Stadium I T1 NO MO
Stadium IT T2a,b NO MO
Stadium I1I T3a,b NO MO
T4a  NO MO
Stadium IV T4b  NO MO

AnyT NI1,N2 N3 MO
Any T Any N M1

Der Pathologe unterscheidet die Tumore nach der Herkunft ihres Gewebes aus den drei
Keimbléattern. Epitheliale Tumore stammen aus dem Ektoderm und dem Entoderm. Da-
bei werden die benignen Tumore Papillom und Adenom genannt und der maligne Tumor
entspricht dem Karzinom (Adeno-). Geschwulste des Mesoderms (mesenchymale Tumo-
re) werden als benignes Lipom, Chondrom oder Angiom bezeichnet und der maligne Tu-
mor Liposarkom, Chondrosarkom oder Angiosarkom. Epitheliale Tumore entstammen aus
dem Gewebe des Platten-, Driisen- oder Schleimhautepithels oder des Urothels. Papillo-
me entstammen aus dem oberflachlichen Epithel (Plattenepithel von Haut, Driisen oder
Schleimhaut). Sie wachsen papilldr. In der Harnblase haben sie Neigung zu Rezidiven und
konnen maligne entarten. Adenome entstehen zum Beispiel aus Driisen. Makroskopisch
sind sie als gut differenzierte, abgekapselte Strukturen zu erkennen. Es gibt unterschiedli-
che Wachstumsformen, wie tubulér, trabekular, follikuldr oder zystisch. Maligne Tumore

wie das Plattenepithelkarzinom wachsen oft endophytisch, knotig und ulzerieren héufig.
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Zu unterscheiden sind verhornende und nichtverhornende Formen. Das Urothelkarzinom
besteht aus Epithel der Harnwege und ist ein Ubergangsepithel. Es zeigt ein solides oder
papilldres Wachstum. Das Urothelkarzinom zeigt morphologisch und immunhistochemisch
verschiedene Merkmale. Eine eindeutige Diagnose beruht auf der Identifikation von Vor-
stufen wie Carcinoma in situ. Das Karzinom enthélt oft Bereiche unterschiedlicher Dif-
ferenzierung, wie Platten- und/ oder Driisengewebe. Das nicht- invasive Papillarkazinom
kennzeichnet sich durch ein papillares Tumorwachstum. Die Zellen zeigen ein Wachstum
mit nur méafigen Atypien. Das Plattenepithelkarzinom (squamous cell carcinoma) besteht
nur aus Plattenepithelzellen. Makroskopisch wéchst der Tumor ins Lumen. Er zeigt sich
wuchtig und polyploid. Im Mikroskop ist oft der gut diffenzierte Tumor zu erkennnen. Die
Zellen sind klar keratinisiert, intrazelluldre Verbindungen und nekrotisches Gewebe sind
zu erkennen. Es sind Pleomorphismen im Kern zu erkennen. (Eble et al., 2004) Der Tumor
wachst tief in die muscularis propria. Dauerkatheter, Steine und Infektionen fiithren zum
Plattenepitelkarzinom. Bei Schistosomiasis entsteht meist ein Plattenepithelkarzinom. Das
Adenokarzinom wéchst dhnlich dem Adenom. (Kiihnel, 2008) Das Adenokarzinom entsteht
aus Driisengewebe. Es zeigt sich mit derber Oberflache. Es wéchst exophytisch, papillér,
ungestielt, fest, ulzerierend oder infiltrierend (Mostofi et al., 1999). Es erscheint manchmal
gallertartig (Eble et al., 2004). Bei einer Harnblasenekstrophie liegt oft ein Adenokarzinom
vor. Das kleinzellige Karzinom ist dem aus der Lunge &hnlich. Es geht von den neuroen-
dokrinen Zellen aus.(Biihling et al., 2008) Es zeigt sich als fester, isolierter, polyploider,
knotiger Tumor der ulzerieren kann. Oft kommt es zu Verkrustungen von Blutgeféften (Az-
zopardi Phenomen). Bei diesem Tumor liegt bei 50% der kleinzelligen Tumore auch noch
eine Erkrankung an Urothel- und/oder Plattenepithel-und/oder Adenokarzinom vor. Er
produziert oft autonom Hormone und fiihrt so zu neoplastischen Syndromen wie Hyper-

kalzémie oder Hypophosphatémie. Dieser Tumor metastasiert oft frith. (Kiihnel, 2008)
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1.1.3 Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Harnblasenkarzino-

mes

Es sind einige Risikofaktoren fiir Harnblasenkarzinome bekannt. Die wichtigsten sind Zi-
garettenrauchen und die Exposition gegeniiber aromatischen Aminen. Die Latenzzeit zwi-
schen Einwirkung der Noxe und Entwicklung eines Karzinoms betriagt 10 bis 40 Jahre. Das
geschétzte Risiko fiir Raucher ein Harnblasenkarzinom zu entwickeln liegt bei Méannern bei
66% und bei Frauen bei 30%. Das Risiko kann gesenkt werden durch Verminderung der
Intensitat und Dauer des Rauchens. Nach Rauchabstinenz ist das Risiko nach 15 Jahren

dem von Nichtrauchern gleichzusetzen.

Als Harnblasenkanzerogene sind Benzidine, 2-Naphtylamine und 1-Naphtylamine zu
nennen, welche aromatische Amine sind. 1895 wurden von dem Chirurgen Rehn bei Anilin-
farbarbeitern vermehrt Blasenkarzinome festgestellt. Die Amine sind kanzerogen, nachdem
sie in der Leber hydroxyliert und glukoronidiert wurden und dann {iber den Urin ausgeschie-
den werden. Uber N-Acetyltransferase konnen die Amine inaktiviert werden. (Hautmann
und Huland, 2006) Phenacetin ist ein Aminophenolderivat, fithrt zu Nierenerkrankungen
und kann Harnblasenkrebs verursachen. Es wurde 1986 vom Markt genommen. Es wurde
als Schmerzmittel bei Migrédne und Rheuma genutzt und ist nun durch Paracetamol ersetzt
worden. Andere Medikamente, die kanzerogen wirken, wie Chlornaphazin und Cyclophos-
phamid sind noch zu erwdhnen. Bei Dauerkathetertrigern kann es zur Ausbildung von
Plattenepithelkarzinomen kommen, da ein erhéhtes Risiko fiir chronische Harnwegsinfekte
besteht. Bei der Bilharziose werden in der Akutphase der Infektion mit Schistosoma hae-
matobium granulomatose Polypen in der Blase gebildet. Kommt es zu einer chronischen
Infektion, kann es auch zur Entstehung von Plattenepithelkarzinomen kommen. Ochratoxin
A ist ein Mykotoxin und kann in Lebensmitteln vorkommen. Es fiihrt zu Nierenerkrankun-

gen und kann karzinogen auf die Blase wirken. (Eble et al., 2004; Hautmann und Huland,
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2006)

1.1.4 Diagnostik des Harnblasenkarzinoms

Das Leitsymptom des Harnblasenkarzinoms ist die schmerzlose Makrohédmaturie. Jede Dys-
urie, Algurie oder Zystitis bei Mannern ab dem 40. Lebensjahr, die sich nicht durch eine
benigne Prostatahyperplasie oder durch einen Harnwegsinfekt erklaren lésst, sollte den
Verdacht auf ein Carcinoma-in-situ lenken. Im Urinsediment dominieren nicht verformte
epitheliale oder frische Erythrozyten im Gegensatz zur Glomerulonephritis mit dysmor-
phen Erythrozyten. Als Symptome konnen Tenesmen durch Blutkoagel und unilateraler
Nierenlagerschmerz mit Ektasie durch Harnstauung vorkommen. Hydronephrose ist ein
prognostisch schlechtes Zeichen bei Blasentumor. Die Patienten in fortgeschrittenem Sta-
dium zeigen Odeme in den Extremitiiten, Knochenschmerzen, Gewichtsverlust und Nacht-
schweifs. Im Endstadium kann es zu Einbruch ins Rectum, in die Vagina, in die Urethra
und zur Metastasierung in den Penisschwellkérper kommen. Nach der Anamnese sollten
zuerst renale Ursachen ausgeschlossen werden und bei Frauen sollte noch eine gynikolo-
gische Untersuchung hinzugefiigt werden. Dabei bevorzugt man die Sonographie und den
Katheterurin zur Untersuchung. Die Palpation der Blase und Sonographie bei voller Blase
gehoren zur Routineuntersuchung. Die Sonographie ist schnell, nicht-invasiv, giinstig und
meistens moglich. Auf Grund der oft falsch-negativen Raten kann die Sonographie nicht als
alleinige Diagnostik gezdhlt werden. Tumorlokalisation, adipdse Patienten und postopera-
tive Verwachsungen kénnen die Beurteilung erschweren. Transurethrale Sonographie ist bei
T2-T3 Tumoren sensitiver. (Eble et al., 2004) Kommt es zur Indikation der Urethrozysto-
skopie auf Grund der Makrohédmaturie unklarer Ursache, persistierende Mikrohdmaturie,
rezidivierende Harnwegsinfekte, Verdacht auf Blasentumor, Tumorinfiltration aus Nach-
barorganen, Metastasen oder Verlaufskontrolle nach Blasentumorresektion, dann erfolgt sie

mit starren Fiberglasinstrumenten in Steinschnittlagerung des Patienten oder bei flexiblen



10 1. Einleitung

Instrumenten in Riickenlage. Bei der starren Zystoskopie kann die Blase mit abgewinkelter
Optik bis zu 70% eingesehen werden. Die Sensitivitat wird gesteigert durch Installation
von 5-Aminolévullinsdure, welche im malignen Gewebe fluoresziert. Zur weiteren Diagno-
stik wird die exfoliative Urinzytologie herangezogen, wobei die Blase mit Kochsalzlosung
gespiilt wird und die Zellen unter einem Phasenkontrastmikroskop beurteilt werden. Als
Malignitatskriterien zéhlen dabei: Verschiebung der Kernplasmarelation, Prominenz und
Irregularitdt der Kernmembran, Chromatinvermehrung mit Transparenzverlust des Zell-
kerns, Anderung der Chromatinfeinstruktur, Vermehrung und Entrundung der Kernkor-
perchen und Varianz der Zellkerne. Als bildgebende Verfahren kénnen das Urogramm, das
Computertomogramm (CT) und die Kernspintomographie herangezogen werden. Das Uro-
gramm wird hauptséchlich zum Ausschluss einer anderen Blutungsquelle durchgefiihrt und
lasst keine Abklarung {iber einen Harnblasenkarzinom zu. Durch das CT kann eine Aussage
iiber den Tumor und iiber die eventuelle Infiltration der Nachbarorgane gemacht werden.
Mikrometastasen werden hierbei iibersehen. Die Kernspintomographie (MRT) ist dem CT
nur iiberlegen bei Gabe des Kontrastmittels Gadolinium. Beim MRT sind Tumore extra-
vesikal und intramural eindeutiger zuerkennen. (Eble et al., 2004) Eine prézise Aussage
iiber das Tumorstadium kann durch keines der Verfahren sichergestellt werden und kann
nur durch die operative Methode, die transurethrale Resektion, gemacht werden. (Haut-
mann und Huland, 2006) Die Positronen-Emissions-Tomographie ist beim Blasentumor
nicht diagnostikrelevant. Die transurethrale Resektion der Blase (TUR-B) wird in Narkose
durchgefithrt. Der Tumor wird komplett reseziert und eine beurteilbare PE (Probenent-
nahme) gewonnen. Ein “Blasenmapping” kann auch durchgefiihrt werden. Dabei werden
von unterschiedlichen anatomischen Teilen der Blase Proben entnommen. Als Komplikati-
on der Operation gelten das TUR-Syndrom, welches mit Elektrolytverschiebung einhergeht
durch Spiilfliissigkeitseinschwemmung iiber eroffnete Venen, und die Blasendachperforation

wahrend der Operation.
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Als Differentialdiagnosen zum Harnblasenkarzinom kommen noch in Frage: chronische
hémorrhagische Zystitis, Nierenbecken-, Ureter-, Prostata-, Harnréhrenkarzinom, Blasenin-
filtrierende Tumore (aus Rektum, Kolon, Vagina, Adnexe), blutende prostatische Venen,
Nephrolithiasis, Blasensteine, Therapie mit Marcumar®, ASS, Heparin®, Chemotherapeu-

tika, hdmatologische Erkrankungen und andere Entziindungen.

1.1.5 Therapie beim Harnblasenkarzinom

Das Carcinoma in situ (Tis) tritt hdufig mit papilliren Tumoren auf. Es wird — soweit sicht-
bar — durch die TUR-B entfernt. Weiterhin wird es mit einer intravesikalen Chemo- oder
Immuntherapie behandelt. 75% der Patienten haben mit einer Fiinf-Jahres-Uberlebensrate
von 60% zu rechnen. In der Langzeittherapie ist das Bacillus-Calmette-Guerin (BCG)
vielversprechend. BCG sind Tuberkelbakterien, die eine Immunreaktion mit Aktivierung
mononukledrer Immunozyten und Zytokinen hervorrufen. BCG oder Mitomycin werden
zur Zeit bei der Rezidivprophylaxe nach TUR-B der oberflachlichen Harnblasenkarzinome
und des Carcinoma in situ erfolgreich genutzt. Die oberflachlichen Tumore (Ta/T1) wer-
den meist durch eine fraktionierte TUR entfernt. Der Tumor wird durch eine elektrische
Schlinge entfernt und in derselben Sitzung wird der Tumorgrund und der Tumorrand rese-
ziert. Gleichzeitig erfolgt eine Installation eines Chemotherapeutikums (MitomycinC oder
Epirubicin) und es wird eine Rezidivprophylaxe empfohlen. Als Standardtherapie bei hoch-
sitzenden Tumoren im ableitenden Harntrakt wird eine Nephrektomie mit Entfernung des
Harnleiters durchgefiihrt. (Eble et al., 2004) Das lokalinvasive Harnblasenkarzinom (T2,
T3a, T3b) liegt bei malignen und pramalignen Verdnderungen fast im gesamten Urothel
der Blase vor. Bei diesem Karzinom ist eine radikale Zystektomie durchzufiihren, wenn
keine Metastasierung nachgewiesen werden konnte. Bei der Frau wird zusatzlich zur Harn-
blase mit Ureteranteilen die vordere Vaginalwand, die Adnexen, der Uterus, gegebenenfalls

die Urethra entfernt. Beim Mann erfolgt die Zystoprostataektomie, wobei noch die Pro-
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stata, die Samenblase und bei Tumorbefall die Urethra entfernt werden. Es kann eine
Nerverhaltung zur Schonung der Potenz versucht werden. Die Rekonstruktion der Neo-
blase erfolgt aus Diinndarm (Ileum). Komplikation dieser Operation kénnen Inkontinenz
und Impotenz sein. Kann auf Grund des Befalls der prostatischen Harnréhre oder schon
bestehender Inkontinenz keine Anlage einer Ileumneoblase nach Hautmann /Studer (konti-
nente Harnableitung) erfolgen, dann wird eine sogenannte “Bricker-Blase” (Ileum-Conduit,
eine standige Urinableitung extrakorporal iiber Urostoma) angelegt. Eine weitere Alterna-
tive ist der Appendixpouch (Selbst-Katheterismus iiber Bauchnabelstoma = kontinent).
Soweit die regionalen Lymphknoten nicht befallen sind, kann bei T2-Tumoren von einer
Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von 80% gesprochen werden und bei T3a- und T3b-Tumoren
von 50 — 60%. Eine préi-und postoperative Bestrahlung verbessert die Uberlebenschance.

Die Radio-Chemotherapie mit Cisplatin oder Adriamycin kann eine gute Alternative fiir
Patienten mit zu grokem Operationsrisiko oder ansonsten geringer Lebenserwartung sein.
Metastasierte Harnblasenkarzinome galten bis vor 10 Jahren als inkurabel. Nun werden sie
mit einer Chemotherapie-Kombination aus Gemcitabine und Cisplatin behandelt, was zu
einer Remission von 50 — 70% fiihrt. Trotzdem versterben Patienten mit Metastasen fast
alle innerhalb eines Jahres. (Hautmann und Huland, 2006)

Als weitere Therapiekombination kann noch die TUR-B, Chemotherapie Mitomycin C
und die neuere Moglichkeit mit Mikrowellen-Hyperthermie zur Prophylaxe von Rezidiven

und einem besseren prognostischen Outcome hinzugezogen werden. (Colombo et al., 2003)

1.2 Genetik des Harnblasenkarzinoms

Neben der Tumorklassifikation nach TNM lassen sich die Harnblasenkarzinome in eine ge-
netisch stabile Gruppe der niedriggradigen nicht-invasiven papilliren Tumore (pTa G1-2)

und eine genetisch instabile minimal invasive Gruppe (pT1) einteilen (Sauter und Mihatsch,
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1998). Dazu kommen noch die Gruppen der genetisch instabilen Kategorie der hochgra-
digen nichtinvasiven oder Carcinoma in situ (pTaG3 und Tis) und invasiven Karzinome
(pT1-4). Die hochgradig nichtinvasiven Karzinome zeigen verschiedene chromosomale Ab-
errationen, hochgradige Amplifikation und TP53 Mutationen. DNA Aneuploidie ist in 90%
der Fille zu erkennen. (Eble et al., 2004)

Das Vorkommen von Genverdnderungen jeglicher Art hingt von der “genetischen Sta-
bilitdt” des Tumors ab. pTa G1/G2 und pT1, pTaG3 und Tis Harnblasenneoplasien unter-
scheiden sich dramatisch in Genetik und vor allem Therapie. Die pTa G1/G2 sind meist
gutartig, und unabhéngig von der Therapie kann selten ein Progress beobachtet werden.
Diese Harnblasenneoplasien zeigen nur geringe genomische Verdnderungen. (Sauter und
Mihatsch, 1998) Am héufigsten finden sich Verluste von Anteilen und/oder des gesamten
Chromosom 9 (Richter et al., 1998). Identifiziert wurden die Gene CDKN2A auf 9p21 und
CDKN2B auf 9p15. Andere wichtige Gene auf Chromosom 9 sind PTCH (q13), DBCCR1
(q32) und TSC1 (q34). Selten sind molekulargenetische Verédnderungen wie Mutationen
von Genen, die an der Regulation diverser Zellprozesse (Zellzyklus, DNA-Reparatur, pro-
grammierter Zelltod) beteiligt sind. Dazu gehort beispielsweise das p53 (TP53) -Gen auf
17q23, welches als Tumorsuppressorgen agiert und im Falle von LOH (loss of heterozy-
gosity) eines Allels und Mutation des verbleibenden Allels inaktiviert wird (Mitra et al.,
2005). p53 Mutationen kommen vermehrt bei hochgradig muskelinvasiven Tumoren der
Harnblase (pT2 oder groker) vor. Eine Studie von van Rhijn versucht einen Zusammen-
hang zwischen p53- und FGFR3-Mutationen zu ziehen. Wobei FGFR3 in pT1 Tumoren
nur zu 28% vorkommt und p53 Mutationen in 54% der untersuchten Félle aufzuweisen
waren. Beide Mutationen zusammen konnten nur in 8% nachgewiesen werden. Dabei zeig-
te sich, dass FGFR3 mit geringgradigen Karzinomen korreliert und p53 mit hochgradigen
Karzinomen. (van Rhijn et al., 2012) Es scheint, dass FGFR3 Mutationen auf Chromosom

4p16.3 in nicht-invasiven-papillaren Tumoren, die genetisch stabil sind, vermehrt vorkom-
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men. (Eble et al., 2004) Es wurde beobachtet, dass Mutationen in diesem Bereich zu
Zellproliferationen fiithrten, aber die Entdifferenzierung des Tumors anscheinend blockiert
wird. pTa-Tumore wiesen in 74% Mutationen auf. In cis-Tumoren hingegen konnte kei-
ne Mutation nachgewiesen werden. pT1-Tumore wiesen nur noch eine Mutationsrate von
21% auf und pT2-pT4-Tumore nur noch 16%. FGFR3 Mutationen konnten vor allem in
pTa G1 Tumoren zu 84% nachgewiesen werden. (Billerey et al., 2001) Das unterstreicht
noch einmal die Wichtigkeit, nicht-invasive Tumore von invasiven Tumoren grundlegend
zu unterscheiden. Den die invasiven pT1-Tumoren zeigen ein hohes malignes Potenzial und

miissen chirurgisch resiziert werden. (Sauter und Mihatsch, 1998)

pT1, pTaG3 und Tis weisen eine Vielzahl verschiedener chromosomaler Verdnderun-
gen auf. Je hoher Tumorstadium und Grad sind, desto mehr aneuploide Zellen kénnen
gefunden werden (Sauter et al., 1997). In einer CGH-Studie konnte ein vermehrter Verlust
von 2q, 5q, 10q und 18q neben Zugewinnen bei 5p und 20q bei pTaG3-Tumoren beob-
achtet werden. Daneben zeigte sich molekulargenetisch ein hohes Vorkommen an LOH auf
verschiedenen Genloci, wobei Chromosom 9 mit 77% die meisten Verluste aufwies. (Zhao
et al., 1999) Chromosom 9-Deletionen kommen nicht nur bei genetisch stabilen, sondern
auch bei genetisch instabilen hochgradigen Karzinomen vor und gehen mit einem Verlust
an Tumorsuppressorgenen einher. Neben dem Harnblasenkarzinom werden auch bei Kar-
zinomen der Lunge (Merlo et al., 1994), der Haut (Quinn et al., 1994), des Ovars (Schultz
et al., 1995) und der Niere (Cairns et al., 1995) Chromosom 9-Deletionen gefunden. Als
Onkogene im Blasentumor sind verschieden Gene bekannt. Hierbei sind zu nennen das
Her2 Gen auf 17q12-21 aus der Familie der EGFR-Gene. Her2 ist aus der Therapie mit
Trastuzumab (Herceptin) bei Brustkrebs bekannt. Her2 ist in 10 — 20% amplifiziert und
in 10 — 50% {iiberexpremiert im Blasentumor. Die meisten positiven Her2-Blasentumore
sind nicht amplifiziert. (Simon et al., 2003) Das H-ras ist das einzige Gen aus der ras-

Gen-Familie, das anscheinend vermehrt in Harnblasenkarzinomen vorkommt. EGFR wird
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zu therapeutischen Zwecken genutzt. Es ist in 3 — 5% amplifiziert und tiberexprimiert in
30 — 50% der invasiven Blasentumore. Die Cyclin abhéngigen Kinasen (CDK) sind eine
regulatorische Untergruppe und dienen als Regulatoren des Zellzykluses. Das wichtigste
Cyeclin fiir den Blasentumor, das CCND1, liegt auf 11q13 und ist in 10 — 20% der Falle
amplifiziert und in 30 — 50% der Félle iiberexpremiert. (Bringuier et al., 1996) Das MDM2
Gen liegt auf 12q14.3-15 und kodiert fiir 40 verschiedene Teilungsvarianten; unter Anderem
kann es TP53 inhibieren (Simon et al., 2002). In einer physiologischen Zelle regulieren sich
MDM2-Expression und TP53-Aktivitat (Simon et al., 2002; Sugano et al., 2010). Dane-
ben existieren Tumorsuppressorgene die entscheidend fiir das Wachstum des Blasentumors
sind. Hierbei ist zu nennen das TP53 auf 17q23 mit wichtiger Rolle im Zellzyklus, bei
der DNA-Reparatur, beim Eintritt in den Zelltod und der Neuvaskularisation. Laut der
International Agency of Research on Cancer sind in 40 — 60% der invasiven Blasentumo-
re Mutationen des TP53 zu finden. Als weiteres Gen wird das PTEN genannt. Es liegt
auf 10g23.3 und zeigt eine hohe Frequenz von Verlust der Heterogenitat von 20 — 30%
in muskelinvasiven Tumoren. Bei 30 — 80% muskelinvasiver Harnblasenkarzinome wurde
eine Inaktivierung des Rb1-Gens auf 13q14 beobachtet, meist als Folge von heterozygoten
13g-Deletionen bei gleichzeitiger Mutation des verbleibenden Allels. Das Rb1-Gen spielt
eine entscheidene Rolle im Zellzyklus, daher geht man von einem Zusammenhang zwischen

Geninaktivierung und invasivem Muskelwachstum aus.

1.3 Stand der Forschung: 16p13.2

Chromosom 16p ist bekannt fiir Duplikationen, wobei 16p11.2 — 12.1 die meisten intrachro-
mosomalen Duplikationen aufzuweist hat. (Martin et al., 2002) Bei vielen Tumoren finden
sich Verdnderungen im 16p- Bereich, meist DNA-Verluste/LOHs, seltener DNA-Zugewinne.

(ncbi, 2013) Des Weiteren sind unterschiedliche Studien mit dem Gen 16p gelaufen und



16 1. Einleitung

die Ergebnisse werden an dieser Stelle zusammengefasst.

Durch CGH-Studien konnten Verédnderungen im 16p-Bereich detektiert werden, wie De-
letionen im Urothel-Adenokarzinom (Appanna et al., 2007), Kopiezahl-Zunahmen bei intra-
hepatischen Cholangiokarzinomen in 36% der 33 untersuchten Fille (Lee et al., 2004), ein
Verlust bei Kolorektalkarzinomen (Alcock et al., 2003; Aragane et al., 2001; Liu et al., 2004),
Gains und Verluste bei DLBCL (diffus grofzelliges B-Zell-Lymphom) (Karnan et al., 2004),
und Gains beim Magenkarzinom (Takada et al., 2005). In weiteren CGH-Studien konnten
Verluste auf 16p13 im Lungenkarzinom nachgewiesen werden. Es konnte der Schluss ge-
zogen werden, das 16pl3 Mutationen in wenig differenzierten und spaten Tumorstadien
vermehrt aufzufinden sind. (Shen et al., 2008) Des Weiteren wurden im Lungenkarzinom
Zugewinne in den Chromosomregionen von 16p in Assoziation zu 18q festgestellt, wo-
bei CGH-und THC-(Immunhistochemische) Untersuchungen durchgefithrt wurden. (Pardo
et al., 2007)

Eine Studie aus Taiwan beschéftigt sich mit Pleuraergiissen bei malignen Lungenade-
nokarzinomen in Bezug zu Geschlecht und Rauchgewohnheiten. Dabei wurde gezeigt, dass
in 19,4% Amplifikationen auf 16p nachzuweisen sind. Der Bezug zu Rauchern und deren
Geschlecht wurde nur fiir den Genabschnitt 11p hergestellt. (Yen et al., 2007) Verluste im
Amplikon 16p12 — 13.1 zeigten sich im Lungenzellkarzinom, wobei ein signifikanter Zusam-
menhang bestand bei Gains 3q und 8q zum Rauchen und zum Entwickeln eines Lungenkar-
zionoms. (Yan et al., 2005) Im Zellkarzinom der Lunge wurde der Chromosomabschnitt 3¢
untersucht, wobei unter anderem ein Verlust von 16p detektiert wurde. (Chujo et al., 2002)
Mit einer neuen Technik, der Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA),
wurde Lungenkrebsgewebe untersucht. Dabei zeigte sich unter anderem ein Verlust bei
16p. Es scheint abzuwarten, ob sich diese neue Art der Technik durchsetzen kann. (Tepeli

et al., 2009)

In einer eigenen aCGH (Array-komperative genomische Hybridisierung) Studie konn-



1.3 Stand der Forschung: 16p13.2 17

ten wir auf einer Zelllinie das Amplikon 16p13.2 detektieren. Zwar sind molekulare Ver-
anderungen beim Blasentumor bekannt und schon ausfiihrlich beschrieben, doch auf den
Zusammenhang zwischen Amplikon 16p13.2 und dem Harnblasentumor wurde noch nicht
eingegangen. Direkt der Bereich 16p13.2 ergab bei der Literatursuche bei www.pubmed.gov

nur wenig Treffer (pubmed, 2013).

Chromosome 16
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Abbildung 1.1: Auswertung der aCGH Daten, HT1376.

Das Amplikon 16p13.2 ist ca. 2 Mb groft und enthélt die Gene A2BP1, Cl6orf 68,
ABAT, C16 orf 51 (TMEM186), PMM2, CARHSP1, AC 022167.7, USP7 und C16 orf 72.
TMEM186 (Cl60rf51) ist ein Transmembranprotein. Es umfasst 2170 Basenpaare und ent-
héalt 213 Aminoséduren. Das Gen liegt in der Mitochondrienmembran und den Membranen
des Zytoplasmas. (genecards, 2013) Die genaue Funktion des TMEMI186 ist unbekannt.
Es werden elementare Aktivititen bei der Katalysation und Bindung von Genprodukten
vermutet. (Geneonotology, 2013) Mitochondrien sind komplexe Organellen und sind be-
kannt fiir ihr Vorkommen in verschiedenen Krankheitsbildern bei Strukturverdnderungen

ihrerseits. (Pagliarini et al., 2008)
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Abbildung 1.2: genecards®.

1.4 Ziel der Arbeit

Die Dissertation soll kldaren, wie hdufig 16p13.2- Amplifikationen bei Harnblasenkarzinomen
auftreten und ob die Amplifikation mit histopathologischen Parametern des Harnblasenkar-
zinomes und/oder der Patientenprognose zu assoziieren ist.

In einer laufenden Studie wurden Zelllinien und Primértumore verschiedener humaner
Tumortypen mittels array komparativer genomischer Hybridisierung (aCGH) auf DNA-
Kopiezahlveranderungen untersucht. Fiir diese Studie wurde daher eine Sonde gegen TMEM 186
hergestellt, um den 16p13-Amplifikations-Status zu bestimmen.

Es ist zu vermuten, dass durch die 16p13.2-Amplifikation das Gen stark exprimiert
und somit onkogen aktiviert werden kann. Dann wére die 16p13.2 -Amplifikation ein po-
tentieller Risikofaktor beim Harnblasenkarzinom. Das Ziel der Arbeit ist, die Pravalenz
und klinische Relevanz der 16p13.2-Amplifikation im Harnblasenkarzinom zu bestimmen.
Dazu soll die Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH) am Gewebemikroarray (TMA)

eingesetzt werden.



Kapitel 2

Methoden und Material

2.1 Methoden

2.1.1 FISH

Die sensitivste Methode zur Bestimmung der Genkopiezahl ist die Fluoreszenz in-situ Hy-
bridisierung (FISH). Im Gegensatz zur CGH (komperative genomische Hybridisierung) und
aCGH (array-komperative genomische Hybridisierung ) kann mit der FISH kein unbekann-
tes Amplikon entdeckt werden. Fiir die FISH Analyse muss eine DNA-Sonde mit bekannter
DNA Sequenz hergestellt werden, die spezifisch fiir ein Gen ausgewéahlt wird. Die FISH Ana-
lyse kann in-situ, d. h. direkt im histologischen Schnittpraparat durchgefiihrt werden. Die
Genkopiezahl wird so in jedem Zellkern einzeln bestimmt. Eine eventuelle Heterogenitét
der Kopiezahl in verschiedenen Tumorzellen, oder die Anwesenheit von normalen Zellen
(z. B. Lymphozyten oder Fibroblasten) wird daher sicher erkannt. Dies ist ein wesentli-
cher Vorteil gegeniiber der CGH oder aCGH, die mit isolierter DNA arbeiten. Schon ein
geringer Prozentsatz an kontaminierten normalen Zellen im Tumorgewebe kann bei diesen
Methoden zu einer Verfilschung der Kopiezahlbestimmung fiihren. (Wendland, 2008) Die

Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH) ist eine zytogenetische Methode zur Detektion
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definierter chromosomaler Loci (z. B. Zentromerregionen oder bestimmter DNASequenzen)
am Meta-oder Interphasekern einer Zelle. Prinzipiell wird eine markierte (DNA-) Sonde, die
spezifisch fiir den zu untersuchenden chromosomalen Locus ist, auf die zu untersuchenden
Zellkerne hybridisiert und mit einem Fluoreszenzfarbstoff detektiert. Die FISH ermoglicht
die Bestimmung der Kopienzahl dieser Loci und somit Aussagen {iber Deletionen und Zu-
gewinne bzw. Amplifikationen bestimmter Sequenzen. Die FISH kann an unfixierten oder
fixierten Zellvereinzelungen oder Paraffinschnitten durchgefiihrt werden. Am Schnittpra-
parat erlaubt sie die Untersuchung zytogenetischer Veranderungen auf Einzelzellebene im
morphologisch erhaltenen Gewebeverband. Die Auflésung der FISH wird durch die Grofe
der eingesetzten DNA-Sonde bestimmt. In der vorliegenden Untersuchung wurden DNA-
Sequenzen nachgewiesen, die 150 Kbp (Gensonden) bis mehrere Mbp (Zentromersonden)

umfassen. (Sobotta, 2006)

2.1.2 Gewebemikroarray-Technologie

Die Technologie der Gewebemikroarrays ist eine Moglichkeit, gleichzeitig hunderte von
Gewebeproben mit in-situ-Methoden zu untersuchen wie immunhistochemische oder Fluo-
resenz in-situ Hybridisierung.

Die Gewebemikroarrays werden aus Parraffingewebeblocken zusammengestellt. Aus ei-
nem Standard-Paraffinblock (Donor-Block) wird ein zylindrisches Stiick Gewebe in einen
leeren Paraffinblock (Rezipienten-Block) eingesetzt (Abb. 2.1). So kénnen bis zu 600 oder
mehr Gewebestanzen pro Block aufgetragen werden. Dieses Gewebe kann dann in einem
einzigen Experiment analysiert werden. Der standardisierte Aufbau eines Arrays erlaubt
die ziigige Untersuchung des Gewebes in wenigen Stunden durch das Mikroskopieren. Die
Gewebespots sind immer in Zeilen- und Spaltenformat gleich angeordnet (Abb. 2.2). Durch
die vermehrte gleichzeitige Untersuchung der Gewebe erlaubt die Gewebemikroarraytech-

nologie eine viel grofere Fallzahl als herkdmmliche Studien mit Grofsschnitttechnik. Hin-
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zukommend erlaubt diese Technik eine gewisse Standardisierung durch die Moglichkeit,
gleichzeitig hunderte von Préparaten am selben Tag unter den gleichen Bedingungen zu
analysieren. Und gerade bei Immunféarbungen kénnen geringfiigigste Abweichungen z. B.
der Antikdrperkonzentration jedoch zu Schwankungen der Farbeintensitét fiihren, die eine

Vergleichbarkeit der Farbungen an verschiedenen Tagen erschweren.

Abbildung 2.1: Konstruktion eines Gewebemikroarray. A+B. Mit Hilfe eines speziellen Ge-
rites (Arrayer, A) werden mit einer Hohlnadel (B) Gewebezylinder (0,6 mm Durchmesser)
aus einem Gewebeblock (Routine-Diagnosematerial der Pathologie) entfernt. In C. wird
die Stanze in einen leeren Paraffinblock eingebracht. D. Der fertige TMA-Block mit >500
Gewebestanzen von verschiedenen Patienten wird mit einem speziellen Tape auf einem
Objekttrager fixiert und steht zur Auswertung bereit. (Nocito et al., 2001).

2.2 Untersuchungsmaterial

2.2.1 Multitumor-Array

Dieser Gewebemikroarray besteht aus 3981 Tumor-und 600 Kontrollgeweben, die auf 8 Ge-
webemikroarrays Objekttrager (Slide A-H) verteilt, gestanzt wurden. Das Tumorgewebe

wurde in vierprozentiger Formalinlosung fixiert und anschliefsend in Paraffin eingebettet.
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Abbildung 2.2: Am Gewebemikroarray kénnen genau dieselben Analysen durchgefiihrt
werden wie an konventionellen Grofschnitten. A) HE-gefarbter (HE: Hematoxylin-Eosin)
Schnitt eines Gewebemikroarray, ca 3 cm *4 cm. B) Vergroferung eines Gewebespots. Ori-
ginalgrofe: 0,6 mm Durchmesser. Beispiele fiir molekulare Analysen an Gewebemikroarray-
Spots: C) RNA-in-situ Hybridisierung D) Immunhistochemie, E) FISH-Analyse.|Kononen
et al., Nature Med. 4 (7), 844-847, 1998]

Aufler des histologischen Tumorstadiums wurden keine weiteren klinisch-pathologischen
Daten erhoben. Die Schnitte aller Tumore wurden von Pathologen beziiglich ihres histolo-
gischen Tumorstadiums beurteilt. Eine Ubersicht {iber die Arrayzusammensetzung wird in

Tabelle 2.1 dargestellt.

2.2.2 Harnblase-Ca Prognose TMA

Fiir die vorliegende Studie wurden Gewebeproben von 2317 Blasentumoren in einem Gewebe-
Mikroarray-Format (Tissue Microarray, TMA) untersucht (Tab. 2.2.). Die Roh-Uberlebensdaten
wurden entweder aus dem Krebsregister oder vom behandelnden Arzt bezogen. Die mittlere
Nachbeobachtungszeit betrug 60 Monate. Tumorspezifische Uberlebensdaten sind fiir einen

Teil der Patienten vorhanden. Verwendet wurde formalinfixiertes (vierprozentige gepuffer-

te wassrige Losung), in Paraffin eingebettetes Tumorgewebe. Tumorstadium, Tumordurch-
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4034, Kontrollen:

n—

99 Tumortypen und Subtypen:

tumor-Array, (A-H)
Institut fiir Pathologie des UKE, Hamburg.

i

Mult

626 (Quelle

Tabelle 2.1

n
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Zusammensetzung des Gewebemikroarray Harnblase (TMA) :

. Patienten mit
Tumore mit

Tumorspots Klinischen Daten Patienten klinischen
n=2317 n=1622 n=1853 Follow-up
n=1293
Stadien pTa 951 663 768 546
pT1 515 328 425 301
pT1- 101 46 80 42
pT2-4 737 522 571 399
Grad G1 282 205 230 172
G2 987 667 792 535
G3 1048 750 831 586
Stadien/Grad pTaG1 277 202 226 169
pTaG2 567 385 461 318
pTaG3 107 76 81 59
pT1G2 227 150 185 119
pT1G3 386 277 317 222
pT2-4G2 185 127 139 94
pT2-4G3 551 394 431 304
Histologie Ubergangsepithelcarcinom 2108 1475 1678 1162
Plattenepithelcarcinom 73 48 59 4
Kleinzelliges CA 31 16 25 15
Adenocarcinom 22 12 17 10
Adenoplattenepithel CA 2 2 2 2
Sarkom 24 14 17 9
Wachstumsart papillar 1665 1184 1367 976
solide 633 428 472 310
Klinisches Follow-up Tumore spez.Uberleben (alle Stadien) - 1622 - 1293
Tumore spez.Uberleben (pT2-4) - 522 - 399
Zeit bis Progression(pTa und pT1) - 632 - 567
Zeit bis Rekurrenz(pTa und pT1) - 594 - 535

Tabelle 2.2: Gewebemikroarray Harnblase (Quelle: Institut fiir Pathologie des UKE, Ham-
burg) .

messer und Grad der Metastasierung in den Lymphknoten wurden aus den pathologischen
Berichten entnommen. Die Objekttrager aller Tumoren wurden von zwei Pathologen iiber-

priift, um den jeweiligen histologischen Tumortyp zu verifizieren.
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2.2.3 Zelllinien-Array

Die auf dem Array vorliegenden 143 Zelllinien stammen aus LGC-Promochem (ATCC),
DSMZ, ECACC, ICLC, LGC, NCI-60, Novartis sowie dem Biochemischen Institut der
Universitat Regensburg. Es handelt sich iiberwiegend um humane Zelllinien, daneben wur-
den ebenso solche vom Rind (bos taurus), Affen (african green; cercopithecus aethiops)
und von der Ratte (rattus norvegicus) verwendet. Bei den Zelllinien handelt es sich um
Tumor-, Nicht-Tumor- und préaneoplastische Zellen. Diese entstammen Organen wie Kno-
chenmark, Gehirn, Zervix, Kolon, Niere, Lunge, Brustdriise, Muskel, Eierstock, Pankreas,
Blut, Haut, Schilddriise und Harnblase. Detaillierte Angaben zu den einzelnen Zelllinien

sind nachfolgend tabellarisch (Tab. 2.3) aufgelistet.

Array Ko- | Zelllinie ATCC-Nr. DSMZ-Nr. Herkunfts-Gewebe

ordinate

la HCT 116 CCL-247 ACC 581 Dickdarm; kolorektales Adenokarzinom

1b HCT-15 CCL-225 ACC 357 Dickdarm; kolorektales Adenokarzinom, Duke’s Typ C
lc Hep G2 HB-8065 ACC 180 Leber; hepatozelluldres Karzinom

le HT-29 HTB 38 ACC 299 Dickdarm; kolorektales Adenokarzinom

1h IGROV1 Eierstock; Zystadenokarzinom

1i K-562 CCL-243 ACC 10 Knochenmark; chronische myeloische Leukémie (stam-

mend aus Pleuraerguss)

1k LOX IMVI Haut; malignes amelanotisches Melanom (stammend aus
Lymphknoten)
11 MCF7 HTB-22 ACC 115 Brustdriise, epithelial; Adenokarzinom (stammend aus
Pleuraerguss)
1m MDA-MB- HTB-26 Brustdriise, epithelial; Adenokarzinom (stammend aus
231 Pleuraerguss)
1In NCI-H226 CRL-5826 Lunge; squamoses Karzinom, Mesotheliom (stammend aus
(H226) Pleuraerguss)
lo NCI-H460 HTB-177 Lunge; grofizelliges Karzinom (stammend aus Pleuraer-
(H460) guss)
1p PC-3 CRL-1435 ACC 465 Vorsteherdriise; Adenokarzinom, Grad IV (stammend aus
Knochenmark)
1r RPMI 8226 CCL-155 ACC 402 Peripheres Blut, B-Lymphozyt; Plasmozytom, multiples

Myelom
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2a RXF-393 HTB-46 Niere; Hypernephrom
2b SF-268 Gehirn; anaplastisches Astrozytom
2e SK-MEL-2 HTB-68 Haut; malignes Melanom (stammend aus Haut vom Ober-
schenkel)
2f SK-MEL-28 HTB-72 Haut; malignes Melanom
2g SK-MEL-5 HTB-70 Haut; malignes Melanom (stammend aus axillarem
Lymphknoten)
2h SK-OV-3 HTB-77 Eierstock; Adenokarzinom (stammend aus Aszites)
(SKOV-3)
2i SN-12C Niere; Karzinom
2k SNB-19 ACC 325 Gehirn, links parietookzipital; Glioblastom
21 SW620 (SW- | CCL-227 Dickdarm; kolorektales Adenokarzinom, Duke’s Typ C
620) (stammend aus Lymphknoten)
2m T-47D HTB-133 Brustdriise; duktales Karzinom (stammend aus Pleuraer-
guss)
2n TK-10 Niere; Karzinom
20 U-251 Gehirn; Glioblastom
2p UACC-257 Haut; malignes Melanom
2q UACC-62 Haut; malignes Melanom
2r Ab549 CCL-185 ACC 107 Lunge; Adenokarzinom
3a MDA-MB- HTB-129 Brustdriise; duktales Adenokarzinom (stammend aus
4358 Pleuraerguss)
3b MOLT-4 CRL-1582 ACC 362 Peripheres Blut, T-Lymphoblast; akute lymphoblastische
Leukémie
3c NCI-H23 CRL-5800 Lunge; Nicht-kleinzelliges Adenokarzinom
(H23)
3d NCI-H322M CRL-5806 Lunge; Nicht-kleinzelliges Karzinom
3e NCI-H522 CRL-5810 Lunge; Nicht-kleinzelliges Adenokarzinom
(H522)
3f OVCAR-3 HTB-161 Eierstock; Adenokarzinom (stammend aus Aszites)
3g OVCAR-4 Eierstock; Adenokarzinom
3h OVCAR-5 Eierstock; Adenokarzinom
3i OVCAR-8 Eierstock; Adenokarzinom
3k SF-295 Gehirn; multiformes Glioblastom
31 SF-539 Gehirn; Gliosarkom
3m SNB-75 Gehirn; Astrozytom
3n SR CRL-2262 Lymphoblast; grofizelliges immunoblastisches Lymphom

(stammend aus Pleuraerguss)
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30 U0-31 Niere; Karzinom
3p 786-O (786- | CRL-1932 Niere; Adenokarzinom
0)
3q A-498 HTB-44 ACC 55 Niere; Karzinom
3r ACHN CRL-1611 Niere; Adenokarzinom (stammend aus Pleuraerguss)
4a BT-549 HTB-122 Brustdriise; duktales Karzinom (stammend aus Lymph-
knoten)
4b Caki-1 HTB-46 ACC 142 Niere; Klarzellkarzinom (stammend aus Haut)
4c CCRF-CEM CCL-119 ACC 240 Peripheres Blut, T-Lymphoblast; akute lymphoblastische
(CCRF Leukémie
CEM)
4d COLO 205 CCL-222 Dickdarm; kolorektales Adenokarzinom, Duke’s Typ D
(stammend aus Aszites)
4e EKVX Lunge; Nicht-kleinzelliges Karzinom
4f HCC-2998 Dickdarm; kolorektales Adenokarzinom
4g HOP-62 Lunge; Nicht-kleinzelliges Karzinom
4h HOP-92 Lunge; Nicht-kleinzelliges Karzinom
4i Hs 578T HTB-126 Brustdriise; duktales Karzinom
4k KM-12 Dickdarm; kolorektales Adenokarzinom
41 M-14 Haut; amelanotisches Melanom
4m Malme-3M HTB-64 Haut; malignes Melanom (stammend aus Lunge)
4n KRIB Osteosarkom
4o T98G (T98- | CRL-1690 Gehirn; multiformes Glioblastom
Q)
4p U-343-MG Glioblastom
4q LN-401 Glioblastom
4r LN-229 CRL-2611 Gehirn, rechts frontaler parietookzipitaler Kortex; Glio-
blastom
5a BS 149
5b MEL-HO ACC 62 Haut; Melanom
5¢ COLO-849 ACC 216 Malignes Melanom (stammend aus axillarem Lymphkno-
ten rechts)
5d ECV-304 ACC 310 Harnblase; Karzinom
5e Caki-2 HTB-47 ACC 54 Niere; Klarzellkarzinom
5f RT-112 RT-112 D21 ACC 418 Harnblase; Transitionalzellkarzinom, Grad II
5g 293 (HEK- | CRL-1573 ACC 305 Niere; transformiert durch Adenovirus 5 DNS

293)
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5h A-375 (A375) | CRL-1619 Haut; malignes Melanom
51 MBC- CCL-171 Lunge, Fibroblast; normal
5/MRC-5
5k SM Melanom
51 BT-474 HTB-20 ACC 64 Brustdriise; duktales Karzinom
5m EAL-29
5n SJCRH30 CRL-2061 Muskel; Rhabdomyosarkom (stammend aus Knochen-
(RC13; RMS mark)
13; SJRH30)
50 IM-9 CCL-159 ACC 117 Peripheres Blut, B-Lymphoblast; transformiert durch
Ebstein-Barr-Virus (EBV)
5p VM-CUB 1 ACC 400 Harnblase; Transitionalzellkarzinom
5q HeLa CCL-2 ACC 57 Gebarmutterhals, epithelial; Adenokarzinom
5r HACAT Haut
6a KU-19-19 ACC 395 Harnblase; Transitionalzellkarzinom
6b GAMG ACC 242 Gehirn; Glioblastom
6¢ IGR-1 ACC 236 malignes Melanom (stammend aus inguinalen Lymphkno-
ten)
6d CRL-7930 CRL-7930 Harnblase; Karzinom
6e 172 Glioblastom
6f COS-1 CRL-1650 ACC 63 Niere; Fibroblast, transformiert durch eine origin-
fehlerhafte Mutante von SV-40
6g Hs 766T HTB-134 Bauchspeicheldriise; Karzinom (stammend aus Lymph-
knoten)
6h HUT 12 Fibrosarkom
61 HUVEC endothelial (Nabelschnurvene)
6k IMR-90 CCL-186 Lunge, Fibroblast; normal
61 U-138 MG HTB-16 ACC 291 Gehirn; Glioblastom
6m U-87 MG HTB-14 Gehirn; Glioblastom, Astrozytom, Grad III
6n WSS-1 (WS- | CRL-2029 Niere; transformiert durch Adenovirus 5 DNS
1)
60 Hs68 CRL-1635 Haut, Vorhaut, Fibroblast; Aspartoacylase-Mangel, mog-
liche Canavan Erkrankung
6p MCF 10A CRL-10317 Brustdriise, epithelial; fibrozystische Krankheit
6q RT-112 RT-112 D21 ACC 418 Harnblase; Transitionalzellkarzinom, Grad II
6r MDA-HER-2 Brustdriise; Adenokarzinom
Ta MDA-NEO Brustdriise; Adenokarzinom
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b CAL-62 ACC 448 Schilddriise; anaplastisches Karzinom
e DBTRG- CRL-2020 ACC 359 Gehirn, Gliazelle; multiformes Glioblastom
05MG
7d HBL-100 HTB-124 Brustdriise
Te HT-1080 CCL-121 ACC 315 Bindegewebe; Fibrosarkom
7t LN-405 ACC 189 Gehirn; Astrozytom, Grad IV
g MDA-MB- ACC 65 Brustdriise
433
7h NCI-H82 HTB-175 ACC 556 Lunge; kleinzelliges Karzinom (stammend aus Pleuraer-
(H82) guss)
7i CRO-AP3 ACC 275 B-Zell-Lymphom
7k SW-548 Dickdarm; kolorektales Adenokarzinom, Duke’s Typ B77?
71 A431NS CRL-2592 ACC 91 Haut, Epidermis; epidermoides Karzinom
7m CRO-AP2 ACC 48 B-Zell-Lymphom
n BHT-101 ACC 279 Schilddriise; anaplastisches papilldres Schilddriisenkarzi-
nom (stammend aus Lymphknoten)
70 BT 717
P A-172 (A172) | CRL-1620 Gehirn; Glioblastom
7q S-117 ACC 266 Schilddriise; Sarkom
Tr CRO-AP5 ACC 215 B-Zell-Lymphom
8a B-CPAP ACC 273 Schilddriise; Karzinom
8b BLD 4-1-1
8c HCT-8 CCL-244 Dickdarm; kolorektales Adenokarzinom
(HRT-18)
8d SU-DHL-6 ACC 572 B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom (B-NHL) (stammend aus
Pleuraerguss)
8e MD 435
(MDA-MB-
435)
8f OCI-LY-19 ACC 528 Knochenmark; B-Zell-Lymphom (Non-Hodgkin-
Lymphom)
8g ZR-75-1 CRL-1500 Brustdriise, epithelial; duktales Karzinom (stammend aus
Aszites)
8h ML-1 ACC 464 Schilddriise; follikuldres Karzinom
8i BT-747 (BT-
474)
8k 8305C ACC 133 Schilddriise; Karzinom
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81 NCI-H510A HTB-184 ACC 568 Lunge; kleinzelliges Karzinom, extrapulmonalen Ur-
(H510A; sprungs (stammend aus Nebenniere)
NCI-H510)
8m SU-DHL-4 ACC 495 B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom (B-NHL) (stammend aus
Peritonealerguss)
8n ONCO-DG-1 ACC 507 Schilddriise; oxyphiles papillares Karzinom
8o MDA-MB- HTB-129 Brustdriise; duktales Adenokarzinom (stammend aus
4358 Pleuraerguss)
8p A-498 HTB-44 ACC 55 Niere; Karzinom
8q CRL-1472 CRL-1472 Harnblase; Karzinom, Grad 3
8r Caco-2 HTB-37 ACC 169 Dickdarm; kolorektales Adenokarzinom
9a SK-CO-1 HTB-39 Dickdarm; kolorektales Adenokarzinom (stammend aus
Aszites)
9b HT-29 HTB 38 ACC 299 Dickdarm; kolorektales Adenokarzinom
9c Saos-2 HTB-85 ACC 243 Knochen; Osteosarkom
9d SW480 (SW- | CCL-228 ACC 313 Dickdarm; kolorektales Adenokarzinom, Duke’s Typ B
480)
9e 786-O (786- | CRL-1932 Niere; Adenokarzinom
0)
9f KARPAS- ACC 545 B-Zell-Lymphom (Non-Hodgkin-Lymphom)
1106P
9g MDA-MB- HTB-128 Brustdriise; Adenokarzinom (stammend aus Pleuraerguss)
415
9h 8505C ACC 219 Schilddriise; papillares Adenokarzinom
9i DLD-1 CCL-221 ACC 278 Dickdarm, epithelial; kolorektales Adenokarzinom, Duke’s
Typ C
9k HCT-8 CCL-244 Dickdarm; kolorektales Adenokarzinom
(HRT-18)
91 SW403 (SW- | CCL-230 ACC 294 Dickdarm; kolorektales Adenokarzinom, Duke’s Typ C,
403) Grad III
9m T-47D HTB-133 Brustdriise; duktales Karzinom (stammend aus Pleuraer-
guss)
Tabelle 2.3:  Zelllinienarray (Quelle: Institut fiir Pathologie des UKE, Hamburg)




2.2 Untersuchungsmaterial 31

2.2.4 Reagenzien und Gerate

Sondenherstellung;:

Anzucht von pBac-E.-coli-Klonen:

pBac-E.-coli-Klon: RZPD Produkt Nummer: RZPDB737H122052D;Produkt Name:
RP11-152P23 (Stab-Stock-Kultur); Vektor: pBac 3.6; Chr.16

Kulturmedium: Luria-Broth-Base (25 g/1 dH20); autoklaviert

Antibiotikum Chloramphenicol (34 mg/ ml Ethanol abs.)

Schiittelinkubator-Thermocycler K 15/300

Schiittelmaschine LS 10

DNA Extraktion:

QIAprep Spin Miniprep KIT 250 von Qiagen; P1 (20ml P1+200Rnase A + Lysa
blau, bei 4 °C), P2, N3, PE und EB (Elution Buffer: 10mM Tris-Cl,pH 8,5) Puffer

sowie “QIAprep Spin”-Saulen sind in diesem Extraktions-KIT enthalten

Zentrifuge

Thermomixer

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer

Sondenmarkierung;:

e Nick Translations System (Invitrogen)
e Digoxigenin-11-UTP (Roche)

e Polymerase I — 10 U/u 1 (Invitrogen)
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ANTP-Mix (Invitrogen)

pBac-DNA-Losung (selbst hergestellt)

DNase Enzym Mix-0,5U/ul POL I, 0,4mU/ul Dnase I (Invitrogen)

Minishaker IKA, Vibrofix VF1 Electronic (Janke & Kunkel IKA Labortechnik) Ther-

mocycler

Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH):

Entparaffinierung, proteolytische Vorbehandlung und Hybridisierung:

e Objekttriager (Starfrost)

e 24*32 mm Deckgléschen (Marienfeld-Superior)

o destilliertes Wasser

e Ethanol (70%, 80%, 90%) (Merck)

e Xylol (Merck)

e VP 2000 Pretreatment Reagent; NaSCN-Natriumthiocyanat, pH 5,4 (Vysis)
e VP 2000 Protease Puffer (0,01N HCL, pH 2,0); Pepsin 250 mg (Vysis)

e Fixogum (Marabu)

e Hybrite-Thermobrite, Statspin (Abbot Molecular)

e Wasserbédder (GFL — Gesellschaft fiir Labortechnik; Typ 1002, Typ 1083)
e Heizplatten (MEDAX)

e Kiivetten 100m (Glaswerk Wertheim)
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e selbsthergestellte Sonden
e COT Human DNA (Roche)
e Zentromersonde-CEP; Spectrum Orange (Abbot)

e Hybridisierungsmix (Master Mix 1.0 aus 5 ml deionisiertem Formamid, 1 g Dextran-

sulfat, 1,5 ml 20*SSC, mit H20 auf 7 ml aufgefiillt; pH 7

Detektion:

Fluorescent Antibody Enhancer Set for DIG Detection (Roche), enthélt:

1. Blocking Solution (Lésung aus niedermolekularen Proteinen)
2. Anti-DIG monoclonal antibody against digoxigenin mouse (IgG1)

3. Anti-Mouse-Ig-DIG-F (ab) 2 fragment from sheep

DAPI - 0,2 mM 4’5-Diamindino-2-Phenyl-Indol; Vectashield Mounting Medium for
flourescence with DAPI; H-1200 (Vector)

Antifade-p-Phenylenediamine (PPD)

Brutschrank (WTB Binder)

Epifluoreszensmikroskop (Zeiss)

Waschpuffer:

e Hybridisierungswaschpuffer: 2*SSC + 0,3% NP40; pH 7,25 (SSC= 2* Sodiumcitrat,

NaCl), (NP40 = Octylphenoloxypolyethoxyethanol)

e PBS-Phosphate buffered saline = Natriumchlorid, (Di) Natriumhydrogenphosphat

(DakoCytomation)
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e Detektionswaschpuffer: 0,2% TWEEN in 1* PBS; pH 7,4 (TWEEN= Polyoxyethylen(20)-

Sorbitan-Monolaurat) pH-Meter-Digital pH Meter pH 525 (WTW — Wissenschaftlich

Technische Werkstétten)

2.2.5 Kultivierung von Bac E.coli Klonen

Zunéchst wird der passende E. coli Klon TMEM186 bei imaGenes auf der Website (geneo-
notogy, 2013) bestellt. Der Klon (BAC RP11-152P23, RZPDB737H122052D) umfasst das
zu untersuchende Gen TMEM186(C160rf51) auf Chr.16p13.2.

Zur Kultivierung der Klone wird an offener Flamme gearbeitet, um die Kontamination
gering zu halten. In einem 100 ml Erlenmeyerkolben werden 13 ml Luria-Broth-Medium
gegeben. Zu dem Medium wird Chloramphenicol 3941 (0,1 mg/ml) zugefiigt, da der gewéhl-
te Klon eine Chloramphenicolresistenz enthélt. Anschlieflend wird das Medium mit 26ul
pBac-E. coli aus dem Glycerol-Stock (150ul Glycerol; autoklaviert in 2-ml-Kryoréhrchen
mit 850ul E. coli-Kultur zur Lagerung bei —80°C) oder mit einem Abstrich aus dem
Stab-Stock angezogen. Der Abstrich wird mit einem autoklavierten Holzstocher oder einer
Pipettenspitze vorgenommen. Dieser Bakterienansatz inkubiert im Schiittelinkubator bei
Raumtemperatur und 250 rpm fiir zwei Tage. Von der durch das Bakterienwachstum triib
gewordenen Bakteriensuspension wird ein Aliquot von 26ul in 13 ml frisches LB-Medium
und 39ul Cloramphenicol-Losung iiberfiihrt. Darauf folgt wiederum eine Inkubationszeit

von zwei Tagen bei Raumtemperatur.

2.2.6 pBac-DNA-Extraktion aus E.coli-Fliissigkultur

Die Extraktion wird mit einem “QIAprep Spin MiniKit” durchgefiihrt. Zunachst werden
2 ml der hergestellten pBac-E.coli-Kultur in ein 2 ml Eppendorf-Tube pipettiert und fiir

2 min. bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Dieser Vorgang wird
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dreimal gemacht, so dass ein Bakterienpellet aus 6 ml E.coli-Kultur entsteht. Das ent-
standene Pellet wird darauthin in 2501 Resuspensionpuffer P1 + RNase suspendiert. An-
schliefend werden der Suspension 250ul Lysepuffer P2 zugefiigt. Dieser enthélt SDS zur
Spaltung der Zellmembran und Denaturierung der Proteine sowie NaOH zur Denaturie-
rung der chromosomalen und Plasmid-DNA. Die Probe wird innerhalb von 5 Minuten
vorsichtig sechs-bis achtmal in den Eppendorf-Tubes invertiert. Danach wird 350ul Neu-
tralisationspuffer N3 zugegeben, welcher Natriumacetat enthélt. Sofortiges Durchmischen
durch sechs-bis achtmaliges Invertieren fithrt zur Neutralisation der Suspension und rena-
turiert die Plasmid-DNA. Nach anschliefsender Zentrifugation fiir 30 min. bei 13.000 rpm
verbleibt die Plasmid-DNA im Uberstand, welche in die “QIAprep spin”-Séule (in einer 2
ml Auffang-Eppendortkiivette) pipettiert wird. Darauthin wird die Sdule fiir 1 min. bei
13.000 rpm zentrifugiert. Die Plasmid-DNA bindet in der Sdule am Filter. Der Durchfluss
in der Kiivette wird verworfen. Die Séule wird durch Zugabe von 500ul ethanolhaltigem
70% PE-Puffer und anschliefender Zentrifugation fiir 1 min. bei 13.000 rpm gewaschen.
Dieser Waschschritt wird zweimal gemacht. Nachdem zweiten Waschgang wird der Durch-
fluss wiederum verworfen und die QIAprep-Séaule wird nochmals ohne Puffer zentrifugiert,
um die letzten Reste der Puffer herauszuziehen. Zur Elution der pBac-DNA wird die Saule
in eine frische 1,5 ml Eppendorf-Kiivette gestellt und mit 50ul 72°Cwarmem Elutionspuf-
fer (enthélt 15% Isopropanol) EB beladen und fiir 1 min. inkubiert. Zum Schluf wird das
Eluat durch 1 min. Zentrifugation bei 13.000 rpm in der Eppendorfkiivette aufgefangen
und bei 4°C aufbewahrt.

Die Messung der DNA Konzentration und ihrer Reinheit erfolgt durch photometri-
sche Messung (DNA Absorption bei 260nm) am NanoDrop ND-1000 mit dem Programm
“ND3.1.0: Nucleic Acid”. Zur Eichung wird 1,5l des verwendeten EB-Puffers benutzt. Die

DNA-Proben werden nacheinander jeweils mit 1,5ul auf dem Photometer gemessen.

Die Proben, welche einen ausreichenden DNA-Gehalt (DNA-Mindestkonzentration: ca.
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50 ng/pl) und eine Reinheitsratio (260/280 Absorptionsverhéltnis DNA /Protein, welche die
Probe verunreinigen) zwischen 1,8 und 2,0 aufweisen, werden fiir die DIG-Nick-Translation

zur Sondenherstellung genutzt.

2.2.7 DIG-Nick-Translation

Die DIG-Nick-Translation ist eine DNA Markierungstechnik, bei der das Enzym DNase
genutzt wird. DNase verursacht Einzelstrangbriiche (sogenannte “nicks”) in der DNA. Dar-
aufhin baut das Enzym Polymerase I mit Hilfe seiner 5’-3’-Exonuclease- Aktivitéit markierte
Nukleotide mit Digoxigenin in den DNA-Doppelstrang ein. Die Polymerase I entfernt durch
die Exonuklease Nukleotide und kann diese am 5’-Ende wieder richtig verketten. Bei dieser
Reparatur der DNA mit Digoxigenin markierten Sonden als Substrat verschiebt die Poly-
merase | die Einzelstrangbriiche, anstatt sie einfach zu schliefsen. Die DNA wird gleichzeitig
auf die optimale Fragmentléange fiir die spatere Hybridisierung gekiirzt, welche durch Aga-
rosegelelektrophorese kontrolliert werden kann. Die Markierung wurde mit Hilfe des “Nick
Translations System” von Invitrogen durchgefiihrt. Fiir die Nick-Translation wird ein 0,5
ml Eppendorfrohrchen bereitgestellt, in welches insgesamt ein Ansatz von 50ul pipettiert
wird. Zu Beginn werden 5ul dNTP-Mix, ein Nukleotidmix ohne dTTP mit je 0,2 mM,
in das Eppendorftube pipettiert. Danach wird 1ul 11-Digoxigenin-dUTP (1 mM) hinzuge-
fligt. Das so markierte Nukleotid kann in die Einzelstrangbriiche eingebaut werden. Wieviel
Volumen der zuvor hergestellten DNA-Losung benétigt werden, um dem Ansatz die op-
timale Menge von 2ul DNA hinzuzufiigen, muss errechnet werden. Dabei muss beachtet
werden, dass maximal 38ul DNA-Losung verwendet werden konnen. Der gesamte Ansatz
darf nicht das Volumen von 50ul iiberschreiten. Fiir die Rechnung wird zunéchst die DNA-
Mindestkonzentration festgelegt, indem die benotigte DNA Menge (2000 ng) durch das
maximal verwendbare Volumen an DNA-Losung (38ul) geteilt wird: 2000ng / 38ul = 52,6

ng/ul. Das bendtigte Volumen an DNA-Losung muss fiir jede Probe abhéngig von ihrer
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DNA-Konzentration bestimmt werden, sofern diese mindestens 52,6 ng/ul betragt. Dafiir
wird die optimale Menge der DNA von 2000 ng durch die Konzentration der aktuellen
Probe geteilt: 2000 ng / X Konzentration der Probe ng /ul = X benotigte DNA-Losung
pl. Ist das errechnete Volumen der benotigten DNA-Losung kleiner als 38ul, wird die Dif-
ferenz zu 38ul mit dH20 aufgefiillt. Zur Fertigstellung wird der Ansatz gevortextet und
zentrifugiert, bevor weitere Enzyme zugefiihrt werden. Die weiteren Enzyme stehen auf
Eis, und ab jetzt wird der Ansatz kiihl gehalten. 5ul Polymerase I-DNase-Mix (0,5U / pl
POL I; 0,4 mU / ul DNase I ) und 1ul Polymerase I (10 U / pl ) werden dem kiihlen
Ansatz hinzugefiigt. Danach wird der 50ul DIG-Nick-Translationansatz durch Vortexen
gut gemischt und anschliefsend kurz zentrifugiert. Nun befinden sich alle Reagenzien am
Boden des Rohrchens. Der Ansatz inkubiert nun bei 15 °C fiir 90 min. im Thermocycler.
Nach Ablauf der Zeit werden 5ul Polymerasel-DNase-Mix in den Sondenansatz pipettiert
und fiir weitere 15 min. bei 15°C im Thermocycler inkubiert. Daraufhin wird die Reaktion
durch Zugabe von 5ul Stop-Puffer (0,5 M EDTA, pH 8,0) gestoppt. Die nun markierte
Sonde wird zum Abschluss gevortext und kurz zentrifugiert, bevor sie bei 4°C gelagert

wird.

2.2.8 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Das Verfahren der FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung) wird genutzt um eine oder
mehrere DNA-Sequenzen (Gen-Abschnitte), RNA, einzelne Zellen oder Metaphase-Chromosomen
darzustellen. Die Arbeitsschritte der FISH konnte in zwei Arbeitstage aufgeteilt werden.

Am ersten Tag wird das zu untersuchende Préparat auf dem Objekttrager (TMA) ent-
paraffiniert, das Gewebe vorbehandelt und daraufhin die Gen- sowie Zentromersonde zur
Hybridisierung gebracht. Am zweiten Arbeitstag werden unspezifische Bindungen abge-
waschen und die spezifische hybridisierte Gensonde wird mit Antikérpern, die an einen

Fluoreszensfarbstoff gekoppelt sind, detektiert. Danach wird das Chromatin des Gewebes
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gegengefirbt und das Préparat unter dem Fluoreszensmikroskop ausgewertet.

Die 4pl dicken Gewebeschnitte (TMA’s) auf den Objekttragern miissen entparaffiniert
werden. Dies geschieht durch dreimaliges Inkubieren in Xylol fiir 10 min. und weiteres
zweimaliges Inkubieren in 96% Ethanol fiir 5 min. Bei 48°C auf einer Heizplatte verdampft
das Ethanol in ca. 3 min. Vor der Hybridisierung wird das Gewebe 15 min. bei 80°C
mit Pretreatment-Losung (NaSCN, pH 5,4) inkubiert. Dabei wird die Tertidrstruktur von
Proteinen in Gewebe und Zellmembran durch Aufbrechen der Disulfidbriicken geschadigt.
Der Objekttrager wird 2 min. in dH20 bei Raumtemperatur gewaschen. Anschlieffend
werden alle Proteine des Gewebes innerhalb von 120 — 300 min. durch Inkubation mit
Protease-Losung (0,01 N HCL, pH 2,0 + 250 mg Pepsin) bei 37°C verdaut. Erneut muss
der Objekttrager in dH20 fiir 2 min. gewaschen werden. Darauthin wird das Wasser aus
dem Gewebe gezogen, wobei der Objekttriager jeweils fiir 3 min. in 70%, 80% und 96%
Ethanol gestellt wird. Durch diese proteolytische Vorbehandlung des Gewebes wird es
der Sonde erméglicht, komplementéar an die zu untersuchende Sequenz zu binden. Vor dem
Starten der Hybridisierung werden 20ul Sonden-Hybridisierungs-Mix auf den Objekttrager
pipettiert. Dieser Hybridisierungs -Mix enthalt:
14u] Basis-Hybridisierungs-Mix
2pul COT-DNA (1g/pl)
4pul Sonden-DNA.

Die Sonden-DNA setzt sich aus 3,5ul selbst hergestellter Sonde und 0,51 kommerzieller
Zentromersonde zusammen. COT human-DNA verhindert Kreuzhybridisierung mit unspe-
zifischen und repetitiven DNA-Sequenzen, indem sie diese abblockt. Der Basis-Hybidisierungs-
Mix enthélt Formamid. Formamid setzt die Denaturierungstemperatur der DNA herab,
indem es die Wasserstoffbriickenbindung herabsetzt. Dadurch wird die Auftrennung des
DNA-Stranges vor der Hybridisierung erleichtert. Der Basis-Hybridisierungs-Mix wird her-

gestellt, indem 5,0 ml deionisiertes Formamid, 1,0 g Dextransulfat und 1,5 ml 20*SSC
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bei 60°C auf einem Heizriihrer gemischt werden. Dieser Mix wird mit 2M HCL auf pH 7

eingestellt und dann bei 4°C gelagert.

Der 20u1 Sonden-Hybridisierungs-Mix wird nun auf den Objekttrager (TMA) aufge-
tragen und mit einem Deckglédschen abgedeckt. zum luftdichten Versiegeln wird Fixogum
an den Réndern des Deckgliaschens verteilt. So wird das Austrocknen beim Hybridisieren

verhindert.

Die kommerziellen Zentromersonden sind direkt mit einem lichtempfindlichen Fluoro-
chrom markiert, deshalb ist ab diesem Zeitpunkt darauf zu achten, die Objekttrager vor
Licht zu schiitzen. Sonst wiirde das Leuchtsignal des Fluorochroms friihzeitig ausbleichen.
Der Objekttrager wir in den Thermobrite gelegt und dort 10 min. bei 72°C denaturiert
und anschliefsend fiir 24 — 72 Std. bei 37°C hybridisiert. Der Objekttrager (TMA) wird aus
dem Thermobrite genommen und das Fixogum mit dem Deckglaschen wird entfernt. Zum
Waschen wird der Objekttréger fiir 2 min. in den Hybridisierungswaschpuffer bei Raum-
temperatur gestellt. Darauthin wird der TMA bei 72°C fiir 2 min. in einen frischen Hybri-
disierungswaschpuffer gestellt, dabei wird die nicht gebundene Sonden-DNA abgewaschen.
Der TMA wird 2 min. in PBS-Puffer gestellt und danach mit 500l 1* Blocking Solution
eingedeckt. Die Blocking Solution aus niedermolekularen Proteinen sattigt freie Bindungs-
stellen; dadurch werden die proteinbindenden Oberflichen abgeblockt. Hierdurch entsteht
beim Auswerten unter dem Mikroskop weniger Hintergrundleuchten. Auflerdem kénnen
so die Detektions-Antikorper hochspezifisch an die Digoxigenin-markierte Gen-Sonde bin-
den. Nach einer Einwirkdauer von 30 min. in einer dunklen Inkubationskammer wird die
Blocking Solution abgekippt. Der TMA wird mit dem ersten Detektions-Antikorper fiir 60
— 90 min. bei 37°C (im Brutschrank) in einer feuchten Kammer inkubiert. Uberschiissiger
Antikoérper wird mit einer Waschung im Detektionswaschpuffer entfernt, dafiir stehen 3
Béader bei 37°C fiir jeweils 1 min. bereit. Darauthin werden mit derselben Methode der

2. und 3. Antikorper inkubiert und wiederum abgewaschen, wobei die 3. Waschung in 3
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Bédern fiir jeweils 5 min. erfolgt.

Die Detektionskaskade mit dem Antkoérperbdumchen dient der Signalverstarkung. Die
Kaskade bindet an dem Hapten (Digoxigenin) der Gensonde. Nach der dritten Waschung
muss der TMA in einer dunklen Kammer lufttrocknen. Danach wird der Objekttriger
mit einem Tropfen DAPI/Antifade eingedeckt. Fiir die Auswertung wird abschliefsend ein
Deckglédschen aufgelegt. DAPI farbt das Chromatin des Gewebes an. Dadurch wird bei
der Auswertung die Zugehorigkeit eines Gen- oder Zentromersignals zu einem Zellkern

signalisiert. Antifade verhindert das beschleunigte Ausbleichen der Signale.

2.2.9 Auswertung der FISH

Die fertigen TMA’s werden mit dem Epifluoreszensmikroskop ausgewertet. Zur Beurteilung
der Gensignale wird der griine FITC Filter genutzt. Die Zentromersignale werden mit
dem roten Rhodamin Filter ausgewertet. Die Gen- und Zentromersignale kénnen durch
Anfarbung des Zellkerns mit DAPI und einem entsprechenden DAPI-Filter genau einem
Zellkern zugeordnet werden. Dadurch kann die Ratio der Signale in jedem Gewebe gezéhlt
werden.

Um eine schnelle Evaluierung des Arrays zu gewéhrleisten, wurde die Ratio TMEM186-
Signale / Zentromerl6-Signale in den einzelnen Krebszellen fiir jede Gewebeprobe ge-
schétzt. Als Amplifikation wurde das Vorliegen von mindestens doppelt so vielen TMEM186-
Signalen wie Zentromer16-Signalen (Ratio TMEM186,/Zen16 > 2,0) definiert. Gewebepro-
benzugewinne, die eine TMEM186/Zenl16-Ratio von iiber 1,0, aber unter 2,0 aufwiesen
(1,0 < Ratio TMEM186/Zenl6 < 2,0), wurden als “gains” bezeichnet. Alle anderen Gewe-
beproben (Ratio TMEM186/Zen16 < 1,0) wurden als normal definiert.

Um den statistischen Zusammenhang zwischen histologischem Tumortyp, Grad des
Tumors, “Staging” und Genamplifikationen darzustellen, wurden die “Contingency table

analysis” und der Chi-Quadrat-Test angewandt. Die Berechnung der Uberlebenskurven
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erfolgte nach Kaplan-Meier. Der Log-rank-Test wurde angewandt, um den Zusammenhang

zwischen Genamplifikationen und Patienteniiberleben zu untersuchen



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Multitumorarray

In einer vorhergehenden Dissertation wurden Zelllinien und Primértumoren verschiede-
ner humaner Tumortypen mittels array-komparativer genomischer Hybridisierung (aCGH)
auf DNA-Kopiezahlverinderungen untersucht. Dabei wurde ein Amplikon auf Chromosom
16p13.2 in einer Harnblasen-Karzinom-Zelllinie (Tab. 2.3 HT 1376) entdeckt. Fiir meine
Arbeit stellte ich eine Sonde fiir das Gen TMEM186 her, welches in diesem Amplikon
liegt. Um eine grobe Abschitzung zu erlauben, ob diese Amplifikation mit signifikanter
Héaufigkeit im Harnblasenkarzinom vorkommt, wurde zunéchst ein Subset des MTA mit
133 Harnblasenkarzinomen analysiert. Aufter dem Harnblasenkarzinom waren auf diesem
MTA noch andere Tumortypen vorhanden. Insgesamt wurden 679 Tumore auf dem MTA

untersucht.

Es handelt sich unter anderem um 62 Urothelkarzinom (Urolthel Ta), 60 Ubergangsepi-
thelkarzinome (Urothel T2-T4) und 11 andere Harnblasen Karzinome. Amplifikationen
konnten nur im Ubergangsepithelkarzinom der Harnblase detektiert werden und zwar in 4

von 70 auswertbaren Féllen (5,7%) bei den Harnblasenkarzinomen.
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| Tumortyp N | (Slide D) |

Basaliom 67
Benigner Naevus 59
Haut, Plattenepithelkarzinom | 51
Malignes Melanom 48
Merkelzellkarzinom )

Nebenniere, Adenom 72
Nebenniere, Karzinom 8

Paragangliom 53
Phéochromozytom 64
Pilomatrixom 48
Urothel, Karzinom, (Ta) 62
Urothel, Karzinom, (T2-4) 60
Urothel, Karzinom, andere 11
Kontrolle 71

Tabelle 3.1: Slide D aus Tab. 2.1. MTA Slide D.

’ Level ‘ Tumortyp ‘ Bemerkung ‘
8-18/2 Urothelkarzinom-CA pT2-pT4 | Cluster
4-10/2-5 | Urothelkarzinom-CA pT2-pT4 | Cluster
5-10/1-7 | Urothelkarzinom-CA pT2-pT4 | Cluster
6-12/2-4 | Urothelkarzinom-CA pT2-pT4 | Cluster

Tabelle 3.2: TMEM186 Gensignale auf dem MTA Slide D.

In Tabelle 3.2 sind die Ergebnisse dargestellt.

Aufgrund der Datenlage lohnt sich eine ausfiihrliche Analyse auf einem grofsen Harnblasen-
Prognose-TMA. In weiteren Untersuchungen versuchten wir, TMEM 186 Amplifikationen
auch in anderen Tumoridentitdten nachzuweisen, aber fiir eine erweiterte Analyse sind die
Daten nicht tiberzeugend. Wir erhielten nédmlich auch Signale auf Slide H (s. Tab. 3.3
und Tab. 2.1). Insgesamt wurden 499 Tumore auf dem MTA Slide H untersucht. Auf dem
Slide H befinden sich 393 Mamma Karzinome unterschiedlicher Art. Amplifikationen konn-
ten nur im invasiv lobuldren Mamma-Karzinom detektiert werden und zwar in 2 von 55

auswertbaren Féllen (3,6%).
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| Tumortyp N | (Slide H) |
Mamma, invasiv duktals Karzinom 62
Mamma, invasiv lobuldres Karzinom | 65
Mamma, muzinoss Karzinom 61
Mamma, medulldres Karzinom 54
Mamma, tubulér invasives Karzinom | 60
Mamma, Phylloidtumor 48
Mammakarzinom, andere 26
Mamma, apokrines Karzinom 17
Stromasarkom 12
Karzinosarkom 38
Kontrolle 56

Tabelle 3.3: MTA Slide H

3.2 Harnblasen-Prognose TMA

Aufgrund dieser Daten wurde ein grofser Harnblasenkarzinom spezifischer Tumorarray
(TMA) untersucht. Von den insgesamt 2317 Tumorspots des Harnblasentumor-Arrays
konnten 989 (42,68%) erfolgreich mit der FISH analysiert werden. Bei 1328 Tumoren konn-
te kein Resultat erhalten werden, da entweder der Gewebespot auf dem TMA-Schnitt fehlte
(n=567) oder das Signal zu schwach oder nicht vorhanden war (n=761). Von den 989 ausge-
werteten Gewebespots konnten 803 fiir die Korrelation mit vorhandenen klinischen Daten
in statistischen Auswertungen beriicksichtigt werden. 186 Gewebespots wurden nicht in die
Analyse eingeschlossen, da doppelte punches vom selben Patienten vorlagen.

Eine TMEM186-Amplifikation geméfs der vordefinierten Kriterien (s. Kapitel. 2.2.9)
wurde in 5,9% (n=47) der untersuchten Tumore gefunden. Dabei zeigten sich in vier Féllen
hochgradige Amplifikationen mit mehr als 10 (10 — 20) Gensignalen.

TMEM186 Gensignale, die nicht den Schwellenwert fiir eine Amplifikation erreichten
(Gains: Ratio von Gensignalen zu Zentromersignalen ist grofer als 1 (normal) und klei-
ner als 2 (amplifiziert)) wurden in 3,13% der Tumore gefunden. In den Ubergangsepi-

thelkarzinomen konnte eine Amplifikationsrate von 4,9% festgestellt werden bei einer gu-
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\ Patienten \ auswertbar \ Amp \ gain \ normal \ p-Wert ‘
n n n(%) n(%) | n(%)

gesamt 1853 803 47(5.9) | 25(3.1) | 731(91)
Histologischer
Subtyp
Ubergangsepithel 1798 730 36(4.9) | 23(3.2) | 671(91.9) | 0.2181
adeno 17 8 0 0 8(100)
adeno- 2 1 0 0 1(100)
plattenepithel
sarkomatos 17 7 1(14.3) |0 6(85.7) 0.5287
kleinzellig 25 10 3(30) 1(10) 6(60) 0.02
plattenepithel 59 31 4(12.9) | 1(3.2) | 26(83.9) | 0.2454
Tumorart
papillar 1367 614 23(3.7) | 17(2.8) | 574(93.5) | <0.0001
solid 472 183 23(12.5) | 8(4.4) | 152(83.1)
Tumorstadium
pTa 768 333 3(0.9) 4(1.2) | 326(97.9) | <0.0001
pT1 505 229 14(6.1) | 12(5.2) | 203(88.6)
pT2-4 571 239 30(12.5) | 9(3.8) | 200(83.7)
Tumorgrad
G1 230 86 1(1.2) 1(1.2) | 84(97.7) | <0.0001
G2 792 368 9(2.4) 4(1.1) | 355(96.5)
G3 831 349 37(10.6) | 20(5.7) | 292(83.7)

Tabelle 3.4: Assoziation des TMEM186-Genstatus mit dem Tumorphanotyp, * Korrelation
des Tumorsubtyps zum Urothel-Karzinom (Uro-Ca)

ten Auswertbarkeit von 40,6%. Im Vergleich von soliden und papilliren Tumoren haben
die soliden Tumore eine hohere signifikante Amplifikationsrate von 12,5%, wobei die pa-
pilliren Tumore nur in 3,74% der Falle amplifiziert sind. Betrachtet man die Stadien des
Tumors (pTa,pT1 und pT2-4) erkennt man die Signifikanz der Amplifikation von 12,5%
bei pT2-4Tumoren. Die Daten lassen einen deutlichen Trend hinsichtlich einer haufige-
ren TMEM186-Amplifikation in fortgeschrittenen Tumoren erkennen. Lediglich 0,9% der
frithen (pTa) Tumore zeigten TMEM186-Amplifikationen, wéihrend in den pT1-Tumoren
6,11% Amplifikationen auftreten. Die gleiche Assoziation der erhohten TMEM186 Amplifi-

kationsrate kann man auch bei dem Grading der Tumore zeigen. G3-Tumore sind zu 10,61%
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Abbildung 3.1: TMEM186 Amplifikation auf dem Harnblasenkarzinom Prognose TMA.

der Falle signifikant amplifiziert. Im G1-Tumor sind nur 1,5% und im G2-Stadium sind
2.44% amplifiziert. TMEM186 Amplifikationen wurden auch in kleinzelligen Karzinomen,
in Sarkomen, in Plattenepithelkarzinomen und natiirlich in Urothelkarzinom detektiert. Es
konnten Amplifikationen in Sarkomen mit 14,3% detektiert werden. In den kleinzelligen
Karzinomen zeigte sich eine Amplifikationsrate von sogar 30%. In den Plattenepithelkarzi-
nomen konnte eine Amplifikationsrate von 12,9% ausgezihlt werden, wobei hier eine gute

Analysierbarkeit von 52,54% vorliegt. Die Ergenisse sind in Tabelle 3.4 zusammengefasst.

3.3 Ki67 Expression

Immunhistochemische Daten zu Ki67Expression waren fiir den verwendeten Array aus ei-

ner fritheren Studie (Nocito et al., 2001) vorhanden. Fiir ein Subset von 797 Tumoren lagen

Daten fiir sowohl den Ki67LI (Label Index, Férbeindex) und die TMEM186 Amplifikation
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TMEM 186 Anzahl Mittelwert Std.-Abw. p-Wert
amp 47 37.2 17.2 <0,0001
gain 25 29.8 14.9

normal 725 20.6 16.5

Tabelle 3.5: Vergleich der mittleren Ki67 Expression und des TMEM186 Genstatus fiir alle
Tumore.

vor. Ein Vergleich des TMEM186 Genamplifikationsstatus mit dem Proliferationsmarker
Ki67 zeigte eine signifikante Assoziation der TMEM186 Amplifikation und TMEM186 Gain

mit zunehmender Ki67 Expresion im Vergleich zu Tumoren mit normaler TMEM186 Gen-

kopiezahl (p< 0.0001, Tab. 3.5,Abb. 3.2)
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Abbildung 3.2: Boxplot des Proliferationsfaktors Ki67 fiir alle Tumore.

Um zu klaren, ob diese Assoziation lediglich durch die hohe Anzahl von fortgeschritte-
nen Tumoren mit 16p Amplifikation zustande kommt, die ja ohnehin eine erhéhte Prolife-

ration aufweist, wurde die Analyse im Subset der pT2-4 Tumoren wiederholt. Die Analyse
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TMEM 186 Anzahl Mittelwert Std.-Abw. p-Wert
amp 30 41.5 15.2 0.0125
gain ] 31.4 12.9

normal 197 31.9 16.7

Tabelle 3.6: Vergleich der mittleren Ki67 Expression und des TMEM186 Genstatus fiir
pT2-4 Tumoren.

zeigt, dass die Proliferation in den TMEM186 normalen Tumoren deutlich erhéht ist und
nur in den TMEM186 amplifizierten Tumoren eine signifikant erhéhte Proliferation zu se-
hen ist. Das heiftt, das der Zusammenhang zwischen der 16pAmplifikation und der erhéhten

Zellproliferation unabhéngig vom Tumorstadium ist (Tab. 3.6, Abb. 3.3).
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Abbildung 3.3: Boxplot des Proliferationsfaktor Ki67 fiir pT2-4 Tumoren.
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3.4 Assoziation zur Patientenprognose

Die Patienten wurden iiber einen Zeitraum von iiber 10 Jahren beobachtet. Das mittlere
Follow-up war 48 Monate, der Median war 39 Monate, bei einem Follow-up-Zeitraum von
1 — 205 Monaten. Von 491/803 Patienten mit klinischem Follow-up (Uberlebenszeit nach
der Operation) konnten Daten iiber die TMEM186-Kopiezahl erhoben werden. Um einen
moglichen Einfluss der TMEM186-Amplifikation auf den Verlauf der Erkrankung zu un-
tersuchen, wurde eine Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meyer durchgefiihrt. In die Analyse
wurden Patienten eingeschlossen mit einem Ubergangsepithelkarzinom. Zunéchst erfolgte
die Analyse in allen Tumoren (Abb. 3.4, Tab. 3.7), und separat erfolgte in dem Subset der

muskelinvasiven Tumore (Abb. 3.5, Tab. 3.8) eine weitere Analyse.
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Abbildung 3.4: Gesamtiiberleben alle T-Stadien, pTa-pT2, p= 0,0002.

Es zeigte sich in beiden Fillen eine signifikant reduzierte Uberlebenszeit fiir Patienten
mit Amplifikationen im Vergleich zu Patienten ohne Amplifikationen (p=0,0002 fiir alle
Tumore, p=0,0326 fiir pT2-4 Tumore). Die Korrelation ist unabhédngig vom Tumorstadium.

Unter Anderem beurteilten wir die Rezidivrate bei pTa -und pT1-Tumoren. Dabei
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Gruppe n gesamt n ausgefallen n zensiert Mittelwert p-Wert

amp 18 6 12 72.3113 0,0002
Normal/gain 437 46 391 64.6903
Kombiniert 455 52 403 88.6901

Tabelle 3.7: Test zwischen den Gruppen, Gesamtiiberleben alle T-Stadien, pTa-pT2.
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Abbildung 3.5: Gesamtiiberleben Ubergangsepithelkarzinom, pT2-pT4, p= 0,0326.

Gruppe n gesamt  n ausgefallen n zensiert Mittelwert p-Wert

amp 9 5 4 11.6603 0,0326
Normal/gain 82 35 47 32.4457
Kombiniert 91 40 51 31.3003

Tabelle 3.8: Test zwischen den Gruppen, Gesamtiiberleben Ubergangsepithelkarzinom,
pT2-pT4 Tumoren.

zeigte sich kein signifikantes Ergebnis: Eine klinisch relevante Aussage lasst sich aufgrund
der wenigen TMEM186 amplifizierten Tumore fiir die Analyse nicht machen. (Abb. 3.6,
Tab. 3.9)

Betrachtet man nur die Progression fiir pTa-und pT1-Tumoren so lassen sich ebenso

keine klinisch relevanten Aussagen aufgrund der geringen Anzahl von TMEM186 amplifi-
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Abbildung 3.6: Rezidive bei pTa-pT1, p= 0,9524.

TMEM186 n gesamt n ausgefallen n zensiert Mittelwert p-Wert

amp 2 1 1 4 0,9524
normal/gain 261 153 108 64.934
Kombiniert 263 154 109 64.9983

Tabelle 3.9: Test zwischen den Gruppen von Rezidiven bei pTa-pT1.

TMEM186 n gesamt n ausgefallen n zensiert Mittelwert p-Wert
amp 3 1 2 54 0,0856

normal/gain 212 16 196 171.901

Kombiniert 215 17 198 170.969

Tabelle 3.10: Test zwischen den Gruppen bei Progression fiir pTa und pT1.

zierten Tumore treffen. (Abb. 3.7, Tab. 3.10)

In einer multivariaten Cox Analyse sollte der TMEM186 Genamplifikationsstatus als
prognostischer Marker mit anderen pathologischen Faktoren untersucht werden. Klinischer
Endpunkt dieser Analyse war das krebsspezifische Uberleben. Die TMEM186 Amplifika-

tion konnte neben dem Tumorstadium als prognostisch unabhéngiger Marker identifiziert
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Abbildung 3.7: Progression fiir pTa und pT1, p= 0,0856.

Parameter HR Cl, 95% p-Wert* p-Wert*
Tumorstadium
pT1vs. pTa 0.51 0.11-19 0.3248 <0,0001
pT2-4 vs. pTa 18.07 7.57 -48.21 <0,0001
pT2-4 vs. pT1 355 12.65 - 148.41 <0,0001
Tumorgrad
G2 vs. G1 0.67 0.09 -3.13 0.6319 0,8316
G3 vs. G1 0.85 0.42 -1.65 0.6485
TMEM186
amp vs. gain/norm 3.09 1.14 -7.07 0.0282 0.0282

Tabelle 3.11: Multivariate- Analyse fiir den prognostischen Marker TMEM186 fiir Grad und
Stadium. * Subgruppenanalyse, # Gesamtmodell.

werden, wahrend der Tumorgrad keine Signifikanz aufwies. In einer Subgruppenanalyse
zeigte sich, dass die prognostische Relevanz des Tumorstadium durch ein deutlich erhohtes
Risiko zu Versterben bei den pT2-4 Tumoren im Vergleich zu den pTa und pT1 Tumoren

zu erkléren ist. (Tab. 3.11)



Kapitel 4

Diskussion

Diese Studie zeigt, dass TMEM 186 in 5-6% aller Harnblasenkarzinome amplifiziert ist und
das die Amplifikation mit einer ungiinstigen Prognose, unabhéngig vom Tumorstadium
und Grad, assoziiert ist. Ein wichtiges Ziel dieser Studie war es, nach moglichen Zusam-
menhéngen zwischen der 16p13-Amplifikation und dem Phénotyp im klinischen Verlauf

des Harnblasenkarzinomes zu suchen.

Wie zu erwarten, fanden wir einen starken Zusammenhang zwischen dem fortgeschrit-
tenen Tumorstadium und der Haufigkeit der TMEM 186-Amplifikation. So wurden in der
vorliegenden Arbeit in 0,9% der nicht invasiven Tumore (pTa) und in 12,5% der muskelin-
vasiven Tumore (pT2) Amplifikationen gefunden. Das zeigt uns, dass TMEM 186 damit
in etwa genauso hdufig amplifiziert ist wie CCND1 (Amplifikation: 9%), CMYC (5,5%)
(Zaharieva et al., 2005) und RAF 1 (4%) (Simon et al., 2001) im Harnblasenkarzinom.
Diese Gene spielen eine wichtige Rolle fiir die Regulation des Zellzyklus (CCND1,E2F3)
(Bringuier et al., 1996), beziehungsweise fiir die Transaktivierung von tumorrelevanten

Genexpressionsmustern (MYC) (Zaharieva et al., 2003).

Die Héufigkeit der TMEM 186-Amplifikation im Vergleich zu den tumorbiologisch wich-
tigen Genen deutet daraufhin, dass auch TMEM 186 (bzw. die Amplifikation aufl6p13.2)
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Abbildung 4.1: Haufige Amplifikationen im Harnblasenkarzinom in % bei pT2-4 Tumoren.

einen dhnlich hohen Selektionsdruck auf die Tumorzelle ausiibt und daher in der amplifizier-
ten Region auf 16p13 ein potentiell wichtiges Onkogen lokalisiert sein konnte. Bisher liegen
jedoch keine publizierten Daten zur Amplifikation von TMEM 186 vor. Wir wissen aber aus
einigen vorhergehenden Studien, die komparative genomische Hybridisierung (CGH) ver-
wendet haben, dass Amplifikationen in Harnblasenkarzinomen nachgewiesen werden konn-
ten. Im Rahmen dieser Studien wurden auch in einigen Untersuchungen Amplifikationen
oder Zugewinne von 16p gefunden, dem Genort von TMEM 186. So berichteten Chan et
al. in ihrer Analyse von 21 Harnblasenkarzinomen von einem Zugewinn auf Chromosom
16p in 9 Féllen (43%) (Chan et al., 2009). In einer weiteren CGH Studie berichteten Hei-
denblad et al. von einer 16p13 Amplifikation in 8% der 38 untersuchten Urothelkarzinome
(Heidenblad et al., 2008). Hurst et al. beschrieben mit einer Array-CGH Studie 3 Fiélle
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(14%) von 16p Zugewinnen in 21 Harnblasenkarzinom-Zelllinien (Hurst et al., 2004).

In zahlreichen klassischen CGH Studien wurde der Genort 16p jedoch nicht untersucht.
Dies geschah vermutlich aus technischen Griinden, da 16p durch einen hohen GC-Gehalt
(Guanin und Cytosin-Gehalt) auffallt und die Hybridisierung an diesem Genort erschwert
ist. Die 5-6% Amplifikationen in unserer Studie sind deutlich niedriger als die 8-43% 16p-
Zugewinne in den obengennnten Studien. Das war zu erwarten, da Zugewinne haufig gros-
sere Bereiche des Chromosoms einschliefen und deutlich héufiger gefunden werden als die
typischerweise kleinen Amplifikationen. So wurden zum Beispiel 20% 8q Zugewinne bei
Harnblasenkarzinomen in der Studie von (Prat et al., 2012) gefunden, wahrend dem nur
ca. 5%-Amplifikationen des CMYC-Genes auf 8q24 gegeniiberstehen. (Zaharieva et al.,
2005)

Praktisch alle bisherigen FISH-Studien an Harnblasenkarzinomen konnten zeigen, dass
das Harnblasenkarzinom sich grundsétzlich in zwei Entitdten mit unterschiedlichen gene-
tischen Eigenschaften einteilen ldsst. Hierzu zéhlen die nicht invasiven (pTa) Tumoren, die
durch eine generell geringe genetische Instabilitdt mit nur wenigen chromosomalen Ver-
dnderungen gekennzeichnet sind und die im Gegensatz dazu invasiven (pT1 und grofer)
Tumore, die durch eine Vielzahl von genetischen Aberrationen und vielen Amplifikationen
gekennzeichnet sind (Simon, 1999). Andere Gewebe-Microarray basierende Studien, die
andere Onkogene beim Harnblasenkarzinom untersucht haben, konnten diesen Zusammen-
hang bestétigen. (Richter et al., 1998; Sauter und Mihatsch, 1998; Simon et al., 1998). So
zeigten Bringuier et al., dass die Cyclin D1 Amplifikation, CCND 1 signifikant haufiger
bei fortgeschrittenen und hochgradig malignen Tumoren auftritt (Bringuier et al., 1996).
Simon et al. zeigten denselben Zusammenhang fiir FGFR 1 und RAF 1 (Simon et al., 2001)
oder HER 2 und TOP 2A (Simon et al., 2003). Richter et al. berichteten tiber Cyclin E Am-
plifikationen (Richter et al., 2000) und Zaharieva et al. fanden denselben Zusammenhang

fir CMYC (Zaharieva et al., 2005).
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Wir konnten aufzeigen, das TMEM 186 Amplifikationen signifikant mit verkiirzter
Uberlebenszeit innerhalb der Patientengruppe mit muskelinvasiven (pT2-4) Tumoren as-
soziiert sind. Das Harnblasenkarzinom ist praktisch nur dann lebensbedrohlich, wenn ein
solches Tumorstadium erreicht ist. Es konnte also der Nachweis einer TMEM 186 Ampli-
fikation als Marker verwendet werden, um innerhalb der Gruppe der prognostisch gene-
rell ungilinstigen pT2-4 Tumoren Patienten mit einem “weniger schlechten” oder besonders
schlechten klinischen Verlauf zu unterscheiden. Die multivariant Analyse bestétigte, das der
prognostische Wert der TMEM 186 Amplifikation unabhéngig von den Prognosefaktoren

Tumorstadium und Malignitatsgrad ist.

Ob TMEM 186 tatsédchlich das Gen ist, dessen Amplifikation den ungiinstigen klini-
schen Verlauf auslost, kann jedoch anhand der vorliegenden Daten nicht mit Sicherheit
gesagt werden. In dem minimal amplifiziertem Bereich geméfs der SNP-Array Analyse sind
noch 8 weitere Gene (A2BP1, Cl6orf 68, ABAT, C16 orf 51 (TMEM186), PMM2, CAR-
HSP1, AC 022167.7, USP7 und C16 orf 72) lokalisiert. Es ist wahrscheinlich, dass eines
oder mehrere dieser Gene in jedem Fall von TMEM 186-Amplifikationen ebenfalls mit
amplifiziert werden, da Amplifikationen typischerweise mehrere Mb umfassen. Eine tumor-
biologisch relevante Rolle kénnten noch zum Beispiel ABAT oder PMM2 spielen. ABAT
ist eine 4-Aminobutyrat Aminotransferase und bei Defekt kann es zu psychomotorischen
Retardierungen und unter anderem zur Hypotonie kommen. Die Phosphomannomutase2
(PMM2) wurde im Zytoplasma detektiert und kann bei Defekt zu peripherer Neuropathie
und zerebraler Hypoplasie fiithren (stanford, 2013). In humanen Tumoren wurden diese 9

Gene allerdings bisher noch nicht funktionell untersucht.

Die klinisch ungiinstige Rolle der 16p13-Amplifikation wird noch deutlicher durch die
Assoziation mit der erhdhten Zellproliferation (Ki67 Farbeindex). Es zeigt sich ein geradezu
linearer Anstieg der Proliferationsaktivitiat mit zunehmenden Kopiezahlstatus. Dies weist

auf einen moglichen Gen-Dosis-Effekt hin. Tumore mit einer Kopiezahl von 4 — 10 hatten
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im Schnitt ein Ki67 von 31.4, wihrend Tumore mit Amplifikationen (10 — 18 Genkopien)

ein Ki67 von 41.5 hatten, das therapeutisch genutzt werden konnte.

Medikamente, die am TMEM 186 angreifen und so die Menge des Genproduktes verrin-
gern oder die Aktivitdt hemmen, kdnnten zur Therapie des Harnblasenkarzinomes genutzt
werden. TMEM 186 wére ein guter Kandidat fiir eine solche Therapie, da es sich um
ein Transmembranprotein handelt. Transmembranproteine sind durch ihre Lokalisation an
der Zelloberfliche gut von “aufen”, das heift durch den Blutstrom und die extrazellula-
re Matrix, fiir Medikamente zugénglich. In einer solchen Situation werden oft Antikdrper
eingesetzt, die sich durch eine gute Vertriglichkeit auszeichnen. Ein Beispiel hierfiir ist
der monoklonale therapeutische Antikorper Herceptin, der zur Therapie von Patientinnen
mit HER 2-amplifiziertem Brustkrebs eingesetzt wird (herceptin, 2013). Der Nachteil von
therapeutischen Antikérpern ist, wenn es sich nicht um Transmembranproteine handelt,
da sie nicht in die Zelle diffundieren konnen. Daher haben wir mit TMEM186 ein Gen
ausgewahlt, das als Membranprotein durch Antikérper angegriffen werden konnte. Dabei
spielt es vielleicht noch nicht einmal eine Rolle, ob TMEM 186 wirklich das funktionell
relevante Gen innerhalb der Amplifikation ist. Wenn eine besonders hohe Proteindichte
von TMEM 186 auf der Membran von Tumorzellen mit 16p13.2 Amplifikationen vorliegt,
dann konnte dies zur Zielerfassung eines Medikaments genutzt werden. Diesen Effekt macht
man sich zum Beispiel bei der Therapie bei B- Zell- Lymphomen und chronisch lymphati-
scher Leukédmie mit dem Antikorper CD 20 zunutze. CD20 ist ein Phosphoprotein, das auf
der Oberfliache aller B-Zellen exprimiert wird. Das Protein wird kodiert durch das MS4A1
Gen. Bei B-Zell-Lymphomen und chronisch lymphatischer Leukédmie wird das Protein auf
B-Zellen vermehrt produziert, hat aber selbst keine tumorrelevante Funktion. Es gibt sehr
gute Therapieerfolge mit dem Biological Rituximab, da es an den B-Zellen bindet (Cragg
et al., 2005).

TMEM 186 Amplifikationen wurden in allen untersuchten histologischen Subtypen des
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Harnblasenkarzinomes gefunden. Dazu zihlen Ubergangsepithelkarzinome (4,9%), klein-
zellige Karzinom (30%), Sarkome (14,3%) und Plattenepithelkarzinome (13,9%). Da kein
spezieller Subtyp bevorzugt Amplifikationen zeigte, deutet dieser Befund daraufhin, dass
16p-Amplifikationen keine besondere Rolle fiir die Entstehung des ein oder anderen Harn-
blasenkarzinoms spielen. Eine Literaturrecherche zeigte, dass Kopiezahlveranderungen von
16p nicht auf das Harnblasenkarzinom beschrankt sind. So finden sich 16p11 Amplifika-
tionen in 30% bei einem gutartigen sporadischen Vestibularschwannom (Koutsimpelas et.
al. 2011), sowie 2 weitere Félle von Amplifikationen bei dieser Tumorart in diesem Be-
reich des Genoms (Warren et al., 2003). Die 16p11.2 Region ist jedoch etwa 5.8 Mb von
der 16p13.2-Region entfernt, so dass es sich um unterschiedliche Zielgene handeln diirfte.
Gains konnten im 16p13-Bereich in 20% der Félle beim Rektumkarzinom (Molinari et al.,
2011), in 25% der Falle beim duktalen Mamma-Karzinom (Thor et al., 2002), in 36% der
Félle beim intrahepatischen Cholangiokarzinom (Lee et al., 2004), in 40% der Félle beim
Kolonkarzinom (Aragane et al., 2001) und in Lungenkarzinomen bis zu 50% nachgewiesen

werden (Pardo et al., 2007; Shen et al., 2008).

Diese Arbeit ist ein Beispiel fiir die Effizienz der Gewebemikroarray-Technologie zur
Detektion von seltenen molekularen Verdnderungen. Die Analyse von 2317 Tumoren mit
klassischen Verfahren — Schnitt fiir Schnitt an jedem Tumor einzeln — wére im Rahmen
der zur Verfligung stehenden Zeit nicht moglich gewesen. Die TMA-Technologie erlaubt
dariiber hinaus ein Maf an Standardisierung der Analyse, das mit herkdmmlichen Metho-
den nicht erreichbar wire, da die Menge an Sonde, die in einem Versuchsansatz hergestellt
werden kann, begrenzt ist. Abgesehen von den enormen Kosten der Reagenzien, die bei der
Herstellung von FISH-Sonden fiir 2317 Analysen angefallen wéren, muss immer mit einer
gewissen Varianz der Versuchsergebnisse je nach Qualitit der Sonde gerechnet werden. Fiir
die vorliegende Studie wurde aus mehreren Sondenansétzen die Beste ausgewéhlt, sodass

alle Gewebe unter genau denselben, optimalen experimentellen Bedingungen ausgewertet
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werden konnten.

Angesichts der hohen Anzahl von Neuerkrankungen an Blasentumoren pro Jahr (>16.000
in Deutschland) stiinde mit TMEM 186 ein zusétzlicher pradiktiver Marker zur Verfiigung,.
Diese Hypothese muss allerdings in weiteren Studien gekléart werden. Eine wichtige Folge-
studie wire nun das Mapping des Amplikons 16p13.2, damit man das relevante Gen expe-
rimentell darstellen und unter Beweis stellen kann. Alle Gene des Amplikons kénnten auf

einem Mapping TMA untersucht werden und eine Expressionsanalyse miisste stattfinden.



Kapitel 5

Zusammenfassung

Ausgangspunkt dieser Studie war eine vorhergehende CGH Studie die eine 16p13 Ampli-
fikation zeigte. Woraufhin wir eine Klarung der Préavalenz von 16p13 Amplifikationen in
humanen Tumoren durchfithren wollten. Das Amplikon 16p13 enthélt neun Gene. Dabei
erschien uns das Gen TMEM 186 am ehesten potentiell tumorrelevant und wir stellten
eine kompatible Sonde her. Ziel der Untersuchung war die Klarung der Pravalenz von
16p13.2-Amplifikationen in humanen Tumoren. Aufserdem wollten wir die biologische Be-
deutung dieser Amplifikationen durch Vergleich von Amplifikationsdaten mit pathologisch-
anatomischen und klinischen Parametern in einem ausgewéhlten Tumortyp untersuchen.
In einem ersten Schritt wurde die Sonde-TMEM186 auf einem Zelllinienarray hybridisiert.
Auf dem Zelllinien-Array konnten wir eine Amplifikation des Harnblasenkarzinomes detek-
tieren. In einem zweiten Schritt wurde die Sonde-TMEM 186 auf einem Multi-Tumor-Array
hybridisiert. Konkret konnten dabei vermehrt Amplifikationen im Ubergangsepithelkarzi-
nom der Harnblase pT2-pT4 detektiert werden und zwar in 4 von 70 Fallen (5,7%). Um
die Beziehung der 16p13.2-Amplifikation mit klinisch-pathologischen Daten im Harnbla-
senkarzinom weiter zu untersuchen, wahlten wir als weiteren Schritt die Hybridisierung

der TMEM186-Sonde auf dem Harblasenarray (TMA). Dabei wurden iiber 2317 Harnbla-
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sentumore in einem Gewebemikroarrayformat mittels Fluoreszenz in-situ Hybridisierung

(FISH) untersucht.

Die Daten lassen nach Auswertung einen signifikanten Trend hinsichtlich einer hau-
figeren TMEM186-Amplifikation in fortgeschrittenen Tumoren erkennen. Die Studie er-
gab in Harnblasenkarzinomen bei 239 auswertbaren Fillen 30 (12,5%, p<0,0001) Am-
plifikationen. Lediglich 0,9% (3 von 333) der frithen (pTa) Tumore zeigten TMEM186-
Amplifikationen,wihrend in den pT1-Tumoren 6.1% (14 von 229) der Amplifikationen auf-

traten.

Dieser Trend lésst sich auch bei dem Grading der Tumore nachweisen. Grad-3-Tumore
sind zu 10,61% (37 von 349) der Falle signifikant amplifiziert. Im Grad-1-Tumor sind nur
1,2% (1 von 86) und im Grad-2-Stadium sind nur 2,44% (9 von 368) amplifiziert. TMEM186
Amplifikationen wurden in Ubergangsepithelkarzinomen, aber auch in kleinzelligen Karzi-
nomen, in Sarkomen und in Plattenepithelkarzinomen des Harnblasenkarzinomes, detek-
tiert. Es konnten Amplifikationen in Sarkomen mit 14,3% (1 von 7) detektiert werden.
In den kleinzelligen Karzinomen zeigte sich sogar eine Amplifikationsrate von 30% (3 von
10). In den Plattenepithelkarzinomen konnte eine Amplifikationsrate von 12,9% (4 von 31)
ausgezéhlt werden. In den Ubergangsepithelkarzinomen konnte eine Amplifikationsrate von
4,9% (36 von 730) festgestellt werden. Im Vergleich von soliden und papillaren Tumoren
haben die soliden Tumore eine erwartete hohe signifikante Amplifikationsrate von 12,5%

(23 von 183), wobei die papillaren Tumore in 3,7% (23 von 614) der Félle amplifiziert sind.

Das Vorliegen der Amplifikationen war hochgradig prognoserelevant — sogar iiber die
etablierten Prognosefaktoren von Stadium und Grad des Tumors. Ein signifikanter Zu-
sammenhang zwischen Tumorstadium und 16p13.2 Amplifikation konnte hergestellt wer-
den. Amplifikationen sind massive Vermehrungen der Kopiezahlen eines Chromosomenab-
schnitts. Durch die Amplifikation kommt es in der Regel zu einer starken Uberexpression

der eingeschlossenen Gene. Befinden sich darunter Gene mit onkogenem Potential, kann
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es zur Tumorbildung kommen. Ein solches onkogenes Potential hat vielleicht ein Gen im
16p13.2 Amplikon.
Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass die hdufigen 16p13.2 Amplifikationen beim Harn-

blasenkarzinom einen starken Einfluss auf den klinischen Verlauf haben.
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