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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie des Urothelkarzinoms der Harnblase

Das Harnblasenkarzinom ist weltweit die siebthaufigste Krebserkrankung mit 260.000
Neuerkrankungen im Jahr. Manner sind mit einem Verhdltnis von 3,5:1 hdufiger
betroffen als Frauen (Parkin et al. 2005). Die grofte Inzidenz des Harnblasenkarzinoms
wird in Westeuropa, Nordamerika und Australien beobachtet (Parkin 2008). Insgesamt
ist die Prévalenz in Industriestaaten sechsmal hoher als in Entwicklungslandern. In
Deutschland sind laut Robert-Koch-Institut im Jahre 2006 19.360 Mé&nner und 8.090
Frauen erkrankt. Fir das Jahr 2010 ergibt sich einer flinf-Jahres-Prévalenz von 85.800
fur Manner und 26.600 fur Frauen. Das hdufigste Harnblasenkarzinom ist das
Urothelkarzinom (Parkin 2008). Das Urothelkarzinom weist eine Vielzahl wvon
histologischen Differenzierungen auf. Die hdufigste ist das squamdse gefolgt vom
glanduléren Urothelkarzinom.

1.2. Atiologie und Risikofaktoren

Als ein wichtiger Risikofaktor fir die Erkrankung am Urothelkarzinom der Harnblase
gilt neben einem Patientenalter von tUber 60 Jahren (Bevers et al. 2009) und dem
mannlichen Geschlecht das Rauchen. Raucher erkranken zwei- bis sechsmal h&ufiger
als Nicht-Raucher (Negri und La Vecchia 2001). Die (berufliche) Exposition gegenuber
Schadstoffen wie Benzidin, Naphthylamin, Aminodiphenyl und aromatischen Amine
spielt ebenfalls eine wichtige Rolle als Risikofaktor. Der Abusus des Schmerzmittels
Phenacetin ist assoziiert mit der Entstehung des urothelialen Harnblasenkarzinoms
(Cohen et al. 2000).

1.3. Klinik

Die klinische Symptomatik der Erkrankten ist abhangig von der Lokalisation und der
Infiltration des Tumors. Klinisch aufféllig werden Patienten mit einem Urothelkarzinom
der Harnblase zum Beispiel durch Mikrohdmaturie, Leukozyturie oder schmerzloser
Makrohamaturie, die in ca. 85% der Félle auftreten. Im Folgenden kann durch
geronnenes Blut in der Urethra eine schmerzhafte Miktion auftreten. Des Weiteren
konnen je nach Tumorauspragung und -lokalisation Harndrang, Dysurie, Nykturie,
Pollakisurie oder auch Nierenstauung und -insuffizienz auftreten. Insgesamt sind die

Symptome jedoch meist unspezifisch.



1.4. Diagnostik

Diagnostisch sollte zundchst eine korperliche Untersuchung erfolgen. Eine mdglichst
steril gewonnene Urinprobe sollte mittels Urin-Stix und Urin-Zytologie untersucht
werden. Eine Sonographie der Harnwege sollte unbedingt erfolgen. Eine Zystoskopie
sollte durchgefiihrt werden, wobei sichtbare Tumoren durch eine TUR-B (transurethrale
Resektion der Harnblase) zur endgultigen Sicherung der Diagnose tiefgehend reseziert
werden sollten. Bei der TUR-B sollten auch Gewebeproben aus normal erscheinendem
Urothel entnommen werden, um eine mogliche Dysplasie oder ein Carcinoma in situ
(CI1S) auszuschlieRen. Beim pathologischen Nachweis eines Harnblasenkarzinoms sollte
ein Staging durch Sonographie des Abdomens, i.v. (intravendse) Urographie, und CT
(Computertomographie) oder MRT (Magnetresonanztomographie) erfolgen. Um
Fernmetastasen in Lunge oder Skelett zu detektieren, sollten ein Rontgen-Thorax und
eine Skelett-Szintigraphie durchgefihrt werden. Neuere diagnostische Methoden sind
zum Beispiel die Analyse der DNA (Desoxyribonukleinséure) mittels Flowzytometrie.
Immunhistochemisch kdnnen tumorassoziierte Antigene auf den Urothelzellen
nachgewiesen werden. Schnelltests wie der BTA(Blasentumorantigen)-Test oder ein
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) kdnnen blasentumorassoziierte Proteine

detektieren.

1.5. Staging

Die Therapie von Harnblasentumoren richtet sich nach der Tumorklassifikation und
dem Staging. Die TNM-Klassifikation (T fiir Tumor, N fir Nodus/Lymphknoten und M
fur Metastasen) teilt Tumoren im Urothel der Harnblase folgendermafen ein: Das
Stadium CIS bezeichnet maligne entartete Urothelzellen, die sich durch eine flache
Ausbreitung auszeichnen und die auf das Urothel begrenzt bleiben, das heilt, die
Basalmembran nicht durchbrechen. Als pTa (p fir postoperative histopathologische
Klassifikation) wird ein exophytisch wachsender, papillarer Tumor, der ebenfalls die
Basalmembran nicht durchbricht, bezeichnet. Man unterteilt exophytisch wachsende,
nicht invasive Tumoren weiter in das Urothelpapillom, die papillare Urothel Neoplasie
mit niedrigem malignen Potential (PUNLMP), das nicht invasive papillare
Urothelkarzinom (Low Grade; pTa) und das nicht invasive papillare Urothelkarzinom
(High Grade, pTa) (Minner und Sauter 2009). Minimalinvasive Tumoren, die die
Basalmembran durchbrechen, nicht aber bis in die Muskelschicht vordringen, werden

als pT1 bezeichnet. Tumoren, die bis in die innere Hélfte der glatten Muskelschicht
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vorgedrungen sind, werden als pT2a bezeichnet. Sind sie bis in die &dulRere Halfte der
Muskelschicht durchgedrungen, nennt man sie pT2b. Ist die perivesikale Fettschicht
durch den Tumor erreicht, wird er als pT3a klassifiziert. Ein pT3b Tumor hat das
perivesikale Fettgewebe durchbrochen. Das Stadium pT4a bezeichnet die Invasion in
die Prostata, den Uterus oder die Vagina. Als pT4b wird ein Tumor klassifiziert, der in
das Becken oder die Beckenwand eingebrochen ist.

Der N-Status beschreibt, inwieweit Lymphknotenmetastasen vorliegen: pN1 beschreibt
den Befall eines Lymphknotens, der Kkleiner als 2 cm ist, pN2 den Befall eines
Lymphknotens von 2-5 cm oder mehrerer Lymphknoten kleiner als 5 cm und pN3
bezeichnet Lymphknotenmetastasen, die grofer als 5 cm sind. Der M-Status bezeichnet
das Vorliegen von Fernmetastasen. In Abbildung (Abb.) 1 sind die unterschiedlichen
Tumorstadien graphisch dargestellt.

pTO pTis pTa pT1 pT2a pT2b pT3a pT3b pT4

—— Urothel

—— Lamina propria

2R R R

—— Fettgewebe

Abb. 1 TNM-Klassifikation des Harnblasenkarzinoms (aus: Hertle et al. 2010)

1.6. Therapie

Das CIS wird transurethral entfernt und anschlieBend mit intravesikaler BCG-
Instillation  (Bacillus-Calmette-Gueérin) als  Langzeittherapie  behandelt.  Als
Therapiekontrolle dienen Urinzytologie und vierteljahrliche Kontrollzystoskopien. Das
pTa-Karzinom wird transurethral mittels elektrischer Schlinge komplett reseziert.
Tumorrand und -grund werden getrennt reseziert und histologisch untersucht. Im
Resektat sollte Muskulatur enthalten sein, um eine tumordse Muskelinvasion
auszuschlieBen. Des Weiteren sollten randomisierte Biopsien entnommen werden. Bei
Grad 2- und Grad 3-Tumoren sollte eine Rezidivprophylaxe mit Mitomycin oder BCG
erfolgen. Diskutiert wird auch die komplette Zystektomie beim nicht invasiven

papillaren Urothelkarzinom (High Grade) und beim CIS. Die Abwégung zwischen
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Rezidiv- und Progressionsrisiko und den Risiken dieses stark invasiven und
folgenschweren Eingriffs ist jedoch individuell zu treffen. Das Gleiche gilt fir pT1-
Tumoren. Derzeit steht es zur Diskussion, bei allen histologisch abgesicherten pT1-
Tumoren eine radikale Zystektomie im Gegensatz zur nach Grading erfolgenden
transurethralen Resektion durchzufiihren. Ein Problem dabei stellt jedoch die hohe
Interobservervariabilitit von bis zu 35% dar (Hautmann et al. 2009; Tosoni et al. 2000).
Lokalinvasive Tumorstadien wie pT2, pT3a und pT3b werden mittels radikaler
Zystektomie therapiert. Bei Frauen werden vordere Vaginalwand und eventuell
Adnexen und Uterus mit entfernt; beim Mann Prostata, Samenblase und Urethra. Dazu
erfolgt eine Lymphadenektomie. Eventuell kann die Zystektomie mit adjuvanter oder
neoadjuvanter Chemotherapie kombiniert werden. Die Blasenteilresektion spielt nur
eine untergeordnete Rolle. Das bereits metastasierte Harnblasenkarzinom kann

chemotherapeutisch behandelt werden (Hertle et al. 2010).

1.7. Prognose

Es gibt verschiedene morphologische und molekulare Marker, die beim
Harnblasenkarzinom prognostisch von Bedeutung sind und im Folgenden beschrieben

werden.

1.7.1. Invasivitat und Tumormorphologie

Verschiedene Faktoren konnen Aufschluss Uber die Prognose eines Erkrankten geben.

Die Invasionstiefe, ausgedriickt durch das T-Stadium, ist Teil der TNM-Klassifikation.
Um eine Aussage beziglich der Prognose eines am Harnblasenkarzinom erkrankten
Patienten treffen zu kdnnen, kénnen in erster Linie diese morphologischen Faktoren
herangezogen werden: Zunéchst kann in Bezug auf klinische Prognose und zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen zwischen zwei Gruppen unterschieden werden:
Nicht-invasive, papillare Tumore, deren Wachstum auf dem Mechanismus der
Hyperplasie beruht, bilden ca. 80% der Urothelkarzinome. Sie sind zwar héufig
multifokal und neigen zu Rezidiven, nicht jedoch zum invasiven Wachstum. Bei
frihzeitiger chirurgischer Therapie und intravesikaler Immuntherapie liegt die funf-
Jahres-Uberlebensrate bei 90% (Wu 2005). Zu dieser Gruppe gehoren das Urothel-
Papillom, die PUNLMP und das nicht invasive papillare Urothelkarzinom (Low Grade;
pTa) (Sauter et al. 2004). Dabei hat das Urothel-Papillom die beste Prognose und das
niedrigste Risiko des Rezidivs oder der Progression (Cheng et al. 1999; McKenney et



al. 2003), wéhrend PUNLMP ein hoheres Risiko des Rezidivs aufweisen, jedoch in
niedrigerem Ausmald als nicht invasive papillare Karzinome (Sauter et al. 2004). Das
Risiko des Wiederauftretens des nicht invasiven papillaren Karzinoms liegt zwischen 48
und 71% (Alsheikh et al. 2001; Holmang et al. 2001; Holmang und Johansson 2002)
eine Progression tritt allerdings eher selten auf (Sauter et al. 2004). Multifokalitat und
GroRe des Tumors verschlechtern ebenfalls die Prognose.

Die zweite Gruppe bilden ca. 20% der Urothelkarzinome. Sie sind muskelinvasiv (pT2-
pT4) und entwickeln sich meistens tber eine flache Dysplasie oder ein CIS. Trotz
Therapie versterben etwa 50% dieser Patienten. Metastasierte invasive
Urothelkarzinome haben eine fiinf-Jahres-Uberlebensrate von nur 6 % (Wu 2005).
Schon die alleinige Prasenz von einer flachen Dysplasie oder einem CIS sind mit
erhdhtem Risiko der Progression, des Rezidivs und des Versterbens verbunden, wobei
primére CIS mit einer besseren Prognose verbunden sind als sekundéare (Orozco et al.
1994).

Als pT1 klassifizierte Tumore sind prognostisch schwieriger einzuordnen. Sie weisen
ahnliche genetische Veranderungen auf wie Tumore, die als pT2 oder hoher klassifiziert
wurden und haben ein hohes Progressionsrisiko (Reddy et al. 2006). Hinzu kommen
regelmalig diagnostische Probleme in der histopathologischen Differenzierung
zwischen nichtinvasiven und minimalinvasiven Tumoren, die die prognostische
Aussage beeintrachtigen (Abel et al. 1988; Minner und Sauter 2009; Tosoni et al. 2000;
Witjes et al. 1994). Auch ist es von Bedeutung, ob innerhalb der Lamina propria die
Muscularis mucosae durchbrochen wurde (Hasui et al. 1994; Younes et al. 1990).

Des Weiteren kénnen aus pTa-Tumoren mit High-Grade-Differenzierung auch invasive
Karzinome entstehen, vermutlich tiber eine parallele Dys- und Hyperplasie des Urothels
(Knowles et al. 2009). Diese Tumoren rezidivieren haufig und progressieren in 10-20%
der Falle zu invasiven Karzinomen (Knowles 2006). Sie gehdren eher zu der zweiten

Gruppe mit schlechterer Prognose.

1.7.2. Infiltration von Blut- und Lymphgefalien

Lymphovaskuldre Invasion kann ebenfalls als prognostischer Faktor herangezogen
werden. Patienten mit nachgewiesener tumordser Infiltration der Lymph- und
Blutgefale weisen eine signifikant erhohte Rezidivrate (Hosomi et al. 2009),

Progression und vermehrte Metastasierung auf (Cho et al. 2009). Die Form des
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Tumorwachstums ist ebenfalls wichtig; wachst der Tumor als einheitliche Front, ist dies
prognostisch gunstiger als das Wachstum mit Ausldaufern (Jimenez et al. 2000).

1.7.3. Resektionsrand

Weiteren Einfluss auf die Prognose hat die Qualitdt des Resektionsrands nach radikaler
Zystektomie: Sind im verbleibenden Gewebe noch Tumorreste vorhanden, ist dies mit
einer schlechteren Uberlebensrate verbunden (Dotan et al. 2007).

1.7.4. Genetische Prognosefaktoren

Genetische Veranderungen stellen einen wichtigen Prognosefaktor in der Onkologie
dar. Beim Harnblasenkarzinom weisen invasive oder High-Grade-Tumore (pT1-4,
pTaG3, CIS) genetisch unterschiedliche Veranderungen im Gegensatz zu nicht
invasiven papillaren Neoplasien (pTa G1-G2, PUNLMP, Papillome) auf. Diese
papillaren Neoplasien haben wenig genetische Verédnderungen und werden daher als
genetisch stabil bezeichnet (Richter et al. 1998). Im Gegensatz dazu gilt erstgenannte
Gruppe als genetisch instabil (Minner und Sauter 2009). Daher soll hier ein separater
Uberblick der genetischen Veranderungen dieser beiden prognostisch unterschiedlichen

Tumorgruppen gegeben werden.
1.7.4.1. Invasive und genetisch instabile Harnblasenkarzinome

1.7.4.1.1. Alterationen auf Chromosomenebene

Beim invasiven, genetisch instabilen Harnblasenkarzinom wurden mit Hilfe der CGH
(Comparative genomic hybridization) oder cytogenetischen Markern 7-10
Veranderungen festgestellt: Zusammengefasst wurden Verénderungen in 2q, 5q, 8p, 9p,
9q, 10q, 11p, 180q, 1q, 5p, 8q, 179 und auf dem Y-Chromosom nachgewiesen (Richter et
al. 1998). Aneuploidie tritt beim Harnblasenkarzinom in mehr als 90% auf (Sauter et al.
1997; Zhang et al. 1997).

1.7.4.1.2. Onkogene

Obwohl schon einige relevante Onkogene identifiziert wurden, steht die Entdeckung
eines charakteristischen Gens, welches eine Aussage Uber Prognose und Entwicklung
des invasiven Harnblasenkarzinoms zuldsst, bis heute noch aus. Bisher entdeckte
Onkogene, die beim Urothelkarzinom der Harnblase aktiviert sein konnen, werden im

Folgenden zusammenfassend aufgefuhrt:
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Die Transmembranrezeptor-Tyrosinkinase Her2/neu wurde in verschiedenen Studien als
uberexprimiert nachgewiesen. Die vermehrte Expression beruht teils auf Amplifikation
(10-20%), groftenteils (10-50%) ist der Mechanismus noch ungeklart (Orlando et al.
1996; Ravery et al. 1997). Die prognostische Bedeutung ist unklar, jedoch scheint es
einen Zusammenhang zwischen der Expression des Her2-Proteins und einer besseren
Uberlebensrate bei auf Paclitaxel basierender Chemotherapie zu geben (Gandour-
Edwards et al. 2002). Aus der Ras-Onkogen-Familie wurde insbesondere bei H-ras eine
Relevanz fur das Harnblasenkarzinom festgestellt (Boulalas et al. 2009). H-ras-
Mutationen wurden je nach Methode in bis zu 45% der Harnblasenkarzinome
nachgewiesen (Orntoft und Wolf 1998). EGFR (Epidermal-Growth-Factor-Receptor) ist
eine transmembrane Tyrosinkinase, die beim Harnblasenkarzinom in bis zu 3-5% der
untersuchten Falle amplifiziert und in bis zu 50% uberexprimiert ist (Sauter et al. 1994).
Auch das auf 11913 liegende Cyclin-D1-Gen ist haufig amplifiziert (10-20%) oder
uberexprimiert (30-50%) (Habuchi et al. 1994; Wagner et al. 1999). Das MDM-2 Gen
kodiert u.a. fur eine indirekte Aktivierung der Transkription. Das dazugehdrige Protein
wurde in 10-40% der untersuchten Félle vermehrt detektiert (Pfister et al. 1999;
Schmitz-Drager et al. 1997).

1.7.4.1.3. Tumorsuppressorgene

Fur die invasiven Harnblasenkarzinome wurden auch einige Tumorsuppressorgene
untersucht, die moglicherweise von Relevanz sind.

Mutationen des Gens TP53 wurden mit der Entstehung des Harnblasenkarzinoms in
Verbindung gebracht, wobei 90% der Mutationen auf den Exons 4-9 liegen. Laut einer
Studie weisen 40-60% der invasiven Harnblasenkarzinome Mutationen in diesem Gen
auf (Lu et al. 2002). Der immunhistochemische Nachweis von p53-Positivitat findet
praktischen Nutzen in der Pathologie und wurde als prognostischer Marker diskutiert.
Mehrere Studien zeigten eine Assoziation von Veranderungen in der p53-Expression,
Tumorgrad und -stadium sowie Patientenprognose (Cordon-Cardo et al. 1994; Esrig et
al. 1994; Lipponen 1993), jedoch konnten andere Studien diese prognostische
Bedeutung nicht belegen (Peyromaure et al. 2002). Eine Inaktivierung des auf 13ql14
lokalisierte Tumorsuppressorgens RB1 wird in 30-80% der muskelinvasiven
Blasenkarzinome nachgewiesen, meist als Kombination aus heterozygoter Deletion und

Mutation auf dem anderen Allel (Cordon-Cardo und Reuter 1997). Mdglicherweise
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spielt seine Alteration eine prognostische Rolle fiir ein reduziertes Uberleben der
Patienten (Logothetis et al. 1992).

Das Tumorsuppressorgen PTEN konnte moglicherweise ein wichtiger prognostischer
Faktor sein. Da sich diese Arbeit explizit diesem Thema widmet, wird darauf spater
detailliert eingegangen.

1.7.4.1.4. Proteine fur DNA-Reparatur

Die Veranderung von Genen, die fiir die DNA-Reparatur zustandig sind, scheinen beim
Harnblasenkarzinom eher selten betroffen (2,2%) (Hartmann et al. 2002). Zur
Diskussion steht auch die prognostische Aussage einer verédnderten COX-2-Epression
(Wild et al. 2005).

1.7.4.2. Genetisch stabile Urothel-Neoplasien (Low Grade)

Fir die nicht-invasiven Urothel-Neoplasien (Low Grade) ist es schwierig, aufgrund von
Genveranderungen prognostische Aussagen zu treffen.

Relativ haufig tritt der totale oder partielle Verlust von Chromosom 9 auf (Simon et al.
1998). Dies tritt jedoch auch bei Hyperplasie oder sogar normalem Urothel auf, was
diesen Faktor als prognostisch nicht sinnvoll auszeichnet. In papillaren Low Grade-
Tumoren finden sich hdufig Mutationen im FGFR3-Gen (Fibroblast Growth Factor-
Receptor-Gen) (Hodges et al. 2010). Der Verlust des Y-Chromosoms ist ebenfalls
relativ haufig in Low Grade-Tumoren, seine biologische Signifikanz ist jedoch ebenfalls
unklar (Minner et al. 2010). Flache Low Grade-Neoplasien weisen hdaufig
Veranderungen der Inhibitoren der CDK (Zyklin abhangigen Kinasen) wie pl5,
p16(9921) und p21 auf (Keen und Knowles 1994). Die Expression von Cytokeratin 20
konnte ebenfalls einen Einfluss auf die Rezidivrate haben (Harnden et al. 1995).
Genetische Anhaltspunkte fiir Progression von Tumoren dieser nicht invasiven
Zellverédnderungen sind noch schwieriger zu identifizieren, da die Progressionsrate sehr

niedrig ist.

1.8. Das Tumorsuppressorgen PTEN

Die molekularen Mechanismen, die der Kanzerogenese zu Grunde liegen, bieten in der
modernen Onkologie wichtige Angriffspunkte fir Medikamente. Der Bedarf an so

genannten genspezifischen Therapeutika, die an besonders relevanten Stellen dieser

13



Signalkaskaden eingreifen und sie gezielt attackieren, gewinnt fir die Stadien-
spezifische onkologische Therapie immer mehr an Bedeutung.

1.8.1. Der PI3-Kinase-Signalweg

Studien haben den PI3(Phosphatidylinositol 3)-Kinase-Signalweg als wichtige
molekulare Grundlage von Zellwachstum, -proliferation und -berleben identifiziert.
Bei verschiedenen Tumoren wurden spezifische genetische Verdnderungen der
Bestandteile dieses Signalwegs festgestellt, was fur die onkologische Therapie genutzt
werden kann.

Die PI3-Kinase ist ein Heterodimer, welches aus einer katalytischen (p110) und einer
regulativen (p85) Untereinheit besteht. Sie kann von einer aktivierten Rezeptor-
Tyrosinkinase ber die p85-UE (Untereinheit) rekrutiert werden. Die daraufhin
aktivierte katalytische Untereinheit kann PIP2 (Phospatidylinositol-4,5-bisphosphat) zu
PIP3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat) phosphorylieren. Das Produkt des
Tumorsuppressorgens Phosphatase and Tensin homolog (PTEN) kann die gegenldufige
Reaktion katalysieren, also PIP3 zu PIP2 dephosphorylieren und so die darauf folgende
Signalkaskade bremsen. PIP3 rekrutiert PKB (AKT) (Proteinkinase B) und PDK 1 zur
Plasmamembran. AKT wird hier durch PDK1 oder TORC 2 phosphoryliert. Die
Phosphorylierung kann auch im Zellkern durch eine DNA-PK (Proteinkinase) erfolgen.
Von hier aus werden weitere Signalwege gehemmt oder aktiviert, die zur
Zellproliferation, Stoffwechselaktivitat oder Hemmung von Apoptose fiihren (Knowles
et al. 2009). Unter anderem fuhrt die Aktivierung des PI3-Kinase-Signalwegs zur
Aktivierung des mTor-Signalwegs. Abb. 2 zeigt den PI13-Kinase-Signalweg.
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Abb. 2: Der Phosphatidylinositol 3-Kinase-Signalweg (aus: (Knowles et al. 2009))

1.8.2. Tumorsuppressorgen Phosphatase and Tensin homolog - PTEN
Das Gen PTEN befindet sich auf Chromosom 10¢23. Es enthdlt neun Exons. Das

Genprodukt von PTEN ist eine multifunktionelle Phosphatase, deren physiologisches
Hauptsubstrat PIP3 ist. Sie kann als Lipidphosphatase sowie als Proteinphosphatase
agieren.

Die Hauptfunktion von PTEN st die katalytische Dephosphorylierung von PIP3 zu
PIP2. So kann die darauf folgende Signalkaskade des P13-Kinase-Signalwegs gebremst
werden.

PTEN umfasst 403 Aminosauren, gehort zu der PTP(Protein-Tyrosin-Phosphatase)-
Famile und besitzt eine C- und eine N-Domane, die gemeinsam eine katalytische
Untereinheit bilden (Abb. 3) (Leslie und Downes 2004). Das Protein PTEN kann auch
andere Proteine dephosphorylieren. Es ist entweder an der Zellmembran, im Zytoplasma
oder auch im Zellkern lokalisiert, wo es zusatzliche tumorsuppressive Funktionen haben
konnte (Planchon et al. 2008).
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Abb. 3: Das PTEN-Protein
Dargestellt ist das 403 Aminosduren grole Protein PTEN. Die Phosphatase- und die C2-

Domane haben enzymatische Funktion. Die Cystein-Reste (Cys-71 und Cys-124) bilden bei
Oxidierung eine reversible Disulfidbriicke. Der N-Terminus links bindet PIP2. Am C-Terminus
(rechts) wird PDZ gebunden und phosphoryliert (p) (Leslie und Downes 2004).

1.8.3. Die Bedeutung von PTEN fur die Tumorgenese

AKT stellt einen Knotenpunkt in der Signalkaskade dar, da seine Aktivierung einen
Einfluss auf viele wichtige zelluldre Prozesse wie den Zellzyklus, Zellwachstum,
Energiestoffwechsel und Resistenz gegen Apoptose zur Folge hat. (Knowles et al.
2009). PTEN und der P13-K-Signalweg halten also unter anderem die Zellproliferation
im Gleichgewicht. Dieses Gleichgewicht kann durch verschiedene Mechanismen gestort
werden, beispielsweise durch eine UbermaBig aktive PI3-K (z.B. durch
Genamplifikation) oder durch inaktivierende Deletionen oder Mutationen des Genlokus
(10923) von PTEN. Dieses konnte die Tumorentstehung begunstigen. Entsprechende
genetische Veranderungen von PTEN wurden bereits unter anderem in Glioblastomen,
Mamma- oder Prostata-Karzinomen nachgewiesen.

Eine Reihe von genetischen Erkrankungen, zusammengefasst unter dem Akronym
PHTS (PTEN Hamartoma Tumour Syndrome), weist genetische Veranderungen von
PTEN auf und ist assoziiert mit dem vermehrten Auftreten von verschiedenen
Tumorerkrankungen. Dazu gehdren das Cowden Syndrom (CS), das Bannayan-Riley-
Ruvalcaba Syndrom (BRRS), das Proteus Syndrom (PS) und das Proteus-like Syndrom.
Beim CS treten beispielsweise vermehrt Tumore der Schilddriise, der Brust und des
Endometriums auf (Eng 1993). Dies unterstreicht die Bedeutung von PTEN als
Tumorsuppressorgen.

In unserem Institut wurde im Vorfeld eine Array-CGH-Analyse von

Harnblasenkarzinomen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass tatsachlich Deletionen bei
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PTEN auftreten und dass es somit interessant ist, genauere Studien zur
Deletionsfrequenz von PTEN durchzufihren.

1.8.4. Stand der Forschung zu PTEN

Verschiedene Studien haben sich mit der Rolle der Region 10g und PTEN im
Besonderen beim Harnblasenkarzinom beschéaftigt. Im Folgenden sollen diese nach
Methoden geordnet zusammengefasst werden.

1.8.4.1. LOH-Analysen

Vor allem frihe Studien wurden mittels LOH(Loss of Heterozygosity)-Analyse
durchgefuhrt. In diesen Studien wurde eine recht grolRe Varianz des Vorkommens der
Deletionen auf Chromosom 10q, die auch die PTEN-Region einschliel3en, aufgezeigt.
Zwischen 8,5 und 45% LOH wurden in 20-285 Tumoren detektiert (Aveyard et al.
1999; Cairns et al. 1998; Cappellen et al. 1997; Kagan et al. 1998; Knowles et al. 1994;
Platt et al. 2009). Manchmal konnte ein vermehrtes Auftreten von Deletionen von
PTEN in invasiven Karzinomen, das heit in hoheren Stadien, nachgewiesen werden
(Aveyard et al. 1999; Kagan et al. 1998). Bei Low Grade- und nicht invasiven

Urothelkarzinomen waren diese nur unregelmafig zu finden.

1.8.4.2. FISH-Analysen

Bislang wurde die FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung)-Analyse kaum als
Methode zur Detektion von PTEN-Deletionen beim Harnblasenkarzinom durchgefiihrt.
Wang et al. fanden in zw6If Tumoren eine Deletionsfrequenz von Chromosom 10 von
50% (Wang et al. 1994).

In anderen Geweben, z.B. der Prostata, wurden FISH-Analysen zu PTEN durchgefuhrt,

die in ihren Ergebnissen diskrepant (20,2%-77%) ausfielen (Krohn et al. 2012; Sircar et

al. 2009; Verhagen et al. 2006; Yoshimoto et al. 2007).

1.8.4.3. Array-CGH
Anhand von Array-CGH wurde in Studien bei 22-160 Tumoren der Verlust von 10923

inklusive PTEN untersucht. Die Deletionsfrequenz schwankte zwischen 3 und 52%
(Blaveri et al. 2005; Hurst et al. 2004; Hurst et al. 2012; Platt et al. 2009).
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1.8.4.4. Immunhistochemie/Western Blot-Studien

Verschiedene Studien haben den Einfluss von PTEN anhand der Proteinexpression des
Gens in 29-887 Fallen untersucht. Dies wurde entweder durch Western-Blot oder durch
Immunhistochemie (IHC) durchgefihrt. Es wurde gezeigt, dass die Expression des
PTEN-Proteins beim Urothelkarzinom haufig, jedoch mit starken Schwankungen,
reduziert ist (zwischen 13,7 und 53%).
In einer Studie zeigten beispielsweise 20 von 130 invasiven Tumoren eine deutlich
verminderte Expression des PTEN-Proteins. Hier konnte gezeigt werden, dass
moglicherweise die Mutation von p53 mit genetischen Verdnderungen der PTEN-
Region assoziiert ist. 41% der Tumore, die Veranderungen in p53 aufwiesen, zeigten
ebenfalls Verdnderungen in PTEN. Patienten mit diesen kombinierten genetischen
Verdnderungen hatten auch eine schlechtere Prognose (Puzio-Kuter et al. 2009). In
Abhangigkeit von Grad und Stadium konnte auch ein unterschiedliches Mal3 an PTEN-
Expression festgestellt werden (Harris et al. 2008). Besonders bei muskelinvasiven
Tumoren konnte eine verminderte Expression des PTEN-Proteins festgestellt werden
(Han et al. 2008; Harris et al. 2008; Koksal et al. 2005; Lee et al. 2012). Sun et al.
untersuchten eine hohe Tumoranzahl (n=887) und fanden ebenfalls eine signifikante
Verminderung der PTEN-Expression abhangig nach Tumorgrad und -stadium (Sun et
al. 2011).
Eine Studie zeigte in 42% des untersuchten Tumorgewebes ein Fehlen des PTEN-
Proteins und in 7,5% eine reduzierte PTEN-Expression. Die PTEN-Expression
korrelierte negativ mit dem Tumorstadium. Fortgeschrittene Tumoren wiesen weniger
PTEN-Protein auf als weniger hohe Stadien. Harnblasenkarzinome mit
unterschiedlichen Differenzierungen zeigten einen groReren Verlust von PTEN als reine
Urothelkarzinome auf. Eine positive Korrelation war mit phosphoryliertem AKT zu
beobachten (Schultz et al. 2010).
Die direkte Aktivierung des PI13-Kinase-Signalwegs wurde in einer Studie anhand der
Menge von phosphorylierter AKT untersucht. In 55% der untersuchten Falle wurde eine
signifikant groRere Menge an phosphorylierter AKT nachgewiesen (Wu et al. 2004).
Bei Untersuchungen beztglich der unterschiedlichen Expression des PTEN-Proteins im
Zellkern und im Zytoplasma wurde festgestellt, dass vor allem die Menge von PTEN-
Protein im Zellkern reduziert war. Dabei war das Mal} der Expressionsverminderung
assoziiert mit hoherem Grad, Stadium oder beidem (Platt et al. 2009; Tsuruta et al.
2006).
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1.8.4.5. Mutationsanalysen

Mit Hilfe von Mutationsanalysen haben verschiedene Studien die genaue Gensequenz
der Exons von PTEN in 11-145 Féllen untersucht. Der Anteil an Mutationen variierte
zwischen 0 und 27% der Falle (Aveyard et al. 1999; Cairns et al. 1998; Liu et al. 2000;
Sjodahl et al.; Wang et al. 2000). Mutationen zeigten hdufig einen Zusammenhang mit
hoherem Grad und Stadium.

Die nur unregelméBige Detektion von Ausféllen beider Allele von PTEN in oben
genannten Studien legt nahe, dass andere molekulare Mechanismen als
Punktmutationen zur Inaktivierung der tumorsuppressiven Funktion beitragen konnten.
Haploide Insuffizienz kénnte dazu flhren, dass der Ausfall nur eines Allels ausreicht,
um die Funktion von PTEN in der Zelle zu stdren. Methylierung als Mechanismus zur
Ausschaltung der Expression des Gens wurde bei der Prostata nachgewiesen (Whang et
al. 1998) und konnte auch beim Harnblasenkarzinom eine Rolle spielen. Eine simple
Erklarung wére, dass PTEN zwar heterozygot deletiert ist, dies jedoch nicht der Grund
fur die Tumorentstehung ist und der Fokus der Kanzerogenese an anderer Stelle des

Zellzyklus zu suchen ist.

1.8.4.6. Weitere Studien

Andere Studien haben den Zusammenhang von PTEN-AKtivierung und -Deaktivierung
in Zusammenhang mit anderen fur den Zellzyklus wichtigen Bestandteilen von
Signalwegen untersucht.

Eine Studie zeigte bei PTEN-defizienten Mausen eine hohe Zellproliferation im
Urothel, welche durch die Induktion von p21 gehemmt werden konnte (Yoo et al.
2006). Ebenfalls konnte eine erhdhte Zellzahl im Urothel nachgewiesen werden, die
kompatibel mit mTOR- und PI3K-Signalweg-Aktivierung war. Die Mause entwickelten
vor allem papillare, oberflachliche Tumore, was zusatzlich durch den Einsatz von
Butyl-N-Nitrosaminen provoziert werden konnte (Tsuruta et al. 2006). Wenn PTEN-
und/oder p53-Deletion induziert wurde, fihrte nur die Deletion beider Gene zugleich zu
einer friihzeitigen Entwicklung von aggressiven, hdufig metastasierenden Tumoren
(Puzio-Kuter et al. 2009). Durch Rapamycin konnte bei Mausen mit PTEN- und p53-
Deletionen der Ubergang von CIS zu muskelinvasiven Blasentumoren verhindert
werden, was auf ein Zusammenspiel des mTOR- mit dem PI3K-Signalweg hindeutet
(Seager et al. 2009). Neshat et al. kamen zu &hnlichen Ergebnissen (Neshat et al. 2001).

Eine andere Studie zeigte, dass PTEN gemeinsam mit dem Tumorsuppressorgen Lkbl
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die Tumorgenese durch Hemmung des mTOR-Signalwegs blockieren kénnte (Shorning
et al. 2011).

Auch ein Zusammenhang mit dem Whnt-Signalweg wurde aufgezeigt: Die Aktivierung
des Signalwegs bei gleichzeitiger Deaktivierung von PTEN flhrte bei M&usen zur
Entstehung von papillaren Urothelkarzinomen (Ahmad et al. 2012).

Diese Studien legen nahe, dass eine alleinige Repression von PTEN nicht ausreicht, um
Tumorentstehung zu verursachen. Wahrscheinlicher scheint hier die Kombination des
Funktionsverlusts von zwei oder mehreren Tumorsuppressorgenen.

Weiterfuhrende Studien, die bereits mehr auf die Verwendung der tumorsuppressiven
Funktion von PTEN in der Gentherapie abzielten, haben durch Induktion die
therapeutische Relevanz von PTEN getestet. In einer Studie ist es gelungen, das PTEN-
Protein in Zelllinien einzuschleusen, wobei eine Reduktion der Tumorentstehung von
40% beobachtet werden konnte. Auch konnte die Empfindlichkeit einer Doxorubicin-
resistenten Zelllinie gegentiber dem Chemotherapeutikum dadurch gesteigert werden
(Tanaka et al. 2000). Mit Hilfe eines Adenovirus eingeschleustes PTEN fiihrte zur
Induktion von Caspasen und somit zur Apoptose (Wu et al. 2007). Das Einschleusen
des PI3K-Inhibitors LY294002 hemmte in unabhangigen Studien die Invasivitat von
mehreren Zellreihen, die alle PTEN-Defekte hatten (Kanda et al. 2009; Wu et al. 2004).

1.9. Fragestellung und Zielsetzung

Die Bedeutung von PTEN in den molekularen Mechanismen der Tumorentstehung ist
also noch nicht geklart. Viele Studien jedoch weisen auf seine Relevanz im Prozess der
Tumorentstehung beim Harnblasenkarzinom hin. Sollte das Tumorsuppressorgen eine
entscheidende Rolle in der Tumorgenese spielen, kdnnten sich dadurch interessante
Angriffspunkte fiir die moderne onkologische Therapie ergeben.

Die Bedeutung von PTEN als klinisch wichtiger prognostischer Faktor ist noch nicht
absehbar. Bisher wurde seine Bedeutung mit Hinblick auf langerfristige prognostische
Daten nicht ausreichend untersucht.

Nach der Knudson-Hypothese reicht bei Tumorsuppressorgenen die Deletion eines
Allels nicht aus, um ein Funktionsverlust des zugehdrigen Proteins in der Zelle zu
verursachen. Beide Allele missen aufler Kraft gesetzt sein, damit das jeweilige Protein
seine Funktion nicht mehr ausfihren kann. Im Falle von PTEN weisen jedoch einige
Studien darauf hin, dass bereits die Deletion eines Allels ausreicht, um seine Funktion

als Antagonist zum PI13-Kinase-Signalweg aufler Kraft zu setzen. Diese Unfahigkeit
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eines diploiden Gens, bei Funktionsverlust eines Allels fiir ein regelrechtes Protein zu
kodieren, wird als Haploinsuffizienz bezeichnet. Eventuell kdnnten Punktmutationen
oder Methylierung der DNA zu einem Funktionsverlust des verbliebenen Allels
beitragen. Welche Mechanismen genau zu diesem Funktionsverlust beitragen kénnten,
ist aber ebenfalls noch unklar.

In dieser Arbeit soll die Bedeutung der Deletion von PTEN fir die klinische Prognose
beim Harnblasenkarzinom untersucht werden. Dafur soll eine retrospektive Studie von
Patienten mit Harnblasenkarzinom in Form eines TMA (Tissue-Microarray) mit
vorhandenen klinischen Prognosedaten in Hinblick auf Uberleben, Progression und
Rezidiv mittels der FISH-Analyse untersucht werden.

Mit der FISH-Analyse sollen homo- oder heterozygote Deletionen von PTEN in
Tumorgewebespots nachgewiesen und eventuelle Zusammenhénge mit Tumorstadium, -
grad und den klinischen Verlaufsdaten der Patienten aufgezeigt werden.

Zusdtzlich soll aus ausgewéhlten, mittels FISH als heterozygot deletiert definierten
Tumorgeweben DNA isoliert werden. Um Aufschluss uber die Rolle des verbliebenen
Allels zu erhalten, soll anschlieRend eine Analyse der Basensequenz aller Exons von

PTEN durchgefiihrt werden. So kénnen eventuelle Punktmutationen detektiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Gewebe und Patienten

Zur Herstellung der TMAs wurden 304 in Paraffinblocke eingebettete
Urothelkarzinome der Harnblase aus dem Archiv des Instituts fir Pathologie des UKE
(Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf) verwendet. Tab. (Tabelle) 1 zeigt die
Zusammensetzung des TMAs.

Tab. 1: Harnblasen TMA (Hamburg, BLA 1.2 A1)

n (Anzahl) auf TMA
Alle Tumoren 304
Histologie urothelial 304
Stadium pT1l 147
pT2 157
Grad Gl 1
G2 100
G3 203

Zusatzlich wurde ein bereits fertiger TMA aus dem Universitatsspital Basel mit
Harnblasenkarzinomen aller Stadien als Prognose-Array hinzugezogen. Zu diesem
TMA sind klinische Verlaufsdaten beziglich Tumorstadium, Grad, Rezidiv,
Progression, Uberleben (roh) und tumorspezifisches Uberleben der Patientinnen
vorhanden. Tumoren mit Stromainvasion aber ohne Anschnitt der Muskelschicht im
Praparat wurden als pT1 bezeichnet. Die pTa-Tumoren wurden unter dem
prognostischen Gesichtspunkt des Auftretens eines Rezidivs beurteilt. Ein Rezidiv
wurde als in der Zystoskopie sichtbarer neuaufgetretener Tumor definiert. Fur die pT1-
Tumoren wurde die Zeit bis zur Progression, d.h. Verdnderung des Tumorstadiums zu
pT2 oder héher, als Endpunkt der Studie betrachtet. Die Tumoren wurden nach der alten
WHO-KIassifikation (World Health Organization-Klassifikation) gradiert, da diese vor

2004 vorgenommen wurde. Tab. 2 stellt die Zusammensetzung dieses TMAs dar.

Tab. 2: Harnblasen TMA (Basel)
*nur Urothelkarzinome

n auf TMA
Alle Tumoren 759
Histologie urothelial 686
plattenepithelial 29
kleinzellig 19
sarkomatoid 14
adeno 11
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n auf TMA
Stadium pTa 316
pT1 180
pT2-4 268
Grad* Gl 82
G2 300
G3 304
Stadium und Grad* pTa Gl 82
pTa G2 185
pTa G3 48
pT1l G2 70
pT1 G3 94
pT2-4 G2 45
pT2-4 G3 162

2.2. Herstellung der Tissue-Microarrays

Zu jedem in Paraffin eingebetteten Tumorgewebe existiert ein mit HE (Hamatoxylin-
Eosin) gefarbter Schnitt, auf dem das Tumorareal eingezeichnet wurde.

Zu den geeigneten, aus den Archiven der Pathologie herausgesuchten Tumorschnitten
und -blocken wurde eine Tabelle, ein sogenanntes ,,Punchfile” erstellt, indem die
Anordnung der Gewebe-Spots auf dem TMA festgelegt wurde. Dazu wurde ein mit
Koordinaten beschriftetes Raster, ein ,,Cartoon, angefertigt, das die geplante
Anordnung der Gewebe-Spots auf dem Slide zeigt. Im Punchfile werden sowohl
Identifikationsnummern des Gewebes, deren Lokalisation und die realen Koordinaten
auf dem TMA angegeben.

Mit Hilfe der spitzen Kanille eines Array-Stanzgerdts wurde in einen leeren
Empfangerblock aus ,,Peel-A-Way“ (Polysciences Inc., Pennsylvania, USA (United
States of America)) bei Zimmertemperatur ein Hohlzylinder mit 600um dulRerem
Durchmesser ausgestanzt. Aus dem jeweiligen Tumorblock, dem Donor-Block, wurde
aus dem auf dem dazugehdérigen Tumorschnitt markierten Areal ebenfalls ein Zylinder
von 600um innerem Durchmesser mit der zweiten Kanule ausgestanzt. Mit Hilfe des
Stanzgeréats wurde dieser genau in das vorgefertigte Loch im Empfangerblock platziert.
Die exakte Positionierung in Tiefe und Breite ist dabei von grofRer Wichtigkeit fur die
Qualitat des TMAs. Dieser Vorgang, dargestellt in Abb. 4, wurde fir alle im Punchfile

aufgefuhrten Gewebe wiederholt.
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Abb. 4: Erstellung eines TMA
(aus: Schmidt 2005)

Der schlieBlich entstandene TMA-Block inkubierte bei 37°C im Brutschrank fir 25
Minuten. Um die Oberflache plan zu machen, wurde der Block an einer geraden, harten
Flache in einheitliche Oberflachenform gedriickt. Mit dem Rotationsmikrotom wurde
der TMA-Block geschnitten und mit Hilfe von Tape aus einem ,,Tape sectioning kit*
(instrumedics Inc. (Incorporation), NJ (New Jersey), USA) geschnitten und auf einem
mit Kleber beschichteten Objekttréger fixiert. AnschlieBend wurde der TMA-Schnitt
unter einer UV (ultraviolett)-Lampe fur eine Minute polymerisiert. Nun wurde das Tape
mit Hilfe von TPC-Reagenz (Leica Microsystems Inc., IL) von dem Objekttrager
abgezogen. Schliellich wurde der TMA-Schnitt bei Raumtemperatur getrocknet. Abb. 5
zeigt einen fertigen TMA, in Abb.6 ist ein einzelner Tumorgewebsspot aus einem

Harnblasenkarzinom dargestellt.
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Abb. 5: Harnblasen TMA

Abb. 6: Tumorgewebsspot aus Harnblasenkarzinom

2.3. Herstellung der FISH-Sonden

2.3.1. BAC-Klone

Die FISH-Sonden wurden mit Hilfe von BACs (bacterial artificial chromosome)
hergestellt. BACs sind genomische Vektoren, mit denen man DNA Fragmente einer
Lange von 100.000-300.000 Basenpaaren in Bakterien vermehren kann. In
kommerziellen BAC-Bibliotheken ist mittlerweile das gesamte humane Genom
verfugbar. BACs mit einer komplementéren Sequenz zum Gen PTEN (RP11-380G05,
RP11-81303) sind von der Firma SourceBioScience, Cambridge, UK (United
Kingdom) transformiert in E. coli DH10B erhaltlich. Die verwendeten BACs sind

resistent gegen das Antibiotikum Chloramphenicol.
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2.3.2. Vermehrung, Isolation und Reinigung der BAC-DNA

Zur Vermehrung der BACs wurde ein Teil der Stabkultur fir 8 bis 10 Stunden in 10 ml
LB-Medium mit dem Zusatz von 100 pg/ml Chloramphenicol bei 37°C geschittelt (220
rpm (rounds per minute)). AnschlieBend wurden 2 ml dieser Kultur in 250 ml LB-
Medium mit oben genannter Chloramphenicol-Konzentration gegeben und nochmals
bei 37°C flr 12 Stunden geschuttelt (220 rpm). Die Isolation der BAC-DNA erfolgte
mit Hilfe des NucleoBond BAC100 Kits von Macherey-Nagel, Deutschland. Zunachst
wurden die Bakterienkulturen fur 15 Minuten bei 6000g und 4°C zentrifugiert. Dann
wurde das Pellet resuspendiert. Mit Hilfe einer NaOH/SDS-Ldsung wurden die
Bakterien lysiert und sowohl die enthaltene chromosomale bakterielle DNA als auch die
Plasmid-DNA denaturiert. Durch Neutralisation wurden anschlieend Proteine und
bakterielle chromosomale DNA geféllt und abzentrifugiert. AnschlieRend wurde das
Lysat auf eine Silika-Gel-Séule gegeben, die durch ionische Wechselwirkungen die
BAC-DNA bindet. Durch Auswaschen wurde die Séule von RNA, Proteinen,
Metaboliten und niedermolekularen Verunreinigungen gesdubert. Die Eluierung der
BAC-Sonden erfolgte mit Hilfe eines Puffers mit geringer lonenkonzentration.
AnschlieBend wurde die Prazipitation mit Isopropanol durchgefiihrt. Nach dem
Waschen der DNA mit 70%igem Ethanol wurde sie bei Raumtemperatur getrocknet.
SchlieBlich wurde die DNA in 150 pl dH,O geldst. Der DNA-Gehalt wurde mit Hilfe
des NanoDrop ND-1000 bestimmt.

2.3.3. Markierung der BAC-DNA mit Fluoreszenzfarbstoffen

Um die isolierte BAC-DNA mit Floureszenzfarbstoff zu markieren, wurden das Nick
Translation Kit und Vysis® Green dUTP (Abbott Laboratories, Illinois, U.S.A))
verwendet.

1000 ng DNA wurden 2,5 pl 0,2 mM Green dUTP (Desoxyuridintriphosphat), 5 ul 0,1
mM dTTP (Desoxythymidintriphosphat), 10 pl dNTP (Desoxynukleosidtriphosphat)
(dATP (Desoxyadenosintriphosphat), dGTP (Desoxyguanosintriphosphat) und dCTP
(Desoxycytidintriphosphat)), 5 ul 10x Nick Translation Buffer und 10 ul Nick
Translation Enzyme Mix (DNA Polymerase I, DNase I) zugesetzt. Bei Raumtemperatur
wurde der Ansatz fir 1 Minute bei 2000 g zentrifugiert und anschlieBend bei 15°C fir 8
Stunden inkubiert. Zum Beenden der Amplifikationsreaktion wurde der Ansatz bei 70
°C fur 10 Minuten erhitzt. Zur Reinigung der DNA von verbliebenen, nicht eingebauten

fluoreszenzmarkierten dUTPs wurde das QIAquick® Nucleotide Removal Kit
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verwendet. Um die tberschissigen Nukleotide zu entfernen, wurden nach dem Prinzip
der Séulenfiltration die groReren fluoreszenzmarkierten Nukleotide in einem
feinporigen Filter aus Silikatfasern gebunden und die kleineren Molekiile abfiltriert.
AnschlieRend wurde die in den Poren verbliebene fluoreszenzmarkierte DNA mit Hilfe

von dH,0 eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.4. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die FISH ist eine Methode zum Nachweis von Chromosomenaberrationen, wie zum
Beispiel Deletionen oder Amplifikationen. Sie basiert auf der Basenpaarung
fluoreszenzmarkierter DNA-Sonden mit einer Ziel-DNA, um diese nachzuweisen bzw.

sichtbar zu machen.

2.4.1. Vorbereitung der Paraffin-Gewebeschnitte

Die Paraffin-Gewebsschnitte wurden fir die zweifarbige FISH-Analyse vor der
Hybridisierung mit Xylol und 96% Ethanol entparaffiniert und proteolytisch
vorbehandelt. Die Arbeitsschritte wurden nach dem Protokoll des ,Paraffin
Pretreatment Kit*“ (Vysis, Downers Grove, IL (Illinois), USA) durchgeflhrt, die
Zusammensetzung der genutzten Reagenzien und das genaue Prozedere ist diesem zu
entnehmen.

Die Slides wurden auf der auf 48°C vorgewdarmten Heizplatte luftgetrocknet und fur 15
Minuten bei 80°C in die Pretreatment-Ldsung gestellt. Anschlielend wurden sie mit
destilliertem Wasser gewaschen und mit einer Protease-Losung behandelt.

Nach nochmaligem Waschen wurden die Slides durch 70%, 80% und 96% Ethanol
entwassert.

SchlieBlich wurde die DNA bei 74°C in 70% Formamid und SSC(Saline Sodium

Citrate)-L6sung denaturiert.

2.4.2. Herstellung des Hybridisierungsansatzes

Entsprechend Tab. 3 wurde der Sondenhybridisierungsansatz hergestellt. Cot-DNA
stammt aus humaner Plazenta und besteht aus DNA-Fragmenten einer Lange von ca.
50-300bp (Basenpaaren). Durch die Zugabe von Cot-DNA zu der fluoreszenzmarkierten
BAC-DNA werden unspezifische Hybridisierungen besonders von repetitiven

Sequenzen verhindert.

27



Tab. 3: Sonden-Hybridisierungsmix fur 2,4 x 3,2 cm (10 pl) 20 pl

wou 20 ul
Basismix 7 ul 14,0 pl
Cot-DNA (1pg/ul) 1l 2 ul
Sonden DNA aus DIG- | 2 pl bzw. 4 ul bzw.
Nick-Translation = 0,03 | 1,75 pl + 0,25 pl *CEP- | 3,5 ul + 0,5 pul *CEP-Sonde
pg/ul Sonde (Vysis) (Vysis)
ddH,0 ad auf 10 pl ad auf 20 pl

2.4.3. Sonden-Hybridisierung

10-20 pl Sonden-Hybridisierungsmix wurden auf das Gewebe pipettiert und mit einem
Deckgléaschen eingedeckt. Fur die Hybridisierung wurde eine fir die PTEN-Region
spezifische DNA-Sonde aus zwei nebeneinander liegenden BAC-Klonen (RP11-380G5
und RP11-81303) verwendet, um das Tumorsuppressorgen PTEN zu detektieren. Als
Referenz wurden die Zentromerregionen von Chromosom 10 mit Hilfe einer
kommerziell hergestellten DNA-Sonde (06J36-090; Abbott, Wiesbaden, Germany)
hybridisiert. Mit Hilfe des “Fluorescent Antibody Enhancer Sets* (Roche) wurden die
hybridisierten =~ TMA-Slides  detektiert. =~ Eventuelle  Luftblaschen  wurden
herausgestrichen. Die Deckgldschen wurden mit Fixogum (Marabu, Tamm,
Deutschland) versiegelt.

Die Gewebeschnitte wurden in ein Hybrite-Gerét gelegt und 10 Minuten bei 72°C
denaturiert. Direkt anschlielend wurden sie tber Nacht (bzw. bis zu 3 Tage) bei 37°C
inkubiert. Ein Waschpuffer wurde temperiert, nachdem der pH-Wert kontrolliert wurde.
Die Slides wurden in einen Hybridisierungswaschpuffer (100 ml 20x SSC, 3ml NP40
und 897 ml dH20, pH=7,25) gestellt und im Wasserbad bei 72°C inkubiert. Die Slides
wurden kurz in destilliertem Wasser gewaschen, anschlieBend bei Dunkelheit
getrocknet und mit DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindol) eingedeckt. DAPI bindet als
Fluoreszenzfarbstoff unspezifisch an die DNA und farbt die Zellkerne in der
Fluoreszenzmikroskopie blau. In Abb. 7 ist die auf dem PTEN-Genlokus gebundene
BAC-Sonde dargestellt.
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chromosome 10

1.00 Mb Forward strand me-
- —
89.40 Mb 89.50 Mb 89.60 Mb 89.70 Mb 89.80 Mb £9.90 Mb 90.00 Mb 90.10 Mb 90.20 Mb 90.30 Mb

Q23.2
PTEN

BAC RP11-380G5 BAC RP11-81303
202 Kb 162 Kb

Kleinster deletierter Bereich ca. 800 Kb (89.6 — 90.4 Mb)

Abb. 7: Verwendete BAC-Sonde auf Genlokus von PTEN

2.5. Auswertung

Die FISH-Analyse wurde mit Hilfe eines Lichtmikroskops (Axio Zeiss Imager Al)
durchgefuhrt. Die Spots wurden mit entsprechenden Filtern (AHF) betrachtet. Spots, die
keine PTEN-Signale in Tumorzellen und gesunden Zellen zeigten oder Spots, die keine
normalen Zellen aufwiesen, wurden aus der Analyse ausgeschlossen.

Als homozygote Deletion wurde das Fehlen von PTEN-Signalen bei vorhandenen
Zentromer-Signalen in mindestens 60% der Tumorzellkerne definiert, wenn in den
normalen Zellkernen PTEN-Signale zusehen waren. Als heterozygote Deletion wurde
das Vorhandensein von weniger PTEN- als Zentromer-Signalen in mehr als 60% der
Zellkerne gewertet.

Die Dokumentation erfolgte mit der 1SIS-Software (In Situ Imaging System - Version

1.5.5 von MetaSystems).

2.6. DNA- Extraktion

Um eine Sequenzanalyse des Tumorsuppressorgens PTEN durchfiihren zu kdnnen,
wurde aus dem Tumorgewebe DNA isoliert.

16 heterozygot deletierte Falle wurden anhand der FISH-Analyse aus dem TMA der T1-
und T2-Tumoren ausgewahlt. Aus den zugehorigen in Paraffin eingebetteten
Tumorblécken wurde jeweils ein Gewebezylinder (0,6mm Durchmesser, 5 mm Lénge)
mit Hilfe einer Hohlnadel ausgestanzt. Durch mehrfache Behandlung mit Xylol und

80% Ethanol wurde das Gewebe entparaffiniert.
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Uber Nacht wurde das Tumorgewebe mit Proteinase K im Warmebad bei 56°C lysiert.
AnschlieBend wurde das Gewebe auf 90 °C erhitzt, um das gebundene Formalin zu
entfernen. Im néchsten Schritt muss die DNA an die Membran einer Eluationssaule
binden, um kontaminierende Partikel von ihr zu lésen. Diese wurden ausgewaschen.
SchlieBlich wurde die reine, konzentrierte DNA von der Membran eluiert.

Die DNA-Isolation erfolgte nach Protokoll eines kommerziell erwerblichen Kits
(QlAamp DNA FFPE Kkit, Qiagen, Hilden, Germany), dem das genaue Prozedere zu

entnehmen ist.

2.7. PCR

Die PCR (Polymerase Chain Reaction, Polymerasekettenreaktion) ist eine Methode, mit
der sich spezifische DNA-Sequenzen in vitro amplifizieren lassen. Durch die PCR
kdnnen kleinste Mengen DNA nachgewiesen werden.

Die neun Exons von PTEN sollten aus der gewonnenen DNA der 16 ausgewéhlten
Harnblasenkarzinome einzeln vervielfaltigt werden, um im néchsten Schritt die Sequenz
jedes Exons von jedem Tumorgewebe analysieren zu kénnen.

Beispielhaft werden in Tab. 4 die Reagenzien flr die Vervielfdltigung von 1ul DNA
aufgefuhrt:

Tab. 4: Reagenzien fir PCR

Destillierte Wasser 18,2 ul

GeneAmp 10x PCR Buffer 2,5 ul
(Applied Biosystems)

2 mM dNTPs (Promega) 2 ul

Primermix 1

AmpliTag Gold Polymerase 0,3 ul
(Applied Biosystems,
Darmstadt, Germany)

DNA 1 pl

Das Volumen der eingesetzten DNA wurde variiert, entsprechend wurde den Ansatzen
dann destilliertes Wasser hinzugefligt, um ein Zielvolumen von 25ul pro PCR-Ansatz
zu erreichen. Fir die dNTPs wurden je 25ul dATP, dGTP, dCTP und dTTP mit 900ul
destilliertem Wasser gelost.

Die Sequenzen der verwendeten Primer sind wie folgt (Tab. 5):
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Tab. 5: Verwendete Primer fir PCR

Exon Forward Reverse

1 5"-ttccatcctgcagaagaagce- 3 5"-cccacgttctaagagagtgaca- 3
2 5’-ctccagctatagtggggaaaa- 3 5"-ctttttctgtggcttagaaatc- 3

3 5’-cccatagaaggggtatttgttg- 3 5"-ctctacctcactctaacaagcaga- 3
4 5’-cacattataaagattcaggcaatgtt- 3" | 5"-aagatacagtctatcgggtttaagtt-3
5 5’-cttattctgaggttatctttttaccac- 3° | 5'-tccaggaagaggaaaggaaaa- 3
6 5’-ggctacgacccagttaccat- 3 5’-ggaaggatgagaatttcaagca- 3
7 5"-cagttaaaggcatttcctgtg- 3 5’-tggatatttctcccaatgaaag- 3

8, outer fragment | 5-tgtttaacataggtgacagattttc- 3’ 5"-aagtcaacaacccccacaaa- 3

8, inner fragment | 5°- aggtgacagattttctttttta- 3° 5"-aagtcaacaacccccacaaa- 3

9

5’-gatgagtcatatttgtgggttttc- 3 5”-ggtccattttcagtttattcaagt- 3

Eine PCR lauft nach folgendem Schema ab:

Denaturierung: Die Matrizen-DNA wird erhitzt und damit in Einzelstrange
getrennt.

Annealing: Die Primer hybridisieren mit der entsprechenden Sequenz auf den
DNA-Einzelstrangen.

DNA-Synthese: An dem freien 3°-OH-Ende der Primer werden die
komplementaren DNA-Strange synthetisiert. Eine thermostabile DNA-
Polymerase verlangert mit den Substraten dATP, dGTP, dCTP und dTTP den
komplementaren Strang zur Matrix. Die neu entstandenen Doppelstrange

durchlaufen dann in den weiteren Zyklen immer wieder die gleiche Prozedur.

Die PCR wurde mithilfe von PCR-Cyclern zum Beispiel vom Typus C 1000 Thermal

Cycler (Bio-Rad) durchgefuhrt. Die Etablierung der PCR auf unsere speziellen

Konditionen erfolgte durch Variation der Annealingtemperatur und der Zyklenzahl. Als

gunstig erwies sich dabei folgendes Programm (Tab. 6):

Tab. 6: Verwendetes Programm des PCR-Cyclers
Temperatur [°C] Zeit

95 10 min

95 20s )

55/53,5 20s  ~ 44 Zyklen
72 40s J

72 7 min

10 beliebig
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2.8. Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine Methode zur Trennung geladener Teilchen, in diesem
Fall von DNA-Fragmenten, nach Grélie und Ladung.

Die negativ geladenen DNA-Fragmente wandern durch ein auf ein Agarosegel gelegtes
Spannungsfeld zur Anode. Je nach GroBe und Ladung wandern die Fragmente eine
bestimmte Strecke, die umgekehrt proportional zur Fragmentlange ist. Die so
entstandenen Banden werden mit Fluoreszenzfarbstoff angefarbt und unter UV-Licht
sichtbar gemacht.

Die Gelelektrophorese wurde mit dem Gerat QlAxcel System (Qiagen) nach Protokoll
durchgefuhrt.

Mit Hilfe der Gelelektrophorese wurde die in der PCR amplifizierte DNA

nachgewiesen.

2.9. DNA-Sequenzierung

Durch Sequenzierung ist es moglich, die genaue Basensequenz der untersuchten DNA
zu bestimmen. So koénnen durch den Vergleich mit einer Mustersequenz des
betreffenden Exons eventuelle Mutationen in DNA-Abschnitten nachgewiesen werden.

Die Sequenzierung erfolgte nach der Didesoxymethode nach Sanger, die leicht
modifiziert wurde.

Das Prinzip beruht auf der in vitro-Replikation eines DNA-Molekils. Ein
Oligonukleotidprimer bindet dabei an einen bereits bekannten Sequenzbereich der
DNA. Von dort aus synthetisiert eine Polymerase in vier parallelen Anséitzen jeweils
den komplementdren DNA-Strang. In den vier Ansétzen befindet sich zu den dNTPs
eine unterschiedliche Base als ddNTP (2°-3"-Didesoxynukleotidtriphosphat). Sobald
diese kompetitiv an verschiedenen Stellen eingebaut wird, bricht die DNA-Synthese
nach dem Zufallsprinzip an dieser Stelle ab.

So ergibt sich eine Serie an Syntheseprodukten unterschiedlicher Lénge, die
anschliefend gelelektrophoretisch getrennt werden. Anhand des entstandenen

Bandenmusters lasst sich nun die Sequenz ablesen.

2.9.1. Aufreinigung

Die in der Gelelektrophorese nachgewiesenen PCR-Produkte wurden mit Hilfe von
ExoSAP-IT (usb) aufgereinigt. Je nach Starke der Bande wurde 0,5 bis 5ul PCR-
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Produkt eingesetzt, das mit 2pl ExoSAP-Reagenz und destilliertem

insgesamt 7ul Ansatz aufgefullt wurde.

Tab. 7 zeigt das gewahlte Programm auf dem Biorad-Cycler.

Tab. 7: Programm zur Aufrei

nigung des PCR-Produkts flir Sequenzierung

Wasser auf

Temperatur [°C] Zeit [min]
37 15

80 15

10 beliebig

2.9.2. Sequenzierreaktion

Folgende Reagenzien wurden zur Sequenzierung von 7ul ExoSAP-Ansatz gebraucht

(Tab. 8):

Tab. 8: Reagenzien fir Sequenzierreaktion
Reagenz Volumen [ul]
H20 (steril) 4 ul

ABI Prism Big Dye 6 ul
Terminator v1.1 Ready

Reaction Mix (Applied

Biossystems)

Reagenz Volumen [ul]
Big Dye Terminator v1.1, | 2 ul

v3.1, 5x Sequencing

Buffer (Applied

Biossystems)

Primer 1l

Tab. 9 zeigt das ausgewdhlte

Programm des Cyclers.

Tab. 9: Verwendetes Programm des Cyclers fir Sequenzierung

Temperatur [°C] Zeit

95 10 min - )

95 10s

55 10s 35 Zyklen
60 2 min ~

10 beliebig

Die verwendeten Sequenzierprimer werden in Tab. 10 dargestellt.

Tab. 10: Verwendete Primer flr Sequenzierung

Exon Primer-Sequenz
1 Forward 5’-ttccatcctgcagaagaagce- 3°
2 Forward 5’-ctccagctatagtggggaaaa- 3°
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Exon Primer-Sequenz

Forward 5"-cccatagaaggggtatttgttg- 3

Forward 5"-cacattataaagattcaggcaatgtt- 3

Reverse 5'-tccaggaagaggaaaggaaaa- 3

Forward 5"-ggctacgacccagttaccat- 3

Forward 5 -cagttaaaggcatttcctgtg- 3

Reverse 5 -aagtcaacaacccccacaaa- 3

O oo N0l &~ W

Reverse 5"-ggtccattttcagtttattcaagt- 3°

2.9.3. DNA-Fallung

Mit der Fallung wird das DNA-Pellet durch Aussalzen von dem wassrigen Ansatz
getrennt. Tab. 11 zeigt die benutzten Reagenzien.
Tab. 11: Verwendete Reagenzien zur DNA-Fallung

H.O 170 pl
3M Natriumacetat 17 pl
Ansatz aus Sequenzierung 20
Ethanol 500 pl
Gesamt 707 pl

AnschlieBend wurde das DNA-Pellet durch Zentrifugation fir 20 Minuten bei 4° C mit

14 000 rpm mit Centrifuge 5804R (Eppendorf) vom flissigen Medium getrennt.
AnschlieBend wurde die Flissigkeit vom DNA-Pellet abgesaugt. Die Sequenz wurde
durch Elektrophorese mit Hilfe des Genetic Analyzer 3100 (Applied Biosystems)
abgelesen. Fir die Arbeitsschritte der Sequenzierung wurde das Big Dye Terminator Kit

(Applied Biosystems) verwendet.

2.10. Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe des Statistik-Programms JMP 8.0 (SAS
Institute Inc, NC (North Carolina), USA) durchgefiihrt. Die Beziehungen zwischen den
verschiedenen pathologisch-anatomischen und molekularen Parametern und PTEN-
Deletionen wurden mittels Kreuztabelle (ber Chi-Quadrat-Test (Likelihood)
ausgewertet. Die ,,Uberlebenskurven® wurden durch Kaplan-Meier-Kurven dargestellt.
Fur die statistische Beurteilung der Beziehung zwischen molekularen Parametern und
Gesamtiiberleben/tumorspezifischnem Uberleben (in Tumoren mit Stadium pT2 und
hoher), rezidivfreiem Uberleben (in Tumoren mit Stadium pTa) und progressionsfreiem

Uberleben (in Tumoren mit Stadium pT1) wurde ein ,,Log-rank-test durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. TMA mit Prognosedaten aus Basel

Der mit Hilfe der FISH-Analyse ausgewertete TMA aus Basel beinhaltete insgesamt
469 Urothelkarzinome der Harnblase mit vorhandenen Prognosedaten. 45% dieser
Gewebespots aus Urothelkarzinomen wurden als Stadium pTa, 24,3% als pT1 und
30,7% als pT2 Klassifiziert. Fur die Auswertung wurden nur die Urothelkarzinome

berilicksichtigt.

Tab.12: Heterozygote Deletionen von PTEN nach Tumorstadium (p= 0,0726)
Stadium Deletion % (n) Keine Deletion % (n) | Gesamt % (n)
pTa 12,3 (26) 87,7 (185) 45 (211)
pT1 20,2 (23) 79,8 (91) 24,3 (114)
pT2-4 20,1 (29) 79,9 (115) 30,7 (144)
Gesamt % (n) | 16,6 (78) 83,4 (391) 469 (469)

Die FISH-Analyse des TMAs aus Basel zeigte insgesamt 16,6% heterozygote
Deletionen. Homozygote Deletionen wurden nicht gefunden.

Tab. 12 zeigt das Vorkommen von Deletionen in PTEN nach Tumorstadium. 12,3% der
Tumorgewebe mit dem Stadium pTa waren deletiert. Je 20,2% der Tumorspots des
Stadiums pT1 und 20,1% der Stadien pT2-4 waren deletiert.

In den Stadien pT1 und pT2-4 waren also jeweils fast doppelt so viele Tumorspots mit
Deletionen wie in nichtinvasiven Urothelkarzinomen (pTa). Die Beziehung zwischen

Deletionen und Tumorstadium zeigte sich jedoch als statistisch nicht signifikant.

3.1.1. pTanach Grad
Tab. 13: Heterozygote Deletionen in PTEN der pTa-Tumoren nach Tumorgrad (p=0,0119)

Grad Deletion % (n) Keine Deletion % (n) Gesamt % (n)
Gl 58 (3) 94,2 (49) 24,6 (52)

G2 10,9 (14) 89,1 (114) 60,7 (128)
G3 29,0 (9) 71,0 (22) 14,7 (31)
Gesamt % (n) 12,3 (26) 87,7 (185) 100 (211)

Etwa 45% der in der FISH analysierten Urothelkarzinome wurden im Vorfeld als pTa
klassifiziert. Betrachtet man nur diese Tumorspots, ist es interessant, die Aufteilung der
deletierten Falle abhédngig vom Tumor-Grad zu betrachten (Tab. 13).

24,6% wurden als G1, 60,7% als G2 und 14,7% als G3 definiert.
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Nur 5,8% der Tumorspots mit G1 waren deletiert. Von den als G2 klassifizierten
Tumoren waren 10,9% deletiert. Die Tumore mit dem hdchsten Grading (G3) waren in
29% der Félle deletiert.

Je hoher also der Grad der Tumoren, desto mehr Deletionen waren auch vorhanden. Es
besteht eine signifikante Assoziation zwischen Tumorgrad und Deletionen (p = 0,0119).

3.1.2. pT1 nach Grad

Tab.14: Heterozygote Deletionen in PTEN in pT1-Tumoren nach Grad (p=0,2825)

Grad Deletion % (n) Keine Deletion % (n) | Gesamt % (n)
G2 15,2 (9) 84,8 (50) 49,2 (59)
G3 23,0 (14) 77,0 (47) 50,8 (61)
Gesamt % (n) 19,2 (23) 80,8 (97) 100 (120)

Die G2-Tumore waren in 15,2% der Félle deletiert. Bei den G3-Spots war mit 23% ein
héherer Anteil deletiert.

Auch hier waren bei hoherem Grad auch mehr Deletionen vorhanden, das heil3t es
konnte eine positive Korrelation zwischen Tumorgrad und Menge der PTEN-Deletionen

beobachtet werden, jedoch ohne statistische Signifikanz (p=0,2825).

3.1.3. Rezidivfreies Uberleben bei Patienten mit Stadium pTa

100 %
90 % p=0,0173
80 %
70 %
60 %
50 %
40 %
30 %
20 %
10 %
0% t—T—T—T T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 120
Monate

Rezidivfreies Uberleben

Deletion

Keine Deletion

Abb. 8: Rezidivfreies Uberleben pTa (n=183), Del (Deletion)=20, keine Del=163
In der Graphik (Abb. 8) wird die Zeit in Monaten auf der Abszisse in Abhangigkeit von

dem prozentualen Anteil der rezidivfreien Patienten mit Harnblasenkarzinomen des

Stadiums pTa mit und ohne Deletion auf der Ordinate gezeigt. Die blaue Kurve stellt
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die Patienten ohne Deletion in PTEN dar, die rote zeigt die Patienten mit Deletion in
PTEN. Die Prognosedaten (iber das rezidivfreie Uberleben sind dem TMA aus Basel
entnommen. Als rezidivfreies Uberleben versteht man die Zeitspanne von
Therapiebeginn bis zu einem nachweisbaren Erkrankungsrickfall.

In den ersten 20 Monaten fallen beide Kurven steil ab, wobei die blaue Kurve einen
flacheren Verlauf nimmt als die rote. Zu diesem Zeitpunkt leben noch etwa 57% der
Patienten ohne Deletion rezidivfrei. Von den Patienten mit Deletion leben nur noch ca.
30% ohne Rezidiv. Dann verlaufen beide Kurven flacher. Nach 35 Monaten leben von
den Patienten ohne Deletion noch ca. 49% ohne Rezidiv, wéhrend von den Patienten
mit Deletion in PTEN nur noch etwa 25 % ohne Rezidiv Gberleben. Nach 50 Monaten
leben von den Patienten ohne Deletion noch etwa 41% rezidivfrei. Von den Patienten
mit Deletion leben zum gleichen Zeitpunkt immer noch 25% ohne Rezidiv. Nach 60
Monaten leben von den Patienten ohne PTEN-Deletion noch 36% ohne Rezidiv,
wéhrend von den Patienten mit Deletion nur noch etwa 16% rezidivfrei leben. Nach 120
Monaten bleibt die Kurve der Patienten ohne PTEN-Deletion gleich. Fur die Patienten
mit Deletion waren nur Prognosedaten tber 76 Monate verfugbar.

Betrachtet man also die Patienten Uber einen ldngeren Zeitraum, fallt auf, dass die
Patienten ohne Deletion in PTEN deutlich langer ohne Rezidiv leben als die mit

Deletion in PTEN. Mit einem p-Wert von 0,0173 ist dieses Ergebnis signifikant.

3.1.4. Progressionsfreies Uberleben bei Patienten mit Stadium pT1

100 %
90 %-
80 %-
70 %
60 %
50 %
40 %
30 %
20 %-
10 %- p=0,0016

0% T T T T T T T T T 1
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Monate

Progressionsfreies Uberleben

Deletion

Keine Deletion

Abb.9: Progressionsfreies Uberleben pT1 (n=74), Del=14, keine Del=60
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In Abb. 9 wird die Zeit in Monaten auf der Abszisse in Abhdngigkeit von dem
prozentualen Anteil der progressionsfreien Patienten mit Harnblasenkarzinomen des
Stadiums pT1 mit und ohne Deletion auf der Ordinate gezeigt. Die blaue Kurve stellt
die Patienten ohne Deletion in PTEN dar, die rote Kurve zeigt die Patienten mit
Deletion in PTEN. Die Prognosedaten iber das progressionsfreie Uberleben sind dem
TMA aus Basel entnommen. Unter Progression verstent man den Ubergang in ein
muskelinvasives Wachstum.

Die Kurve der Patienten ohne Deletion verlauft fast waagerecht, wahrend der
Kurvenverlauf der Patienten mit Deletion deutlich abféllt. Nach zehn Monaten hat erst
ca. 1% der Patienten ohne Deletion eine Progression erlitten, wahrend von den Patienten
mit Deletion bereits 5% eine Progression erlitten haben. Nach 25 Monaten leben noch
98% der Patienten ohne Deletion ohne Progression, von den Patienten mit Deletion
dahingegen nur noch 78%. Nach 40 Monaten leben noch 95% der Patienten ohne
PTEN-Deletion progressionsfrei, wahrend nur noch etwa 61% der Patienten mit
Deletion progressionsfrei leben. Nach 52 Monaten leben noch 46% der Patienten mit
Deletionen in PTEN progressionsfrei.

Nach 120 Monaten haben immer noch 5% der Patienten ohne PTEN-Deletion eine
Progression erlitten, wahrend 54% der Patienten mit PTEN-Deletion eine Progression
erlitten haben.

Die Patientengruppe mit nachgewiesenen Deletionen in PTEN erleidet in dem
betrachteten Zeitraum also fast elf Mal hédufiger eine Progression als die

Patientengruppe ohne Deletion. Das Ergebnis ist mit p=0,0016 statistisch signifikant.
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3.1.5. Rohes Uberleben bei Patienten mit Stadium pT2
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Abb. 10: Uberleben (roh) pT2 (n=160), Del=30, keine Del=130

In der Graphik (Abb. 10) wird die Zeit in Monaten auf der Abszisse in Abhangigkeit
von dem prozentualen Anteil der Uberlebenden Patienten mit Harnblasenkarzinomen
des Stadiums pT2 mit und ohne Deletion auf der Ordinate gezeigt. Die blaue Kurve
stellt die Patienten ohne Deletion in PTEN dar, die rote zeigt die Patienten mit Deletion
in PTEN. Die Prognosedaten Uber das rohe Uberleben sind dem TMA aus Basel
entnommen. Es wird das rohe Uberleben betrachtet. Das heiRt, alle verstorbenen
Patienten wurden mit einbezogen, unabhéngig von der Todesursache.

In den ersten 26 Monaten fallen beide Kurven steil ab. Nach 10 Monate leben noch
knapp 70% der Patienten mit Harnblasenkarzinom ohne Deletion von PTEN und noch
85% der Patientenkohorte mit PTEN-Deletion. Nach 20 Monaten leben noch etwa 45%
der Patienten ohne Deletion und noch etwa 60% mit Deletion. Nach etwa 22 Monaten
verlauft die Kurve, die die Patienten ohne Deletionen zeigt, flacher, wahrend die der
Patienten mit Deletion weiter steil abfallt. Nach 30 Monaten haben 39% der Patienten
ohne Deletion Uberlebt; gleichzeitig leben nur noch 29% der Patienten mit PTEN-
Deletion. Nach 50 Monaten leben noch etwa 32% der Patienten ohne PTEN-Deletion.
Die Kurve fir die Patienten mit PTEN-deletierten Harnblasenkarzinomen verlauft bis
zum 90sten Monat waagerecht, um dann plotzlich auf 0% abzufallen. Zu diesem
Zeitpunkt leben noch 25% der betrachteten Patientenkohorte ohne Deletion. Auch nach
120 Monaten leben noch 25% dieser Kohorte.
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Zusammenfassend l&sst sich also sagen, dass innerhalb der ersten 22 Monate nach
Therapiebeginn die Patienten ohne Deletionen in PTEN vermehrt versterben. Erst ab
diesem Zeitpunkt versterben die Patienten mit Deletion haufiger. Am Ende der
betrachteten Periode leben noch einige Patienten ohne Deletion, wéhrend alle am
Harnblasenkarzinom Erkrankten mit Deletion von PTEN bereits verstorben sind. Eine
Signifikanz besteht mit p=0,8874 jedoch nicht.

3.1.6. Tumorspezifisches Uberleben bei Patienten mit Stadium pT2
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Abb. 11: Uberleben (tumorspezifisch) pT2 (n=143), Del=28, keine Del=115

Abb. 11 zeigt die Zeit in Monaten auf der Abszisse in Abhédngigkeit von dem
prozentualen  Anteil der  tumorspezifisch  (Uberlebenden  Patienten  mit
Harnblasenkarzinomen des Stadiums pT2 mit und ohne Deletion auf der Ordinate. Die
blaue Kurve stellt die Patienten ohne Deletion in PTEN dar, die rote zeigt die Patienten
mit Deletion in PTEN. Die Prognosedaten tiber das tumorspezifische Uberleben sind
dem TMA aus Basel entnommen. Es wurden nur die Patienten betrachtet, die an den
Folgen des Harnblasenkarzinoms verstorben sind.

Beide Kurven fallen zunéchst steil ab. Die Kurve, die die Patienten ohne detektierter
PTEN-Deletion darstellt, verlauft knapp unter der, die die Patienten mit Deletion
darstellt. Nach zehn Monaten leben von beiden Kohorten jeweils noch 75%. Nach etwa
20 Monaten unterschreitet die Kurve flr die Patientenkohorte mit Deletion die Kurve

der Patienten ohne Deletion. Zu diesem Zeitpunkt leben aus beiden Kohorten noch etwa
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52%. Zehn Monate spater leben von den Patienten ohne Deletion noch 46%, von den
Patienten mit Deletion noch 32%. Ab diesem Zeitpunkt féallt die Kurve, die die Kohorte
ohne Deletion zeigt, flach ab, sodass nach 40 Monaten noch etwa 43%, nach 60
Monaten noch etwa 40% und schlieBlich nach 80 Monaten nur noch 38% der Patienten
leben. 38% der Patienten leben auch am Ende des betrachteten Zeitraums noch. Bis zum
90sten Monat Uberleben weiterhin 32% der Patienten mit Harnblasenkarzinom, die
Deletionen in PTEN aufwiesen. Zu diesem Zeitpunkt versterben plétzlich alle bis dato
Uberlebenden dieser Kohorte.

Zunéchst versterben also die Patienten ohne Deletionen in PTEN rascher. Nach einer
Periode von 20 Monaten jedoch &ndert sich dies und die Personen mit nachgewiesener
Deletion versterben vermehrt, bis schlieBlich alle der Erkrankung erlegen sind. Mit

P=0,5316 kann jedoch keine Signifikanz nachgewiesen werden.

3.2. Ergebnisse der FISH-Analyse des Hamburger TMAs

Dieser mit Hilfe der FISH-Analyse ausgewertete TMA bestand insgesamt aus 304
Urothelkarzinomen der Harnblase. 47,8% dieser Gewebespots aus Urothelkarzinomen
wurden als Stadium pT1 und 52,2% als mindestens pT2 klassifiziert. Auswertbar waren
insgesamt 209 Tumorspots.

Insgesamt wurden 22,0% heterozygote Deletionen beobachtet. Zwei homozygote

Deletionen (1,0%) wurden entdeckt.

3.2.1. Deletionen nach Tumorstadium

Tab. 15: Deletionen in PTEN nach Tumorstadium (p= 0,7979)

Stadium Homozygote Heterozygote | Keine Gesamt % (n)
Deletionen % | Deletionen % | Deletionen %
(n) (n) (n)
pT1 1,0 (1) 24 (24) 75 (75) 47,8 (100)
pT2 oder > 0,9 (1) 20,2 (22) 78,9 (86) 52,2 (109)
Gesamt % (n) | 1,0 (2) 22,0 (46) 77,0 (161) 100 (209)

In Tab. 15 werden die hetero- und homozygoten Deletionen in PTEN nach
Tumorstadium dargestellt. Die Tumorspots mit dem Stadium pT1 wiesen in 24 %
heterozygote Deletionen und in 1 % homozygote Deletionen auf. Die als pT2
klassifizierten Tumorspots waren zu 20,2% heterozygot und zu 0,9% homozygot

deletiert.

41



Der Anteil der Deletionen an den pT1-Tumoren war also geringfiigig héher als an den

pT2-Tumoren. Das Ergebnis ist mit p=0,7979 nicht signifikant.

3.2.2. Deletionen nach Tumorgrad

Tab. 16: PTEN-Deletionen nach Tumorgrad

Grad Homozygote Heterozygote | Keine Gesamt % (n)
Deletionen % | Deletionen % | Deletionen %
(n) (n) (n)
G2 0 (0 15,1 (11) 84,9 (62) 34,9 (73)
G3 1,5(2) 25,7 (35) 72,8 (99) 65,1 (136)
Gesamt % (n) | 1,0 (2) 22,0 (46) 77,0 (161) 100 (209)

Tab. 16 zeigt die PTEN-Deletionen nach Tumorgrad. Der Anteil heterozygoter
Deletionen an den G2-Tumoren ist 15,1%. Es konnten keine homozygoten Deletionen
gefunden werden. Bei den G3-Tumoren wurden in 25,7% heterozygote und in 1,5%
homozygote Deletionen gefunden.

Tumoren hoheren Tumorgrades hatten also mehr heterozygote Deletionen.

Abb.12 zeigt Fotographien von heterozygot deletierten und nicht deletierten Tumorspots
in der FISH-Analyse.

Abb. 12: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung: Die Sonde fiir PTEN zeigt ein griines Signal,
die Referenzsonde fiir die Zentromerregion ein rotes Signal. A) Tumorgewebe ohne Deletion in
PTEN. B) Tumorgewebe mit heterozygoter Deletion in PTEN. = Gensignal, = Zentro-
mersignal, = deletierte Zelle, % = normale Zelle
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3.3. Sequenzierung der heterozygot deletierten Tumoren

Es wurden bei der FISH-Analyse 16 Falle ausgewéhlt, die heterozygote Deletionen
aufwiesen.
Nur bei 9 von den 16 Tumoren gelang es, alle neun Exons von PTEN zu sequenzieren.
Als problematisch erwies sich die PCR. Besonders bei Exon 2 und Exon 8 stellte sich
die DNA-Amplifikation schwierig dar. Die Forward- und Reverse-Primer von Exon 2
haben unterschiedliche Schmelztemperaturen. Aufgrund einer repetitiven Sequenz aus
Adenin im Forward- und einer Folge von mehreren Thymin-Basen im Reverse-Primer
kam es zur Bindung der Primer untereinander. Zusétzlich verfigt der Reverse-Primer
uber einen geringen GC-Gehalt. Exon 8 verfligt Giber eine sehr lange Basensequenz (378
bp). Aufgrund der Fragmentierung des Exons wurde eine Nested-PCR durchgefiihrt.
In den 9 Tumorgeweben wurde in 11% der Félle eine Punktmutation gefunden. Es
handelte sich dabei um einen Basenaustausch von Adenin gegen Thymin in Exon 2
(Abb. 13):

- c(Al1163T), Exon 2

- p(G44G): stumme Mutation, kein bekannter SNP (Single Nucleotide

Polymorphism)

Dieser Basenaustausch hat keine Auswirkung auf die Proteinbiosynthese, da das
entstandene Triplett weiterhin fiir dieselbe Aminosaure, Glycin, kodiert. Es handelt sich
somit um eine stumme Mutation, die keine Auswirkung auf das Protein PTEN hat.
Insgesamt wurde also keine Mutationen mit Auswirkung auf das Genprodukt PTEN
entdeckt.

Abb. 13: Basensequenz Exon 2: Stumme Mutation ((c(A1163T), exon 2 p(G44G)), durch Pfeil
markiert
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4. Diskussion

In unserer Studie ergab sich eine heterozygote Deletionsfrequenz von 16,6% bei der
Auswertung des TMAs aus Basel bzw. von 22,0% bei der Auswertung des TMAs aus
Hamburg. Diese Ergebnisse befinden sich innerhalb der Ergebnisspanne von 3-52%
verschiedener  vorangegangener  Studien, die Deletionen wvon PTEN im
Harnblasenkarzinom untersucht haben (Aveyard et al. 1999; Blaveri et al. 2005; Cairns
et al. 1998; Cappellen et al. 1997; Hurst et al. 2004; Hurst et al. 2012; Kagan et al.
1998; Knowles et al. 1994; Knowles et al. 2009; Platt et al. 2009).

Ein wesentliches Ziel unserer Studie war, einen Zusammenhang zwischen Deletionen in
PTEN und morphologischen Merkmalen wie Invasionstiefe und Tumorgrad des
Harnblasenkarzinoms zu detektieren. Bei dem Hamburger TMA konnte Kkein
signifikanter Zusammenhang zwischen Deletionen und Tumorgrad oder -stadium
nachgewiesen werden. Bei dem Baseler TMA hingegen zeigte sich dabei eine
Korrelation der Alterationen von PTEN mit dem Tumorgrad, nicht jedoch mit dem
Tumorstadium.

Das zweite wichtige Ziel war, eine Assoziation zwischen Deletionen in PTEN und
klinischen Prognosedaten zu untersuchen. So konnten wir in Blasentumoren des
Stadiums pTa eine signifikante Assoziation mit der Rezidivwahrscheinlichkeit zeigen.
In pT1 Tumoren lieR sich eine signifikante Assoziation der Deletionen mit
Tumorprogression zeigen. Fir den Zusammenhang wvon Uberleben (roh und
tumorspezifisch) und PTEN-Veranderung in muskelinvasiven Tumoren konnten wir
keine signifikante Korrelation zeigen.

In den letzten 20 Jahren wurden tber 70 Studien durchgefiihrt, die sich mit dem
Tumorsuppressorgen PTEN beim Harnblasenkarzinom beschéftigt haben. Die
Ergebnisse dieser Studien sind kontrovers, zum Teil sogar widersprichlich.

Bisher wurden vor allem LOH-Analysen durchgefihrt, um Deletionen von PTEN
nachzuweisen. Es konnte allgemein ein Verlust des Genlocus von PTEN auf
Chromosom 10q in 8,5-45% nachgewiesen werden (Cappellen et al. 1997; Kagan et al.
1998; Knowles et al. 1994). Cairns et al. konnten eine Frequenz von homozygoten
Deletionen von PTEN in 6% von 65 Blasentumoren feststellen, wobei Deletionen mit
hoherem Tumorgrad wund -stadium assoziiert waren. In 23% von 285
Harnblasentumoren konnte eine LOH festgestellt werden (Cairns et al. 1998). Aveyard

et al. fanden in 123 Tumoren einen Allelverlust der PTEN-Region in 13,6%, wobei vor
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allem muskelinvasive Tumoren betroffen waren (Aveyard et al. 1999). Platt et al.
wiesen einen Verlust der Heterozygotie in 12% von 89 Tumorgeweben nach. In dieser
Studie konnte auch in 46% der Zelllinien Veréanderungen in PTEN festgestellt werden
(Platt et al. 2009).

Die grofRen Unterschiede in den Ergebnissen der genannten Studien konnen auf
Probleme der Methode LOH zuriickgefuhrt werden, die zwei Nachteile aufweist:
Erstens konnen bei der fur die Analyse isolierten DNA Kontaminationen mit
Normalgewebe auftreten. Da Blasentumore hdufig genetisch heterogen sind, kann auch
hierdurch die verwendete DNA verunreinigt werden und somit zu ungenauen
Ergebnissen fuhren.

Zweitens kann ein Allelverlust auch durch Amplifikationen (z.B. Trisomien von
Chromosom 10) vorgetduscht werden und somit in der LOH-Analyse als Deletion
interpretiert werden. Hierdurch konnen hohe, falsch positive Werte flr Deletionen
entstehen.

Auf Ebene der Proteinexpression von PTEN wurden viele immunhistologische Studien
durchgefuhrt, die in ihren Ergebnissen ebenfalls stark variieren. Eine Arbeitsgruppe
konnte bei 29 Blasentumoren in 13,7% eine Reduktion der Proteinexpression von PTEN
nachweisen. Dabei war diese meistens in muskelinvasiven Tumoren vorzufinden
(Koksal et al. 2005). Auch Schultz et al. konnten in 119 Tumoren eine verminderte
Expression von 35% assoziiert mit Invasivitat feststellen (Schultz et al. 2010).

Platt et al. fanden in 49% von 89 Tumoren eine verminderte PTEN-Expression, in 8%
sogar gar keine Expression, assoziiert mit hohem Tumorgrad (Platt et al. 2009).

Tsuruta et al. konnten in 68 untersuchten Blasentumoren bei 53% eine verminderte
PTEN-Expression finden, wobei in 8% der CIS-, in 42% der pTa- und in 94% der pT2-
4-Tumoren reduzierte Expression zu finden war. Auch fand sich eine negative
Korrelation mit dem Tumorgrad (Tsuruta et al. 2006). Eine andere Studie konnte zwar
in 52% von 161 oberflachlichen Blasentumoren eine Assoziation zwischen reduzierter
Proteinexpression und Stadium sowie Grad feststellen, jedoch keine Korrelation mit der
Prognose (Han et al. 2008). Sun et al. untersuchten mit 887 eine groe Anzahl von
Harnblasentumoren und konnten eine negative Korrelation der PTEN Expression mit
héherem Tumorstadium und -grad detektieren: In Low Grade-Tumoren fanden sie in
10,8% eine reduzierte Proteinmenge, in High-Grade-Tumoren in 20,5% (Sun et al.
2011). Die Arbeitsgruppe um Lee et al. konnte in 63,7% von 102 Harnblasentumoren

eine verminderte PTEN Expression assoziiert mit Tumorgrad und -stadium zeigen (Lee
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et al. 2012). Puzio-Kuter et al. konnten in 135 Urothelkarzinomen aller Stadien eine
Assoziation von PTEN-Verlust mit dem Tumorstadium zeigen: nur 5,6% der pT1- und
pT2-Tumoren (n=53) zeigten eine niedrige PTEN-Expression, wahrend 21,8% der pT3-
und pT4-Tumoren eine verminderte Expression zeigten (n=78). 41% der Tumore, die
Verdnderungen in der Expression von p53 zeigten, hatten auch eine verminderte
Expression von PTEN, sodass eine prognostische Relevanz der Kombination der beiden
Mutationen vermutet wurde (n=67). Die Vermutung wurde durch die Analyse von 85
muskelinvasiven Urothelkarzinomen mit klinischen Verlaufsdaten unterstitzt, die
zeigte, dass Patienten mit veranderter PTEN-Expression kiirzer (iberlebten als Patienten
mit regelrechter Expression. Patienten mit kombinierter Alteration von PTEN und p53
zeigten noch schlechtere Uberlebenskurven (Puzio-Kuter et al. 2009).

Andere Arbeitsgruppen konnten keine Korrelationen mit Tumorstadium oder -grad
finden: Gonzales-Roibon et al. untersuchten 19 Urothelkarzinome mit plasmazytoider
Differenzierung und detektierten in 28% eine Reduktion der PTEN-Proteinmenge,
jedoch keine Korrelation mit klinischen oder pathologischen Kategorien wie Geschlecht
oder dem Tumorstadium (Gonzalez-Roibon et al. 2013). In einer Langzeitstudie von
1932 bis 2004 konnten Litlekalsoy et al. in 144 invasiven Harnblasentumoren der
Tumorgrade 2 und 3 zwar eine Zunahme der PTEN-Expression, auch in Kombination
mit der Expression von K-ras, zeigen, jedoch keine Korrelation mit Tumorgrad oder
Metastasierung (Litlekalsoy et al. 2012).

Bei der Immunhistochemie kdnnen unterschiedliche Durchfihrungen von Studien in
Hinblick auf Material und Methoden Auswirkungen auf die Ergebnisse haben: Die
Verwendung  von  unterschiedlich  fixiertem  Ausgangsmaterial, ~ anderen
Laborprotokollen und unterschiedlichen Antikdrpern kénnen solche Diskrepanzen
bewirken.

In einer Studie zu PTEN-Deletionen beim Prostatakarzinom wurden verschiedene
Antikdrper zur Immunhistochemie getestet (Krohn et al. 2012). Hierbei zeigte sich, dass
nur ein Antikdrper zu reproduzierbaren Ergebnissen der immunhistochemischen
Analyse fiihrte. Dieser Antikorper zeigte eine mindestens leichte nukledre Anfarbung in
95% der untersuchten Prostatakarzinome. Daher sind fiir Studien zur PTEN-Expression
beim Harnblasenkarzinom mittels Immunhistochemie ahnlich unzuverlassige
Ergebnisse zu erwarten.

Die FISH gilt als Goldstandard zum Nachweis genetischer Deletionen in Tumoren.

Dennoch wurde die FISH bisher nur in einer Studie angewendet, um Deletionen in der
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Region von PTEN beim Harnblasenkarzinom zu detektieren: Wang et al. untersuchten
12 Tumoren. Von 7 pTa-Tumoren waren 28% deletiert, wahrend in 5 Tumoren der
Stadien pT1-3 in 80% Deletionen von 10q vorhanden waren (Wang et al. 1994).
Obwohl manche Studien (Gonzalez-Roibon et al. 2013; Platt et al. 2009) keinen
Zusammenhang zwischen tumormorphologischen Merkmalen wie Tumorgrad und -
stadium mit PTEN-Aberrationen finden konnten, unterstiitzen unsere Ergebnisse die
These, dass PTEN-Deletionen vor allem in invasiven und hochgradigen Tumoren
vorkommen wie auch in anderen Studien, z.B. Aveyard et al., Schultz et al. oder Sun et
al., gezeigt werden konnte.

Unseren Ergebnissen nach konnten Deletionen von PTEN die klinische Prognose
verschlechtern. Auch Puzio-Kuter et al. kamen zu diesem Ergebnis. Andere
Arbeitsgruppen wie Han et al. konnten keinen Zusammenhang mit Prognosedaten
zeigen. Die Position von PTEN als Tumorsuppressorgen, das zur Vorhersage der
klinischen Prognose von am Harnblasenkarzinom Erkrankten herangezogen werden
kann, bleibt also fraglich. Wahrscheinlicher scheint es, dass PTEN gemeinsam mit
anderen Bestandteilen der zelluldaren Signalwege wie p53, p21 oder Lkbl eine
prognostische Bedeutung haben kodnnte, wie manche Arbeitsgruppen vorschlagen
(Puzio-Kuter et al. 2009; Shorning et al. 2011; Yoo et al. 2006).

Mutationen in PTEN wurden bisher nur in wenigen Studien untersucht. Liu et al.
konnten in elf Urothelkarzinom-Zelllinien in 18% Punktmutationen finden, in 33
Harnblasentumoren (pT1-pT4) allerdings keine (Liu et al. 2000). Eine andere
Arbeitsgruppe konnte in 35 Harnblasentumoren hohen Stadiums (pT3a-pT4) eine
Mutationsfrequenz von 17% feststellen sowie in 16 Zelllinien ebenfalls eine
Punktmutationsfrequenz von 18,8% (Wang et al. 2000). Cairns et al. konnten in 8% von
25 Harnblasentumoren Punktmutationen feststellen (Cairns et al. 1998). Andere
Arbeitsgruppen konnten keine Mutationen in PTEN finden (Aveyard et al. 1999;
Sjodahl et al. 2011).

Auch in Studien, die zu PTEN-Mutationen im Prostatakarzinom durchgefuhrt wurden,
konnten Mutationen festgestellt werden: Pourmand et al. fanden in 11,6% von 51
Prostatatumoren  Mutationen in  PTEN, die gleichzeitig mit schlechten
Prognoseparametern assoziiert waren (Pourmand et al. 2007). Krohn et al. konnten bei
97 Prostatatumoren in 7,2% Mutationen finden (Krohn et al. 2012).

Wir dagegen konnten in neun heterozygot deletierten Harnblasentumoren nur eine stille

Mutation finden, die keine Auswirkung auf die Proteinexpression hatte.
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Bei Tumorsuppressorgenen ist normalerweise der Ausfall von beiden Allelen nétig, um
zu einem Funktionsverlust der Funktion im Zellzyklus zu fihren. Andere Mechanismen
wie Mutationen koénnten eine Rolle spielen, um das zweite Allel des Gens
auszuschalten. DNA-Methylierung konnte ein weiterer Mechanismus sein, um das
zweite Allel auRer Kraft zu setzen (Whang et al. 1998).

Mehrere Studien haben gezeigt, dass bei PTEN der Funktionsverlust eines Allels
genligen kann, um Tumorentstehung zu begiinstigen (Berger und Pandolfi 2011).
Experimente mit Knockout-Mé&usen legen das Konzept der Haploinsuffizienz bei
PTEN-Dysregulation nahe (Di Cristofano et al. 1999; Kwabi-Addo et al. 2001). Somit
ist es wahrscheinlich, dass heterozygote Deletionen in PTEN ausreichen, um den
Tumorzellen einen Selektionsvorteil zu verschaffen.

Unsere Ergebnisse unterstiitzen Aveyard et al. und Sjodahl et al. und weisen darauf hin,
dass Veranderungen von PTEN im Harnblasenkarzinom nur ein Allel betreffen und
somit genligend sind, um die tumorsuppressive Funktion von PTEN auszuschalten. Das
genannte Konzept der Haploinsuffizienz kénnte hier also greifen.

Eine weitere Moglichkeit wére, dass Alterationen in PTEN bei Entstehung und
Progression des Harnblasenkarzinoms eine untergeordnete Rolle spielen und der Fokus
der Tumorgenese an anderen Stellen molekularer Signalkaskaden liegt.

Die Inaktivierung von PTEN fuhrt zur Aktivierung des PI3-Kinase-Signalwegs und
damit auch zu einer Aktivierung von mTor. In einigen préklinischen Studien wurde
gezeigt, dass PTEN-inaktive Mause und auch humane Tumorzelllinien sensibel auf eine
Therapie mit dem mTor-Inhibitor Rapamycin (Sirolimus) reagieren (Neshat et al. 2001;
Seager et al. 2009). Seager et al. konnten sogar zeigen, dass eine intravesikale Therapie
mit Rapamycin die Progression von CIS zu invasiven Harnblasentumoren verhindern
kann.

In einer Phase-I1-Studie konnte die klinische Relevanz der Hemmung von mTor mit
dem Sirolimus-Derivat Everolimus unterstiitzt werden: 37 Patienten mit
fortgeschrittenem  Harnblasenkarzinom wurden nach Therapieversagen einer
platinhaltigen Chemotherapie mit Everolimus ber acht Wochen behandelt. Nach acht
Wochen war die Tumorerkrankung bei 27% der Patienten kontrolliert, welches
entweder als stabile Erkrankung, partielles Ansprechen oder vollstandiges Ansprechen
auf die Therapie definiert war. Der Verlust von PTEN konnte ausschlieBlich in
Tumorzellen von Patienten nachgewiesen werden, die nicht auf den Einsatz von

Everolimus ansprachen (Seront et al. 2012). Dies legt nahe, dass Alterationen in PTEN
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mit einer Resistenzbildung gegen Everolimus einhergehen. In dieser Studie wurde
Immunhistochemie angewendet, um die PTEN-Expression nachzuweisen. 57% der 14
Patienten mit unkontrollierbarer Erkrankung wiesen eine reduzierte Proteinexpression
von PTEN auf, wahrend keiner von den Patienten mit kontrollierter Erkrankung eine
reduzierte Expression zeigte. Da aus oben erwéhnten Griinden die Immunhistochemie
eine storungsanféllige Methode ist, kbnnte hier die Analyse von PTEN-Deletionen mit
FISH eine exaktere Alternative darstellen, um Patienten, bei denen eine Resistenz gegen
Everolimus vorhanden sein kdnnte, zu identifizieren.

Dagegen spricht eine Studie von Trédan et al., die in 44 Endometriumkarzinomen
verschiedene Biomarker des mTor-Signalwegs mit FISH, Immunhistochemie und
Mutationsanalyse untersuchten, um zu prufen, ob so das Ansprechen auf eine
Everolimus-Therapie kalkulierbar ist. Dabei konnte PTEN nicht als Biomarker
identifiziert werden, der ein Ansprechen auf Everolimus vorhersagen kann (Tredan et
al. 2012).

Insgesamt lasst sich sagen, dass die Bedeutung von PTEN in der Kanzerogenese bei
Harnblasentumoren nicht vollstdndig geklart ist. Unsere Daten weisen auf eine
Relevanz des Tumorsuppressorgens besonders bei invasiven Harnblasenkarzinomen
hin. Dennoch ist insbesondere die FISH als Goldstandard in der Detektion von
Deletionen noch nicht ausgeschépft worden. Weitere Studien mit groer Tumoranzahl
kdnnten unsere Ergebnisse untermauern.

Obwohl unsere Ergebnisse eine Signifikanz fir klinische Prognosedaten aufweisen,
bestent weiterhin Forschungsbedarf, um den Stellenwert von PTEN in der
Tumorentstehung zu kléren. Besonders der Zusammenhang von PTEN mit anderen den
Zellzyklus regulierenden Proteinen wie p53 und die Bedeutung von PTEN-Alterationen
als prognostischer Faktor fur Therapiestrategien kénnten im Fokus weiterer Projekte
stehen.

Auch ist der Zusammenhang zwischen einer PTEN-Inaktivierung auf lediglich einem

Allel und dessen Bedeutung fiir die Kanzerogenese weiter zu klaren.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Rolle von PTEN-Deletionen beim Harnblasenkarzinom
untersucht. Mit Hilfe der FISH wurde der Zusammenhang zwischen PTEN-Deletionen
und phanotypischen Charakteristika wie Tumorstadium und -grad und klinischen
Prognosedaten untersucht. Zusatzlich wurde bei heterozygot deletierten Tumoren eine
DNA-Sequenzierung durchgefuhrt, um weitere Mechanismen der Geninaktivierung zu
untersuchen.

Bei heterozygoter PTEN-Deletion von 16,6% bzw. 22,0% konnten wir eine signifikante
Assoziation zwischen Deletionen und Tumorgrad feststellen.

In Hinblick auf klinische Prognoseparameter konnte bei Harnblasentumoren des
Stadiums  pTa ein  Zusammenhang der  PTEN-Deletionen  mit  der
Rezidivwahrscheinlichkeit und in pT1-Tumoren eine Assoziation mit Tumorprogression
gezeigt werden. Unsere Ergebnisse unterstiitzen die These, dass Verdnderungen in dem
Tumorsuppressorgen  vor  allem in  hochgradigen, genetisch  instabilen
Harnblasentumoren vorkommen. Deletionen von PTEN erscheinen als klinischer
Prognoseparameter relevant.

In der Sequenzierung konnten keine relevanten Mutationen festgestellt werden, was das
Konzept der Haploinsuffizienz bei Tumorsuppressorgenen untersttzt.

Um die Bedeutung von PTEN-Deletionen beim Harnblasenkarzinom endgiltig zu

klaren, besteht weiter Forschungsbedarf.
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6. Abklrzungsverzeichnis

BAC
BCG
bp
BRRS
BTA
CDK
CGH
CIS
CS

CT
Cys
DAPI
dATP
dCTP
ddDNA
Del
dGTP
DNA
dNTP
dTTP
dUTP
EGF
ELISA
FGFR3
FISH

HE
RV
IHC
IL
Inc.
LOH

bacterial artificial chromosome
Bacillus-Calmette-Guérin
Basenpaare
Bannayan-Riley-Ruvalcaba Syndrom
Blasentumorantigen

Cyclin dependent Kinase
Comparative genomic hybridization
Carcinoma in situ

Cowden Syndrom
Computertomographie

Cystein
4',6-Diamidino-2-Phenylindol
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat
Dedesoxygenierte DNA

Deletion
Desoxyguanosintriphosphat
Desoxyribonukleine Acid
Desoxynukleosidtriphosphat
Desoxythymidintriphosphat
Desoxyuridintriphosphat
Epidermal-Growth-Factor-Receptor
Enzym Linked Immunosorbent Assay
Fibroblast Growth Factor-Receptor
Fluoreszens-in situ-Hybridisierung
Grad

Héamatoxylin-Eosin

intravends

Immunhistochemie

Ilinois

Incorporation

Loss of Heterozygosity

o1



MRT

NC
NJ

PCR
PHTS
PI3-K
PIP2
PIP3
PK
PKB
PS
PTEN
PTP
PUNLMP
Rpm
RTK
SNP
SSC
T
TMA
TNM
TUR-B
UE
UK
UKE
USA
uv
WHO

Metastasen
Magnetresonanztomographie

Anzahl

Lymphknoten

North Carolina

New Jersey

postoperative histopathologische Klassifikation
Polymerase Chain Reaction

PTEN Hamartoma Tumour Syndrome
Phosphatidylinositol 3-Kinase
Phospatidylinositol-4,5-bisphosphat
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
Proteinkinase

Proteinkinase B

Proteus Syndrom

Phosphatase and Tensin homolog
Protein-Tyrosin-Phosphatase

papillare Urothel Neoplasie mit niedrigem malignen Potential
rounds per minute
Rezeptortyrosinkinase

Single Nucleotide Polymorphism
Saline Sodium Citrate

Tumor

Tissue-Microarray

T=Tumour, N= Nodes, M= Metastasis
Transurethrale Resektion der Harnblase
Untereinheit

United Kingdom

Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
United States of America

ultraviolett

World Health Organization
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