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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Metastasierung

Krebserkrankungen sind in den westlichen Industrienationen die zweithaufigste
Todesursache und nehmen mit dem Altern der menschlichen Population stetig an
Bedeutung zu. Der groRte Anteil der Krebserkrankungen wird von soliden Tumoren
verursacht, die aus epithelialen Geweben gebildet werden (Jemal et al., 2011). Sie
werden als Karzinome bezeichnet und entstehen durch epitheliale Korperzellen, die
Wachstumskontrollen entgehen und sich durch Fehlregulationen autonom teilen.
Diese Zellen zeichnen sich durch das Potenzial zur praktisch unbegrenzten
Zellteilung aus und Uberwinden Barrieren, wie etwa die der Organgrenze. Durch
Streuung in entfernte Organe sind sie auRerdem in der Lage, Metastasen zu bilden
(Wagener & Miiller, 1999). Die Streuung gelingt den Zellen durch die Infiltration von
Lymph- oder/und BlutgefaBen. Uber die Gefale verlassen die Tumorzellen ihr
Ursprungsgewebe und nisten sich in entfernten Organen ein, um Metastasen zu
bilden. Man unterscheidet daher zwischen Iymphatischer und hamatogener
Disseminierung (Pantel & Brakenhoff, 2004). Der Nachweis von Metastasen weist
auf ein fortgeschrittenes Erkrankungsstadium hin und spricht flr einen unglnstigen
Krankheitsverlauf. In 90% der Falle ist die Metastasierung die Ursache fir den

letalen Ausgang einer soliden Krebserkrankung (Gupta & Massagué, 2006).

1.1.1 Epitheliale-mesenchymale Transition (EMT)

Der Prozess der hamatogenen Disseminierung von Tumorzellen beginnt mit der
Zersetzung der Extrazellularmatrix und der Basalmembran durch Proteasen (Ahmad
& Hart, 1996). Nach Infiltration der Blutgefale Uberleben die Tumorzellen, die den
Scherkraften der Blutzirkulation standhalten und dem programmierten Zelltod
(Apoptose) entgehen. Apoptose kann initiiert werden, wenn Zell-Zell-Kontakte und
Zell-Matrix Interaktionen verloren gehen (Jakodbisiak et al., 2003). Die Anpassung an
neue Umgebungsbedingungen gelingt den zirkulierenden Tumorzellen (circulating

tumor cells, CTC) durch Mechanismen, wie der epithelialen-mesenchymalen



Einleitung

Transition (EMT). Die EMT beschreibt die Transdifferenzierung einer epithelialen
Zelle in eine eher mesenchymale Zelle (Thiery, 2002). Erstmalig im Jahr 1982 von
Hay beschrieben, gehort die EMT zu den physiologischen Mechanismen in der
Embryogenese und der Wundheilung. Nach stattgefundener EMT werden epitheliale
Eigenschaften, wie z.B. die Expression des Zell-Adhasionsmolektils E-Cadherin, in
der Zelle herunterreguliert und mesenchymale Proteine, wie das Adhasionsmolekul
N-Cadherin oder das Zytoskelettmolekul Vimentin, verstarkt exprimiert. Damit geht
einher, dass die Zelle ihre basal-apikale Polaritat verliert und eine spindelférmige
Morphologie erhalt (Micalizzi et al., 2010). Durch die verringerte Expression des
epithelialen Zell-Adhasionsmolekul EpCam (epithelial cell adhesion molecule) und
der epithelialen Keratine (cytokeratin, CK) erreicht die Zelle zudem eine héhere
Plastizitat (Anpassungsfahigkeit) (Mikolajczyk et al., 2011). Die EMT ist ein
reversibler Prozess. Die Ruckumwandlung wird als mesenchymal-epitheliale
Transition (MET) bezeichnet und ermdglicht den zirkulierenden Tumorzellen die
Infiltration entfernter Organe. Die disseminierten Zellen (disseminated tumor cell,
DTC) sind in der Lage, in ihrer neuen Umgebung zu Mikro- und anschlieend zu

gefahrlichen Makrometastasen heranzuwachsen (Chambers et al., 2002).

1.1.2 Minimale residuale Krebserkrankung

Es wird angenommen, dass neben den disseminierten Tumorzellen, die durch
Apoptose untergehen, der Hauptanteil (95%) der DTC einen dormanten (inaktiven)
Zustand entwickelt (Luzzi et al., 1998). Dormante Tumorzellen bleiben Kklinisch
unauffallig, bis sie beginnen zu proliferieren und zu Metastasen heranwachsen. Die
minimale residuale Erkrankung (minimal residual disease, MRD) beschreibt den
Zustand, in dem Patienten nach erfolgter Krebstherapie dormante Tumorzellen im
Korper enthalten, die klinisch unentdeckt bleiben. So konnen klinisch geheilte
Krebspatienten auch Jahre spater ein Rezidiv (Wiederkehr) der Krebserkrankung
entwickeln (Demicheli, 2001; Aguirre-Ghiso, 2007). Wahrend dormante CTC und
DTC einen Arrest der Proliferation aufzeigen, besteht in dormanten Mikrometastasen
ein Gleichgewicht zwischen apoptotischen und proliferierenden Zellen (Holmgren et

al., 1995). Dieses Gleichgewicht kann u.a. durch den Einfluss angiogenetischer
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Faktoren oder durch die Entwicklung von Resistenzmechanismen gestort werden.
Ein Ungleichgewicht zugunsten der Zellproliferation kann die Entstehung von

Metastasen begunstigen (Koebel et al., 2007; Almog et al., 2009).

1.1.3 Bedeutung des Transkriptionsfaktores Grainyhead-like-2 fur die EMT

Grainyhead-like-2 (GRHL2) ist ein Transkriptionsfaktor aus der Grainyhead-like
Familie, der regulatorische Funktionen in der Embryonalentwicklung ausibt (Bray &
Kafatos, 1991). Mause ohne GRHL2-Gen entwickeln Neuralrohrfehlbildungen und
sterben frihzeitig. GRHL2 reguliert u.a. die epitheliale Differenzierung und moduliert
die Expression des epithelialen Adhasionsmolekils E-Cadherin (Werth et al., 2010).
Ferner konnte an Leber- und Brustkrebszellen gezeigt werden, dass GRHL2 eine
groRe Bedeutung in der epithelialen-mesenchymalen Transition und der
Metastasierung besitzt. Tumorzellen mit einer GRHL2-Uberexpression zeigten
invasives Verhalten und ein erhéhtes Metastasierungspotenzial (Tanaka et al., 2008;
Werner et al., 2013). GRHL2 gilt zudem als ein Suppressor der EMT. So verursacht
der Verlust der GRHL2-Expression in Brustkarzinomzelllinien phanotypische
Veranderungen, die dem Prozess der EMT entsprechen. Obwohl generell die
erhohte Zellproliferation ein bedeutendes Charakteristikum von Tumorzellen
darstellt, wird angenommen, dass die Hyperproliferation wahrend der
Disseminierung schadliche Auswirkungen auf das Uberleben der Tumorzellen haben
konnte (Evdokimova et al., 2009; Werner et al., 2013). Der mesenchymale Phanotyp
nach erfolgter EMT konnte eine bedeutende Voraussetzung dafur sein, dass eine
Metastasierung in entfernte Organe stattfindet. Es ist anzunehmen, dass Molekiile
wie GRHL2, die regulatorische Funktionen in der EMT/MET und der Zellproliferation
erfullen, wichtige Kandidatengene reprasentieren, die eine essentielle Bedeutung in

der Entstehung von Metastasen besitzen kdnnten (Werner et al., 2013).
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1.2  Zirkulierende Tumorzellen (CTC)

1.2.1 CTC-Detektion

Es wird angenommen, dass CTC und DTC in der Lage sind, Metastasen zu bilden.
Darlber hinaus gelten sie als potenzielle Biomarker einer MRD (Ignatiadis &
Reinholz, 2011). Fur DTC ist haufig das Knochenmark ein Reservoir. Zur DTC-
Detektion werden daher Proben Uber die Knochenmarkbiopsie entnommen (Pantel &
Brakenhoff, 2004; Braun et al., 2005). Weniger invasiv sind die Probenentnahmen
zur CTC-Detektion, da hier einfache Blutenthahmen genlgen. Weil die
Konzentrationen an CTC im Blut jedoch auferst gering sind, werden vor den
meisten CTC-Detektionsmethoden Verfahren angewendet, die zur Anreicherung der
Tumorzellen fuhren sollen. Die Anreicherung wird wu.a. durch die
Dichtegradientenzentrifugation, immunmagnetische  Separation  oder die
GrolRenfiltration erreicht (Alix-Panabieres et al., 2008). Die anschlielende CTC-
Detektion erfolgt hauptsachlich einerseits durch immunologische Verfahren unter
Verwendung von Antikdrpern, mit denen CTC von hamatopoetischen Zellen separiert
werden, und andererseits durch die Anwendung der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR), mit der gewebespezifische RNA im Blut nachgewiesen wird
(Pantel et al., 2008).

1.2.1.1 Immunzytochemische Detektion nach Anreicherung durch

Dichtegradientenzentrifugation

Die Dichtegradientenzentriguation durch Ficoll-Plaque™ Plus ist eine Methode zur
Anreicherung von Tumorzellen aus Blutproben. In diesem Verfahren werden durch
die unterschiedlichen Zelldichten mononukleare Zellen und die mdoglicherweise
vorhandenen Tumorzellen von restlichen Blutzellen separiert. Die Unterscheidung
zwischen CTC und mononuklearen Blutzellen gelingt anschlieRend unter der
Verwendung von Antikdrpern, mit deren Hilfe die CTC immunzytochemisch markiert
werden. In der CTC-Forschung werden hierbei hauptsachlich monoklonale

Antikdrper benutzt, die an epithelspezifische Antigene binden, wie z.B. Keratin und
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EpCam. Des Weiteren bietet die CTC-Detektion unter Anwendung
immunzytochemischer Verfahren die Moglichkeit, gleichzeitig die Morphologie der
CTC und die zellulare Lokalisation der Immunreaktion zu evaluieren (Pantel et al.,
1994; 2008; Riethdorf & Pantel, 2010).

1.21.2 Cellsearch-System

Ein weiteres immunzytochemisches CTC-Detektionsverfahren ist das Cellsearch-
System (Veridex). Die Vorteile des Cellsearch-Systems gegenuber herkdmmlichen
Verfahren sind die automatische Prozessierung und die Standardisierung der
Durchfihrung. Diese Eigenschaften sind von Bedeutung, damit ein routinierter
Einsatz im klinischen Alltag ermdglicht werden kann. So ist das Cellsearch-System
bisher die einzige CTC-Detektionsmethode, die von der Food and Drug
Administration (FDA) zugelassen ist (Cristofanilli et al., 2004; Riethdorf et al., 2007).
Die Anreicherung der Tumorzellen findet mit Hilfe von magnetischen Partikeln statt,
die mit Antikbrpern gegen EpCam ummantelt sind. Zellen, die an diese Antikorper
binden, werden durch magnetische Felder isoliert. Die anschlieRende
Unterscheidung zwischen epithelialen CTC und Leukozyten erfolgt unter
Verwendung von fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gegen epithelspezifische
Keratine (8, 18 und 19) und gegen das leukozytenspezifische Oberflachenmoleklil
CD45. So werden Zellen als CTC gewertet, die positiv fur Keratine und negativ fur
CD45 sind (Allard et al.,, 2004). Die automatisierte Anwendung ausschlieflich
epithelialer Marker hat den Nachteil, dass CTC, in denen diese Marker nicht
exprimiert sind, vom System unerkannt bleiben (Riethdorf & Pantel, 2010). Riethdorf
und Mitarbeiter konnten in einer Studie zur Validierung des Cellsearch-Systems an
Patienten mit metastasieten Mammakarzinomen verdeutlichen, dass dieses
Verfahren eine hohe Sensitivitat und Spezifitat aufweist. Des Weiteren wurde die
Methode bereits in bedeutenden CTC-Studien an Blutproben von Patienten mit
metastasierten Brust-, Kolon- und Prostatakarzinomen angewendet (Hayes et al.,
2006; Riethdorf et al., 2007; Cohen et al., 2008; de Bono et al., 2008).
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1.2.2 Klinische Relevanz der CTC-Detektion

Der klinische Einsatz des CTC/DTC-Nachweises als Tumormarker bei Patienten mit
Mammakarzinomen wurde in den Empfehlungen der American Society of
Oncology (ASCO) erstmalig im Jahr 2007 erwahnt (Harris et al., 2007). In einer
multizentrischen Studie von Bidard et al. (2014), in der Daten zu 1944 Patienten mit
Mammakarzinomen ausgewertet wurden, konnte die prognostische Bedeutung des
CTC-Befundes eindrucklich verdeutlicht werden. Obwohl der Hauptfokus der CTC-
Forschung auf CTC aus Mammakarzinomen liegt, zeigte sich die klinische Relevanz
des CTC-Nachweises auch fur andere Tumorentitaten (Pantel et al., 2009). So
wurde u.a. bei Patienten mit metastasierten Kolorektal- und Prostatakarzinomen
nachgewiesen, dass der CTC-Nachweis mit einem unglnstigen Krankheitsverlauf
assoziiert ist (Cohen et al., 2008; de Bono et al., 2008). Ein prognostischer Wert der
CTC-Detektion konnte zudem bei Patienten ohne Metastasen bestatigt werden
(Bidard et al., 2010; Rink et al., 2011; Rack et al., 2014). Neben der Funktion eines
prognostischen Markers hat der CTC-Befund =zusatzlich das Potenzial, als
Tumormarker zu dienen, der die Entstehung einer erstmaligen Krebserkrankung,
eines Rezidivs oder einer MRD nachweist. So konnten beispielsweise Patienten, die
ein okkultes (verborgenes) Rezidiv entwickeln, durch den CTC-Nachweis von einer
frlhzeitigen Therapie profitieren (Ignatiadis & Reinholz, 2011). Eine weitere
Anwendungsmaoglichkeit der CTC-Technologie liegt in der individuellen Beurteilung
der therapeutischen Wirksamkeit einer Krebsbehandlung. Der CTC-Befund kdnnte
als Verlaufsmarker eingesetzt werden, mit dem man durch einen einfachen Bluttest
bewerten kann, ob ein Krebspatient auf seine Therapie adaquat anspricht (Miller et
al.,, 2005). Hierzu konnte anhand repetitiver Bluttests im Therapieverlauf bei
Patienten mit Brustkrebs in einer Studie gezeigt werden, dass Patienten mit stabilen
oder remittierenden Tumoren seltener CTC aufweisen als Patienten mit
fortschreitenden Tumoren (Muller et al., 2005). Weitere Studien zu dem Thema
bestatigten, dass der CTC-Nachweis nach erfolgter Therapie ein Indiz fir die
Ineffizienz der Behandlung darstellt (Liu et al., 2009; Rack et al., 2010; Goldkorn et
al., 2014). Die Entwicklung optimierter CTC-Detektionsverfahren stellt in Aussicht,

dass der sensitive Nachweis einzelner Tumorzellen im Blutgemisch aus Millionen
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Leukozyten eine zusatzliche Moglichkeit der Tumorbiopsie darstellen konnte
(liquid biopsy). Diese Biopsie hatte grol3e Vorteile in der praktischen Anwendbarkeit
und hat das Potenzial die Diagnostik und Behandlung von Krebserkrankungen zu

revolutionieren (Alix-Panabieres & Pantel, 2013).

1.2.3 Zielgerichtete Krebstherapien (targeted therapy)

In der zielgerichteten Krebstherapie (targeted therapy) richtet sich die Behandlung
gegen phano- oder genotypische Charakteristika der Tumorzellen. Die Bestimmung
eines spezifischen Zielmolekuls erfolgt hauptsachlich durch die Analyse des
Primartumorgewebes. Studien konnten zeigen, dass sich die spezifischen
Charakteristika der Primartumorzellen und der metastatischen Zellen unterscheiden
konnen. Daher ist anzunehmen, dass die Analysen von metastatischen Zellen
zusatzliche Informationen liefern konnten, die bedeutenden Einfluss auf die
zielgerichteten Krebstherapien haben (Pantel & Alix-Panabieres, 2010; Alix-
Panabiéres & Pantel, 2013). Durch die immunzytochemische Charakterisierung von
CTC koénnen potenziell tumorspezifische Marker bestimmt werden, die flr eine
zielgerichtete Krebstherapie in Frage kommen. Ein Beispiel ist die Nutzung des
humanisierten Antikorpers Trastuzumab gegen den epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor HER2. Die Bestimmung der HER2-Expression in CTC
kénnte einen bedeutenden Einfluss auf die Therapie bei Patienten mit Brustkrebs
haben (Alix-Panabiéres & Pantel, 2013). Hierzu konnte bereits gezeigt werden, dass
CTC und Primartumorzellen eines Patienten Unterschiede in der HER2-Expression
aufweisen kénnen. So besteht die Mdglichkeit, dass ein Patient, bei dem HER2-
positive CTC nachweisbar sind, trotz negativem HER2-Status im Primartumor von
einer Anti-HER2-Antikorper-Therapie profitieren konnte (Riethdorf et al., 2010).
Neben der Optimierung der gezielten Therapie hat die Charakterisierung von CTC
das Potenzial wichtige Informationen zu liefern, die zum besseren Verstandnis der
Metastasierung, EMT und Tumordormanz beitragen konnten. Zu den Methoden der
Charakterisierung gehdéren u.a. immunzytochemische, PCR-basierte und
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung(FISH)-basierte Verfahren (Swennenhuis et al.,
2009; Riethdorf & Pantel, 2010; Lianidou & Markou, 2011).
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1.3 Testikulare Keimzelltumoren

1.3.1 Epidemiologie

Mit 55000 neuen Krankheitsfallen pro Jahr bilden Hodentumoren 0,7% der
Krebserkrankungen bei Mannern. Am haufigsten sind junge, kaukasische Manner
zwischen 15 und 39 Jahren betroffen. Die hdchsten Inzidenzraten sind in den
entwickelten Regionen und vor allem in Europa zu finden, wahrend in Asien und
Afrika deutlich geringere Inzidenzraten vorliegen. Als Konsequenz besserer
Uberlebensraten waren lediglich 2200 der insgesamt 10000 Todesfélle, die im Jahr
2012 durch Hodenkrebs verursacht wurden, in entwickelten Landern zu beobachten
(Ferlay et al.,, 2015). In 98% der Falle besteht der Hodentumor aus einem
Keimzelltumor, der bei Mannern zwischen 15 und 44 Jahren die haufigste
Krebserkrankung darstellt und seit Jahrzehnten eine steigende Inzidensrate aufweist
(Ghazarian et al., 2014).

1.3.2 Risikofaktoren und Symptomatik

Zu den drei gesicherten Risikofaktoren fur testikulare Keimzelltumoren gehoren der
Hodenhochstand (maldescensus testis), der kontralaterale Keimzelltumorbefall und
die positive Familienanamnese. Des Weiteren wird vermutet, dass Patienten mit
Infertilitat, Zwillingsschaft oder testikularer Atrophie ebenfalls ein erhdhtes
Erkrankungsrisiko haben (Dieckmann & Pichlmeier, 2004). 90-95% der Patienten mit
Keimzelltumoren prasentieren sich mit primaren Hodentumoren (5-10% mit
extragonadalen Tumoren). Die schmerzlose GroRenzunahme des Hodens ist mit
70% das haufigste Leitsymptom. Zu den weiteren moglichen Symptomen gehdren
u.a. uncharakteristische Schmerzen in den Hoden (10-20%) und die Gynakomastie
(vergroRerte Brustdriusen beim Mann), die durch die B-hCG(B-Untereinheit des
humanen Choriongonadotropins)- oder Ostrogenproduktion des Tumors verursacht
werden kann. Ferner werden in 10% der Falle extratestikulare Symptome
angegeben (z.B. Ruckenschmerzen), die durch Metastasen entstehen. Die

Metastasierung erfolgt v.a. lymphogen in retroperitoneale Lymphknoten, im weiteren
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Verlauf beidseits retroperitoneal, supradiaphragmal oder hamatogen meist pulmonal
(ca. 10%). Leber-, Knochen- oder Gehirnmetastasen liegen dagegen seltener vor
(Schmelz et al., 2006). Die Erkrankung an einem Keimzelltumor ist in der Regel ein
Zufallsbefund. Daher weisen etwa 40% der Patienten bei der Erstdiagnose

Metastasen auf (Germa-Lluch et al., 2002).

1.3.3 Diagnostik und Klassifikation

Bei testikularen Keimzelltumoren ist die klinische Untersuchung des Patienten ein
wesentlicher Bestandteil der Diagnostik. Hierbei werden u.a. die Hoden nach
intraskrotalen Wucherungen und Lymphknoten nach schmerzlosen Vergré3erungen
abgetastet (Albers et al., 2005). Bei bestehendem Verdacht ist der nachste
diagnostische Schritt die Ultraschall-Sonographie beider Hoden. Mit Hilfe der
Sonographie kann beurteilt werden, ob eine Wucherung intra- oder extratestikular
liegt. Eine intratestikulare Wucherung wird bis zur Erbringung eines Gegenbeweises
als Hodentumor gewertet (Bosl & Motzer, 1997; Shaw, 2008). Die Bestimmung der
Tumormarker alpha-1-Fetoprotein (AFP), humanes Choriongonadotropin (hCG) und
Laktatdehydrogenase (LDH) im Blutserum ist ein weiteres diagnostisches Mittel.
Zusatzlich haben diese Tumormarker eine prognostische Relevanz und dienen
gleichzeitig als Verlaufsparameter der Behandlung. Daher werden sie vor, wahrend
und nach der Therapie gemessen. Normwertige Tumormarker schlieRen dabei eine
Erkrankung nicht aus (Germa-Lluch et al., 2002; Albers et al., 2005). Bei jedem
Patienten mit einer verdachtigen testikularen Wucherung folgt die explorative
Freilegung des Hodens. Wahrend dieser inguinalen Operation wird eine
Schnellschnittdiagnostik durchgefuhrt, in der das testikulare Gewebe histologisch
untersucht wird. Bestatigt sich hierbei die Malignitat des fraglichen Gewebes, folgt
die operative Entfernung des Hodens (Orchiektomie). Zusatzlich wird meist der
kontralaterale Hoden histologisch auf testikulare intraepithelialen Neoplasien (TIN)
Uberpruft, um die Entwicklung eines kontralateralen Tumors auszuschliel3en. Bevor
eine adaquate Therapie geplant werden kann, ist die Klassifikation des
Tumorstadiums erforderlich (Staging). Mit Hilfe der Computertomographie wird

hierzu die Tumorausbreitung beurteilt (Albers et al., 2005). Die UICC-Klassifikationen
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nach histologischen und die LUGANO-KIassifikation nach klinischen Kriterien
werden in Tabellen 1.1 bzw. 1.2 aufgefuhrt (Cavalli et al., 1980; Sobin & Wittekind,
2002). Bei Patienten mit metastasierten Keimzelltumoren erfolgt zusatzlich die
Einteilung in Prognosegruppen anhand der Richtlinien der International Germ Cell
Cancer Collaborative Group (IGCCCG) (Wilkinson & Read, 1997).

Tabelle 1.1 TNM-Klassifikation der International Union Against Cancer (UICC)

T: Primatumor

TO: kein Anhalt fir einen Primartumor

Tis: TIN

T1: Tumor beschrénkt auf den Hoden und Nebenhoden, keine Gefal3- oder Lym-
phinvasion

T2: Tumor beschréankt auf den Hoden und Nebenhoden mit Gefal3- /Lymphinvasion
oder Infiltration der Tunica vaginalis

T3: Invasion des Samenstrangs

T4: Invasion des Skrotums

N: Lymphknotenbefall

NO: keine befallenen Lymphknoten (Lk)

cN1: radiologisch vergroRerte Lk kleiner als 2cm; pN1: weniger als 5 Lymphkno-
tenmetastasen unter 2 cm

cN2: radiologisch vergréf3erte Lk zwischen 2-5 cm; pN2: mehr als 5 befallene Lk
unter 2 cm, oder extranodale Infiltration der Lymphknotenmetastase

N3: Lk-Metastasen grofl3er als 5 cm

M: Fernmetastasen

MO: keine Metastasen vorhanden.

M1: Metastasen vorhanden.

S: Serumtumormarker

LDH (IE/I) | BHCG (mIE/ml) | AFP (ng/ml)
S1 <1,5fach und <5000 und <1000
S2 1,5- bis 10fach oder 5000-50000 oder 1000-10000
S3 >10fach oder >50000 oder >10000

Abk.: T — Primartumor, Lk — Lymphknoten, N — Nodus, cN — klinisch nachgewiesener Lymphknotenbefall, pN —
mikroskopisch nachgewiesener Lymphknotenbefall, M — Metastase, S - Serumtumormarker, LDH -
Lactatdehydrogenase, BHCG — humanes Choriongonadotropin, AFP — Alpha-1-Fetoprotein

10
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Tabelle 1.2 LUGANO-KIassifikation

Stadium Klinik
I Keine Lymphknoten-/Organmetastasen nachweisbar
IIa Retroperitoneale Lymphknotenmetastasen <2 cm
b Retroperitoneale Lymphknotenmetastasen 2-5 cm
Il c Retroperitoneale Lymphknotenmetastasen >5 cm

Supradiaphragmatische Lymphknotenmetastasen und/oder
hamatogene Organmetastasen

1.3.4 Histologie

Keimzelltumoren werden in Seminome und Nichtseminome unterteilt, die beide
jeweils ungefahr 50% der Krankheitsfalle ausmachen. Nichtseminome bestehen
haufig aus unterschiedlichen Tumorkomponenten, die auch seminomatdése Anteile
enthalten kénnen. Flir Seminome hingegen gilt die Voraussetzung, dass neben
seminomatdsen Anteilen keine weiteren Tumorkomponenten vorhanden sein durfen
(Bosl & Motzer, 1997). Zu den Nichtseminomen werden die Embryonalkarzinome,
Dottersacktumoren, Chorionkarzinome und Teratome gezahlt. Eine Besonderheit
dieser Keimzelltumoren ist, dass Differenzierungsvorgange ablaufen, die der
normalen Embryogenese ahneln. Wahrend Embryonalkarzinome undifferenziert und
totipotent sind, weisen Dottersacktumoren und Chorionkarzinome eine
extraembryonale und reife Teratome eine somatisch intraembyonale Differenzierung
auf (vgl. Abbildung 1.1). Seminomatése Tumorzellen sind ebenfalls totipotent und
gleichen Urkeimzellen (primordialen Keimzellen) (Ulbright, 2005). Fur Patienten mit
Nichtseminomen wurden unglinstigere Uberlebensraten als fiir Patienten mit
Seminomen beschrieben. Nichtseminompatienten bendtigen daher meist eine
aggressive Therapie. Des Weiteren liegt der Haufigkeitsgipfel fur Nichtseminome in
der dritten Lebensdekade, wahrend Seminome am haufigsten in der vierten
Lebensdekade auftreten. Weitere Unterschiede zwischen den beiden
Keimzelltumorgruppen finden sich in den Tumormarkern. Die Erhéhung der AFP-
Konzentration im Serum beschrankt sich auf die Nichtseminome und wird in 40-60%
der Falle beobachtet. Die BHCG-Erhdhung liegt bei Seminomen in 15-20% der Falle
und bei Nichtseminomen in 40-60% der Falle vor. Die Bestimmung der

Laktatdehydrogenase (LDH) im Serum ist zwar weniger spezifisch, hat jedoch einen
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Die LDH-Konzentration ist im Serum bei 60%

der

Nichtseminome und bei 80% der Seminome erhdht (Bosl et al., 1986; Mencel et al.,
1994; Bosl & Motzer, 1997).

Dottersack-

Tumor

/'

Extraembryonale

Differenzierung —_—

Embryonal-
karzinom
(totipotent)

Chorion-
Karzinom

Keimzelle

S~

Embryonale

Differenzierung

Teratom

Seminom

I

Differenzierung

v

Abbildung 4.1: Entwicklung des Keimzelltumors (nach Ulbright, 2005).
Keimzelltumore werden in Seminome und Nichtseminome eingeteilt. Zu den
Nichtseminomen geho6ren das undifferenzierte Embryonalkarzinom, der

Dottersacktumor, das Chorionkarzinom und das Teratom.

1.3.5 Prognose und Therapie

Seit der Zulassung des Chemotherapeutikums Cisplatin im Jahr 1979 stiegen die

Uberlebensraten der Patienten mit Keimzelltumoren auf Werte, die in Deutschland

bei keiner anderen malignen Tumorentitat auch nur annahernd erreicht wurden
(Einhorn & Donohue, 1977; Wahrendorf et al., 1998). Nach der Orchiektomie

gehdren zu den therapeutischen Optionen die Strahlen- und die (meist Cisplatin-

basierte) Chemotherapie. Die Mortalitatsrate bei Keimzelltumoren hangt stark vom

Krankheitsstadium und der Histologie ab. Patienten im ersten Stadium haben nach

adaquater Therapie eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 99% bei Seminomen bzw.
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95% bei Nichtseminomen (Albers et al., 2005). Sind bereits retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen vorhanden, liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei 93%
(Chung et al., 2004). Ferner zeigen Patienten mit Keimzelltumoren, die
Gehirnmetastasen aufweisen, eine 5-Jahres-Uberlebensrate von nur 30-40% (Fossa
et al., 1999). Da Keimzelltumoren vor allem junge Manner betreffen, droht dem
Patienten durchschnittlich ein Verlust von 35 Lebensjahren - ca. 10 Jahre mehr als
bei anderen Tumorentitaten (Horm & Sondik, 1989). Nach erfolgter Behandlung wird
in der Nachsorge des Patienten kontrolliert, ob durch die Chemotherapie
Komplikationen aufgetreten sind. Zu den mdglichen Komplikationen gehdren
Infertilitat, durch Bleomycin verursachte Lungenfibrosen, durch Etoposid verursachte
Neuropathien, durch Cisplatin verursachte Nieren- oder Ohrschaden und kardiale
Erkrankungen. AulBerdem haben Patienten mit Keimzelltumoren, die eine
Chemotherapie durchgemacht haben, ein erhdhtes Risiko, an einem Zweitmalignom
(z.B. Leukamie) zu erkranken. Des Weiteren dient die Nachsorge zur friihzeitigen
Erkennung einer maoglichen Rezidiv-Erkrankung, die bei Keimzelltumoren meist in
den ersten zwei Jahren entsteht. Die Rezidiv-Kontrollen sollten fir mindestens 10
Jahre einmal jahrlich durchgefiihrt werden (Howard et al., 2005; Shaw, 2008).

1.3.6 Entwicklung der Cisplatin-Resistenz

Cisplatin (cis-Diamminedichloroplatinum 11) ist ein Chemotherapeutikum mit einem
breiten Anwendungsspektrum. Zu den soliden Tumoren, bei denen es therapeutisch
angewandt wird, gehdéren u.a. Keimzelltumoren, Lungen-, Ovarial-, Zervix-,
Kolorektal- und Blasenkarzinome (Lebwohl & Canetta, 1998; Galanski, 2006).
Cisplatin hat eine zytotoxische Wirkung, indem es unter anderem an die Zell-DNA
bindet, die DNA-Struktur andert und die Transkription hemmt (Jamieson & Lippard,
1999). Dadurch wird ein Arrest des Zellzyklus erreicht, der zur Apoptose fuhrt
(Jordan & Carmo-Fonseca, 2000). Tumorzellen sind jedoch in der Lage, eine
Cisplatin-Resistenz  zu entwickeln und der apoptotischen Wirkung des
Chemotherapeutikums zu entgehen. Durch die Resistenz, die entweder nach einer
Cisplatin-Therapie gebildet wird oder bereits intrinsisch vorbesteht, wird die
Wirksamkeit von Cisplatin limitiert. Zur Analyse der Resistenz-Mechanismen werden
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Cisplatin-sensible Tumorzelllinien mit ihren Cisplatin-resistenen Klonen verglichen.
So konnte bereits in vivo gezeigt werden, dass die Entwicklung einer Cisplatin-
Resistenz multifaktoriell bedingt ist. Zu den Mechanismen gehoren die reduzierte
intrazellulare Akkumulation, verstarkte Entgiftung, verbesserte DNA-Reparatur,
héhere Toleranz gegentber DNA-Schaden und Veranderungen in der Regulierung
der Apoptose (Kartalou & Essigmann, 2001; Rabik & Dolan, 2007). Trotz dieser
Erkenntnisse bleibt die klinische Relevanz dieser Mechanismen bisher ungeklart. Ein
besseres Verstandnis der Cisplatin-Resistenz ist erforderlich, damit neue Therapie-
Strategien entwickelt werden kdnnen, die die Entstehung der Resistenz verhindern
kénnten (Kbberle et al., 2010).

Unter den soliden Tumoren zeigen Keimzelltumoren die hdchste Cisplatin-
Sensitivitat. Mit Hilfe einer Cisplatin-basierten Chemotherapie kénnen ca. 80% der
Patienten mit metastasierten Keimzelltumoren und 20-25% der Patienten mit
rezidivierten Keimzelltumoren geheilt werden. Patienten mit Keimzelltumoren, die
Cisplatin-resistent sind und auf die Therapie nicht adaquat ansprechen, haben eine
auRerst schlechte Uberlebensprognose (Nichols et al., 1994; Kollmannsberger et al.,
2006). Da Keimzelltumorzelllinien ebenfalls eine hohe Cisplatin-Sensitivitat
aufzeigen, kdonnte der Vergleich zwischen Cisplatin-sensiblen Keimzelltumorzelllinien
mit ihren Cisplatin-resistenen Klonen wichtige Ergebnisse liefern, die zum

Verstandnis der Resistenz-Mechanismen beitragen (Koberle et al., 1997).

1.3.7 Immunhistologische Marker der Keimzelltumoren

Aufgrund der hohen Heterogenitat der Keimzelltumorgruppen wird eine Vielzahl von
molekularen Markern verwendet, damit eine moglichst spezifische Identifizierung der
einzelnen Tumorkomponenten erreicht werden kann. Zu den immunhistologischen
Markern gehoren u.a. PLAP (Plazentare Alkalische Phosphatase), OCT3/4, SALL4
(Sal-like protein 4), AFP (Alpha-1-Fetoprotein), CD117 (C-KIT), HLA-G, CD30 und
GPC-3 (Glypican-3) (Eble et al., 2004; Zynger et al., 2006; Cao et al., 2009). Die

keimzelltumorspezifische Einteilung dieser Marker wird in Tabelle 1.3 aufgeflhrt.
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Tabelle 1.3 Immunhistochemie der Keimzelltumoren (nach Sesterhenn & Davis,
2004; Zynger et al., 2006; Cao et al.,2009)

Keimzelltumorkomponenten Diagnostische Marker

Seminome PLAP, CD117, OCT3/4, SALL4
Embryonale Karzinome AFP, OCT4, CD30, PLAP, SALL4
Dottersacktumoren AFP, PLAP, GPC-3, SALL4
Teratome AFP, PLAP, gewebespez. M., SALL4
Chorionkarzinome hCG, PLAP, GPC-3, HLA-G, SALL4

Abk.: PLAP — Plazentare Alkalische Phosphatase, AFP — Alpha-1-Fetoprotein, GPC-3 — Glypican-3, hCG —
humanes Choriongonadotropin, gewebespez. M. — gewebespezifische Marker, SALL4 — Sal-like protein 4

1.3.7.1 CD30 (Ki-1)

Die Tumornekrosefaktor-Rezeptor(TNF-R)-Superfamilie ist ein System von Ligand-
und Rezeptorproteinen, die wichtige regulatorische Funktionen in der
immunologischen Abwehr und der entzindlichen Reaktion erfullen. Das Protein
CD30 gehort zu den TNF-Rezeptoren und ist vor allem bekannt als Marker in der
Diagnostik von Lymphomen. So ist die verstarkte CD30-Expression u.a. in Stern-
Berg-Reed-Zellen des Hodgkin-Lymphoms und in Zellen des anaplastisch-
grofl3zelligen Lymphoms zu beobachten (Stein et al., 1985; Smith et al., 1994). Des
Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass die CD30-Expression in humanen
embryonalen Stammzellen mit dem Zellwachstum und der Inhibition der Apoptose
assoziiert ist (Chung et al., 2010).

Bei Keimzelltumoren ist CD30 ein sensitiver Marker in der Diagnostik des
Embryonalkarzinoms (Pallesen & Hamilton-Dutoit, 1988). Bei einem Teil der
Patienten mit CD30-positiven Embryonalkarzinomen zeigt sich nach einer

Chemotherapie jedoch ein Verlust der CD30-Expression bei Metastasen/Rezidiven.
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Die hohe Sensitivitat von CD30 beim Nachweis von Embryonalkarzinomen
beschrankt sich daher auf Patienten, die noch keine Chemotherapie erhalten haben
(Berney et al., 2001; Sung et al.,, 2006). Giannatempo und Mitarbeiter konnten
aulBerdem feststellen, dass Embryonalkarzinome, die die CD30-Expression auch
noch nach einer Chemotherapie aufweisen, mit unginstigen Uberlebensraten der
Patienten korrelieren (Giannatempo et al., 2013). Mit Brentuximab Vedotin existiert
ein humanisierter monoklonaler Antikorper gegen CD30, der bereits bei Patienten
mit rezidivierten/therapierefraktaren Hodgkin-Lymphomen oder anaplastisch-
grofl3zelligen Lymphomen angewendet wird (Pro et al., 2012; Younes et al., 2012).
CD30 ist daher ein potenzieller Marker fir die gezielte Krebstherapie des

chemotherapierefraktaren Embryonalkarzinoms.

1.3.7.2 Glypican-3

Glypican-3 (GPC-3) gehoért zu den Heparansulfat-Proteoglykanen, denen eine
Funktion in der Regulation des Zellwachstums beigemessen wird. Die
physiologische GPC-3-Expression ist in Trophoblasten und in mehreren fetalen
Geweben verstarkt vorhanden, wahrend sie in adultem Gewebe sehr limitiert
vorliegt. Als Marker wird GPC-3 v.a. fur die Diagnostik des hepatozellularen
Karzinoms, Hepatoblastoms und Wilms-Tumors eingesetzt. Bei Keimzelltumoren
wird GPC-3 als sensitiver Marker in der Diagnostik des Dottersacktumors und
Chorionkarzinoms verwendet. Bei Dottersacktumoren konnte gezeigt werden, dass
der GPC-3-Nachweis als Marker eine hohere Sensitivitat aufweist als AFP. Da die
GPC-3-Expression zudem auch in geringen Anteilen in Teratomen und unreifen
Embryonalkarzinomen nachgewiesen werden konnte, ist sie jedoch nicht sehr
spezifisch (Zynger et al., 2006; 2010; Preda et al., 2011).

Beim hepatozellularen Karzinom konnte bereits gezeigt werden, dass die GPC-3-
Expression mit ungiinstigeren Uberlebensraten der Patienten korreliert (Shirakawa
et al., 2009). Es stehen einige Antikdrper gegen GCP-3 zur Verfliigung, die sich fur
den therapeutischen Einsatz bei hepatozellularen Karzinomen in der Entwicklung
befinden. GC33 (klinische Phase-2-Studien) und YP7 (praklinisch) sind humanisierte
Maus-Antikérper, wahrend MDX-1414 (praklinisch) und HN3 (praklinisch) voll
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humane Antikdrper darstellen (Feng et al., 2013; Zhu et al., 2013; Feng & Ho, 2014).
Wegen der sensitiven Expression in Dottersacktumoren und Chorionkarzinomen ist
GPC-3 daher ein potenzieller Marker der gezielten Krebstherapie bei

Keimzelltumoren.

1.3.8 CTC bei Patienten mit Keimzelltumoren

Ein Fokus bisheriger Arbeiten zu CTC bei Patienten mit Keimzelltumoren lag auf
dem CTC-Nachweis in Produkten der Stammzellapharese. Die autologe periphere
Blutstammzelltransplantation wird u.a. durchgefuhrt, wenn die Blutbildung der
Patienten durch eine hochdosierte Chemotherapie gestoért ist. Es wurde vermutet,
dass CTC, die in peripheren Blutstammzellproben von Patienten mit
Keimzelltumoren nachgewiesen werden konnten, nach einer autologen
Transplantation einen Einfluss auf die Uberlebensrate haben kénnten (Fan et al.,
1998; Hildebrandt et al., 2000; Bokemeyer et al., 2001). Diese These konnten
Bokemeyer und Mitarbeiter jedoch nicht bestatigen. Sie haben gezeigt, dass der
CTC-Nachweis in peripheren Blutstammzellproben, die zur autologen
Transplantation bei Patienten mit Keimzelltumoren verwendet wurden, nicht mit
einem ungunstigen Krankheitsverlauf assoziiert war (Bokemeyer et al., 2001). Ferner
beschrankte sich ein Teil der bisherigen Arbeiten zu CTC bei Patienten mit
Keimzelltumoren auf den Nachweis von mRNA der Marker AFP bzw. BhCG Uber die
Anwendung der Reverse Transkiptase-Polymerase-Kettenreaktionen (RT-PCR)
(Yuasa et al., 1999; Hautkappe et al., 2000). Auf diese Weise konnten bei 26,5% (89
von 336) der Blutproben positive PCR-Resultate erzielt werden. AulRerdem wurde
festgestellt, dass Patienten mit Nichtseminomen eine héhere CTC-Rate zeigten
(Hautkappe et al., 2000).

In unserer Arbeitsgruppe gelang erstmalig die immunzytochemische Detektion von
CTC bei einer groReren Kohorte von Patienten mit Keimzelltumoren. Die CTC-
Detektion erfolgte zum einen Uber Immunfarbungen unter Verwendung epithelialer
und keimzelltumorspezifischer Antikorper nach Anreicherung durch
Dichtegradientenzentrifugation und zum anderen Uber die Anwendung des
Cellsearch-Systems. So konnten CTC in den Blutproben von 17,5% (25 von 143) der
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Patienten mit Keimzelltumoren nachgewiesen werden. Zusatzlich wurde deutlich,
dass der CTC-Nachweis mit einem fortgeschrittenen klinischen Stadium, einem
hoheren Metastasierungsrisiko und erhohten Tumormarkern korrelierte. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass CTC-positive Patienten haufiger an
Nichtseminomen erkrankt waren als an Seminomen. Neben peripheren Blutproben
wurden Blutproben aus der Vena testicularis untersucht, die das Blut aus den Hoden
in die untere Hohlvene drainiert. Die Untersuchung ergab, dass in Blutproben aus
der Vena testicularis eine hdhere CTC-Anzahl detektiert werden konnte als in
peripheren Blutproben. Die Studie machte aulRerdem deutlich, dass fur eine
sensitive CTC-Detektion bei Patienten mit Keimzelltumoren neben epithelialen
Detektionsmarkern die zusatzliche Verwendung von keimzelltumorspezifischen
Markern erforderlich ist (Nastaty et al., 2014).

1.4 Aufgabenstellung

Obwohl testikulare Keimzelltumoren mit einer Cisplatin-basierten Therapie meist
erfolgreich therapiert werden kdnnen, zeigen v.a. Patienten mit fortgeschrittenen
Metastasen oder Rezidiven einen ungunstigen Krankheitsverlauf. Der Nachweis von
zirkulierenden Tumorzellen (CTC) koénnte dazu beitragen, dass okkulte
Keimzelltumoren friihzeitig erkannt werden. Aufgrund der Heterogenitat der
testikularen Keimzelltumoren, die vor allem bei den Nichtseminomen hauptsachlich
durch  den unterschiedlichen Anteil verschiedener nichtseminomatdser
Tumorzellkomponenten bedingt ist, wird die Entwicklung einer moglichst sensitiven
Methode zur CTC-Detektion erschwert.

In der vorliegenden Arbeit sollten zunachst Keimzelltumorkomponenten auf ihre
Expression epithelialer, mesenchymaler und keimzelltumorspezifischer Marker
untersucht werden, um neue Marker-Kandidaten zu bestimmen, die die CTC-
Detektion bei Patienten mit testikularen Keimzelltumoren verbessern konnten.
Zusatzlich sollte die Expression dieser Marker in korrespondierenden Cisplatin-
resistenten Zellen untersucht werden, um eine mogliche Relevanz in der
Entwicklung einer Cisplatin-Resistenz Uberprufen zu kdnnen.

Ein besonderes Augenmerk galt der Expression des Transkriptionsfaktors GRHL2,
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dem eine regulatorische Bedeutung in der epithelialen-mesenchymalen Transition
und der Embryogenese beigemessen wird. Es sollte die Rolle von GRHL2 in
Keimzelltumorzellen untersucht werden.

AnschlieRend sollten neue Marker-Kombinationen zur immunzytochemischen
Detektion von CTC aus Blutproben einer Kohorte von Patienten mit nicht-
seminomatésen Keimzelltumoren verwendet werden. Die CTC-Befunde sollten
zusammen mit den klinisch-pathologischen Patientendaten ausgewertet werden, um
die prognostische Relevanz des CTC-Status zu beurteilen. Des Weiteren sollte der
Nachweis von CTC mit dem entwickelten Antikorpercocktail aus Blutproben der Vena
testicularis zeigen, ob Unterschiede in den CTC-Befunden aus peripherem und

proximalem Blut bestehen.
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2 MATERIAL

21 Patientenproben

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Blutproben von 51 Patienten untersucht, bei denen
ein nicht-seminomatoser Hodentumor diagnostiziert wurde. Die Blutproben wurden
in folgenden Einrichtungen im Zeitraum von Oktober 2011 bis Juli 2013 mit dem
Einverstandnis der Patienten und des zustandigen Ethikkomitees entnhommen und

fur die vorliegende Arbeit zur Verfugung gestellt:

Bundeswehrkrankenhaus Hamburg, Urologie

Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf, Urologie

Bundeswehrkrankenhaus Berlin, Urologie

Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf, Onkologie, Hamatologie mit der Sektion

Pneumologie

Neben den peripheren Blutentnahmen wurden zusatzlich 4 Blutproben wahrend der
Orchiektomie aus der Vena testicularis gewonnen. Alle Proben wurden von Paulina
Nastaty aus dem Institut flir Tumorbiologie durch Dichtegradientenzentrifugation tber
Ficoll-Plaqgue™ Plus aufgearbeitet (siehe Kapitel 3.3) und zur Verfligung gestellt. Die
Charakterisierung des Patientenkollektivs nach Patientendaten, klinischen und
pathologischen Parametern wird in der Tabelle 2.1 aufgefuhrt.

Des Weiteren wurden Gewebeschnitte untersucht, die aus den Primartumoren von
10 Patienten derselben Kohorte stammten. Die Operationspraparate wurden zuvor
vom Institut fur Pathologie des Universitatsklinikums Eppendorf bereitgestellt und
von der Medizinisch-Technischen Assistentin Malgorzata Stoupiec geschnitten.
Aullerdem wurde ein tissue microarray (TMA) mit in Paraffin eingebetteten
tumorésen und normalen Gewebeproben nach der GRHL2-Expression
immunhistochemisch ausgewertet. Das TMA enthielt 3143 Tumorstanzen von 99
unterschiedlichen Tumortypen und wurde ebenfalls vom Institut fir Pathologie des
Universitatsklinikums Eppendorf unter der Leitung von Prof. Dr. med. Guido Sauter
zur Verfiigung gestellt. Die Proben stammten aus Gewebepraparaten, die im Institut
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fir Pathologie firr diagnostische Zwecke in Ubereinstimmung mit den Richtlinien der
Ethik-Kommission der Arztekammer Hamburg entnommen wurden. Die TMA-
basierte Untersuchung der menschlichen Gewebeproben erfolgte unter Einhaltung
der ethischen Prinzipien zur medizinischen Forschung, die in der Deklaration des

Weltarztebundes (World Medical Association) in Helsinki erlassen wurden.

Tabelle 2.1 Auflistung klinischer und pathologischer Parameter der

Patientenkohorte

vollstindiges Kollektiv (n=51)
Parameter
Anzahl % Anteil
Alter [in Jahren] Mittelwert: 33,7 <33,7 24 50,0
Median: 32,5 (19 bis 53) > 33,7 24 50,0
TumorgroBe [in mm] Mittelwert: 38,5 <38,5 24 60,0
Median: 33,0 (1 bis 112) > 38,5 16 40,0
rechts 26 57,8
Tumorseite
links 19 42,2
= 1% Seminom 12 10,9
2 1%
37 33,6
Embryonalkarzinom
Tumorhistologie
= 1% Teratom 29 26,4
= 1% Yolk-Sac Tumor 21 19,1
= 1% Chorionkarzinom 11 10,0
Testikulare intraepitheliale Neoplasie positiv 31 81,6
(TIN) negativ 7 18,4
positiv 1 97,4
Kontralaterale TIN
negativ 37 2,6
pT1 23 56,1
Tumorstadium pT2 15 36,6
pT3 3 7.3
positiv 11 71,8
Infiltration des rete testis
negativ 28 28,2
positiv 7 31,8
Infiltration der tunica albuginea
negativ 15 68,2
positiv 1" 37,9
Invasion von lymphatischen Gefalien
negativ 18 62,1
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positiv 10 294
Invasion von BlutgefalRen
negativ 24 70,6
I 26 53,1
Klinisches Stadium I 12 24,5
Il 11 22,4
normal (< 7) 21 42,9
AFP [in ng/ml]
erhéht (= 7) 28 57,1
normal (< 1) 18 37,5
BhCG [in U/ -
erhoht (= 1) 30 62,5
normal (< 250) 33 73,3
LDH [in U/
erhoht (= 250) 12 26,7
gut 14,3
Prognose nach International Germ Cell
intermediar 35,7
Cancer Collaborative Group (IGCCCG)
schlecht 50,0

2.2 Zelllinien

Folgende Keimzelltumor-Zelllinien wurden von Christine Jacobsen aus der

Arbeitsgruppe von PD. Dr. Dr. med. Friedemann Honecker, ehemals Il. Medizinische

Klinik des Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf, zur Verfugung gestellt:

Zelllinie Typ Tumorart des

Ursprungsgewebes

2102Ep  nullipotent EC  testikulares TC + YST

NCCIT pluripotent EC  mediastinale EC + Seminom

NT2 pluripotent EC  Lungenmetastase eines ECs

TCam-2 Seminom

testikulares Seminom

Literatur

Wang et al., 1980
Andrews et al., 1980
Damjanov et al., 1993
Andrews, 1984
Mizuno et al., 1993

Abk.: EC — Embryonales Karzinom, TC — Teratokarzinom, YST — Dottersacktumor

Des Weiteren wurden die korrespondierenden Cisplatin-resistenten Zelllinienklone
NTERA-2-R (NT2-R), 2102EP-R, NCCIT-R in die Untersuchungen einbezogen.
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AuRerdem wurden Zelllysate/Zytospins folgender Mammakarzinom-Zelllinien als
Positiv- und/oder Negativkontrollen verwendet: MCF-7 (Soule et al., 1973), MDA-
MB-468 (Cailleau et al., 1978), MDA-MB-231 (Cailleau et al., 1974), ZR-75-1 (Engel

et al., 1978).

2.3 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien
AB-Serum

Aceton

Acrylamidgel
Ammoniumpersulfat
Bio-Rad Protein Assay
Farbstoffkonzentrat

Dako REAL™
Antikorperverdunnungsmittel
Dako REAL™ Envision™
Dako REAL™ Peroxidase-Blocking-
Losung

DAPI VectaShield Medium
3,3 -Diaminobenzidin DAB
Dimethylsulfoxid

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS)

Ethanol

Eukitt®

Fetal Calf Serum (FCS)

Full Range Rainbow RPN800

Hersteller

BioRad Medical Diagnostics GmbH,
Dreieich

J.T. Baker, Deventer NL

National Diagnostic, Atlanta USA
Sigma-Aldrich, Minchen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen

Dako, Glostrup DK

Dako, Glostrup DK
Dako, Glostrup DK

Vector Laboratories, Burlingame USA
Dako, Glostrup DK

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

Life Technologies, Paisley UK

Walter CMP GmbH & Co. KG, Kiel
O. Kindler GmbH, Freiburg

PAA GmbH, Pasching

GE Healthcare, Freiburg
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Ficoll-Plaque™ Plus

Glycin

Hanks™ Salt Solution
H-Lysepuffer

200 mM L-Glutamine
Luminol

Mayers Hamalaun-Losung
Methanol

Milchpulver
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Nonidet P-40
Paraformaldehyd
p-Cumarinsaure

Penicillin Streptomycin (10,000 U/ml)
RPMI

Streptavidin Peroxidase Losung
TEMED

Triton X-100

0,25% Trypsin-EDTA
Tween 20

Xylol

Zitrat-Puffer

24 Kitsysteme (Kits)

Verwendete Kits
Dako REAL™ Detection System

Dako REAL™ EnVision™ Detection System

Material

GE Healthcare, Uppsala SWE
Sigma-Aldrich, Minchen
Biochrom AG, Berlin

R & D Systems, Minneapolis USA
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Mlinchen

Merck, Darmstadt

J.T. Baker, Deventer NL

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Dako, Glostrup DK
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Steinheim

Life Technologies, Paisley UK
Promega Corporation, Madison USA
J.T. Baker, Deventer NL
BioGenex, Fremont USA

Hersteller
Dako, Glostrup DK
Dako, Glostrup DK
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2.5 Antikorper

Material

Antigen (monokional) Klon Wirt
Primarantikorper:
CD30 Ber-H2  Maus
CD45, konjugiert mit H130 Maus
Alexa Fluor 488
E-Catherin 36/E- Maus
Cadher-
in
Epithelspezifisches VU-1D9 Maus
Antigen (EpCAM)
Glypican-3 (GPC-3) 1G12 Maus
GRHL2 (polyklonal) BOM- Kaninchen
P2
HSC70 B-6 Maus
lgG1 k MOPC- Maus
21
N-Catherin EPR179 Kaninchen
-2Y
Pan-Keratin A45- Maus
(CK8,18,19) B/B3
Vimentin RV202 Maus

Hersteller

Dako, Glostrup DK

BioLegend,

San Diego US
BD Transduction
Laboratories,
San Jose US
Novocastra,
Bucks UK
BioMosaics,

Burlington US

Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg
Sigma-Aldrich, St.
Louis US

Novus Biologicals,
Cambridge UK
Micromet AG,

Mulnchen

BD Pharmingen,
San Jose US

Verdiinnung
1:10 (ICC);
1:500 (WB);
1:20 (IHC)
1:150 (ICC)

1:10000 (WB)

1:1000 (WB)
1:500 (ICC);
1:1000 (WB);
1:50 (IHC)
1:300 (IHC);
1:200 (ICC)
1:1000000 (WB)
1:500 (ICC)

1:20000 (WB)

1:500 (WB)

1:100000 (WB)
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Keratin 7

Keratin 8

Keratin 18

Keratin 19

Sekundarantikorper:

Alexa Fluor 555
Maus IgG
Biotinylated
Secondary Mouse
Antibodies

Maus-Immunglobuline,

HRP konjugiert
(polyklonal)
Kaninchen-lg, HRP

konjugiert (polyklonal)

Material

Maus

Maus

Maus

Maus

Ziege

Kaninchen

Kaninchen

Schwein

Dako, Glostrup DK

Progen Biotechnik
GmbH, Heidelberg
Progen Biotechnik
GmbH, Heidelberg
Progen Biotechnik
GmbH, Heidelberg

Life Technologies,
Eugene US
Dako, Glostrup DK

Dako, Glostrup DK

Dako, Glostrup DK

1:10000 (WB)

1:50000 (WB)

1:1000 bzw.

1:50000 (WB)

1:10000 (WB)

1:200 (ICC)

1:1 (IHC)

1:2000 (WB)

1:2000 (WB)

*Hinweis: Der Anti-GRHL2-Antikdrper wurde freundlicher Weise von Dr. rer. nat. V. Assmann, Institut

fur Tumorbiologie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, zur Verfigung gestellt.

2.6 Puffer, Losungen und Kulturmedien

2.6.1 Kulturmedien

Die Zusammensetzung der Kulturmedien bestand aus:
88% (v/v) Standard-Medium: RPMI fur TCam-2; DMEM flr alle anderen

Zelllinien

10% (v/v) FCS

1% (v/v) 200 mM L-Glutamine
1% (v/v) Penicillin Streptomycin (10,000 U/ml)
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2.6.2 Puffer und Losungen

Im Folgenden werden Puffer und Losungen aufgefihrt, die wie folgt

zusammengesetzt wurden:

Blockierungslosung:

Waschpuffer 1x
Milchpulver 5% (w/v)
ECL-LOsung:
Luminol 100 pl
P-Cumarinsaure 44 ul
H20 18 ml
1 M Tris/HCI (pH 8,5) |2 ml
30% H20:2 6 pl
Laemmli-Laufpuffer:
Glycin 192 mM
SDS 0,1% (w/v)
Tris/HCI (pH 8,3) | 25 mM
NP-40-Lysepuffer:
NaCl 150 mM
Nonidet P-40 1% (w/v)
Tris/HCI (pH 7,4) |50 mM
Probepuffer:
SDS 2% (W/v)
Glycerol 20% (wiv)
Tris-HCL (pH 6,8) {120 mM

Bromphenolblau

0,01% (w/v)
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Sammelgel:

TBS:

Transferpuffer:

Trenngel:

Material

H20

2,7 ml

Acrylamid

670 pl

1 M Tris/HCI (pH 6,8)

500 pl

10% SDS

40 pl

10% Ammoniumpersulfat

40 ul

Temed

4 ul

NacCl

137 mM

KCI

2,7 mM

Tris/HCI(pH 8,0)

50 mM

Tris

48 mM

Glycin

39 mM

SDS

0,04% (W/v)

Methanol

20% (v/v)

Zusammensetzung:

6%

8%

10%

H20

2,6 ml

2,3 ml

2,0 ml

Acrylamid

1,0 ml

1,3ml

1,6 ml

1,5 M Tris/HCI (pH 8,8)

1,3 ml

1,3ml

1,3 ml

10% SDS

50 ul

50 ul

50 ul

10% Ammoniumpersulfat

50 ul

50 ul

50 ul

Temed

4 ul

3ul

2 ul

Waschpuffer:

PBS

1x

Tween-20

0,05%
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2.7 Verbrauchsmaterial und Zubehor

Verbrauchsmaterial/Zubehor Hersteller
DakoPen Dako, DK
Hybond-ECI Nitrozellulose-Membran

GE-Healthcare, Freiburg

Kryorohrchen
Objekttrager
15-ml-Rohrchen

SE250 Minigelkammern
T25-Zellkulturflasche
Whatmann-Filter
8-ml-ZYTO-Kammern

ZYTO Spannplatte

2.8 Gerate

Laborgerate
AGFA Curix Filmentwickler

Bio Photometer
Dampfdruckinkubator

Gelhalteapparatur

Hera150-Brutschrank
Rotofix 32 Zentrifugen

PS3002 Elektrophorese-Gerat

Trans-Blot Transferapparat
Trockenschrank

Zentrifuge Heraeus 3S-R

Nunc, Wiesbaden

In vitro diagnostic, Sondheim
VWR, Darmstadt

GE-Healthcare, Freiburg

Nunc, Wiesbaden

VWR, Darmstadt

Hettich Holding GmbH & Co. oHG,
Kirchlengern

Hettich Holding GmbH & Co. oHG,

Kirchlengern

Hersteller

AGFA-Healthcare, Belgien
Eppendorf AG, Hamburg
Biocare Medical, USA
Amersham Biosciences Corp,
San Francisco USA

Thermo Scientific, Karlsruhe
Hettich Holding GmbH & Co. oHG,
Kirchlengern

Life Technologies, Paisley UK
BioRad, Munchen

Medite GmbH, Burgdorf
Kendro, Langselbold
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Als Mikroskop wurde das Axioplan 2 imaging Mikroskop mit eingebauter AxioCam

MRc Kamera und HXP 120 Lampe (Carl Zeiss, Jena) verwendet.
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3 METHODEN

3.1 Zellkulturmethoden

3.1.1 Auftauen und Einfrieren der Zelllinien

Die Zelllinien wurden mit Dimethylsulfoxid versetzt in Kryorohrchen bei — 80 °C
gelagert. Um die in diesen Rohrchen konservierten Zellen in Kultur zu nehmen,
wurden sie fur wenige Minuten im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und anschliel3end
mit Kulturmedium vermischt und in ein 15-ml-Réhrchen tberflhrt. Das Kulturmedium
stoppte die toxische Wirkung des Dimethylsulfoxids. Nach Zentrifugation fur 3 min
bei 1200 rpm wurde das Zellpellet, nachdem man den Uberstand verworfen hatte,
mit 3 ml des entsprechenden Kulturmediums resuspendiert und in eine zuvor mit 5
ml Kulturmedium aufgefillte T25-Zellkulturflasche hineingegeben. Zur Kultivierung
wurden die Kulturflaschen im Hera150-Brutschrank bei 37 °C in wassergesattigter
Atmosphare mit 5% CO:2 fur TCam-2 bzw. 10% CO:2 fur die restlichen Zelllinien
gelagert. Das Einfrieren erfolgte in umgekehrter Reihenfolge. Dabei wurde ein

Kryoréhrchen mit 1 ml Zellsuspension und 100 ul Dimethylsulfoxid gefillt.

3.1.2 Passagieren der Zelllinien

Im Abstand von 3-4 Tage wurde uberpruft, ob die Zellsaat im Inkubationsschrank
einen Konfluenzgrad von Uber 80% erreicht hat. Wenn dies zutraf, wurde ein Teil der
Zellen einer Kulturflasche in eine neue Flasche Uberfuhrt. Hierfir wurde zuerst das
Medium mit Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) abgespllt. Anschlie3end
wurden 1 ml fur T25-Kulturflaschen bzw. 2 ml fur T70 Kulturflaschen Trypsin/EDTA
auf den Zellrasen gegeben. Nach einer Inkubation bei 37 °C fur 2-5 min wurde die
Ablésung der Zellen vom Flaschenboden im Lichtmikroskop Uberprift und die
Enzymreaktion durch die Zugabe des Kulturmediums gestoppt. Daraufhin erfolgte
die Zentrifugation der Zellsuspension in einem 15-ml-Rdéhrchen fur 3 min bei 1200
rom. Der Uberstand konnte verworfen und das Zellpellet mit Kulturmedium
resuspendiert werden. Zuletzt wurde je nach Pelletgréf3e ein Teil der Suspension in
eine neue Kulturflasche pipettiert, zusatzlich Kulturmedium hinzugegeben und die
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Kulturflasche in den entsprechenden Brutschrank zur Inkubation gelegt. Bei einem

Konfluenzgrad unter 80% reichte es aus, das alte Medium durch neues zu ersetzen.

3.1.3 Herstellung der Zytospins

Zur Herstellung von Zytospins der Zelllinien wurden die gleichen Arbeitsschritte wie
beim Passagieren (siehe Kapitel 3.1.2) angewandt, um ein Zellpellet zu erhalten.
Dieses wurde dann mit 10 ml PBS suspendiert. Die Objekttrager wurden in der
ZYTO Spannplatte zusammen mit 8-ml-ZYTO-Kammern Uber die Spannringe
befestigt. In diese Kammern wurden dann nach Zelldichte je 100 — 600 pl
Zellsuspension pipettiert und in Rotofix 32 Zentrifugen fir 3 min bei 1200 rpm
zentrifugiert. Nach dem Verwerfen der Restflussigkeit aus den Kammern wurden die
Zytospins herausgenommen und nach dem Trocknen je 2 Objekttrager Ricken an

Rucken bei — 80 °C in Aluminiumfolie umwickelt gelagert.

3.2 Analyse der Proteinexpression

3.2.1 Western-Blot

Die Western-Blot-Analyse ist ein Verfahren, mit dem bestimmte Proteine in
Zelllysaten nachgewiesen werden koénnen. Sie ermoglicht gleichzeitig eine
Beurteilung der Expression dieser Proteine. Via Elektrophorese in einem SDS-
Polyacrylamidgel (SDS-PAGE) erreicht man die Auftrennung der Proteine nach
Molekulargewicht. Anschliel3end werden die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Die spezifischen Proteinbanden werden mit Hilfe

von Primar- und Sekundarantikdrpern sichtbar gemacht.

3.21.1 Herstellung der Zelllysate

Zur Herstellung des Zellextraktes fur die Western-Blot-Analyse wurde der Zellrasen
zunachst zweimal mit 10 ml PBS gewaschen. Anschlief3end wurden die Zellen in 0,5
ml PBS mit einem Zellschaber von der Zellkulturflasche gelost. In einem 1,5-ml-
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Reaktionsgefal® wurde die Zellsuspension fur 2 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Bei einer Inkubationszeit von 20-30 min auf Eis und
gelegentlichem Schwenken des Reaktionsgefalles konnte das Zellpellet nun mit
dem NP-40-Lysepuffer lysiert werden. Das Volumen des Puffers richtete sich hierbei
nach der Zelldichte. Nach Zentrifugation flir mindestens 10 min mit 13200 rpm bei
4 °C wurde das aus Zelltrimmern bestehende Sediment verworfen. Der Uberstand
wurde im Verhaltnis 1:1 mit Probenpuffer versetzt und fir 5 min bei 90 °C

denaturiert, auf Eis gekuhlt und bei -20 °C gelagert.

3.21.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Da die Proben fur die Western-Blot-Analyse ahnliche Proteinmengen enthalten
sollten, musste die Proteinkonzentration ermittelt werden. HierfUr wurden 2 ug Lysat
mit 798 ul Natronlauge und 200 ul Bio-Rad Protein Assay Farbstoffkonzentrat
versetzt, bevor die Extinktion photometrisch bei 595 nm gemessen wurde. Uber die
Extinktion konnte dann die Konzentration durch die Eichkurvengleichung bestimmt

werden.

3.21.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Fur die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde zuerst das Trenngel angesetzt,
dessen Polyacrylamid-Gehalt sich nach der Grolze des nachzuweisenden Proteins
richtete. Nach dem Vermischen mit TEMED wurde der Ansatz in die SE250
Minigelkammern zur Aushartung gegossen und mit Wasser Uberschichtet. Nach
vollstandiger Polymerisation wurde das Wasser verworfen, das Sammelgel tber das
Trenngel gegossen und ein Probenkamm zwischen die Platten eingetaucht.
Anschlielend wurde die Gelelektrophorese-Halteapparatur zusammengesetzt und
mit Laemmli-Laufpuffer geflllt. Nach Polymerisation des Sammelgels wurde der
Probenkamm entfernt, sodass je 30 pg der zuvor erneut bei 95 °C fur 5 min
denaturierten Proben in die Taschen pipettiert werden konnten. Zusatzlich diente der
Molekulargewichtsstandard Full Range Rainbow RPN800 zur Bestimmung der

Molekulargewichte. Die Elektrophorese erfolgte bei 25 mA pro Gel fur ca. 60 min, bis

33



Methoden

die blaue Lauffront ausgelaufen war.

3.21.3 Semidry-Elektrotransfer

Im nachsten Schritt wurden die Proteine im Semidry-Blotverfahren aus dem Gel auf
eine proteinbindende Hybond-ECI Nitrozellulose-Membran Ubertragen. Hierfur
wurden die Nitrozellulose-Membran und vier Whatmann-Filter auf Gelmalie
zugeschnitten und mit Transferpuffer equilibriert. Auf die Anodenplatten des
Transferapparates wurden auf zwei Whatmann-Filter die Nitrozellulose-Membran
und darauf das Gel luftblasenfrei aufgelegt. Anschlieliend wurde das Gel mit den
restlichen zwei Whatmann-Filtern bedeckt und der Elektrotransfer fur 2 h bei 40 mA

pro Blot durchgefihrt.

3.21.4 Blockierung und Immunodetektion

Zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen der Antikdrper wurde nach erfolgtem
Transfer die Membran fur 1 h in Blockierungslosung eingelegt. Danach wurde sie mit
dem Primar-Antikdrper (verdinnt in Blockierungsldésung) Uber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Durch viermaliges Waschen mit Waschpuffer fir je 5 min wurde die
Membran von Restbestanden des Antikorpers befreit und konnte anschlieend mit
dem Sekundar-Antikdrper nach entsprechender Verdunnung mit Blockierungslosung
fur 1 h bei Raumtemperatur inkubieren. Erneut wurden Restbestande 4x mit
Waschpuffer fir je 5 min ausgewaschen. Bevor der Roéntgenfilm in der
Dunkelkammer aufgelegt werden konnte, wurde die Membran in ECL-L6sung flr

5 min inkubiert.

3.21.5 Ladekontrollen

Nach erfolgter Entwicklung des Rodntgen-Films wurde die Membran zur
Ladekontrolle vorbereitet. Mit diesem Verfahren wurde kontrolliert, ob in jede
Geltasche die gleiche Proteinmenge pipettiert wurde. Hierfir wurden zuerst die an

der Membran haftenden Antikérperbestdnde mit Waschpuffer fir 30 min
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weitestgehend entfernt. Anschlieliend wurden die Arbeitsschritte ab Kapitel 3.2.1.4
wiederholt. Als Primarantikdrper wurde der Anti-HSC70 Antikorper mit einer
Verdinnung von 1:1000000 benutzt, der an das konstitutiv exprimierte
Hitzeschockprotein HSC70 bindet. Gleichstarke Banden im Rodntgenbild galten als
hinreichender Beweis dafir, dass die angewandten Proteinmassen keine groben

Unterschiede aufwiesen, die die vorherigen Ergebnisse verfalschen kénnten.

3.2.2 Immunhistochemische Analysen an in Paraffin eingebettetem Gewebe

Neben dem Western-Blot-Verfahren erfolgten weitere Proteinexpressionsanalysen
durch immunhisto- und immunzytochemische Farbungen (IHC bzw. ICC) von
paraffinierten Gewebepraparaten bzw. Zytospins. Zur immunhistochemischen
Analyse wurden die Kitsysteme Dako REAL™ Detection bzw. Dako REAL™
EnVision™ Detection verwendet.

Die immunhistochemische Farbung der Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten
Gewebeschnitte erfolgte in drei Schritten: Entparaffinierung, Vorbehandlung und
Farbung. Zum Herauslésen des Paraffins wurden die Gewebeschnitte im
Trockenschrank fur 2 h bei 60 °C erhitzt und anschlieRend in folgender absteigender
Alkoholreihe rehydriert: 2 x 10 min Xylol, 2 x 2 min 100% Ethanol, 2 x 2 min 96%
Ethanol, 2 x 80% Ethanol, destilliertes Wasser. Danach wurden die Schnitte zur
Vorbehandlung im dem Dampfdruckinkubator fur 5 min bei 125 °C in Zitrat-Puffer
inkubiert. Abgekuhlt wurden die Objekttrager mit destilliertem Wasser abgespdult und
fur 5 min mit TBS + 0.05% (v/v) Tween 20 (TBS-T) gewaschen. Damit war die
Vorbehandlung abgeschlossen.

Fir die Nutzung des Dako REAL™ EnVision™ Detection Kitsystems erfolgte
anschlielend die Blockierung endogener Peroxidase durch die Inkubation mit Dako
REAL™ Peroxidase-Blocking-Losung fir 5 min. Restbestidnde wurden daraufhin fiir
5 min mit TBS-T abgewaschen. Der Primar-Antikbrper wurde mit Dako REAL™
Antikorper-Verdinnungsmittel verdiinnt und auf die Gewebeschnitte pipettiert. Die
Inkubationszeit betrug antikorperspezifisch fur Anti-GRHL2 60 min und fur GPC-3
30 min. Nachdem Ruckstéande des Antikorpers mit TBS-T dreimal fur je 3 min

abgewaschen wurden, konnten die Gewebeschnitte fir 15 min mit Dako REAL™
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Envision™ inkubiert werden. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit TBS-T fir je
3 min wurde zur Detektion fur 15 min im Verhaltnis 1:50 verdinntes DAB (3,3'-
Diaminobenzidin) verwendet. Zur Gegenfarbung wurden die Schnitte fur 2 sec in
Mayers Hamalaun-Losung gelegt und 1 min mit destilliertem Wasser gewaschen.
Abschliefend wurde in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert und mit Eukitt®
eingedeckelt.

Fir die Nutzung des Dako REAL™ Detection Kitsystems folgte nach der
Vorbehandlung die Inkubation mit dem Primarantikorper fur 30 min. Daraufhin wurde
3x mit TBS-T fur je 3 min gewaschen und fur 30 min mit der Biotinylated Secondary
Antibodies Losung des Kits inkubiert. Anschlielend fand nach erneutem
Waschvorgang die Blockierung mit Dako REAL™ Peroxidase-Blocking-Losung fiir 5
min statt. Nachdem auch hier gewaschen wurde, wurden die Gewebeschnitte fur 10
min mit der Streptavidin Peroxidase Ldsung inkubiert. AbschlieRend konnten die

Behandlung mit DAB, die Gegenfarbung und das Eindeckeln folgen.

3.2.3 Immunzytochemische Analysen

Fur die immunhistochemische Farbung der Zytospins wurden die Zellen nach dem
Auftauen zur Fixierung flr 15 min mit 4% Paraformaldehyd/PBS inkubiert. Danach
erfolgte die Permeabilisierung der Zellen durch 1% Triton-X/PBS fir 5 min. Nachdem
die Reste 3x mit PBS fur je 3 min gewaschen wurden, wurde fur 5 min mit der
Peroxidase-Blocking-Lésung inkubiert. Der dreimalige Waschvorgang mit TBS-T flr
je 3 min wurde hier und auch nach jedem der folgenden Schritte wiederholt. Der
Primarantikdrper wurde zur Inkubation fur 1 h bei Raumtemperatur hinzugegeben.
AnschlieRend wurden die weiteren Schritte mit dem Dako REAL™ EnVision™
Detection Kitsystems ausgefiihrt. Es wurde mit der Dako REAL™ Envision™-L&sung
fur 15 min inkubiert und anschlie®end wurde DAB, 1:50 verdinnt, fir 10 min
aufgetragen. Die Zytospins konnten nun in destilliertes Wasser uberfihrt werden. Die
Gegenfarbung erfolgte in 20% Mayers Hamalaun/Hz20 fur 20 sec. Nach Passierung
der aufsteigenden Alkoholreihe (je 2 x 2 min: 80%, 96%, 100% Ethanol, Xylol)
wurden die Objekttrager mit Eukitt® eingedeckelt.
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3.2.4 Expressionsanalyse an Zytospins durch Immunfluoreszenz

FiUr die Immunfluoreszenzfarbung von Zelllinienpraparaten wurden diese vorerst flr
30 min in Raumtemperatur aufgetaut und der Bereich um die Zellen kreisférmig mit
dem wasserabweisenden DakoPen markiert, damit sichergestellt war, dass im
spateren Verlauf die Antikorperlosungen auf dem Objekttrager verblieben. Die Zellen
wurden anschlielend mit Aceton fur 5 min fixiert und mit PBS fir 3 min gewaschen.
Es folgten die Permeabilisierung mit Triton-X und ein erneuter Waschvorgang, bevor
fur 20 min mit 10% AB-Serum/PBS inkubiert wurde. Danach wurde fur 45 min der
mit AB-Serum verdunnte Primarantikbrper hinzugegeben, 3x mit PBS fur je 3 min
gewaschen und fur 45 min der ebenfalls mit AB-Serum im Verhaltnis 1:200
verdinnte Alexa Fluor 555 Antikérper aufgetragen. Hierbei war darauf zu achten,
dass die Inkubation mit dem Sekundarantikdrper und alle folgenden Schritte im
Dunkeln stattfanden. Nachdem auch hier der nicht gebundene Antikdrperanteil
abgespllt wurde, folgten die Gegenfarbung mit DAPI VectaShield Medium und das
Eindeckeln per Fixation der Rander des Deckglaschens mit herkommlichem

Nagellack.

3.3 Anreicherung mononukleadrer Zellen aus Blutproben mit Hilfe der

Dichtegradientenzentrifugation

Die Anreicherung von Tumorzellen aus Patientenblut erfolgte durch Paulina Nastaty
Uber die Aufarbeitung von Blutproben durch Dichtegradientenzentrifugation mit
Ficoll-Plaqgue™ Plus. Zusatzlich wurde im Rahmen dieser Promotionsarbeit Blut von
gesunden Personen aufgearbeitet. Diese Blutproben wurden teilweise mit
Tumorzellen aus Zellliniensuspensionen versetzt und dienten zur Kontrolle fir die
Effizienz der Immunfarbemethoden. Das Blut wurde mit 4°C kalter Hanks™ Salt
Lésung auf 50 ml verdinnt und anschlielRend bei 1400 rpm und 4° C zentrifugiert.
Der Uberstand beinhaltete das Blutplasma und konnte entfernt werden. Das
Zellsediment wurde mit PBS auf 30 ml aufgeflllt und resuspendiert, mit 20 ml Ficoll-
Plaque™ Plus vorsichtig Gberschichtet und fiir 30 Minuten bei 4°C und 1400 rpm mit
langsamem Anlauf und ohne Bremse zentrifugiert, sodass der Inhalt nach der Dichte
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in folgende drei Schichten aufgetrennt wurde, ohne dass sie sich vermischten:
Serumreste im Uberstand, mononukledre Zellen in der Interphase, Erythrozyten und
Granulozyten in der unteren Phase/im Sediment. Uberstand und Interphase wurden
entfernt und erneut in PBS flr 10 min bei 1400 rpm und 4°C zentrifugiert. Restliche
Erythrozyten wurden unter drei mintutigem Schwenken mit 1 ml H-Lysepuffer lysiert
und nach Zentrifugation fiir 10 min bei 1400 rpm und 4°C als Uberstand verworfen.
Das Sediment konnte nun mit 10 ml PBS verdiunnt werden. Mit den

Zellsuspensionen wurden daraufhin Zytospins hergestellt (siehe Kapitel 3.2.1.1).

3.4 Detektion von CTC liber Immunfluoreszenz unter Verwendung des
Antikorpercocktails (GPC-3/CD30)

Zur Detektion von vereinzelten Tumorzellen auf Zytospins, die nach der Aufarbeitung
des Bluts (siehe Kapitel 3.3) weitestgehend mononukleare Zellen enthielten, wurde
ein Primarantikorpercocktail eingesetzt, der aus Anti-Glypican-3 (GPC-3) und Anti-
CD30 Antikorper zusammengesetzt wurde. Beide Antikorper werden bei testikularen
Keimzelltumoren in der klinischen Routine zu diagnostischen Zwecken verwendet.
Das Heparansulfat-Proteoglykan Glypican-3 ist ein Marker, der im Dottersacktumor,
Chorionkarzinom und seltener im Embryonalkarzinom und Teratom exprimiert ist
(Zynger et al., 2006). Die Expression der Tumornekrosefaktor-Rezeptors CD30 liegt
v.a. im Embryonalkarzinom vor (Pallesen & Hamilton-Dutoit, 1988). Die
Arbeitsschritte zur Immunfluoreszenzfarbung entsprachen denen, die im Kapitel
3.2.4 aufgefuhrt wurden. Damit Leukozyten, die CD30 oder GPC-3 positiv waren,
von markierten Tumorzellen unterschieden werden konnten, erfolgte eine weitere
Immunfarbung, die nach der Inkubation mit dem Sekundarantikorper durchgefuhrt
wurde. Es wurde der Primarantikorper gegen das leukozytenspezifische
Oberflachenprotein CD45 aufgetragen. Zellen, die positiv fur CD45 waren, wurden
als Leukozyten und Zellen, die GPC-3- u./o. CD30-positiv und CD45-negativ waren,

wurden als Tumorzellen gewertet.
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3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software SPSS Statistics ver. 20.0
(International Business Machines Corporation, USA). Korrelationen zwischen
unabhangigen Merkmalen wurden durch den Exakten Test nach Fisher ermittelt, der
einen exakten Chi-Quadrat-Test fur einen kleinen Stichprobenumfang ermdoglichte.
Hierbei wurde ein Signifikanzniveau von 5% festgelegt (p<0,05). Die Datenerfassung
und die Erstellung von Tabellen und Diagrammen erfolgten mit Hilfe der Software
Microsoft Excel 2010 ver. 14.0 (Microsoft Corporation, USA).
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4. ERGEBNISSE

41 Charakterisierung von testikularen Keimzelltumorkomponenten zur

Bestimmung neuer CTC-Detektionsmarker

In unserer Arbeitsgruppe gelang erstmalig die Detektion von CTC bei einer groReren
Kohorte von Patienten mit testikularen Keimzelltumoren (Nastaty et al., 2014).
Gleichzeitig wurde in dieser Arbeit jedoch deutlich, dass sich die Detektion von CTC
fur diese Tumorart im Vergleich zu einigen anderen Karzinomarten als schwierig
darstellte. Dies war der starkeren Heterogenitat dieser Tumorentitat zuzuschreiben,
die haufig aus verschiedenen Tumorkomponenten besteht. An diese Arbeit
anknupfend war es das Ziel des vorliegenden Promotionsvorhabens, neue
Proteinmarker zu bestimmen, die die immunzytochemische Methode zur CTC-
Detektion erganzen sollten. Die Wahl der Marker erfolgte Uber die Charakterisierung
von vier Keimzelltumorzelllinien durch Western-Blot-Analyse und Immunzytochemie.
Hierbei waren sowohl keimzelltumorspezifische als auch epitheliale und

mesenchymale Marker von Interesse.

411 Analyse epithelialer, mesenchymaler und keimzelltumorspezifischer
Marker durch das Western-Blot-Verfahren

Die Bestimmung der Expression von epithelialen und mesenchymalen Markern in
den vier Keimzelltumorzelllinien und drei Zelllinenklonen erfolgte Uber eine Western-
Blot-Analyse. Hierfur wurden die Zelllysate und Antikdrper gegen 7 epitheliale und 2
mesenchymale Proteine eingesetzt. Die Ladekontrollen zeigten keine gréfleren
Unterschiede in den verwendeten Proteinmengen.

Die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse epithelialer Marker werden in
Abbildung 4.1 dargestellt. FUr E-Cadherin ist ersichtlich, dass dieser Marker in der
Zelllinie 2102Ep exprimiert war, wahrend in den restlichen Zelllinien keine
Expression nachgewiesen werden konnte. EpCam war besonders stark in der
Zelllinie 2102Ep, vergleichsweise weniger stark in der Zelllinie TCam-2 und schwach

in den restlichen Zelllinien exprimiert. Die Anwendung des Anti-Pan-Keratin

40



Ergebnisse

Antikdrpers A45-B/B3 ergab, dass alle getesteten Zelllinien Keratine exprimieren.
Die Analyse unter Verwendung der Antikdrper gegen die Keratine 7, 8, 18, 19 hat
gezeigt, dass die Keratine 18, 19 in der Zelllinie 2102Ep exprimiert waren, wahrend

die Keratine 7 und 8 in den verwendeten Zelllinien nicht nachgewiesen werden

konnten.
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Abbildung 4.1: Western-Blot-Analyse epithelialer Marker in Zellextrakten
der untersuchten Keimzelltumorzelllinen. Die Kontrolle der geladenen
Proteinmenge erfolgte iber Western-Blot-Analyse des HSC70-Proteins.
Abk.: PK — Positivkontrolle

Die Resultate der Western-Blot-Analysen der mesenchymalen Marker Vimentin und
N-Cadherin werden in Abbildung 4.2 aufgezeigt. Wahrend das Protein N-Cadherin in
allen untersuchten Zelllinien exprimiert war, ergab die Analyse des Proteins Vimentin
keine Expression in der Zelllinie 2102Ep. Des Weiteren zeigte sich in der Zelllinie
NT2 eine schwachere Vimentin-Expression als im Cisplatin-resistenten Zelllinienklon
NT2-R. In der Zelllinie NCCIT hingegen war das Protein Vimentin starker als im

Cisplatin-resistenten Zelllinienklon NCCIT-R exprimiert.
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Abbildung 4.2: Western-Blot-Analyse der Expression mesenchymaler
Marker. Expression von N-Cadherin und Vimentin in Zellextrakten der gezeigten
Zelllinien. Zur Ladekontrolle erfolgte die Western-Blot-Analyse des HSC70-
Proteins. Abk.: PK — Positivkontrolle

Als weitere Marker-Kandidaten galten die Proteine Glypican-3 und CD30, welche
unter anderem in der Diagnostik von Keimzelltumoren Anwendung finden. Die
Western-Blot-Analysen ergaben, dass das Protein Glypican-3 verstarkt in den
Zelllinien NT2 und NCCIT und das Protein CD30 vor allem in den Zelllinien 2102Ep
und NT2 exprimiert waren (vgl. Abbildung 4.4). Fur Glypican-3 war ein Schmiereffekt
von 120 kDa bis ca. 250 kDa zu beobachten. Dieser entstand durch die
unterschiedliche Glykosylierung des Proteins (Capurro et al., 2005). Des Weiteren
wurde festgestellt, dass CD30 in den Cisplatin-resistenten Zelllinienklonen nicht

nachweisbar war.
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Abbildung 4.3: Western-Blot-Analyse der Keimzelltumormarkern CD30 und
GPC-3 in Zellextrakten der gezeigten Zelllinien. In den nicht-seminomatdsen
Zelllinien (NT2, 2102Ep u. NCCIT) wurde mindestens eines der beiden
Markerproteine nachgewiesen.
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4.1.2 Grainyhead-like-2-Expression in testikularen Keimzelltumoren

Ein besonderes Augenmerk galt dem Protein Grainyhead-like-2 (GRHL2), dem eine
groRe Bedeutung in der epithelialen-mesenchymalen Transition von
Mammakarzinoma beigemessen wird (Werner et al., 2013). Die GRHL2-Expression
in Keimzelltumoren sollte unter Anwendung immunhistochemischer Analysen von
Keimzelltumorzelllinien und Patientenproben beurteilt werden.

Die Optimierung des Protokolls der immunhistochemischen Farbung unter
Verwendung des Anti-GRHL2-Antikorpers erfolgte an Tumorgewebeschnitten von
zehn Hodenkrebspatienten und einem Non-Hodgkin-Patienten, der als
Negativkontrolle diente. Eine Probe galt als positiv, wenn Uber 30% der Zellen
gefarbt waren. Die Farbsignale der Zellen unterschieden sich in ihrer Intensitat,
sodass die Auswertung vorgenommen wurde, indem eine reprasentative Anzahl an
Tumorzellen eines Praparates (ca. 120 bis 250 pro Objekttrager) entsprechend der
Intensitat der Immunreaktion als stark, moderat oder schwach klassifiziert wurde.
Diese Einteilung wird in Abbildung 4.4 an immungefarbten Zellen der
Keimzelltumorzelllinien beispielhaft dargestelit.

Diese immunhistochemische Auswertung der zehn Patientenproben ergab, dass ein
Praparat eine starke, funf eine moderate und vier eine schwache Farbintensitat

aufwiesen.
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schwach moderat stark

Near %

Abbildung 4.4: Klassifikation der Intensitat der Immunreaktion.
Immunhistochemisch gefarbte Zellen zeigten unterschiedlich starke nukleare
GRHL2-spezifische Signale. Beispielhaft sind Zellen der Keimzelltumorzelllinien
dargestellt, die eine schwache, moderate oder starke Farbintensitat aufwiesen.
Braun — nukledare GRHL2- Expression; blau — Gegenfarbung des Zellkerns mit
Hamalaun.

Die Analyse der GRHL2-Expression in den Keimzelltumorzelllinien NT2, NCCIT,
2102Ep, TCam-2 und den Cisplatin-resistenten Zelllinienklonen NT2-R, NCCIT-R
und 2102Ep-R erfolgte durch die immunhistochemische Farbung von Zytospins. Die
Zytospins der Zelllinien wurden hergestellt, indem die Zellen der Zellsuspensionen
durch Zentrifugation auf Objekttrager fixiert wurden (siehe Kapitel 3.1.3).

Die Auswertung der Intensitat der Immunreaktion wird in Abbildung 4.5 aufgeflhrt.
Sie zeigt, dass die Zelllinien 2102Ep und 2102Ep-R eine starkere GRHL2-
Expression aufwiesen als die anderen untersuchten Zelllinien. Des Weiteren wurde
deutlich, dass die Expression im Cisplatin-resistenten Zelllinienklon 2102Ep-R
schwacher war als in der Zelllinie 2102Ep.
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Abbildung 4.5: GRHL2-Expression in Keimzelltumorzelllinien. A, Auswertung
der immunhistochemischen Farbintensitat. Als Positivkontrolle diente die
Zelllinie MCF7. B, Schematische Darstellung der Anteile an schwacher,
moderater und starker Farbintensitat der Zytospins. Die Zelllinie 2102Ep zeigte
einen héheren Anteil an moderater und starker GRHL2-Expression.

Zur Analyse der GRHL2-Expression in testikularen Keimzelltumoren erfolgte neben
der Untersuchung der Keimzelltumorzelllinien die immunhistochemische Auswertung
von 155 Gewebeproben eines tissue-microarray. Insgesamt waren 85 von
155 (55%) Proben positiv fur GRHL2. Von diesen 85 positiven Proben waren 29 von
49 (59%) Teratome, 38 von 77 (49%) Seminome und 18 von 29 (62%)
Nichtseminome. Bis auf 18 (12%) Proben, die moderat gefarbt waren, wurde bei
allen Proben eine schwache Farbintensitat beobachtet. Diese 18 Proben setzten
sich aus 14 Teratomen, 2 Seminomen und 2 Nichtseminomen zusammen. Wahrend
also der Anteil an positiven Proben fur alle drei Tumorkomponenten keine grof3en

Unterschiede erkennen liel3 besalRen die positiven Zellen der Teratome eine starkere
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Farbintensitat als seminomatése und nicht-seminomatése Zellen  (vgl.

Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.6: Immunhistochemische Auswertung der GRHL2-Expression
in 155 Patientenproben. A, Darstellung der Anteile positiver Befunde.
Insgesamt waren 55% der Proben GRHL2-positiv. Die Anteile positiver Proben
unter den drei Keimzelltumorarten variieren von 49-62%. B, Darstellung der
Anteile moderat und schwach gefarbter Proben unter den positiven Befunden.
Das Teratom zeigte eine starkere GRHL2-Expression als Seminome und
Nichtseminome.
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4.2 Detektion von CTC durch die Keimzelltumormarker CD30 und Glypican-3

Nachdem im ersten Teil der Promotionsarbeit die Analyse der Expression
epithelialer, mesenchymaler und keimzelltumorspezifischer  Proteine in
Keimzelltumoren durchgefuhrt wurde, folgte im zweiten Teil die Verwendung der
Marker CD30 und GPC-3 zur Detektion von CTC in den Blutproben des
Patientenkollektivs.

Nach Optimierung des Protokolls der Immunfarbung mit Hilfe des
Primarantikdrpercocktails Anti-CD30/Anti-GPC-3 und des Primarantikdrpers CD45
wurde eine Reihe von Tests durchgeflhrt, bevor das Verfahren an Blutproben des
Patientenkollektivs angewandt werden konnte.

Der erste Test bestand aus der Analyse der Expression der Proteine CD30 und
GPC-3 in den Keimzelltumorzelllinen NT2, NCCIT, 2102Ep und TCam-2 durch die
Immunfluoreszenz-Farbung unter Verwendung des Antikdrpercocktails Anti-
CD30/Anti-GPC-3 (vgl. Abbildung 4.7). Das Resultat stimmte mit dem Ergebnis der
Western-Blot-Analyse (siehe Kapitel 4.1.1) Uberein. So war in den nicht-
seminomatosen Zelllinien NT2, NCCIT und 2102Ep die Expression der Proteine
CD30 und/oder GPC-3 nachzuweisen. Die seminomatdse Zelllinie TCam-2 zeigte
sich CD30-/GPC-3-negativ. Die Untersuchung einer reprasentativen Anzahl an
Zellen (100-150 Zellen pro Objekttrager) hat ergeben, dass NT2-Zellen zu 90%,
NCCIT-Zellen zu 73% und 2102Ep-Zellen zu 78% CD30- und/oder GPC-3-positiv

waren. Alle verwendeten Zelllinien waren gleichzeitig CD45-negativ.
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Abbildung 4.7: Immunfluoreszenzfarbung an Zytospins der untersuchten
nicht-seminomatosen Zelllinien. Die Zelllinien NCCIT, 2102Ep und NT2 sind
CD30/GPC-3-positiv und CD45-negativ. Die DNA-Farbung erfolgte durch DAPI.

Da beide Antikdrper (Anti-CD30 u. Anti-GPC-3) aus Mausen stammten, war eine
Differenzierung der Proteinexpression mit Hilfe von zwei verschiedenen
Sekundarantikdrpern nicht moglich. Die Immunfluoreszenz-Farbung ergab jedoch,
dass die Expression von CD30 vor allem an der Zellmembran lokalisiert war und
GPC-3 zusatzlich granular-zytoplasmatische Anteile aufwies (Kim & Kang, 2013;
Alimchandani et al., 2014). Die Unterscheidung zwischen CD30- und GPC-3-
Expression konnte somit stattdessen - soweit es eindeutig moglich war - anhand der

morphologischen Fluoreszenzverteilung vorgenommen werden (vgl. Abbildung 4.8).
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Ep2102 NT2

Abbildung 4.8: Vergleich der Fluoreszenzsignale. Die Immunfluoreszenz-
Farbung mit dem Antikdrpercocktail Anti-CD30/Anti-GPC-3 verdeutlicht, dass
CD30-positive Zellen meist ein Fluoreszenzsignalbild entlang der Zellmembran
und GPC-3-positive Zellen granulés-zytoplasmatische Signale aufweisen.

Die Differenzierung nach der CD30- und GPC-3-Expression in den gefarbten
Zelllinien hat aquivalent zu den Western-Blot-Ergebnissen ergeben, dass die
Zelllinen Ep2102 und NT2 positiv fur CD30, die Zelllinien NT2, NT2-R und NCCIT
positiv fur GPC-3 und die Zelllinie TCam-2 negativ fur beide Proteine waren.

Anschliel3end folgte die Analyse der Expression der Proteine CD30 und GPC-3 in
Blutzellen gesunder Probanden. Hierflir wurden die mononuklearen Blutzellen von
Proben gesunder Probanden isoliert und auf Objekttrager fixiert. Es konnte davon
ausgegangen werden, dass diese Objekttrager keine Tumorzellen enthielten. Es
folgte die Immunfluoreszens-Farbung an diesen Objekttragern. Die Auswertung
ergab, dass durchschnittlich 33/7x10° gesunde Blutzellen fiir CD30 und 8/7x10°
gesunde Blutzellen fur GPC-3 positiv waren. Diese Zellen waren jedoch gleichzeitig
deutlich positiv fur das Protein CD45 (vgl. Abbildung 4.9). Anschliellend wurden zwei
Zytospins untersucht, bei denen vorher das gesunde Blut mit Tumorzellen aus
Zellliniensuspensionen versetzt wurde. Die Tumorzellen konnten nach der Farbung

deutlich als solche identifiziert werden.

CD45

Abbildung 4.9: Darstellung einer CD30- und CD45-positiven Zelle. Die
Farbung von tumorfreien Zytospins hat gezeigt, dass nicht-tumordse Zellen, in
denen CD30/GPC-3 exprimiert war, positiv fir CD45 waren.
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Die immunzytochemische Detektion von CTC im peripheren Blut von Patienten mit

nicht-seminomatésen  Keimzelltumoren erfolgte unter Verwendung des
Antikdrpercocktails Anti-CD30/Anti-GPC-3. Eine CD30- und/oder GPC-3-positive
Zelle wurde als Tumorzelle gewertet, wenn sie gleichzeitig negativ fur CD45 war. Auf
diese Weise wurde bei 25,5% der Patienten (13 von 51) CTC nachgewiesen. Die
weitere Differenzierung ergab, dass 4 Patienten sowohl CD30 als auch GPC-3-
positive Zellen, 3 Patienten ausschlieBlich GPC-3-positive Zellen und 5 Patienten
ausschlieBlich CD30-positive Zellen enthielten. In einem Fall war eine eindeutige
Zuordnung nicht mdglich. Der Median der Anzahl detektierter CTC betrug 5 in

1,4x10% MNC (Spanne von 1 bis 11).

Tabelle 4.1 Liste der CTC-positiven Patienten

Fallnummer Klinisches Histologie | Tumormarker CTC/1,4x10°
Stadium MNC
80% EC,
1 1l 20% T LDH 334 U/ 2
20% S,
3 | 80% T AFP 12 ng/ml 11
12% S,
0,
9 | 81502’55 AFP 34 ng/ml, 3
19%T, BhCG 451 U/
1% CC
19 | 5% EC, AFP 54 ng/ml, 5
95% T BhCG 15 U/
50% S,
29 Il c 3% EC, AFP 704 ng/ml, 4
7% YS, BhCG 1099 U/I
40% T
29 [ 100% T AFP 12 ng/ml 6
83% EC, AFP 93 ng/ml,
30 n.a. 17% T | BhCG 525 Ul 2
AFP 13 ng/ml,
33 Ilc 100% EC BhCG 4 U/, 7
LDH 446 U/
50% EC,
42 1l 5006 YS AFP 17 ng/ml 6
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45 i 1000 ys | AFP 1589 4
ng/ml

20% EC,

52 [l 80% T BhCG 792 U/l 1
50% EC, BhCG 10000

o4 i 50% CC ul/l 6
25% EC,
25% YS, . .

57 Ilc 25% T, nicht erhoht 11
25% CC

Abk.: EC — Embryonales Karzinom, TC — Teratokarzinom, YST — Dottersacktumor, S — Seminom,
MNC — Mononukleare Zellen

+CD45+

oum

+CD45+

10 my

+CDA45+

Abbildung 4.10: CD30/GPC-3-positive Tumorzellen in peripherem Blut der
Patienten Nr. 19, 33 u. 45. Beispielhafte Darstellung von CD30/GPC-3-positiven
Zellen, die gleichzeitig CD45 negativ waren.
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4.2.1 Statistische Auswertung des Nachweises CD30/GPC-3-positiver

CTC in Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern

Nach der Detektion von CTC erfolgte die statistische Auswertung, um die klinische
Relevanz der CTC-Status-Erhebung zu analysieren. Diese Auswertung wird in
Tabelle 4.2 aufgezeigt. Es ist ersichtlich, dass fur zwei Parameter eine signifikante
Korrelation mit dem CTC-Status ermittelt werden konnte (p=0,042 bzw. p=0,019;
Exakter Chi-Quadrat-Test nach Fisher, 2-seitig). Es bestand eine Korrelation
zwischen positivem CTC-Status und einer erhdhten Primartumorgrofe (p=0,042).
Die Abschatzung der Krankheitsprognose nach der Klassifizierung der International
Germ Cell Cancer Collaborative Group (IGCCCG) war fur 14 Patienten bekannt. Vier
von 6 (67%) CTC-positiven Patienten und 3 von 8 (38%) CTC-negativen Patienten
hatten nach dieser Einteilung eine schlechte Prognose (p=0,019). Auflerdem
korrelierte der CTC-Status mit dem Vorhandensein von Metastasen bzw. Rezidiven
(p=0,040) und die Detektion von CD30-positiven CTC mit dem Nachweis vaskularer

Invasion des Primartumors (p=0,048).

Tabelle 4.2 Statistik des CD30/GPC-positiven CTC-Status der Patientenkohorte

positiv fir CD30/GPC-3- negativ fir CD30/GPC-
positive CTC (n=13) 3-positive CTC (n=38)
Parameter p-Wert
% glltiger % glltiger
Anzahl » 99 Anzahl > 9t
Falle Falle
<337 5 41,3 21 58,3
Alter [in Jahre] 0,341
2 33,7 7 58,3 15 41,3
TumorgroBe [in mm)] < 38,5 2 25,0 22 68,8
Mittelwert: 38,5 Median: 33,0 0,042
i 2 38,5 6 75,0 10 31,2
(1 bis 112)
rechts 6 60,0 20 57,1
Tumorseite 1,000
links 4 40,0 15 42,9
2 1% Seminom 3von 13 23,1 9 von 38 23,7 1,000
2 1% Embryonalkarzinom 10 von 13 76,9 27 von 38 71,1 1,000
Tumorhistologie = 1% Teratom 9von 13 69,2 20 von 38 52,6 0,348
2 1% Yolk-Sac Tumor 5von 13 38,5 16 von 38 42,1 1,000
2 1% Chorionkarzinom 3von 13 23,1 8 von 38 21,1 1,000
Testikulare intraepitheliale positiv 5 71,4 26 83,9 0.502
Neoplasie (TIN) negativ 2 28,6 5 16,1 7

52



Ergebnisse

positiv 0 0,0 1 3,2
Kontralaterale TIN 1,000
negativ 7 100,0 30 96,8
pT1 3von 8 37,5 20 von 33 60,6
Tumorstadium pT2 4 von 8 50,0 11 von 33 33,3 0,365
pT3 1von 8 12,5 2 von 33 6,1
positiv 1 14,3 10 31,2
Infiltration des rete testis 0,649
negativ 6 85,7 22 68,8
positiv 3 50,0 4 25,0
Infiltration der tunica albuginea 0,334
negativ 3 50,0 12 75,0
Invasion von lymphatischen positiv 2 33,3 9 39,1 1000
GefaRen negativ 4 66,7 14 60,9 ’
positiv 4 57,1 6 22,2
Invasion von Blutgefalen 0,157
negativ 3 42,9 21 77,8
| 4 von 12 33,3 22 von 37 59,5
Klinisches Stadium 1] 3von 12 25,0 9 von 37 24,3 0,141
I 5von 12 45,5 6 von 37 16,2
normal (< 7) 2 18,2 19 50,0
AFP [in ng/ml] 0,087
erhoht (= 7) 9 81,8 19 50,0
normal (< 1) 4 37,4 14 37,8
BhCG [in U/] 1,000
erhoht (= 1) 7 63,6 23 62,2
normal (< 250) 5 55,6 28 77,8
LDH [in U/ 0.219
erhoht (= 250) 4 44,4 8 22,2
Prognose nach International gut 2 33,3 0 0
Germ Cell Cancer intermediar 0 0,0 5 62,5 0,019
Collaborative Group (IGCCCG) schlecht 4 66,7 3 37,5

vl
o
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DurchschnittsgroBe(insgesamt): 38,5 mm

Abbildung 4.11: Assoziation zwischen CTC-Befund und TumorgréBe. Die

TumorgréRe bei Patienten mit CD30/GPC-3-positiven CTC ist signifikant hdher

als bei Patienten mit negativem CTC-Status (p=0,042).
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Die CTC-Detektion Uber die Verwendung der Antikorper Anti-CD30/Anti-GPC-3
wurde mit den Befunden unter Verwendung der Antikorper gegen EpCam, Keratin,
SALL4 und OCT3/4 verglichen und zusammengefasst. Von den elf positiven CTC-
Befunden, die unter Verwendung der Antikdrper gegen EpCam, Keratin, SALL4 und
OCT3/4 immunzytochemisch nachgewiesen wurden, konnten sechs unter
Verwendung des Antikérpercocktails Anti-CD30/Anti-GPC-3 bestatigt werden. Die
Ergebnisse beider Arbeiten, die durch immunzytochemische Verfahren nach
Dichtegradientenzentrifugation entstanden waren, korrelieren miteinander (p=0,023).
Es besteht jedoch keine signifikante Korrelation der Ergebnisse bei Miteinbeziehung
der CTC-Nachweise, die unter Verwendung der Cellsearch-Methode erhalten
wurden (p=0,093). Durch die Verwendung des Antikdrpercocktails Anti-CD30/GPC-3
wurden insgesamt bei sechs zusatzlichen Patienten CTC nachgewiesen, die zuvor
unter Verwendung der Antikérper gegen EpCam, Keratin, SALL4 und OCT3/4 und
des Cellsearch-Systems als CTC-negativ eingestuft wurden (Nastaty et al., 2014).

Fasst man die Resultate der verschiedenen Detektionsmethoden zusammen,
wurden CTC bei 23 von 51 (45,1%) Patienten identifiziert (18 Uber
immunzytochemische Farbemethoden nach Dichtegradientenzentrifugation; 9 Uber
die Cellsearch-Methode). Es folgte eine statistische Auswertung der
zusammenfassten CTC-Befunde in Korrelation mit Kklinisch-pathologischen
Parametern (vgl. Tabelle 4.3). Erneut zeigte sich eine Korrelation des CTC-Status
mit der TumorgrofRe (p=0,018). AuRerdem korrelierte der CTC-Befund mit dem
klinischen Stadium der Erkrankung (p=0,002) und einem erhohten LDH-Wert
(p=0,034). Des Weiteren wurde die signifikante Korrelation des positiven CTC-Status
mit dem Vorhandensein von mindestens einer Metastase oder eines Rezidivs
untermauert (p = 0,001). Alle Patienten mit einem Rezidiv (6 von 6) und die

Patienten, die in dem Zeitraum verstorben sind (3 von 3), waren positiv fir CTC.
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Tabelle 4.3 Statistik des CTC-Status in Abhangigkeit von klinisch-

pathologischen Parametern

CTC positiv (n=23) CTC negativ (n=28)
Parameter % gliltiger % gltiger | p-Wert
Anzahl Anzahl
Falle Falle
<33,7 11 50,0 15 57,7
Alter [in Jahre] 0,772
> 33,7 11 50,0 11 42,3
TumorgroRe [in mm)] < 38,5 5 33,3 19 76,0
Mittelwert: 38,5 Median: 285 10 66.7 6 2.0 0,018
Z y ’ ’
33,0 (1 bis 112)
rechts 11 57,9 15 57,7
Tumorseite 1,000
links 8 42,1 11 42,3
= 1% Seminom 4 von 23 17,4 8 von 28 28,6 0,509
= 1% Embryonalkarzinom 17 von 23 73,9 20 von 28 71,4 1,000
Tumorhistologie 2 1% Teratom 16 von 23 69,6 13 von 28 46,4 0,155
2 1% Yolk-Sac Tumor 11 von 23 47,8 10 von 28 35,7 0,408
= 1% Chorionkarzinom 5 von 23 21,7 6 von 28 21,4 1,000
Testikulare intraepitheliale positiv 10 76,9 21 84,0 0.672
Neoplasie (TIN) negativ 3 23,1 4 16,0 '
positiv 0 0,0 1 4,2
Kontralaterale TIN 1,000
negativ 14 100,0 23 95,8
pT1 7 von 15 46,7 16 von 26 61,5
Tumorstadium pT2 5von 15 33,3 10 von 26 38,5 0,101
pT3 3 von 15 20,0 Oon 26 0,0
positiv 4 28,6 7 28,0
Infiltration des rete testis 1,000
negativ 10 71,4 18 72,0
Infiltration der tunica positiv 4 57,1 3 20,0 0.145
albuginea negativ 3 42,9 12 80,0 '
Invasion von positiv 4 40,0 7 36,8
1,000
lymphatischen Gefallen negativ 6 60,0 12 63,2
positiv 5 41,7 5 22,7
Invasion von Blutgefalien 0,271
negativ 7 58,3 17 77,3
| 6 von 22 27,3 20 von 27 741
Klinisches Stadium 1] 7 von 22 31,8 5von 27 18,5 0,002
1l 9 von 22 40,9 2 von 27 7,4
normal (< 7) 6 28,6 15 53,6
AFP [in ng/ml] 0,144
erhoht (= 7) 15 71,7 13 46,4
normal (< 1) 6 30,0 12 42,9
BhCG [in U/ 0,546
erhéht (= 1) 14 70,0 16 57,1
normal (< 250) 9 52,9 24 85,7
LDH [in U/I] 0,034
erhoht (2 250) 8 471 4 14,3
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Anzahl Patienten

1 2 3
Klinisches Stadium

B CTC positiv.  OCTC negativ

Abbildung 4.12: Korrelation des CTC-Befundes mit dem klinischen Stadium.
Der positive CTC-Status ist mit einem erhéhtem Tumorstadium assoziiert
(p=0,002).
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Abbildung 4.13: Korrelation des CTC-Befundes mit dem LDH-Wert. Der
positive CTC-Status ist mit einem erhdhtem LDH-Wert im Patientenserum
assoziiert (p=0,034).

4.2.2 CTC im Blut der Vena testicularis

Zusatzlich zur Detektion von CTC im peripheren Patientenblut wurden uber
CD30/Glypican-3 vier Blutproben, die wahrend der Orchiektomie des Patienten aus

der Vena testicularis entnommen wurden, auf CTC untersucht. Bei einer der vier
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Blutproben aus der Vena testicularis konnten CD30/GPC-3-positive CTC detektiert
werden. Es handelte sich um den Patienten #1, der auch im peripherem Blut CTC
aufwies (vgl. Tabelle 4.1). Es wurden mit 37 pro 1,4x10® MNC deutlich mehr CTC im
Blut der Vena testicularis identifiziert als im peripherem Blut (2 pro 1,4x108 MNC).
Aulerdem lagen die CTC im Blut der Vena testicularis in sieben 3er bis 5er Gruppen
geclustert vor. Dartber hinaus waren die CTC im Blut der Vena testicularis deutlich
grofler (vgl. Abbildung 4.14).

+CD45+ +CD45+

Abbildung 4.14: CTC aus dem Blut der Vena testicularis. Bei Patient #1
wurden positive Zellen fir CD30 bzw. GPC-3 im paraffiniertem Gewebe, im Blut
aus der Vena testicularis und im peripheren Blut detektiert. Die Tumorzellen in
der Vena testicularis lagen haufig als Cluster vor und waren grof3er als im
peripheren Blut. Abk.: PT — Primartumorgewebe, VT — Blut aus der Vena
testicularis, PB — Peripheres Blut. Braun — CD30-Expression; blau —
Gegenfarbung mit Hamalaun.
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5. DISKUSSION

Die haufigste Krebserkrankung bei Mannern zwischen 25 und 45 Jahren ist der
Hodenkrebs, der in ca. 95% der Falle aus entarteten Keimzellen entsteht. Wahrend
die Inzidenz des Hodenkarzinoms seit Jahrzehnten steigt, sinkt dessen Mortalitat.
Durch den Einsatz des Chemotherapeutikums Cisplatin ist es gelungen, eine 5-
Jahres-Uberlebensrate von Uber 95% zu erreichen (Husmann et al., 2010).
Patienten mit Keimzelltumor droht jedoch ein Verlust von durchschnittlich 35
Lebensjahren. Dieser Verlust an Lebensjahren ist um Uber zehn Jahre hoher als bei
anderen Krebsarten (Horm & Sondik, 1989). In fortgeschrittenen Stadien der
Erkrankung liegt die Heilungsrate durch adaquate Therapien bei 70-80%. Mit einem
spateren Zeitpunkt der Diagnose und einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium
sinken die Heilungschancen. Die histologische Entitat spielt fur die Prognose
ebenfalls eine Rolle. Der nicht-seminomatdse gilt im Vergleich zum seminomatdsen
Keimzelltumor als der aggressivere. Nach der Klassifizierung der ,International Germ
Cell Cancer Collaborative Group“ wird die Heilungsprognose von Patienten mit
metastasierten Keimzelltumoren in gut, intermediar und schlecht eingeteilt. Die
schlechte Prognose ist hiernach ausschliefdlich fir Patienten mit nicht-
seminomatdsen Keimzelltumoren vorgesehen. Die Heilungsrate dieser Patienten
liegt bei ca. 50% (Wilkinson & Read, 1997; Motzer et al., 2009). Nicht selten erleiden
Keimzelltumorpatienten nach erfolgreicher Behandlung ein Rezidiv — ein erneutes
Auftreten der Erkrankung. Die Rezidiv-Rate liegt bei ca. 10-30% und hangt vom
Stadium der Ersterkrankung ab. Die meisten Rezidive erfolgen in den ersten zwei
Jahren nach erfolgter Therapie und werden mit angepasster Behandlung therapiert
(Howard et al., 2005). In 2-3% der Falle wird ein Rezidiv nach mehr als 2 Jahren
tumorfreier Zeit beobachtet. Diese Spat-Rezidive zeigen sich im Mittel nach ca. 6
Jahren (Wilkinson & Read, 1997). Teilweise leiden die Patienten jedoch noch
Jahrzehnte spater an ihnen. So beschrieben Mukhtar und Mitarbeiter einen Fall mit
einem Spat-Rezidiv nach 48 Jahren tumorfreier Zeit (Mukhtar et al., 2011). Rezidive
der Keimzelltumorpatienten entstehen am haufigsten im Retroperitoneum und
werden erst spat klinisch auffallig. Das erste Anzeichen ist oft ein erhohter AFP-Wert,

der in der Nachsorge routinemafig kontrolliert wird. In ca. 58% der Rezidiv-Falle
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sind die Tumormarker jedoch normwertig (Baniel et al., 1995). Trotz Nachsorge
bleibt daher eine Ungewissheit fur den Patienten bestehen. Hier kann die Detektion
von zirkulierenden Tumorzellen (circulating tumor cells, CTC) Uber eine Blutprobe
einen wichtigen Beitrag leisten. Neben der Funktion eines Diagnose- und
Verlaufsparameters hat der Nachweis von CTC das Potenzial, die Entstehung eines
gefahrlichen Rezidivs im frihen Stadium aufzuzeigen, sodass eine frihzeitige

Therapie die Uberlebenswahrscheinlichkeit des Patienten verbessern konnte.

5.1 Einfluss der Heterogenitat der Keimzelltumoren auf die Detektion von
CTC

Aktuelle Arbeiten zeigen fir Karzinomentitaten, wie Brust-, Kolorektal- und
Prostatakarzinome, dass eine Detektion von CTC im Patientenblut mit einer
schlechten Prognose korreliert (Hayes et al., 2006; Cohen et al., 2008; de Bono et
al., 2008). Uber CTC im Blut von Patienten mit Keimzelltumoren ist jedoch
vergleichsweise wenig bekannt. Bisherige Arbeiten beschaftigten sich vor allem mit
der Frage nach CTC in Produkten der Stammzellapharese und mit dem Einfluss
dieser Zellen auf die Prognose nach einer autologen peripheren
Stammzelltransplantation bei Patienten mit Keimzelltumoren, die eine hochdosierte
Chemotherapie erhielten (Fan et al., 1998; Hildebrandt et al., 2000; Bokemeyer et
al., 2001). Andere Arbeiten beschrankten sich auf den Nachweis von mRNA der
Keimzelltumormarker AFP bzw. BhCG Uber die Anwendung der Reverse
Transkiptase-Polymerase-Kettenreaktion (Yuasa et al., 1999; Hautkappe et al.,
2000). 2014 gelang in unserer Arbeitsgruppe die Detektion von CTC bei einer
grélkeren Kohorte von Patienten durch die kombinierte Verwendung epithelialer
(Anti-EpCam, Anti-Keratin) und keimzelltumorspezifischer (Anti-OCT3/4, Anti-SALL4)
Antikorper (Nastaty et al., 2014). Die Schwierigkeiten beim Auffinden von CTC
scheinen auf den vergleichsweise sehr heterogenen Charakter der Keimzelltumoren
zurlckzuflhren zu sein, die haufig aus verschiedenen Tumorkomponenten
bestehen. Zelllinien, die aus unterschiedlichen Keimzelltumorarten entstammen,
zeigen in den Western-Blot-Analysen nur geringere Ubereinstimmungen hinsichtlich

der Expression epithelialer und mesenchymaler Marker. Dies verdeutlicht einen
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Unterschied dieser Tumorentitat zu anderen klassisch epithelialen Karzinomen.
Wahrend bei Mamma-, Kolorektal- und Prostatakarzinomzellen epitheliale Marker
(EpCam, Keratin) zur Verfugung stehen, die vom Grol3teil der Tumorzellen exprimiert
werden (Hayes et al., 2006; Cohen et al., 2008; de Bono et al., 2008), ist flr eine
effektive Detektion von Keimzelltumorzellen die Verwendung mehrerer epithelialer
und keimzelltumorspezifischer Marker in Kombination erforderlich.

Ferner kann die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) zum Verlust von
epithelialen Eigenschaften flhren, sodass angenommen wird, dass bei der
Verwendung epithelialer Marker zur CTC-Detektion einige Tumorzellen unerkannt
bleiben (Thiery, 2002). Ein Ziel des Promotionsvorhabens war es daher,
Keimzelltumorkomponenten durch Western-Blot-Analysen epithelialer,
mesenchymaler und keimzelltumorspezifischer Marker zu charakterisieren, um neue
Marker bzw. Marker-Kombinationen zur CTC-Detektion bei Patienten mit

Keimzelltumoren zu finden.

5.1.1 Expression epithelialer und mesenchymaler Marker in nicht-

seminomatosen Keimzelltumorkomponenten

EpCam ist ein Zelladhasionsmolekul, welches mit einer erhdhten Proliferation und
der Entdifferenzierung epithelialer Zellen assoziiert ist (Balzar et al., 1999). Eine
verstarkte EpCam-Expression ist an der Oberflache der meisten Karzinome
nachweisbar, sodass dem Protein eine Bedeutung in der Karzinogenese
beigemessen wird (Went et al., 2004). Da zur CTC-Detektion allgemeine tumor-
spezfische Antigene fehlen, werden haufig epitheliale Marker, wie EpCam,
verwendet. Daher nimmt es eine wichtige Rolle in der CTC-Forschung ein und wird
in der automatisierten Detektionsmethode Cellsearch als Anreicherungsmarker
verwendet (Allard et al., 2004). Innerhalb der Keimzelltumoren zeigt sich eine
erhdohte EpCam-Expression vor allem in Dottersacktumoren und Chorionkarzinomen
(Schonberger et al.,, 2013). Die Western-Blot-Analyse hat ergeben, dass EpCam
besonders stark in der Zelllinien 2102Ep exprimiert war, deren Ursprungsgewebe
aus Teratom- und Dottersacktumoranteilen besteht. In den anderen nicht-

seminomatdsen Zelllinien NT2 und NCCIT war hingegen letztlich eine schwache
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EpCam-Expression nachweisbar. Der Nachweis von CTC unter Verwendung von
EpCam verdeutlicht, dass die Tumoren aller Patienten mit EpCam-positiven CTC
Anteile von Teratokarzinom- bzw. Dottersacktumorzellen enthalten (Nastaty et al.,
2014). Die Ergebnisse deuten an, dass durch die Verwendung von EpCam als CTC-
Detektionsmarker vor allem Zellen dieser Tumorkomponenten identifiziert werden
und dass fur eine sensitive CTC-Detektion weitere Marker erforderlich sind.

Neben EpCam nehmen die Keratine, die in epithelialen Zellen als
Intermediarfilamente vorhanden sind, eine zentrale Stellung in der CTC-Detektion
bei Karzinomen ein. So dienen sie beispielsweise als Detektionsmarker im
Cellsearch-System (Allard et al., 2004). Aus bisherigen Veroffentlichungen geht
hervor, dass die Keratin-Expression in Keimzelltumoren unterschiedlich stark bzw.
negativ sein kann (Fogel et al., 1990; Mercer et al., 1991). Fur die CTC-Detektion
werden haufig die Keratine 8, 18 und 19 eingesetzt (Allard et al., 2004; Riethdorf &
Pantel, 2010). Battifora und Mitarbeiter haben festgestellt, dass in Seminomen die
Keratine 9, 10 und 14 nicht exprimiert sind (Battifora et al., 1984). Ferner zeigten
Cheville und  Mitarbeiter  durch  immunhistochemische  Analysen  von
Keimzelltumorproben, dass Keratin 7 in geringen Anteilen der seminomatdsen
Proben exprimiert sein kdnnen und Embryonalkarzinomzellen sich haufig Keratin-7-
positiv.  zeigen. Keratin 20 hingegen konnte in  Seminom-  und
Embryonalkarzinomzellen nicht nachgewiesen werden (Cheville et al., 2000). Die
Western-Blot-Analyse der vorliegenden Promotionsarbeit zeigte ein heterogenes Bild
der Keratin-Expression. Wahrend die Analyse unter Verwendung des Pan-Keratin
Antikorpers A45-B/B3 in den Keimzelltumorzelllinien ergab, dass in allen funf
Zelllinien Keratine exprimiert werden, konnte die Keratin-Expression unter
Verwendung der Antikdrper gegen die Keratine 7, 8, 18 und 19 ausschlielich in der
nicht-seminomatosen Zelllinie 2102Ep nachgewiesen werden. Aus bisherigen
Arbeiten geht hervor, dass in Keimzelltumoren besonders haufig die Keratine 8 und
18 exprimiert sind (Fogel et al., 1990; Cheville et al., 2000). Keratin 8 und 18 sind
aullerdem die ersten beiden Keratine, die in der Embryogenese von Mausen
exprimiert werden (Jackson et al., 1981). AuRerdem gehdren sie zu den Keratinen,
die im Cellsearch-System als Detektionsmarker dienen (Riethdorf & Pantel, 2010).

Es ist anzunehmen, dass die Keratine 8 und 18 im Vergleich zu anderen Keratinen

61



Diskussion

am besten geeignet sind, um als CTC-Detektionsmarker bei Keimzelltumoren
verwendet zu werden. Des Weiteren ist davon auszugehen, dass unter Verwendung
von Keratinen 8 und 18 als CTC-Detektionsmarker v.a. nicht-seminomatdse
Tumorzellen nachgewiesen werden koénnen. Gleichzeitig verdeutlicht die
Heterogenitat in der Keratin-Expression jedoch, dass unter Verwendung der Anti-
Keratin Antikérper wahrscheinlich ein hoher Anteil an CTC unerkannt bleiben.

Des Weiteren wurde die Expression des epithelialen Adhasionsmolekuls E-Cadherin
analysiert. Der Verlust der E-Cadherin-Expression gehort zu den Mechanismen der
epithelialen-mesenchymalen Transition (Wheelock et al., 2008). Die Western-Blot-
Analyse hat ergeben, dass E-Cadherin in der nicht-seminomatdsen Zelllinie 2012Ep
exprimiert ist, wahrend in der seminomatdsen Zelllinie TCam-2 keine Expression
nachweisbar ist. Dies entspricht den Ergebnissen bisheriger Arbeiten, in denen Uber
immunhistochemische Verfahren an Tumorgewebeproben festgestellt wurde, dass
E-Cadherin in Seminomen im Gegensatz zu Nichtseminomen lediglich gering bzw.
gar nicht exprimiert ist. AuBerdem wird angenommen, dass die E-Cadherin-
Expression in Keimzelltumorzellen mit dem Grad der Zell-Differenzierung korreliert
(Saito et al., 2000; Honecker et al., 2004). Diese Assoziation wird auch in den
Western-Blot-Analysen der vorliegenden Arbeit sichtbar, da die nullipotente Zelllinie
2102Ep eine starke E-Cadherin-Expression aufweist, wahrend die N-Cadherin-
Expression in den pluripotenten Zelllinien NCCIT u. NT2 nicht nachweisbar ist.

Im Prozess der epithelialen-mesenchymalen Transition werden u.a. epitheliale
Keratine und das Adhasionsmolekul E-Cadherin durch die mesenchymalen Proteine
Vimentin bzw. N-Cadherin ersetzt (Micalizzi et al., 2010). Diese mesenchymalen
Proteine werden mit einer aggressiveren Invasivitat und Metastasierung des Tumors
assoziiert und ihre Expression sollte daher im Rahmen der vorliegenden
Promotionsarbeit in den Keimzelltumorzelllinien untersucht werden (Hazan et al.,
2000; Hu et al., 2004). Wahrend Bremmer und Mitarbeiter in ihrer Arbeit Uber
immunhistochemische Verfahren keine N-Cadherin-Expression in der Zelllinie NT2
nachweisen konnten, zeigt die Western-Blot-Analyse der vorliegenden Arbeit eine N-
Cadherin-Expression in allen funf Keimzelltumorzelllinien (Bremmer et al., 2012).
Somit werden zwei altere Arbeiten bestatigt, die ebenfalls verdeutlichen, dass N-
Cadherin in der Zellinie NT2 exprimiert ist (Pleasure & Lee, 1993;
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Ackerman et al., 1994).

Die Western-Blot-Analysen verdeutlichen aullerdem die Expression des
mesenchymalen Intermediarfilaments Vimentin in den Zelllinien NT2, NCCIT und
TCam-2, was den Ergebnissen bisheriger Arbeiten entspricht (Pleasure et al., 1992;
Damjanov et al., 1993; de Jong et al., 2008). In der Zelllinie 2102Ep hingegen ist
kein Vimentin nachweisbar, obwohl Damjanov und Mitarbeiter gezeigt haben, dass
ca. 5-10% der 2102Ep-Zellen Vimentin- positiv sind. In ihrer Publikation wird jedoch
zudem festgestellt, dass die Vimentin-Expression verstarkt vorliegt, wenn die
2102Ep-Zellen in geringer Dichte kultiviert werden (Damjanov et al., 1984). Eine
mdogliche Erklarung ist die verstarkte Differenzierung von 2102Ep-Zellen, die in
geringer Dichte kultiviert werden (Andrews, 1982). Daher besteht die Mdglichkeit,
dass in der vorliegenden Promotionsarbeit die Vimentin-Expression in der Zelllinie
2102Ep durch eine hohe Zelldichte wahrend der Kultivierung herabreguliert wurde.
Da in den Zelllinien NT2, NCCIT und TCam-2 der epitheliale Marker E-Cadherin
nicht nachzuweisen war, ist der Nachweis von N-Cadherin und Vimentin ein

Indikator fur die EMT in diesen Tumorzelllinien.

5.1.2 Bedeutung der CD30- und GPC-3-Expression fiir die Detektion von CTC

bei Patienten mit Keimzelltumoren

Wie bei Nastaty et. al beschrieben, ist fur eine sensitive CTC-Detektion bei
Keimzelltumorpatienten eine Erganzung der epithelialen Detektionsmarker mit
keimzelltumorspezifischen Markern notwendig (Nastaty et al.,, 2014). In der
vorliegenden Promotionsarbeit sind die Proteine CD30 und GPC-3 von Interesse, die
u.a. in der Diagnostik nicht-seminomatéser Tumoranteile Einsatz finden (Pallesen &
Hamilton-Dutoit, 1988; Zynger et al., 2006). Um beurteilen zu konnen, ob diese zwei
Proteine als erfolgsversprechende Detektionsmarker in Frage kommen, wurde ihre
Expression in den Keimzelltumorzelllinien NT2, NCCIT, 2102Ep und TCam-2
untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass in den vier nicht-seminomatésen Zelllinien
mindestens eines der beiden Proteine exprimiert ist (vgl. Kapitel 4.1.1). Dadurch wird
angedeutet, dass die Verwendung von CD30 und GPC-3 ein breites Spektrum an

nicht-seminomatdosen Tumorzellen abdeckt. Dennoch ist eine eingeschrankte
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Aussagekraft der Zelllinien-Experimente zu beachten. Die CD30/GPC-Expression in
Tumorzelllinien kann sich von der CD30/GPC-Expression in Tumorzellen in vivo
unterscheiden. Zu den Vorteilen der Zelllinien-Experimente hingegen gehort, dass
Zelllinien durch eine hohe Lebensdauer und durch Passagieren uber Jahre hinweg
nutzbar sein kdnnen.

Bisherige Arbeiten zeigen, dass die CD30-Expression in Proben von
Embryonalkarzinomen und Dottersacktumor vorhanden ist (Suster et al., 1998).
Glypican-3 ist in Dottersacktumoren, Chorionkarzinomen und in geringeren
Tendenzen in Teratomen und Embryonalkarzinomen nachweisbar (Zynger et al.,
2006). Diese Ergebnisse untermauern, dass mit beiden Markern ein breites
Spektrum der nicht-seminomatdsen Keimzelltumorkomponenten abgedeckt wird.
Somit kann geschlussfolgert werden, dass die kombinierte Verwendung beider
Marker fur die CTC-Detektion bei Patienten mit nicht-seminomatésen

Keimzelltumoren nutzlich sein konnte.

5.2 Bedeutung der verwendeten Marker fiir die Entwicklung der Cisplatin-

Resistenz in Keimzelltumorzelllinien

Die Entwicklung der Cisplatin-Resistenz von Tumorzellen hat grof3e Auswirkungen
auf den Krankheitsverlauf und auf die Uberlebenschance der Patienten (Lebwohl &
Canetta, 1998). Um zu beurteilen, ob die verwendeten epithelialen, mesenchymalen
und keimzelltumorspezifischen Proteine eine Bedeutung im Prozess der Cisplatin-
Resistenzentwicklung einnehmen, wurde die Expression dieser Marker in den
Cisplatin-resistenten Zelllinienklonen analysiert und mit der Expression in den
Cisplatin-sensitiven Zelllinien verglichen. So konnte nachgewiesen werden, dass
zwischen Keimzelltumorzelllinien und den korrespondierenden Cisplatin-resistenten
Zelllinienklonen in der EpCam-, E-Cadherin-, N-Cadherin- und GPC-3-Expression
keine Unterschiede bestehen. Fur Vimentin ist bekannt, dass Adriamycin- und
Vinblastin-resistente = Mammakarzinomzelllinien eine verstarkte Expression
aufzeigen (Sommers et al., 1992). In Keimzelltumorzelllinien scheint Vimentin
ebenfalls eine Bedeutung in der Resistenz-Entwicklung einzunehmen, da es in den

Zelllinien NT2, NCCIT und in den Cisplatin-resistenten Zelllinienklonen jeweils
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unterschiedlich stark exprimiert ist. Die unterschiedliche Expression in Cisplatin-
sensitiven Zelllinien und korrespondierenden Cisplatin-resistenten Zellllinienklonen
wurde auch fur CD30 beobachtet. So war CD30 in den nicht-seminomatdsen
Zelllinien exprimiert, wahrend in den Cisplatin-resistenten Zelllinienklonen keine
CD30-Expression vorlag. Der Verlust der CD30 Expression zeigt sich auch in 40-
65% der Patienten mit metastasierten Embryonalkarzinomen nach Chemotherapie
(Berney et al., 2001; Sung et al., 2006) und scheint eine besondere Bedeutung in
der Entwicklung der Cisplatin-Resistenz von Keimzelltumorzellen einzunehmen. Fur
die Detektion von CTC unter Verwendung von CD30 bedeutet dies, dass der CTC-
Nachweis bei Patienten, die eine Cisplatin-basierte Chemotherapie erhalten haben,

durch den mdglichen Verlust der CD30-Expression erschwert sein konnte.

5.3 GRHL2-Expression in Keimzelltumorzellen

Das Grainyhead-like-2-Protein, ein Transkriptionsfaktor aus der Grainyhead-like
Familie, besitzt wichtige Funktionen in der Embryonalentwicklung (Bray & Kafatos,
1991). Es moduliert u.a. die E-Cadherin-Expression und reguliert die epitheliale
Differenzierung. So entstehen bei Mausen mit GRHL2-Genmutationen u.a.
Neuralrohrdefekte (Werth et al., 2010). Jingste Arbeiten haben gezeigt, dass
GRHL2 zusatzlich eine Rolle in der Karzinogenese einnimmt. So ist u.a. fur das
hepatozellulare Karzinom und das Mammakarzinom eine Assoziation zwischen
GRHL2-Expression und der Krebsentstehung gezeigt worden (Tanaka et al., 2008;
Werner et al.,, 2013). GRHL2 wird eine bedeutende Funktion in der epithelialen-
mesenchymalen-Transition beigemessen. In Burstkarzinomzelllinien flhrt der Verlust
der GRHL2-Expression zu morphologischen Veranderungen, die dem Prozess der
EMT entsprechen. Diese Zellen zeigen eine bessere Uberlebensfahigkeit und eine
hohere Invasivitat. Durch die Reexpression von GRHL2 durchlaufen die Zellen den
umgekehrten Prozess der MET (Werner et al., 2013). Werner und Mitarbeiter haben
gezeigt, dass eine geringere oder fehlende GRHL2-Expression beim
Mammakarzinom mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und mit der
Lymphknotenmetastasierung korreliert (Werner et al., 2013). Im Gegensatz dazu

haben Xiang und Mitarbeiter verdeutlicht, dass eine erhdhte GRHL2-Expression mit
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einer schlechteren Uberlebensrate und einem hoheren Metastasierungsrisiko
einhergeht (Xiang et al., 2012). Ein polyklonaler Anti-GRHL2-Antikorper, der in der
Arbeitsgruppe von Dr. rer. nat. Assmann, Institut fur Tumorbiologie,
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, hergestellt wurde, wurde in der
vorliegenden Promotionsarbeit verwendet, um die GRHL2-Expression in
Keimzelltumoren zu untersuchen (Werner et al., 2013). Seminome und
Embryonalkarzinome enthalten pluripotente Zellen, die eine relativ gering
ausgepragte  Zell-Differenzierung  aufzeigen. Deshalb teilen sie viele
Gemeinsamkeiten mit normalen embryonalen Stammzellen. Dottersacktumore,
Chorionkarzinome und Teratome sind die differenzierteren Keimzelltumorarten
(Looijenga et al., 2011). Die nullipotente, nicht-seminomatdse Zelllinie 2012Ep,
deren Ursprungsgewebe aus Dottersacktumor- und Teratom-Komponenten bestand,
weist eine starkere GRHL2-Expression auf als die restlichen, pluripotenten Zelllinien,
sodass vermutet wird, dass GRHL2 die Differenzierung der Keimzelltumorzellen
regulieren kann. Neben den Keimzelltumorzelllinien wurde in der vorliegenden
Promotionsarbeit erstmalig die GRHL2-Expression in Keimzelltumorproben einer
grélkeren Kohorte von Patienten untersucht (155 Proben eines TMA). Auch hierbei
zeigen die differenzierteren Teratomzellen eine starkere GRHL2-Expression als
andere nicht-seminomatose und seminomatdse Zellen. Insgesamt weisen die
Keimzelltumorzellen jedoch eine schwache Expression auf und sind lediglich zu 55%
positiv fuir GRHL2. Erwartungsgemal enthalten die Seminome, die Keimzelltumorart
mit geringer Zell-Differenzierung, den geringsten Anteil an GRHL2-positiven Zellen.
Zwischen den Cisplatin-sensitiven Zelllinien und den Cisplatin-resistenten
Zelllinienklonen waren keine groReren Unterschiede in der GRHL2-Expression zu
beobachten. GRHL2 scheint fur Keimzelltumoren somit keine besondere Bedeutung

in der Entwicklung der Resistenz gegen Cisplatin zu besitzen.

5.4 Methodische Aspekte bei der immunzytochemischen Detektion von CTC

Die CTC-Forschung steht vor der technischen Herausforderung der Isolierung und
des Nachweises einiger einzelner Tumorzellen aus einem Gemisch mit Millionen

Leukozyten und Erythrozyten (ca. 10 x 10 Leukozyten und 5 x 10°% Erythrozyten in
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1 ml Blut) (Paterlini-Bréchot & Benali, 2007). Damit geht die Notwendigkeit einher,
dass die Methode zur Detektion dieser zirkulierenden Tumorzellen hdchst sensitiv
und spezifisch sein muss. Zum einen muss eine hohe Sensitivitdt gewahrleistetet
sein, damit die wenigen CTC einer Blutprobe identifiziert werden kdénnen. Zum
anderen wird durch eine hohe Spezifitdt sichergestellt, dass es sich bei den
nachgewiesenen Zellen auch tatsachlich um Tumorzellen handelt, da ein falschlich
positiver Befund schwerwiegende Folgen haben konnte. Vermeintliche CTC, bei
denen die Verwechslung mit normalen Blutzellen nicht mit hdchster Sicherheit
ausgeschlossen ist, kdbnnen die Detektionsraten verfalschen. Die Testung der im
Rahmen dieser Promotionsarbeit etablierten, immunzytochemischen
Detektionsmethode unter Verwendung des Antikorpercocktails Anti-CD30/Anti-GPC-
3 hat gezeigt, dass auch normale, mononukleare Blutzellen positiv fur diese Proteine
sein kénnen. Diese Zellen sind jedoch im Gegensatz zu den Tumorzellen positiv fur
den Leukozyten-Marker CD45 (Charbonneau et al.,, 1988), sodass durch die
zusatzliche Verwendung des Antikorpers gegen das Oberflachenprotein CD45 die
Spezifitat der Methode erhoht wird. Zellen, die positiv fir CD30/GPC-3 und
gleichzeitig negativ fir CD45 sind, werden in diesem Verfahren als CTC gewertet.
Hierbei ist jedoch zu beachten, dass bei der Immunfarbemethode mit Anti-CD45
keine Sensitivitat von 100% gegeben ist. Aullerdem muss in Betracht gezogen
werden, dass im Blut weitere Zellarten mit diesem Expressionsmuster vorhanden
sein konnten. Die Kontrollen von Blutproben gesunder Probanden haben ergeben,
dass alle Zellen, die CD30/GPC-3 enthalten, gleichzeitig positiv fir CD45 sind.
Zudem fanden Zellen, deren Fluoreszenz-Signale nicht eindeutig fur CD30/GPC-3
positiv und far CD45 negativ sind, keinen Eingang in die Statistik. Trotzdem ist davon
auszugehen, dass die Spezifitat dieser Detektionsmethode mdglicherweise nicht
100% entspricht und dass Zellen falschlicher Weise als CTC gewertet werden. In der
Arbeit von Nastaty et al. erfolgte die Bestatigung der Keimzelltumor-Abstammung
einiger identifizierter Zellen Uber die Anwendung der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (Nastaly et al., 2014). Es wurde die keimzelltumorspezifische
Amplifikation der Chromosomen-Region 12p11.2-p12.1 nachgewiesen. Dieser
Nachweis ware ebenfalls fur die CTC-Befunde der vorliegenden Promotionsarbeit

eine sinnvolle Folgearbeit und eine Moglichkeit, die Spezifitdit der Methode zu
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bestatigen.

Die Detektionsrate der Methode hangt neben der Spezifitat vor allem davon ab, wie
stark die Marker-Proteine in CTC eines Patienten exprimiert sind. Es ist von einer
starken Plastizitat und Heterogenitat dieser Zellpopulation auszugehen. Somit kann
angenommen werden, dass einige Zellen ihr Expressionsmuster andern und von
den Detektionsmarkern nicht miterfasst werden kdénnen (Riethdorf & Pantel, 2010).
Hinzu kommt, dass bei der Aufarbeitung der Blutprobe und der Isolierung (siehe
Kapitel 3.3) CTC verloren gehen konnen (Griwatz et al., 1995). Des Weiteren ist fur
die Qualitat der Methode von Bedeutung, dass sie reproduzierbare Ergebnisse
liefert. Die Reproduzierbarkeit konnte auf Grund der Begrenztheit der Proben nicht
validiert werden. Der Vergleich der CTC-Befunde der vorliegenden Promotionsarbeit
mit den Resultaten der immunzytochemischen Verfahren unter Verwendung der
Antikdrper gegen EpCam, Keratine, SALL4 und OCT3/4 bei der selben Kohorte von
Patienten hat gezeigt, dass die Ergebnisse beider Arbeiten miteinander korrelieren
(Nastaty et al., 2014). Trotz der unterschiedlichen Methoden wird durch die
signifikante Korrelation der Ergebnisse die Reproduzierbarkeit unterstrichen.

Die Heterogenitat der Keimzelltumoren setzt voraus, dass eine relativ grole Anzahl
an unterschiedlichen Markern vorhanden ist, um eine zufriedenstellende
Identifizierung der CTC zu gewabhrleisten. Gleichzeitig soll die Detektionsmethode
jedoch einfach und wirtschaftlich sein, damit sie Eingang in die Klinik finden kann.
Die Etablierung einer moglichst sensitiven CTC-Detektionsmethode, die die
genannten Kriterien erflllt, stellt fir Keimzelltumoren eine grof’e Herausforderung
dar. Im Gegensatz zu anderen Karzinomentitaten reicht die alleinige Anwendung der
automatisierten Cellsearch-Methode fur eine zufriedenstellende CTC-Detektion
gegenwartig nicht aus (Nastaty et al., 2014).

Zum gegenwartig etablierten Reservoir an Markern, die flr die ldentifizierung von
CTC im Blut von Patienten mit Keimzelltumoren eingesetzt werden kénnen, gehoren
die epithelialen Proteine EpCam und Keratin und die keimzelltumorspezifischen
Proteine SALL4 und OCT3/4. Die Kombination dieser Marker ergab einen positiven
CTC-Befund bei 17% (25 von 143) der Patienten mit seminomatdsen und nicht-
seminomatdsen Keimzelltumoren. Reduziert man diese Kohorte auf die Patienten

mit nicht-seminomatdsen Keimzelltumorkomponenten, sind es 33% (17 von 51)
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CTC-positive Patienten, die Uber diese Marker bestimmt werden (Nastaty et al.,
2014). Uber die Verwendung des Antikdrpercocktails Anti-CD30/Anti-GPC-3 waren in
derselben Kohorte bei 13 von 51 Patienten (25%) CTC nachweisbar. Mit der
alleinigen Anwendung dieses Antikorpercocktails wurde somit eine ahnlich hohe
Detektionsrate erzielt. Uber SALL4 wurde eine Detektionsrate von 10% (5 von 51),
Uber OCT3/4 eine Rate von 6% (3 von 51), Uber die epithelialen Marker (EpCam,
Keratin) zusammen eine Rate von 31% (16 von 51) (Nastaty et al., 2014), Uber
CD30 eine Rate von 18% (9 von 51) und Uber Glypican-3 eine Rate von 14% (7 von
51) erreicht. Dieser Vergleich macht deutlich, dass die Erganzung des bisherigen
Marker-Reservoirs durch CD30 und GPC-3 zur Optimierung der CTC-Detektion bei
Patienten mit Keimzellltumoren beitragen wurde. Das Zusammenfassen der
Ergebnisse beider Arbeiten ergibt eine CTC-Detektionsrate von 45% (23 von 51
Patienten). Solch eine hohe Rate ist fur Keimzelltumoren bisher unerreicht und ist
vergleichbar mit Ergebnissen aus Arbeiten zu anderen Tumorentitaten, denen bereits
eine grolle Bedeutung in der CTC-Forschung und klinischen Anwendung
beigemessen wird. So wurde in einer multizentrischen Studie gezeigt, dass bei ca.
46,9% (911 von 1944) der untersuchten Patientinnen mit metastasierten
Mammakarzinomen = 5 CTC im Blut nachgewiesen werden konnten
(Bidard et al., 2014). Ferner  wurde bei Patientinnen mit primaren
Mammakarzinomen ohne Fernmetastasen in einer weiteren Studie eine CTC-
Detektionsrate von 21.5% (435 von 2026) ermittelt (Rack et al., 2014). Des Weiteren
konnten Scher und Mitarbeiter bei ca. 55% (85 von 156) der Patienten mit
metastasierten Prostatakarzinomen = 5 CTC detektieren (Scher et al., 2009).
AuRerdem waren in einer Studie bei 26% (108 von 413) der Patienten mit
metastasierten Kolorektalkarzinomen = 3 CTC nachweisbar (Cohen et al., 2008).

In einer vergleichbaren Arbeit zeigten Hildebrandt und Mitarbeiter Uber die
immunzytochemische Anwendung des Pan-Keratin-Antikorpers A45-B/B3 CTC im
Blut von 15% (3/20) der Patienten mit fortgeschrittenen oder rezidivierten
Keimzelltumoren (Hildebrandt et al., 1998). Fur das Ovarialkarzinom stellten Poveda
und Mitarbeiter unter der Verwendung des Cellsearch-Systems und der Antikorper
gegen EpCam und Keratin bei einem Kollektiv von 216 Patienten in lediglich 14%
der Proben CTC-Positivitat fest (Poveda et al., 2011).
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5.5 CTC-Detektion aus der Vena testicularis

Uber die beiden Vena testicularis wird das desoxyginierte Blut von den Hoden in die
untere Hohlvene gefordert (Kara et al., 2012). Es ist anzunehmen, dass Venen, die
proximal das Blut vom Primartumor drainieren, eine hdhere Konzentration an CTC
aufweisen als periphere Venen. So konnte bereits nachgewiesen werden, dass die
Anzahl an detektierten CTC fir das Mammakarzinom in Zentralvenen, flr das
Kolorektalekarzinom in Zentral- und Mesenterialvenen, das Pankreaskarzinom in der
Portalvene, das Lungenkarzinom in Pulmonalvenen und zuletzt fir Keimzelltumoren
in den testikularen Venen erhoht ist (Okumura et al., 2009; Peeters et al., 2011,
Rahbari et al., 2012; Deneve et al., 2013; Bissolati et al., 2014; Nastaty et al., 2014).
Von 4 Blutproben aus der Vena testicularis war in unserer Studie lediglich eine Probe
CTC-positiv. Die Untersuchung dieser Blutprobe ergab eine deutlich hdhere Anzahl
an CTC als im peripheren Blut desselben Patienten (37/0,7x10%®° MNC). AuRerdem
waren diese Zellen gréf3er und lagen in 3er bis 5er Gruppen geclustert vor. Die
hohere Anzahl an CTC im Blut der Vena testicularis lasst vermuten, dass eine relativ
hohe Anzahl an Keimzelltumorzellen aus dem Primartumor ins Blut gelangt, jedoch
ein grol3er Anteil dieser Zellen im Verlauf der Zirkulation untergeht bzw. gefiltert wird.
Die Analyse groRRerer Studienkollektive ist zwingend erforderlich, um diese
Hypothese zu Uberprifen und neue Erkenntnisse zu Vorgangen der Zirkulation von
Tumorzellen zu gewinnen. Da Blutproben aus der Vena testicularis nur wahrend der
operativen Orchiektomie gewonnen werden, ist die klinischen Relevanz des CTC-

Nachweises in Blutproben der Vena testicularis eingeschrankt.

5.6 Kilinische Relevanz des CTC-Nachweises bei Patienten mit nicht-

seminomatosen Keimzelltumoren

Trotz der grof3en Herausforderungen bei der Entwicklung sensitiver und spezifischer
CTC-Detektionsmethoden zeigt sich in der CTC-Forschung ein Trend dahingehend,
dass eine hohe Detektionsrate mit einer schlechteren Prognose, einem hdheren
Rezidiv-Risiko und einem undifferenzierten Charakter des Tumors assoziiert ist
(Paterlini-Bréchot & Benali, 2007). Diesbezuglich ist fir Keimzelltumoren
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vergleichsweise wenig bekannt. Hautkappe und Mitarbeiter konnten uber die
Detektion von AFP- und/oder BhCG-mRNA in peripherem Blut von Patienten mit
Keimzelltumoren eine Korrelation zwischen CTC-Status und Tumorstadium
schlussfolgern (Hautkappe et al., 2000). Jingst wurde in unserer Arbeitsgruppe bei
einer gréReren Kohorte aus 143 Patienten mit Keimzelltumoren nachgewiesen, dass
ein positiver CTC-Befund mit einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium, dem
Vorhandensein von Metastasen, erhohten Tumormarkern und der Grof3e des
Primarius korrelierte. Auf3erdem wurde deutlich, dass die Detektionsrate fur
Nichtseminome im Vergleich zu Seminomen erhoht ist (Nastaty et al., 2014). Aus
diesem Grund wurden in der vorliegenden Promotionsarbeit ausschlief3lich
Blutproben von Patienten mit nicht-seminomatdsen Keimzelltumoren untersucht.

Die CTC-Detektion unter der Anwendung des Antikérpercocktails Anti-CD30/Anti-
GPC-3 ergab ebenfalls eine Korrelation zwischen CTC-Befund und der Gré3e des
Primartumors. Dies war zu erwarten, da die TumorgroR3e als Risikofaktor flr
Metastasierung und Rezidivierung gilt (Warde et al., 2002; Valdevenito et al., 2007).
Im klinischen Alltag wird die Prognose des Krankheitsverlaufes von Patienten mit
metastasierten Keimzelltumoren haufig nach der IGCCCG-Klassifikation in gut
(good), intermedium (intermediate) und schlecht (poor) eingeteilt. Zu den Kriterien
dieser  Einteilung gehdéren die Art der Metastasierung und die
Tumormarkerkonstellation. Nach der IGCCCG-Klassifikation haben 58% der
Patienten mit Nichtseminomen eine gute, 28% eine intermediare und 16% eine
schlechte Prognose (Wilkinson & Read, 1997). Bei 67% der Patienten mit schlechter
Prognose sind CD30/GPC-3-positive CTC nachweisbar (4 von 6). Es ist zu
beachten, dass die Aussagen dieser und der folgenden Statistik durch den kleinen
Stichprobenumfang (51 Patienten) limitiert sind. Nach Zusammenfassen der
Ergebnisse (siehe Kapitel 4.2.1) zeigt sich eine Korrelation zwischen positivem CTC-
Status und einem erhdhten Metastasierungsrisiko. Es ist daher anzunehmen, dass
CTC im Blut auch fur Patienten mit nicht-seminomatésen Keimzelltumoren eine
wichtige Rolle im Metastasierungsprozess einnehmen. Gleiches gilt fur die
Rezidivierung. Bei 6 von 6 Patienten, die an einem Rezidiv leiden, waren CTC im
peripheren Blut nachweisbar. AuRerdem ist zu beachten, dass alle drei Patienten,

die im zeitlichen Rahmen der Arbeit an den Folgen der Krankheit verstorben sind,
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CTC-positiv waren. Hierbei konnte wahrscheinlich auf Grund des Kkurzen
Beobachtungszeitraums keine signifikante Korrelation ermittelt werden (p=0,085).
FUr genauere Aussagen uber den Einfluss des CTC-Befundes auf die
Uberlebensrate sind daher weitere Langzeitstudien erforderlich. Der Vergleich der
Resultate der vorliegenden Promotionsarbeit mit der Arbeit von Nastaly et al. zeigt
einige Unterschiede, die zum einen durch die Reduzierung der Patientenkohorte auf
die Nichtseminome, zum anderen durch die Verwendung unterschiedlicher Marker
und Methoden entstanden sein konnen (Nastaty et al., 2014). So konnte unter
Verwendung des Antikdrpercocktails Anti-CD30/Anti-GPC-3 keine Korrelation
zwischen CTC-Status und klinischem Stadium ermittelt werden, die jedoch zu
erwarten ist, da die Stadien-Einteilung des Keimzelltumors uber die Detektion
lymphogener und hamatogener Streuung erfolgte (Cavalli et al., 1980). Insgesamt
konnte jedoch eine signifikante Korrelation zwischen CTC-Befund und klinischem
Stadium bestatigt werden (p=0,002). Korrelationen zwischen CTC-Befund und
erhohten Tumormarkern und die Assoziation des positiven CTC-Status mit einzelnen
nicht-seminomatésen = Tumorkomponenten  konnten in der vorliegenden
Promotionsarbeit nicht beobachtet werden (Nastaty et al., 2014).

Trotz dieser Unterschiede deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass der
CTC-Nachweis bei Patienten mit nicht-seminomatésen Keimzelltumoren eine
prognostische Relevanz besitzt und mit einem ungunstigeren Krankheitsverlauf
einhergeht. Langzeitstudien zu diesem Thema werden bendtigt, um den Einfluss des

CTC-Befundes auf die Uberlebensrate der Patienten umfassend zu klaren.

5.8 Ausblick

Zur genaueren Evaluierung der immunzytochemischen Detektionsmethode nach
Dichtegradientenzentrifugation sind weitere Langzeitstudien mit groReren Kohorten
von Patienten notwendig, da der relativ kleine Stichprobenumfang und der kurze
Beobachtungszeitraum nur eingeschrankte Aussagen zur klinischen Relevanz und
Prognose zulassen. In der vorliegenden Promotionsarbeit konnte jedoch gezeigt
werden, dass CD30 und Glypican-3 geeignete Kandidaten sind, um den Pool an

Detektionsmarkern fiur Keimzelltumoren zu erweitern. Die Detektion und die
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Diskussion

Charakterisierung von CTC beinhalten das Potenzial der Identifizierung geeigneter
Zielproteine flr eine individualisierte Therapie (targeted therapy). In diesem
Zusammenhang ist erwahnenswert, dass sowohl fur CD30 als auch fur Glypican-3
therapeutische monoklonale Antikérper zur Verfigung stehen (Feng et al., 2013; Zhu
et al., 2013; Feng & Ho, 2014). CD30, welches vor allem in der Diagnose der
Sternberg-Reed-Zellen beim Hodgkin-Lymphom angewendet wird (Irsch et al.,
1998), gilt als ein unabhangiger Faktor fur eine unginstige Uberlebensrate bei
Patienten mit Chemotherapie-resistenten Embyronalkarzinomen (Giannatempo et
al., 2013). Brentuximab Vedotin, ein monoklonaler Antikdrper gegen CD30, ist seit
2011 in den USA und seit 2012 von der Europaischen Arzneimittelagentur in der
Europaischen Union als Krebsmedikament zugelassen. Als Indikation gilt die
Behandlung eines rezidivierten Hodgkin-Lymphoms nach autologer
Stammzelltransplantation oder nach dem Versagen von zwei vorangegangenen
Therapien (de Claro et al., 2012). Die Expression von Glypican-3 korreliert bei
Patienten mit hepatozellularen  Karzinomen mit einem ungunstigeren
Krankheitsverlauf (Shirakawa et al., 2009; Fu et al., 2013). Mit GC33, YP7, MDX-
1414 und HN3 sind monoklonale therapeutische Antikdrper gegen Glypican-3 in
Entwicklung (Zhu et al., 2013; Feng et al., 2013; Feng & Ho, 2014). Es werden
weitere Studien empfohlen, die die Moglichkeit der gezielten Krebstherapie
uberprufen und die Verwendung der therapeutischen Antikdrper gegen CD30 bzw.
Glypican-3 an einem Kollektiv von Patienten mit therapierefraktaren
Keimzelltumoren testen, bei denen im Blut CD30- bzw. Glypican-3-positive CTC

detektiert werden konnten.
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Zusammenfassung

6. ZUSAMMENFASSUNG

Der Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen (CTC) bei Krebspatienten besitzt
bereits fur eine Vielzahl von Karzinomentitaten prognostische Relevanz. Zu CTC aus
Patienten mit testikularen Keimzelltumoren gibt es dagegen nur wenige
Untersuchungen. Die Detektion von CTC konnte ein zusatzliches Verfahren
darstellen, damit okkulte Keimzelltumoren fruhzeitig erkannt werden. Die
Entwicklung sensitiver Detektionsmethoden wird jedoch durch die Heterogenitat der
nicht-seminomatdsen Keimzelltumoranteile erschwert. Ziel der vorliegenden Arbeit
war es, durch die Charakterisierung von Keimzelltumorkomponenten neue
Detektionsmarker zu identifizieren, die anschlieend zur CTC-Detektion bei 51
Patienten mit nicht-seminomatdsen Keimzelltumoren verwendet werden sollten.
Hierfiur wurden 4 Keimzelltumorzelllinien mit Hilfe des Western-Blottings und
immunhistochemischer Verfahren auf die Expression bestimmter epithelialer,
mesenchymaler und keimzelltumorspezifischer Marker untersucht. Die Analyse
ergab, dass die Keimzelltumormarker Glypican-3 (GPC-3) und CD30 geeignete
Kandidaten sind, um in Kombination als Maker zur CTC-Detektion eingesetzt zu
werden. Die anschlieliende immunzytochemische Detektion von CTC in Blutproben,
die zuvor durch die Dichtegradientenzentrifugation aufgearbeitet worden waren,
erfolgte unter Verwendung eines Anti-CD30/Anti-GPC-3-Antikdrpercocktails.

Auf diese Weise konnten CTC bei 25,5% (13 von 51) der Patienten nachgewiesen
werden. Die Anzahl an CTC betrug im Mittel 5 pro 1,4x108 mononuklearer Zellen.
Der CTC-Befund korrelierte mit der GroRe des Primartumors (p=0,042). AuRerdem
konnten CTC haufiger bei Patienten mit Metastasen bzw. Rezidiven detektiert
werden (p=0,040). Obwohl die prognostische Relevanz des CTC-Befundes
angedeutet werden konnte, sind fiir Aussagen zu Uberlebensraten weitere Studien
mit langeren Beobachtungszeitraumen und groReren Kohorten notwendig. Es Iasst
sich jedoch feststellen, dass in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass
GPC-3 und CD30 geeignet sind, um das Reservoir an Markern zur CTC-Detektion
bei Patienten mit Keimzelltumoren zu erweitern. Zudem sind GPC-3 und CD30 von
besonderem Interesse, da gegen beide Marker therapeutische monoklonale
Antikorper zur Verfugung stehen. So konnte der Nachweis von GPC-3-/CD30-

positiven CTC den Einsatz dieser Antikérper zur gezielten Krebstherapie begriinden.
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