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1 Ziel der Arbeit

1 Ziel der Arbeit

In Hodenkarzinomen sollte die Expression von saiclé@enen untersucht werden, die
entscheidende tumorbiologische Prozesse kodiereéerziH gehdren die Regulation von
Zelltod, Zellzyklus, DNA-Reparatur und Stressantwddiese Arbeit sollte sich dabei in
mehrerlei Hinsicht von bisherigen Untersuchungemeakn: (1.) Es wurden Tumoren beider
Tumorentitdten (Seminome und Nichtseminome) untértsu (2.) Erganzend zu zahlreichen
vorherigen Expressionsuntersuchungen auf Protemeel{@lotting und Immunhistologie)
wurde hier die Expression auf der Transkriptiongiieh untersucht. (3.) Dabei wurde das
RTQ-PCR-Verfahren verwendet, das als Goldstandaet duantitativen mMRNA-
Mengenbestimmung gilt.

Anhand der Expressionsdaten sollten Unterschiedke Gemeinsamkeiten von Seminomen
und Nichtseminomen aufgedeckt werden. Auch die eRadér Embryonalen Karzinome

innerhalb der Nichtseminome sollte unter dem Aspiker Genexpression untersucht
werden. Besondere Beachtung sollte auch die ReleRatientenalters auf die Genregulation

in Hodentumoren finden.

Die Ergebnisse einer vorherigen UntersuchungsrgiPerRT 2005) an einer anderen
Patientenkohorte mittels Array-Methode sollten &gt und ihre Ergebnisgite anhand der
RTQ-PCR-Ergebnisse validiert werden.
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2 Stand des Wissens

2.1 Klinische Aspekte der Hodentumoren

2.1.1 Epidemiologie

Die Hodenkarzinome z&hlen mit einem weltweiten Anten etwa 1-2% der Tumoren bei
mannlichen Patienten nicht zu den haufigsten Turaokteiten. Ihre Altersverteilung ist
dreigipflig mit einem Hauptgipfel bei den 30-34-dgkn und zwei weiteren Gipfeln bei den
unter 5-Jahrigen und den Uber 60-Jahrigen (meistn®tozytische SeminomApk. SS). Es

ist allerdings bei weitem die haufigste maligne Duenkrankung der 20-34-jahrigen Manner.
Weltweit war in den vergangenen drei8ig Jahren umeahme der Inzidenz zu beobachten
(HuyGHE 2003). Die Neuerkrankungsrate unter Mannern lisgDeutschland bei 7,6 von
100.000 /Jahr und damit an elfter Stelle der j@hdn neoplastischen Neuerkrankungen. Die
gro3artigen Erfolge in der Therapieentwicklung detzten Jahrzehnte sind an der
Entwicklung der Mortalitat abzulesen. Sie lag natlden 70er Jahren bei 2,8 Todesféallen pro
100.000 Manner /Jahr, jetzt aber nur noch bei @@cEfallen (DECKMANN und PICHLMEIER
2003). Dabei blieb die Mortalitat in der DDR bisr2dauerdffnung unverandert hoch, um
anschlieBend rasch mit der niedrigeren MortalitiWestdeutschland gleichzuziehen. Der
unterlegenen Behandlungsweise der HodenkarzinonderirDDR wurden fur den Zeitraum
1977 — 1989 etwa 1000 zusatzliche Todesfalle zigeden (BYLE 2003), was den

Stellenwert der Therapiefortschritte eindrtcklicttarstreicht.

2.1.2 Klassifikation

Zur Klassifizierung der Hodentumoren existieren wesentlichen zwei konkurrierende
Systeme (BMJIANOV 1989, PARKINSON 2001, WTTEKIND und NEID 2003): zum einen ist es
das WHO- oder MsToOFtSystem, zum anderen das Britische- bzwc#RSystem. lhnen
gemeinsam ist die Unterteilung der Hodentumorerdigmn von multipotenten Keimzellen
ausgehenderkKeimzelltumoren die etwa 97% der Falle ausmachen und Kemstrang-
Stromatumoren,die von spezifischem und unspezifischem Stitzgeweles Hodens

ausgehen. Die Keimzelltumordassen sich in vier Gruppen einteilefd.) Tumoren mit einer

spermatozytenahnlichen Differenzierung. Darunterlleia Seminome (SE) und
Spermatozytische Seminome (S&).) Aus primitiven totipotenten Keimzellen bestehendes

Tumorgewebe ohne jegliche Differenzierung(3.) Tumoren mit somatischer,

9



2 Stand des Wissens

intraembryonaler Differenzierung (z.B. Epithel, Kpel, glatte Muskulatur)(4.) Tumoren
mit extraembryonaler Differenzierung (z.B. Dottelsgewebe). Die in den Punkten (2.-4.)
beschriebenen Tumoren werden in beiden KlassifiRasystemen unter dem Begriff der
Nichtseminomé@\S)subsummiert.

Die Klassifikationssysteme unterscheiden sich imsemélichen bei der Definition des
Teratoms Im Britischen System werden alle Nichtseminome @&kratome aufgefasst.
Tumoren wie unter (2.) beschrieben werden MTU (gmas, undifferenziertes Teratom)
genannt. Die Tumoren entsprechend (3.) werden Rlgdifferenziertes Teratom) oder MTI
(malignes Teratom vom intermediaren Typ), solche wnter (4.) als MTT (malignes
trophoblastisches Teratom) bezeichnet. Im WHO-3ydtengegen ist die Teratomdefinition
sehr eng gefasst: Ausschlie3lich Tumoren wie u(Ber beschrieben zahlen hierzu. Das
WHO-System kennt keine (dem "MTT" des Britischerst®8yns analoge) zusammenfassende
Bezeichnung fir Tumoren entsprechend Punkt (4.)es®iwerden hier explizit als
Dottersacktumoren, Chorionkarzinome, etc. bengdtnenggenommen kennt nur das WHO-
System den Begriff des Embryonalen Karzinoms (B@mit Tumoren wie unter (2.)
bezeichnet werden. Um den jeweiligen Sinngehalt Biegriffes Teratom zu kennen, muss
man wissen, auf welches der beiden Klassifikatigstesne sich der Autor bezieht. Die

Angaben in der vorliegenden Arbeit erfolgen nacim %HO-System.

2.1.3 Diagnose, Therapie, Prognose

Fast alle Hodentumoren fallen durch eine nicht-safzimafte VergroRerung und Verhartung
der Hoden auf. Selten werden sie erst durch Ruckemsrzen, Lymphknotenschwellungen
oder neurologische Defizite klinisch manifest Lé&rRs und WEIRBACH 2003). Zu den
obligatorischen diagnostischen Malinahmen gehérandsaphie, Computertomographie des
Abdomens und des Thorax sowie die Bestimmung derofmarker AFPB-HCG und LDH.
Eine préaoperative Histologiegewinnung wird nichgestrebt (ABERS und WEIRBACH 2003).
Grundsatzlich erfolgt zunachst die operative Entiag des Priméartumors (Ausnahmen: sehr
ausgedehnte Metastasierung, synchron-bilateraleofiemh (5ucHON 2002). Zusammen mit
der histologischen Typisierung erfolgt die postapige Stadieneinteilung gemal der
.Lugano-Klassifikation* (@QvALLl 1980). Fur Patienten in fortgeschrittenen Stadied eine
prognostische Einteilung gemaf’ der IGCCCG (Intewnat Germ Cell Cancer Collaborative
Group) durchgefihrt @ucHoN 2002). Die weitere Therapie richtet sich nach der
histologischen Typisierung als Seminom oder Niaghisem und ist stadien- bzw.
prognoseadaptiert. Dabei kommen in frihen StaderSkeminomen v.a. die Radiotherapie
10



Stand des Wissens

und bei Nichtseminomen v.a. die Chemotherapie zumsaiEz. In fortgeschrittenen Stadien
finden kombinierte (hier zum Teil auch neoadjuvanteerapieschemata ihre Anwendung.
Sogar in metastasierten Stadien sind je nach IGCE@@nosegruppe 5-

Jahresiberlebensraten von 50% (ungiinstige Progiibse)80% (mittlere Prognose) bis zu
90% (gute Prognose) zu erwarten. Aufgrund diesdletagilt die Hodentumortherapie als
eine ,Erfolgsstory der Onkologie* (8ERS und BAMBERG 2003). Von der Aufdeckung der

biologischen Hintergriinde dieser erfreulichen Therarfolge bei Hodentumoren darf man

sich auch wertvolle Erkenntnisse fur die Behandlanderer Tumoren versprechen.

2.2 Biologie der Hodentumoren

Hodentumoren treten familiar gehauft auf: BrideesiErkrankten haben ein 10-fach héheres
Risiko an Hodenkarzinomen zu erkranken als Manndr emer diesbezlglich leeren
Familienanamnese (RERsund WEIRBACH 2003). Man vermutet ein disponierendes Gen auf
dem Chromosom Xqg27, dass zwar schon als ,TGCTX“dfigl. Testicular germ cell tumor)
benannt wurde, bisher aber noch nicht identifizistt(RapLEY 2003, HoLzik 2004). Der
einzige gesicherte nicht-genetische Risikofaktor fliodentumoren ist der ipsilaterale
Maldescensus testis EZKMANN und RCHLMEIER 2003).

Die Entstehung aller Keimzelltumoren des Hoden8€¢aulem Spermatozytischen Seminom)
aus einer gemeinsamen prakarzindsen Vorstufe - @&ndes Hodens - ist inzwischen
allgemein anerkannt (RPERFDE MEYTS 2003). Viele Autoren vermuten, dass im Rahmen
der Karzinogenese aller Keimzelltumoren zunéchsivesier Seminome oder Embryonale
Karzinome aus dem CIS hervorgehen. Die Embryonidbzinome kénnen weiter in andere
Nichtseminome, z.B. in Teratome, Dottersacktumoresder Chorionkarzinome
differenzieren. AufRRerdem wird diskutiert, ob Embrse Karzinome nicht auch aus
Seminomen hervorgehen konntem@$HEIM und LOTHE 2003, WTTEKIND und NeID 2003,
OosTERHUISUNd LOOIIENGA2003). Es ist demnach nicht sicher, dass es sicBBeind NS
um Tumoren verschiedener Entitdt handelt. Entsgrethden bisherigen Gepflogenheiten
sind aber auch in dieser Arbeit mit den beidentBwen der Hodentumoren die SE und NS
gemeint.

Bei den meisten (~80%) invasiven Keimzelltumores Hedens - aber noch nicht im CIS -
findet sich das Isochromosom 12p. Es wird deshafimutet, dass dieses Isochromosom fir
Keimzelltumoren des Hodens bedeutsame Onkogenelwrge Allerdings gelang es bisher
nicht, die pathogenetische Relevanz eines solchardidatengens (darunter Cyclin D2) zu
demonstrieren (QOIENGA 2003, AFARANA 2003). Vieldiskutierte Auffalligkeiten der

11



2 Stand des Wissens

Hodenkarzinome umfassen z.B. eine DysregulationRigd’fades und der &-Transition
(BARTKOVA 2003 a/b) oder eine gestorte DNA-Reparaturfunk(asTERS und KOBERLE
2003).

2.3 Zellbiologische Rolle der untersuchten Gene

2.3.1 Gene der Apoptoseregulation

Die zunéchst wahrend der Embryonalentwicklung pfegrammierter Zelltod" beschriebene
Apoptose ist eine zellbiologische Prozessabfolge, adich wahrend des weiteren Lebens
essentiell fur die Aufrechterhaltung der Gewebshastdse — namentlich zur Bewahrung der

Tumorfreiheit - ist. Der Ablauf der Apoptose wigdob in drei ,Phasen” eingeteilt: Initiation

' Effektorzelle
(zB.T-

Strahlung

0/ Caspase8
¥ UBAGH

Abbildung 1:
Apoptoseregulation.
Dargestellt sind Membran,
Cytosol und Mitochondrium
einer betroffenen Zelle,
sowie eine ligandentragende
Effektorzelle. Untersucht
wurden die Gene fiir FasL,
FasR, FasTK, TNFL, SMPD3
und NSMAF
(Induktionsphase), BAX,
BCL-2, BAG-1 und BAD
(Integrationsphase) sowie
Caspase 3 und Caspase 4
(Exekutionsphase).
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(Einwirkung eines apoptotischen Signals), IntegraijVerarbeitung von proapoptotischen
und antiapoptotischen Signalen und Entscheidungr Udes Durchfihrung des
Apoptoseprogramms) und Exekutiqder Vollzug der geordneten Selbstzerstérung einer
Zelle). Ungehemmte Aktivierung der Apoptose fuheidpielsweise zu neurodegenerativen
Erkrankungen. Ein Versagen der Apoptose ermoglidas Uberleben neoplastisch
transformierter Zellen und damit die Entstehung Wdalignomen (lEwiN 2000, DANIAL
2004).

2.3.1.1Initiation

Viele Apoptose-initiierende Faktoren wurden besslben: Beispielsweise kann die Apoptose
durch Einfluss von Steroidhormonen oder durch Entzon Wachstumsfaktoren ausgelost
werden, auf3erdem durch extrazellulare, rezeptoitteita Todessignale (extrinsische
Induktion). Ebenso kdnnen ionisierende Strahlerr @d¢A-Schaden (intrinsische Induktion)

die Apoptose anstofRen Y@BINS 2000, LEE2004).

Apoptoseinduktion durch Ceramide

lonisierende Strahlen und oxidativer Stress —undidpotentiell DNA-schadigende Noxen-
konnen auf dem Ceramid-Weg die Apoptose initier&abei steigt die Aktivitat der
Sphingomyelinasen, die das Phospholipid Sphingamyelder Zellmembran spalten. Wie
auch die anderen humanen Sphingomyelinasen kagdlyslie Hydrolase SMPD3
(Sphingomyelin-Phosphodiesterase I8yn. Neutrale Sphingomyelinase 1) die Reaktion
Sphingomyelin  +HO zu Phosphorylcholin  + Ceramid @AVMANN 2000). Eine
Aktivitatszunahme der Neutralen Sphingomyelinasande nach Bestrahlung, Hitzestress
und in Hungerkulturen, aber auch nach Fas-, TNFer o@D40-Rezeptoraktivierung
beobachtet (MRCHESINI2003).

NSMAEF (Neutrale Sphingomyelinase-aktivierender Faktet)ein Adapterprotein, dass die
Neutrale Sphingomyelinase aktivieren kann. Es veetherseits durch Interaktion mit der
NSD (Neutrale Sphingomyelinase-aktivierende Doméatesy p55 TNF-Rezeptors aktiviert
(TCHERKASOWA 2002). Neben der Apoptoseinduktion sind weitedmtiproliferative Effekte
des Ceramids bekannt, darunter Induktion der Zédldinzierung sowie Dephosphorylierung
des RB-Proteins mit nachfolgendergGg-Arrest des Zellzyklus. Deshalb wird Ceramid auch
als ,Tumor-Suppressor-Lipid“ bezeichnetg&Bso 1998).

13



2 Stand des Wissens

Rezeptorvermittelte Apoptoseinduktion

Extrazellulare Signale zur Apoptoseinduktion werdench transmembrandse Rezeptoren der
Tumornekroserezeptorfamilie vermittelt (sieAdbildung 1). Hauptvertreter sind Fas (im
Folgenden FasR bzw. Fas-Rezeptor genannt), sowie verschiedeneef®aen des
Tumornekrosefaktors (TNFR). Ihnnen gemeinsam is @itrazellulare Todesdomanee(iN
2000). Die extrazellulare Bindung eines Ligandess(Eigand =FasL , Tumornekrosefaktor
o = TNFL) fuhrt zur Trimerisierung/ Oligomerisierung beigiér Rezeptoren, die wiederum
zur intrazellularen Formierung des Todessignalkaxgd (DISC) fuhrt. Es folgt die Bindung
von Adapterproteinen (Fas-Rezeptor: FADD, TNF-Réze TRADD). Diese enthalten eine
Todes-Effektordomane (DED), die zur Spaltung undivdgrung von Caspase 8 fuhren. Im
klassischen Fall wird durch Caspase 8 das BCL-2-¢logBID durch Spaltung aktiviert, das
schlie3lich das antiapoptotische BCL-2 hemmugB 2002) und somit die mitochondriale
Apoptoseintegration proapoptotisch beeinflusstmianchen Fallen kann Caspase 8 unter
Umgehung der mitochondrialen Apoptoseintegratiom direkten Aktivierung weiterer
Caspasen fuhren und damit die Apoptose-Exekutioanl@ssen. Ein Nebenweg der Fas-
Signaltransduktion fuhrt Gber dAST (Fas-assozierte Tyrosinkinase). Diese phosphatylie
und aktiviert das apoptoseassoziierte RNA-bindeRdeatein TIA-1 (TAN 1995), einem
posttranskriptionalen Silencerprotein. Die meisteimtersuchungen zu TIA-1-Effekten
bezogen sich auf Lymphome (namensgebend: T-Zethaaliulares Antigen 1). Allerdings
sind auch Effekte im nicht-lymphatischen Gewebecbeeben: So wird durch TIA-1 die
Expression von COX-2 (Cyclo-Oxygenase 2) gehemmés® Mechanismus wurde bei
Kolon-Karzinomen als gestort beschriebenx( 2003). Kirzlich konnte gezeigt werden,
dass FAST an der Mitochondrienmembran von HelaeBelnit dem antiapoptotischen
Protein BCL-X interagiert und somit proapoptotischen Einflus$§ di¢ mitochondriale

Apoptoseintegration nimmt (12004).

2.3.1.2Integration

Die Apoptoseexekution wird im klassischen Fall durcytosolische Ausschittung
mitochondrialer Caspase-Aktivatoren (v.a. Cytochigrausgeldst. Die meisten extrinsischen
und nahezu alle intrinsischen Apoptosesignale werdef diese Weise vermittelt. Die
Mechanismen, die Uber das Durchlassigwerden derodidindrienmembran und der
Cytochrom  c-Ausschittung entscheiden, stehen deshah Mittelpunkt der
Apoptoseintegration (BIMURA 1999). Der wichtigste Vertreter der hier einflussmenden
Molekile ist daBBCL-2. Es begrindet die Onkogengruppe der ,RegulatoesnZelltodes".

14



Stand des Wissens

Ein Vielzahl von sowohl pro- als auch antiapoptdtisvirkenden Homologen bildet heute die
Familie der BCL-2-ahnlichen Proteine ARIAL 2004). Proapoptotische Wirkung haben z.B.
BID, BAD, BAX, BAK. Antiapoptotisch wirken BCL-2, BL-X (WiLLis 2003).

Man vermutet, dass die ProteiBAX (BCL-2 assoziiertes X-Protein) und BAK durch
Oligomerisierung Poren in der Mitochondrienmembrdden (DaniAL 2004).

Das antiapoptotische ProteBCL-2 verdankt den Namen seiner Rolle in der Karzinogene
des B-Zell-Lymphoms. Méglicherweise durch die Varktng des BCL-2 wirkt das ebenso
antiapoptotische sfn. athanogeneBAG-1 (BCL-assoziiertes Athanogen), das allerdings
nicht der Familie der BCL-2-ahnlichen Proteine zegbnet wird. Seinerseits wird es
vermutlich durch das Hitzeschockprotein 70 und durRaf-1 moduliert (BWNSEND 2003).

Der proapoptotischeBAD (engl. BCL2-antagonist of cell death) wird abhangig von
Wachstumsfaktorsignalen durch Phosphorylierung aimd ausgeschaltet & 1997) und
inaktiviert BCL-2 und BCL-X durch Dimerisation (KLEKAR 1997).

2.3.1.3Exekution

Die Freisetzung von Cytochrom c¢ aus den Mitochamdrbewirkt die Aktivierung des
Apoptoseprotease-aktivierenden Faktors APAF1, dser easten Schritt der terminalen
Caspasen-Kaskade die Caspase 9 spaltet und aktdierCaspasen sind eine Familie von
sich gegenseitig aktivierenden Cystin-Aspartat-€asén. Sie bewirken den Vollzug des
apoptotischen Todesprogrammg&$k und S41 2001).

Die Aktivierung derCaspase _3findet direkt im Anschluss an die Spaltung der f2ae 9
statt. DieCaspase 4st an der Membran des Endoplasmatischen Retikul@R) lokalisiert.
Sie wird in Reaktion auf ER-Stress (z.B. durch #ule) gespalten und aktiviert, nicht aber
durch Ubliche Apoptosestimuli und womdglich untemdgehung der mitochondrialen

Apoptoseintegration (Flomi 2004).

2.3.2 Gene der Zellzyklusregulation

Der Zellzyklus wird in vier distinkte Phasen eingt(Abbildung 2): G (gap 1) ist die Phase
zwischen Mitose und DNA-Synthese. In der S (Syrép€hase wird durch DNA-Synthese
die Zellteilung vorbereitet. Mit Abschluss der DNBynthese tritt die Zelle in die,Ggap 2)-
Phase ein. In der anschlieRenden M-Phase volldielZelle die Mitose (bbisH2000). Viele
Feedback-Mechanismen Uberwachen an definierterrsltminkten den regularen Abschluss

15
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Cyclin D,
Cyclin D,
Cyclin D
M G, YA cdka [ e— pl6
RB-E2F \ e o3
. . p p
PCNA —p REstriktions-
punkt Sy,
T~ Cyclin E
/cdk2 {e——— p27
G,
S

Abbildung 2: Zellzyklusphasen und Regulation der G,/S-Transition. Der Komplex aus
einem der Cycline D;,3 und cdk4 bewirkt Gber den RB-E2F- Pfad die Induktion/
Aktivierung von Cyclin E und cdk2. Der aktive Cyclin E/cdk2-Komplex fihrt zur
Uberwindung des Restriktionspunktes. Hemmender Einfluss auf die G,/S-Transition wird
durch die Antizykline p16, p21 und p27 vermittelt. p53 wirkt G,/S-restriktiv. PCNA hat
zyklusabhéngig verschiedenartige Wirkung.

der Prozesse einer Zyklusphase, bevor sie denreifeortgang des Zellzyklus zulassen:
Unreplizierte DNA fuhrt so zu S-Phase-Arrest, DNéh&den je nach ihrem Zeitpunkt zy-G
oder G-Phase-Arrest, eine Storung des Mitose-Spindel-Agipa zu M-Phase-Arrest, etc.
(LobisH 2000). Wie ein Dirigent steuert ein zentraler Agpaaus sog. Cyclinen und ihren
katalytischen Untereinheiten (cdk, cyclin-abhangigmasen) durch Fluktuationen ihrer
Konzentration und Aktivierung den Fortgang des gdesa Zellzyklus und die Passage von
Kontrollpunkten. Dabei sind mit der;&hase die D-Cycline, mit der S-Phase die E- und A-
Cycline und mit der M-Phase die Cycline B und Acasgsrt.

Die meisten Zellen des erwachsenen Organismusdagfisich in der GPhase vor dem
sogenannten ((&S-)Restriktionspunkt. Das Uberschreiten diese Rasnkezeichnet man als

G4/S-Transition. Sie wird durch die Komplexe vbaCyclinen mit cdk 4 und 6 sowie vom

Cyclin_E/cdk2-Komplex gesteuert. Defekte in der Kontrolle def/SsTransition sind ein
universelles Phanomen bei Tumorenud®Ay 2004, $iERR 2000). DieD-Cycline undcdk4
werden durch Wachstumsfaktoren induziertyMNis 2001, ABERTS2002). Sie fuihren in der

mittleren/spaten GPhase zur Phosphorylierung des RB-Proteins, das ERF -
Transkriptionsfaktoren aktiviert. Diese veranlassién Expression voil€yclin E und cdk?2,
was schlie3lich zur &S-Transition fuhrt. Wesentlich fir die Regulatider G/S-Transition
ist deren Hemmung @VINs 2001, ABERTS 2002), namentlich durch sogenannte
Anticycline: p27 éyn. Kipl, CDKN1B) hemmt cdk2 und damit die Cyclin Ekéimgige
16
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Transition in die S-Phase. p16yf(. INK4, CDKN2A) hemmt cdk4 und damit die RB-
Phosphorylierungp21 (syn.Cipl, WAF1, CDKN1A) hemmt cdk2 und cdk4. Einfluemsf die
p21-Expression wird z.B. durch p53 (siehe weiteienj ausgelbt, das hierdurch dig/$s
Transition bremst (SRR 2000). DasPCNA (Nuklares Antigen proliferierender Zellen) ist
eng mit der Zellzyklusregulation verbunden. Es gekdr Familie deDNA sliding clamp
Proteine und ist Cofaktor verschiedener DNA-Polyasen. Als solches ist es auch im
Replisom tétig. Seine Expression korreliert starik der Replikationsaktivitat einer Zelle
(was zu der Uberholten Benennung ,Cyclin® fihrta@gust daher ein immunhistologischer
Standardmarker fur die Bestimmung der Proliferaaitivitat von Geweben. In den letzten
Jahren ist allerdings eine Vielzahl von weitereteraktionen bekannt geworden ABla UND
HUBSCHER 2003): PCNA ist beteiligt an der DNA-Reparatuefs unten), an der Apoptose-
und der Zellzyklusregulation, wobei die Zahl deeAfischen Proteininteraktionen auf Gber
30 beziffert wird: Dazu zahlen die Bindungen an p&$% auch an_cdkaind andere
Cyclin/cdk-Komplexe. Insgesamt resultiert aus dieBmdungsaktivitdt eine Begunstigung
der G-Phasenprogression, der/&Phasen-Transition sowie der weiteren S-Phasen-
Progression. Spater bewirkt der PCNA-Einfluss SsBhaArrest und Inhibition der /-
Transition (L 1994, MAGA UND HuUBSCHER 2003). Die PCNA Bindung an_ GADDA45
vermindert die Apoptosetriggerung durch GADDA¥&IRAPANDI 2000).

2.3.3 Reparaturgene und Gene der Stressantwort

Die Bewahrung der Integritdit des Genoms ist einehiie Voraussetzung, um die
Entstehung einer malignen Erkrankung zu vermeid&@aser Aufgabe gewidmet ist eine
hochkomplexe Maschinerie, deren Funktionselemeiote avei Aufgabengruppen zuordnen
lassen: Zum einen dem Erkennen und SignalisierenDMA-Schaden, zum anderen deren
Reparartur. Im menschlichen Genom werden z. Ztaeit®0 Gene diesem Aufgabenbereich
zugeordnet (BRISTMANN 2003). Viele Erkrankungen lassen sich auf Mutaiomon Genen
dieser Aufgabenbereiche zurlckfihren (Hereditaresht4polypéses Kolon-Karzinom,
Xeroderma pigmentosum, Ataxia teleangiektasia, Gian&namie, etc).

Reparatur

Far die Reparatur verschiedenartiger DNA-Schaden as¢Bmodifikation,

Nukleotiddimerisierung, Einzel- und Doppelstrangiré, ,mismatch* = Deletion/Insertion

mit resultierender Verschiebung des Leserasteedlest jeweils spezialisierte Mechanismen

zur Verfugung (siehe Abbildung 3). Die Darstellungler einzelnen DNA-
17
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Reparaturmechanismen wirde bei weitem den RahneserdArbeit sprengen. Sie umfassen
relativ einfache Mechanismen, wie die Direkte Rapar(DR)durch ein einziges Enzym,

a) UV-Licl O-Radikale,
JV-Licht, g -
.. : Umwelt- A]]:}'lﬂl'l“tl’l. (Rﬁmg‘:n*) RCDII]{HUOHS*
Alkylantien (Réntgen-) Strahlung fehler

mutagenc

Strahlung

Pyrimidin-
Dimere

MMR
(Direkte (Nucleotid- (Basen- (Homologe (Nicht- (..Mismatch™—
Reparatur) — Exzisions- Excisions- Rekombi- homologe Korrektur)
Reparatur) Reparatur) nation) Enden-
d) verbindung
4 Photolyasen, RAD23, XPC, XPE Spez. DNA- RADS2 Ku70 Ku80 MSH2, MSH6
2| AGT (Alkylguanin- Glykosidasen
5 transferase)
=
=
=]
£ Photolyasen, ~ XPA, RPA, TFIIH (), Spez. DNA- RAD51, XRCC2, DNA-PK, Pals, RFC,
=| AGT (Alkylguanin- XPG, ERCC1, XPF, Glykosidasen, XRCC3, RPA, MRE11, Nbs, PCNA. RPA,
= transferase)  Pol3, Pole, PCNA, Palp, Pols, RADS0 RADS0, DNA-Ligase.
~ DNA- Ligase | XRCC1, FEN1, Ligase IV
PARP1, BCNA

) der TFIIH enthalt  IP3-Kinasen: Katalytische Untereinheit von DNA-PK sowie

E cdk? ATM und ATR > Phosphorylierung von p53
2 RAD23 vermittelt
p53-Degradierung.

Abbildung 3: Ubersicht DNA- Reparatur. (a) Die wichtigsten DNA-Noxen, sowie (b) die
resultierende Form der DNA-Schadigung. (c) Spezifischer Reparaturweg und die hierin (d)
involvierten Proteine (Auswahl). Erkennung: Die eine DNA-Reparatur initiierenden Proteine sind
hier getrennt aufgefiihrt, die Ubrigen unter Reparatur. Signal: Besonderheiten der weiteren
Signaltransduktion (siehe Text). Die nicht fir einen bestimmten Schadenstyp spezifische
Signalisierung durch p53 und GADDA45A ist nicht dargestellt.

reichen Uber komplexe und vielschrittige Kaskadeindenen fehlerhafte oder alterierte Basen
oder Nukleotide ausgeschnitten und die korrekterusiane einfigt werden_(Basen-

Exzisions-Reparatur BERund Nukleotid-Exzisions-Reparatur NER tUber diffizile

Mechanismen zur Wiederverbindung von DNA-Doppeisjaichen (tberlappende
Einzelstrang-Enden: _Homologe Rekombination ; HfRatte Enden: Nichthomologe Enden-

Verbindung NHE) bishin zu teilweise unverstandenen Prozessen, deie jmismatch”-
18
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Korrektur MMR (SCHARER2003). Unter diesen Reparaturmechanismen komnm{iER bei

den Hodentumoren eine besonders interessante Rol@ese ist zustandig fur die Behebung
der im Rahmen einer Cisplatin-Therapie entstehemdA-Schaden (BRUTA 2002). Eine
Auswahl von Proteinen, die in die Durchfihrung deeweils initiierten
Reparaturmechanismen involviert sind (siehe Ablitd8), wurde in der vorliegenden Arbeit
untersucht:ERCC1 (kreuzweise erganzendes Exzisions-Reparatur-Enzyrgehort zum
NER-Mechanismus.RAD51 und RAD50 (Strahleninduzierbare Proteine 51 und 50)
representieren den HR-Weg, wahrend @BA-PK und auchRAD50 am NHEJ-Weg
beteiligt sind. Als Co-Faktor ist auchPCNA (siehe 2.3.2) an vielen DNA-
Reparaturmechanismen beteiligt. Es scheint hierber akeine essentielle Funktion

innezuhaben (ERISTMANN 2003,NARAYAN 2004).

Erkennung und Signalisierung

Die einzelnen DNA-L&sionsformen werden spezifiscm wen initial bindenden Proteinen
des jeweilig zustédndigen Reparaturweges erkanmhégsiAbbildung 3). Die Reparatur-
initiierenden Proteine des NHEJ-Weges ¢u¥0 undKu80 (70 und 80 kDa Schilddrisen-
Autoantigene). Fur den HR-Weg ist es @®&D52 (Strahleninduzierbares Protein 52). Der

Initialkomplex des NER-Weges wird durdRAD23a (Strahleninduzierbares Protein 23a)
representiert. Es ist dort funktionell austausclhuaseinem Analogon RAD23b SASAWA
1997).

Ganz im Zentrum eines weniger spezifischen Detaktieechanismus fur genetische Schaden
und flr genotoxischen Zellstress steht des PrgibB) das deshalb auch als ,Wéachter des
Genoms"* apostrophiert wird (8erTs 2002). Seine Effektivitat in der Detektion
genomischer Veranderungen wird durch die Tatsanberstrichen, dass Mutationen des p53-
Gens die haufigsten genetischen Veranderungen msch&échen Tumoren sind. Daraus lasst
sich schlieBen, dass die Uberwindung der p53-veehan Kontrolle liber die genetische
Integritat einen wichtigen Schritt in der Karzinogse darstellt (A\kAMURA 2003). Viele zu
einer p53-Aktivierung fuhrende Faktoren sind bishbekannt und werden unter
~genotoxischer Stress” subsummiert. Die zugrundelelen molekularen Mechanismen sind
allerdings bis dato unvollstandig verstandenu@UET und HAINAUT 2001). Die meisten der
p53-Effekte werden durch seine Wirkung als Tramglonsfaktor vermittelt. Unter den
dutzenden bekannten Zielgenen finden sich g2ADDA45A, 14-3-35 und BAX (NAKAMURA
2003),_ TNFRund Caspase 8 @dpT 2003). Dabei kann sich das Muster der p53-induaert
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Gene je nach der Art der p53-Aktivierung untersdéei(FHaupPT 2003). Fur die Vermittlung
des Zellzyklus-Arrests sind sowohl pRihd PCNA(siehe oben) als au¢BADD45A (DNA-
Schaden-induzierbares Wachstums-Arrest-Protein ~ 45¢grantwortlich. Es konnte
demonstriert werden, dass die GADDA45A-Induktion erelder p53-Aktivitat auch das
Vorhandensein von DNA-Schaden voraussetza@>@000).

Bei vielen DNA-Reparaturmechanismen sind Reakti@g@mekannt, in dengrb3 aktiviert
wird (z.B. Phosphorylierung durch ATM, ATR odddNAPK bei den Strangbruch-
behebenden MechanismenHrISTMANN 2003). Beim NER-Mechanismus liegt durch die
Einbeziehung von cdk7 in den MultisubeinheitenkaewplTFIIH eine direkt inhibierende
Verbindung zur Zellzyklusfunktion vor UuLITCHEV und REINBERG, 1998). Andererseits
wurde eine vermehrtBAD23(a/b)-vermittelte Degradation von p53 beschrie@roCKzIN
2003).

Stressassoziierte Gene

Die Glutathion-Peroxidase @PX2 reduziert oxidative Noxen und ist in verschiedengar
allem gastrointestinalen Epithelien lokalisiero#aTsu 2001). Die Glutathion-S-Transferase
A2 GSTAZ2 schitzt vor (Lipid-)oxidation durch Konjugation tn@lutathion (Ro und S1AHA
2000).

Fur das EnzymPRKR (interferon-induzierbar, durch doppelstrangige RNWktivierte
Protein-Kinase) wurde, zusatzlich zu seiner Interfevermittelten antiviralen Wirkung, die
Induzierbarkeit durch genotoxischen Stress demiens(BERGERON2000).

Der Faktor NFRKB spielt eine Rolle in der Expressionsregulatiors deterleukin 2-
Rezeptors in T-Lymphozyten 0awms 1991). Die Interleukin 2-Antwort wiederum spieibhe
Schlusselrolle in der Apoptoseregulation von T-Lyropyten (ReeN 2003). Eine Expression
in nichtlymphatischem Gewebe wurde nicht berichtet.

2.3.4 Sonstige Gene

Clusterin CLU ist ein Hauptbestandteil der epididymalen Flussitgkwo es suspensierte
SerTOLI-Zellen agglutiniert (namensgebend). Es wird alhehan vielen anderen Geweben
exprimiert. Seine biologische Funktion ist nochhtigollstandig geklart. Eine Rolle fur die

Membranintegritat (Schutz vor Complement-Angriffydufir die Apoptoseregulation wurde
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beschrieben (BHRENS 2001). Neuere Untersuchungen an Saugetierzellemt&o zeigen,
dass sezerniertes Clusterin (sCLU) cytoprotektivkiwiwahrend das durch alternatives
Splicing entstandene nukleare Clusterin (nCLU) @reapoptotische Wirkung hat (Kkov
2004).

RAB2 gehort zu einer Familie von membrangebundenen AdiRadie eine wichtige Rolle
bei der Sekretionsregulation spielen. In der Keiteméwvicklung sind sie in die
Organellenentwicklung (Akrosombildung) der Speraheti eingebunden @RIALHO -SANTOS
2001).

NME1 (non-metastatic cells 1) kodiert die “A”-IsoformerdNukleosiddisphosphat-Kinase
NDK. Seine Rolle als ,Metastase-Suppressor” ist 8en Mamma-Karzinomen evident
(OuATAs 2003). Zusatzlich wird eine Rolle fur die Spernmmemiilitat diskutiert (MUNIER
2003).
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3

Material und Methoden

3.1 Gerate und Labormaterialien

Abdeckfiim “ABI PRISM® Optical Adhesive CoversFirma Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornien, USA

Kuhlschrank ,glass line“, Firma Heraeus, Hanau, D

Pasteur-Pipette ,pipetus®-akku“, Firma Hirschnhatorgerate, D

Pipetten ,Research® pro“ (0,5-10 pl, 5-100 pL1B®Oul), Firma Eppendorf — Netheler-
Hinz GmbH, Hamburg, D

Pipettenspitzen (0,5-10 pl, 2-100 pl, 50-1000npif Filtereinsatz ,ep T.l.P.S.“, Qualitat
,PCR clean/sterile®, Firma Eppendorf — NethelenHGmbH, Hamburg, D
Reagenzglasschittler ,Reax 2000, Firma Heidolph,

Reaktionsgefasse 1,0ml und 1,5ml ,Safe-Lock stibQualitat ,PCR-clean®, Firma
Eppendorf — Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, D

Reaktionsplatten “ABI PRISM® 96-well Optical Rei@n Plate”, Firma Applied
Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA

Sequencer/ RTQ-PCR Cycler ,5700 Sequence Detec8gstem“, Firma Applied
Biosystems, Weiterstadt, D

Sterilarbeitsplatz , Template Tamer®”, Firma Q-Rjénhe, Heidelberg, D

Sterilbank ,Laminair®, Firma Grasslin, D

Thermomixer ,comfort®, Firma Eppendorf — Nethel¢inz GmbH, Hamburg, D
Tischzentrifuge ,Rotilabo mini”, Firma Roth, Karbhe, D

Zentrifuge ,Rotana RP/4300%, Firma Hettich, Tidpem, D

3.2 Reagenzien und Ldsungen
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DNA-Verdau-Set ,RNase free DNase Set”, Firma @m@dgHilden, D

Enzyml6sung Proteinase K 20mg/ml, Firma Invitnogéarlsruhe, D

Fixierldsung ,RNA-late? , Firma Qiagen, Hilden, D

Homogenisierungslosung ,Homogenizer®", Firma OmWarrenton, USA

MasterMix ,TagMan® Universal PCR Master Mix“, fa Applied Biosystems, Foster
City, Kalifornien, USA

Primer Probe Design fur 18S-Bestimmung “TaqgMan®agenous control assay 18S
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rRNA”, Firma Applied Biosystems, Foster City, Kalihien, USA

- RNA-Pré&parations-Set ,RNeasy Mini Kit*, Firma @e&n, Hilden, D

-  RNAse-freies Wasser, DEPC-behandelt, Qualitétrapure”, Firma USB Corporation,
Cleveland, Ohio, USA

3.2.1 Verdunnungspuffer

- 50 mM/I KCI

- 0,01 mM/I EDTA

- 10 mM/I Tris/HCI, pH 8,3
- 0,0003% Tween 20 (w/v)

3.2.2 Primer-Probe-Designs fir untersuchte Gene

Von der Firma Applied Biosystems in Weiterstadt eem gebrauchsfertig eingestellte
Primer- und DNA-Sonden-Lésungen bezogen (DNA-Sondesrden im Folgenden als
.Probes” bezeichneengl probe = Sonde). Fur diese Primer-Sonden-DesiyoB®, Assay-
on-Demand ®) wird die Bindungsspezifitdt fur die d® des entsprechenden RefSeq-
Transskripts durch den Hersteller garantiert (Rgf$ das Verzeichnis der Referenz-
Sequenzen des Nationalen Zentrums fir Biotechnelbjormation, NCBI der USA). Die
expliziten Primer- und Sondensequenzen werden audr drFirmenhomepage
(http://www.appliedbiosystems.com) bereitgehaltemd sind anhand der AoD®-ID zu
identifizieren. Die RefSeq — Sequenz des entspretdn Genes ist anhand der EntrezGene-
ID (zuvor LocusLink) Uber die Homepage des Natienabesundheitsinstituts NIH der USA
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?dlerg) einzusehen.

In Tabelle 1 sind die bezogenen Assay-on-Demand®&nd?P+Sonden-Designs in der
Reihenfolge ihrer Besprechung in Abschnitt 2.3 aefifgrt. Zudem ist ihre chromosomale
Lokalisation ersichtlich und ihre Referenzcodesdig Datenbanken EntrezGene, GenBank

und SwissProt (http://au.expasy.org/cgi-bin/spesrsh-ful) aufgefuhrt.
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Zytogenetische
Gen Bande AoD®-ID GenBank EntrezGene SwissProt
NSMAF 8q12-q13 Hs00182519_m1 X96586 8439 Q92636
SMPD3 16g22.2 Hs00218713_m1 - 55512 -
TNFL 3026 Hs00234356_m1 U57059 8743 P50591
FASL 1923 Hs00181225_m1 D38122 356 P48023
FASR 10g24.1 Hs00163653_m1 M67454 355 P25445
FASTK 7035 Hs00179113_m1 X86779 10922 Q14296
BCL2 18¢21.3 Hs00153350_m1 M14745 596 P10415, F6,0816197,

Q13842

BAG1 9p12 Hs00185390_m1 $83171 573 Q99933, Q14218315
BAX 19913.3-q13.4 Hs00180269_m1 L22474 581 Q07814
BAD 11g13.1 Hs00188930_m1 U66879 572 Q92934
Caspase3 4q34 Hs00263337_m1 U13737 836 P42574
Caspase4 11g22.2-q22.3 Hs00277197_m1 u28014 837 66P4B51878
Cyclin D1 11913 Hs00277039_m1 X59798 595 P24385
Cyclin D2 12p13 Hs00153380_m1 D13639 894 P30273954
Cyclin D3 6p21 Hs00426901_m1 M92287 896 P30281
cdk4 12q14 Hs00175935_m1 M14505 1019 P11802, 000576
Cyclin E1 19q12 Hs00233356_m1 M73812 898 P24864,091, Q92501
cdk2 1213 Hs00608082_m1 D13639 894 P30279, Q13955
PCNA 20pter-p12 Hs00427214 g1 M15796 5111 P12004
p21 6p21.2 Hs00355782_m1 U09579 1026 P38936
p53 17p13.1 Hs00153340_m1 M14694 7157 P04637
GADDA45A 1p31.2-p31.1 Hs00169255_m1 M60974 1647 p245
RAD23a 19p13.2 Hs00192541_m1 D21235 5886 P54725
ERCC1 19913.2-q13.3 Hs00157415_m1 M13194 2067 F0799
RAD52 12p13-p12.2 Hs00172536_m1 U12134 5893 P433%3205
RAD51 15g15.1 Hs00153418 mi1 D13804 5888 Q06609
RAD50 5¢31 Hs00194871_m1 U63139 10111 Q92878
Ku70 22q11-q13 Hs00735112_m1 - 2547 P12956
Kug80 2035 Hs00221707_m1 M30938 7520 P13010
DNAPK 8q11 - - 5591 P78527
GPX2 14g24.1 Hs00702173_s1 X53463 2877 P18283
GSTA2 6p12.1 Hs00747232_mH M25627 2939 P08263, 147
PRKR 2p22-p21 Hs00169345_m1 M35663 5610 P19525
NFRKB 11g24-925 Hs00196269_m1 u08191 4798 Q12869
Clusterin 8p21-p12 Hs00156548_m1 M74816 1191 P10909380, P11381
RAB2 8q11.23 Hs00234094_m1 M28213 5862 P08886
NME1 17¢21.3 Hs00264824_m1 X17620 4830 P15531

Tabelle 1: Liste der untersuchten Gene. AulRer fur DNAPK wurden alle PPD gebrauchsfertig
bezogen. Ersichtlich ist die chromosomale Lokalisation der untersuchten Gene sowie die jeweiligen
Referenzcodes des PPD-Herstellers (AoD®-1D) und der Datenbanken GenBank, EntrezGene und

SwissProt.
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3.2.3 Primer-Probe-Design fir DNAPK

Zum Nachweis der fiur DNAPK kodierenden DNA war kegebrauchsfertiges Design
erhaltlich, weshalb schon fir vorherige Arbeiten ter Firma Applied Biosystems eine

Synthese (Assay-by-Design®) beauftragt wurde.

Dazu konnte die unter EntrezGene auf der Inteeitetsles NCBI bereitgestellte genomische
Sequenz benutzt werden (ID 5591). Aus dieser wuwetde zwei Exone umfassender
Sequenzabschnitt ausgewahlt, und mit der SoftwaneelP Express 2.0® bearbeitet (Applied
Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA). Auf deée Weise wurde ein Intron-
Uberspannendes Primer-Sonden-Design gewahlt, umAndiplifikation von genomischer
DNA zu vermeiden.

Die resultierenden Sequenzen waren:

Vorwarts - Primer: ATTGATTAAATTGTGCTACGATGCA
Rickwarts — Primer : CAGATATGGCGCAGTTGTATGC
Sonde : TTACAGAGAACATGGCAGGAG

Durch einen Online-Vergleich mit den Genom-Dates #&tional Institute of Health der
USA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seqg/HsBlasnl ) wurde sichergestellt, dass das
menschliche Genom keine zweite Sequenz aufweistdil das gewahlte Primer-Sonden-

Design Bindungsspezifitat besitzt.

Schon zuvor wurde in der Arbeitsgruppe die korrekymthese des Primer-Sonden-Designs
sowie dessen Funktionalitdt und Spezifitat expentelegesichert (Ergebnisse nicht gezeigt):

Zum einen geschah dies mittels SchmelzkurvenanaigdeSchmelzpunktbestimmung T

des Amplikons. (Dabei wird die Temperatur bestimam, der die doppelstrangige DNA
denaturiert. Diese wird hierzu mittles SYBR-Greeanpefarbt. In der Schmelzkurve lassen
sich durch einen einzigen schmalen Peak an der tidtosider vorbestimmten
Schmelztemperatur des Amplikons gréf3ere Mengenwimescht entstehender Amplifikate
ausschlieen). Zum anderen wurde die berechnetgelédes Amplikons ,klassisch® mittels

Gelelektrophoresbestéatigt. (Ergebnisse nicht gezeigt).
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3.3 Probengewinnung und Klassifizierung

Durch die Urologische Klinik des Bundeswehrkrankamdes Ulm (Leitender Arzt PD Dr. C.
Sparwasser) wurde Hodengewebe aus den Operatiekistes von zehn Seminom- und 10
Nichseminompatienten asserviert. Aus diesen wiedeijs eine Gewebeprobe direkt aus
dem Tumorareal und eine weitere Gewebeprobe aas teimorfernen Stelle enthommen, die

im weiteren als Normalgewebe bezeichnet wird.

PNTt Initialen  Alter Histologie Gruppe TNM Stadium
1 O. B. 27,0 Seminom SE pT1 NO MO I
2 T.D. 34,6 Seminom SE pT1 pNx pMx RO I
3 H. H. 38,2 Seminom SE pT1 NO MO I
4 A. K. 30,5 Seminom SE pT1 NO MO I
5 K. R. (62,9) Seminom SE pT1 NO MO St. | I
6 T.T. 27,6 Seminom SE pT1l I
7 M. W. 43,3 Seminom SE pT1 pNx pMx RO I
8 C. V. 39,6 Seminom SE pT3 N1 MO lIb
9 S. K. 36,1 Seminom SE pT1l I
10 H.S. 33,7 Seminom SE pT1 NO Mx I
11 T.F. 23,2 Seminom mit NS pT2 pNx pMx I
Synzytiotrophoblast
12 B. R. 19,1 embryonales Carcinom NS pT1 NO MO I
13 A.S. 35,7 embryonales Carcinom NS k.A. I
14 . W. 32,4 Mischtumor EC + NS  pT2 pNx pMx RO I
reifes Teratom

15 M. K. 37,5 unreifer Keimzelltumor NS 1 1l
16 T. O. 30,6 embryonales Carcinom NS pT2G3N2L1V1 |l
17 F. S. 27,8 Seminom und EC NS k.A. k.A.
18 S. H. 18,6 EC, S, YS, TD NS K.A. 1]
19 N. S. 37,3 EC, TD, YS, CC NS K.A. 1]
20 M. V. 39,9 S, EC NS M1 1]

Tabelle 2: Patientenkollektiv. Seminome, SE (Patient Nr. 1- 10) und Nichtseminome, NS (Patient 11-
20). TNM-Stadium nach UICC 1997. Klinisches Stadium nach Lugano-Klassifikation. Der Patient 5
wurde wegen Materialknappheit exkludiert.
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In der Pathologischen Abteilung desselben Krankesésm wurde die Tumorentitat
(Seminom/ Nichtseminom) bestimmt, sowie gegebetisnf@here Angaben zur Histologie
gemacht. Von einigen Patienten waren Klinische i8tadzum Operationszeitpunkt zu
erfahren, die gemall TNM-Klassifikation der UICCt¢imationale Vereinigung gegen den
Krebs) oder der Lugano-Klassifikation angegebendenr Eine Ubersicht (iber das dieser
Untersuchung zugrundeliegende Patientenkollekbv Gabelle 2.

Die Patienten waren zum Untersuchungszeitpunkt cheis 18,6 und 43,3 Jahren alt (im
Durchschnitt 33,8t9,6 Jahre). Getrennt nach den beiden Tumorentitételite sich die
Altersverteilung wie folgt dar: Seminome 27,6 —33ahre (im Durchschnitt 3455,5),
Nichtseminome 18,6 — 39,9 Jahre (im Durchschnit@ 37,8). Hierbei ist Patient 5 nicht

bertcksichtigt, der aus der Studie exkludiert wurde

Die Gewebeproben wurden nach ihrer Gewinnung rfetlier RNA-late? Lésung (Qiagen,
Hilden, Deutschland) fixiert.

3.4 RNA-Extraktion

FiUr zuvor gemachte Untersuchungen wurden beratSchritte RNA-Extraktion und cDNA-
Synthese durchgefiihrt, weswegen die hierflir notigemd Arbeitsschritte nur umrissen

werden.

Zunéchst wurde das mit RNA-later® fixierte Zellnr&émit einer Homogenisierungslosung
(Homogenizer, Firma Omni, Warrenton, USA) behandeftd durch Inkubation mit
Proteinase K-Losung (Firma Invitrogen, Karlsruhg, dhtsprechend den Herstellerangaben
aufgeschlossen. Die Isolation erfolgte mit dem Riyeadini Kit® (Firma Quiagen, Hilden,
D), der nachfolgende Verdau der verbliebenen DNAd&umit dem RNAse free DNAse
Set® (Firma Quiagen, Hilden, D) jeweils entsprechden Herstellerangaben durchgefihrt.
Um Qualitat und Reinheit der isolierten RNA zu (fséfen, wurde diese spektrometrisch bei
260nm (vorwiegende Absorption durch RNA) und 280fworwiegende Absorption durch
Proteinverunreinigungen)  Wellenlange untersucht. le Al Proben  wiesen einen
Absorptionsquotienten (OD 260/280) von gréf3er L3 was einer guten Reinheit entspricht.
(nicht dargestellt)
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Gelelektrophoretisch wurde anhand der Banden véh @8 18S rRNA die Integritat der
RNA bestétigt. Dabei waren die 28S Banden etwa élbgp stark wie die 18S Banden (nicht
dargestellt).

AufRerdem wurden Kontaminationen durch DNA mittaleee konventionellen PCR Uber 40

Zyklen mit3-Aktin-Primern ausgeschlossen (nicht dargestellt).

3.5 cDNA-Herstellung

Zur weiteren Untersuchung musste die RNA in cDN/Aeriilthrt werden. Hierzu wurde
zunachst jeweils anhand der ermittelten optischeicht® bei 260 nm die RNA-
Ausgangskonzentration bestimmt und diese durch (wvendng mit der hieraus errechneten
Menge RNase-freien Wassers auf eine Konzentratiom ijug RNA / 40ul eingestellt

(Dichtemessungen nicht dargestellt).

Die Umschreibung in cDNA erfolgte mittels rever§eanskription, die unter Verwendung
des TagMan Gold RT-PCR Kit® der Firma Applied Bis®ms nach Herstellerangaben
durchgefuhrt wurde. Dazu wurden jeder RNA-LOsungzhgefiigt: TagMan® RT - Puffer,

Magnesium-lonen, ein dNTP-Mix, randomisierte Hexean&Nase-Inhibitor und schlief3lich

die Reverse Transkriptase. Im Thermocycler wurdiesed Reaktionsgemische 10 min bei
25 °C inkubiert. Anschlie3end lief Gber 30 min B& °C die reverse Transkription ab, die
schlie3lich durch die Inaktivierung der ReverseanBkripase mittels Inkubation bei 95°C

Uber 5 min beendet wurde.

Das so erhaltene Produkt wurde mittels des oberthbebenen Verdinnungspuffers auf

10 ng cDNA /ul eingestellt, aliquotiert und bei 0°€ eingelagert. Diese Mateabben
werden im folgenden zur klaren sprachlichen Abtugrgivon den weiter oben beschriebenen
DNA-Probes(engl. firDNA-Sonden) als Templatesr{gl. furVorlage, Matrize) bezeichnet.
Zu Beginn der Versuche wurde in allen 40 Templabes Konzentration von 18S mittels
RTQ-PCR bestimmt. Dabei ergaben sich bei samtlichBemplates regelrechte
Amplifikationsplots, wodurch die erfolgreiche Ummghg von mRNA zu cDNA in allen

Fallen demonstriert wurde.
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3.6 cDNA-Quantifizierung mittels RTQ-PCR

3.6.1 Funktionsweise der RTQ-PCR
Die Abklirzung RTQ-PCR steht fur die Verfahrensbelzeiing ,Real time quantitative

polymerase chain reaction®, also fir die Polymeridsttenreaktion mit Quantifizierung in
Echtzeit.

Bei diesem Verfahren lassen sich Konzentrationen Reaktionspartner wéahrend des
Prozessablaufes - d.h. in Echtzeit - messen. Ddiede Echtzeitmessungen kann sehr genau
auf eine DNA-Ausgangskonzentrati@g zu Beginn einer PCR-Reaktion rickgeschlossen
werden (MULHARDT 2001, RAFFL 2001, LEUTENEGGER2001, BROWN2002).

Konventionelle PCR
Die eigentliche Amplifikationsreaktion unterscheidach nicht von einer_konventionellen
PCR die hier deshalb in sehr groben Zigen dargestatden soll: Mithilfe einer DNA-

abhangigen warmebestandigen Polymerase und miifispeen Oligonukleotiden (Primern)
wird ein gewilnschter DNA-Abschnitt vermehrt (amiglért). Ein Reaktionszyklus lauft in
drei Schritten ab: (1.) Schmelzphase: Zunachst evediirch Temperaturerhhung auf 95°C
die beiden komplementaren Strange der DNA voneandgetrennt. (2.)
Hybridisierungsphase: Bei 50-60°C hybridisieren loégden Primer mit jeweils einem DNA-
Strang und definieren so die Startpunkte der sishanschlieRenden (3.) Synthesephase: Bei
74 °C (bei Verwendung konventioneller Tag-Polymejaserden hier die gewinschten
DNA-Abschnitte durch die DNA-abhangige Polymerasei&rt. Der zyklische Ablauf dieser
drei Phasen wird durch das sequentielle Erhitzeth Abkihlen des Reaktionsgefal3es in
einem programmgesteuerten Thermostat, dem sogemanpCycler® bewirkt. Im
vorliegenden Fall wurde statt der konventionellesg-Polymerase die AmpliTag Gold®
DNA Polymerase der Firma Applied Biosystems vervegnderen Reaktionsoptimum bei
60°C liegt. Dementsprechend unterschieden sich Rhasen 2 und 3 in der Cycler-
Programmierung nicht. Da die bei jedem Reaktionlssykntstehende doppelstrangige DNA
im darauffolgenden Zyklus als Matrize dient, vermeehsich die Reaktionsprodukte der PCR
exponentiell zur Anzahh der durchlaufenen Zyklen (meist n=40). Theoretisctjibt sich
demnach eine"Xache Vermehrung der Ausgangs-DNA.

Ein Ruckschluss auf die anfangliche DNA-Konzentmatt, ist bei dieser konventionellen

PCR mdglich, indem man die Konzentratiacndes Endproduktes bestimmt (beispielsweise
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mittels Spektralphotometrie oder mittels Fluorezmeessungen DNA-bindender Farbstoffe
wie SYBR-Green®) und anhand eines angenommenen ifdkafibnsfaktors von 2 (n=
Anzahl der Amplifikationsrunden) mitg = ce / 2" auf die Anfangskonzentration
zurtckrechnet. Diese sogenannte Endpunktmeth@le jedoch sehr ungenau, weil
beispielsweise die DNA-Amplifikation durch die PQRaktion in Wirklichkeit nicht
gleichmaRig Uber den gesamten Reaktionsablaufgerfglor allem nahert sich die DNA-

Konzentration gegen Ende der PCR einer Sattigumgskdration. Deren Hohe ist aber neben
der Ausgangskonzentratioty wesentlich vom Verbrauch der zur Synthese vorhaemle
Nukleotidbausteine (dem Oligonukleotid-Mix) und derschopfung der DNA-Polymerase
bestimmt. Einen Eindruck von der geringen Prazisilen Endpunktmethode gibt die breite
Streuung der Fluoreszenzwerte am Ende der RTQ-P&iRtlRn in Abbildung 5.

Unterschiede der RTQ-PCR zur konventionellen PCR

Das Charakteristikum der RTQ-PCR ist, dass diedmeiorgange - DNA-Amplifikation
mittels PCR zum einen und Quantifikation des Realspproduktes zum anderen - nicht
sequentiell sondern gleichzeitig durchgefihrt werd®azu missen zwei elementare
Voraussetzungen erfillt sein: (1.) Man bendtigt d€berat, das die Funktion eines
konventionellen PCR-Cyclers mit der eines Spekttensekombiniert. Diese Anforderung
wird von den seit vielen Jahren Ublichen automhtisc DNA-Sequenzanalysegeréaten
(,Sequenzer®) erfullt. In der vorliegenden Unterisung wurde das Gerat ,5700 Sequence
Detection System* (Firma Applied Biosystems, Waeitadt, Deutschland) verwendet, bei
dem in die Heiz- und Kihleinheit des Cyclers eipekdrometrieeinrichtung integriert ist.

(2.) Man bendtigt einen Indikator, der ausschlgflidie Konzentration der spezifisch
synthetisierten DNA anzeigt. Unspezifische PCR-Bkbe, wie sie unvermeidbarerweise im
Verlauf einer jeden PCR entstehen, dirfen nichasstfwerden. Dies ist moglich durch die
Verwendung eines Fluoreszenzindikators, der durehspezifische Spaltung einer kovalent
gebundenen DNA-Sonde aktiviert wird.

Detektion des spezifischen PCR-Reaktionsproduktesebder RTQ-PCR

Bei der RTQ-PCR wird neben den klassischen Reayp@nnern (Puffer, dNTP-Mix,
Polymerase und spezifische Primer) eine DNA-Sandggeben, die mit einem Abschnitt der
zu amplifizierenden DNA (also zwischen den beidam@rn) spezifisch bindet.

Da die Tag-DNA-Polymerase neben ihrer DNA-Synthégektion auch eine_5'-

Exonuklease-Funktioausibt, spaltet sie beim Ablesen einer DNA-Matgtegchzeitig mit
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der spezifischen Syntheseines PCR-Produktes jeweil®ine hybridisierte DNA-Sonde
(dargestellt bei (a) in Abbildung). Die Anzahl der auf diese Weise gespaltenen DNA-
Sonden ist dadurch streng proportional zur Anzahldiirch die DNA-Polymerase spezifisch
synthetisierten PCR-Produkte.

Diese DNA-Sonde ist an beiden Enden kovalent nmgmi Fluoreszenzfarbstofierbunden.

Die hier verwendeten DNA-Sonden der Firma Appliedsgstems (,TagMan®“-Sonden)
werden am 5°-Ende mit dem griinen FluoreszenzfdfldstM (6-Carboxy-Fluoreszein) und
am 3’-Ende mit dem roten TAMRA (6-Carboxy-TetranyefRhodamin) markiert. Durch die
raumliche Nahe der beiden Farbstoffe zueinanded wiin als FRET (Fluoreszenzresonanz-
Energietransfer) bekannter physikalischer Effekksam: Dieser bewirkt, dass bei Anregung
des einen Farbstoffs (hier FAM) durch Licht in dasspezifischer Wellenlange Energie
zum zweiten Farbstoff (hier TAMRA) Ubergeht, denriicht in seiner eigenen Wellenlange
A2 emittiert. Eine mit griinem Licht angeregte, ineaKtagMan®-Sonde leuchtet demnach rot
(dargestellt bei (b) in Abbildung 4).

Wird die DNA-Sonde aber durch die 5"-Exonukleaskfiam der DNA-Polymerase
gespalten, so werden auch die beiden Fluoreszésubdfie raumlich voneinander getrennt.
Entsprechend findet auch kein Fluoreszenzresonaergietransfer mehr statt, wodurch nun
der direkt angeregte Fluoreszenzfarbstoff auf teli¥veise in seiner eigenen spezifischen
Wellenlange A,  fluoresziert (dargestellt bei (c+d) in Abbildung). Durch die
Fluoreszenzintensitd®n der Wellenlange\; kann man nun auf die Anzahl der von der
Polymerase gespaltenen DNA-Sonden schliel3en, cievaederum bekanntermal3en streng
proportional zu der Menge der spezifisch synthatish DNA verhélt. Entsprechend seiner
Funktion in diesem Verfahren nennt man derFarbstoff ,Reporter” €ngl. to report =

berichten), dei,-Farbstoff ,Quencher“gngl.to quench = Iéschen, ersticken).

Berechnung der Anfangskonzentrationcy bei der RTQ-PCR

In Abbildung 5 ist der Verlauf der spektrometrisghigechtzeitmessungen wéahrend einer RTQ-
PCR aufgetragen. Durch den Kreuzungspunkt eines liflkapionsplots mit dem
FluoreszenzschwellenweRRn lasst sich der zugehoérigei-@Wert (engl. cycle threshold)
ermitteln. Der GWert ist demnach die hypothetische (da nicht-gahlige) Anzahl von
PCR-Zyklen, innerhalb derer der Fluoreszenzschweiet Rn erreicht wiirde.
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Abbildung 4: Beziehung von DNA-Synthese, Spaltung der DNA-Sonde und Veranderung des
Fluoreszenzsignals bei der RTQ-PCR. a) Neben ihrer Synthesefunktion verfiigt die Taq-Polymerase
auch (ber eine 5'-Exonukleasefunktion. b) Eine Gen-Sonde (Probe) an die zwei
Fluoreszenzfarbstoffe (Reporter, Quencher) gebunden sind, hybridisiert an einer DNA-Matrize. Bei
Anregung mit der Wellenlange A, (hier: griin) fluoresziert die Lésung in der spezifischen Wellenlange
A» des Quenchers (hier: rot) c) Die Tag-Polymerase stof3t auf die DNA-Sonde und trennt deren 5'-
Ende mit dem gebundenen Reporterfarbstoff ab. Auf Anregung mit Licht der Wellenlange A;
fluoresziert die Losung nun vor allem in der Wellenlange A;, wie in den beiden schematisierten
Fluoreszenzspektren am rechten Rand dargestellt. d) Vollstandige Entfernung der DNA-Sonde.

Da immer jeweils genau eine spezifisch hybridisierte Sonde bei jeder Amplifikationsreaktion gespalten
wird verhélt sich die Zunahme der A;-Fluoreszenz proportional zur Menge der Reaktionsprodukte.
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Abbildung 5 : Amplifikationsplots aus Bestimmungen von 18S in einer
Verdiinnungsreihe. Darstellung durch die Analysesoftware des RTQ-PCR-Cyclers.
Gemessen wurden jeweils zwei Laufe aus insgesamt 6 Konzentrationsstufen. Vertikal
ist die Fluoreszenzintensitat (Rn) logarithmisch aufgetragen, horizontal die Anzahl der
abgelaufenen PCR-Zyklen (Cycle Number). Der anfangs nahezu lineare
Intensitatsanstieg wird gefolgt von einem Sattigungsniveau. Als rote Horizontale ist der
gewdhlte Schwellenwert Rn=0,05 eingezeichnet, dessen Uberschreiten den C; -Wert
determiniert (Kreis/Pfeil) . An diesem Punkt sind die Schwesterkurven gut kongruent. In
ihrer nach 40 Zyklen erreichten Fluoreszenzintensitat unterscheiden sich die jeweiligen
Schwesterkurven jedoch deutlich. Diese wiirden einer Konzentrationsbestimmung
durch die Endpunktmethode zugrunde liegen (grof3er Pfeil) .

Standard Curve Slope: -3.728008
40 Intercept: 15.537153
Correlation: -0.999278
36 =
32 a
T =
[
24
2
20
a
16 PR1 -
-B -5 - . -2 - 0
Log CO

Abbildung 6 : Standardgerade. (Darstellung der Analysesoftware des RTQ-PCR-
Cyclers). Die vorbekannten Konzentrationwerte sind halblogarithmisch gegen die
ermittelten Ci-Werte auf%etragen. Steigung (slope), Achsverschiebung (intercept) und
Regressionskoeffizient r° (Correlation) der Standardgeraden (standard curve) sind
angegeben.

Der FluoreszenzschwellenwdRin muss so gewahlt werden, dass er wahrend der PRlease
exponentiellen Fluoreszenz-Zunahme Uberschrittendl. wDiese Phase stellt sich in einer
halblogarithmischen Auftragung wie bei Abbildung lisear dar. Wahrend vorheriger

Untersuchungen hat sich in der Arbeitsgruppe ailorfélszenzschwellenweéRnvon 0.05
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bewahrt, der deshalb auch in dieser Arbeit gewéhitle.
Tragt man die erhaltenen @erte einer Verdunnungsreihe gegen deren bekannte

Konzentrationen auf, so erhalt man durch Regressioe Standardgeradevie sie als

Beispiel in Abbildung 6 dargestellt ist. Sie wirddzhrieben durch die Geradengleichung:

C: = log1l0(Ausgangskonzentration)c* Steigung + Achsverschiebung

Anhand dieser Standardgeraden ist nun die Ausgangsktration ¢ eines Templates aus
seinem ¢— Wert herleitbar. Dies wurde in Abbildung 7 amidpeel der Bestimmung von
RAD52 bei Patient 18 visualisiert. Durch Umstelludey Geradengleichung erhalt man:

Ausgangskonzentratiom c 10(Ct—Achsverschiebung) | Steigung

Weiter unten in Abschnitt 3.7.2 wird noch der BEgPCR-Effektivitaerlautert werden.

a) Amplifikationsplot

10—

oot / L] Ci-Werte
RAD52 in 18T: 30,29 ; 30,39
RAD52 in 18N: 31,88 ; 32,06

\ A4

0.001

1 1617 181920212223242526272829305 133 3334353637 383940

b) Standardgerade

40

36

37

Y

+18T
L
28

24

20

-5 -4 =3 = - 0

Konzentrationswerte [ng/10 pl

RAD52 in 18T: 1,04*10™ 1,1*10™*
RAD52 in 18N: 3,71*10°%; 4,14*10°

Abbildung 7 : Bestimmung der Ausgangskonzentration c, anhand des Ci-Werts.
(Beispiel: Expression des Gens RAD52 in Patient 18). a) jeweils zwei
Amplifikationsplots aus dem Tumorgewebe (18T; griin + rot) und dem Normalgewebe
(18N; violett + blau) sind dargestellt. Die jeweiligen Schwesterkurven kreuzen den
Schwellenwert Rn an annahernd demselben Punkt b) Standardgerade aus Abbildung
6. Durch Auftragen der bei (a) ermittelten Ci-Werte auf den entsprechenden Abschnitt
der Standardgerade lassen sich die unten angegebenen Konzentrationswerte
ablesen.
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3.6.2 Durchfiihrung der RTQ-PCR

Die RTQ-PCR-Nachweisreaktionen wurden auf 96-W&kBn durchgefihrt. Auf jeder 96-
Well-Platte wurde die Expression jeweils eines Gensgesamten Patientenkollektiv (10
Seminome und 10 Nichtseminome = 20 Patienten)rbesti Fir jeden Patienten wurde die
Genexpression sowohl in seinem Tumorgewebe als musBinem Normalgewebe ermittelt
(40 Expressionsbestimmungen). Jede Genexpressgimsbmaing wurde zweimal
durchgefihrt (80 Reaktionen). Gleichzeitig wurdem 3tandardisierung auf jeder 96-Well-
Platte sechs Stufen einer Verdinnungsreihe und\aifiprobe (NTC = non-template control)
in ebenfalls jeweils zwei Reaktionen mitbestimmt @eaktionen). Auf diese Weise wurden
bei jedem RTQ-PCR-Lauf 94 der 96 zur Verfuguntetelen Wells belegt. In Tabelle 3 ist
der Reaktionsansatz fur eine Reaktion (=1 Wellydstellt.

Initiale Volumen fiur eine
Reagenz Konzentration = Endkonzentration Reaktion
MasterMix 2X 1x 15 pl
PPD 20x 1x 1,5 ul
Wasser 3,5 ul
Template 10 ng/ 104l 10 pl
30 pl

Tabelle 3: Reaktionsansatz fur eine RTQ-PCR Nachweisreaktion. Jeder Nachweis
wurde im Doppelansatz gefiihrt. Zusammen mit dem Uberschuss fiir eine weitere
Reaktion wurden die Anséatze fir jeweils drei Reaktionen pipettiert. PPD= Primer-Probe-
Design. ( ~ cDNA Konzentration fiir 18S-Bestimmung 0,1 ng/10 pl )

Die Praparation einer 96 Well Platte erfolgte im dgei Arbeitsschritten: Vorbereitung der

Templates, Herstellung der Tag-Chemien und Besuahigkler 96-Well-Platte.

Vorbereitung der Templates
Das wie vorangehend in den Abschnitten 3.3 bis/8rbereitete Zellmaterial wurde tber eine
halbe Stunde bei Raumtemperatur aufgetaut. Ang&dmnieé wurde es Uber 2 Minuten bei 95°C

im Thermomixer inkubiert und danach auf Eis gelager
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Herstellung der Tag-Chemien

Die Auftauzeit der tiefgefrorenen cDNA-Templatesrdaizur Herstellung der Gesamtanséatze
der beiden verwendeten Tag-Chemien genutzt. DieCramie umfasst alle Reagenzien
eines Reaktionsansatzes ohne das Template. lhramfusnsetzung lasst sich aus den

Volumenverhaltnissen bei den EinzelreaktionerT@belle 3 ersichtlich) herleiten.

Die Tag-Chemie fur das untersuchte Gemrde fur 40 Expressionsbestimmungen bendtigt.

Fir jede Bestimmung wurde das Volumen fir drei Reakn a 30 ul veranschlagt, da jede
Expressionsbestimmung zweifach  durchgefihrt wurded unoch ein weiteres
Reaktionsvolumen als Uberschuss notwendig war. Z#ompensation von
Benetzungsverlusten bei den nachfolgenden Pipatbieiten wurden nochmals 4x3
Reaktionsvolumina als Uberschuss veranschlagt. Sevaide ein Reaktionsansatz fur
insgesamt 40 x 3 + 4 x 3 = 132 Reaktionen herdedbaéser enthielt:

e 1980 pl (132 x 15 pl) MasterMix ,

e 198 pl (132 x 1,5 pl) des PPD zum Nachweis dessuntaten Gens sowie

e 462 pl (132 x 3,5 pl) Wasser.

Analog wurde die_Tag-Chemie zur 18S-Bestimmuagsreichend fir 24 Reaktionen

angesetzt: Drei Reaktionsvolumina fir je eine dmhs Stufen der Verdinnungsreihe sowie
fur die Nullprobe (3 x 7) und zuséatzlich 3 Reaksweolumina im Uberschuss:

e 360 pl (24 x 15 pl) MasterMix ,

e 36 ul (24 x 1,5 ul) des PPD zum Nachweis des untbten Gens sowie

e 84 ul (24 x 3,5 pl) Wasser.

Der MasterMix (TagMan® Universal PCR Master Mixrnra Applied Biosystems, Foster
City, Kalifornien, USA) und das Wasser wurden b#&C 4elagert. Es wurde ausschliel3lich
hochreines, RNAse-freies Wasser verwendet. DimérProbe-Designs wurden bei —70°C
tiefgefroren aufbewahrt. Die Reagenzien wurde rufnEas bereitgelegt und zum Schutz vor
Lichteinstrahlung abgedeckt. So wurden sie in eRRBIAse-freien Raum verbracht, um auch
geringe Kontaminationen zu vermeiden. Weitere MaBren zur Bewahrung der RNAse-
Freiheit beinhalteten die Benutzung von Einmalkittend Handschuhwechsel. Es wurden
niemals von aullerhalb eingebrachte Gerate odert nichdiesem Raum entsiegelte
Verbrauchsmaterialien verwendet. Die tiefgefroreReimer-Probe-Designs wurden langsam

aufgetaut. Samtliche Reagenzien wurden anschliefdierd® Sekunden gevortext und in einer
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Tischzentrifuge abzentrifugiert. Dann wurden dies@wutanséatze der beiden Tag-Chemien
unter strenger Beachtung der Regeln fir sterilebegn an einem Sterilarbeitsplatz

(TemplateTamer®, Firma Q-BlOgene, Heidelberg, Dyaanmenpipettiert.

Beschickung der 96-Well-Platte

Die folgenden Arbeiten wurden an einer Laminarst®t@rilbank durchgefihrt. Zunachst
wurden die beiden Tag-Chemie-Ansatze aliquotiergbev jeweils in einem 1,0 ml
Reaktionsgefal das Tag-Chemie-Volumen fur 3 RTQ-R€E&ktionen vorgelegt wurde. Wie
aus Tabelle 3 hervorgeht, waren dies jeweils 6034k (15 pl + 1,5 pl + 3,5 ul)). Auf diese
Weise wurden 47 Reaktionsgefalle (40 Genexpresssisimungen zum einen und 6 Stufen
einer Verdunnungsreihe sowie eine Nullprobe zumeseg vorbereitet, die danach auf Eis
und lichtgeschitzt aufbewahrt wurden. Nun wurdgeriem dieser Reaktionsgefal3e 3x10 pl
Patiententemplate hinzugegeben. Dabei wurde jedeplBte-LOosung vor Entnahme der
30 ul fur streng 30 Sekunden aufgevortext und dabhagiert. Die kompletten
Reaktionsansatze wurden wiederum auf Eis und leddigitzt aufbewahrt. Jeder
Reaktionsansatz wurde erneut fur streng eine hislineite gevortext und abzentrifugiert.
Danach wurden jeweils 30 pl des fertigen Reaktinsatzes in zwei der 96 Wells eingebracht
und der Rest verworfen. Nachdem die Platte voltstibeschickt war, wurde sie mit einer
selbsthaftenden Folie abgedeckt und jedes Well tdlanfitdicht abgeschlossen. Abschliel3end

wurde die Platte tGber zwei Minuten bei 1.400 Umdregen/min zentrifugiert.

Design der RTQ-PCR-Reaktion

Die dieserart vorbereiteten 96-Well-Platten wurdemen RTQ-PCR-Cycler eingesetzt und
die PCR-Reaktion nach dem in Tabelle 4 ersichtidAeogramm durchgefiihrt. Dabei diente
die Stufe 1 (50°C uber 2 Minuten) der Aktivierurgy dmpErase® UNG, einer Nuklease, die
Oligonukleotide abbaut. Die anschlielRende Stuf@32¢ Uber 10 Minuten) hatte zum einen
die Deaktivierung der thermosensiblen AmpErase ®GUNIm Ziel, zum anderen dient sie
der Aktivierung der thermostabilen AmpliTaq Gold@E Polymerase. Diese ist durch eine
Antikérperbindung blockiert, welche vor Beginn démplifikationszyklen durch Erhitzen
geldst werden muss (sog. ,hot start“-Verfahren).v8al die Bildung von unerwinschten
Polymeraseprodukten vor Durchfihrung der PCR vesdrin Sowohl AmpErase® Nuklease
als auch AmpliTaqg Gold® DNA Polymerase sind im vemdeten TagMan® Universal
MasterMix der Firma Applied Biosystems, Weitersfdatutschland enthalten.
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Stufe 1 2 3
Wiederholung 1x 1x 40 x
Temperatur 50 °C 95 °C 95 °C 60 °C
Zeit [min] 2 10 1 1

Tabelle 4: Programmierung des RTQ-PCR Cyclers.

Gegenuber der werksseitigen Voreinstellung wurdeeddie Schmelzzeit bei 95 °C von 15
Sekunden auf das Vierfache verlangert, da so bdievgehenden Versuchen eine bessere

PCR-Effektivitat erreicht werden konnte.

Besonderheiten bei der Bestimmung von 18S und DNAPK

18S wurde in insgesamt drei Laufen in allen 40 Pa#ieriemplates bestimmt, um die
spateren Ergebnisse normalisieren zu konnen. Davi§lichen mit vielen anderen Genen,
bekanntermalRen auf einem sehr hohem Niveau exptimied, wurden die Templates zur

18S-Bestimmung mithilfe des Verdinnungspuffershsi&.2.1) um den Faktor 100 verdinnt.

Fur die Expressionsbestimmung von DNARKar kein gebrauchsfertiges Primer-Probe-
Design zu beziehen, weshalb ein entsprechendegrbesitwickelt, bezogen und getestet
wurde (sieheAbschnitt 3.2.3). Wie die ublicherweige dieser Arbeit verwendeten

gebrauchsfertigen PPD, lagen auch die Komponentsesi PPD als 20-fache Losung vor.
Statt der 198 pul eines gebrauchfertigen PPD flr Aesatz fir 132 Reaktionen wurden
jeweils 74,25 ul der Vorwarts- und Ruckwartsprimed 49,5 pl der Sonde eingesetzt.

Modifikationen des Protokolls

Alle nach dem vorangehend beschriebenen Protokothdiefihrten Versuche wurden mit
dem Suffix ,SUNS* gekennzeichnet. Aufgrund von Matnappheit wurde im Laufe der
Untersuchung entschieden, das zuvor beschriebestekBl hinsichtlich der eingesetzten
Template-Menge zu verandern. Zunachst wurde dimplae-Menge um ein Drittel
reduziert; spater wurde nur noch die Halfte dergamgsmenge verwendet. Die mit diesen
Modifikationen durchgefihrten Versuche wurden mitend Suffixen ,eco* (2/3
Ursprungsmenge) und
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Initiale End- Volumen [ul] far
Konzentra- konzentra- 1 3 24 132
Reagenz tion tion Reaktionen
Protokoll ,SuNS*
MasterMix 2X 1x 15 45 360 1980
PPD 20x 1x 15 45 36 198
Wasser 3,5 10,5 84 462
Template |10 ng/ 10 pi 10 30 240 1320
30 90 720 3960
Protokoll ,eco*
MasterMix 2X 1x 15 45 360 1980
PPD 20x 1x 15 45 36 198
Wasser 6,83 20,5 164 902
Template | 6,67 ng/ 10 pl 6,67 20 160 880
30 90 720 3960
Protokoll ,seco*
MasterMix 2X 1x 15 45 360 1980
PPD 20x 1x 15 45 36 198
Wasser 8,5 25,5 204 1122
Template | 5ng/ 10 pf 5 15 120 660
30 90 720 3960

Tabelle 5: Zusammenschau der Reaktionsansatze und der daraus resultierenden
Pipettiervolumina gem&R den Versuchsprotokollen
Unterschiede zwischen den Protokollen sind kursiv gesetzt. PPD= Primer-Probe-Design.
( " Initiale Konzentration firr 18S-Nachweis um den Faktor 100 verdiinnt)

+~OUNSH,

,eco”

L.Seco”.
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»seco” (1/2 Ursprungsmenge) gekennzeichnet. DigaW@erungen, die sich hieraus fur die
oben angefihrten Pipettiervolumina ergaben sind dabelle 5 ersichtlich. Die

Pipettiervolumina fur die_Herstellung der Tag-Chemlassen sich hier aus den Spalten fur
24 Reaktionen (Tag-Chemie fur 18S-Bestimmung undlpkabe) und fir 132 Reaktionen
(Tag-Chemie zur die Expressionsbestimmung dessutkten Gens) ablesen.

Die Pipettiervolumina fir die_Beschickung der 96i{MWRdatte sind der Spalte fir 3

Reaktionen zu entnehmen: Beim urspringlichen PoiitgluNS* wurden 60 ul aus dem
Gesamtansatz der Tag-Chemie (entsprechend: 45 steNéix + 4,5 pl Primer-Probe-Design
+ 10,5 ul Wasser) vorgelegt und mit 30 pul Tempkiganzt. Beim Protokoll ,,eco” wurden
70 pl vorgelegt und mit 20 pl Template erganzt.nBd?Protokoll ,seco” kamen 15 pl
Template zu einer Vorlage von 75 pl Tag-Chemie.

3.6.3 Verdunnungsreihen

Zu Standardisierungszwecken wurde aus dem verglaegilse reichlich vorhandenem Tumor-
Template des Patienten 7 eine Verdunnungsreihellerdbas Template lag wie oben
beschrieben photometrisch auf 10 ng/10 pl cDNA esingllt vor. Nach dem Auftauen wurde
das gesamte Template zunachst bei 95°C Uber 2 éfimdgnaturiert und anschliel3end tber

30 Sekunden geschittelt. Danach wurden 22,5 péide3NA-Losung mit der Pipette

Stufe | cDNA [ng/10 pul] Stufe| cDNA [ng/10 pl]
2 0,5 12 | 0,0004882
3 0,25 13 | 0,0002441
4 0,125 14 | 0,0001221
5 0,0625 15 | 0,00006104
6 0,03125 16 | 0,00003052
7 0,01563 17 | 0,00001526
8 0,007813 18 | 0,000007629
9 0,003906 19 | 0,000003815
10 |0,001953 20 | 0,000001907
11 | 0,0009766

Tabelle 6: Konzentrationsstufen der verwendeten Verdiinnungsreihen. Rundung
auf eine vierstellige Mantisse.
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abgehoben und einer Vorlage von 427,5 pl Puffeeigdgeben, was einer Verdinnung um
den Faktor 20 entsprach. Diese Verdinnungsstufedevuals ,Stufe 2“ bezeichnet.

Ensprechend den Stufen 3-20 wurden 18 Reaktiorfdgefdrbereitet, in denen jeweils 225 ul
Puffer 2 vorgelegt wurde. Fortlaufend wurde nun 3H0aus der zuletzt hergestellten
Verdinnungsstufe zu der nachsten Ubergehoben uerdjéleils 30 Sekunden geschiittelt.
Jede Stufe dieser Reihe entsprach demnach ein@rereNerdiinnung um den Faktor 2. Die

solcherart hergestellten Verdiinnungsreihen wureéer B0°C aufbewahrt.

3.7 Auswertung

Samtliche Berechnungen wurden mithilfe der Softwaxeel 2000 der Firma Microsoft, USA
und SigmaPlot 2000 V 6.0 der Firma Systat SoftwanebH, 40699 Erkrath, Deutschland
(vormals SPSS Science) ausgefihrt.

3.7.1 Standardisierung

Bei jedem RTQ-PCR Versuch wurden auf derselben @8-Rlatte die Ct-Werte von jeweils
6 Stufen einer Verdinnungsreihe mitbestimmt. Esdeujeweils ein Bereich von 16
Verdunnungsstufen (Stufen 2-18; 3-19 oder 4-20;spight jeweils 4,8 Log-Stufen)
abgedeckt. Mithilfe der bekannten Konzentratiogidey [ng/10 pl] wurde durch die
Analysesoftware des RTQ-PCR-Cyclers eine StandeadggAbbildung 6) errechnet.

3.7.2 Uberpriifung der Standardgeraden

Um den regelrechten Ablauf aller Amplifikationswethe sowie deren Vergleichbarkeit
untereinander sicherzustellen, wurden die Kennpahihger jeweiligen Standardgeraden
gegenibergestellt (Tabelle 7). Die Regressionskoeften r2 fur die jeweiligen

Standardgeraden lagen im Mittel bei -0,9992, wateigeringste Korrelation mit -0,99586
bei der Expressionsbestimmung von Caspaséesigestellt wurde. Somit wurden die
Stichprobenwerte durch die berechnete Standardksela genau wiedergegeben. Ein
Regressionskoeffizient von grél3er 0,990 wird alsr@eichend angesehen, um regelrechte
Versuchsbedingungen anzuzeigenFA@L 2001). Da diese gute Korrelation fir eine
Standarderade ermittelt wurde, ist zugleich die Linearitdt flrerd untersuchten

Konzentrationsbereich gezeigt.
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Achsver-
Versuch Protokoll, Faktor * Verdiinnungsreihe Steigung  schiebung r2

18S_in_9-H SuNS, 1* Std-MCF7-alt -3,726 18,780 -0,99918
18S_in_K-R SuNS, 1* Std-MCF7-alt -3,474 18,830 -0,99888
18S_in_S-W SuNS, 1* Std-MCF7-alt -3,387 18,849 -0,99909

Mittelwert: 18,820

( Stdabw.: 0,0356)
BAX seco, 1/2 * Std-7T -3,627 16,237 -0,99936
ERCC1 seco, 1/2 * Std-7T -3,655 16,110 -0,99909
Last_bus seco, 1/2 * Std-7T -3,641 16,350 -0,99921
NME1 seco, 1/2 * Std-7T -3,457 16,655 -0,99754
PCNA seco, 1/2 * Std-7T -3,508 16,465 -0,99966

Mittelwert: 16,363

( Stdabw.: 0,210)
CASP3 eco, 2/13 * Std-7T -3,481 16,033 -0,99586
CASP4 eco, 2/13 * Std-7T -3,414 15,998 -0,99716
CDK2 eco, 2/3 * Std-7T -3,637 15,776 -0,99964
CDKN1A eco, 2/3 * Std-7T -3,690 15,508 -0,99879
CLU eco, 2/3 * Std-7T -3,540 15,869 -0,99948
FASTK eco, 2/3 * Std-7T -3,682 15,818 -0,99907
GADDA45A eco, 2/3 * Std-7T -3,517 16,012 -0,99962
GSTA2 eco, 2/3 * Std-7T -3,714 15,567 -0,99888
NFRKB eco, 2/3 * Std-7T -3,5710 15,964 -0,99965
RAD23a eco, 2/3 * Std-7T -3,567 15,995 -0,99966
RAD50 eco, 2/3 * Std-7T -3,712 15,728 -0,99966
TNFRSF6 eco, 2/3 * Std-7T -3,421 15,896 -0,99901
TNFSF10 eco, 2/3 * Std-7T -3,570 15,836 -0,99985
TNFSF6 eco, 2/3 * Std-7T -3,635 15,535 -0,99982
TP53ii eco, 2/3 * Std-7T -3,675 15,999 -0,99984
XRCC5 eco, 2/3 *  Std-7T -3,596 15,762 -0,99970

Mittelwert: 15,831

( Stdabw.: 0,175)
BAD_NseminomeSuNS, 1 * Std-7T -3,551 15,259 -0,99965
BAD_Seminome SuNS, 1* Std-7T -3,513 15,386 -0,99983
CCND1 SuNS, 1* Std-7T -3,533 15,399 -0,99967
CCND2 SuNS, 1* Std-7T -3,506 15,286 -0,99939
CCND3 SuNS, 1* Std-7T -3,636 15,362 -0,99935
CDK4 SuNS, 1* Std-7T -3,669 15,254 -0,99985

Mittelwert: 15,324

( Stdabw.: 0,066)
Mittelwerte, alle: -3,577, -0,99918
( Stdabw.: 0,096 8,83E-09

Tabelle 7: Steigung (slope) und Achsenverschiebung (intercept) der
Standardkurven aus samtlichen Versuchen. Angewendetes Versuchsprotokoll

und resultierender Verdunnungsfaktor (Abschnitt 3
Verdinnungsreihe (Abschnitt 3.7.3).

6.2),

verwendete
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Die Steigung (slopeg¢iner Standardgeraden ist Ausdruck der Effektivd&r PCR-Reaktion.

Ihr Betrag gibt an, wie viele Amplifikationszykldmenétigt werden, um die Kopienanzahl
eines Templates zu verzehnfachen. Die Steigunden Standardkurven der vorliegenden
Versuche lagen im Durchschnitt bei -3,577 und eden dabei untereinander kaum
(Standardabweichung 8,8 * 1D Bei einer idealen Reaktion wiirde die Kopienanzatjéder
Amplifikationrunde verdoppelt und die Kopienzahhnge mit 24722 der 2¥klenzy, - Eiir diesen
Fall ware die Steigung mit - 3.322 zu berechnen LAog 10 2) . Tatsachlich wurde die
Kopienanzahl nicht vollstandig verdoppelt, was eikéfizienz von 100% entsprache. Die
cDNA vermehrte sich pro Zyklus durchschnittlich wtas 1,904-fache ( = 10/5°P®). Im
Laufe der PCR-Reaktion nahm die Kopienanzahl alsdspeechend dem Faktor
1,904 Anzanl der Zyklen 7\, - pie RTQ-PCR-Effizienz der vorliegenden Untetsingen betrug
demnach 90,4%, was einem normalen Reaktionsabfaspricht (RAFFL 2001). Durch die
sehr hohe Konstanz der Steigungswerte sind dietkoten Reaktionsbedingungen fir die

einzelnen Versuche sichergestellt.

3.7.3 Kaorrekturfaktor fur unterschiedliche Verdinnu ngsreihen

Als Referenz zur Standardisierung der 18S-Bestingenon wurde zunachst eine
vorbestehende cDNA Verdinnungsreihe herangezogdaes, als einer MCF-7 —
Fibromzelllinie hergestellt wurde (Bezeichnung ;M€ F-7-alt”).

Zur Standardisierung der im Verlauf der weiteren tddsuchung bestimmten
Genexpressionswerte musste eine andere Verdiumeiumgyerwendet werden, die aus der

cDNA der Tumor-Templates des Patienten 7 hergéstatide (Bezeichnung ,Std-7T").

Anhand der differierenden y-AchsenverschiebunganSdendardkurven aus den Versuchen
nach den Protokollen ,SuNS*, ,eco” und ,seco” (®2h6) lasst sich auf die unterschiedliche
cDNA-Kopienanzahl in den eingesetzten Verdiunnunlgereschliessen. So liegen zwischen
den korrespondierenden Konzentrationsmessungedemit Protokoll eco und dem Protokoll
SuNS 0,5067 PCR-Zyklen ( = Differenz der inter¢céMerte), zwischen den
Konzentrationsmessungen mit dem Protokoll seco derd Protokoll SUNS 1,0391 PCR-
Zyklen, was mit den zu erwartenden Unterschiedemrchddie Verdinnung tbereinstimmit.
Zwischen den y-Achsenverschiebungen der Standardkuaus den Verdiunnungsreihen Std-
MCF-alt und Std-7T nach dem Protokoll SUNS bes&htUnterschied von 3,4956 PCR-
Zyklen. Damit ist das Verhdltnis korrespondierendd8S - Konzentrationen
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Csta-mcrr-at! Csgrr  0,1054 (= 1@™Mercert/slory it dem Kehrwert aus diesem Quotienten
wurden deshalb alle mithilfe der Verdunnungsreihetd-MCF7-alt ermittelten
Konzentrationswerte multipliziert, um sie mit ddorigen Konzentrationswerten vergleichbar

ZUu machen.

3.7.4 Normalisierung

In samtlichen Patienten-Templates wurde die Expmpessyon 18S bestimmt und zur
Ergebnisnormalisierung (als externer Standard) &edet. So wurden samtliche cDNA-
Konzentrationswerte durch die 18S-Konzentrationsdiken Templates geteilt. Die hieraus
hervorgehenden Werte werden Alssolute Expressiofbezeichnet und sind dimensionslos.

Beispielsweise betragt die Absolute Expression RAD52 bei Patient 18

im Tumorgewebe : 1,10 * 10ng/10 pl] /7,97 * 18 [ng/10 pl] = 1,38 * 18 , bzw.
1,04 * 10* [ng/10 pl] /7,97 * 18 [ng/10 pl] = 1,30 * 18

3,98 * 10 , bzw.
4,44 * 19

im Normalgewebe: 3,71 * 10[ng/10 pl] /9,33 * 16 [ng/10 pl]
4,14 * 10° [ng/10 pl] /9,33 * 18 [ng/10 pl]

3.7.5 Differentielle Expression

Um zu untersuchen, wie sich der Expressionszustares Gens anderte, abhangig davon ob
man das Normal- oder das Tumorgewebe betrachtetejendie Differentielle Expression
(dE) berechnet. Die wie oben beschrieben bereits stdistkrten und normalisierten
absoluten Expressionswerées Gens sowohl im Tumorgewebe als auch im Higewebe
eines Patienten wurden hierzu ins Verhéltnis gesé&z wurden immer beide Absoluten
Expressionswerte im Tumorgewebe einzeln durch Mételwert aus beiden Absoluten
Expressionswerten im Normalgewebe geteilt. So KEriman beispielsweise fur das Gen
RAD52 in Patient 18 die Differentielle Expression:

1,38 * 10° / 4,21 * 10" = 3,28
1,30 *10° / 4,21 * 10" = 3,10

Bei Patient 18 wurde das Gen RAD52 im Tumorgeweabemehr als das dreifache starker

exprimiert als im Normalgewebe.
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Die Differentielle Expressionist eine gangige Mal3zahl zur Beschreibung von
Expressionsanderungen. Bei graphischen Darstellumgess sie allerdings logarithmisch
aufgetragen werden, um beispielsweise eine Hoclatg um das Finffache (entspricht dE
von 5,0) und eine Herunterregulation auf ein Fir{éatspricht einer dE von 0,2) gleich grofR3
abzubilden. Eine alternative Mdglichkeit Expressigrhaltnisse darzustellen ist der
Logarithmus der differentiellen Expression (LEEhgl.log expression ratio). Die LER kann
linear aufgetragen werden, ohne die oben bescmégb¥erzerrungen aufzuweisen.

Samtliche weiteren Berechnungen (Standardabweich8mifikanz, Mittelwerte) wurden
mit der LER durchgefuhrt und die Ergebnisse anefleind wieder in die differentielle
Expression umgerechnet (siehe Abbildung 8).

arithmetischer 5402

dE, =5 dEy = 0.2 Mittelwert - T =26 (!)
LER = logm dE
LER, = 0,699 ; arithmetischer _0.699-0.699 _
LER, = -0,699 Mittelweri 5 0
dE = 10"
differentielle Expression der mittleren LER (dmkE) 1

Abbildung 8: Rechenweg fir die Berechnung der ,differentiellen Expression der mittleren
LER" (dmE). Das arithmetische Mittel aus differentiellen Expressionswerten ergibt keine
sinnvollen Ergebnisse. Deshalb wurden fir weitere Berechnungen die dE stets in die LER
umgerechnet.

Anderenfalls wirde es zu ungewlnschten Verzerrukgemmen. So ware der Mittelwert aus
beiden oben genannten differentiellen Expressiortswe?2,6. Dieses Ergebnis spiegelt die
Tatsache, dass es sich um gegensatzliche abehgjbrike Expressionsanderungen handelt
nicht wider. Der Mittelwert, der auf dem Umweg uloke LER berechnet wird, soll deshalb
im FolgendendmE, differentielle Expression der mittleren LEBnannt werden. Mit ihr
erhalt man im gleichen Fall ein sinnvolles Ergebros dmE = 1. Analoge Effekte ergaben
sich auch bei den Errechnungen von Standardabwegcl8ignifikanz, etc.
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3.7.6 Schwellenwerte

Eine differentielle Expression von < 0,5 wurde glerunterreguliert bezeichnet und
gewertet; analog eine differentielle Expression »ah0 als ,hochreguliert®. Der Bereich der
differentiellen Expression zwischen diesen beidehwllenwerten €ngl threshold levels)
wurde als ,Kontrollbereich* bezeichnet.

Die Expression von RAD52 durch Patient 18 wurdedeer differentiellen Expression von
mehr als 3 daher alochreguliertgewertet.

3.7.7 Ahnlichkeitsberechnungen

Ausgehend von den untersuchten 37 Genen wurdedem untersuchten Patienten ein Maf3
der Ahnlichkeit (Proximitat) zu jedem anderen ustehten Patienten bestimmt, was fiir 19
Patienten (n=19;""%), = 171) 171 Einzelwerte ergab. Diese Berechungemien nach den
bei Backhaus (BckHAUS 2003) beschriebenen Methoden durchgeflhrt.

Bindres Merkmal:
»auf* »ab®
Eigenschaft:
hochreguliert wahr falsch
im Kontrollbereich falsch falsch
herunterreguliert falsch wahr

Tabelle 8: Kodierung der drei mdglichen Eigenschaften der Genexpression durch
zwei binare Merkmale.

Den Proximitatsberechnungen lagen die gemal Abschii4 bewerteten Daten zugrunde,
was zu einer Datenmatrix von 19 Objekten (Patignitem 37 verschiedenen Eigenschaften
(Genen), die drei verschiedene Zustande annehmennekd (hochreguliert, im
Kontrollbereich, herunterreguliert) fihrte. DieseeidZustande wurden durch zwei binare
Merkmale (,auf* und ,ab") abgebildet (Tabelle 8).

Diese aus 37 Eigenschaften hervorgehenden 74 hiMezkmale jedes Patienten wurden
jeweils fur ein Patientenpaar miteinander verglichéur jedes verglichene Merkmal

resultierte einer der vier Falle a, b, c oder d,idiTabelle 9 erlautert sind.
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Patient; :

Merkmal wahr Merkmal falsch

Patient;:
Merkmal wahr
Merkmal falsch b d

Tabelle 9: Vierfeldertafel fir den Vergleich eines binaren Merkmals.

Der Ahnlichkeitskoeffizient § fur das Patientenpaar wurde dann nach der ,simple
matching“ — Methode

S=(@+d)/(a+b+c+d)

errechnet. Die Summe der resultierenden Félle a++cb+ d war dabei immer 74, da die
beiden Eigenschaften ,herunterreguliert* und ,heduliert* 37mal verglichen wurden. Der
nach dieser Methode bestimmte Ahnlichkeitskoeffiziavird auch als M — Koeffizient

bezeichnet. Er ist der Quotient aus der AnzahMierkmalsvergleiche mit dem Ergebnis a (=
Ubereinstimmend wahr) und d (= Ubereinstimmend clfglszu der Gesamtzahl der
verglichenen Merkmale. Der Ahnlichkeitskoeffiziemimmt einen Wert zwischen 1
(vollkommene Ubereinstimmung aller Merkmale) ungk&n Merkmal stimmt tiberein) an.

Dabei wurde folgende Gewichtung vorgenommen (siEdieelle 10): Das Ubereinstimmen
von zwei Expressionseigenschaften — etwa wenn beateenten das verglichene Gen im
Kontrollbereich exprimierten — ging mit dem Wertr2den Zahler fur die Berechnung des
Ahnlichkeitskoeffizienten ein, da beide binaren keale des Gens Ubereinstimmten. War
jedoch beispielsweise bei Patiegzin Gen hochreguliert, wahrend dieses Gen vorefaiin

Kontrollbereich exprimiert wurde, so ging dies nuait einer 1 in den Zahler ein. Das
resultierte aus der Tatsache, dass die beidennRatiedas bindre Merkmal ,ab“ des

verglichenen Genes Ubereinstimmend nicht aufwiesas,dem Fall ,,d* entsprach.
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Patient;
hoch- :im Kontroll-: herunter-
reguliert bereich reguliert
et bt Lauf abt Lauf abt
binar
=1 =0:=0 =0:=0 =1
Patient;
hoch- Sauf'=1| a C c
reguliert ;,,ab“:o d d b
imKontroll- | ,auf=0 | b i d i d
bereich | ,ab*=0 d | d | b
herunter- éuan"ZO b d . d
reguliert ;,,ab“:l c c a

Tabelle 10: Vergleich der Expressionseigenschaften eines Gens zweier Patienten
miteinander. Die drei moéglichen Eigenschaften sind als zwei bindre Merkmale ,auf*
und ,ab" kodiert. Fir jeden Vergleich einer Eigenschaft resultieren so zweimal die
Falle a, b, c oder d (siehe Tabelle 9). Nur die Falle a und d (unterstrichen) gehen in
den Zahler fur die Berechnung des Ahnlichkeitskoeffizienten ein (unterstrichen).

Entsprechend wurde die Hoch- oder Herunterregulaemes Gens des Patientam

Vergleich mit der Expression dieses Gens ,im Kdlttisveich* durch Patieptals ahnlicher
gewertet als eine gegensatzliche Expression (z.Bitief® hoch- und Patient
herunterreguliert), aber als weniger &hnlich al® dibereinstimmen (z.B: Patient
hochreguliert sowie Patigritochreguliert) beider Eigenschaften. Auf diese $&'ajing der
ordinale Zusammenhang der drei Expressionszustgndeerunterreguliert < im

Kontrollbereich < hochreguliert ) mit in die Beteing des Ahnlichkeitskoeffizienten ein.
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4 Ergebnisse

4.1 Vergleich von Seminomen und Nichtseminomen

4.1.1 Absolute Expression

Die durchschnittliche absolute Expression in Tureargbe und Normalgewebe, unterteilt

nach Seminomen und Nichtseminomen ist in Tabelldakgestellt.

Variabilitdt der absoluten Expression

Die absolute Expression der untersuchten Gene imofu und Normalgewebe von
Seminomen und Nichtseminomen variierte mit eindatireen Standardabweichung von
durchschnittlich 64% (SD 27%). Sie reichte von 2{BCL-2 im Tumorgewebe der
Seminome) bis 235% (Cyclin E1 im Normalgewebe demi@ome). Die relative
Standardabweichung der absoluten Expression im Tgemaebe war im Mittel mit 68% (SD
27%) signifikant hoher als mit 60% (SD 27%) im Natgewebe (p= 0,021). Im
Normalgewebe war die durchschnittliche relativen8tadabweichung bei den Seminomen
mit 58% (SD 33%) kaum anders als bei den Nichtsemen mit 61% (SD 20%) (p= 0,27).
Anders im Tumorgewebe, wo die Standardabweichumg\dshtseminome im Durchschnitt
mit 77% (SD 26%) hochsignifikant hoher war als 5886 (SD 25%) bei den Seminomen (p=
0,00012).

Unterschiede der absoluten Genexpression

Im Normalgewebevurde fur jedes Gen eine Ratio (siehe Tabelledet)durchschnittlichen

absoluten Expression in Seminomen und in Nichtsemén gebildet. Diese lag zwischen 0,4
(GPX 2, NME1 und BAX) und 2,7 (Cyclin E1). Im Mittevar die absolute Expression im
Normalgewebe der Nichtseminome um den Faktor OEB $5%) niedriger als bei den
Seminomen. Der Unterschied war mit p=0,25 nichhifikpnt. Signifikant war ein solcher
Unterschied in 14 Fallen bei der Betrachtung dezaeinen Gene (siehe Tabelle 11). Dabei
wurden 3 Gene vermehrt im Normalgewebe der Seminexpeimiert (Ratio 1,7: BAGI,
1,6: TNFL ; 1,5: FasR) und 11 Gene vermehrt im midgewebe der Nichtseminome
exprimiert (Ratio 0,4: GPX2, NME1, BAX; 0,5: CylD3, RAD52; 0,6: Cyclin D1, cdk4,
cdk2; 0,7: GADD45A).
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Tabelle 11: Absolute Expressionswerte in Tumor- und Normalgewebe. Durchschnittswerte fir

Verhaltnis der

durchschnittlichen absoluten Expression in Seminomen zu Nichtseminomen und dessen Signifikanz

Ratio, p-Wert:

aufgefihrt.

Seminome und Nichtseminome sind getrennt

(t-Test fur unabhangige Variablen). T/N: positiv, wenn der Unterschied der absoluten Expression
von Seminomen und Nichtseminomen im Tumorgewebe gréRer als im Normalgewebe ist. (siehe

Text)

*p<0,5 *p<0,01 **p<0,001
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Im Tumorgewebdag die Ratio der durchschnittlichen absolutenrEgpion bei Seminomen
und Nichtseminomen zwischen 0,1 (Cyclin D1) und RAD51). Im Mittel war sie 0,78

(SD 79%). Dieser Unterschied war mit p= 0,0017 ifikgmt. Im einzelnen war die absolute
Expression bei 12 Genen signifikant unterschiedliglon ihnen wurden drei Gene im
Tumorgewebe der Seminome hdher exprimiert als irmdrgewebe der Nichtseminome
(Ratio 2,1: RAD51; 1,9: TNFR und FasL) wahrend @n& im Tumorgewebe der
Nichtseminome stéarker exprimiert wurden (Ratio @¥clin D1; 0,2: GADD45A; 0,4: p21;

0,3: Cyclin D3; 0,5: p53, GSTA2; 0,6: cdk4; 0,Laspase3, RAD50). Die absolute
Expression von BAD im Tumorgewebe in Seminomen Nichtseminomen war signifikant

gleich (Ratio=1, p=0,95)

Einfluss von Tumor- und von Normalgewebe auf die diierentielle Expression

Wie oben beschrieben ist die differentielle Expi@ssler Quotient aus absoluter Expression
im Tumorgewebe zu absoluter Expression im Normaddmy Unterschiede in der

differentiellen Expression eines Gens kdonnen désham einen auf eine unterschiedliche
absolute Expression im Tumorgewebe zurlckgefuhrtdere Zum anderen rihrt sie

maoglicherweise aber auch von einer unterschiedlatisolute Expression im Normalgewebe
her. In Tabelle 11 ist in der letzten Spalte didlZA/N“ angegeben. Sie zeigt an, ob die
groReren Unterschiede zwischen der durchschnittichabsoluten Expression im

Tumorgewebe (positiv) oder im Normalgewebe (negatdrlagen. Sie errechnet sich nach:

,,T/N“ :| |09(Rati0 Tumorgeweb)el - | Iog(RaticNormalgeweb)el

(Zu Besonderheiten beim Rechnen mit Verhaltniszalsiehe auch die Erlauterungen zur
differentiellen Expression in Abschnitt 3.7.5) Diahl ,T/N“ ist positiv, wenn der
Unterschied der Absoluten Expression im Tumorgewe&B&atiorumorgewen) VOr dem
Unterschied der Absoluten Expression im Normalgem@atiqomalgeweby Uberwiegt. Bei 9
der 37 Gene war der relative Unterschied zwiscregnaldsoluten Expression der Seminome
und der Nichtseminome im Normalgewebe gro3er alSumorgewebe (FasR, BAG1, BAX,
BAD, Cyclin E1, cdk2, RAD52, Ku80, GPX2 und NFRkBi). keinem dieser Félle war die
Ratio fir Tumorgewebe und flir Normalgewebe gleighgsignifikant. Bei 7 Genen war der
relative Unterschied gleich (,T/N“= 0, gerundet duf Nachkommastelle: FasL, Caspase4,
Cyclin D2, cdk4, PCNA, Ku70 und DNAPK)
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4 Ergebnisse

4.1.2 Differentielle Expression

Die entsprechend dem Abschnitt 3.7.6 einem der diExpressionszustande
(Herunterregulation, Hochregulation und Expressiom Kontrollbereich) zugeordneten
Expressionsergebnisse sind in Abbildung 9 dardesteld werden als _ kategorisierte

Expressionsergebnisszlautert. Die quantitativen Expressionsergelenseisd in Tabelle 12

abzulesen und in Abbildung 10 dargestellt.

Bei der Betrachtung dekategorisierten Expressionergebnissdallt die Ahnlichkeit der
Haufigkeitsverteilung der drei Expressionszustandei den Seminomen und den

Nichtseminomen auf (siehe Abbildung 9).

Ausnahmen hiervon:BAX wurde in 67% der Seminomen hochreguliert, aberG# der
Nichtseminome im Kontrollbereich exprimiert sowre @einem Falle sogar herunterreguliert.
Das Cyclin D1-Gen wurde bei den Seminomen in 44% der Félle hemeguliert und
niemals hochreguliert, hingegen bei den Nichtsemm zu 10% herunterreguliert und zu
50% hochreguliert. DaGADD45A Gen fand sich bei 56% der Seminome herunterrexduli
bei 44% im Kontrollbereich. Bei den Nichtseminonveurde es von 60% im Kontrollbereich
exprimiert, von 30% wurde es hochregulie@PX2 wurde von 67% der Seminome

hochreguliert, wahrend es von allen NichtseminomeKontrollbereich exprimiert wurde.

Bei den ubrigen 33 Genen hingegen liel3 sich keutlidber Unterschied in der Verteilung

der kategorisierten Expressionszustande feststellen

52



Ergebnisse

Seminome

NSMAF
SMPD3
TNFL
FasL
FasR
FAST
BCL2
BAG1
BAX
BAD
Caspase 3
Caspase 4
Cyclin D1
Cyclin D2
Cyclin D3
cdkd
Cyclin E1
cdk2
PCNA
p21

p53
GADD45A
RAD23a
ERCC1
RADS52
RADS51
RADS50
Ku70
KuB0
DNAPK
GPX2
GSTA2
PRKR
NFRKkB
CLU
RAB2
NME1

Il herunterreguliert
im Kontrollbereich
w hochreguliert

Nichtseminome

Abbildung 9: Verteilung der kategorisierten Expressionsergebnisse bei Seminomen und
Nichtseminomen. NSMAF wird beispielsweise von 33% der Seminom-Patienten im
Kontrollbereich exprimiert und von 67% der Seminom-Patienten hochreguliert. Aufféllig ist
die grundséatzliche Ahnlichkeit im Expressionsverhalten von Seminomen und
Nichtseminomen. Ausnahme hiervon ist die Expression der Gene BAX, Cyclin D1,

GADDA45A und GPX2.
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Bei der Betrachtung deguantitativen Expressionsergebnissg¢Tabelle 12 und Abbildung
10) fanden sich kaum signifikante Unterschiede im rfégpionsverhalten von Seminomen
und Nichtseminomen. Im Durchschnitt lag die Diffeielle Expression aller Seminome bei
0,836 (SD 217%), bei den Nichtseminomen fast idehtibei 0,835 (SD 148%). Der
Durchschnitt des Verhéaltnisses der dmE der SeminpanedmE der Nichtseminome war
1,001 (SD 60%).

Von den 37 untersuchten Genen wurden 22 Gene (b8%len Seminomen und 18 Gene
(49%) bei den Nichtseminomen signifikant differefitiexprimiert (p<0,05 im t-Test fur
abhéngige Variablen bei der Gegentberstellung eeeifigen absoluten Expression im
Tumorgewebe und im Normalgewebe).

Nur bei vier Genen wurde ein signifikanter Unteredhder dmE in Seminomen und in
Nichtseminomen entdeckt (p< 0,05, t-Test flr unalige Variablen):

Cyclin_ D1 wurde von den Seminomen mit einer dmE von 0,54 @&Do), von den
Nichtseminomen jedoch mit einer dmE von 1,62 (SB%pexprimiert (p= 0,004).

GADD45A zeigte bei den Seminomen eine dmE von 0,48, éeeiNichtseminomen eine
dmE von 1,27 (p= 0,003).

Bei GPX2 fand sich bei den Seminomen eine dmE von 2,3 unddseNichtseminomen eine
dmE von 0,83 (p= 0,00004).

Obwonhl Clusterin sowohl in Seminomen als auch in Nichtseminomerk starunterreguliert
wurde (SE: dmE= 0,03 (SD 110%); NS: dmE= 0,07 &@)), war seine Expression in
beiden Tumorentitaten doch signifikant unterschodd{p= 0,015).

Obwohl unter den 33 tbrigen Genen in 18 Féllen sigrifikante Differentielle Expression
bei Seminomen und/oder Nichtseminomen festgesiallide, fanden sich keine weiteren
signifikanten Unterschiede der Differentiellen Eegsion zwischen Seminomen und
Nichtseminomen. Die Differentielle Expression in nseomen und Nichtseminomen
unterschied sich demnach bei der gro3en MehrheiBdae (89%) nicht signifikant.

54



Ergebnisse

Seminome (SE) Nichtseminome (NS)
Gen dmE SD(%) p-Wert dmgE  SD(%) p-Wert SE/NS p-Wert
NSMAF 3,02 87 *0,0019 1,55 123 0,13 1,95 0,061
SMPD3 0,19 59 *0,0016 0,17 66 *0,0048 1,17 05
TNFR 2,85 79 *0,0012 2,15 112 *0,025 1,32 0,38
FasL 5,93 254 ***0,0009 3,82 186 *0,0072 1,55 042
FasR 0,70 86 0,14 0,89 45 0,45 0,79 033
FASTK 0,71 96 0,45 0,63 90 0,053 1,13 0,69
BCL2 0,62 44 **0,0068 0,60 53 *0,025 1,02 092
BAG1 0,21 170 **0,0033 0,39 103 **0,0088 0,55 0,14
BAX 2,35 75 **0,0049 1,38 82 0,064 1,71 0,062
BAD 0,31 106 **0,0045 0,39 61 *0,0012 0,80 0,44
CASP3 1,25 63 0,13 1,66 112 0,11 0,76 0,36
CASP4 8,91 434 0,001 6,99 624 *0,0078 1,27 078
CyclinD1 0,54 44 *0,0035 1,62 156 0,09 0,33 *0,0042
CyclinD2 341 129 0,084 2,42 187 0,14 1,41 0,44
CyclinD3 0,90 40 0,18 1,15 58 0,22 0,79 0,21
cdk4 1,50 45 0,011 1,32 65 *0,037 1,13 0,55
CyclinE1 0,50 361 0,27 1,06 146 0,26 0,47 0.2
cdk2 1,22 78 0,31 0,81 89 0,96 1,50 0,16
PCNA 1,05 97 0,76 1,34 76 0,1 0,79 0,41
p21 0,37 85 *0,0031 0,48 137 *0,047 0,79 05
p53 0,89 56 0,33 0,93 85 0,32 095 085
GADD45A 0,48 46 ***0,0007 1,27 116 0,14 0,37 *0,003
RAD23a 0,60 80 *0,025 0,63 64 *0,033 095 083
ERCC1 0,46 52 *0,0014 0,51 65 *0,029 0,91 0,65
RAD52 1,60 90 0.1 1,00 115 0,35 1,59 0,17
RAD51 1,38 103 0,058 0,78 84 05 1,78 0,074
RADS50 045 60 *0,0013 0,60 49 0,002 0,75 0,17
Ku70 0,83 176 0,34 0,59 71 *0,036 1,42 035
Kugo 1,21 74 0,096 0,97 51 0,37 1,25 0,34
DNAPK 1,19 70 0,15 1,09 75 0,17 1,09 075
GPX2 2,30 68 *0,016 0,83 31 0,24 2,76 ad
GSTA2 0,04 214 ***0,0003 0,07 197 **(,0006 0,54 025
PRKR 1,93 69 0,017 1,26 59 0,19 1,54 0,074
NFRkB 0,41 89 **0,0083 0,43 72 **0,0009 0,96 0,89
Clusterin 0,03 110 ***0,0004 0,07 51 *0,0001 0,48 0,015
RAB2 0,63 63 *0,017 0,62 46 *0,0014 1,02 0,94
NME1 2,12 66 *0,011 1,54 67 *0,028 1,38 0,19

Tabelle 12: Differentielle Expression der Seminome und der Nichtseminome : dmE
differentielle Expression der mittleren LER, SD(%) relative Standardabweichung von der
dmE in Prozent. SE/NS: Verhaltnis der dmE der Seminome zur dmE der Nichtseminome.

*p<0,05 *p<0,01 **p<0,001
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Abbildung 10: Differentielle Expression in Seminomen (SE) und Nichtseminomen (NS) (dmE und
Standardabweichung wie in Tabelle 12 aufgefuhrt). Gestrichelte Linien bei den Differentiellen
Expressionswerten 0,5, 1 und 2.
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4.1.3 Analyse der Ahnlichkeitsbeziehung von Seminom en und

Nichtseminomen

Die durchschnittliche Ahnlichkeit der Seminome wateander (,SE vs. SE* n=9""1), =

36 Vergleichspaare), der Nichtseminome untereinagd¢S v. NS* n=10; "%, = 45

Vergleichspaare) und der Seminome zu den Nichtsamen (,SE vs. NS* 9*10= 90
Vergleichspaare) wurde aus den entsprechenden ohkmeliskoeffizienten bestimmt. Der
Ahnlichkeitskoeffizient ist ein quantitativer Ausahk der Ahnlichkeit des differentiellen
Genexpressionsmusters zweier Patienten zueinaAdbsclinitt 3.7.7). Die Vorzige dieser
Darstellungsweise lassen sich am pragnantestemdntes Vergleichs von Embryonalen
Karzinomen mit Mischtumoren (Abschnitt 4.2) demoiesén und wird deshalb dort erfolgen.

R

0,6 -

0,5

SE vs SE SE vs NS NS vs NS

Abbildung 11. Mittlere Ahnlichkeiten beim Vergleich innerhalb jeweils der Seminom- und der
Nichtseminomgruppe (SE vs SE bzw. NS vs NS) sowie beim Vergleich der Seminome mit den
Nichtseminomen (SE vs NS). Kleinster und groRter Ahnlichkeitskoeffizient sind als gestrichelte
Linie, der mittlere Ahnlichkeitskoeffizient aller Vergleiche als gepunktete Linie dargestellt. Die
mittlere Ahlichkeit innerhalb der Seminom- und Nichtseminomgruppen war kaum groRer als die
mittlere Ahnlichkeit aus dem Vergleich der Seminome und der Nichtseminome, die Unterschiede
waren nicht signifikant.

Am unédhnlichsten wurde das Vergleichspaar {Patieht Patient 8} mit einem

Ahnlichkeitskoeffizienten von 0,55 bestimmt. In el drei Vergleichsgruppen fand sich
jeweils ein Patientenpaar, das den hochsten Ahdditdkoeffizienten von 0,91 erreichte:
{Pat. 1; Pat. 9}, {Pat. 6; Pat. 16} und {Pat. 1Rat. 18}. Der Vergleich der Seminome
untereinander ergab eine mittlere Ahnlichkeit vo790(SD 0,071). Auch die mittlere
Ahnlichkeit der Nichtseminome untereinander lag®&b (SD 0,061). Damit lag die mittlere

Ahnlichkeit jeweils innerhalb dieser beiden Tumogpen etwas (ber der mittleren
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Ahnlichkeit aller 19 Tumorpatienten untereinandér78 ; SD 0,066). Nochmals etwas
geringer war der Durchschnitt der Ahnlichkeitskagéinten bei der Gegeniiberstellung von
Seminomen und Nichtseminomen: 0,77 (SD 0,065). Wdake Ahnlichkeit der Seminome
untereinander noch die Ahnlichkeit der Nichtsemieamtereinder war signifikant groRer als
die Ahnlickeit der Seminome zu den NichtseminonfpsVert 0,26 bzw. 0,17).

4.2 Vergleich der Embryonalen Karzinome mit den Mis  chtumoren

Im Patientenkollektiv der Nichtseminome (10 Paeeptfanden sich drei reine Embryonale
Karzinome (Patienten 12, 13 und 16). Es stelltd diaher die Frage, ob diese histologisch
klar von den anderen Nichtseminomen zu diskrimende Subgruppe sich auch durch ihr

Genexpressionsmuster von diesen unterschied.

4.2.1 Analyse der Ahnlichkeitsbeziehung von EC und MT

Hierzu wurden in Abbildung 12 die reinen Embryomal&arzinome den 7 anderen
Nichtseminomen gegenibergestellt. Sechs dieser ersielNichtseminome waren
Mischtumoren, fur die unterschiedliche TumoranteibePathologischen Befund beschrieben
wurden. Ausschliedlich Patient 15 wurde als ,umeiKeimzelltumor” beschrieben. Aus
klassifikatorischen Grinden (vergl. Abschnitt 2)1.%vurde dieser daher von den
Mischtumoren abgesetzt. Bei der Betrachtung vonildbbg 12 war keine augenfallige
Ahnlichkeit der Expressionsmuster der reinen Embajen Karzinome untereinander
feststellbar, die uber die Ahnlichkeit zu den Missnoren hinausging. Auch die
Mischtumoren lieRen keine Ahnlichkeiten untereiremerkennen, die ihre Abgrenzung von

den reinen Embryonalen Karzinomen héatte begrindandn.

Betrachtet man beispielsweise die Gruppe der féirAgioptoseintegration zustandigen Gene
(BCL2, BAG1l, BAX, BAD), so konnte man zwischen rem EC und MT einige
Gemeinsamkeiten feststellen, ohne dass es gelingeschte, ein beide Patientengruppen
unterscheidendes Merkmal zu formulieren: Neben ijswesinem Patienten ohne
Veranderungen der differentiellen Expression in detrachteten Genen (reine EC: Nr. 12,
MT: Nr. 18), fand sich jeweils in beiden Patiergeippen ein Patient mit alleiniger
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Abbildung 12: Gegeniberstellung des Expressionsmusters der reinen Embryonalen Karzinome
(EC) und der Mischtumoren (MT). Ein unreifer Keimzelltumor (Patient 15) wurde von den
Mischtumoren separiert dargestellt. Die histologische Tumorklassifikation ist fir jeden Patienten
mit angegeben. Die differentielle Expression aller untersuchten Gene durch die 10
Nichtseminome ist durch Farbfelder dargestellt (rot = Herunterregulation, gelb = Expression im
Kontrollbereich, griin = Hochregulation.)

Herunterregulation des proapoptotischen BAD (reii@& Nr. 16, Mischtumoren: Nr. 17).
Diese beiden waren die einzigen der neun dargestePatienten, bei denen sich eine
eindeutig antiapoptotische Expressionslage der fgsgmntegration fand. Unter den 6
Mischtumoren fanden sich 3 mit jeweils herunterfiegiem BCL2, BAG1 und BAD-Gen
(Patienten Nr. 11, 14, 20) und somit sowohl pros auch antiapoptotischen
Expressionsveranderungen. Dem stand als eines nerraidnen Embryonalen Karzinomen
Patient 13 gegenuber. Bei diesem, wie auch beinth¥lisnor-Patient Nr. 19, wurde die
Hochregulation von BAX von einer Herunterregulaton BAGL1 begleitet. Patient Nr. 19
war der einzige der 9 untersuchten Patienten, & sich eine proapoptotische Regulation

der Apoptoseintegration fand. Nicht nur die Gesankfion der Apoptoseintegration war in
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beiden Patientengruppen vergleichbar (meist underd® bzw. uneinheitlich veranderte
Expression), sondern auch die Expression der @iemelGene: BCL2 und BAG1 war
entweder im Kontrollbereich oder herunterreguli®ies traf aul3er fur Patient 19 immer fur
beide Gene gleichzeitig zu. BAX wurde im Kontrolibieh (reine EC: 2 von 3 Patienten, MT:
5 von 6 Patienten) exprimiert oder war in jeweiiseen Fall (Patienten 13 und 19)
hochreguliert. BAD wurde grundsétzlich bei beidetiéhtengruppen herunterreguliert. BAD
war aber auch bei einem der drei reinen EC sowie 2beaus 6 Mischtumoren im

Kontrollbereich exprimiert.

Es ist offensichtlich, dass eine weitere Beschmsjouon Ahnlichkeiten oder Unterschieden
zwischen und innerhalb der beiden Patientengruppérdie obige Weise jedes praktikable
Mald sprengen wirde. Vor allem aber wéare eine dgeafarstellung durch die Auswahl der
beschriebenen Aspekte trotzdem immer subjektiv.nBiéswurde der zuvor wahrend der
Betrachtung der Expressionsmuster in Abbildung Xwvapnenen Eindruck, dass die
Embryonalen Karzinome sich beztglich ihrer différeglifen Expression nicht als eine von
den Mischtumoren zu unterscheidende Gruppe verhalte Folgenden objektiviert: Dazu
wurde fur jede mogliche Paarung zwischen zwei aeerguchten 9 Nichtseminome ( n=9;
"1y, = 36 Paarungen) ein MaR der Ahnlichkeit ihrer EssionsmustefProximitt)
bestimmt (vergleiche Abschnitt 3.7.7). Die Ahnliglitk zwischen zwei Tumoren wurde
jeweils durch einen Koeffizienten beschrieben, A&rte von 0 (keine Ahnlichkeit) bis 1
(Identitat des verglichenen Paares) annehmen komige Ahnlichkeitskoeffizienten lagen
dabei zwischen 0,68 (Patient 14 zu Patient 18) @8d (Patient 12 zu Patient 18). Somit
wurden die Patienten-Paare 14/18 bzw. 12/18 agemgen mit der geringsten bzw. der
groRten Ahnlichkeit zueinander identifiziert. E®lfiauf, dass das Paar mit der groRten
Ahnlichkeit aus einem reinem Embryonalen Karzinamd @inem Mischtumor gebildet wird,
wohingegen das Paar mit der geringsten Ahnlich&e# zwei Mischtumoren bestand. Im
weiteren wurden die 36 Vergleichspaare drei Gruppeyeordnet, wie sie in Abbildung 13
dargestellt sind. Die Gruppe ,EC vs. EC* bei a)héit die Ahnlichkeitskoeffizienten der
reinen Embryonalen Karzinome untereinander ({P2f.Pat.13}, {Pat. 13, Pat.16}, {Pat. 12,
Pat.16}). Die Mittlere Ahnlichkeit der EC untereimer wurde mit 0,766 (SD 0,047)
bestimmt. Die Gruppe ,EC vs. MT* bei b) enthielleal 8 Ahnlichkeitswerte zwischen reinen
Embryonalen Karzinomen zum einen und Mischtumorem zanderen. Die Mittlere
Ahnlichkeit betrug hier 0,81 (SD 0,054). Fir dieu@pe ,MT vs. MT* bei c) wurden die
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a) EC vs. EC b) EC vs. MT c) MT vs. MT
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13 0716 1000 0770 19 088 0851 0784 19 0743 0743 0838 0878 1000 0838
16 0811 0770 1000 20 0811 0824 0811 20 0824 084 0865 0824 0838 1,000
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SD: 0,047 SD: 0,054 SD: 0,063
095\ l /
o904 T T T T T T T/
~— [30]
™~ e}
0,85 A ? ?
Q Q
0,80 1 |
0,75 A
0,70 A
. 0,65 A
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Abbildung 13. Oben, a, b, ¢): Zusammensetzung der drei Vergleichsgruppen ,EC vs. EC", ,EC
vs. MT* und ,MT vs. MT“. Embryonale Karzinome (EC; Patienten 12, 13, 16) werden durch
Quadrate, Mischtumoren (MT; Patienten 11, 14, 17, 18, 19, 20) werden durch Kreise
dargestellt. Ein Vergleichspaar von zwei Tumoren wird durch eine Linie symbolisiert. a) ,EC vs.
EC" enthalt samtliche Vergleichspaare der 3 EC untereinander; analog bestehen bei c)
innerhalb der 6 Mischtumoren 18 Vergleichspaare. b) ,EC vs. MT*: Die Gegenuiberstellung von 3
reinen EC und 6 MT ergibt 15 Vergleichspaare. Mitte: Tabellarische Darstellung der ermittelten
Ahnlichkeitskoeffizienten. Doppelnennungen und Selbstvergleiche sind hell unterlegt und gehen
in die Bestimmung der mittleren Ahnlichkeit nicht ein. Unten, d) Lineare Auftragung der
mittleren Ahnlichkeiten der drei Vergleichsgruppen. Kleinster und groRter Ahnlichkeitskoeffizient
sowie die mittlere Ahnlichkeit aller verglichenen Patienten zueinander sind als gestrichelte Linien
dargestellit.
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mittlere Ahnlichkeit der Mischtumoren untereinandaus 15 (n=6; "%, = 15)
Vergleichspaarungen mit 0,80 (SD 0,063) bestimmie Bhnlichkeit der Embryonalen
Karzinome zu den Mischtumoren wurde somit sogargaiRer als die Ahnlichkeiten der
Embryonalen Karzinome oder der Mischtumoren jewai®reinander quantifiziert.

Analog wurden auch die Ahnlichkeitsbeziehungen régren EC zu den MT einschlieRlich
des Patienten 15 (,nonEC*) bestimmt, wobei sic&eielevanten Verdnderungen ergaben
(nicht gezeigt): Die mittlere Ahnlichkeit ,EC vsonEC* war 0,80 (SD 0,063) die mittlere
Ahnlichkeit ,, nonEC vs. non EC* 0,78 (SD 0,062).

4.2.2 Analyse der quantitativen Expressionsuntersch iede von EC und
MT

In Tabelle 13 und in Abbildung 14 sind die quarniitan Expressionsdaten von EC und MT
dargestellt. Die durchschnittliche dE der reinenbBronalen Karzinome lag bei 0,88 (SD
200%), die der Mischtumoren bei 0,87 (SD 143%). = EC wurden nur zwei der 37 Gene
(NFRKB und Clusterin), bei den MT wurden 10 der Géne signifikant differentiell
exprimiert (p<0,05 im t-Test fUr abhangige Variabl®ei der Gegenulberstellung der
jeweiligen absoluten Expression im Tumorgewebe iomfllormalgewebe). Es fand sich kein
Unterschied beim Vergleich der durchschnittlichéfedentiellen Expression der EC und der
MT. EC wiesen im Durchschnitt eine differentiellgdEession von 0,88 (SD 200%), MT eine
durchschnittliche differentielle Expression von 0,88D 143%) auf. Der Durchschnitt der
Ratio dmE(EC)/dmE(MT) fur alle 37 Gene lag bei 1(8D 42%).

Nur bei zwei Genen fand sich ein signifikanter Usthied ihres quantitativen
Expressionsverhaltens in EC und MT:

Das Gen fur defras-Rezeptorwurde im Tumorgewebe der reinen Embryonalen Karnia
mit einer dmE von 1,28 (SD 30%) hoher exprimiers dm korrespondierenden
Normalgewebe. Der umgekehrte Fall traf bei den Nismoren zu, deren dmE von 0,71 (SD
29%) sich signifikant von der dmE der EC untersgt{pe=0,013).

Fur Clusterin wurde bei den EC eine dmE von 0,04 (SD 18%), bei & eine dmE von
0,08 (SD 33%) bestimmt. Die im Vergleich mit den Mdppelt so starke Herunterregulation
von Clusterin bei den reinen Embryonalen Karzinomvansignifikant (p=0,0075).
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Embryonale Karzinome (EC

Mischtumoren (MT)

Gen dmE SD(%) p-Wert dmgE  SD(%) p-Wert EC/MT p-Wert
NSMAF 1,32 209 0,76 1,63 120 0,15 0,81 075
SMPD3 0,18 149 0,12 0,15 37 0,056 1,18 0,69
TNFL 4,10 102 0,12 1,69 7 0,087 243 0,11
FasL 4,80 147 0,14 3,09 242 0,12 1,55 0,6
FasR 1,28 30 0,28 0,71 29 *0,019 1,81 0,013
FAST 0,55 175 042 0,71 71 0,15 0,78 0,64
BCL2 0,63 74 0,46 0,51 13 **0,0039 1,23 0,38
BAG1 0,40 88 0,23 0,35 121 *0,041 1,15 08
BAX 1,73 69 0,17 1,56 33 0,17 1,11 0,71
BAD 0,34 95 0,16 0,40 57 **0,004 0,87 0,71
Caspase 3 1,34 181 0,89 1,79 110 0,078 0,75 0,64
Caspase 4 12,95 1141 0,18 6,81 588 *0,046 1,90 0,68
Cyclin D1 1,86 170 0,41 2,02 102 0,13 0,92 0,89
Cyclin D2 2,75 140 0,23 2,66 239 0,24 1,03 0,97
Cyclin D3 1,27 43 0,35 1,19 67 0,38 1,07 0,85
cdk4 1,28 101 0,41 1,53 38 0,051 0,84 06
Cyclin E1 1,00 87 0,82 1,38 147 0,28 0,73 0,61
cdk2 0,84 140 0,97 0,93 63 0,84 0,90 082
PCNA 1,23 105 0,66 1,45 80 0,14 0,84 072
p21 0,82 35 0,61 0,50 83 0,06 1,63 0,24
p53 1,18 67 0,52 1,05 45 0,32 1,12 0,71
GADDA45A 1,77 145 0,35 1,35 71 0,18 1,31 0,58
RAD23a 0,57 25 0,061 0,69 88 0,27 0,83 0,65
ERCC1 0,60 92 0,52 0,54 42 0,084 1,10 078
RAD52 1,28 109 06 1,06 114 0,44 1,21 073
RAD51 075 60 043 0,83 111 0,78 0,91 0,85
RADS50 0,56 34 0,072 0,59 59 *0,025 0,96 0,88
Ku70 0,55 19 *0,032 0,57 99 0,18 0,96 0,93
Kug0 0,85 42 0,62 1,12 54 0,22 0,75 0,36
DNAPK 1,06 %4 0,68 1,23 71 0,18 0,86 072
GPX2 0,97 6 1 0,84 29 0,35 1,16 0,37
GSTA2 0,03 404 0,076 0,10 118 *0,011 0,35 0,21
PRKR 1,50 93 0,52 1,24 47 0,17 1,21 0,58
NFRkB 0,36 62 *0,045 0,41 73 *0,012 0,86 0,69
Clusterin 0,04 18 **0,0083 0,08 33 *0,012 0,51 *0,0075
RAB2 0,60 51 0,14 0,66 50 *0,031 0,91 075
NME1 1,90 84 0,19 1,64 32 0,1 1,16 0,62
Tabelle 13: Differentielle Expression der Embryonalen Karzinome und der

Mischtumoren :
Standardabweichung von der dmE

EC/MT: Verhaltnis der

dmE differentielle Expression der mittleren LER, SD(%) relative
in Prozent.
Embryonalen Karzinome zur dmE der Mischtumoren.

dmE der

*p<0,05 *p<0,01 **p<0,001
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Abbildung 14: Differentielle Expression in Embryonalen Karzinomen (EC) und Mischtumoren (MT)
(dmE und Standardabweichung wie in Tabelle 13 aufgefuhrt). Gestrichelte Linien bei den
Differentiellen Expressionswerten 0,5, 1 und 2.
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4.3 Zusammenhang von Patientenalter und Genexpressi  onsmuster

Im Laufe der Suche nach Ahnlichkeiten im Expressiouaster der Tumorpatienten wurden
alle 19 Patienten entsprechend ihrem Alter angedyame in Abbildung 15 zu sehen. Die
jeweilige Tumorentitat wurde nicht beriicksichtifdabei stellte sich der Eindruck eines
Zusammenhangs des Expressionsmusters der einZElmeorpatienten zu ihrem jeweiligen
Lebensalter ein, der im folgenden naher untersuentien sollte. Die 19 Patienten wurden
hierzu in drei Altersgruppen eingeteilt. Dabei usste die Gruppe der Patienten unter 30
Jahre 6 Patienten (Nr. 18, 12, 11, 1, 17 und @)Giuppe von 30-37 Jahre 7 Patienten (Nr. 4,
16, 10, 14, 13, 9, 2) und die Gruppe der Uber 3rigein 6 Patienten (Nr. 19, 15, 3, 8, 20, 7)

4.3.1 Analyse der kategorisierten Expressionsergebn  isse in

Abhangigkeit vom Patientenalter

Generell war die Anzahl der herunterregulierten €bai den alteren Patienten erhoht, wie
sich aus Abbildung 16 ersehen lasst: Bei den usfle¥dhrigerwurden im Durchschnitt 6,2
(SD 2,3) Gene hochreguliert und 5,5 (SD 3,1) Gesrairiterreguliert, wobei 25,3 (SD 4,1)
Gene im Kontrollbereich exprimiert wurden. Bei déd-37 —jahrigenPatienten waren im
Durchschnitt 7,7 (SD 5,5) Gene hochreguliert und 14,0) Gene herunterreguliert. 17,9 (SD

3,1) Gene verblieben hier im Kontrollbereich. Derahschnittlichen Unterschiede von 5,9

herunterregulierten Genen (p= 0,014) und 7,4 GeménExpression im Kontrollbereich
waren signifikant (t-Test p= 0,014 ; p= 0,0034¢i Ben Uber 37-jahrigen Patienten waren im
Durchschnitt 6,2 (SD 4,0) hochreguliert und 12,0 g3) Gene herunterreguliert, wobei hier
noch 18,2 (SD 5,4) Gene im Kontrollbereich verldiebDie Unterschiede im Vergleich zur
mittleren Altersgruppe waren nicht signifikant.

Wurde ein Gen nicht im Kontrollbereich exprimiest, iberwog meist die Herunterregulation
vor der Hochregulation. Nur bei den Patienten 18 @8 (beide <30 Jahre), Nr. 4 (30-37
Jahre), 7 und 19 (beide > 37 Jahre) Uberwog dizainder hochregulierten Gene. Im
Durchschnitt wurden in jedem Tumor um das 1,6-faohehr Gene herunterreguliert als
hochreguliert, wobei diese Ungleichverteilung vibera im zunehmenden Alter auftrat ( <30
Jahre: Faktor 0,84, 30-37 Jahre Faktor 1,4 undJaBve Faktor 2,4).
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Alter < 30 J. Alter 30-37 J. Alter >37 J.
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Abbildung 16: Anzahl der herunter (rot)- oder hochregulierten (griin) Gene, sowie die Anzahl
der Gene mit einer differentiellen Expression im Kontrollbereich (gelb). Anordnung der
Patienten (SE und NS) nach aufsteigendem Alter.

Betrachtete man die Abbildung 15 genauer, so sadiierzunahme von herunterregulierten
Genen vor allem in der Gruppe der fir die DNA-Rapar zustandigen Gene stattzufinden.
Insbesondere schienen bei den Genen fur den NE®R{fiunden NHEJ- Mechanismus mit
zunehmendem Patientenalter herunterregulierte Gankumulieren. Aus diesen Gruppen
wurden die Gene RAD23a und ERCC1 (NER-Mechanismos)e Ku70, Ku80 und DNAPK

(NHEJ-Mechanismus) untersucht. Die Anzahl der Hagtd Herunterregulationen in dieser

Auswahl von Genen ist in Abbildung 17 dargest&lkiines dieser Gene war bei den unter 30
jahrigen Patienten hoch- oder herunterreguliertnsghsten traten ausschliel3lich
Herunterregulationen auf, auRer bei Patient 4, W drei Gene des NHEJ-Mechanismus
hochreguliert waren. In der Altersgruppe der 3038frigen wurden im Durchschnitt 1,7 (SD
1,5) von 5 Genen herunterreguliert, bei der Grudpe Uber 37-Jahrigen waren es 2,2

(SD 1,6). Dieser Unterschied war nicht signifikant.
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Abbildung 17: Regulation der Gene aus NER-Weg (RAD23a, ERCC1) und NHEJ-Weg
(Ku70, Ku80, DNAPK) der DNA-Reparatur. (Anzahl der herunter (rot)- oder hochregulierten
(grin) Gene, sowie die Anzahl der Gene mit einer differentiellen Expression im
Kontrollbereich (gelb). Anordnung der Patienten (SE und NS) nach aufsteigendem Alter.
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Abbildung 18: volle Kreise: Durchschnitt der Ahnlichkeitskoeffizienten aus dem Vergleich
der Tumoren innerhalb einer Altersgruppe. leere Kreise: Durchschnitt  der
Ahnlichkeitskoeffizienten aus dem Vergleich der Tumoren zweier Altersgruppen
miteinander. Minimaler, maximaler und mittlerer Ahnlichkeitskoeffizient sind als
gestrichelte Linie eingezeichnet.
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Auch die drei Altersklassen von Patienten wurdersichtlich ihrer Ahnlichkeitsbeziehungen
untersucht (Abbildung 18). Nur die Tumoren der Atguppe der unter 30-Jahrigen waren
mit einem durchschnittlichen Ahnlichkeitskoeffizten von 0,83 (SD 0,051) untereinander
ahnlicher als es samtliche 19 Patienten im Durahitickvaren (0,77; SD 0,066). Der
Unterschied zur durchschnittlichen Ahnlichkeit dén 30-37 —jahrigen Patienten einerseits
(0,78; SD 0,053) und mit den tber 37-jahrigend?aéin andererseits (0,77; SD 0,073) war
signifikant ( jeweils p=0,0023). Die Ahnlichkeitgeweils innerhalb der 30-37 —jahrigen
Patienten und der tber 37-jahrigen Patienten waieht groRer als die Ahnlichkeiten beim

Vergleich mit einer anderen Gruppe.

4.3.2 Analyse der guantitativen Expressionsuntersch lede in

Abhangigkeit vom Patientenalter

In Tabelle 14 und in Abbildung 19 sind die quanien Expressionsdaten in den drei
Altersgruppen zusammengefasst. 4 von 37 Genen (SVIRBD23a, GSTA2 und Clusterin).
wurden in der Altersgruppe der unter 30-Jahriggnikant differentiell exprimiert (p<0,05
im t-Test fur abhangige Variablen bei der Gegensteung der jeweiligen absoluten
Expression im Tumorgewebe und im Normalgewebe) dBai30-37-Jahrigen traf dies fur 17
von 37 Genen, bei den tUber 37 —Jahrigen bei 18Vdaenen zu.

Zwischen den Altersgruppen der unter 30-Jéhrigeth der 30-37 Jahrigen fanden sich
signifikante Unterschiede der dnfiiir folgende 6 Gene: Cyclin D1 (1,75; 0,65 [dmE(<BJ)
dmE(30-37 J.)]; p=0,044); Cyclin E1 (1,74 ; 0,6500088); ERCC1 (0,69; 0,46; p=0,042);
RAD50 (0,7; 0,4; p=0,018); GSTA2 (0,16; 0,03; p#Y und Clusterin (0,07; 0,03;

p=0,014). In allen 6 Fallen war die Genexpressienden alteren Patienten geringer als bei

den jungeren. Zwischen den Altersgruppen der 3@&rigen und der Uber 37 Jahrigen
wurde kein signifikanter Unterschied festgestellt.

Die durchschnittliche differentielle ExpressioneallGene einer Altersgrupp&ar bei den
unter 30-Jahrigen 0,99 (SD 123%), bei den 30-37igkiin 0,80 (SD 217%) und bei den lUber
37 Jahrigen 0,74 (SD 202%). Dabei war der Unteesthier dmE aller Gene zwischen den
unter 30-Jahrigen und den 30-37 Jahrigen signifikan0,021), nicht aber zwischen den 30-
37 Jahrigen und den tber 37 Jahrigen (p=0,1).
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4 Ergebnisse

Alter<30......... «> Alter 30-37........ «> Alter>37...........
Gen dmE (50/5 p-Wert 3087 p-Wert dmE ?B p-Wert 3?)3_;7 p-Wert dmE ?B p-Wert
NSMAF 160 154 0,19 1,72 0,3 2,75 133 *0,018 0,76 0,51 2,09 69 *0,038
SMPD3 0,16 58  *0,028 1,22 0,54 0,19 88 **0,0025 1,00 1 0,19 40 **0,003
TNFL 164 68 0,12 1,98 0,064 326 93 **0,0071 0,81 0,6 2,65 109 *0,045
FasL 3,04 255 0,14 1,38 0,62 418 178  *0,0049 2,00 0,27 8,36 203  **0,0052
FasR 0,83 68 0,58 0,86 0,65 0,71 92 0,23 1,22 0,51 087 39 0,32
FAST 09 74 0,53 0,59 0,19 0,53 118 0,089 1,21 0,62 0,64 67 0,13
BCL2 0,64 48 0,15 0,79 0,18 051 19  **0,0004 1,41 0,13 0,72 67 0,16
BAG1 0,48 157 0,16 0,47 0,15 0,23 128 **0,007 1,07 0,88 0,24 130 *0,03
BAX 165 34 0,097 1,31 0,33 217 80 *0,026 0,70 0,41 1,62 148 0,15
BAD 048 55 0,078 0,66 0,23 0,32 101 **0,01 0,91 0,8 029 78 *0,019
CASP3 142 46 0,13 0,87 0,68 123 113 0,73 1,47 0,37 1,81 110 0,08
CASP4 316 93 0,073 4,27 0,16 1347 845  **0,0051 0,77 0,83 10,38 569 *0,029
CyclinD1 1,75 161 0,18 0,37 *0,044 065 80 0,37 1,26 0,61 0,82 164 0,51
CyclinD2 3,88 212 0,11 0,70 0,57 2,70 194 *0,039 0,82 0,69 221 79 0,14
CyclinD3 121 42 0,2 0,74 0,11 0,9 30 0,53 1,11 0,68 1,00 79 0,57
cdk4 147 40 0,063 0,99 0,96 145 67 0,14 0,88 0,67 128 64 0,091
CyclinEl 1,74 68 0,19 0,37 **0,0088 065 80 0,063 0,57 0,47 0,37 563 0,37
cdk2 117 59 0,24 0,89 0,75 1,04 116 0,89 0,75 0,47 0,78 85 0,31
PCNA 1,76 43 0,064 0,59 0,11 1,04 92 0,84 0,93 0,84 09 97 0,76
p21 0,53 106 0,15 0,89 0,75 047 74 **0,0075 0,64 0,32 0,30 157 0,054
p53 0,98 43 0,41 1,06 0,75 1,05 39 0,56 0,69 0,28 0,72 123 0,6
GADD45A 1,02 82 0,36 0,76 0,53 0,77 145 0,93 0,84 0,72 0,65 139 0,89
RAD23a 079 15 *0,022 0,69 0,17 055 80 *0,024 0,99 0,97 054 9 0,18
ERCC1 0,69 33 0,31 0,67 *0,042 046 40 *0,019 0,81 0,4 037 72 *0,013
RAD52 1,55 129 0,17 0,92 0,84 142 109 0,26 0,61 0,22 087 79 0,96
RAD51 127 18 0,075 0,82 0,66 1,05 183 0,59 0,76 0,57 0,79 76 0,76
RAD50 0,70 35 0,051 0,57 *0,018 0,40 51 **0,0011 1,36 0,23 0,54 59 *0,025
Ku70 1,06 66 0,53 0,62 0,32 0,66 173 0,17 0,74 0,55 049 9% *0,034
Ku80 129 30 0,087 0,88 0,63 1,13 83 0,48 0,75 0,37 0,85 62 0,88
DNAPK 1,39 40 0,083 0,81 0,49 1,13 89 0,47 0,83 0,6 09 76 0,63
GPX2 125 89 0,89 1,33 0,47 166 106 0,11 0,69 0,35 1,14 90 0,59
GSTA2 016 78  *0,01 0,18 **0,001 0,03 119  *0,0079 1,23 0,7 0,04 214  **0,0009
PRKR 163 61 0,078 1,06 0,84 162 70 0,18 0,90 0,75 146 93 0,19
NFRkB 0,58 54 0,088 0,60 0,14 0,34 9% **0,0076 1,14 0,71 0,39 68 0,017
Clusterin 0,07 41 *0,02 0,46 *0,014 0,03 77  **0,0001 1,21 0,65 0,04 140 **0,0005
RAB2 085 25 0,17 0,64 0,068 054 63 *0,021 0,99 0,96 0,54 45 *0,014
NME1 1,78 40 0,088 1,1 0,71 198 79 0,06 0,81 0,56 161 92 *0,049

Tabelle 14: Differentielle Expression der Hodentumoren in den Altersgruppen <30, 30-37 und
>37 Jahre: dmE differentielle Expression der mittleren LER, SD(%) relative Standardabweichung
von der dmE in Prozent. Spalten € - Verhdltnis zwischen den dmE der jeweiligen Altersgruppen.
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Abbildung 19: Differentielle Expression in den Altersgruppen <30 Jahre, 30-37 Jahre und >37 Jahre.
(dmE und Standardabweichung wie in Tabelle 14 aufgefuhrt). Gestrichelte Linien bei den

Differentiellen Expressionswerten 0,5, 1 und 2.
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Lineare Regressionsanalyseater Differentiellen Expression der untersuchtennésan

Auftragung gegen das jeweilige Patientenalter (hghzeigt) ergaben Steigungswerte
zwischen -0,027 (Cyclin D1) und 0,028 (Fas-Ligantih Mittel lag die Steigung bei
m = -0,0058 (SD 202%) fiir die Regressionsgleichdiag- m* Patientenalter[Jahre] + b. Dies
wuirde einer durchschnittichen Abnahme der difféastlen Expression um mehr als ein
halbes Prozent pro Jahr bedeuten. Allerdings kobate&keinem der untersuchten Gene ein
Korrelationskoeffizient von > 0,35 (ERCC1) ermitt&Verden. Eine lineare Abhangigkeit
wurde somit in keinem Fall nachgewiesen. Auch dirannte Betrachtung von Seminomen
und Nichtseminomen fuhrte nicht zu relevant ander&mgebnissen bei der

Regressionsanalyse.

4.3.3 Absolute Expressionswerte in Abhangigkeit vom Patientenalter

Die zuvor dargestellten deutlichen Unterschiededifégrentiellen Expression zwischen unter
30-Jahrigen und 30-37-Jahrigen veranlassten daeuhidr zugrundeliegenden absoluten
Expressionswerte in Normalgewebe und Tumorgewehlgemachten. Dies sollte Aufschluss
dariiber geben, ob die Unterschiede der differdatielExpression vor allem auf

Expressionsanderungen im Tumor- oder im Normalgeweioiickzufihren waren.

Variabilitat der absoluten Expression

Unter 30-Jahrige und 30-37-Jahrige (Abbildung 1Bl absolute Expression variierte im

Tumorgewebe der unter 30-Jahrigen mit 784620%) aber im Tumorgewebe der 30-37-
Jahrigen nur mit 54%+(19%), wobei der Unterschied hochsignifikant was (g5 * 109).

Im Normalgewebe der unter 30-Jahrigen variiertensie70% ¢ 18%), im Normalgewebe

der 30-37-Jahrigen nur mit 50% @0%). Auch hier war der Unterschied signifikant (p

0,00011).

30-37-Jahrige _und Uber 37-Jahrige (Tabelle 1B absolute Expression variierte im

Tumorgewebe der Uber 37-Jahrigen mit 628626%), im Normalgewebe der Uber 37-
Jahrigen mit 54% 34%). Die Unterschiede zu den 30-37-Jahrigen warekeinem Fall

signifikant.
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Tabelle 15: Absolute Expressionswerte [ng/10 pl] der unter 30-jahrigen und der 30-37-jahrigen

Patienten. Ratio, p-Wert: Verhaltnis der durchschnittlichen absoluten Expression eines Genes in

beiden Gruppen und dessen Signifikanz (t-Test flir unabhangige Variablen). T/N: positiv, wenn der

beider Gruppen im Tumorgewebe groRer ist als im

Unterschied der absoluten Expression

Normalgewebe.

*p<05 **p<0,01 **p<0,001
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beiden Gruppen und dessen Signifikanz (t-Test flir unabhangige Variablen). T/N: positiv, wenn der
Unterschied der absoluten Expression beider Gruppen im Tumorgewebe groRer ist als im

Tabelle 16: Absolute Expressionswerte [ng/10 pl] der 30-37-jahrigen und der Uber 37-jahrigen
Patienten. Ratio, p-Wert: Verhaltnis der durchschnittlichen absoluten Expression eines Genes in

Normalgewebe.
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Ergebnisse

Unterschiede der absoluten Genexpression der beidéitersgruppen
Unter 30-Jéhrige und 30-37-Jéhrige (Tabelle 1B5)e absolute Genexpression der einzelnen

Gene im Tumorgewebe der 30-37-jahrigen Patientenmv®urchschnitt um den Faktor 0,63
(SD 57%) signifikant geringer als die absolute Esgion im Tumorgewebe der unter 30-
Jahrigen (p= 0,017). Auch die absolute Genexprasto Gene im Normalgewebe der 30-37-
jahrigen Patienten war signifikant geringer als alisolute Expression im Normalgewebe der
unter 30-Jahrigen (p= 0,008), allerdings nur um &aktor 0,85 (SD 43%). Die absolute
Expression von finf Genen unterschied sich im Négewebe starker als im Tumorgewebe
(NSMAF, SMPD3, Fas-R, BAX, GPX2). Bei samtlichenn@e mit einem signifikanten
Unterschied ihrer differentiellen Expression (verglabelle 14) in diesen beiden
Altersgruppen waren die Unterschiede in der albspliExpression ihrer Tumorgewebe
starker als diejenigen ihrer Normalgewebe.

30-37-Jahrige und Uber 37-Jahrige (Tabelle 16¥ine Trend zur allgemeinen Hoch- oder

Herunterregulation der absoluten Expression beiGegeniberstellung der 30-37-Jahrigen
mit den Uber 37-Jahrigen Patienten lie3 sich wegerTumor noch im Normalgewebe
feststellen: Das Verhéltnis der absoluten Expressioes Gens im Tumorgewebe eines 30-
37-Jahrigen zur Expression bei einem Uber 37-Jémrigg im Durchschnitt bei 0,996 (SD
30%), das entsprechende Verhéaltnis der absolutepreBsion im Normalgewebe im
Durchschnitt bei 0,990 (SD 40%).

4.4 Vergleich der Ergebnisse aus RTQ-PCR und Array

In der dieser Arbeit vorausgehenden UntersuchungiR005) wurden bereits differentielle
Genexpressionen mittels der Gen-Array-Methode imesti Jener Arbeit lag eine andere
Patietientenkohorte zugrunde. Hier wurden die tsifRI Q-PCR gewonnenen Ergebnisse mit
den erwahnten Array-Daten verglichen. Dabei wurddie signifikanten differentiellen
Expressionswerte im Array dem entsprechenden dWRdQ-PCR bestimmten Wert
gegenubergestellt. Auf diese Weise wurden 30 Waaepverglichen (siehe Tabelle 17). Da
zur Bestimmung der Array-Werte 5 Seminome und éhi$eminome und zur Bestimmung
der RTQ-PCR-Werte 9 Seminome und 10 Nichtseminomersucht wurden, gingen
insgesamt 196 Messungen an Seminomen und 272 Mgss@am Nichtseminomen in den
Vergleich ein. Nochmals sei erwahnt, dass beidreidntersuchungen zwar Material der

gleichen Tumorentitaten, nicht jedoch derselbeieRtn untersucht wurde.
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RTQ-PCR Array

Gen Tumorentitat dmE LER dmE LER
NSMAF SE 3,0 0,479 1,9 0,279
NSMAF NS 1,6 0,190 1,4 0,146
FAST SE 0,7 -0,148 1,4 0,146
FAST NS 0,6 -0,201 0,5 -0,301
BAG1 SE 0,2 -0,669 0,4 -0,398
BAG1 NS 0,4 -0,408 0,3 -0,523
BAX SE 2,4 0,372 19 0,279
BAX NS 1,4 0,140 1,1 0,041
BAD SE 0,3 -0,506 0,7 -0,155
BAD NS 0,4 -0,411 0,6 -0,222
CASP3 SE 1,3 0,099 1,6 0,204
CASP3 NS 1,7 0,219 1,8 0,255
CASP4 SE 8,9 0,950 1,1 0,041
CASP4 NS 7,0 0,845 1,5 0,176
PCNA SE 1,1 0,022 1,5 0,176
PCNA NS 1.3 0,127 1,5 0,176
GADDA45A NS 1,3 0,103 0,5 -0,301
RAD23a NS 0,6 -0,200 0,6 -0,222
ERCC1 SE 0,5 -0,335 0,6 -0,222
ERCC1 NS 0,5 -0,292 0,4 -0,398
RAD51 SE 1,4 0,139 2,2 0,342
RAD51 NS 0,8 -0,111 0,6 -0,222
GPX2 SE 2,3 0,362 4.3 0,633
GPX2 NS 0,8 -0,079 0,9 -0,046
GSTA2 SE 0,04 -1,409 0,2 -0,699
GSTA2 NS 0,07 -1,141 0,2 -0,699
NFRkB SE 0,4 -0,384 0,5 -0,301
NFRkB NS 0,4 -0,368 0,5 -0,301
CLU SE 0,03 -1,496 0,1 -1,097
CLU NS 0,07 -1,180 0,0 -1,398

Tabelle 17: Gegenuberstellung der differentiellen Expression (dmE), wie sie mittels RTQ-PCR
und mittels der Array-Methode bestimmt wurde. Zusatzlich zur dmE ist auch die LER (log
expression ratio) angegeben. Den Ergebnissen beider Methoden liegen jeweils
unterschiedliche Patientkohorten zugrunde.

76



Ergebnisse

In der Abbildung 20 wurden die LER-Werte aus Tabdlf gegeneinander aufgetragen. Nur
in zwei Falle wurde durch die RTQ-PCR eine zu deraAVergleichswerten gegensinnige
differentielle Expression bestimmt: So lag die elifintielle Expression von GADD45A bei
Nichtseminomen laut Array-Methode bei 0,5. Mitt&3Q-PCR wurde sie aber mit 1,64
bestimmt. Entsprechend war der Array-Wert fir FASI Seminomen 1,4 , bei der RTQ-
PCR- Untersuchung jedoch 0,85. Samtliche anderagl&ehspaare fielen in den rechten
oberen (,up-up®) bzw. in die linken-unteren (dowowth) Quadranten. Das bedeutet, dass
hier die durch beide Methoden ermittelten diffeiellgn Expressionen in die gleiche
Richtung wiesen (Konkordanz), was einer Ubereinstimg von 93,7% entsprach. Die
Wertepaare korrelierten mit der Regressionsgerggen 1,091 * x - 0,019) mit einem
Koeffizienten von 7= 0,71.

14 up - down up - up

GADD45A
Nichtseminome

FasTK
Seminome

RTQ-PCR [LER]

r2=0,71

down - down : down - up

T T T

-1 0 1
Array [LER]

Abbildung 20: Vergleich der Ergebnisse aus RTQ-PCR und Array. Darstellung des Logarithmus
der differentiellen Expression (,LER"). Jedes Kreuz reprasentiert die dmE eines Genes entweder
bei Seminomen oder Nichtseminomen. Vertikal: dmE aus den RTQ-PCR Messungen der
vorliegenden Arbeit. Horizontal: dmE wie zuvor mittels Array bestimmt. GADD45A wurde in
Nichtseminomen und FAST in Seminomen von beiden Methoden gegensatzlich bestimmt. Die
RTQ-PCR-Daten und den Array-Daten gingen aus der Untersuchung unterschiedlicher
Patientenkohorten hervor.
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4 Ergebnisse

Detektionsraten von Array und RTQ-PCR

Durch das PCR-Verfahren wurden bei Seminomen urahtBiminomen in 54% der Falle
signifikante differentielle Expressionen ermittgh<0,05 im t-Test fir abhéngige Variablen
bei der Gegentberstellung der jeweiligen absoliEgpression im Tumorgewebe und im
Normalgewebe). Durch das Array-Verfahren gelang diei der Untersuchung der gleichen
Gene nur in 23% der Falle. Um zu klaren, ob diengere Detektionsrate durch das Array-
Verfahren vom absoluten Expressionsniveau abhamgigwurden samtliche Gene, fir die in
Seminomen oder Nichtseminomen durch eines der beMerfahren eine signifikante

differentielle Expression ermittelt wurde, in Tdbkell8 zusammengefasst. Durch die
Einteilung in vier Gruppen nach aufsteigender aldsolExpression im Normalgewebe wurde
eine Abnahme des Anteils derjenigen Falle erkennbatenen eine signifikante Bestimmung
der dE durch RTQ-PCR, nicht aber durch Array geléwum 75% in der Gruppe A bis auf
50% in der Gruppe D).
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Tabelle 18: Detektion einer signifikanten differentiellen Expression durch
Array. Gen und Entitat: Alle Falle, bei denen in der Gegenlberstellung

RTQ-PCR und durch
von Seminomen und

Nichtseminomen entweder durch Array oder durch RTQ-PCR eine differentielle Expression
signifikant bestimmt wurde, sind aufgefiuihrt. Durch welches der beiden Verfahren eine signifikante

differentielle Expression detektiert wurde, ist mit Pluszeichen kenntlich

gemacht. Diese sind

aufsteigend nach absoluter Expression im entsprechenden Normalgewebe ( aE(NG) ) angeordnet.

Sie sind in vier anndhernd gleich groRe Gruppen eingeteilt. Man sieht, dass

der Anteil der Falle, in

denen eine signifikante differentielle Expression durch das RTQ-PCR-Verfahren aber nicht durch
das Array-Verfahren bestimmt werden konnte (,Array-/RTQ-PCR+) mit zunehmender absoluter

Expression abnahm.
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5 Diskussion

5 Diskussion

5.1 Seminome und Nichtseminome

Es fanden sich kaum Expressionsunterschiede zwisSeeninomen und Nichtseminomen.
Nur bei vier Genen konnte ein signifikanter Untered ihrer differentiellen Expression

festgestellt werden. Auch eine Ahnlichkeitsanalgsgab keine relevanten Unterschiede in
den Expressionsprofilen von Seminomen und Nichtsemen. Ebensowenig fanden sich
relevante Unterschiede bei der Untersuchung deslates Expression. Erwahnenswert ist
allerdings die signifikant hohere Variabilitat ddExpression im Tumorgewebe der
Nichtseminome (77%) gegenuber dem Tumorgewebe derir®me (59%). Dies darf als

Ausdruck einer grol3eren Heterogenitat in erstgetearffumorentitat gewertet werden.

5.1.1 Apoptoseregulation

Die anhand der 12 untersuchten Gene abgebildetptdgeregulation stellte sich in allen 19
untersuchten Hodentumoren ausgesprochen homogeKelarsignifikanter Unterschied im
Expressionsverhalten von Seminomen oder Nichtsemenowar zu erkennen. In allen
Tumoren fand sich eine insgesamt deutlich proapisptee Expressionsregulation. Diese ist
gut vereinbar sowohl mit der Beobachtung einer déwdentumoren innewohnenden
Sensitivitat gegentber apoptotischen StimuRIESINGS 2003) als auch mit der erhéhten
Apoptoserate in Hodentumoren (Apoptoseindex 2,7% Seminomen und 8% in
Nichtseminomen bei Nachweis durch ISEL (in situ-tatzkling), $HMELZ 2004).

[nitiation

Die Gene der Ceramid-induzierten Apoptose SMPD38d NSMAF verhielten sich
gegensinnig zueinander (deutliche Herunterregulatider Sphingomyelinase und
Hochregulation des NSMAF). Demnach kann die exatdleRadiosensibilitat v.a. der
Seminome nicht mit der differentiellen Expressicer &phingomyelinase erklart werden.
Versuche an Hoden von ASMKO (Saure Sphingomyelinaseck-out) -Mausen sprechen
aber dafur, dass diese Radiosensibilitat trotzdeer den Ceramid-Weg vermittelt werden
konnte (OALA 2004): Die dort nachgewiesenen Ceramidspiegel sov@eApopotoseraten
waren nach Bestrahlung (Photonen 6 MV bis 0,5 Gydainverandert zur Kontrollgruppe

erhoht. Entsprechende Versuche mit einer neutr&phingomyelinase sind noch nicht
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publiziert. Dass die Ceramid-induzierte Apoptosehaun unveranderten menschlichem
Hodengewebe (Orchidektomiepraparate bei Prostatiaikem-Patienten) ein relevanter
Signaltransduktionsweg ist, wurde durcho®ALAINEN (2003) demonstriert. Zusammen mit
dem hier vorliegenden Befund einer in allen 19 Hudenoren deutlich herunterregulierten
SMPDa3 stellt sich die Frage, ob es sich hierbeieume friihe Fehlregulation handelt, welche
die physiologische Apoptoseregulation des Hodengewe hemmt und damit die
Kanzerogenese an sich begunstigt. Moéglicherweisen kaman die Hochregulation von
NSMAF in beiden Tumorgruppen als reaktiven Kompensati@thanismus zu einer primar
defizitaren SMPD3-Expression interpretieren. Da ®&MAF imstande ist, TNF-R55-
vermittelte Apoptosesignale an die SMPD3 weitenitehe (TCHERKASOWA 2002,
MARCHESINI 2003), sollte die Rolle dieses Signalweges beidAtwmoren néher untersucht
werden, beispielsweise durch die Bestimmung voradglspiegeln in Hodentumorzellen
nach Apoptosestimulation durch TNF und in Abhangigkon der SMPD3- oder NSMAF-
Expression.

Sowohl Fas-Ligandls auchTNF-Ligand waren im Tumorgewebe signifikant hochreguliert,
wahrend der Fas-Rezeptond auch die Fas-Tyrosinkinas&htsignifikant herunterreguliert

waren. Bei immunhistologischen Untersuchungen ashtdeminomen war die Rate sowohl
der Fas-Ligand als auch der Fas-Rezeptor-positivgmphozyten groRer als die der
Tumorzellen (Tumorzellen: 50% positiv fur Fas-liga 51% fir Fas-Rezeptor;
Lymphozyten: 72% fur Fas-Ligand, 73% fir Fas-ReaeptHMELZ 2002). Deshalb ist es
denkbar, dass die Genexpressionsaktivitat der tafilbrerenden Lymphozyten fir einen
Teil der hier festgestellten Hochregulation defeddntiellen Expression des Fas-Liganden
verantwortlich war. Die ebenfalls festgestellte tiderregulation des Fas-Rezeptsmvie
der FAST sind aber sicher nicht durch die Lymphozyten bgd{1.) Eine zusatzliche,
geringeExpressionsaktivitat von in den Tumor infiltrieremdZellen wirde die differentielle
Expression trotzdenerhohen da sie sich zu der bereits vorhandenen Expressktimitat
addierenwdrde. (2.) In den Lymphozyten ist aufgrund der oben erwahi@nunhistologie
sogar von einenhdherenExpressionsniveau des Fas-Rezeptor-Gens als i uieorzellen
auszugehen. Somit wird auf GenexpressionsebeneHygiethese gesttitzt, (Hoden)tumoren
entgingen dem Angriff von T-Lymphozyten, indem #ieerseits durch eine Uberexpression
von Fas-Ligand die T-Zellen in die Apoptose tried@®mnGATA 1995). Ebenfalls gestitzt
wurde die Hypothese, Hodentumoren entgingen deellFKbntrolle durch eine verminderte

Induzierbarkeit eines Fas-abhangigen ZelltodeskAYama 2002). Dies steht allerdings im
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Widerspruch mit immunhistologischen Studien: Hienkte weder eine Korrelation zwischen
der Rate der Fas-Ligand—positiven Tumorzellen uném d Apoptoseindex der
tumorinfiltrierenden Lymphozyten ($iMELZ 2002) noch zwischen der Rate der Fas-
Rezeptor-tragenden Tumorzellen und ihrem eigeneopfgseindex festgestellt werden
(ScHMELZ 2002, GrROBHOLZ 2002). Moglicherweise sind posttranskriptionell@dlanismen

fur diese Diskrepanz verantwortlich.

Integration
Die Expression der vier untersuchten Gene der Apgmbtegration - BAXund BAD

(proapoptotisch) sowie BCL-@nd BAG1 (antiapoptotisch) - war vorwiegend proapoptotisch

verandert. Die erhohte differentielle Expressian \BCL-2 mag auch zum Teil auf die
immunbhistologisch nachgewiesen erhdhte Expressiotuinorinfiltrierenden Lymphozyten
(GRoBHOLZ 2002) zurtckzufiihren sein. In derselben Arbeit weuethe positive Korrelation
der Rate BAX-positiver Tumorzellen mit dem Apoptosiex gezeigt (r = 0,54), was
unterstreicht, dass die mitochondriale Apoptosgnatéion eine Rolle bei der
Apoptoseregulation in Hodentumoren spielt. Bei dmtiegenden Arbeit stach jedoch keines
dieser vier untersuchten Gene aus dem allgemeiraap@ptotischen Trend in einer Weise
hervor, die Rickschlisse auf die Natur der hieflildanehmenden proapoptotischen Signale
zulieBe. Ohnehin begriindet keiner der bisher bedwmen Einflisse auf die BCL-2-
ahnlichen Proteine (z.B. von Wachstumfaktoren aag BAD (A 1997) oder Hsp70 bzw.
Raf-1 auf BAG-1 (DWNSEND 2003) ) einen Exklusivitdtsanspruch. Die BCL-2{éihen
Proteine sind schliel3lich Teil des Prozesses, im der Grol3teil sdmtlicher Apoptosesignale
konvergiert (ANIAL 2004).

Exekution

Die Erh6hung der differentiellen Expression von 2ee 3als einem Schllsselprotein der
Caspasen-Kaskade I(KMARK 2001) unterstitzt die Annahme, dass die in Hoadeatan
vermehrt beobachtete Apoptose (siehe Apoptoseisdiee HMELZ 2002 und ®OBHOLZ
2002) eine klassische, Caspase-3-abhéngige, ptestite Apoptose ist (NomiyYA 2001,
Ross 1999). Allerdings wurde auch eine signifikante &rang der_ Caspase-4Expression
festgestellt. Dies kénnte darauf hinweisen, dash @&ine Caspase-3-unabhangige, durch ER
(Endoplasmatisches Retikulum)-Stress induziertepigee (Hromi 2004) bei Hodentumoren
eine Rolle spielt. Da ER-Stress auch durch Ischéaeisgelost wird, stellt dies aber

womoglich nur ein Artefakt durch die Ligation desn$enstrangs vor der Orchidektomie dar.
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Aufschlussreich kdnnten hier vergleichende Messangn Hodengewebe sein, dass nicht
ligiert wurde (beispielsweise Biopsate zur Infééiisdiagnostik).

5.1.2 Zellzyklusregulation

Bei Seminomen und Nichtseminomen stellte sich dipr&ssionssituation der untersuchten
Gene der Zellzyklusregulation gleichermal3en dae Bxpression von cdk4 und Cyclin D2
war jeweils signifikant erhoht, wahrend Cyclin DBverandert blieb. Signifikant unterschied
sich die Expression von Cyclin D1 in Seminomen @herreguliert) und Nichtseminomen
(hochreguliert). Dies ist in guter Ubereinstimmung der Literatur, wobei die Cyclin D2-
Erhbhung meist auf den pathognomonischen Befundereimermehrten Zahl von
Isochromosomen i(12p) in Hodentumoren zuriickgefahrtl, auf dem das Cyclin D2-Gen
lokalisiert ist (GIAGANTI und HouLDSWORTH 2000, ABERS und WEIRBACH 2003). Die
Cyclin D2- Uberexpression wurde aber auch schon deit FSH (Follikel-stimulierendes
Hormon)-Abhangigkeit dieses Gens in  Verbindung gebtr (Yan 2003).
Immunhistochemische Untersuchungen an Hodentumpeggten, dass bei schwankender
RB-Protein-Expression dieses aber immer phosplasty(d.h. in die @S-permissive Form
Uberfuhrt) war, was auf eine Aktivierung des D-Qydk4-Komplexes hindeutet
(BARTKOWA 2003b). Fir die Expression von Cyclin E/cdk2 indeotumoren fanden sich
allerdings unterschiedliche Angaben: Diese wurdeodb als herunterreguliert €BMIDT
2001, BARTKOVA 2003a/b) als auch als hochregulieragBkova 2000) beschrieben. Cyclin
D1 wurde sogar als nicht detektierbar angegebeA®T 2001). In der vorliegenden Arbeit
wurde Cyclin E1 (genauso wie Cyclin D1) altersalzhgrentweder hoch- (junger als 30 J.)
oder herunterreguliert (alter als 30 J.) exprimiBiese Unterschiede waren signifikant und
erklaren moglicherweise die unterschiedlichen hitigrangaben. Insgesamt stellte sich das
Bild einer G/S-permissiven Zellzyklusregulation dar. Besondemmnn man davon ausgeht,
dass es fur den weiteren Effekt der D-Cycline ueklibh ist, welches der D-Cycline
exprimiert wird (MURRAY 2004). Der angenommenen Unspezifitat der CycliSubgruppen
fur weiter downstream gelegene Prozesse widergmigth nicht die Beobachtung definierter
Entwicklungsdefekte an Mausen mit knock-out mehréyclin D-Subgruppen (EMERYCH
2002) — diese spiegeln am ehesten die untersattediExpressionsverteilung der Cyclin D-
Subgruppen in den einzelnen Organsystemen wideRr@y 2004). Weiteren Aufschluss
Uber die funktionelle Auswirkung der unterschiedéo Cyclin D1-Regulation bei
Hodentumoren kdnnten in-vitro knock-down-Versuche aden verschiedenen D-Cyclinen in
Seminom- und Nichtseminomzelllinien mittels siRNAm@ll interfering RNA, MUSSES
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2003) geben, wie sie fur spatere Prozesse gisrTeansition an menschlichen Zellkulturen
schon etabliert wurden (E2F-abhangige NPAT-Redqutati o 2003). Die Ursache der
Hochregulation von Cyclin D1 in Seminomen kénntefclse funktionellen knock-down —
Versuche an weiter upstream gelegenen Genen kl&enwvurde mittels dieser Methode
kdrzlich die ursachliche Rolle der ribosomalen S6dse 1 fur die Cyclin D1-Hochregulation
beim Mammakarzinom gezeigt (Kiczak 2004). Als andere Einflu3gréRen auf die Cyclin
D1-Expression sind das mdgliche Onkogen BCL-3E$WRHEIDE 2001), die MAPK-
Kaskade (ERADA 1999) und das Protoonkogen c-myeii(fep 1994) bekannt.

Das Anticyclinp21 (syn.CDKN1A, Cipl, WAF1) war unterschiedslos bei Semimonund
Nichtseminomen signifikant herunterreguliert unaktg@ somit permissiv auf den Zellzyklus.
In immunhistochemischen Untersuchungen wurde lsea@itCIS-Praparaten eine verminderte
p21l-Expression beobachtet Af@rkovA 2000), und sogar eine signifikante weitere
Expressionsverminderung beim Vergleich mit invasikearzinomen dargestellt @TA
2001). Da all diese Bestimmungen auf Proteinebefudgeen, kam hierbei moglicherweise
ein posttranslationaler Abbau zum Tragen. Dieserdeuals wichtiger Weg der p21-
Regulation beschrieben (Zhang 1999). An den HodeottZelllinien Tera und Scha liel3
sich ein Zusammenhang zwischen niedriger p2l-Expmes und der erleichterten
Apoptoseinduktion Uber den Fas-Weg demonstriereRIERBNGS 2004). Dies stellt
maoglicherweise das Pendant des apoptoseinhibianeidffekts einer Erhohung der p21-
Expression dar, wie er an Kolon-Karzinomzellencbegben wurde (EANG 1999). Der
Nachweis einer erniedrigten p2l-Expression in demliegenden 19 Hodenkarzinomen
unterstitzt die Vermutung, dass der vaneS8ING (2004) gezeigte Zusammenhang auch in
vivo besteht und zu der hohen Chemo- und Radidsiéitigi dieser Tumorentitat beitragt.

Eine Cyclin E/cdk2-Hochregulation (nach WMRRAY (2004) das wichtigste D-Cyclin-
abhangige Ereignis im Zellzyklus) konnte weder $eminomen noch bei Nichtseminomen
beobachtet werden. Die ist in guter Ubereinstimmunity der von BRTKOvA (2003a)
beschriebenen Dysregulation des RB-Pfades bei Hoaemen.

Es verwundert, dass dBRCNA in (hyperproliferierendem) Hodentumorgewebe unveesin
exprimiert wird. In anderem Zusammenhang (Infe#itidiagnostik) verhalt sich das PCNA
auch in Hodengewebe in zu erwartender WeigN¢22001). Hier wére es interessant, die
absolute PCNA-Expression im Hodengewebe von Nidddhtumor-Patienten
(beispielsweise Orchidektomiepraparate i.R. vonstta-Karzinomen) mit derjenigen in
Normalgewebepraparaten von Hodentumorpatienten etgleichen, um so etwaige

pramorbide Verdnderungen in der PCNA-Expressionuaigcken.
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5.1.3 Reparaturgene und Gene der Stressantwort

Weder in Seminomen noch in Nichtseminomen konnignifikante Anderungen dep53-
Expression ausgemacht werden. Ubereinstimmenchflgtgersuchungen des p53-Status auf
Transkriptions- und Translationsebene an Hodentgeweebe aus (ERSEMAEKERS 2002).
Gleichzeitig wurde eine sehr geringe p53-Mutatiatesibeschrieben (nur eine, zudem stille
Mutation in 39 Hodentumoren). Zudem bestand keib&dhgigkeit zwischen der Cisplatin-
Sensitivitat und der p53-Expression USER 1999, KERSEMAEKERS 2002).
Zusammengenommen ergibt sich auch weiterhin kemwklis auf eine zentrale Rolle von

p53 in der Pathogenese der Hodentumoren.

Signifikant unterschied sich die Expression @ADDA45A in Seminomen (herunterreguliert)
und Nichtseminomen (leicht Gberdurchschnittlich rexgert). Weitere Untersuchungen Uber
GADDA45-Proteine in Hodentumoren sind bisher nialtblziert. In anderen Tumoren (aul3er
in  Pankreas-Karzinomen) werden GADDA45A-Mutationens auniblich bewertet
(CAMPOMENOSI UND HALL 2000, HLDESHEIM 2002). Als bekannte Einflu3groRen auf die
GADD45A-Expression sind p53 und BRCA1 beschrieldéaL{ ANDER und FORNACE 2002).
Die im Vergleich zu p53 hoéhere Spezifitat fuir DNAF&den lasst weitere Regulationswege
vermuten (Xiao 2000). Besonders beachtenswertiegsSdppression von GADD45A durch
das Proto-Onkogen c-myc ABSYTE-LOVEJOY 2004,HOLLANDER und FORNACE 2002, BJSH
1998), denn auch fur das ebenfalls nur in Seminasigeifikant herunterregulierte Cyclin D1
ist eine c-myc-bedingte Suppression schon seitelangekannt (RLIPP 1994), womit ein
maoglicher gemeinsamer Regulationsmechanismus benaére. Eine Studie der c-myc-
Expression in Hodentumoren beschrieb nur in einem 25 Fallen eine Hochregulation
(ScHmMIDT 1997). Auf Proteinebene wurden bislang keine Untg#rangen publiziert.
Interessant ware die Wiederholung der c-myc-Bestimgndurch die genauere RTQ-PCR-
Methode und die Untersuchung des c-myc-Proteinst&tulierdem ergébe sich auch hier ein

vielversprechender Ansatzpunkt fir knock-down-Expente mittels siRNA.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich unterschiesl$ei Seminomen und Nichtseminomen
eine signifikante Herunterregulation der NER-G&%D23a undERCC1 und des HR-Gens
RAD50. Ausserdem wurden ERCC1 und RAD 50 bei den 30-&igen Patienten

signifikant starker heruntergeregelt als bei detewu30-Jahrigen. Hinweise auf eine (1.)

besondere Funktion des ERCC1 in normalem Hodengeweb es (2.) unter Umstanden

auch beim Menschen altersabhéngig reguliert senmtie) ergaben die Beobachtungen, dass
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(1.) in ERCC1-knock-out-Mausen eine normale Gonademcklung unmdglich ist und (2.)
in den Gonaden junger Mause eine starkere ERCCieBsijon zu verzeichnen war als bei
alteren (H1A 2003). Das ausgesprochen gute Ansprechen auf Gherapie ist ein
Charakteristikum der Hodentumoren, das unter andendt ihrer verminderten DNA-
Reparatur-Kapazitat erklart wird @SerRLE 1997). Besonders die Nukleotid-Exzisions-
Reparatur NER ist zustandig fur die Behebung derRahmen einer Cisplatin-Therapie
entstehenden Schadernu@uTtA 2002). In Ovarialkarzinomen wurde die Induktion &R
mit der sich haufig entwickelnden sekundéaren Cisplaesistenz in Verbindung gebracht
(FERRY 2000). In Hodentumor-Zellinien wurde eine vermirtdeExpression von ERCC1,
XPA und XPF gezeigt (MsTERSuNnd KOBERLE 2003, WELSH 2004), die nun fur ERCC1 an
Patientengewebe bestatigt werden konnte. Fir die dibenfalls festgestellte signifikante
Herunterregulation des HR-Proteins RAD50 in Hoderdren fand sich kein Hinweis in der
Literatur. Uber einen zugrundeliegenden, mdoglicleise gemeinsamen Regulations-
Mechanismus kann nur spekuliert werden. Daflr ¢$f@adass die Protagonisten ERCC1 und
RAD50 beide signifikant altersabhangig herunterliegiwurden.

Das Gen fur die Glutathion-Peroxidase GPX2 wurde signifikant unterschiedlich in
Seminomen (hochreguliert) und Nichtseminomen (uaveert) exprimiert. Bisher wurde die
Expression von GPX2 in Hodengewebe noch nichtyedzen. Es konnte weder durch
Western-Blot noch mittels Immunhistologie nachgesere werden (KMATSU 2001).
Moglicherweise ist diese Hochregulation von GPXZlen Seminomen der Ausdruck einer
ihnen innewohnenden Fahigkeit, auf oxidativen sStmmit der Expression von Glutathion-
Peroxidasen zu reagieren, ahnlich wie es bei Spgernmen bekannt ist (BSEGUER2004), mit
denen sie die gemeinsamen histogenetischen Vorfat@iéen. In diesem Fall ware die
unterschiedliche Expression in SE und NS nicht @ls Hinweis auf pathogenetische
Unterschiede zu werten, sondern als Herkunftsmdrkina besondere Expressionssituation

von GPX2 wird weiter unten eingehender besprochemlan.

Die Glutathion S-Transferase ABSTA2 fand sich in allen 19 Hodentumoren um
durchschnittich mehr als das zehnfache herunteliexy wobei auch hier die

Herunterregulation bei den Uber 30-Jahrigen nochirsighifikant starker ausfiel als bei den
unter 30-Jahrigen. Es wurde bereits gezeigt, dasSldtathion S-Transferasen eine wichtige
Rolle in der Detoxifizierung von Keimzellenkulturepielen und ihre Inhibition zu einer
erleichterten Apoptoseinduktion fihrt 4B und SiAHA 2000). Mdglicherweise representiert

vorliegender Befund einen pathogenetisch wichtigenktionsverlust fur die Entstehung von
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Hodentumoren — wirkt doch auch oxidativer Stressagen (E2ANS 2004). Zumindest aber
konnte die von Ro und SHAHA in vitro demonstrierte Rolle der Glutathion S-Tri@nasen
auch in vivo ihren Anteil an der den Hodentumonenewohnenden Sensitivitdt gegeniber
apoptotischen Stimuli (ERINGS2003) haben. In Mausen zeigte sich bei einem dagl
verschiedener gesunder Organe die hochste Glylgesylaktivitat in den Hoden (Karahalil
2002); diese Enzyme sind im Rahmen der Basen-ExwdReparatur fur die Beseitigung von
oxidativen DNA-Schaden zustandig. Uber den Zustdad Basen-Exzisions-Reparatur in
Hodentumoren oder entsprechenden Zellkulturen fasdd keine Literaturangaben, weshalb

sich weitere Untersuchungen zu dieser Fragestetumgfehlen.

Uberaschenderweise zeigte sich die Expression de®iSNFRKB in den Hodentumoren
beiderlei Entitat jeweils signifikant herunterreigul. Geht man weiterhin davon aus, dass
NFRkB ausschliel3lich in T-Lymphozyten exprimiertrdviADAMS 1991), sind noch zwei
weitere Annahmen zur Erklarung dieses Umstandesamatig: (1.) Auch im Normalgewebe
kamen T-Lymphozyten in relevantem Umfang vor. Diedieser Arbeit bestimmte absolute
NFRkB-Expression im jeweiligen Normalgewebe repnésete deren Expressionsaktivitat.
(2.) Da im eigentlichen Tumorgewebe die Lymphomgliehte nicht geringer als im
umgebenden Normalgewebe angenommen werden kansemdese demnach ihre NFRkB-
Expression deutlich vermindert haben. Moglicheredist dies ein Mechanismus, der die
~Immun-Privilegierung der Hodentumoren* ¢8veLz 2002) erklaren kénnte. Vor der
weiteren Untersuchung von IL-2 Effekten in und amorinfiltrierenden Lymphozyten
misste zuerst geklart werden, ob nicht doch auche eNFRKB-Expression in

lyphozytenfreien Geweben — beispielsweise in Hageot-Zellkulturen - stattfindet.

5.1.4 Sonstige Gene

Clusterin CLU wurde von Seminomen und Nichtseminomen signifikamtd stark
herunterreguliert (SE: dmE 0,03; NS: dmE 0,07) wat den Untersuchungen vomEHRENS
(2001) ubereinstimmt. Allerdings hatten hier dievybig-Zellen der Normalgewebe einen
groRen Anteil an der Gesamtexpression. BesagteerZeind in Tumorarealen aber als
verdrangt anzunehmen, weshalb wohl ein Teil defewiftiellen Expression auf die
unterschiedliche gewebliche Komposition des Normakpes mit seinen akzessorischen
Zellen zurtckzufuhren ist. Deutlicher noch triftisdauf die monomorphen reinen Seminome
zu, was die Ursache dafur sein mag, dass hier drairtierregulation nochmals signifikant
starker ausfiel als bei den Nichtseminomen. Intmeterweise war auch hier die
87



5 Diskussion

Herunterregulation bei den unter 30-jahrigen Pé&tiesignifikant starker als bei den tber 30-
Jahrigen. In der Untersuchung normaler Hoden vemrRBNS waren von den Keimzellen vor
allem die reiferen und Ilumennahen anfarbbar. Maoglweise ist diese
differenzierungsabhangige Regulation vo@lusterin _auch fir das altersabhangig

unterschiedliche Expressionsverhalten bei den Hodsoren verantwortlich.

NME1 fand sich in SE und NS signifikant erhdht, was Witgaben anderer Autoren
Ubereinstimmt (8HMIDT 1997, HoRI 1997). Zwar zeigten hier alle der drei Tumoren mit
bekannten Metastasen (Pat 8, 15, 16) eine NME1l{Regu im Normalbereich. Der
Expressionsunterschied war aber nicht signifikgat 0,11). Auch in den zuvor genannten
Arbeiten konnte keine Assoziation der NME1-Expressmit dem Tumorstatus festgestellt

werden.

5.2 Embryonale Karzinome

Der Nachweis bzw. der Anteil von Embryonalen Kaomren in einem Gesamttumor im
lokalen Stadium ist nach der vendsen/lymphatischefiltration der néchststarkste
prognostische Faktor fir das Vorhandensein okkiltetastasen (@JUcHON 2002). Bei der
Gegenuberstellung der reinen Embryonalen Karzinonteden Mischtumoren fand sich die
differentielle Expression dedas-Rezeptors ( EC: 1,28; MT: 0,71) signifikant

unterschiedlich. Man sollte jedoch von dieser madgschen Signifikanz nicht auf eine
biologische Relevanz schlie3en, da die differeletiel Expressionen der individuellen
Tumoren mit einer Ausnahme immer im Kontrollberelagen. Fur die signifikant starkere
Herunterregulation vorClusterin in reinen Embryonalen Karzinomen bietet sich diese
Erklarungsweise wie zwischen Seminomen und Nichisemem an, namlich dass hier die
homogenere Histologie und der geringere stromaldeiAnv.a. LEYDIG-Zellen) am

Tumorgewebe zum Tragen kommt. Keine signifikantemtetschiede zeigten sich beim
Vergleich der anderen Gene, einschlieBlich d¥BIE1-Gens. Aus den erhobenen
Expressionsdaten ergibt sich somit kein Erklarungaz fur die ungunstigere

Metastasierungsprognose beim Nachweis eines Emdlgoiarzinoms.
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5.3 Einfluss des Patientenalters

Bei der allein altersabhangigen Betrachtung alledéhtumoren ohne Bertcksichtigung der
Tumorentitat ergab sich ein Trend zur Herunterrajoh mit zunehmendem Alter. Beim

Vergleich der unter 30-Jahrigen mit den 30-37-gsmi war der Unterschied ihrer

durchschnittlichen differentiellen Expression sfiga@nt (dmE 0,99 gegeniber dmE 0,8, p=
0,021). Zwischen Seminomen und Nichtseminomen {jsw@hne Berlcksichtigung des

Pateintenalters) konnte ein solcher Unterschiedtrfestgestellt werden, was die Relevanz
obigen Ergebnisses unterstreicht. Insgesamt wuleGene von den Tumoren éalterer
Patienten (30-37 Jahre) signifikant geringer exmitnals von den Tumoren jungerer
Patienten (Cyclin D1, Cyclin E1, ERCC1, RAD50, G&Ténd Clusterin). Der umgekehrte

Fall fand sich niemals.

Absolute Expression

Es konnte aul3erdem gezeigt werden, dass sowolabd@ute Expression im Tumorgewebe
als auch die absolute Expression im Normalgewehedba 30-37 jahrigen Patienten
signifikant geringer war als bei den unter 30-Jgdmi Dabei war die relative Abnahme beim
Tumorgewebe mit 0,63 signifikant starker als beinrmalgewebe mit 0,85, namlich um den
Faktor 0,74.

Literatur zu altersabhangigen Expressionsénderuimgeiodengewebe liegt bislang nicht vor.
Wenige Veroffentlichungen haben bisher Uberhaupt despekt der altersabhéngigen
Genexpression behandelt. In menschlichen Fibranasteigten etwa 1% der Gene
altersabhangige mRNA-Anderungen. Dies traf bei et¥ader Gene in Mause-Hepatozyten
und 4% der Gene in Rattenhepatozyten ziRgBHNER 2002). In menschlichem Colon-
Epithel wurden aus 6000 Genen 9 mit einer alteidadpigen Expression identifiziert, bzw. 12
Gene aus 6000 bei Colon-Adenomenr@CHNER2002). Die Mehrzahl der Gene zeigte dabei
eine zunehmende Expression mit dem Patientendder.differentielle Expression wurde
nicht untersucht. AufRerdem wurde eine altersablgangiterschiedliche Expression in
Ependymomen bei 8 aus 2600 Genen identifiziert, idieder &lteren Vergleichsgruppe
samtlich herunterreguliert waren ggsHuNnov 2003). Dies ist besonders interessant, da die
Ependymome als Tumoren des Kindes- und Jugendalt@tsPravalenz des mannlichen
Geschlechts und gutem Ansprechen auf Radiother@iskLER und HERRMANN 1999)

zumindest lose biologische Gemeinsamkeiten mitHi@hentumoren zeigen.
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Kein Literaturhinweis fand sich zu einer genereldtersabhangigen Herunterregulation, wie
sie in dieser Arbeit sowohl fir Normalgewebe, Tugswebe als auch fiur die differentielle
Expression gezeigt wurde. Dieser Befund legt diermdung eines allgemeinen
supprimierenden Einflusses auf das Hodengewebe. nédrschiedene Prozesse mit einem
Einfluss auf die allgemeine Genexpression wurdeschiéeben: Dies kann die generelle
Aktivitat der Transkriptionsmaschinerie (das Tramgiom, bzw. das RNA-Polymerase II-
Holoenzym) betreffen (S4ULLER und LEHMING 2003). Ein anderer Mechanismus ist die
Konformationsanderung des Chromatins, die eineskrgptionsrepression bewirkt, und zwar
durch  Proteine der ,Polycomb“-Gruppe, wobei ein aumenhang mit
Entwicklungsvorgdngen vermutet wird RANCIS 2004). Eine generelle neuronale
Transkriptionsrepression durch die Proteine Humitingund Ataxin-1 (jeweils
pathognomische fir die neurodegenerativen Erkragdun Chorea Huntington und
Spinocerebellare Ataxie 1) wurde festgestellt odHINO 2004). Aber auch DNA-
Hypermethylation und genetische InstabilitatTdGawa 2004) gehdren zu den moglichen
Ursachen. Bezlglich der altersabhangigen geneti€thilitdat in humanen Keimzellen
(auBer Spermatozyten) liegt keine Literatur vor.ekistieren aber Studien an Nagern, die
eine altersabhangige Zunahme der genetischen iitstain mannlichen Keimzellen belegen
(SLOTER2004).

Samtliche altersabhéngigen Expressionunterschiedent zwischen den Altergruppen der
unter 30-Jahrigen und der 30-37-Jahrigen auf, rabler zwischen den 30-37-Jéhrigen und
den uber 37-Jahrigen. Aul3erdem lie3en sich die ésspnswerte in keinem Fall mit dem

Patientenalter korrelieren. Es ist also unwahrsdioki, dass hier ein kontinuierlicher

altersabhangiger Einfluss besteht. Eher ist eingesartige Verdnderung im allgemeinen
Expressionsverhalten des Hodengewebes um daswiteBO Jahren zu vermuten. Daher ist
auch weniger von einem kausalen Einfluss abnehmmed@stosterons mit zunehmenden

Alter auszugehen, da dieses uUber mehrere Dekaglgg absinkt (Harman 2001).

FUr eine andere, derzeit noch nicht publizierteeftrivurden die auch vorliegender Arbeit
zugrundeliegenden Daten nochmals in anderer Waelgsaert. Dabei wurden alterabhangige
Expressionsdnderungen innerhalb von Gen-Funktioppgn (Apoptoseregulation,

Zellzykluskontrolle, DNA-Reparatur und Stressantivepwie getrennt nach Seminomen und
Nichtseminomen untersucht. Abweichend zu obigen ebmgsen lieBen sich dabei

signifikante altersabhangige absolute Expressidesschiede nur im jeweiligen
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Tumorgewebe, nicht jedoch im Normalgewebe darstelless ware interessant zu sehen, ob
sich nach einer Erweiterung der Untersuchungskelarth innerhalb dieser Subgruppen die
oben fir die Gesamtheit aller Gene und Tumoregtit@gezeigten signifikanten

Expressionsanderungen auch im Normalgewebe repeydadiel3en.

Differentielle Expression

Im Durchschnitt fand sich fir alle Gene bei deneunB0-Jahrigen eine differentielle
Expression von 0,99 , bei den 30-37 Jahrigen ahertéerunterregulation (dmEk 0,80), wobei
dieser Unterschied signifikant war (p=0,021). Imzeinen wurden sechs Gene signifikant
herunterreguliert. Sie lassen sich drei Funktiomsgen zuordnen: Zellzyklus (Cyclin D1,
Cyclin E1), DNA-Reparatur (ERCC1, RAD50) und Steegsvort (GSTA2 und Clusterin).

Zur Erklarung der altersabhéngig unterschiedlichdferentiellen Expression dieser Gene
bieten sich zwei Hypothesen an: (1.) Es existidn Regulationszusammenhang in
Tumorzellen, der eine differentielle Expressiontiesiter abhéngiger Gene verursacht und
zudem noch altersabhéangig ist. Durch Bestimmungetterelnen Einflussfaktoren auf die im
einzelnen altersabhéangig differentiell exprimierteBene konnte man auf diesen
Regulationszusammenhang schlieBen. Die Ursache ideNormalgewebe signifikant
verminderten absoluten Expression ware hierdureindahgs schwer zu erklaren. (2.) Es gibt
einen dem Hodengewebe innewohnenden Mechanismugltdesabhéngig die allgemeine
Expressionstatigkeit vermindert. Durch ihn wurdee dm Normalgewebe festgestellte
Verminderung der absoluten Expression verursaciit. Tumorgewebe wird derselbe
Mechanismus in seiner Wirkung verstarkt. Er vercinga damit die im Vergleich zum
Normalgewebe starkere Herunterregulation der abmolExpression im Tumorgewebe. Eine
(teilweise auch signifikant) veranderte differetieExpression ist hieraus schon allein aus

Grunden der Mathematik zu erwarten.

5.4 Die ,differentielle Expression“ als beschreiben de Grofze fur
Genexpressionsanderungen

Das Konzept der differentiellen Expression gehtomaaus, dass das Normalgewebe eines
Patienten eine intraindividuell normale Expressaomweist, die deshalb als Bezugspunkt fur
die Beurteilung der Expression im Tumorgewebe dierlann. Madoglichkeiten fir
Fehlinterpretationen sollen anhand der differelaiel Expression vonGPX2 diskutiert

werden. GPX2 wurde von Seminomen "hochregulientifd2,3) und von Nichtseminomen
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leicht herunterreguliert (dmE 0,81), wobei der Usthied signifikant war. Es bieten sich
zwei Betrachtungsweisen arfl.) Wahlt man die Expression im ,Normalgewebe“ als
Bezugspunkt, wie es in dieser Arbeit generell gascko wird man daraus schliel3en, dass in
den Tumorgeweben der einzelnen Seminome das GPX2j&eeils starker exprimiert
wurde, als es normalerweise der Fall i$2.) Betrachtet man die absolute Expression von
GPX2 in Seminomen und Nichtseminomen (Tabelle ldhilWlung A-31), so stellt man fest,
dass die durchschnittliche absolute Expression umdrgewebe der Seminome kaum grof3er
war als bei den Nichtseminomen (Faktor 1,3, nignifkant). Gleichzeitig war die
durchschnittliche absolute GPX2-Expression im Ndgeaebe der Seminome signifikant
geringer (Faktor 0,4; p= 0,021) als bei den Nietmtmiomen. Es stellt sich daher die Frage,
ob in diesem Falle die Expressionsminderung im phelgewebe“ der Seminome die
eigentliche Abweichung vom Normalzustand darstelliediesem Falle wirde die bei GPX2
signifikant hochreguliertedifferentielle Expression ein irrefiihrendes Bildr datsachlichen
Umstande ergeben.

Welche dieser beiden Betrachtungsweisen im Einkelfa tatséachlichen Umstande besser
widerspiegelt, lieRe sich nur durch Einfuhrung simeeiteren Bezugspunktes (z.B.GPX2 in

Hodengewebeproben von nicht Hodentumorkranken iatig klaren.

Denkbare Ursachen fir eine von einem Normalzustabdeichende Expression im
.Normalgewebe“ waren: (1.) Expressions-Veranderangdie tumorbedingt sind (z.B.
parakrin, durch Verdrangung oder Entzindung, et(2)) Eine pramorbid veranderte
Expression, die eine aus ihr folgende Tumorbildusgnmdglichte. (3.) Gemeinsame
Einflussfaktoren, die sowohl die beobachtete Exgoesabweichung im Normalgewebe

bewirken, als auch die Entstehung der jeweils sntgiten Tumorentitat beglnstigen.

Beim Vergleich der Seminome und der Nichtseminomérd 10 von 37 Genen auf, bei
denen sich die durchschnittliche absolute Expressim Normalgewebe starker zwischen
beiden Tumorgruppen unterschied, als dies im Tuewefpe der Fall war (,T/N-Zahl*
negativ in Tabelle 10). Dies ist aber jeweils nlg ladiz zu verstehen, dass bei diesen 10
Genen im Einzelfall die 2. Betrachtungsweise digeamessenere sein konnte. Unter diesen 10
Genen wurde nur im Falle des GPX2 eine signifikamnterschiedliche differentielle
Expression in Seminomen und Nichtseminomen fesliestweshalb die Frage der

zutreffenderen Perspektive fir die anderen neuneGeeniger relevant ist. Festzuhalten
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bleibt, dass die alleinige Betrachtung der difféiedlen Expression unter Aul3erachtlassung

der absoluten Expression die Gefahr von Fehlinggéapionen im dargestellten Sinne birgt.

5.5 Bewertung der Methode und Vergleich mit Array-D  aten

Die RTQ-PCR wird heute als Gold-Standard der Vedgahzur RNA-Quantifizierung
angesehen @UTENEGGER 20094. Vom Hersteller des Analysegerdtes und der
Nachweisreagenzien (Applied Biosystems) wird einied&rholungsgenauigkeit von 0,5 C
Werten (entspricht einer 1,4-fachen Differenz od#mem relativen Fehler von 40%)
angegeben. Insgesamt wurden im Rahmen dieser Ualensg 1406 Doppelmessungen
durchgefuhrt. Der relative Abweichung lag im Mitteei 13,2% (SD 15%). 30% der
Messungen hatten eine Wiederholungsgenauigkeit<v&do. Bei 51% lag sie unter 10%
(90% der Messungen 30%; 95% d. M< 40% Wiederholungsgenauigkeit). Da somit eine
gute Messgenauigkeit demonstriert war, konnten hige mittels RTQ-PCR gewonnenen
differentiellen Expressionswerte auch als Malstalb Evaluation der vorbestehenden

differentiellen Expressionswerte aus dem Array-Expent (FORT 2005) verwendet werden:

Es zeigte sich eine befriedigende Korrelation vot= r0,71 der differentiellen
Expressionswerte aus Array-Experiment und RTQ-P@RtiBimung. Bei ausschliel3licher
Betrachtung der Konkordanz der Ergebnisse stimr@gwon 30 Uberein (93%). Da beide
Messungen an unterschiedlichen Patientenpopulatidnechgefihrt wurden, war ein Teil der
Nichtubereinstimmungen maoglicherweise auf  tatsébkli Unterschiede im
Expressionsverhalten beider Populationen zuriickeafu Dieses Ergebnis unterstreicht den
hohen Wert vor allem der qualitativen Expressiogsienisse des Array-Verfahrens und damit
auch die Aussagekraft der Array-Studieg? 2005).

Bei dieser Array-Studie wurden 1176 Gene in 5 miSeminomen und 6 Nichtseminomen
untersucht. Dabei fanden sich in insgesamt 152eRdln Tumorgewebe eine signifikant

andere Expression als im Normalgewebe. Das entspraer Detektionsrate signifikanter

differentieller Expressionen von 6,5% (152/(2*1176)Bei der vorliegenden RTQ-PCR-

Untersuchung traf dies in 40 Fallen bei jeweils@&nen zu (40/(2*37)= 54%). Mogliche

Grunde fir die wesentlich hohere Detektionsratelidie RTQ-PCR sind:

(1.) Die extrem hohe Sensitivitdt des RTQ-PCR-Verfahrdhs beim Gen Caspase 4 stiel es

an seine Nachweisgrenze. Hingegen lag die Expressia 65% der in der Array-Studie
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untersuchten Gene im Bereich des Hintergrundramscheomit eine Bestimmung der
differentiellen Expression hier gar nicht erst mdglwar (Die in dieser Hinsicht korrigierte
Detektionsrate der Array-Studie lage bei 18%). BidAanahme wird weiter unterstitzt durch
die Beobachtung, dass die Array-Detektionsrategeiingerem absoluten Expressionsniveau
abnimmt (vergl. Tabelle 18).

(2.) Die grofere Fallzahl bei den RTQ-PCR Versuchers{at 5 Seminom-Patienten, 9 statt
6 Nichtseminom-Patienten).

(3.) Tatsachliche Expressionsunterschiede zwischenetegils untersuchten Kohorten.

(4.) Die Auswahl der untersuchten Gene: Betrachtet mardie auch durch das RTQ-PCR-
Verfahren untersuchten Gene, so wurden unter ihderch das Array-Verfahren 18
signifikante differentielle Expressionen entdecktas einer Detektionsrate von 23%
entspricht. Damit liegt die Detektionsrate diesarswahl von Genen auch innerhalb des
Array-Verfahren deutlich héher als im Durchsch(6t6%, s.o.).

(5.) Man konnte annehmen, dass durch eine geringersgdeauigkeit beim Array-Verfahren
kleine Expressionsunterschiede weniger oft alsifdkgmt dargestellt werden konnten als dies
durch das genauere RTQ-PCR-Verfahren der Fall gawesire. Sollte dies einen Grund fur
die geringere Detektionsrate signifikanter diffdérelter Expressionen durch das Array-
Verfahren darstellen, so ware eine unterschiedlielgebnisverteilung bei beiden Verfahren
anzunehmen: Beim RTQ-PCR-Verfahren wurde keineiféignte differentielle Expression
ermittelt, die geringer einem 1,3-fachen Expressimterschied war (3% 1,4-fach; 5%
1,5-fach; 28% 1,8-fach; 33% 2-fach; 78%< 5-fach und 90% 10-fach). Bei der
Ergebnisverteilung der Array-Experimente lag jedkeme Minderrepresentation der kleinen
differentiellen Expressionswerte vor (09d,1-fach; 1% 1,2-fach; 4% 1,4-fach; 14%

< 1,5-fach; 28% 1,8-fach; 43% 2-fach; 91%x 5-fach und 100% 10-fach). Somit ist

diese Hypothese widerlegt.

Die Array-Methode lieferte also bezuglich der Kordanz der differentiellen
Expressionsergebnisse mit einer Rate von 93% derRAQ-PCR gleichsinnigen Werte
zuverlassige Ergebnisse. Unterlegen war sie der -RTQ v.a. in Hinsicht auf die

Sensitivitat, da sie wesentlich weniger signifilkadifferentielle Expressionswerte lieferte.
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6 Zusammenfassung

Ziel: Untersuchung der Expression von Schlisselgenentraian Zellfunktionen
(Apoptoseregulation,  Zellzykluskontrolle, DNA-Repaur und  Stressantwort) in
Hodentumoren verschiedener Tumorentitat. Validigruzuvor mittels Array-Verfahren
erhobener ErgebnissedRT 2005).

Methode: Untersuchung der differentiellen Expression vonGa&hen in Tumorgewebe und
Normalgewebe von 9 Seminom(SE)-Patienten und 1@tskeninom(NS)-Patienten mittels
quantitativer Echtzeit-Polymerase-KettenreaktioMQRPCR).

Ergebnisse _und Diskussion:(1) An unterschiedlichen Patientenkohorten durchgeéihrt

Untersuchungen der Differentiellen Expression diRGQ-PCR zum einen und durch Array
zum anderen zeigten in 93% der Gene gleichsinniggdssionsdnderungen. Durch RTQ-
PCR wurden haufiger signifikante Expressionsunteeste zwischen Tumor- und
Normalgewebe festgestellt (54% der untersuchtere@einch RTQ-PCR gegenuber 23% der
gleichen Gene durch Array)(2) Die differentielle Expression in Seminomen und
Nichtseminomen unterschied sich in der Regel nicBignifikante Unterschiede der
differentiellen Expression wurden nur fir Cyclin Dhd GADD45A (SE hochreguliert, NS
herunterreguliert), GPX2 (SE herunterreguliert NSHreguliert) sowie Clusterin (SE starker
als NS herunterreguliert) festgeste() Bei Hodentumoren beider Entitdten zeigte sich eine
Dysregulation der Apoptoseinduktion, eine vorwiady@noapoptotische Apoptoseintegration
und eine aktivierte Apoptoseexekution. Bei letatevarde erstmals eine Hochregulation der
Caspase 4 festgestellt, die auf eine mogliche Reliees alternativen Weges der
Apoptoseauslésung in Hodentumoren hinweist. Es abdst eine permissive
Zellzyklusregulation. Die DNA-Reparatur-Gene ERCCRAD23a und RADS50 waren
signifikant herunterreguliert, was eine mdglichesafihe der exzellenten Wirksamkeit der
Chemotherapie darstel@d) Nach Einteilung der Patienten in drei Altersgrupge30, 30-37,
>37 Jahre), ohne Beriicksichtigung der Tumorentizéigte sich(a) eine altersabhangige
Abnahme der globalen absoluten Expression sowohINormalgewebe als auch in
Tumorgewebe. (b) AuRerdem zeigte sich bei der differentiellen Exspren ein
altersabhangiger Trend zur Herunterregulation. ®Befunde waren fur den Vergleich der
Altersgruppen <30 und 30-37 Jahre signifikaa). Da die altersabhangige Abnahme der
globalen absoluten Expression auch im Normalgewald&rat, wird ein altersabhangiger
Mechanismus der globalen Transkriptionsrepressiastytiert, der im Rahmen der

Karzinogenese verstarkt wird.
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6 Zusammenfassung

Abstract

Aim: To assess the expression of certain genes codingoidogical processes like

apoptosis, cell cycle control, DNA repair and sragsponse, which are relevant for
tumorigenesis in testicular tumors of differentites. Additionally, results obtained by prior
Array studies (BRT 2005) are to be validated.

Method: Examination of the differential expression of §&nes in tumor tissues and in
normal tissues of 9 seminoma (SE) and 10 non-senan(NS) patients using real-time
quantitative polymerase chain reaction (RTQ-PCR).

Results and Discussion:(1) Studies of the differential expression performetinn different

cohorts (using RTQ-PCR in one cohort while Arraghteique was used in the other cohort)
indicated an identical direction of the changegenetic expression in 93% of the examined
genes. RTQ-PCR revealed significant changes in tgerexpression more frequently
compared to Array technique (54% of the examinategdy RTQ-PCR vs. 23% of the same
genes by Array technique)(2) Differential expression in Seminoma and Non-Semaalid
not present any distinction in general. Only tkpression of Cyclin D1 and GADD45A was
found to be different in SE (down-regulated) and (Nf-regulated), as well as the expression
of GPX2 (down-regulated in SE while up-regulated N8) and of Clusterin (more
downregulated in SE than in NS).(3) Testicular Tumors of both entities showed
dysregulation of the induction of apoptosis, a fyaproapoptotic situation in the integration
phase and an activated execution phase of apotlodise latter case for the first time an up-
regulation of Caspase 4 could be demonstrated. poiats towards a possible role of an
alternative way of initiation of apoptosis in testiar tumors. Cell cycle control was
permissive. The DNA repair genes ERCC1, RAD23a RAD50 were significantly down-
regulated, what may be a reason for the excellfattareness of chemotherapy4) After

the patients have been divided into three age gr@¢gf0, 30-37, >37 yearsja) an age-
dependent decrease in globale absolute expressisfonnd in both, normal tissue and tumor
tissue. (b) Additionally, there was an age-dependent trendatd® down-regulation in
differential expression. This finding was signifitavhen comparing the age group <30 years
with the age group 30-37 year&k) Because age-dependent decrease of global absolute
expression was found even in normal tissue, andagendent mechanism of global
repression of transcription is postulated, whichyniee augmented within the scope of

carcinogenesis.
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