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Einleitung

1 Einleitung

Hodenkrebs ist der hidufigste solide maligne Tumor bei Médnnern zwischen
15 und 35 Jahren, sein Anteil an allen Krebserkrankungen bei Ménnern
betrdgt allerdings nur 1 Prozent. ( Jemal et al. ; 2003)

95 Prozent aller Hodentumore sind Keimzelltumoren, die sich zu gleichen
Teilen aus Seminomen und Nicht-Seminomen zusammensetzen. Unter dem
Begriff Nicht-Seminom werden alle reinen Tumoren aufler dem Seminom
und alle Mischtumoren ohne oder mit FEinschluss des Seminoms
zusammengefasst. Zu den Nicht-Semindmatosen Keimzelltumoren gehdren
Dottersacktumor, Chorioncarcinom, embryonales Carcinom, Teratom und
das spermatocytische Seminom. Die restlichen 5 Prozent der Hodentumoren,
die nicht zu den Keimzelltumoren gehoren, sind Leydizell.-, Sertolizell.-,
und Stromatumoren. Die histologische Einteilung der Hodentumore ist
wegen deren unterschiedlicher Prognose von entscheidender Bedeutung,
aber auch die Ausdehnung des Tumors und die héhe der Tumormarker
flieBen in die Beurteilung hinsichtlich der Prognose und Therapie
malgeblich mit ein.

Die Zuordnung der in dieser Arbeit untersuchten Proben erfolgte nach
folgenden Klassifikationen, die in Tab.la-c dargestellt sind.

» TNM-Klassifikation der Keimzelltumoren des Hodens (UICC, 1997)

* Prognoseklassifikation der IGCCCG der Keimzelltumoren des Hodens

« Stadieneinteilung nach Lugano
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Tab.1
TNM-Klassifikation der Keimzelltumoren des Hodens (UICC, 1997)

Priméartumor:

Tx Primértumor nicht beurteilbar

TO Kein Anhalt flir Primértumor

TIN Testikuliire intraepitheliale Neoplasie

T1 Tumor auf Hoden begrenzt

T2 Tumor infiltriert Gewebe jenseits der Tunica Albuginea oder den Nebenhoden
T3 Tumor infiltriert den Samenstrang

T4 Tumor infiltriert das Skrotum

Regionale Lymphknoten

Nx Lymphknoten nicht beurteilbar

NO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

N1 1-5 Lymphknotenmetastasen, keine iiber 2cm Durchmesser

N2 Lymphknotenmetastasen mit 2 bis fiinf cm Durchmesser oder multiple
Lymphknotenmetastasen mit weniger als 5 cm Durchmesser.

N3 Lymphknotenmetastasen mit mehr als Scm Durchmesser

Fernmetastasen

Mx Fernmetastasen nicht beurteilbar

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

MIla Nicht regionale Lymphknoten- oder Lungenmetastase
MI1b Viscerale Metastasen auBerhalb der Lunge
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Unter Zuhilfenahme der TNM-Klassifikation werden die Prognose-
klassifikation der IGCCCG und die Stadieneinteilung nach Lugano erstellt.

Tab. 2
Internationale Prognose-Klassifikation der fortgeschrittenen Hodentumoren
nach Konsensus-Konferenz der ,,International Germ Cell Cancer

Collaborative Group* (IGCCCG).

Prognosekategorie Seminom Nicht-Seminom

Glinstig 90% der Patienten 56% der Patienten
Jedes T, N, M1a Jedes T, N, Mla, S1
Normales AFP, jedes HCG und
LDH

Intermediir 10% der Patienten 28% der Patienten
Jedes TN.M Jedes T, N, M1a,
Normales AFP, jedes HCG S2
und LDH

Unglinstig -- 16% der Patienten

Jedes T,N.M, S3

* Alpha-Feto-Protein, **Humanes ChorionGonadotropin, ***Laktatdehydrogenase



Einleitung

Tab. 3

Stadieneinteilung nach Lugano

1A pT1 NO MO SO

IB pT2-4 SO

IS pT1-4 S1-3

IHA  pT1-4 N1 MO S0/1

1IB pT1-4 N2 MO S0/1

IIC  pT1-4 N3 MO S0/1

IIIA pT1-4NO0-3M1aS0O  oder pTI1-4NO-3 MlaSl1

HIB pT1-4 N1-3 MO S2 oder pTl1-4N1-3 MlaS2

IHIC pT1-4 N1-3 MO S3 oder pT1-4NI1-3MlaS3  oder pT1-4N1-3 Mlb S0-3

S-Stadium (Tumormarker)

LDH HCG (IU/L)* AFP (ng/ml)
SO N und <5 und <10
S1 <1,5xN und <5000 und <1000
S2 1,5-10xN oder 5000-50 000 oder 1000-10 000
S3 >10xN oder >50 000 oder >10 000

* HCG: Ing/ml =5 IU/L

1.1 TIN

Die Testikuldre Intraepitheliale Neoplasie = TIN gilt als Vorldufer aller
testikularen Keimzelltumoren, mit Ausnahme des seltenen Sperma-
tocytischen Seminoms. Die TIN ist in an Hodenkrebs angrenzendem
Gewebe in bis zu 90% der Fille (Jacobsen et al; 1981;) und in allen
Gruppen, die ein erhohtes Risiko tragen, einen Keimzelltumor zu
entwickeln, nachweisbar. Dazu gehdren wu.a. auch Mainner mit
kryptorchidem Hoden, (Dieckmann et al;1982) sowie Mianner mit einem
Androgen-Rezeptordefekt. (Miiller et al;1984) Weitere Fille in denen eine
TIN zu finden ist:
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- Im kontralateralen Hoden eines Mannes mit ipsilateralem KZT

- Im Hoden eines Mannes mit extragonadalem KZT

- In einem kryptorchiden Hoden oder im normal dezensierten Hoden
kontralateral zu einem kryptorchiden Hoden.

- Im Hoden zeugungsunfiahiger Méanner.

All diese Beobachtungen weisen auf einen Defekt hin, in dem genetische
oder entwicklungsbedingte Vorkommnisse eine gonadale Dysfunktion
hervorrufen und den Gonaden eine Préadisposition zur malignen Entartung
verleihen. (Petersen et al.;1998).

Die TIN entwickelt sich aus primordialen Keimzellen und es wird
angenommen, daf} sie bereits zum Zeitpunkt der Geburt vorhanden ist; z.B.
wurde die TIN im Hoden von 4 Wochen alten Siuglingen entdeckt.
(Shakkebaek et al. 1987). Obwohl noch nicht exakt geklart ist, in welchem
Entwicklungsstadium die TIN aufkommt, spricht einiges fiir einen Zeitraum
von der 8.-12. Schwangerschaftswoche. 2 Proteine sind hier besonders
hervorzuheben:

Der c-Kit-Rezeptor (KIT), und die Placentale-Alkalische Phosphatase
(PLAP); beide werden in der TIN vermehrt exprimiert. Beide Proteine sind
sog. Proto-Onkogene, diese spielen eine wichtige Rolle in der
physiologischen Zellzyklusregulation in dem sie unter anderem fiir
Wachstumstaktoren, Wachstumsfaktorrezeptoren, Regulatoren der DNA-
und RNA Synthese oder Transkriptionsfaktoren kodieren. Genetische
Alterationen von Proto- Onkogenen wie c-Kit kdnnen zu Verdnderungen der
physiologisch programmierten Zellproliferation fiihren und so in einem

unkontrollierten Zellwachstum miinden.(Strohmeyer et al.1994)
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Diese und andere Marker werden von fetalen Keimzellen nur zwischen der
8. und 12. Schwangerschaftswoche exprimiert ( Rajpert-De Meyts et
al.;1994, Jorgensen et al. 1995). Die hohe Inzidenz von Hodenkrebs bei
Minnern mit Kryptorchismus oder anderen kongenitalen Fehlbildungen der
Gonaden deutet auf intrauterine Faktoren hin, die eine wichtige Rolle in der
Transformation der Keimzellen zur TIN spielen. Es besteht die Annahme,
dass wihrend der Zeit zwischen 8. bis 12. Schwangerschaftswoche, die
einen entscheidenden Schritt n der Entwicklung der
Keimzelldifferenzierung darstellt, entweder genetische oder dulere Einfliisse
( Ostrogenspiegel ) Keimzellen dazu veranlassen konnten, ein malignes
Potential zu erwerben. ( De Meytes et al.; 2000).

Eine schwedische Studie (Czene, Kichtenstein et al, 2002) schitzt den Anteil
der hereditiren Faktoren bei der Entstehung der Testikuldren
Keimzelltumoren auf 25%, wobei sie sich auf ein 9.6 Millionen zdhlendes
Patientenkollektiv des Schwedischen Familien Krebsregisters beruft.

Es wird ebenfalls postuliert, dass die TIN aufgrund des verdnderten
hormonellen Millieus wéhrend der Pubertit mit der Teilung beginnt.
(Shakkebaek et al.; 1987) Die initiale Ausbreitung der TIN erfolgt in
longitudinaler Richtung entlang der Tubuli Seminiferi, bis sie das Rete
Testis erreichen, das ihnen ermdglicht sich auf benachbarte Tubuli

auszubreiten.
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Abb. 1
Mikroskopische Aufnahme einer TIN, (PLAP-Farbung)

Mit freundlicher
Genehmigung von
Prof.Dr.med.A.

Heidenreich

Die Seminomzellen dhnelnde TIN kann hier in den Tubuli Seminiferi
betrachtet werden. Sie zeichnet sich durch ein klares Cytoplasma und einen

dunklen Zellkern aus.

Nach der Pubertiat wird die TIN ,,invasiv und entwickelt sich zu einem
seminomatdsen oder Nicht-Seminomatosen Keimzelltumor. Neben der
Aktivierung von Proto-Onkogenen wie c-Kit kann der Verlust eines
Tumorsupressorgens in die Tumorentstehung involviert sein. Ein
Tumorsupressorgen iiberwacht die Zellzyklusprogression an festgelegten
Kontrollpunkten, somit kann der Verlust eines solchen negativ

kontrollierenden Elements zur Vermehrung defekter DNA fiihren.
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Entscheidend scheint hier ein homozygoter Allelverlust, bzw. eine
homozygote Deletion des entsprechenden Allels zu sein, das einen Verlust
des Tumorsupressorgens zur Folge hat. Von Bedeutung beziiglich der
Entstehung von Keimzelltumoren sind u.A. Allele auf den Chromosomen

11, 13 und 18.
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Abb.2 (Heidenreich et.al 2001)
Schematische Entwicklung der primordialen Keimzelle zu einem
Seminomatdsen oder Nicht-Seminomatdsen Keimzelltumor.
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1.2 i(12p)

Werden stabile  strukturelle chromosomale Abnormititen in Zellen
entdeckt, so ist dies oft die Grundlage fiir den Nachweis  von
Protoonkogenen und Tumorsupressorgenen, die an der Entstehung von
spezifischen Tumortypen beteiligt sind. Die bestindigste  strukturelle
Chromosomenaberation in Keimzelltumoren ist ein Isochromosom des
kurzen Arms von Chromosom 12p. {i(12p)}. Diese Anomalie wurde zum
ersten Mal von Atkin und Baker beschrieben. 50 % der Seminome und 80%
der Nicht-Seminome zeigen mindestens ein i(12p). (Van Echten-Ahrends et

al.; 1995)

(a) (b) (e) (d)

Abb.3

Isochromosom i1(12p): Schematische Darstellung des normalen Chromosoms
12 (a) und des 1(12p) (c). Eigentliche Abbildung des i(12p) Chromosom 12
isoliert aus Seminom-Zellen die in einer Zellinie kultiviert wurden und
zusitzliche Fragmente von 12p enthalten.(d) Das entsprechende Chromosom
dargestellt mit Hilfe der Fluoreszenz in situ hybridisierung.(e)

(Leendert et al.; 1999)
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Es konnte demonstriert werden, dass eine Poliploidisierung der i(12p)
Formation vorrausgeht.(van Kessel et al.; 1998) Keimzelltumoren ohne ein
1(12p), sog. 1(12p) negative Keimzelltumoren konnte mittels fluoreszierender
in situ Hybridisierung auch ein i(12p) Zuwachs nachgewiesen
werden.(Rodriguez et al.; 1993) Diese stabile Vermehrung von 12p wurde
mittels komperativer genomischer Hybridisierung nachgewiesen (Korn et
al.; 1996) und deutet darauthin, dass sie fiir die Entstehung von
Keimzelltumoren von entscheidender Bedeutung ist. Isochromosom i(12p)
wurde auch in einer kleinen Anzahl von Fillen in TIN isoliert. (Vos et al.;
2000) Neuere Untersuchungen an invasiven Keimzelltumoren zeigten eine
Amplifikation der Region 12p 11.2-p12.1. Roelofs et al konnten darstellen,
dass die kiirzeste sich iiberlappende Region der Genamplifikation (shortest
region of overlap of amplification, SROA) 1.7 megabasen grof3 ist und fiir
drei bekannte Gene codiert : SOXS5, JAWI und K-ras. In der folgenden
Abbildung wird die SROA ( shortest region of overlap of amplification)
dargestellt.

10
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SROA : Schematische Darstellung der 12pl11.2-pl12.1 Region. Die
durchgezogenen Linien kennzeichnen Regionen, die in die 12p
Amplifikation mit einbezogen sind; wobei die gepunktete Linie fiir die

Regionen stehen, die von der Amplifikation ausgeschlossen sind. (Roelofs et
al.; 2000)

1.3 JAW1

JAW 1 wird in Lymphocyten exprimiert und ist auf der cytoplasmatischen
Seite des Endoplasmatischen Retikulums lokalisiert. Es gehort zu einer
Familie von integralen Membranproteinen die ein Carboxy-terminales Ende
besitzen. ( Kutay et al.; 1993). Dieser Carboxy-terminale Anker dient der
Befestigung von JAW 1 am Endoplasmatischen Retikukum.

11
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Aufgrund seines Expressionsmusters und seiner Lokalisation am ER wird
angenommen, dass JAW 1 eine Rolle in der Ausdifferenzierung des
Antigenrezeptors bzw. der Antigen-Rezeptor Zusammsetzung spielt, oder
dass es in anderer Weise Einfluss auf die Entwicklung der Lymphozyten
nimmt. Die Expression von JAW 1 ist sowohl in B-Zellen wie auch in T-
Zellen vorhanden. Am ausgeprigtesten ist die Expression allerdings in
pramaturen B-Zellen, maturen B-Zellen und pramaturen T-Zellen. Behrens
et al konnten zeigen, dass JAW 1 in nicht-hdmatopoetischen Zellinien nicht

nachweisbar ist.

1.4 SOXS

Sry ist ein dominant aktives Gen, welches in Sdugetieren die Entwicklung
des Hodens induziert. Sry kodiert flir ein Protein, das ein 79 Aminosiuren
DNA bindendes Motiv, beschrieben als HMG Box, enthilt. Eine Vielzahl
von Genen, die eine Homologie von mehr als 60 % zur Sry HmgBox
aufweisen, wurden identifiziert; diese Gene, bekannt als Sox ( SOX im
Humanen) fiir Sry zugehorige HmgBox Gene, wurden in diversen hoheren
Eukaryonten nachgewiesen.Wunderle et al klonierten und sequenzierten
SOXS5, ein neues Mitglied der Sox Familie, aus adulten Geweben wie Leber,
Lunge, Herz, Nieren und fotalem Gehirn. Die Bedeutung von SOXS5 ist
bislang nicht vollstindig erklirt. Blaise et al. 1999 zeigten in ihrer Arbeit,
dass SOXS5 als Transkriptionsfaktor fiir die Testes-spezifische Expression
der hormonsensitiven Lipase (HSLtes) dienen konnte, und somit eine

entscheidende Rolle in der Regulation der Spermatogenese einnimmt.

12
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1.5 K-ras

Die spezifischen Gene der ras—Familie H-, N- und K-ras — kodieren fiir drei
dhnliche Proteine (p21), die auf der zytoplasmatischen Seite der
Zellmembran lokalisiert und in die Signaltransduktion involviert sind. Es ist
beachtenswert, dass alle 3 Proto-Onkogene durch Punktmutationen in den
gleichen Regionen ( Codons 12, 13 und 61 ) in Onkogene transformiert
werden und eine Potenzierung der p21 Signaltransduktionskapazitit
bewirken, die uber ein autonomes Wachstum in einer unkontrollierten
Proliferationsaktivitit miindet. Nachdem K-ras auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 12 lokalisiert ist und Genamplifikationen in Metastasen
embryonaler Karzinome dargestellt wurden, haben sich verschiedene
Arbeitsgruppen mit der Frage beschéiftigt, ob Punktmutationen in die

Pathogenese der Keimzelltumoren involviert sein konnten.

1.6 Zielsetzung und Veroffentlichung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde das Expressionsmuster der auf der SROA
des 1(12p) lokalisierten Gene JAW 1, SOXS5 und K-ras untersucht.
Erstmalig wurde mit semiquantitativer PCR das tumorspezifische
Expressionsmuster von JAW 1, SOXS5 und K-ras in testikuldren
Keimzelltumoren und angrenzendem histologisch normalem Gewebe, das
durch Mikrodissektion voneinander separiert wurde, analysiert.

Mein Doktorvater, Herr Prof. Dr. med. Axel Heidenreich, erhielt 2002 den
Maximilian Nitze Preis der Deutschen Gesellschaft fiir Urologie e.V. fiir
eine wissenschaftliche Arbeit mit dem Titel: ,,Molekulare Phdnomene

testikuldrer Keimzelltumoren - neue Erkenntnisse in Pathogenese und

13
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Prognose®, die anldsslich des 54. Kongresses der Deutschen Gesellschaft fiir
Urologie in Wiesbaden von ihm eingereicht wurde. Mit den in dieser Arbeit
vorgestellten Forschungsergebnissen durfte ich einen Teil zur Erlangung

dieses Preises beitragen.

14
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1.7 Liste der verwendeten Abkiirzungen

Abb.
Acc. nr.
AFP
Aqua dest.
bp

CO

ca.
cDNA
cm

CTL
D-NTP
DTT
EDTA
ER

g

HCG

HE

HSL
IGCCCG

KIT
KZT

1
LDH
Lsg.
Min.
ml
mm
mM
m-RNA
ng
PCR
PLAP
RNA
Rpm

Abbildung

Accession number
Alpha-Feto-Protein

Aqua destillata

Basenpaare

Grad Celsius

circa

copy Desoxyribonucleid Acid
Centimeter

Zytotoxische Lymphozyten
Desoxynukleotidtriphosphat
Dithiothrenitol
Ethylenediamin-Tetra-Acetatsiure
Endoplasmatisches Retikulum
Gramm

Humanes Chorion Gonadothropin
Héamatoxylin Eosin

Hormon Sensitive Lipase
International Germcell Cancer Consensus
Collaborative Group

c-KIT Rezeptor

Keimzelltumor

Liter

Laktatdehydrogenase

Losung

Minute

Milliliter

Millimeter

Millimol

messenger Ribonucleic Acid
Nanogramm
Polymerasekettenreaktion
Plazentale Alkalische Phosphatase
Ribonucleid Acid

Revolutions per minute

15



RT-PCR

Sek.
SROA
Tab.
TBE
Temp.
TIN
u.a.
U/l
UICC
vergl.

Einleitung

Reverse Transkription
Polymerasekettenreaktion

Sekunde

Shortest Region of Overlap of Amplification
Tabelle

Tris-Borat-EDTA

Temperatur

Testikulédre Intraepitheliale Neoplasie
unter anderem

Units pro Liter

Union Internationale Contre le Cancer
vergleich

zum Beispiel

16
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2 Material und Methodik

2.1 Material

Die in dieser Arbeit untersuchten Hoden, d.h. Karzinomgewebe und
angrenzendes histologisch normales Gewebe wurden von der Klinik fiir
Urologie und Kinderurologie der Philipps Universitdt Marburg, Direktor:
Prof. Dr.med. R. Hofmann, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Das
Hodengewebe stammt von Patienten, die sich aufgrund eines malignen
Prozesses des Hodens einer Inguinalen Orchiektomie unterzogen.Das auf
diese Weise gewonnene Gewebe wurde noch im Operationssaal
unverziiglich mittels fliissigem Stickstoff auf eine Temp. von - 70C°
schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung in einem Gefrierschrank

derselben Temperatur aufbewahrt.

Es standen 27 Hodentumore unterschiedlicher Histologie und
Prognosestadien zur Untersuchung bereit. Zur Kontrolle standen von 20
Tumoren Biopsien aus angrenzendem Normalgewebe zur Verfligung, die
restlichen 7 Proben bestanden komplett aus Tumorgewebe. Anhand der
Patientenakten konnten Tumorstadium, Metastasierung und Tumormarker
ermittelt werden.Um die Tumoren einzuteilen wurde die TNM-
Klassifikation der Keimzelltumoren des Hodens, die Stadieneinteilung nach
Lugano und die Internationale Prognose-Klassifikation der fortgeschrittenen
Hodentumoren der Konsensus-Konferenz der ,, International Germ Cell

Cancer Collaborative Group” (IGCCCGQG) 1995 verwandt.

17
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Histologische Einteilung der Tumorproben

O Nicht-Seminome (8)
m Mischtumore (3)

@ Seminome (16)

Abb.5

Bei den untersuchten Proben handelt es sich um 16 Seminome, 3
Mischtumore, die Seminomatose und Nicht-Seminomatdose Anteile
enthielten, und 8 Nicht-Seminome.

Prognoseklassifikation der Keimzelltumoren der
IGCCCG
20+
151
@ Gut (19)
10 B Intermediar (6)
0O Unginstig (1)
5,
0,
Abb.6

Nach der Prognoseklassifikation der [IGCCCG konnte 19 der untersuchten
Hodentumoren eine gute, 6 eine intermedidre und einem der Tumoren eine
ungiinstige Prognose zugeordnet werden
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Stadiumeinteilung nach Lugano

14+
12
10+

@ Stadium 1 (13)
m Stadium 2 (9)
O Stadium 3 (5)

o o

Abb.7

Die Stadieneinteilung nach Lugano ergab fiir 13 der untersuchten Tumoren
das Stadium 1, 9 Tumoren entsprachen Stadium 2 und 5 Tumoren konnte
Stadium 3 zugeordnet werden

2.2 Methodik

2.2.1 Objekttragerbehandlung

Vor der Herstellung der Kryostatschnitte wurden die Objekttrager mit
3% iger H202-Losung vorbehandelt, um einer Verunreinigung durch RNA-
sen vorzubeugen. Die Objekttrager werden iiber Nacht inkubiert und an-

schliefend in einem 60 C° warmen Trockenschrank getrocknet.
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2.2.2. Herstellung der Kryostatschnitte

Hierzu stand ein Kryostat ( Microm Vacutom HM 500) mit einer konstanten
Temp. von -22 C° zur Verfligung. Auch die Temperatur der Gewebeproben
betrug -22 C°. Die gefrorenen Gewebeproben wurden mit Tissue Tec© auf
einem Metalltrager im Kryostat befestigt. Es wurden 10um diinne Schnitte
hergestellt, die auf die vorbehandelten Objektrager plaziert wurden und, um
sie fiir die anschlieBende HE-Farbung vorzubereiten, kurz luftgetrocknet.
Fiir die Mikrodissektion wurden auf gleiche Weise 10 um diinne Schnitte

gewonnen, in diesem Fall aber ziigig weiter verarbeitet.

2.2.3 Herstellung der Paraffinschnitte

Die 5 nm diinnen Paraffinschnitte wurden mit einem Rotationsmikrotom
(Leitz, Wetzlar) hergestellt, in 40 C° warmes Wasser, und anschlielend auf
sialinisierte Objekttriger iiberfiihrt. (Super Frost Plus, Merck). Die Schnitte
trockneten iiber Nacht bei 60 C° im Trockenschrank.Vor der HE-Féarbung
(Hamatoxylin-Eosin), wurden die Paraffinschnitte jeweils 3x fiir 5 Minuten
mit Xylol und fiir 2x5 Minuten mit Isopropanol entparaffiniert.

Danach wurden sie mit einer absteigenden Alkoholreihe, (96%, 80%, 70%)
je 3 Minuten behandelt und durch eine 5 miniitige Waschung mit Aqua. dest.
rehydriert. Nach dieser Behandlung waren die Schnitte bereit fiir die HE-
Féarbung.
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2.2.4 Himatoxylin-Eosin-Fiarbung

Um die Schnitte einer pathologisch histologischen Begutachtung zu-
ginglich zu machen, in der neben der Histologie der Probe auch Tumor-
zellen und histologisch normale Zellen identifiziert wurden, um sie spéter
durch eine Mikrodissektion getrennt voneinander extrahieren zu konnen,
wurde eine HE-Fiarbung vorgenommen. Die Begutachtung der Schnitte
erfolgte durch Herrn Prof. Dr. P. Barth (Pathologie, Universititsklinik
Marburg)

Material:

Saures HE nach Mayer:
Héamatoxylin 1.0g
NaJOs 0.2g
Kalialaun 50.0g
Chloralhydrat 50.0g
Zitronensdure 1.0g

Wissrige Eosinlosung:

1% Eosin-Y in 100ml Aqua.Dest. + 1 Tropfen Eisessig

Die Schnitte wurden kurz getrocknet, darauf folgte die 10 Min. Farbung in
Héamatoxylin und eine 2x5 Min. Spiilung mit Leitungswasser. Es schloss
sich eine 3 Min. Farbung mit Eosin an. Nach einer Spiilung mit Aqua dest.
folgte die Entwésserung in einer ansteigenden Ethanolreihe (70%, 96%,

100%) fiir je 3 Min. und eine 5 Min. Spiilung in Xylol.
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2.2.5 Mikrodissektion:

Es handelt sich hierbei um eine Methode, die es erlaubt Zellen und Zell-
verbidnde getrennt voneinander zu extrahieren, um sie anschlieBend den
gewlinschten Untersuchungen zuzufiihren. In dieser Arbeit wurden auf diese
Weise Hodentumorzellen und ihnen angrenzende histologisch normale

Zellen durch manuelle Mikrodissektion getrennt voneinander gewonnen.

Vorgehensweise:

Unter Zuhilfenahme der HE-gefarbten Schnitte, anhand derer tumor-
tragende und histologisch normale Zellen markiert worden waren, konnte
nun an den korrespondierenden 10um diinnen Gefrierschnitten die separate
Entnahme der Zellverbdande erfolgen. Unter mikroskopischer Kontrolle
(Mikroskop, 25-fache VergroBerung, Zeiss) wurden die Areale mit einer
sterilen Nadel (Durchmesser 0.9mm, Microlance, Becton Dickinson) scharf
disseziert und unverziiglich in 500 pl Trizol- Lsg iiberfiihrt, um die Zellen

fiir die folgende RNA-Isolierung vorzubereiten.

2.2.6 RNA-Isolierung

In dieser Arbeit wurde die standardisierte Trizol-Methode benutzt, um die
Total-RNA Isolierung aus den Hodentumorzellen und den histologisch
normalen Zellen vorzunehmen. Die Trizol Methode basiert auf einem
standardisierten  Protokoll, das eine DNA-freie = RNA-Isolierung
gewdhrleistet. Die Zellen wurden zundchst einer Homogenisierung
unterzogen, an-schlieBend wurde der Losung 125ul Chloroform hinzugefiigt,

15 Sek. geschiittelt und nach einer 5 Min. Ruhephase fiir 15 Min. in einer
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Kiihl-zentrifuge (-4 C°) bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Auf

diese Weise entstanden 3 scharf voneinander getrennte Phasen

Phase 1/Oben: Wissrig, enthielt die Total-RNA
Phase 2/Mitte: Milchig triib, Proteine und Fette
Phase 3/Unten: Genomische DNA

Phase 1, in der sich die Total-RNA befand, wurde sauber abpipettiert, mit
125ul Cloroform versetzt und 15 Sek. geschiittelt, 5 Min. ruhen gelassen und
15 Min. bei maximaler Geschwindigeit in die Kiihlzentrifuge gestellt.

Dies fiihrte zur Bildung von 2 Phasen, wobei auch hier die obere
abgenommen wurde, da sie die RNA enthielt, mit 339 ul Isopropanol
(2-Propanol) versetzt, 10 Min. stehen gelassen und dann fiir weitere 10 Min.

bei Maximalgeschwindigkeit zentrifugiert.

Nun war die Total-RNA am Boden des Eppendorf-Cups als weiBlliches
Pellet zu erkennen und der Uberstand konnte sehr vorsichtig abgenommen
werden. Nun wurde das Pellet mit 650 pl 75% Ethanol vermischt kurz
geschiittelt und so gewaschen. AbschlieBend wurde die Losung ein letztes
Mal, bei 7000 rpm fiir 5 Min. in die Kiihlzentrifuge gegeben.

Das am Boden deutlich sichtbare Pellet wurde abermals vom Uberstand
befreit und 15 Min. luftgetrocknet bis das gesamte Ethanol verdampft war.
Zur Aufbewahrung wurde die RNA mit 50 ul RNAse-freiem bidestilliertem
Wasser gelost und in einem Eisschrank bei -80 C° bis zur weiteren Verar-

beitung gelagert.
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Um eine eventuelle Verunreinigung durch Fremdproteine auszuschlieflen,
wurden alle Proben mittels Photometrie (Cetrospec 3000, Biotech, Freiburg)
auf ihren Reinheitsgrad gepriift.

2.2.7 RT-PCR

Um die aktive Expression der Gene SOXS5, JAW1 und K-ras untersuchen zu
konnen, wurde RNA isoliert. Um jedoch weitere Untersuchungen an RNA
durchfiihren zu konnen, musste sie umgeschrieben (Reverse Transkriptase)
und anschlieBend vervielfaltigt werden (Polymerase Chain Reaction). Zu

diesem Zweck wurde die RNA in c-DNA (copy-DNA) umgeschrieben.

2.2.8 Reverse Transkripton zur c-DNA-Synthese

Es wurde jeweils 1ug Total RNA mit sterilem RNAse freiem bidestilliertem
Wasser auf 11ul in einem Eppendorf-cup verdiinnt und mit 1ul Oligo(dt)
( 500ug/ml) Primer versetzt. Diese Losung wurde fiir 10 Min. bei 70C°

inkubiert und dann unverziiglich auf Eis gelegt.

Jeder Probe zugefiigt wurden:

7ul Mix A: - 5x RT-Puffer (4ul),
-0.1 M DTT (2ul),
- ANTP-Mix (ACGT), je 10mM (1pul)

Nach 2 Min. Inkubation bei 42C° wurde 1ul Reverse Trankriptase
(Superscript II RNAse H-, 200U/ul (Gibco) hinzugefiigt und fiir 50 Min.
inkubiert.
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Nach Abschluss der Inkubationsphase wurde die Reaktion gestoppt, indem
die Losung fiir 15 Min. auf 72 C° erhitzt wurde.

2.2.9 PCR ( Polymerase Kettenreaktion)

Bei der PCR handelt es sich um eine Technik, die es erlaubt in vitro gezielt
DNA-Abschnitte zu vervielfdltigen, die von zwei bekannten DNA-Seq-
uenzen (Primer) eingerahmt werden. Durch die exponentielle Vermehrung
der spezifischen DNA-Sequenz wird die Vorraussetzung fiir einen sicheren

Nachweis der betreffenden Sequenz geschaffen.

Vorgehensweise:

Einsetzbar ist genomische DNA oder wie in diesem Fall cDNA, die mittels
RT-PCR von der urspriinglich isolierten RNA gewonnen wurde. Die cDNA
wird mit einem PCR-Supermix in einen Thermocycler gesetzt. Ein
Thermocycler dient der Erhitzung bzw.Kiihlung des PCR-Substrats

indem die Hohe der Temperatur und die Dauer der einzelnen Temperatur-
abfolgen in Minuten bzw. Sekunden genau auf die zu amplifizierende

Sequenz abgestimmt werden.

Grundsitzlich dient der erste Schritt der Spaltung der DNA Doppelhelix in
zwel einzelne Strange (Denaturierung). Dem folgt das sog. Annaeling, bei
dem sich der fiir die zu amplifizierende DNA-Sequenz spezifische Primer an
die entprechende Sequenz anlagert. Bei dem Primer handelt es sich um ein
kurzes einzelstrangiges DNA-Molekiil, das komplementér zu den Enden der
definierten DNA-Vorlage ist. Hat sich der Primer angelagert, beginnt das
hitzebestdndige Enzym Taq-Polymerase den zu amplifizierenden DNA-Ab-
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schnitt zu vervollstindigen (Elongation). Die Temperaturen fiir Annealing
und Elongation sind fiir jeden Primer bzw. jede zu amplifizierende DNA-
Sequenz spezifisch und miissen durch wiederholte Versuche optimal ein-

gestellt werden.

Vorgehensweise:

Es wurden 2ul der jeweiligen cDNA und 48 ul des PCR-Supermix in ein
Mini-Eppendorf gegeben. Der Supermix fiir die jeweiligen Primer (SOXS,
JAWI1 und K-ras) wurde unter Verwendung des PCR Optimierungs Kit
(Boehringer, Mannheim) bestmdglich abgestimmt. Die Temperaturhohe und
Dauer der einzelnen Schritte des PCR-Zyklus wurden an die Bediirfnisse

der Primer individuell angepasst.

2.2.10 Kontrolle der cDNA durch HR-GAPDH

Bevor die aktive Expression von SOXS5, JAW1 und K-ras untersucht wurde,
galt es, die Effizienz der RT-PCR, sowie die Qualitit und Quantitit der
extrahierten RNA zu iiberpriifen. Dazu wurde eine PCR der cDNA Proben
mit HR-GAPDH vorgenommen. Die Expression von HR-GAPDH bewies
zweifelsfrei die Anwesenheit von cDNA in der zu untersuchenden Probe
und konnte so falsch negative Ergebnisse der nachfolgend untersuchten

Gene 1n dieser Hinsicht ausschlief3en.

Alle eingesetzten Primer stammen von der Firma MWG Biotech

26



Material und Methodik

2.2.11 HR-GAPDH

Wir haben die folgenden Primer:
5’ - TCA TCA GCA ATG CCT CCT GC -3’
5’ — GCT CAG GCA TGA CCTTGCC -3’

Folgender Supermix wurde fiir den Primer angesetzt:

PCR-Supermix fiir HR-GAPDH

Sul 10 x PCR-Puffer

Il dNTP-Mix (ACGT, je 10mM)
Il Primer 5° (10 pM/pl)

Il Primer 3’ (10 pM/pl)

2ul MgCl2 (25mM)

0,25 ul  Tag-Polymerase (5 U/ul)

+ 37,75 nl  Bidestilliertes Aqua dest.

Folgende Einstellungen wurden fiir den Thermocycler ermittelt:

Einstellung des Thermocyclers Fiir HR-GAPDH

Schritt 1 94C° 2.30 Min. Denaturierung
Schritt 2 94C° 1.0 Min. Denaturierung
35 Zyklen 59C° 1.0 Min. Annealing
72C° 1.0 Min. Elongation
Schritt 3 72C° 5.0 Min. Elongation
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2.2.12 Optimierung der PCR Bedingungen fiir SOXS, JAW1 und K-ras

Primer unterscheiden sich nicht nur in der Summe ihrer Basenpaare sondern
auch in der Anzahl und Relation der einzelne Nukleotide zueinander, sowie
in dem Genprodukt, das sie amplifizieren. Daher ist es obligat, die Beding-
ungen fiir jeden Primer zu optimieren. Als entscheidende Variablen sind hier
neben den Temperaturabfolgen des Thermocyclers die Magnesium-Chlorid
Konzentration und der pH- wert des PCR-Supermix zu nennen.

Um die bestmoglichen Konzentrationen zu ermitteln, wurde ein PCR Opti-

mierungs Kit ( Roche, Mannheim) eingesetzt.

I.OMgC2mM 1.5MgC2mM 2.0 MgC2mM 2.5 MgCI2 mM

pH 8.3 A B C D
pH 8.6 E F G H
pH 8.9 I J K L
pH 9.2 M N 0 P

In Tabelle 4 sind die 16 Puffer des Kit dargestellt

Es wurden je :
Iul 5° Primer (SOXS, JAW]1, Kras)
Iul 3° Primer (SOXS, JAW1, Kras)
2ul cDNA

mit jeweils einem der 16 Grundansétze des PCR Optimierungs Kit versetzt.
Die Proben wurden anschlieBend in den Thermocycler iiberfiihrt, dessen

Temperaturabfolge ebenfalls auf die Primer abgestimmt wurde.
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Der Grundansatz mit der jeweils grofften Ausbeute wurde fiir zukiinftige

PCR ibernommen.

2.2.13 Isolation von SOXS5

Der Primer ist Intron-liberspannend, daher kann eine unerwiinschte Ampli-
fikation von genomischer DNA, die das Ergebnis verfilschen wiirde, ausge-

schlossen werden.

Accession-number: S&83308
Position: 654-672
923-941

Primer-Sequenz :
5’- TGA GGA GCA AGC CCG TCT C-3°
5" -GGG CTG CTA GACACG CTT G -3°
Basenpaare: 288 Basenpaare

Annealing-temp.: 60°C

PCR-Supermix fiir SOX5

Sul 10 x PCR-Puffer pH 9.2
1wl dNTP-Mix (ACGT, je 10mM)
I ul Primer 5° (10 pM/pl)
1 ul Primer 3’ (10 pM/pl)
2ul MgCl2 (25mM)
0,25 ul  Tag-Polymerase (5 U/ul)

+ 37,75 Wl Bidestilliertes Aqua dest.
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Einstellung des Thermocyclers fiir SOXS5

Schritt 1 95C° 2.30 Min. Denaturierung
Schritt 2 95C° 2.0 Min. Denaturierung
35 Zyklen 60C° 30 Sek. Annealing
72C° 30 Sek. Elongation
Schritt 3 72C° 5.0 Min. Elongation

2.2.14 Isolation von JAW1

Der Primer ist Intron-iiberspannend, daher kann eine unerwiinschte Ampli-

fikation von genomischer DNA, die das Ergebnis verfialschen wiirde ausge-

schlossen werden.

Accession-number:

Position:

Primersequenz:

Basenpaare:

Annealing-temp.:

XM-006694
1676-1695
2103-2122

5’ - TGA GGA GCA AGC CCG TCT C- 3’
5’- GGG CTG CTA GACACGCITG -3

488 Basenpaare
59°C
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PCR-Supermix fiir JAWI

S5ul 10 x PCR-Puffer pH 8.3
1wl dNTP-Mix (ACGT, je 10mM)
1l Primer 5° (10 pM/pl)
Il Primer 3’ (10 pM/pl)
2 ul MgCl2 (20mM)
0,25 ul - Tag-Polymerase (5 U/ul)
+ 37,75 Wl Bidestilliertes Aqua dest.

Einstellung des Thermocyclers fiir JAW 1

Schritt 1 95C° 2.30 Min. Denaturierung
Schritt 2 95C° 3 Min. Denaturierung
35 Zyklen 59C° 1.0 Min. Annealing
73C° 1.0 Min. Elongation
Schritt 3 73C° 5.0 Min. Elongation

2.2.15 Isolation von K-ras

Der Primer ist Intron-iiberspannend, daher kann eine unerwiinschte Ampli-

fikation von genomischer DNA, die das Ergebnis verfialschen wiirde, ausge-

schlossen werden

Accession-number: XM-006694
Position: 169-190
389-410
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Primersequenz:

Basenpaare:

Annealing-temp.:

Material und Methodik

5’- TAT AAA CTT GTG GTA GTT GGA G- 3’

5’- ATG GCA AAT ACA CAA AGA AAGC-3

242 Basenpaare
57C°

PCR- Supermix fiir K-ras

Sul 10 x PCR-Puffer pH 8.3
1wl dNTP-Mix (ACGT, je 10mM)
1 ul Primer 5° (10 pM/pl)
I ul Primer 3° (10 pM/pl)
2ul MgCl2 (20mM)
0,25 ul  Tag-Polymerase (5 U/ul)
+ 37,75 Wl Bidestilliertes Aqua dest.

Einstellung des Thermocyclers fiir K-ras

Schritt 1 95C° 2.30 Min. Denaturierung
Schritt 2 95C° 4 Min. Denaturierung
35 Zyklen 57C° 2.0 Min. Annealing
74C° 1.0 Min. Elongation
Schritt 3 74C° 10.0 Min. Elongation
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2.2.16 DNA- Gelelektrophorese

Doppelstrang- DNA richtet sich in einem elektrischen Feld in gestreckter

Form aus. Aufgrund ihres negativ geladenen Phosphatrestes wandert die
DNA, in einem leicht alkalischen Puffer eingebettet, zur Anode (+). Diese
Eigenschaft ermdglicht die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-
Fragmenten in einem Agarosegel. Die Geschwindigkeit, mit der ein DNA-
Fragment zur Anode wandert, hingt von der Summe seiner Basenpaare ab.;
die Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei umgekehrt proportional zum deka-
dischen Logarythmus der Anzahl seiner Basenpaare. Zusétzlich beeinflussen
die Konzentration des Gels und die an das Gel angelegte Stromstirke die
Geschwindigkeit, mit der ein DNA-Fragment von der Kathode zur Anode
wandert. Um die DNA-Fragmente sichtbar zu machen, bedient man sich des
Ethidiumbromids. Es wird mit der Agarose vermischt, hier wandern die
Ethidiumbromidmolekiile zwischen die Basenpaare der DNA und lagern
sich dort an. Legt man nun das Agarosegel mit der durch Ethidiumbromid
gekennzeichneten DNA auf eine Lichtquelle (kurzwelliges UV-Licht,
260nm), wird dieses von der DNA absorbiert und durch das Ethidiumbromid
in Form von orange-rotem Fluoreszenzlicht (590nm) wieder abgegeben, und
ist so fiir das menschliche Auge sichtbar und photographisch dokumen-

tierbar.
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Elektrodenpuffer: 1xTBE:

-10xTBE (Tris-Borat/EDTA) Puffer

Tris 121.1g
Borsaure 51.35¢g
EDTA 3.27g

In 1000ml Aqua dest. I6sen

-Agarose; lyophylisiert, Ultra pure (Gibco, Berlin)

-DNA-Proben Puffer
(Blue/Orange 6x ,,Loading Dye* (Promega))

-Ethidiumbromid (Roche)
Ethidiumbromid 0.1g

In 1000 ml Aqua dest. I6sen
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2.2.17 Herstellung des Agarosegels

100ml 1xTBE-Puffer versetzt mit 2g Agarose werden in der Mikrowelle
2-3 Min. aufgekocht, bis eine klare blaschenfreie Fliissigkeit entsteht.
Diese wird ca. 1 Min. zum Kiihlen stehen gelassen und anschlieBend in die

Gelkammer gegossen.

Unter dem Abzug werden nun 75ul 0.1% Ethidiumbromidlésung in das Gel
pipettiert, und sorgfiltig im gesamten Gel verteilt und ein Kamm zur
Aussparung der Probetaschen eingesetzt. Nach 15 Min. hat das Gel die
gewlinschte Festigkeit erlangt, der Kamm kann jetzt behutsam entfernt
werden und das Gel in die schon mit 1xTBE Puffer aufgefiillte
Elektrophoresekammer  eingesetzt ~ werden. Dabei  liegt  der
Fliissigkeitsspiegel leicht iiber dem Gel, so dass es vollstindig mit 1xTBE
Puffer bedeckt ist.

Die Geltaschen werden mittels einer Pipette beladen. Die erste Tasche wird
mit einer 100bp Leiter (Promega) zur spiteren GroBenbestimmung der
eingesetzten PCR Produkte (DNA) beladen. Darauf folgt die sog. Negativ-
Kontrolle. Diese enthdlt den PCR-Supermix des jeweils zu amplifie-
zierenden Genprodukts, ohne jedoch mit DNA versetzt worden zu sein. So
konnen Verunreinigungen mit DNA, die zu falsch positiven Ergebnissen
filhren konnten, ausgeschlossen werden. Die restlichen Taschen werden mit
jeweils 12 ul DNA (PCR-Produkt) und 3 ul Loading Dye befiillt. Nun kann
die Spannung angelegt werden. Zundchst 5 Min. bei 90 Volt und
anschliefend 90 Min. bei 120 Volt.
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2.2.18 Photodokumentation des Gels

Nach 95 Min. wird der Strom abgeschaltet und das Gel aus der Elektro-

Phorese-Kammer entfernt. Das Gel wird auf einen UV-Lichtschirm
(kurzwellig, 250 nm) gelegt. Die Photodokumentation erfolgte bei HR-
GAPDH mit einer Polaroid-Sofortbildkamara, Belichtungszeit 1 Sekunde.
Fir SOXS5, JAW1 und K-ras wurde eine Canon Powershot Digitalkamera,
Belichtungszeit 4 Sek. verwandt und die Photos im Biometra Whatman-

Software-Programm zur Dokumentation der FErgebnisse festgehalten.
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3 Ergebnisse

Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit bestand darin, das Tumorspezifische
Expressionsmuster der auf der SROA des Isochromosoms  i{12p}
lokalisierten Gene SOXS5, JAWI1 und K-ras in Hodentumorgewebe und
angrenzendem histologisch normalem Gewebe mittels semiquantitativer
PCR zu analysieren, und auf diesem Weg Erkenntnisse iiber den Einfluss
dieser Gene auf die molekularbiologische Pathogenese Seminomatdser und
Nicht-Seminomatdser Keimzelltumoren zu gewinnen.Den entscheidenden
molekularbiologischen Untersuchungen, die auf der Isolierung von Total-
RNA aus Tumor.- und Normalgewebe und einer anschlieBenden RT-PCR
mit den Primern fiir SOXS5, JAWI und K-ras bestanden, ging ein
morphologischer Arbeitsgang voraus, der darin bestand, den vorhandenen
Proben die entsprechende Histologie zuzuordnen und wéhrend der darauf
folgenden Mikrodissektion Karzinomzellen und, falls vorhanden,

histologisch normale Zellen getrennt aus den Proben zu entnehmen.

3.1 Morphologische Ergebnisse

3.1.1 Himatoxylin Eosin

Als Vorbereitung fiir die Mikrodissektion der Kryostatschnitte wurden alle
Proben nach HE gefarbt. Anhand dieser Schnitte erfolgte die histologische
Einteilung sowie die Kennzeichnung der Karzinom.- und histologisch nor-
malen Zellen. (Die histologische Beurteilung erfolgte durch Herrn Professor

Dr. P. Barth, Pathologie, Universitdt Marburg)
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<«—

Seminomatdser
Keimzelltumor

T Histlogisch ,,normale* Zellen.

Abb.8

Typisches Bild eines Seminoms bei 10-facher VergroBerung
(Paraffinschnitt), im oberen rechten Anteil des Bildes ist der Seminomatdse
Keimzelltumor und im unteren linken Teil die histologisch normalen
Zellverbande des Schnitts zu sehen.
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Histologische Einteilung der Tumorproben

O Nicht-Seminome (8)
m Mischtumore (3)
@ Seminome (16)

Abb.9

Die pathologisch-histologische Begutachtung der 27 Hodentumorproben

ergab 16 Seminome, 3 Mischtumore und 8 Nicht-Seminome.

Karzinomgewebe und histologisch

100% -
80% -
60% -
40%
20% -

normales Gewebe

m Angrenzendes
histologisch
normales Gewebe
(20)

@ Karzinomgewebe
27)

Abb.10

Von 20 der insgesamt 27 Tumorproben stand fiir die RNA-Extraktion auch

normales Gewebe zur Verfiigung, die restlichen Proben enthielten

auschlieBlich Tumorgewebe.
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3.1.2 Mikrodissektion und Extraktion der Total-RNA

Um aus einem Kryostatschnitt Zellen und Zellverbidnde entnehmen zu
konnen, wurde das Verfahren der Mikrodissektion angewendet. Unter
mikroskopischer Kontrolle (25 fache VergroBerung) wurden Tumorzellen
und histologisch normale Zellen getrennt voneinander entnommen und einer
Total-RNA Extraktion unter Verwendung der Trizol-Methode unterzogen.

Die Qualitdt der RNA wurde photometrisch iiberpriift. Hier ergab sich ein
durchschnittliches Absorbtionsverhiltnis von 1.85 bei 260/280 nm, wobei
der optimale Wert zwischen 1.8 und 2.0 liegt. Dieses Ergebnis ldsst auf eine
saubere RNA-Extraktion ohne Verunreinigung durch Fremdeiweill (DNA)

schlief3en.

3.2 Molekularbiologische Ergebnisse

Im Folgenden werden die Expressionsmuster folgender Gene in Keimzell-
tumoren und angrenzendem histologisch normalem Gewebe vorgestellt.

- HR-GAPDH, -SOXS5, -JAWI, -K-Ras

3.2.1 Expression von HR-GAPDH

Die RT-PCR mit HR-GAPDH erlaubt den sicheren Nachweis von c-DNA.
Auf diese Weise kann so indirekt der Nachweis gefiihrt werden, dass die

vorausgegangene reverse Transskription der urspriinglich isolierten RNA zu

cDNA fehlerfrei erfolgt ist.
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Alle vorhandenen Proben wurden einer RT-PCR mit HR-GAPDH unter-

zogen. In der anschlieBenden Gelelektrophorese konnte das gewlinschte

PCR-Produkt bei 100% der tumortragenden sowie bei 100% der histo-

logisch normalen Zellen eindeutig identifiziert werden.

Seminom Positive Expression Keine Expression
Karzinomgewebe
18 Proben 100%
Normalgewebe
12 Proben 100%

Nicht-Seminom

Positive Expression

Keine Expression

Karzinomgewebe
9 Proben 100%
Normalgewebe
8 Proben 100%
Tab.5

Prozentuale Expression von HR-GAPDH
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Ergebnisse HR-GAPDH (234 Basenpaare)

Karzinomgewebe: (27 Proben):

234bp—

L Y I N N |
5 8 44 45 48 49

T
G N

Abb.11.1
Gelelektrophorese HR-GAPDH

L L L L AL R A e
7 4 6 2 3

G N 52 7293036 1 2633

Abb.11.2
Gelelektrophorese HR-GAPDH

Angrenzendes Normalgewebe: (20 Proben):

Abb.11.3
Gelelektrophorese HR-GAPDH
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3.2.2 Expression von SOXS5 ( 288 Basenpaare)

Die RT-PCR mit SOX5 mit cDNA aus Hodentumorzellen ergab in 27/27 ein
positives Ergebnis, das erwartete PCR-Produkt (288Basenpaare) konnte in
der Gelelektrophorese zweifelsfrei dokumentiert werden. Die RT-PCR mit
SOXS5 mit ¢cDNA aus histologisch normalen Zellen zeigte in 19/20 ein
eindeutig positives Ergebnis, in einer Probe war die Expression nur in
Spuren nachweisbar. Da es Ziel dieser Arbeit war, die aktive Expression von
SOXS5 zu untersuchen, die eine DNA-freie RNA-Isolierung voraussetzt, war
es von grofler Bedeutung, eine Verunreinigung der Proben durch
genomische DNA auszuschlieBen (vergl.2.2.7). Zusitzlich wurde ein Primer
eingesetzt, der Intron-liberspannend war, daher kann eine Amplifikation von
genomischer DNA, die eventuell zu einem falsch positiven Ergebnis hétte

fiihren konnen, mit Sicherheit ausgeschlossen werden.

Seminom Positive Expression Keine Expression
Karzinomgewebe
18 Proben 100%
Normalgewebe
12 Proben 100%
Nicht-Seminom Positive Expression Keine Expression
Karzinomgewebe
9 Proben 100%
Normalgewebe
8 Proben 100%
Tab.6
Expression von SOX5
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SOXS (288 Basenpaare)
Karzinomgewebe

Ergebnisse:

e — e — —

V|

T 1T 5 8 44 45 48 49 52 7 29 30
G* N*
Angrenzendes Normalgewebe
—
— | — — —
T 1 45 52 30
G* N*

Proben Nr. Stadium TNM Histologie Tu.Marker Pat.Alter
5 Ia pT1 NO MO Seminom LDH 897 U/l 32
44 I pT1 NO MO Seminom normal 32

TIN ’ LDH 245U/1
48 I pT1 NO MO Seminom AFP3U/LDH | 3]
157 U/
betaHcg 2.8
LDH 131 U/
TIN
29 I pT1 NO MO Seminom AFP 1U/l LDH | 28
125 U/1
30 | pT1 NOMO Seminom normal 35

*QG = GroBenmarker, *N = Negativkontrolle
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SOXS (288 Basenpaare)
Karzinomgewebe
—
———
| —
T 1 3 1 2 33 4 43 51 5 6

G* N*

Angrenzendes Normalgewebe

_“eo — — — e
T 1 1 2 33 4 43 51 55 6
G* N*

Probennr. Stadium TNM Histologie Tu.marker Pat.alter
36 1 pT2 NOMO Seminom AFP 4 U/l 50
1 1 pT2 NOMO Spermatocytisches | LDH 251 U/l | 40

Seminom

26 Ib pT3 NOMO Seminom AFP 2 U/l b- 32
Hcg 24

33 1 pT3 NOMO Seminom AFP 5 U/l b- 42
Hcg <1
LDHI160U/1

4 1Ia pT1 N1 MO Seminom AFP5U/l b- | 38
Hcg 11

43 1Ia pT1 N1 MO Seminom AFP 3 U/l b- 21
Hcg ,1 LDH
229 U/l

51 IIc pT1 N1 Mx Seminom LDH 937 U/l 44

55 1Ib pT1 N1 MO Seminom AFP4U/1 b- | 24
Hcg <1

6 1Ib pT3 N1 MO Seminom AFP 7 U/l 37
LDH 129U/1

*G = GrofBenmarker, *N = Negativkontrolle
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SOXS (288 Basenpaare)

Karzinomgewebe

L1

Ergebnisse

T 1 14 42 40 12 47 53 3
G* N*
Angrenzendes Normalgewebe
a—
| — om—
T 7 4 42 12 2 53 3
G* N*
Probennr. Stadium TNM Histologie Tu.marker  Pat.alter
pT2NO MO Yolk-Sac Tumor AFP 295 U/l b-
14 I Hcg 5430 48
42 I pT2NO MO Teratom reif und AFP 36U/l LDH 54
unreifes 185 U/
Terratocarcinom
pTx Nx M1 unreifes Terratom 121U/1 b-
40 11b Hcg>150000 19
pT4a Nx M1 Dottersack, AFP 5540U/1 b-
12 IITb unreifes Terratom Hceg 9U/I LDH 34
543 U/
pT2N1 TIN AFP 1200 U/l b-
2 le Terratocarcinom Heg 9210 U/1 24
LDH 465U/1
47 1la pT1 N1 MO Embryonales AFP 7 U/ b-Heg 22
Carcinom 241
53 TIa pT3 N1 Mo Embryonales (Keine Angaben 25
Carcinom zu Tm.)
3 111 pT3 Nx M1 Embryonales AFP 112U/1 b-Heg
Carcinom 3670 LDH 871 U/

*QG = GroBenmarker, *N = Negativkontrolle
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3.2.3 Expression von JAW1

Die RT-PCR von JAW1 aus Hodentumorzellen ergab in 19 von 27 Fillen
eine positive Expression, das erwartete PCR-Produkt von 488 Basenpaaren
konnte in der Gelelektrophorese eindeutig dargestellt werden. Die RT-PCR
mit histologisch normalen Zellen zeigte in 12 von 20 Proben ein positives
Ergebnis, das erwartete PCR-Produkt von 488 Basenpaaren konnte eindeutig
identifiziert werden. Ziel der Arbeit war der Nachweis der aktiven
Expression von JAW1, dies setzte eine DNA freie RNA-Isolierung voraus
(vergl.2.2.7). Der eingesetzte Primer war Intron-iiberspannend, was eine
Amplifikation von genomischer DNA, die zu einem moglicherweise falsch

positiven Ergebnis hitte fiihren konnen, ausschlief3t.

JAW1 ( 488 bp)

Seminom Positive Expression Keine Expression
Karzinomgewebe
18 Proben 83.% 17.%
Normalgewebe
12 Proben 58.% 42%
Nicht-Seminom Positive Expression Keine Expression
Karzinomgewebe
9 Proben 44% 56%
Normalgewebe
8 Proben 62% 38%
Tab.7
Expression von JAW1
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JAW1 (488 Basenpaare)

Karzinomgewebe

Ergebnisse

) G RS e\ — —
1 8 44 45 48 49 52 7 29 30
N*
Angrenzendes Normalgewebe:
G* = GroBenmarker, ’
N* = Negativkontrolle -
—
— | — —
—
—
1 1 45 52 7 30
G* N*
Proben Nr. Stadium TNM Histologie Tu.Marker Pat.Alter
5 la pT1 NOMO | Seminom LDH 897 U/ | 32
8 I pT1 NOMO | Seminom AFP 5U/1 40
44 I pT1 NOMO | Seminom normal 32
45 I pT1 NOMO | Seminom, AFP 2U/1 35
TIN LDH 245U/1
48 I pT1 NOMO | Seminom AFP 3U/1 31
LDH 157 U/l
49 I pT1 NOMO | Seminom AFP 4U/1 38
betaHcg 2.8
LDH 131 U/
52 I pT1 NOMO | Seminom, AFP 6 U/l 34
TIN
7 I pT1 N1 MO | Seminom normal 46
29 I pT1 NOMO | Seminom AFP 1U/1 28
LDH 125 U/
30 I pT1 NOMO | Seminom normal 35

48



JAW1 (488 Basenpaare)
Karzinomgewebe

Ergebnisse

—
—
T 1 1 26 33 4 43 51 55 6
G* N
Angrenzendes Normalgewebe
— —
—
—
T 1T 1 26 3 4 43 51 5 6
G* N*

Probennr. Stadium TNM Histologie Tu.marker Pat.alter
36 1 pT2 NOMO | Seminom AFP 4 U/l 50
1 I pT2 NOMO | Spermatocytisches | LDH 251 U/l | 40

Seminom

26 Ib pT3 NOMO | Seminom AFP2 U/lb- | 32
Hcg 24

33 I pT3 NOMO | Seminom AFP 5 U/lb- | 42
Hcg <1
LDH160U/1

4 Ila pT1 N1 MO | Seminom AFP 5 U/l b- | 38
Hcg 11

43 IIa pT1 N1 MO | Seminom AFP3 U/lb- |21
Hcg ,1 LDH
229 U/

51 1Ic pT1 N1 Mx | Seminom LDH 937U/l | 44

55 IIb pT1 N1 MO | Seminom AFP 4U/1 24
b-Heg <1

6 1Ib pT3 N1 MO | Seminom AFP 7 U/l 37
LDH 129U/1

*G = GrofBenmarker, *N = Negativkontrolle
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JAW1 (488 Basenpaare)

Karzinomgewebe
I N — —
—_—
—
T 1T 1 42 40 12 2 4 53 3
G* N*
Angrenzendes Normalgewebe
 —
"
|
| —
T 17 14 42 12 2 4 53 3
G* N*
Probennr. Stadium TNM Histologie Tu.marker  Pat.alter
14 I pT2NO MO Yolk-Sac AFP 295 U/l | 48
Tumor b-Heg 5430
42 I pT2NO MO Teratom reif AFP 36U/1 54
und unreifes LDH 185 U/l
Terratocarcinom
40 1Ib pTx Nx M1 | unreifes 121U/1b- 19
Terratom Heg>150000
12 1IIb pT4a Nx M1 | Dottersack, AFP 5540U/1 | 34
unreifes b-Heg 9U/1
Terratom LDH 543 U/l
2 Ilc pT2N1 TIN AFP 1200 U/l | 24
Terratocarcinom | b-Heg 9210
U/l LDH
465U/1
47 Ila pT1 N1 MO | Embryonales AFP7U/lb- |22
Carcinom Hcg 241
53 Ila pT3 N1 Mo | Embryonales (Keine 25
Carcinom Angaben zu
Tm.)
3 i pT3 Nx M1 | Embryonales AFP 112U/1
Carcinom b-Heg 3670
LDH 871 U/

*QG = GroBenmarker, *N = Negativkontrolle
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3.2.4 Expression von K-ras

Die RT-PCR von K-ras mit cDNA aus Hodentumorzellen ergab in 27/27 ein
positives Ergebnis, das erwartete PCR-Produkt (234 Basenpaare) konnte in
der Gelelektrophorese zweifelsfrei dokumentiert werden. Die RT-PCR mit
K-ras mit cDNA aus histologisch normalen Zellen zeigte in 20/20 ein
eindeutig positives Ergebnis. Da es Ziel dieser Arbeit war, die aktive
Expression von K-ras zu untersuchen, die eine DNA freie RNA-Isolierung
voraussetzt, war es von grofler Bedeutung eine Verunreinigung der Proben

durch genomische DNA auszuschlieen (vergl.2.2.7). Zuséitzlich wurde ein

Primer eingesetzt, der Intron-iiberspannend war, daher kann eine Amplifika-

tion von genomischer DNA, die eventuell zu einem falsch positiven

Ergebnis hitte fithren konnen, mit Sicherheit ausgeschlossen werden.

Seminom Positive Expression Keine Expression
Karzinomgewebe
18 Proben 100%
Normalgewebe
12 Proben 100%

Nicht-Seminom

Positive Expression

Keine Expression

Karzinomgewebe
9 Proben 100%
Normalgewebe
8 Proben 100%
Tab.8

Expression von K-ras
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K-ras / Ergebnisse (234 Basenpaare)

Karzinomgewebe
— D —— — e — -
T 1 8 44 45 48 49 52 7 29 30
G* N*
Angrenzendes Normalgewebe
— —— — — —
T 1 45 52 7 30
G* N*

Proben Nr. Stadium TNM Histologie Tu.Marker Pat.Alter
5 la pT1 NOMO | Seminom LDH 897 U/l | 32
8 I pT1 NOMO | Seminom AFP 5U/1 40
44 I pT1 NOMO | Seminom normal 32
45 I pT1 NOMO | Seminom, AFP 2U/1 35

TIN LDH 245U/1
48 I pT1 NOMO | Seminom AFP 3U/1 31
LDH 157 U/l
49 I pT1 NOMO | Seminom AFP 4U/1 38
betaHcg 2.8
LDH 131 U/
52 I pT1 NOMO | Seminom, AFP 6 U/l 34
TIN
7 I pT1 N1 MO | Seminom normal 46
29 I pT1 NOMO | Seminom AFP 1U/1 28
LDH 125 U/l
30 I pT1 NOMO | Seminom normal 35

*G = GroBenmarker, *N = Negativkontrolle
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K-ras / Ergebnisse (234 Basenpaare)

Karzinomgewebe
—
—
— — — — D —— —
T 1 3 1 2 33 4 43 51 55 6
G* N*
Angrenzendes Normalgewebe
e
— — — D  — — —
T 1 1 2 3 4 43 51 5 6
G* N*

Probennr. Stadium TNM Histologie Tu.marker Pat.alter
36 I pT2 NOMO | Seminom AFP 4 U/ 50
1 I pT2 NOMO | Spermatocytisches | LDH 251 U/l | 40

Seminom

26 Ib pT3 NOMO | Seminom AFP2 U/lb- | 32
Hcg 24

33 I pT3 NOMO | Seminom AFP5U/lb- | 42
Hcg <1
LDH160U/1

4 Ila pT1 N1 MO | Seminom AFP 5 U/ b- | 38
Hcg 11

43 Ila pT1 N1 MO | Seminom AFP3 U/lb- |21
Hcg ,1 LDH
229 U/

51 1Ic pT1 N1 Mx | Seminom LDH 937U/l | 44

55 IIb pT1 N1 MO | Seminom AFP 4U/1 24
b-Heg <1

6 1Ib pT3 N1 MO | Seminom AFP 7 U/l 37
LDH 129U/1

*G = GroBenmarker, *N = Negativkontrolle
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Kras / Ergebnisse (234 Basenpaare)

Karzinomgewebe
| m—
— T — —
T 1T 1 42 40 12 2 47 53 3
G* N*
Angrenzendes Normalgewebe
—
T N —— O — —
T 7 14 42 12 2 41 5 3
G* N*
Probennr. Stadium TNM Histologie Tu.marker Pat.alter
14 I pT2NO MO Yolk-Sac AFP 295 U/l | 48
Tumor b-Hcg 5430
42 I pT2NO0 MO Teratom reif AFP 36U/1 54
und unreifes LDH 185 U/l
Terratocarcinom
40 I1Ib pTx Nx M1 unreifes 121U/1 b- 19
Terratom Heg>150000
12 1Ib pT4a Nx M1 | Dottersack, AFP 5540U/1 | 34
unreifes b-Heg 9U/1
Terratom LDH 543 U/l
2 Ilc pT2N1 TIN AFP 1200 U/1 | 24
Terratocarcinom | b-Heg 9210
U/l LDH
465U/1
47 Ila pT1 N1 MO | Embryonales AFP 7U/lb- |22
Carcinom Heg 241
53 Ila pT3 N1 Mo | Embryonales (Keine 25
Carcinom Angaben zu
Tm.)
3 111 pT3 Nx M1 | Embryonales AFP 112U/1
Carcinom b-Heg 3670
LDH 871 U/
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4 Diskussion

4.1 Bewertung des Expressionsmusters von SOXS

Das an das Y-Chromosom gekoppelte hodendeterminierende Gen SRY
kodiert fiir ein Protein, das die sog. HMG-Box als DNA-bindendes Motiv
beinhaltet. (Takamatzu et al.; 1995) Eine grofe Anzahl von Genen weist
eine hohe Sequenzhomologie mit der SRY HMG-Box auf und wird in der
Gruppe der SRY-related HMG-Box (SOX) zusamengefasst. SOX5 wurde
als Mitglied der SOX-Gruppe in adulten Geweben wie Hoden, Herz, Leber,
Lunge und Niere identifiziert.( Wunderle et al.; 1996) Die Funktion von
SOXS5 ist im Wesentlichen noch unklar. Jiingste Untersuchungen legen nah,
dass SOXS5 als Transkriptionsfaktor fir die hodenspezifische
hormonsensitive Lipase dienen konnte und somit eine wichtige Rolle in der
Regulation der Spermatogenese einnimmt.( Blaise et al.; 1999)
Untersuchungen beziiglich der Expression von SOXS5 in testikuldren
Keimzelltumoren wurden bislang nur in sehr geringer Anzahl
vorgenommen. Mostert et al (1998) zeigten mit semiquantitativer RT-PCR
eine SOXS5 Expression in 5 von 6 Keimzelltumoren.

Meine Analysen decken sich mit diesen Ergebnissen. In einem groflen
Kollektiv von 27 Keimzelltumoren wiesen 100% der untersuchten Proben
eine positive Expression von SOX5 auf. SOX5 konnte in 100% der
Seminome und in 100% der Nichtseminome, sowie in simtlichen Proben des
die Tumore umgebenden histologisch normalen Gewebes eindeutig

dargestellt werden.
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Schlussfolgerung:

100% der auf eine aktive Expression von SOXS untersuchten Keimzell-

tumore weisen ein positives Ergebnis auf. Obwohl sich die hohe Expression
sowohl in den TIN tragenden Gewebeproben, als auch in den invasiven
Entwicklungsstufen der Keimzelltumore darstellen lieB3, scheint dem SOXS5
keine Bedeutung fiir die Pathogenese zuzukommen nachdem die
semiquantitative RT-PCR eine gleiche Expressionsintensitit auch im
testikularen Normalgewebe nachweisen konnte. Diese Daten gehen konform
mit den Aussagen von Danny et al (2001), die eine generelle SOXS
Expression in postmeiotischen Keimzellen publizierten, insbesondere in

runden Spermatiden.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass SOX5 nicht als verant-

wortliches Gen in die Pathogenese der Keimzelltumoren involviert ist.
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4.2 Bewertung des Expressionsmusters von JAW1

JAW1 1ist ein ausschlieBlich von Lymphocyten exprimiertes Protein,
(Behrends et al.; 1994) und hat einen Carboxy-terminalen Membran-
stindigen Anker mit einem 36 Aminosduren zédhlenden, ins Lumen ragenden
Ende. Expression der JAW1 messenger RNA und des JAW1 Proteins sind
jeweils in B- und T-Zelllinien vorhanden. Die mit Abstand ausgeprégteste
Expression wurde jedoch in prdmaturen B- und T- Lymphocyten sowie in
ausgereiften B-Lymphozyten nachgewiesen. Diverse Untersuchungen
weisen darauf hin, dass JAW1 nur im Endoplasmatischen Retikulum
exprimiert wird. Yakirevich et al wiesen mit immunhistologischen
Untersuchungen in Tumorzellnestern und im umgegebenden Tumorstroma
zweil Subtypen von zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs) nach. Der
Mechanismus der CTL Aktivierung in testikuldren Seminomen ist noch
nicht vollstindig gekldrt. Die Aktivierung und Proliferation der
Lymphozyten konnte nach Prisentation von Tumorspezifischem Antigen
durch professionelle Anti-genprisentierende Zellen (APC) oder durch die
Tumorzellen selbst erfolgen. Die Migration der Antigen-Rezeptoren von B -
und T-Lymphocyten aus dem Endoplasmatischen Retikulum ist auch
abhingig vom jeweiligen Ent-wicklungstadium der Zellen. In reifen B-
Zellen befindet sich die pum-Kette auf der Zelloberfliche. Im Gegensatz
hierzu wird sie in den B-Plasmazellen im ER festgehalten.( Sitia et al.;
1987). Der T-Zellrezeptor-(TCR) ist im ER von doppelt positiven (CD4+,
CD8+) Thymocyten lokalisiert, wohingegen er in reifen T-Zellen auf der
Zelloberflache exprimiert wird. ( Nakayama et al.;1990, Bonifacio et al.;

1990). Die molekularen Mechanismen, die diesen Verdnderungen im
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intrazelluldren Austausch unterliegen, sind noch nicht vollstandig aufgeklért,
aber die korrekte Zusammensetzung der Untereinheiten der B- und T-
Zellrezeptoren wird vom Endoplasmatischen Reticulum iiberwacht. Falsch
zusammengefiigte Rezeptoren werden vom ER einbehalten und dort
abgebaut.( Klausner et al.; 1990). Uber das Expressionsmuster von JAW 1
in Keimzelltumoren liegt zur Zeit nur eine Publikation mit einem sehr
kleinen Kollektiv von 5 Tumoren vor ( Mostert et al.; 1998). In dieser Arbeit
konnte erstmals eine hohe Expressionsrate von 83% bei Seminomen
dargestellt werden. Die Nichtseminome wiesen eine Expressionsrate von
44% auf. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass es sich nicht um
Tumorspezifische Expressionscharakterisitika sondern vielmehr um das
Ergebnis einer Kontamination durch tumorinfiltrierende Lymphozyten
handelt. Yakirevich et al zeigten 2002 durch immunhistochemische
Untersuchungen an Seminomen und Nicht-Seminomen, dass die Anzahl der
zytotoxischen tumor-infiltrierenden Lymphozyten und die Anzahl der
zytotoxisch aktiven T-Zellen bei den Seminomen signifikant hoher ist als bei
den Nicht-Seminomen. Desweiteren wurde von der gleichen Arbeitsgruppe
eine grole Anzahl aktivierter Lymphozyten mittels Tunelassay in dichtem
Kontakt mit apoptotischen Tumorzellen gefunden. Die in dieser Arbeit
aufgefiihrten Ergebnisse stehen im Einklang mit dem gefiihrten Nachweis
der seminomspezifischen Expression von Hodentumorantigen (CTA) mit
konsekutiver Attraktion von T-Lymphozyten, ( Yuasa et al.; 2001) wahrend

Nichtseminome praktisch keine positive Expression der CTA aufwiesen.
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Der Nachweis von aktivierten zytotoxischen Lymphozyten in testikuldren
Seminomen konnte eine der Ursachen fiir die gute klinische Prognose von

Seminomen gegeniiber Nichtseminomen erkliren.

Zusammenfassung

Die vorliegende Untersuchung legt den Schluss nahe, dal die JAW 1
Expression eher eine untergeordnete Bedeutung fiir die Pathogenese der
Keimzelltumorem darstellt. Zukiinftige Untersuchungen mit immunhisto-
logischen Methoden miissen zeigen, ob JAW 1 als Prognosemarker fiir

Seminome einsetzbar ist.
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4.3 Bewertung des Expressionsmusters von K-ras

Die spezifischen Gene der ras Familie ( H-, N- und K-ras ) kodieren fiir drei
dhnliche Proteine (p21), die auf der zytoplasmatischen Seite der
Zellmembran lokalisiert und in die Signaltransduktion involviert sind.
Interessanterweise werden alle 3 Proto-Onkogene durch Punktmutationen in
den gleichen Regionen — Codons 12, 13 und 16 — in Onkogene transformiert
und bewirken eine Potenzierung der p21 Signal-Transduktionskapazitit, die
iber ein  autonomes  Wachstum in  einer  unkontrollierten
Proliferationsaktivitit miindet. Nachdem K-ras auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 12 lokalisiert ist und Genamplifikationen in Metastasen
embryonaler Karzinome dargestellt wurden, haben sich verschiedene
Arbeitsgruppen mit der Frage beschiftigt, ob Punktmutationen in die
Pathogenese der Keimzelltumoren involviert sein konnten. Wiahrend Mulder
et al. (1998) sowie Ganguly et al. (1990) eine Mutationsfrequenz von 40%
bis 60% der analysierten KZT beschreiben, konnten Moul et al. (1992)
Mutationen in lediglich 9% der Hodentumoren darstellen; in testikuldren
Zelllinien fehlen die Mutationen gar vollig. Keine der Studien kann eine
Korrelation der K-ras Mutationen mit dem klinischen Stadium oder Verlauf
der Erkrankung herstellen.

Nachdem sowohl Mutationen als auch Amplifikationen des K-ras durch
erhohte Kopieanzahl des Wildtyp Allels zu einer malignen Transformation
beitragen konnen, haben sich weitere Arbeitsgruppen mit der potentiellen
Bedeutung des K-ras bei testikuldren KZT befasst. Roelofs et al.(2000)
konnten darstellen, dass ein auch K-ras kodierender Sequenzabschnitt auf
12p in den lokal invasiven Keimzelltumoren, nicht aber in den assoziierten

TIN — Zellen nachweisbar ist. Die Autoren leiten hieraus ab, dass die
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Uberexpression von K-ras in die lokale Progression der TIN involviert ist
und schreiben K-ras eine pathogenetische Bedeutung fiir die Entwicklung
testikuldren KZT zu. Allerdings ist einschrinkend zu bemerken, dass diese
Verdanderungen nur bei 8% aller KZT zu beobachten waren. Im Rahmen
meiner Untersuchungen komme ich zu kontrdren Schlussfolgerungen, da
mittels semiquantitativer RT-PCR kein Expressionsunterschied zwischen
testikulirem Normalgewebe, TIN und invasiven KZT beziiglich der K-ras
Expression zu verzeichnen war. Diese Ergebnisse decken sich mit den
Resultaten fritherer Studien, die mittels Northern-Blot Analyse eine positive
K-ras Expression nicht nur in allen histologischen Subtypen der KZT,

sondern auch in dem testikuldren Normalgewebe nachweisen konnten.
Zusammenfassend lasst sich aufgrund meiner Resultate und der Befunde in

der Literatur schlussfolgern, dass K-ras keine signifikante Bedeutung fiir die

Pathogenese und die Progression testikuldrer KZT besitzt.
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