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1. Zusammenfassung

Die vorgelegten Ergebnisse stellen eine Bereicherung in dem Bemihen der Entschliisselung
der Pathogenese des juvenilen Angiofibroms dar. Im ersten Abschnitt der Arbeit wurden mit
der Methode der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) das Chromosom 17 mit einer
Zentromersonde sowie die Gene p53 (17pl3) und Her2/neu (17q11.2-g12) untersucht. In
Vorarbeiten in Form von vergleichenden genomischen Hybridisierungen waren Hinweise auf
Verluste des Chromosoms 17 zu erkennen gewesen, die es galt, in Form einer weiteren zyto-
genetischen Untersuchungstechnik zu Gberprifen. Die FISH-Untersuchungen mit einer Zent-
romersonde fir das Chromosom 17 sowie simultan fir das Gen p53 beziehungsweise das Gen
Her2/neu konnten signifikante Chromosom-17-Verluste in juvenilen Angiofibromen bestéti-

gen.

Da die eigentliche Ursprungszelle des juvenilen Angiofibroms unbekannt ist und sowohl En-
dothelzellen a's auch Fibroblasten a's die eigentliche Tumorzelle diskutiert werden, wurde in
einem zweiten Schritt der vorgelegten Arbeit die Expression der mRNA von p53 und
Her2/neu zellspezifisch untersucht. Um dieses Ziel zu verfolgen, wurden Lasermikrodissek-
tionen von Endothelzellen und Stromazellen juveniler Angiofibrome ausgefuhrt. Mit der Me-
thode der RT-PCR wurden die mRNA-Transkripte amplifiziert und in einer semiquantitativen
Untersuchungstechnik mit der Expression von 28s-rRNA verglichen. In diese Untersuchun-
gen wurden Expressionsuntersuchungen von [3-Catenin und dem Androgenrezeptor einge-
schlossen. Sowohl 3-Catenin als auch der Androgenrezeptor wurden als wesentliche pathoge-
netische Momente in der Molekul arpathol ogie des juvenilen Angiofibroms zuvor beschrieben.
Sowohl fur 3-Catenin und den Androgenrezeptor sowie das p53 und Her2/neu-Gen konnten in
dieser semiquanitativen zellspezifischen Untersuchungstechnik keine wesentlichen Expressi-
onsunterschiede auf RNA-Ebene zwischen den Endothel zellen und Stromazellen nachgewie-
sen werden, so dass die Antwort nach der Ursprungszelle des juvenilen Angiofibroms mit
Hilfe der ausgefiihrten Untersuchungen unbeantwortet bleibt.

Die auf Genebene beobachteten p53-Verluste flhrten zur Arbeitshypothese, dass in Abwe-
senheit von mutiertem p53 und den bekannten [(-Catenin-Mutationen sowie c-myc-
Expressionen ein Verlust der p53-Schutzfunktion in juvenilen Angiofibromen vorliegt. Die
Verluste fur das Her2/neu-Gen sind dahingehend von Bedeutung, dass eine androgenunab-

hangige Her2/neu vermittelte Stimulation des Androgenrezeptors in juvenilen Angiofibromen



primér nicht zu erwarten ist. Im Rahmen einer zuknftigen spezifischen antiandrogenen The-
rapie beim juvenilen Angiofibrom ist auf dem Boden der vorgelegten Untersuchungen nicht
primér mit einer Androgen-unabhdngigen Her2/neu vermittelten Androgenrezeptor-

Wachstumsstimulation im juvenilen Angiofibrom auszugehen.



Summary

The results presented in this study contribute to improve understanding of juvenile angiofi-
broma pathogenesis. In the first section of the study, the method known as fluorescent in situ
hybridisation (FISH) was used to analyse chromosome 17, using a centromeric probe di-
rected against chromosome 17 as well as probes directed against p53 gene and the Her2/neu
gene. Previous comparative genomic hybridization studies had found evidence of chromo-
some 17 losses. The FISH examinations carried out using a centromeric probe for chromo-
some 17 and simultaneously for the p53 gene and/or the Her2/neu gene were able to confirm

significant losses in chromosome 17, p53 gene and Her2/neu genein juvenile angiofibromas.

Because the cell of tumour origin juvenile angiofibromais still not known, and endothel cells
as well as fibroblasts are currently under consideration as tumour cells, a second step was
included in the study presented here, consisting of an examination in cell-specific terms of the
expression level of the mRNA of the p53 gene and the Her2/neu gene. Pursuant to this objec-
tive, laser microdissections were carried out of the endothel cells and supporting cellsin juve-
nile angiofibromas. Using the reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)
technigue, the MRNA transcripts were compared with the expression level of 28s-rRNA using
a semi-quantitative testing technique. These tests aso included examinations of the expres-
sion levels of 3-catenin and of the androgen receptor. Both [3-catenin and the androgen recep-
tor have previously been described as significant pathogenetic candidates in the molecular
pathology of juvenile angiofibromas. In respect of both 3-catenin and the androgen receptor,
and also of the p53 gene and the Her2/neu gene, this semi-quantitative, cell-specific examina-
tion technique was not able to detect any evidence of significant differences, on the RNA
level, between the endothel cells and the supporting cells in terms of expression level, which
means that even with the help of the examinations here carried out, the question of the tumor

cell of juvenile angiofibroma remains unanswered.

The detected p53 gene losses have led to the working hypothesis that in the absence of mu-
tated p53, known (-catenin mutations, and also of c-myc-expressions indicated y previous
studies, juvenile angiofibromas are associated with a loss of the protective function of p53.
The losses in respect of the Her2/neu gene are of significance insofar as an androgen-
independent stimulation of the androgen receptor, generated by the Her2/neu, is based on
these first Her2/neu examinations not likely in juvenile angiofibromas. Within the framework
of a specific future antiandrogen-based therapy of juvenile angiofibromas, here reported find-



ings give afirst link that an androgen-independent stimulation of the androgen receptor is not

assumed in juvenile angiofibroma.



2. Einleitung

Juvenile Angiofibrome sind seltene fibrovaskuldre Neubildungen, die nur einen Anteil von
0,5% aler Kopf- und Hals-Tumore bilden (Gullane und Mitarbeiter, 1992). In jingster Zeit
konnte in Danemark eine Inzidenz des juvenilen Angiofibroms von 0,4 Tumore pro 1 Millio-
nen Einwohnern berichtet werden (Glad und Mitarbeiter, 2007).

Der Tumor weist klinisch sehr charakteristische Besonderheiten auf (Schick und Urbschat,
2004). Das juvenile Angiofibrom entsteht im hinteren Abschnitt der Nasenhaupththle in Be-
ziehung zum Foramen sphenopal atinum. Die Geféssversorgung erfolgt hauptséchlich tber die
A. carotis externain Form der A. maxillaris/A. sphenopalatina. In Einzelfédlen ist aber ebenso
eine weitere Gefal3versorgung aus dem C4-Segment der A. carotis interna zu beachten. Der
Tumor manifestiert sich nahezu ausschliefdlich bei mannlichen Jugendlichen. Klinisch zeigt
die Neubildung trotz seiner histopathol ogischen gutartigen Einordnung héufig ein aggressives
Wachstumsverhalten mit mdglicher intrakranieller Tumorausdehnung (Schick und Kahle,
2000). Histologisch ist der Tumor durch eine Vielzahl irregular konfigurierter Gefél3e in el-
nem kollagenreichen Tumorstroma gekennzeichnet (Beham und Mitarbeiter, 2000). Im Tu-
mor sind desweiteren erhebliche Infiltrate verschiedener Entziindungszellen (u.a. Mastzellen,

T-Lymphozyten) zu beachten (Wendler und Mitarbeiter, 2007).

Klinische Aspekte

Patienten schildern als erste Symptome eine behinderte Nasenatmung und eine nasale Spra-
che. Auch rezidivierendes Nasenbluten sollte bei mannlichen Jugendlichen an ein juveniles
Angiofibrom denken lassen, muss aber nicht zwingend auftreten. Bel ausgedehnten Tumoren
konnen die Patienten ein ,.froschahnliches® Aussehen annehmen, was durch das Auseinan-
derweichen des Os maxillare und einen Exophthalmus bei Tumoreinbruch in die Kieferhéhle
und die Augenhohle bedingt ist.

Der Gefaldreichtum des Tumors und die irregulére Gefal3wandarchitektur mit fehlender Kont-
raktionsmoglichkeit erkléaren die starke Blutungsneigung. Wegen der Gefahr erheblichen
Blutverlustes wird bei den bereits sehr charakteristischen bildgebenden Untersuchungsbefun-
den auf eine Probebiopsie zur Diagnosesicherung verzichtet. Zur Diagnosesicherung werden

nach einer nasalen Endoskopie (Abb.1) die bildgebenen Verfahren einer Computertomogra-



phie und Kernspintomographie ausgefuhrt. Die Computertomographie zeigt bei der Enste-
hung des Tumors in naher Beziehung zum Foramen sphenopal atinum haufig eine charakteris-
tische Aufweitung des Foramen sphenopalatinum (Abb.2).

Abbildung 1: Intraoperative endoskopische Darstellung eines juvenilen Angiofibroms bei einem 24-jahrigen Patien-
ten.

Abbildung 2: Computertomographische Darstellung eines juvenilen Angiofibroms bel einem 24-jéhrigen Patienten
mit Aufweitung des Foramen sphenopalatinum.

Bereits zu einem frihen Zeitpunkt dehnt sich der Tumor in den Nasenrachen aus, was zu der
haufig irrefiihrenden Bezeichnung des Tumors as Nasenrachenfibrom gefihrt hat (Schick

und Kahle, 2000). Der Tumor kann durch Druckarrosionen Knochen wie beispielsweise am



Klivus zerstoren. Als wesentliche Ausdehnungswege nutzt er aber in erster Linie nattrliche
Spalten und Knochenkanédle. Der Tumor dehnt sich auf diese Weise in die Fossa pterygopal a-
tina, die Fossa infratemporalis und die Augenhthle aus. In Einzelfdlen erreicht der Tumor
den intrakraniellen Raum (Schick und Kahle, 2000).

Die Kernspintomographie bietet den besonderen Vorzug, Tumorgewebe von Schleimhaut-
schwellungen und retiniertem Sekret in den Nasennebenhohlen zu differenzieren (Abb. 3). In
der Zusammenschau von Computertomographie und Kernspintomographie ist somit die exak-

te Darstellung der Tumorbegrenzung moglich.

¥ 14'mIMagnevist

Abbildung 3: Kernspintomographische Darstellung eines juvenilen Angiofibroms bel einem 24-jahrigen Patienten.
(*) retiniertes Sekret

Eine Angiographie wird préoperativ zur exakten Evaluation der Tumorgeféldversorgung aus-
gefihrt und genutzt, um eine Tumorembolisation (Abb.4) auszufihren. Es lésst sich die ge-
naue Blutversorgung des Tumors darstellen: Die HauptgeféRversorgung erfolgt tber die A.
maxillaris, aber auch Uber die Aa. pharyngea ascendens, vertebralis und carotis interna. Bel
Einbruch des Tumors in die Orbita kdnnen auch die Aa. meningea media, ophthalmica, eth-

moidales und der Sinus cavernosus beteiligt sein.



Abbildung 4: Préoper ative angiographische Dar stellung der Gefél3ver sorung eines juvenilen Angiofibroms bei einem
24-jahrigen Patienten vor Embolisation mit Dar stellung eines stark vaskularisierten Tumors.

Abbildung 5: Préoper ative angiogr aphische Dar stellung eines juvenilen Angiofibroms bei einem 24-jéhrigen Patien-
ten nach exzellenter Embolisation ohne weiter e angiogaphische Tumordar stellung.



Die gegenwértige Therapie der Wahl des juvenilen Angiofibroms besteht in der kompletten
Exstirpation des Tumorgewebes. Bei Anwendung mikroskopischer und endoskopischer Ope-
rationstechniken nach vorheriger Embolisation konnen vollstdndige Tumorresektionen in der
Vielzahl der Félle erreicht werden (Abb.6), wobei die Tumorgrésse Einfluss auf die Mdglich-

keit der vollstandigen Resektion nimmt.

Abbildung 6: Makroskopische Darstellung des juvenilen Angiofibroms. Der 35 x 3,5 x 4 cm grosse Tumor konnte
endonasal unter Zuhilfenahme moder nster endoskpisch und mikr ochirurgischer Techniken in toto entfernt wer den.
Beachtet werden sollte, dass in Einzelfédlen eine spontane Remission eines juvenilen Angio-
fibroms beobachtet wurde (Dohar und Duvall, 1992), ohne bisher klinische Kriterien zu besit-
zen, wann eine solche Riickbildung eintreten kann. Eine Radiotherapie wird nur bel inoperab-
len Fallen wegen der Gefahr der karzinogenen Effekte dieser Therapieoption durchgefihrt.
Bel inoperablen Tumoren konnte in Einzelféllen bemerkenswerterweise durch eine Chemo-
therapie eine Tumorrickbildung erreicht werden, so dass sie anstelle einer Strahlentherapie
empfohlen wurde (Goepfert und Mitarbeiter, 1985; Schick und Mitarbeiter, 1996).

Atiologie

Trotz einer Vielzahl von Ursprungstheorien, die bis ins 19. Jahrhundert zurtickreichen, ist die
Atiologie des Tumors nicht geklart, was in der Vielfalt der Hypothesen, die tiberwiegend auf
theoretischen Uberlegungen basieren, zu erkennen ist. Sie reichen von der Vorstellung einer
fibrosen Genese ausgehend vom Periost der Schédelbasis oder embryonalem Knorpelgewebe
(Nealton, 1853; Verneuil, 1861; Tillaux, 1878), bis hin zur Annahme eines Gefa3tumors
(Brunner, 1942; Schiff, 1959). Hormonelle Einflisse in Form eines Androgeniberschusses

bzw. eines Androgenmangels bei Ostrogeniiberschuss, wurden von Martin und Mitarbeitern
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(1948) sowie von Dane (1954) und Harméa (1958) diskutiert. Die mannlichen Patienten wei-
sen jedoch keine veranderte Geschlechtsentwicklung auf, und die Serumkonzentrationen der
Geschlechtshormone sind normal (Antonelli und Mitarbeiter, 1987). Vertffentlichungen, wo-
nach der Tumor auch bel Frauen in sehr seltenen Fallen auftritt (Brooker und Mitarbeiter,
1989), werden sehr kritisch mit Anzweiflung der korrekten histopathologischen Einordnung
des Tumors betrachtet.

Die Unsicherheit in der Einordnung der Atiologie des juvenilen Angiofibroms spiegelt sich
auch in Theorien wie der von Hughes (1941) wider, der die Entstehung aus Resten des Ductus
craniopharyngeus annahm. Dahingegen glaubte Willis (1953) an eine Genese durch Autoim-
munreaktionen. Die Entstehung aus nicht-chromaffinen Paraganglienzellen im Umgebungs-
abschnitt der A. maxillaris (Girgis und Fahmy, 1973) wurde ebenso diskutiert wie die Vor-
stellung eines Hamartoms in Form von versprengtem erektilem Gewebe des Schwellkorpers
(Maurice und Milad, 1981) oder die Annahme eines Teratoms (Farag und Mitarbeiter, 1987).

Beham und Mitarbeiter (2000) ordneten Angiofibrome auf Grund von histomorphol ogischen
Befunden a's vaskulére Fehlbildung ein. Schick und Mitarbeiter (2002) konnten hierfir eine
sehr befriedigende embryologische Erklarung geben: durch die unvollstandige Riickbildung
der zwischen dem 22. und 24. Tag entstehenden ersten Pharyngeal bogenarterie im Sinne eines
Atavismus verbleiben am Foramen sphenopalatinum Plexusreste. Da die erste Pharyngeal bo-
genarterie embryologisch eine Verbindung zwischen der spéateren A. maxillaris und A. carotis
interna ausbildet, kann ein sich auf dem Boden von Plexusresten entwickelnder Tumor so-
wohl vom Stromgebiet der A. carotis externa als auch der A. carotis interna versorgt werden,

wie es fur das juvenile Angiofibrom charakteristisch ist (Abb.7).



11

Abbildung 7: Vereinfachte Darstellung zur Erklérung der embryologischen Entwicklung eines juvenilen Angiofib-
roms (Schick und Mitarbeiter, 2002): Die Abbildungen a bis d stellen die regulére Ruckbildung der 1. Pharyngealbo-
genarterie dar, wohingegen die Abbildungen e bisf die Entwicklung eines Angiofibroms aus Plexusresten der 1. Pha-
ryngealbogenarterie verdeutlichen. (1: ventrale Aorta, 3: Aufzweigung der ventralen Aorta, 4: A. carotis externa, 5:
A. carotis interna, 6: A. sphenopalatina ,7: Foramen sphenopalatinum, 8: Plexusreste, 9: Plexusverbindung zur A.
carotisinterna, 10: Angiofibrom)

Die Annahme eines Atavismus der ersten Branchialbogenarterie kann erstmals die typische
Lokalisation des juvenilen Angiofibroms im hinteren Abschnitt der Nasenhaupthéhle und die

Besonderheit der Tumorvaskularisation (A. sphenopalatinaund A. carotis interna) erklaren.

Genetik und Molekularbiologie des Tumors

Wenngleich der Tumor klinisch ausfuihrlich charakterisiert ist, stehen genetische und moleku-
larbiologische Untersuchungen des juvenilen Angiofibroms noch am Anfang. Die bisherigen
Untersuchungen haben sich in erster Linie der Untersuchung von Steroidhormonrezeptoren,

Wachstumsfaktoren, chromosomalen V eranderungen sowie ausgewahlten Genen gewidmet.

Steroidhor monr ezeptoren
Die Entstehung des juvenilen Angiofibroms nahezu ausschliefdich bei mannlichen Jugenli-

chen hat vielfach das Forschungsinteresse auf die Analyse des Androgen-, Ostrogen- und
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Progesteronrezeptors gerichtet. Zur Anwendung kamen nach ersten Bindungsassaystudien

immunhistologische Untersuchungen. Die verschiedenen Berichte beschreiben alerdings sehr

unterschiedliche Expressionsraten der Rezeptoren im juvenilen Angiofibrom. Der Androgen-

rezeptor wurde in 25-100%, der Ostrogenrezeptor o in 0-25%, der Ostrogenrezeptor B in nur

einer Untersuchung in 100% und der Progesteronrezeptor in 0-58% der untersuchten Angio-
fibrome detektiert (Tabelle 1). Aufgrund dieser bisher sehr widerspriichlichen Literaturmittei-

lungen kann daher keine sichere Aussage zur Expression der Hormonrezeptoren im juvenilen

Angiofibrom getroffen werden.

Autor Anzahl der | Anzahl der Tu- | Anzahl der Tu- | Anzahl der Tumore
untersuchten more positiv fur | more positiv fur | positiv fur Proges-
Angiofibrome | Androgenrezeptor | Ostrogenrezeptor | teronrezeptor

Johns und | 6 nicht untersucht | 0 nicht untersucht

Mitarbeiter

(1980)

Lee und Mi- |8 3 0 0

tarbeiter

(1980)

Farag und | 7 7 0 nicht untersucht

Mitarbeiter

(1987)

Antonelli und | 5 5 0 0

Mitarbeiter

(1987)

Brentani und | 12 3 3 7

Mitarbeiter

(1989)
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Hwang und| 24 18 0 2
Mitarbeiter

(1998)

Gatalica und | 8 8 0 0
Mitarbeiter

(1998)

Saylam und | 27 nicht untersucht | 2 9
Mitarbeiter

(2006)

Montag und | 13 5 13* 0
Mitarbeiter

(2006)

Tabelle 1: Zusammenfassung der Analyse vor Steroidhormonr ezeptor enexpressionen in juvenilen Angiofibromen.
* Ostrogenr ezeptor -3-Expression

Neben diesen Hormonrezeptorstudien existieren Erfahrungen mit Hormontherapien vor einer
Tumorresektion, die mit dem Ziel einer Tumorverkleinerung ausgeftihrt wurden. Testosteron-
gaben fuhrten bel Patienten mit einem juvenilen Angiofibrom zu einem Tumorwachstum
(Johnson und Mitarbeiter, 1966). Flutamid als partieller Androgenantagonist hat bei 4 von 5
Tumoren zu einer Tumorreduktion von maximal 44% gefuhrt (Gates und Mitarbeiter, 1992).
In einer zweiten prospektiven Untersuchung wurde bei 7 Angiofibromen eine maximale Tu-
morvolumenreduktion von nur 11,1% nach der Gabe von Flutamid beobachtet (Labra und
Mitarbeiter, 2004). Préoperative Ostrogengaben wurden mit den Effekten einer Reduktion des
intraoperativen Blutverlustes und einer Zunahme des fibrotischen Tumoranteils berichtet
(Kuttner und Mitarbeiter, 1977, Ganzer und Meyer-Breiting, 1975). Im Gegensatz hierzu
wurden auch TumorvergroRerungen unter einer Ostrogentherapie mitgeteilt (Hulthen und To-
remam, 1976).
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Wachstumsfaktoren

Als erste Wachstumsfaktoren wurden VEGF, TGF-$3, bFGF, PDGF-B und IGF-11 im juveni-
len Angiofibrom analysiert. VEGF nd TGF-3 wurden immunhistochemisch in Stromazellen
und Gefallen nachgewiesen (Brieger und Mitarbeiter, 2004; Folkman, 2002). Beide Wach-
stumsfaktoren werden von den verschiedenen Autoren in erster Linie im Zusammenhang mit
der Tumorangiogenese diskutiert. Gleichartige Wirkungen werden fir bFGF (bisher Immun-
histologie, Western blot) und PDGF-B (Northern blot) angenommen. In 53% der untersuchten
Angiofibrome zeigten Northern blot und PCR-Untersuchungen erhohte | GF-11-Expressionen,
die in den Zusammenhang eines Proliferationsstimulus gesetzt wurden (Nagai und Mitarbei-
ter, 1996; Coutinho-Camillo und Mitarbeiter, 2003).

Genetische Unter suchungsbefunde

Die genetische Analyse des juvenilen Angiofibroms begann mit der Analyse von 3 juvenilen
Angiofibromen mit der Technik der vergleichenden genomischen Hybridisierung (CGH). In
dieser Pilotstudie zeigten sich eine Vielzahl chromosomaler Aberrationen. Gewinne des X-
Chromosoms und Verluste des Y -Chromosoms waren bei 2 der 3 untersuchten Tumoren zu
beobachten. Bei allen 3 Patienten war ein Gewinn in der Region 8q12-g22 festzustellen. Wei-
tere chromosomale Gewinne zeigten sich fur die Abschnitte 4q, 5p, 64, 79, 12qg, 13q, 14q,
18q, 219. Chromosomale Verluste wurden ferner in den Bereichen 17, 19p und 22q beobach-
tet (Schick und Mitabeiter, 2001). CGH-Analysen an weiteren 7 bzw. 29 Tumorproben bestd-
tigten den Befund vielféltiger chromosomaler Aberrationen in dem Tumor (Brunner und Mi-
tarbeiter, 2003; Schick und Mitarbeiter, 2007). Als wichtige Konsensusregionen wurden in
diesen Untersuchungen Gewinne in den Bereichen 4q, 6, 12 und X sowie Verluste in den Be-
reichen 8,16, 17, 22 und Y bestimmt (Schick und Mitarbeiter, 2007). CGH-Untersuchungen
an formalin-fixiertem Gewebe zeigt Gewinne in den Bereichen 1p, 9q, 10q, 12q, 16, 17q, 19,
209 und 229 und Verluste im Bereich des Chromosoms 4 sowie Veranderungen im Bereich

der Geschlechtschromosomen (Heinrich und Mitarbeiter, 2007).

Genomische DNA-Array-Untersuchungen von 2 juvenilen Angiofibromen zeigten Hinweise
auf eine Amplifikation des MDM2- und AURKA-Gens (Schick und Mitarbeiter, 2007).
Wenngleich diese Kandidaten interessante Erklérungsansétze fur die beobachtete chromoso-
male Instabilitét bieten, ist die Expression und die Bedeutung dieser beiden Faktoren im juve-

nilen Angiofibrom bisher nicht weiter untersucht worden.
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Die Aberrationen der Geschlechtschromosomen konnten durch FISH-Studien mit zentro-
merspezifischen Sonden fur die Chromosomen X und Y und fir das auf dem Chromosom X
lokalisierte Androgenrezeptor-Gen an Paraffingewebeschnitten von Angiofibromen bestétigt
werden (Schick und Mitarbeiter, 2003). Der in den CGH-Untersuchungen beobachtete Y -
Verlust wurde durch FISH-Untersuchungen bel sechs von sieben Angiofibromen bestétigt -
mit dem Ergebnis eines Y-Verlustes in 11,5-63,8 % der ausgewerteten 200 Zellkerne. Bei
funf der sieben Angiofibrome konnte ein zweites X-Chromosom in 12 bis 34 % beobachtet
werden. Ohne den Hinweis auf eine Amplifikation des Androgenrezeptorgens ging die Ver-
dopplung des Chromosoms X mit zwel Androgenrezeptorsignalen einher, so dass durch den
Gewinn des Chromosom X ein Gewinn des Androgenrezeptor-Gens in juvenilen Angiofibro-
men vorliegt.

Im Zentrum der Bemihungen der Validierung der beobachteten chromosomalen Verdnderun-
gen am Chromosom 8 war in einer weiteren Untersuchung die Analyse des c-MYC-
Onkogens. FISH-Analysen zeigten bei Tumoren in den Tumorstadium 11 nach Andrews und
Mitarbeitern (1989) signifikante Verluste des c-MY C-Gens. Hingegen war bel fortgeschritte-
nen Tumoren (Tumorstadium 111 und 1V) eine genetische Heterogenitét des c-MY C-Gens zu
beobachten, die mit deutlich erhthten Expressionen auf Transkript- und Translationsebene
assoziert waren (Schik und Mitarbeiter, 2006).

Weitere molekulargenetische Untersuchungen zeigten im Rahmen der Untersuchung der Ki-
ras- und Ha-ras-Genfamilien keine Veranderungen dieser Gene in juvenilen Angiofibromen
(Coutinho-Camillo und Mitarbeiter, 1999), so dass von keiner Betelligung des RAS

Signaltransduktionsweges beim juvenilen Angiofibrom ausgegangen wird.

Ein ganzlich anderer Zugang zur Tumorpathologie wurde auf dem Boden einer interessanten
klinischen Beobachtung gewahlt. Giardello und Mitarbeiter beobachteten in einer klinischen
Studie (1993) ein gehéuftes Auftreten von juvenilen Angiofibromen bei familidrer adenoma-
téser Polyposis coli (FAP). Bei FAP-Patienten manifestierten sich juvenile Angiofibrome
25mal haufiger als bei der Normalbevolkerung. Die familidre adenomattse Polyposis-coli-
Erkrankung ist eine autosomal-dominante Erkrankung, die durch eine Mutation des APC-
Gens auf Chromosom 5q entsteht. Das Erkrankungshild dussert sich durch Bildung multipler
Adenome des Gastrointestinaltraktes, aus denen sich periampullére und kolorektale Karzino-
me entwickeln. Haufig geht das Krankheitshild mit der Bildung anderer benigner und malig-

ner Tumore, wie Osteome, Desmoide, Schildrisentumore, Leber- und Gehirntumoren einher
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(Klemmer und Mitarbeiter, 1987). Dieser Zusammenhang liel3 eine Veranderung im APC-
Gen beim juvenilen Angiofibrom vermuten. Es war daher berechtigt zu diskutieren, ob An-
giofibrome durch Verénderungen im APC-Gen (adenomatdses Polyposis coli-Gen) entstehen
koénnen, wodurch die zelluldre Funktion von APC als Mediator des Abbaus von zytoplasmati-
schen 3-Catenin aufgehoben wird. Guertl und Mitarbeiter (2000) konnten jedoch keine Muta-
tionen des APC-Gens in elf untersuchten juvenilen Angiofibromen nachweisen (Guertl und
Mitarbeiter, 2000). Demgegentiber wurde bei 1 von 4 Patienten mit einer FAP eine Mutation
im APC-Gen nachgewiesen (Ponti und Mitarbeiter, 2008).

In 80 % der erblichen Kolonkarzinome ist das APC-Gen mutiert, so dass der feinregulierte
Abbau von 3-Catenin im Zytoplasma verhindert wird und sich 3-Catenin im Kern anreichert.
Im Rahmen weiterer Untersuchungen wurde aber deutlich, dass eine derartige Anreicherung
von [3-Catenin auch durch Mutationen des 3-Catenins hervorgerufen werden kann. Mutationen
des [3-Catenins fuhren hierbel zu einer Stabilisierung des [3-Catenins. In der Folge kann das
mutierte 3-Catenin nicht degradiert werden (Guertl und Mitarbeiter, 2001). Basierend auf die-
sem Wissen analysierten Abraham und Mitarbeiter (2001) das 3-Catenin-Gen in juvenilen
Angiofibromen und konnten in 75% der Neubildungen Mutationen im Exon 3 des 3-Catenin-
Gens nachweisen. Immunhistologische Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe zeigten betonte
nuklegre Anreicherungen des 3-Catenin-Proteins in Stromazellen (Abraham und Mitarbeiter,
2001).

Keine der bisher ausgefihrten Untersuchungen konnte die Tumorzelle des juvenilen Angio-

fibroms zweifelsfrei detektieren.
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ZIELSETZUNG

Mit Hilfe der vergleichenden genomischen Hybridisierung (CGH) konnten vielféltige quanti-
tative chromosomale Verénderungen in juvenilen Angiofibromen nachgewiesen werden
(Schick und Mitarbeiter, 2001; Brunner und Mitarbeiter, 2003; Schick und Mitarbeiter, 2007,
Heinrich und Mitarbeiter, 2007). Es konnten sowohl Gewinne as auch Verluste aufgezeigt
werden. Fur das Chromosom 17 wurden bisher ausschliefdlich Verluste detektiert, die in der
Synopsis aler Untersuchungsbefunde haufig beobachtet wurden. Eine Validierung dieser Be-

obachtung durch eine weitere Untersuchungstechnik war bisher nicht erfolgt.

Die Zielsetzung der vorliegenden Promotionsschrift ist die Uberpriifung des Untersuchungs-
befundes von Verlusten des Chromosoms 17 durch die FISH-Anayse jeweils eines Gens |o-
kalisiert auf dem Chromsomenabschnitten 17g und 17p in Kombination mit einer Zentromer-
sonde. Als Zielgene wurden p53 (17p13) und Her2/neu (17q11.2-q12) gewahlt, fir die Ver-
anderungen bel einer Vielzahl von Tumoren bekannt sind. p53 ist eines der meist untersucht-
esten Tumorsuppressor-Gene. Physiologisch ist p53 an der Kontrolle des Zell-Zyklus und der
Apoptose beteiligt. Die Schutzwirkung von p53 bei plétzlichen DNA-Verdnderungen mit
maoglicher Aktivierung von Onkogenen (Vousden, 2002) ist von grof3er Bedeutung. p53 ist
daher ein interessantes Kandidaten-Gen, um die beschriebenen CGH-Untersuchungsbefunde
zu Uberprifen und gleichzeitig weitere Einblicke in die molekul arpathologischen Ursachen

des juvenilen Angiofibroms zu erhalten.

Unter Berticksichtigung der wichtigen Rolle des Androgenrezeptors beim juvenilen Angiofib-
rom (Schick und Mitarbeiter, 2003) mit der grundsétzlichen M6glichkeit einer androgenunab-
héngigen Stimulation des Androgenrezeptors durch Her2/neu, wie dies fir das Prostata-
Karzinom gezeigt werden konnte, ist das Her2/neu-Onkogen ein zweites aul3erst interessantes
Zielgen in dem Bemiihen um die Entschltisselung der Molekularpathol ogie des juvenilen An-

giofibroms und einer Uberprifung des CGH-Befundes héaufiger Verluste des Chromosoms 17.

In Anbetracht der zelluldren Heterogenitdt des Tumors, war das zweite Ziel der Arbeit die
Expression von p53 und Her2/neu sowie weiteren Kandidaten (Androgenrezeptor, 3-Catenin)
auf Transkriptionsebene getrennt fur die vaskuldre und stromale Tumorkomponente zu analy-
sieren. Diese Untersuchungen verfolgen das Ziel, mogliche Hinweise auf Transkriptionsunter-
schiede in den verschiedenen Komponenten des Tumors und damit einen moglichen Hinweis

auf die bisher nicht definierte Tumorzelle des juvenilen Angiofibroms zu erhalten.
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Ziel dieser Arbeit ist zusammenfassend die Detektion der beiden Gene p53 und Her2/neu mit-
tels FI SH-Untersuchungen zur Validierung beobachteter Chromosom 17-Verluste in juvenilen
Angiofibromen sowie eine zellspezifische Expressionsanalyse auf Transkriptionsebene, um
mogliche Hinweise einer Bedeutung von Genverlusten in unterschiedlichen Komponenten des
Tumors zu erhalten.
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3. Material

3.1 Bezugsquellen der Materialien

Ethanol: MERCK, Deutschland
Fixogum: MARABU, Deutschland
Formaldehyd: MERCK, Deutschland
Paraformaldehyd: MERCK, Deutschland
Pepsin: SERVA, Deutschland
Proteinase K: ROCHE, Deutschland
RNase: SIGMA, Deutschland

Xylol: MERCK, Deutschland

Colcemid: INVITROGEN, Deutschland
KCI: MERCK, Deutschland

HCI: MERCK, Deutschland

NaPO4: MERCK, Deutschland

Paraffin. SHERWOOD MEDICA, USA
Aceton: MERCK, Deutschland
Triethoxy-Silyl-propylan (Silan) : MERCK, 821619, Deutschland
Pretreatmentpulver: ONCOR, USA
Agarose: ROCHE, Deutschland
Kieselgel: MERCK, Deutschland

Ethidiumbromid: MERCK, Deutschland
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Bromphenolblau (0,25%): SIGMA, Deutschland
Glycerin: MERCK, Deutschland

NaCl: MERCK, Deutschland

Natriumcitrat: MERCK, Deutschland

Methanol: MERCK, Deutschland

Eisessig: MERCK, Deutschland

Antifade: VECTOR LABORATORIES, Inc., Burlingame, CA 94010

3.2 Losungen und Puffer

Formamid deionisiert:
pro 100 ml Formamid 10 g Mischbettionenaustauscher (SIGMA, Deutschland, Lot. 86H1369)

zusetzen, 1 h bei RT ruhren, filtrieren.

HE-Farbung:
Mayer's Hamatoxylin, MERCK, Deutschland.

Eosin-L 6sung:
1% Eosin in H,O dest. pro 100 pl Lésung mit 20 pl Eisessig.

Parafor maldehyd:
4 g Paraformaldehyd in 100 ml PBS (pH=7,4) unter Erhitzen |6sen, filtrieren und auf Raum-

temperatur abkihlen lassen.

PBS (gepufferte Kochsalzldsung nach Dulbecco):
8gNaCl, 0,2gKCl, 1,15 g NaxPO,4 0,2 g KH,PO4 in 1 Liter Aquadest., pH 7,4 einstellen.

PBS/PFA:
4 g PFA (MERCK, Deutschland) in 100 ml PBS.
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Pepsin:
10 % Pepsin in Agqua dest. bei Raumtemperatur |6sen, bei —20° C aufbewahren.

Proteinase-K -Stammldsung:
aus Pretreatment-Kit.

RNase A :
ROCHE, Deutschland

50 mgin 5 ml 2 x SSC 10 min kochen lassen (zerstort die DNase-Aktivitét), auf Eis abkihlen
und in Aliquots von 100 pl bei —20° C aufbewahren.

20 x SSC:
3,0 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat und auf pH=6,8 einstellen.

Komplettmedium:
PB Max (Difco) Lot.Nr. : 1125372

Fixans:
3 Teile Methanol + 1 Tell Eisessig

DAPI:
1 pg DAPI/ ml gemischt mit 180 pl Mcllvaines Puffer

M cllvaines Puffer:
8 Telle0,2 M NapHPO4+ 2 Teile 0,1 M Natriumcitrat

Lysepuffer fur die PCR:
10 pl -Mercaptoethanol/ml RLT-Puffer (aus RNeasy Mini Kit 50, QIAGEN, Lot.Nr. :
74104)

RDD-Puffer:
DNase I, RNase free aus RNase free DNase-Set Kit QIAGEN, Lot.Nr. :7954
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L aufpuffer:
Tris-Acetat-TAE

TBE-Puffer:
1 mol/ml Tris, 0,83 mol/l Borséure, 10 mol/l| EDTA x 2H20

RLT-Puffer:
RNase free DNase-Set Kit QUIAGEN, Lot.Nr. :7954

3.3 DNA-Sonden

Chromosom 17p12 (Her2/neu) / Alphasatellite 17 Cocktail Probe, Dual colour, Direct label-
led; Cat. no.: PONC1712; QBIOGENE, Deutschland

Chromosomel7 p13 (p53) / Alphasatellite 17 Cocktail Probe, Dual colour directed labelled;
Cat. no: PONC1753, QBIOGENE, Deutschland

3.4 Primer

28-sRNA for: 5’-TTGAAAATCCGGGGGAGAG-3’
Molekulargewicht: 5941,9
Tm: 60,6 °C

QIAGEN Operon

28-sRNA rev: 5’-ACATTGTTCCAACATGCCAG-3
Molekulargewicht: 6060,97
Tm: 58,35 °C

QIAGEN Operon
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[3-Catenin for: 5-AAAGCGGCTGTTAGTTAGTCACTGG-3
Molekulargewicht: 6486,24
Tm: 62,57 °C

QIAGEN Operon

3-Cateninrev: 5°-GACTTGGGAGGTATCCACATCC-3
Molekulargewicht: 6735,39
Tm: 64,54 °C

QIAGEN Operon

Androgenrezeptor for: 5-TCTCACCAAGCTCCTGGACTC-3
Molekulargewicht: 5997,89
Tm: 64,5°C

QIAGEN Operon

Androgenrezeptor rev: 5’-CAGGCAGAAGACATCTGAAAG-3’
Molekulargewicht: 6497,27
Tm: 60,61 °C

QIAGEN Operon

Her2/neu for: 5’- CCAGGACCTGCTGAACTGGT-3
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Molekulargewicht: 6117,98

Tm: 64,5 °C

QIAGEN Operon

Her2/neu rev: 5’-TGTACGAGCCGCACATCC-3’
Molekulargewicht: 5444,54

Tm: 62,18 °C

QIAGEN Operon

p53 for: 5’-TTCCTAGCACTGCCCAACA-3
Molekulargewicht: 5692,71
Tm: 60,16 °C

QIAGEN Operon

p53 rev: 5-GACTGGAAACTTTCCACTTG-3’
Molekulargewicht: 6091,99
Tm: 58,35 °C

QIAGEN Operon

DNA-Leiter: peqGOLD 50bp
Lot-Nr. : 1381

Konzentration: 0,5 mg DNA/mI
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Bestell-Nr. : 25-2001 5x 50 pg 2x 1ml Ladepuffer (6x)

PEQLAB, Deutschland

3.5 Kitsfur diePCR

RNeasy Mini Kit (50)
QIAGEN

Nr. : 74104

RNase-free DNase-Set, Kit
QIAGEN

Nr. :7954

Omniscript Reverse Transcriptase Kit
QIAGEN

Nr. :205111
3.6 Gewebeproben

3.6.1 Tumorgewebe

Freundlicherweise wurde uns Angiofibromgewebe vom Stédtischen Klinikum Fulda (Direk-
tor: Prof. Dr. W. Draf), der UniversitdtssHNO-KIinik Tubingen (Direktor: Prof. Dr. H.P. Zen-
ner) und der Universitétsklinik Wirzburg (Direktor: Prof. Dr. J. Helms) zur Verfiigung ge-
stellt. In HE-Farbungen und ausfihrlichen immunhistologischen Untersuchungen (CD34,
CD31, Faktor VIII-Antigen, NSE, Vimentin S-100) konnte bei allen mannlichen Patienten die
Diagnose eines juvenilen Angiofibroms belegt werden. Die folgende Tabelle gibt eine Uber-
sicht der Tumorstadien der untersuchten juvenilen Angiofibrome entsprechend dem Klassifi-

zierungsvorschlag von Andrews und Mitarbeitern (1989).
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Tumor-Nr. Tumorstadium
Tumor 29 [
Tumor 30 [
Tumor 31 [
Tumor 46 Ia
Tumor 66 I
Tumor 74 b
Tumor 89 b
Tumor 102 b

Tabelle 2; Darstellung des Tumor stadiums der unter suchten juvenilen Angiofibrome.
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Die Einteilung des juvenilen Angiofibroms erfolgt nach Andrews und Mitarbeiter (1989):

Stadium I: Der Tumor ist auf den Nasopharynx und die Nasenhaupthohle begrenzt. Die Kno-
chendestruktion ist gering oder auf das Foramen sphenopal atinum beschrankt.

Stadium I1: Der Tumor dehnt sich bis in die Fossa pterygopalatina aus und kann durch Kno-

chendestruktion in die Nasennebenhohlen vordringen.

Stadium Illa: Der Tumor wéachst in die Fossa infraorbitalis oder in die Orbita, dringt aber
nicht bisins Gehirn vor.

Stadium I11b: Der Tumor dringt in die Fossa infratemporalis und Orbita ein und zeigt eine

intrakranielle extradurale Tumorausdehnung.

Stadium 1Va: Der Tumor dringt nach intradural vor, infiltriert aber noch nicht das Chiasma

opticum oder den Sinus cavernosus.

Stadium 1Vb: Der Tumor zeigt eine intrakranielle intradurale Tumorausdehnung und infilt-

riert das Chiasma opticum oder den Sinus cavernosus

3.6.2 Referenzgewebe

Als Referenzgewebe diente uns ein aus méannlichem Blut gewonnenes Lymphozytenpréparat.
Dazu wurden in eine Kulturflasche 8 ml Komplettmedium PB-Max der Firma Difco (Lot.-Nr.
1125372) gefillt und 800 pl Lithium-Heparinblut hinzugegeben. Das Gemisch wurde in der
Kulturflasche 69 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach genau 69 Stunden werden 200 ul Colce-
mid hinzugegeben. Colcemid ist ein Spindelgift, das die Zellteilung in der Metaphase stoppt
(Bayani und Squire, 2004). Das Gemisch wurde zwei Stunden bel 37 °C inkubiert.

Chromosomenpr &par ation

Nach genau zwei Stunden resuspendiert man die Blutkultur mit einer Pasteurpipette und tber-
fuhrt sie in ein Spitzrohrchen mit Deckel. Das Réhrchen wird zehn Minuten bei 800 upm
zentrifugiert. Den Uberstand saugt man mit der Pasteurpipette und der Wasserstrahlpumpe
vorsichtig bis zum Knick des Spitzrohrchens ab. Mit einer zweiten Pasteurpipette wird das
Pellet vorsichtig resuspendiert. Eine neue Pasteurpipette wird mit 0,52 %-igem KCI gefllt,
das vorher auf 37 °C erwarmt wurde. KCI blaht die Zellen auf und verbessert die Darstellung
der Chromosomen. Man flllt das Pellet mit dem Inhalt der Pipette auf und resuspendiert so-

fort das Pellet aus der anderen Pipette. Ab diesem Zeitpunkt dauert es neuneinhalb Minuten
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bis zur Zentrifugation. Vorher werden noch drei Pasteurpipetten 0,069 M KCI hinzugegeben
und vorsichtig resuspendiert. Das Rohrchen wird nach Ablauf der 9,5 Minuten wahrend zehn
Minuten bei 800 upm zentrifugiert. Mit der Wasserstrahlpumpe wird der Uberstand abge-

saugt.

Fixierung der Chromosomen

Das Fixans wird aus drei Teilen Methanol und einem Tell Eisessig bei — 20 °C angesetzt und
davon funf Tropfen auf das Pellet pipettiert und gut gemischt. Anschlief3end gibt man je eine
Pasteurpipette Fixans hinzu und resuspendiert. Es werden nochmals zwei Pasteurpipetten Fi-
xans hinzugegeben und resuspendiert. Nach einer 60-mindtigen Inkubation bei — 20 °C wird
bei 800 upm zehn Minuten lang zentrifugiert und der Uberstand mit der Wasserstrahlpumpe
abgesaugt. Erneut werden nacheinander vier Pasteurpipetten Fixans hinzugegeben, resuspen-
diert und zentrifugiert. Dieser Zyklus wird noch zweimal wiederholt, und nach dem letzten
Absaugen des Uberstandes wird das Pellet, in dem sich nun die aufgebldhten fixierten Lym-
phozyten befinden, in etwa 1,5 ml Fixans aufgenommen. Objekttréager werden auf ein feuch-
tes Tuch gelegt und ein Tropfen Pellet auf jeden Objekttrager gegeben. Die Objekttrager blei-

ben bis zur Trocknung des Fixans auf dem feuchten Tuch liegen.

L agerung der Chromosomenpr apar ate
Die Objekttréger wurden in einem Exsikator trocken gelagert, der mit Kieselgel ausgelegt
war. Die Lagerung erfolgte bel Unterdruck und 4 °C, um ein Aufquellen der Lymphozyten zu

verhindern.

3.6.3 Tumorgewebefir die PCR

Das Tumorgewebe wurde als Kryogewebe in flissigem Stickstoff aufbewahrt. Zur Gewin-
nung von Tumorgewebe wird es kurzfristig aus dem Stickstoff entfernt und die bendtigte
Menge mit einem Skalpell abgeschnitten. Das Restgewebe bleibt fur spétere Versuche eingef-

roren.

3.7 Gerateund Software

Deckglaser: 15 x 15 mm und 24 x 60 mm (MENZEL-GLASER, Deutschland)
Objekttrager: 72 x 26 mm (MENZEL-GLASER, Deutschland)

Skalpell: MARTIN, Deutschland
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Zentrifuge: HERAEUS, Deutschland

Heizplatte: MEDAX, Deutschland

Progene: TECHNE, England

Waérmeschrank: HERAEUS, Deutschland
Mikrotom: CM 30505 (LEICA, Deutschland)
Fluoreszensmikroskop: OLY MPUS BX61, Japan
Ultraturrax T25 basic IKA

Qiashredder QIAGEN Kat.Nr. :79654

Photometer: Ultrospec®3000 UV/Visible Spectrophotometer, PHARMACIA Biotech, Cam-
bridge

Cycler: MJ Research, PTC-200 Peltier

UV-Transilluminator

Kamerafir PCR: IMAGO (B& L Systems, Niederlande)

PC: Metasystems, | SIS-Software

PC fur Lasermikrodissektion: PALM Laser-Micro Beam System (P.A.L.M., Deutschland)
Vortexer: VH, Janke& Kunkel GmbH IKA Labortechnik, Staufen

Elktrophoresekammer: Easy Cabt, Electrophoresis System, OWI Scientific Inc, Wobum/MA,
USA
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3.8 Abkurzungsverzeichnis
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4. Methoden
4.1 Fluoreszens-in-situ-Hybridisierung (FISH)

4.1.1 Fluoreszens-in-situ-Hybridisierung am Lymphozytenpr &par at

Die Sondenaustestung erfolgte mit Hilfe eines Lymphozytenpraparates. Dabel wurde die Qua-
litdt der Sonde Uberprift, indem sie an einem Lymphozytenpréparat mit normalem Chromo-
somensatz ohne zu erwartende chromosomale V eranderungen angewendet wurde. Es wurden
sowohl die Sonde fir Her2/neu a's auch fir p53 mit dieser Methode getestet. Das Lymphozy-
tenpréparat wurde einer aufsteigenden Alkoholreihe unterzogen und Uber Nacht getrocknet.
Am néchsten Tag begann die Vorbehandlung des Préparates, indem man es kurz bel Raum-
temperatur in 2x SSC (pH=7,0) einstellte und anschlief3end einem 20-minltigen RNase-
Verdau bei 37 °C unterzog. Die RNase-Stamml6sung (10 mg/ml) wurde im Verhdltnis 1:100
mit 2x SSC angesetzt. Das Praparat wurde dreimal wahrend finf Minuten in 2xSSC (pH=7,0)
bei Raumtemperatur gewaschen, bevor es bei 37 °C 1,5 Minuten mit Pepsin verdaut wurde,
um die Sondendurchgéangigkeit zu erhéhen. Fir den Pepsin-Verdau wurden 100 pl 5 % Pepsin
in 100 ml 0,01 N HCI gegeben (0,01 N HCI: 100 ml a.d. + 120 pl 25 % HCI). Nach erneutem
funfminitigen Waschen in PBS (pH=7,0) bel Raumtemperatur wurde es zehn Minuten in 4 %
PFA/PBS bel Raumtemperatur fixiert. Nach funf Minuten Waschen in PBS bei Raumtempe-
ratur dehydrierte man das Préparat mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80 %, 100 %
jefunf Minuten) und lies es Gber Nacht an einem staubfreien Ort trocknen.

Denaturierung und Hybridisierung

Ein Denaturierungsmix aus 350 pl deionisiertem Formamid, 50 pl NaPO4 (0,5 M), 50 ul steri-
lem 20x 2xSSC (pH=7,0) und 50 pl sterilem Aqua dest. wurde angesetzt und davon 100 pl
pro Objekttrager aufpipettiert. Die Denaturierung erfolgte wahrend 15 Minuten auf einer
Heizplatte bei 70 °C. Anschlief3end musste das Préparat sofort in einer —20 °C kalten aufstei-
genden Alkoholreihe (70% ,80%, 100%) dehydriert werden und lufttrocknen. Erst dann dena-
turiert man die Sonde bei 96 °C wéahrend funf Minuten im PCR-Ofen (Techne, England). Be-
vor man die denaturierte Sonde auf das Préparat gab, wurde dieses auf 37 °C erwarmt. Man
legte ein Deckglas auf und dichtete es mit Fixogum ab. Dann lies man das Préparat in einer

feuchten Kammer wéhrend zwei Tagen hybridisieren.
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Stringenzwaschung und DAPI-Farbung

Bel allen Waschschritten musste darauf geachtet werden, dass ohne direkte Lichteinwirkung
auf das Praparat gearbeitet wird, da die Fluoreszenzsignale sonst verblassen und eine korrekte
Auswertung nicht mehr mdglich war. Nach Entfernen des Deckglases wurde das Lymphozy-
tenpraparat bel 42 °C dreimal fur zehn Minuten in 50 % Formamid/ 2 x SSC (pH=6,8) und
zweimal wahrend zehn Minuten bei 42 °C in 2 x SSC (pH=6,8) gewaschen. Fir funf Minuten
Uberfiihrte man das Praparat in Aqua dest. bei Raumtemperatur. Fur die DAPI-Farbung wurde
ein Gemisch aus 1500 Teilen Aqua dest. und 1 Teil DAPI hergestellt. 100 ul wurden auf den
Schnitt gegeben, mit einem Deckglas abgedeckt und bel Raumtemperatur zehn Minuten inku-
biert. Der Objekttrager wurde mit destilliertem Wasser gut gespult und luftgetrocknet. Nach
Auftragen des Antifade wurde ein Deckglas aufgelegt und das Lymphozytenpréparat konnte
ausgewertet und damit die Qualitét der Sonde bestimmt werden.

4.1.2 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung am Tumor gewebeschnitt

Par affineinbettung

Zur Paraffineinbettung wurde Tumorgewebe fir 48 Stunden in 4 % Paraformaldehyd gel6st in
PBS (pH 7,4) gebracht und anschlief3end Uber eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert. Al-
kohol al's organisches L dsungsmittel entzieht dem Gewebe das Wasser, da es selbst eine grol3e
Affinitdt zu Wasser hat.

Die Préparate wurden anschlief3end dreimal in 100 % Xylol gewaschen, um die Durchgangig-
keit fur Paraffin zu erhéhen. Nun konnte die eigentliche Paraffineinbettung erfolgen, indem
die Préparate bel 60° C in Paraffin aufgenommen wurden. Paraffin eignet sich gut fir die
Einbettung, da es eine chemisch inaktive Substanz ist, die aus geséttigten Kohlenstoffketten
besteht und deren Schmelzpunkt von der K ettenlénge abhangt.

Von den Préparaten wurden 5 pm-dicke Schnitte mit dem Mikrotom (Leica, Deutschland)
angefertigt und auf silanisierte Objekttréger aufgebracht. Zur Herstellung silanisierter Objekt-
tréger wurden saubere fettfreie Objekttrager (Waschen in 100% Aceton) in 10% Tri-ethoxy-
silyl-propylan (Silan) der Firma Merck (Nr. 821619) fur zehn Minuten inkubiert und an-
schlief3end dreimal mit Aceton gespiilt. Dann wurden die Objekttrager mit Aqua dest. gesplilt,
abgeschiittelt und Uber Nacht bel 45 °C getrocknet.
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Vorbereitung der Schnitte

Die Paraffinschnitte wurden vor Versuchsbeginn Uber Nacht bei 65 °C inkubiert. Am néch-
sten Morgen wurden sie in Xylol deparaffiniert und mit einer absteigenden Alkoholreihe je-
wells funf Minuten in 100 %, 80 % und 70 % Ethanol rehydriert. Nun wurden sie auf einer
Heizplatte bel 50 °C wahrend 45 Minuten getrocknet und anschlief3end finf Minuten in 2x
SSC (pH =6,8) bei Raumtemperatur gewaschen.

Vorbehandlung der Pré&parate

Nun erfolgte die eigentliche Vorbehandlung der Préparate. Sie ist wichtig, um eine unspezifi-
sche Hybridisierung der Sonde mit anderen Sequenzen als der Zielsequenz zu vermeiden und
um Wechselwirkungen mit Proteinen oder anderen Zellbestandteilen, die an die Sonde binden
konnten, zu verhindern. Die Vorbehandlungen erleichtern aul3erdem das Eindringen der Son-

de und stabilisieren die Zielsequenz.

Auf Grund der unterschiedlichen Beschaffenheit der einzelnen Tumorgewebe mussten die
verschiedenen Schnitte auf zwei Arten vorbehandelt werden. Die Schnitte 029-2
(p53/Her2/neu), 030 (p53), 031 (p53/Her2/neu), 89-2 (Her2/neu), 113 (Her-2-neu) wurden
einem 20-mindtigen RNase-Verdau (10 mg/ml, 1:100 in 2xSSC) bei 37 °C unterzogen. Dieser
Schritt ist wichtig, damit die Sonde nicht mit der RNA im Zytoplasma oder im Kern hybridi-
siert. Durch die Inkubation mit RNase A wird einzelstrangige RNA im Kern und im Zytop-
lasma der Zelle abgebaut. Nach zwei jeweils funfmindtigen Waschschritten in 2xSSC
(pH=6,8) bei Raumtemperatur und funf Minuten PBS (pH=7,4) bei Raumtemperatur wurden
die Préparate zehn Minuten lang in 4% PFA/PBS bei 4 °C oder Raumtemperatur fixiert. An-
schlief?end wurden die Praparate in PBS (pH=7,4) Gber finf Minuten aufgenommen. Nach der
Dehydrierung mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%, 100%, jeweils funf Minuten)
wurden die Objekttréger 30 Minuten an einem staubfreien Ort luftgetrocknet.

Die restlichen Tumorschnitte mussten folgendermal3en vorbehandelt werden, um eine verbes-
serte Zuganglichkeit fir die Sonde in das Gewebe zu garantieren: zehn Sekunden wurden die
Objekttrager in 45 °C warmes 2x SSC (pH=6,8) eingestellt, um sie dann mit dem Gewebsver-
dau-Kit Appligene — Oncor (ONCOR, Deutschland) zu behandeln. Die Inkubation mit pro-
teinabbauenden Enzymen wie Pronase E, Proteinase K oder Pepsin/HCI macht das Gewebe
flr Nachwei sreagentien penetrierbarer. Dieser Vorgang wird Permeabilisierung genannt. Die
Wirkung der Enzyme besteht darin, dass sie die Nukleinsduren von assoziierten Proteinen

befreien.
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Je nach Gewebeeigenschaft wurden die Préparate zwischen sechs und 33 Minuten in einem
Ansatz aus 15 g Pulver der Firma ONCOR in 50 ml 2 x SSC (pH=6,8) bei 45 °C inkubiert,
dann kurz in 2 x SSC (pH=6,8) eingetaucht, um anschlieffend mit der Proteinase K behandelt
zu werden. Dabel wurden 400 pl Stammldsung (0,25 mg/ml 2 x SSC) mit 40 ml 2 x SSC
(pH=6,8) auf 45 °C erwarmt und zwischen funf und 33 Minuten auf die Schnitte wirken ge-
lassen. Die unterschiedlichen Zeiten spiegeln die umfangreichen Erfahrungen aus vorherigen
zahlreichen Versuchen mit diesen Tumorschnitten wider. Die Préparate wurden funf Minuten
in 2 x SSC (pH=6,8) bel Raumtemperatur sowie in PBS (pH= 7,4) gespiilt und in 4 % Para-
formaldehyd/PBS bei 4 °C wahrend zehn Minuten fixiert. Bei pH =7,4 wurden sie wieder in
PBS und 2 x SSC (pH=6,8) jewells funf Minuten gespilt. Im 70 °C warmen Wasserbad in 2 x
SSC wurden die Objekttrager inkubiert, um anschlief3end mit einer aufsteigenden Alkoholrei-
he (70 %, 80 %, 100 %, je funf Minuten) dehydriert zu werden. Uber Nacht wurden die Ge-

webeschnitte an einem staubfreien Ort getrocknet.

Denaturierung und Hybridisierung

Fur die Denaturierung wurde ein Denaturierungs-Mix aus 350 pl deionisiertem Formamid, 50
ul NaPOy (0,5 M, pH=7), 50 ul sterilem Aqua dest. und 50 pl sterilem 20 x SSC, wovon 100
pl pro Objekttrager mit dem Gewebe auf der Heizplatte denaturiert wurden. Die Gewebe-
schnitte, die mit der RNase vorbehandelt worden waren, wurden wéhrend zwel Minuten bei
72 °C denaturiert, wohingegen die Proteinase K behandelten Tumorschnitte bel 70 °C wéah-
rend 15 Minuten denaturiert wurden. Um ein Wiederanlagern der DNA zu verhindern, muss-
ten die Objekttrager direkt nach der Denaturierung in eine eiskalte aufsteigende Alkoholreihe
gebracht werden (je funf Minuten bei —20 °C ) und anschlief3end mindestens 30 Minuten
staubfrei lufttrocknen. Auch die Sonde musste vor Aufbringen auf den Objekttréger denatu-
riert werden (Sonde: Her2/neu, p53, QBiogene, Deutschland). Das geschah wahrend funf Mi-
nuten bei 95 °C im Progene (TECHNE, England). Wahrenddessen wurden die Schnitte auf 37
°C erwarmt und dann der Hyb-Mix auf die Schnitte gegeben. Ein aufgelegtes Deckglaschen
wurde mit Fixogum abgedichtet, bevor man die Schnitte Uber zwel Tage in der feuchten

Kammer hybridisierte.

Stringenz-Waschung und DAPI-Farbung

Die anschlief’ende Stringenz-Waschung und DAPI-Farbung erfolgte unter Abdunklung, um
ein Ausbleichen der lichtempfindlichen Fluoreszenzsignale zu vermeiden. Dabel wurden die
Gewebeschnitte dreimal wahrend jeweils zehn Minuten in 50 % Formamid/2 x SSC (pH=6,8)
bei 42 °C gewaschen. Dann wurden sie zweimal wahrend zehn Minuten in 2 x SSC (pH=6,8)
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bei 42 °C eingestellt und anschliefRend funf Minuten in Aqua dest. gespilt. Die Zellkerne
wurden mit DAPI angeférbt. Auch dieser Farbstoff ist lichtempfindlich und wurde im abge-
dunkelten Raum angesetzt. Wahrend zehn Minuten erfolgte die Farbung mit einer Ldsung aus
DAPI in Agua dest. (1:1500). Der Uberschissige Farbstoff wurde mit Aqua dest. abgesplilt.
Wieder wurde der Schnitt einer aufsteigenden Alkoholreihe unterzogen (70%, 80%, 100%)
und, bevor das Antifade (Vector Laboratories, Burlingame, Canada) aufgebracht wurde, 1uft-
getrocknet. Nach Auflegen eines Deckglases war der Tumorgewebeschnitt bereit, unter dem

Fluoreszenzmikroskop ausgewertet zu werden.

4.1.3 Zdlkernisolation

Die Zellkernisolierung fur Angiofibrome erfolgte aus 60 um Paraffinschnitten. Sechs dieser
Schnitte eines Tumors wurden in ein Eppendorfgefal? gegeben und mit Xylol zweimal 30 Mi-
nuten im 60 °C warmen Wasserbad inkubiert. Uber Nacht wurden die Schnitte in frischem
Xylol inkubiert. Zur Deparaffinierung der Schnitte im Eppendorfgefald unterzog man die
Schnitte zuerst finf Minuten einer 100% Xylolbehandlung und anschlief3end einer absteigen-
den Alkoholreihe (100 %, 98 %, 80 %, 70 %, 50 %, je finf Minuten).

Pepsin-Verdau

Vor dem anschlief3enden Pepsin-Verdau musste noch die Pepsingebrauchslésung angesetzt
werden. Man gibt zu 930 ul Pepsinstammldsung 70 pl IM HCI. Das Pepsin wird dadurch
aktiviert. Die Pepsinstammldsung wurde hergestellt, indem man 25 mg Pepsin (Pepsin 7000,
SIGMA, Deutschland) auf 18,6 ml destilliertes Wasser einwiegt, zur Lésung bringt und por-
tioniert (930 pl/ Eppendorfgefér). Die Stammldsung konnte bei — 20 °C gelagert werden.

Das Gewebe wurde mit dem aktivierten Pepsin bei 37 °C im Wasserbad wahrend finf Minu-
ten inkubiert und das EppendorfgefaR anschlieRend gemischt. Der Uberstand wurde in ein
neues Eppendorfgefa’ dberfthrt, durch eine Gaze filtriert und zehn Minuten bei 4000 upm
zentrifugiert. Man kontrolliert, ob ein Pellet, also herausgel 6ste Zellkerne, vorhanden ist und
gibt den Uberstand des zentrifugierten Eppendorfgefales auf das urspriingliche Gewebe. Die-
ses wurde wieder bel 37 °C im Wasserbad inkubiert und anschlief3end gevortext. Dieser Ar-

beitsschritt wurde solange wiederholt, bis kein Pellet mehr vorhanden war.

Jedes Pellet wurde in 70 % Ethanol aufgenommen, und alle Pellets wurden in ein Eppendorf-
gefald Uberfuhrt. Dieses Eppendorfgefald wurde bei 4000 upm wahrend funf Minuten zentrifu-

giert und der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol aufgefillt.
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Wahrend zehn Minuten wurde die Zellsuspension bel 1500 upm zentrifugiert und anschlie-
3end eine DAPI-Kontrollfarbung zur Darstellung der Zellkerne ausgefuhrt.

4.1.4 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung am Zellkernisolat

Vorbehandlung der Préparate

Die Objekttrager wurden eine Minute in 2 x SSC (pH=6,8) eingestellt und dann einem 20-
mindtigen RNase-V erdau unterzogen (10 mg/ml, 1:100 in 2 x SSC bel 37 °C). Nach zweimal
finfmindtiger Inkubation in 2 x SSC (pH=7, Raumtemperatur) und funfminutiger Inkubation
in PBS (pH=7,4) bei Raumtemperatur wurden die Préparate wahrend zehn Minuten in 4 %
PFA/PBS bei 4 °C fixiert. Fur funf Minuten wurden sie dann in PBS (pH=7,4) eingestellt und
anschliefiend mit einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert (70 %, 80 %, 100 %, je funf
Minuten). Nach Trocknung der Objekttrager erfolgte die Denaturierung.

Denaturierung der Pré&parate

Der Denaturierungsmix wurde aus 350 pl deionisiertem Formamid, 50 pl NasPO, (0,5 M
pH=7,0), 50 ul destilliertem Wasser und 50 pl sterilem 20 x SSC (pH=7,0) angesetzt. Auf
jeden Objekttrager wurden 100 pl Denaturierungsmix pipettiert und das Zellkernisolat wah-
rend zwei Minuten bel 72 °C auf der Heizplatte denaturiert. Um ein Wiederanlagern der DNA
zu verhindern, wurden die Isolate direkt in einer eiskalten aufsteigenden Alkoholreihe (70 %,
80 %, 100 %, je funf Minuten) unterzogen und anschlief3end luftgetrocknet.

Der Hybridisierungsmix wurde im Heizblock (PROGENE) wéhrend funf Minuten bel 96 °C
denaturiert und dann auf die Praparate pipettiert. Nach Auflegen eines Deckglases und Ab-
dichten mit Fixogum lies man das Praparat fur zwei Tage in der feuchten Kammer bei 37 °C

hybridisieren.

Stringenz-Waschung und DAPI-Farbung

Nach dem Entfernen des Deckglases wurden die Objekttrager dreimal fir zehn Minuten in 50
% Formamid/2 x SSC (pH=6,8) bel 42 °C und anschlief3end zweimal fur zehn Minuten in 2 x
SSC (pH=6,8) eingetaucht. Die DAPI-Férbung erfolgte nach funfmindtiger Inkubation in des-
tilliertem Wasser. DAPI wurde im Verhdltnis 1:1500 mit destilliertem Wasser angesetzt und
wahrend zehn Minuten auf dem Objekttrager inkubiert. Nach der Farbung wurden die Objekt-
tréger mit destilliertem Wasser gut abgespiilt und einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80
%, 100 %, je funf Minuten) unterzogen. Nach Trocknung der Préparate wurde das Antifade
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aufgetragen, und das Zellkernisolat konnte unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet

werden.

4.2 Polymerase-K ettenreaktion PCR

4.2.1 PCR

Die Methode der PCR als Verfahren zur Amplifikation beliebiger Nucleinsdureabschnitte
zahlt zu den grofdten wissenschaftlichen Entdeckungen der vergangenen Jahre. Die PCR ist in
der Lage, aus einem einzelnen Nukleinsiureabschnitt unter optimalen Bedingungen binnen
weniger Stunden in vitro bis zu 10™ identische Molekille zu erzeugen, die dann einem diag-
nostischen Nachweis oder anderen Methoden zur Verfigung stehen. Die DNA wird mit Hilfe
von DNA-Polymerasen dupliziert. Fir diesen Prozess wird ein kurzer Abschnitt doppel strén-
giger DNA mit einem freien 3'-OH-Ende vorausgesetzt, das dann entsprechend verlangert
wird. Diese kurzen Abschnitte schafft man kiinstlich durch Hinzufigen von DNA-Fragmenten
in den Reaktionsansatz. Diese DNA-Fragmente haben eine Lange von ca. 20 Nukleotiden
Lé&nge und werden Primer oder Oligonukleotide genannt. Diese binden an den zu amplifizie-
renden DNA-Einzelstrang (Annealing) und kdnnen nun von der Polymerase verlangert wer-
den. Durch eine anschlieffende Temperaturerhhung wird die neu synthetisierte doppel strén-
gige DNA in ihre Einzelstrange denaturiert, und neue Primermolekile kénnen binden. Der
Vorgang beginnt von Neuem. Gibt man in jeden PCR-Ansatz zwei solcher Primer — einen, der
am Sensestrang und einen, der am Gegenstrang (Antisensestrang) bindet — so erhdlt man mit
jedem Zyklus von Neusynthese und Denaturierung eine Verdopplung des zwischen den Pri-
mern befindlichen DNA-Abschnitts. Die PCR fuhrt also zu einer exponentiellen Amplifikati-
on, da auch die jeweils neugebildeten Strénge als Matrize zur Verfligung stehen (Abb.8).

Der PCR-Verlauf besteht in der Regel aus drel unterschiedlichen Temperaturstufen: Denatu-
rierung, Annealing und Primersynthese. Durch eine Temperaturerhdhung auf 92 bis 98 °C
wird die Reaktion gestartet und die DNA in ihre Einzelstrénge denaturiert. Beim zweiten
Schritt der Reaktion kommt es zur Anlagerung der Primer (Annealing). Dazu muss der Reak-
tionsansatz auf eine durch den Primer festgelegte Temperatur abgekihlt werden. Beim nach-
sten Schritt erhoht man die Temperatur auf 72° C. Diese Temperatur stellt ein Aktivitatsopti-
mum der Tag-DNA-Polymerse dar und gewéahrleistet die schnelle Verlangerung (Extension)
der Primer. Fir die beiden Schritte Annealing und Extension reichen in der Regel Zeiten von

jewells weniger als einer Minute aus. Nur bei sehr grof3en PCR-Produkten (Uber 1 kb) verlan-
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gert man die Extensionszeit. Im néchsten Schritt der Reaktion heizt man auf 95 °C, um die
DNA wieder in ihre Einzelstrange zu zerlegen. Nach 30-40 Zyklen liegt meist gentigend
PCR-Produkt fur weitere Analysen vor.

Wichtige Anforderungen an DNA-Polymerasen fir die PCR sind eine sehr gute Temperatur-
stabilitét bei 95 °C und die Fahigkeit, bei 72 °C langere DNA-Abschnitte zu synthetisieren.
Tag-, Tth-, Pwo- und Pfu-Polymerasen werden diesen Anspriichen gerecht, wobei die Tag-
Polymerase die gebrauchlichste unter ihnen ist und auch in dieser Arbeit zur Anwendung
kam. Um unspezifische Amplifikationen zu vermeiden, setzt man die sogenannte Hotstart-
PCR ein. Die Aktivitdt der Polymerase setzt dann nur bei erhéhter Temperatur ein und unter-
drickt eine Polymerisation an unspezifisch hybridisierte Primer bei niedrigen Temperaturen.
Eine Moglichkeit besteht darin, das Enzym erst nach Erwarmung des Ansatzes hinzuzupipet-

tieren.
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Abbildung 8: Schematische Dar stellung der PCR

In dieser Arbeit verwendeten wir die Hotstart-Tag-Polymerase der Firma QIAGEN, Deutsch-
land. Die Aktivierung des Enzyms erfolgte bei 95 °C wahrend 15 Minuten. Der Vortell der
Hotstart-Taq ist ihre erhdhte Spezifitét und dass die einzelnen Komponenten des Reaktionsan-

satzes bei Raumtemperatur zusammengefiigt werden konnen. Die Hotstart-Tag-Polymerase ist
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eine modifizierte Form einer rekombinierten 94-kDa DNA-Polymerase, die urspriinglich aus
Thermus aquaticus isoliert und in E. coli kloniert wurde. Ein Unit der Hotstart-Taq definiert
dabei die Menge Enzym, die befahigt ist, 10 nmol Nukleotide (ANTPs) in einem sdureunl 6sli-
chem Material bei 72 °C fir 30 Minuten unter den von der Firma QIAGEN genannten Stan-
dardbedingungen einzubauen. Die Spezifitdt und Prozessivitét der Gesamtreaktion wird durch
die lonenkonzentration im Puffer stark beeinflusst. Magnesiumchlorid spielt hierbel eine
wichtige Rolle, wurde in den Versuchen dieser Arbeit jedoch nicht benétigt.

Zur Amplifikation wurde unter sterilen Bedingungen die umgeschriebene cDNA des Reverse-
Transkriptase-Ansatzes als Template in ein PCR-Reaktionsgefal? tberfuhrt. Um bei den klei-
nen Mengen Pipettierfehler moglichst gering zu halten, wurden alle anderen Reagenzien zu-
néchst in einem sterilem Eppendorfgefal? zu einem Mastermix vermischt und erst dann auf die
Reaktionsgefal3e verteilt. Nachdem wir mit Hilfe der FISH quantitative Veranderungen von
Genen in den Zellkernen der Tumorgewebeschnitte untersucht haben, wollten wir nun auch
die Expression dieser Gene auf RNA-Ebene untersuchen. Dazu fuhrten wir eine RT-PCR von
isolierter RNA von Angiofibromgewebe aus.

Die PCR erfasst, ob ein Endprodukt der Gene auch entsteht, das heif3t ob eine RNA von der
DNA abgelesen wird und in ein Endprodukt verwandelt wird. Dazu wird die totale RNA aus
dem gesamten Gewebe isoliert. Vom Gewebe, das as Kryogewebe in flissigem Stickstoff
aufbewahrt wird, entnahm man etwa 300 mg und wiegt es auf gebackener Alufolie ab. Steri-
les Arbeiten bei dieser Methode ist sehr wichtig, um eine Verunreinigung mit anderer RNA zu
vermeiden. Als Kit fur die PCR diente uns der RNeasy Mini Kit (50) der Firma QIAGEN
(Katalognummer: 74104).

4.2.1.1 Homogenisierung des Prapar ates

Zum Homogenisieren wurde ein Lysepuffer mit 10 pl 3-Mercaptoethanol/ml RLT-Puffer an-
gesetzt. Die 300 mg Gewebe versetzte man mit 1,2 ml RLT-Puffer (Raumtemperatur) in ei-
nem 15 ml Reaktionsgefass und homogenisierte es im Ultra turrax, eéinem Homogenisator
(T25 basic der Firma IKA). Das Reaktionsgeféss wurde wahrend dieses Vorgangs auf Eis
gesetzt, um eine Warmeentwicklung und damit eine Zerstérung der RNA zu vermeiden. So-
bald makroskopisch keine Gewebeteilchen mehr erkennbar waren, wird der Vorgang abge-
brochen.
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4.2.1.2 Reinigung des Prgpar ates

Mit Hilfe des Quiashredders (QIAGEN, Deutschland, Nr. 79654) wurde das Homogenisat
gereinigt, indem es zwei Minuten bei 14000 upm zentrifugiert wurde. Die Séule des Qiash-
redders enthélt einen Filter, der die festen Bestandteile zurtickhalt, aber fur die RNA durch-
gangig ist. Somit konnten die festen Bestandteile auf dem Filter verworfen werden. Die RNA
befand sich nun im Lysat und wurde erneut drei Minuten bei 13000 upm zentrifugiert. Der
dabei entstehende Uberstand wurde in ein neues Eppendorfgefal? gefullt und im Verhdtnis
1:1 mit 70%igem Ethanol versetzt. Dabel musste beachtet werden, dass auch hier das Ethanol
RNase frei ist und setzte es mit RNase-freiem DPEC-behandeltem Wasser an. Nach vorsichti-
ger Durchmischung mit einer Pipette fiel die RNA aus. 600 ul dieses Gemisches gibt man auf
die RNeasy Mini Spin Column und zenrifugierte es 15 Sekunden bel 10000 upm. Der Vor-
gang wurde nochmals wiederholt. Nun blieb die RNA im Sieb héngen, und das Eluat wurde

verworfen.

4.2.1.3 Waschen der RNA

Die folgenden Waschschritte erfolgten auf Eis. Beim ersten Waschschritt wurden 350 pl des
Waschpuffers RW1 aus unserem Kit auf die Saule pipettiert. Nach 15 Sekunden Zentrifugati-
on bei 10000 upm wurde das Eluat verworfen und der Uberstand einem DNase-Verdau (RNa-
se-free DNase-Set,Kit, QIAGEN, Deutschland, Nr. 7954) unterzogen. Dazu wurden 80 pl
eines Gemisches aus 70 pl RDD-Puffer und 10 pl DNase |, RNase-free auf die RNA-Saule
pipettiert. Nach 15-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde erneut 350 pl Waschput-
fer RW1 hinzupipettiert und 15 Sekunden bei 10000 upm zentrifugiert. Bei dem néchsten
Waschschritt wurde die Sdule zuerst in ein neues Reaktionsgefass gesetzt und mit 500 pl
Waschpuffer RPE versetzt und bei 10000 upm 15 Sekunden lang zentrifugiert. Das Eluat
wurde verworfen. Der Vorgang wurde wiederholt mit dem Unterschied, dass nun wéhrend
zwel Minuten bei 10000 upm zentrifugiert wurde, um die RNA im Sieb zu trocknen. Zum
Losen der RNA fuhrte man die Saule nun in ein Reaktionsgefass Uber und gab 30-50 pl RNa-
se-freies Wasser hinzu. Nach der Zentrifugation bei 10000 upm wéhrend einer Minute war die
RNA nun im Eluat gelést (Zentrifuge: Heraeus Biofuge pico, Deutschland;, Frequenz
50/60Hz, maximale Drehzahl 13000 upm). Das verschl ossene Reaktionsgefass wurde bei — 20
°C gelagert.



4.2.1.4 Messung der optischen Dichte

Um die Konzentration und Reinheit von Nukleinsduren zu erfassen, ist es notwendig, die op-
tische Dichte des RNA-Gemisches in einem Photometer zu erfassen. Durch den I ntensitétsun-
terschied der Emission absorbierten Lichtes einer bestimmten Wellenlange kann abhangig
von der Molekiilzahl die Konzentration der zu bestimmenden Substanz gemessen werden.
DNA und RNA haben ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm und Proteine bei 280 nm. Die
Konzentration der isolierten Gesamt-RNA wird photometrisch bestimmt. Dazu verdinnt man
das Gemisch im Verhdtnis 1:50 mit destilliertem Wasser. Im Photometer der Firma Pharma-
cia kann nun bei 260nm und bei 280nm der RNA-Gehalt quantifiziert werden. Unter Beach-

tung des Verdiinnungsfaktors ergibt sich die Konzentration in pg/ml.

4.2.1.5 RT-PCR

Bel der RT-PCR handelt es sich um eine Methode, mit deren Hilfe man RNA amplifizieren
kann. Fur diese Amplifikation ist es notwendig, die RNA zunéchst in DNA umzuschreiben,
dadie RNA nicht direkt als Matrize von der Tag-Polymerase abgelesen werden kann. Hierfur
gibt es mehrere Enzyme, die als Reverse Transkriptasen oder RNA-abhangige Polymerasen
bezeichnet werden. Der gebildete DNA-Strang heil3t auch komplementéare DNA (cDNA), und
der Schritt, in der dieser entsteht wird als reverse Transkription bezeichnet (Abb.9).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der RT-PCR. 1.) Umschreiben der RNA in cDNA; 2.) Degradation der RNA
durch RNase H; 3.) Mit Hilfe der Tag-Polymerasewird eine Doppelstrang-DNA gebildet.

Dabei erfolgt eine reverse Transkription der mRNA mit Hilfe der RNA-abhéngigen DNA-
Polymerase, die eine cDNA herstellt. Durch die RNase H wird die mRNA zerstort, so dass

wir unser gewtinschtes Produkt, die cDNA, erhalten, mit der wir weiterarbeiten konnen.
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Die Umschreibung erfolgt in einem Gesamtvolumen von 20ul mit folgendem Ansatz:

Volumen(pl) Endkonzentration:

10x 10fach RT-Puffer 2u Einfach

dNTP-Mix (AS Mix) 2 U 5mM each dNTP

Oligo-dTprimer (10uM)* 2u 1uM

RNase inhibitor (10 units/pl) | 1 10 Einheiten/20 pl Reakti-
onsvolumen

Omniscript Reverse Trans- | 1 pl 4 Einheiten/20 ul Reaktions-

criptase volumen

Rnase-freies Wasser Variabel je nach Menge der Proben
RNA

Proben-RNA (Template | Variabel

RNA)

Tabelle 3: Umschreibung in einem Gesamtvolumen von 20pl

*Oligo dT-Primer:

STTTTTTTTTTTTTTTTIT-3

QIAGEN, Deutschland
50mmol 18MER
Tm:37,1°C

Molekulargewicht :5413,6
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Die 20 pl Probengemisch wurden in den Cycler (MJ Research, PTC-200 Peltier Thermal Cyc-
ler) wéahrend 60 Minuten bei 37 °C gegeben und die Reaktion gestartet. Um die Reverse
Transkriptase anschlief3end zu deaktivieren, wurde die Probe auf 93 °C fur funf Minuten er-
hitzt.

Damit war die Vorbehandlung fur die PCR abgeschl ossen und wurde bel —20 °C gelagert.

4.2.1.6 28srRNA-RT-PCR

Um zu Uberprifen, ob RNA in cDNA umgeschrieben wurde, wurde in der PCR zunéchst 28s-
rRNA amplifiziert. Konnte diese amplifiziert werden und in einer Gel-Elektrophorese nach-
gewiesen werden, wurde die Reverse Transkription als erfolgreich gewertet.

Primer Sequenz (5°— 3’)
28s-RNA forward TTG AAA ATC CGG GGG AGA G
28s-RNA reverse ACA TTGTTC CAA CAT GCCAG

Tabelle 4: Verwendete Primer fur die 28s-RT-PCR und ihre Sequenz

Fur die PCR wurde die doppelte Menge angesetzt, um eine hdhere Sicherheit fir die Endkon-
zentration zu erreichen. Die Template DNA wurde erst zugegeben, wenn der Master Mix an-
gesetzt war.

Probenansatz fir die 28-sRNA-PCR

Volumen/Reaktion Volumen/Ansatz Endkonzentration
10x PCR Puffer 25u Sul 1x
Aqua dest. 19,25 ul 38,5u
dNTP Mix 05 1l 200 pM each dNTP

28-sRNA reverse 0,25 05l 0,1-0,5uM
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28-sRNA forward 0,25 o5u 0,1-0,5uM
HotStar Tag-DNA- 0,25l o5u 2,5 units/reaction
Polymerase

Template DNA (cDNA) 2l 4 ul

Totales Volumen 250 50

Tabelle 5: Probenansatz fur die 28s-r RNA-PCR

Der Mastermix besteht aus allen Komponenten auf3er der cDNA. 23 pl des Mastermix wurden
in ein Reaktionsgeféss gegeben und mit 2 pl cDNA aufgefillt. Dann wurde die Polymerase-
Kettenreaktion im PCR-Cycler gestartet. Die Aktivierung der Hotstart-Tag-Polymerase er-
folgte bei 95 °C wahrend 15 Minuten. Zum Aufspalten der DNA in Fragmente wurde die
Temperatur um 1 °C auf 94 °C reduziert. Nach 45 Sekunden wurde zum Anlagern der Primer
die Temperatur auf 56 °C heruntergefahren und fir weitere 45 Sekunden gehalten. Dasist die
sogenannte Annealing Temperatur, die fur jeden Primer individuell bestimmt werden kann.
Zur kurzfristigen Deaktivierung der Polymerase wurde die Temperatur fir eine Minute auf 72
°C erhoht. Danach begann der Vorgang von neuem: die Aufspaltung der DNA bel 94 °C, das
Anlagern der Primer bel 56 °C und die Deaktivierung der Polymerase bel 72 °C. Nach 39
dieser Zyklen wurde die PCR beendet, indem die Hotstart-Tag-Polymerase wahrend funf Mi-
nuten bei 72 °C deaktiviert wurde.
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Temperatur (°C) | Zeit Zyklenzahl
95 15 min
9 45 sek
39x
56 45 sek
72 1min
72 5min

Tabelle 6: Ubersicht der Polymer ase-K ettenr eaktion im PCR-Cycler

Bis zur Welterverarbeitung der PCR-Produkte wurde das Tube bei — 20 °C gelagert.

4.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Bel der Agarose-Gelelektrophorese handelt es sich um ein biochemisches Verfahren, bei dem
DNA-Fragmente im elektrischen Feld entsprechend ihrer Molekilgrofie aufgetrennt und zur

Grolenbestimmung genutzt werden kénnen.

Zur Auftrennung der Fragmente bedient man sich eines Tragermaterials, das aus einem aus
Meeresalgen hergestellten Polysaccharid, Agarose besteht, das im polymerisierten Zustand
eine gelartige Masse bildet. Unter gegebenen Pufferbedingungen bewirkt eine angelegte
Spannung die Laufrichtung der negativ geladenen DNA zur Anode hin. Zusétzlich zur La-
dung der DNA wird die Auftrennung der Fragmente auch durch den Siebeffekt des Gels be-
stimmt, der durch die Polymerisation der Agarose entsteht. Dabel werden DNA-Fragmente je
nach ihrer Grof3e mehr oder weniger an ihrer Wanderung durch das Gel behindert. Kleinere
Fragmente wandern schneller als grof3e Fragmente. Neben der angel egten Spannung hangt die
Geschwindigkeit, mit der die einzelnen DNA-Fragmente wandern, auch von der Agarosekon-
zentration, der Art des Laufpuffers und dessen lonengehalt ab. Die Wanderungsgeschwindig-
keit ist in der Regel proportional zur angelegten Spannung. In dieser Arbeit verwendeten wir
as Laufpuffer Tris-Acetat-(TAE). Der TAE-Puffer ist zur Reisolierung von DNA-
Fragmenten sehr gut geeignet, unterliegt aber wahrend der Elektrophorese einer schnellen
Zersetzung. Der Agarosegehalt bestimmt die Konzentration und damit die Trennschérfe im
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Gel. Gele mit einer hoheren Agarosekonzentration kdnnen kleinere Fragmente besser auftren-
nen, wobei grof3e Fragmente kaum noch voneinander unterschieden werden konnen. Die
durch Auftrennung der Fragmente entstandenen Banden kénnen mit Ethidiumbromid sichtbar
gemacht werden. Der Fluoreszensfarbstoff interkaliert in die DNA und wird durch UV-Licht
der Wellenldnge 366 nm angeregt.

Zum Nachweis der PCR-Produkte wurden 1,6%-ige Agarosegele in TBE-Puffer (1 mol/l Tris,
0,83 mol/l Borsdure, 10 mmol/l EDTA x 2 H,0O, pH=6,8) verwendet. Dabei wurden 1,3 g
Agarose (pro 10 ml TBE 1ul Ethidiumbromid (10 mg/ml) abgewogen, mit 80 ml 1 x TBE in
einem 100 ml Erlenmeyerkolben zusammengefiigt und in der Mikrowelle bei 500 W fir funf
Minuten unter mehrmaligem Schwenken aufgekocht. Nach Abkihlung auf 50 bis 60 °C wur-
de Agarose |uftblasenfrei in einen vorbereiteten horizontalen Geltrager mit Kamm gegossen.
Nach Erstarren des Gels wurde der Kamm entfernt, das Gel in die Elektrophoresekammer mit
dem entsprechenden TBE-Laufpuffer gelegt und die Proben sowie 100 bp Marker (0,5 mM)
in die Taschen aufgetragen. Um das Auftragen der Proben in die Taschen eines Gels zu ver-
einfachen, wurde zu jeder Probe zusétzlich 2 pl 6x Ladepuffer zugegeben. Das darin enthalte-
ne Bromphenolblau (0,25%) wandert mit den Proben in Richtung Anode und dient der opti-
schen Markierung der Lauffront im Gel. Dabei sorgt Glycerin (30%) durch Erhéhung der
Dichte fur ein Absinken der Proben in die Geltaschen. Anschlief3end wurden die Proben bel
90 V, 300mA Uber 120 Minuten aufgetrennt. Nach der Auftrennung wurde das Gel auf einem
UV-Transilluminator bel 320 nm betrachtet, Uber eine an einen Computer angeschlossene

Kamera aufgenommen und digital gespeichert.

4.2.3 PCR fur B-Catenin, Androgenrezeptor, Her 2/neu und p53

Nachdem wir mit Hilfe der 28s-rRNA-PCR eine Kontrolle fur die Reverse Transkription er-
reicht haben, konnten wir nun unser Produkt aus der RT-PCR fir die Erfassung der Expressi-
on der gesuchten Gene benutzen und deren Expression in der Expressionsstarke der 28s-
rRNA vergleichen (Tabelle 7).
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Dabei setzen wir folgende Primer ein:

Primer Sequenz (5°—3’)

[3-Catenin forward AAAGCGGCTGTTAGTTAGTCACTGG
[3-Catenin reverse GACTTGGGAGGTATCCACATCC
Androgenrezeptor forward FCTCACCAAGCTCCTGGACTC
Androgenrezeptor reverse CAGGCAGAAGACATCTGAAAG
Her2/neu forward CCAGGACCTGCTGAACTGGT
Her2/neu reverse TGTACGAGCCGCACATCC

p53 forward TTCCTAGCACTGCCCAACA

p53 reverse GACTGGAAACTTTCCACTTG

Tabelle 7: Verwendete Primer fir die PCR und ihre Sequenz

Das Verfahren bel diesen Primern ist das gleiche wie bei der 28sRNA-PCR. Der Unterschied
besteht nur in der Annealing-Temperatur. Diese betragt bei alen untersuchten Primern 58 °C.
Auch hier wurde zuerst ein Mastermix angesetzt, zu dem dann der Primer zupipettiert wurde.
Nach der PCR wurde ebenfalls ein Gel gefahren und die Banden digital aufgenommen und
gespeichert.

Als DNA-Leiter verwendeten wir den peqGold 50 bp von PEQLAB, der sich ideal fir die
Groflen- und Mengenbestimmung im Bereich von 50 bis zu 1000 Basenpaaren eignet. Zur
DNA-Quantifizierung werden 0.2 ul (0,1 pug) peg-Gold 50 bp DNA-Latter pro 1 mm Spur-
breite des Gels aufgetragen. Der prozentuale Anteil der jeweiligen Banden sowie deren DNA-
Gehalt wurden in ng ermittelt. Zusétzlich muss die Konzentration des Ladepuffers in allen
Proben und im Marker gleich sein. Bezogen auf 1000 ng aufgetragenen Marker kénnen der
prozentuale Anteil der Banden und damit ihr DNA-Gehalt bestimmt werden.
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4.2.4 Lasermikrodissektion

Bei der Lasermikrodissektion verwendeten wir das PALM Laser-Mikro Beam System
(P.A.L.M., Deutschland), um einzelne Zellen aus ihrem Zellverband herauszutrennen. Dabel
isolierten wir Endothel zellen und Stromazellen aus HE-Schnitten. Der Schnitt wurde am Mik-
roskop eingestellt und mit dem fokussierten Laserstrahl die herauszul 6sende Zelle umschnit-
ten. Um dieses ausgeschnittene Gebiet nun in ein Gber dem Schnitt liegendes Deckelchen ei-
nes 500 pl Eppendorfgeféal}es zu bringen, wurde der Laser defokussiert. Durch die darunter
angewendete Energie des Lasers wurde die Zelle in das Deckelchen katapultiert. Pro Schnitt
|6sten wir sowohl 100 Stromazellen als auch 100 Endothelzellen heraus, um sie jeweils ge-
trennt einer PCR zu unterziehen (Abb.10).
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Abbildung 10: a-e: Lasermikrodissektion am Tumor gewebeschnitt. Mit Hilfe eines fokussierten Laser strahls kénnen
die Endothelzellen von den Stromazellen getrennt und einzelne Zellen ausgeschnitten werden, die dann in das Deck-
elchen eines Eppendorfgfésses mit Hilfe des defokussierten Laserstrahls katapultiert werden. a HE-Schnitt mit Ge-
faRspalteim Zentrum und umliegenden Stroma. b Umschneiden der Gefél3spalte. ¢ Segmentierung der umschnittenen
Bereiche. d Darstellung der Laserpunkte fir das Auslésen der Endothelzellen. e Darstellung des HE-Schnitts nach
Gewinnung der Endothelzellen
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4241 PCR der Endothelzellen

Das Deckelchen, in dem sich die aus der Lasermikrodissektion gewonnenen Endothelzellen
befanden, wurde nun auf ein Eppendorfgefald gesetzt, in dem sich 40 pl RLT-Lysepuffer aus
dem RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Deutschland, Nr. 7954) befanden. Damit der Lysepuffer
mit den Zellen in Kontakt kam, wurde das Eppendorfgefald Uber Nacht bei 4 °C auf dem Kopf
gelagert. Damit konnte man die Zellen aus dem Deckelchen 16sen. Die weiteren Schritte der
PCR entsprechen der oben bereits beschriebenen PCR. Dem Reaktionsvolumen wurden 2 pl

cDNA und 2.5 Einheiten Hotstar-Taqg Polymerase zugegeben.

42472 PCR der Stromazellen

Auch hier wurden die Fibroblasten aus dem Deckelchen in 40 pl RLT-Lyse-Puffer (Rneasy
Mini Kit, QIAGEN, Deutschland, Nr. 7954) wie unter 4.2.5.1. beschrieben aufgenommen.
Anschlief3end wurde die PCR unter denselben Bedingungen und mit denselben Kits wie die
der Endothelzellen und wie unter 5.2.1. beschrieben durchgefihrt.
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5. Ergebnisse
5.1 FISH-Ergebnisse

5.1.1 FISH am Lymphozytenpréparat fur p53

Fragestellung

Die Austestung der Zentromersonde fir Chromosom 17 und p53 war wichtig, um die Qualitat
der Sonde und ihre Bindungsstérke festzustellen. Dafir wurde eine Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung an einem Lymphozytenpréparat ausgefihrt und anschliefend am Fluores-
zensmikroskop ausgewertet. Es wurden 200 Zellkerne gezéhlt.

Befunde

Die Testung der Sonde erfolgte an einem Lymphozytenpréparat. Fir das Chromosom 17 stell-
ten wir eine Normalverteilung von 92,5 % fest. 5 % der Lymphozyten zeigten einen Verlust
des Chromosoms 17, 2,5 % wiesen einen Gewinn von Signalen im Kern auf. p53 war in 90,0
% der Lymphozytenkerne normalverteilt. 6,5 % der Kerne zeigten keine zwei Cy3-Signale. In
3,5 % der Zellkerne war ein Gewinn von Cy3-Signalen zu beobachten. Diese Ergebnisse sind
zusammenfassend in Abbildung 11 und 12 sowie Tabelle 8 dargestellt. Aufgrund der auch aus
Voruntersuchungen des Instituts fir Humangenetik (Frau Prof. Dr. S. Urbschat) bekannten
Erfahrung, war bei dieser Normalverteilung keine Evaluation an weiteren Lymphozytenprapa-
raten notwendig. Als Signifikanzgrenze von Gewinnen und Verlusten wurde ein Wert von
10% angesetzt (Schick und Mitarbeiter, 2003). Die in diesem Vorexperiment gezeigte Nor-
malverteilung lield uns die Sonde als geeignet erscheinen, um das Tumorgewebe damit zu

untersuchen.



Abbildung 11: Mikroskopische Darstellung eines Lymphozyts, nach FISH-Untersuchung. Die Chromosom 17-
Zentromersonde erscheint grin (FITC) und die p53-Sonde rot (Cy3). Hier ist im Zentrum ein einzelner Lymphozyt

zu sehen, der 2 p53-Signale und 2 Chromosom-17-Signale zeigt.

Tabellarische Ubersicht

pS3(Cy3)

Anzahl 0 1 2 3

der

Signale

0 - - - -
#17(FITC)

1 - 1=05% 8=4% 1=05%

2 - 12=6% 171=855% 2=1%

3 - - 1=05% 3=15%

4 - - - 1=0,5%

Tabelle 8: Zusammenfassung der Ergebnisse der FISH-Untersuchung von Chromosom 17 und p53-Sonde an 200

Zellker nen eines Lymphozytenpr par ate mit Dar stellung der Anzahl an Signalen fir beide Sonden.
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Abbildung 12: Graphische Darstellung der Ergebnisse der FISH-Untersuchung von Chromosom 17 und p53-Sonde
an 200 Zellkernen eines Lymphozytenpr épar ates

5.1.2 FISH am Tumorgewebeschnitt fur p53

Bel folgenden 7 Tumoren wurde eine Fluoreszens-in-situ-Hybridisierung am Tumorgewebe-
schnitt durchgefuhrt: Nr. 29, 30, 31, 46, 66, 74 und 89, um die Signale fur die Zentromer-17-
Sonde und p53-Sonde an 200 Zellkernen zu analysieren. Im Nachfolgenden sind aufgrund der
zelluldren Tumorheterogenitét die Befunde fur jeden Einzeltumor dargestellt.

Tumor Nr. 29:

Dieser Tumorgewebeschnitt wurde zweimal einer Hybridisierung unterzogen, da bei einer
ersten Hybridisierung lediglich 100 Zellkerne auszuwerten waren. Es war auffélig, dass der
auszuzahlende Teil der Zellkerne zu 90 % aus Endothelzellen bestand. Der Tumorgewebe-
schnitt wurde einer dreimindtigen Vorbehandlung aus dem Pretreatment-Kit unterzogen, be-
vor er wahrend drei Minuten mit der Proteinase K verdaut wurde. Das ausgepragte kollagene

Bindegewebe gestattete offenbar keine ausreichende Penetration der Sonden in die Zellkerne
der Stromazellen.
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Befunde
Das Chromosom 17 zeigte bei 28 % der untersuchten Zellkerne Verluste, wobel bei 10 % ein

gleichzeitiger p53-Verlust festzustellen war.

Fir p53 konnte bei 18 % Verlust eines Gensignals gezeigt werden. Dabei gingen 10 % mit
einem gleichzeitigen einfachen Chromosom17-Verlust einher (Tabelle 9 und Abb. 13).

Tabellarische Uber sicht

p53(Cy3)
Anzahl der |0 1 2 3
#17(FITC) | Signale
0 | e | e | e | e
1| 10=10% LT L A P—
72 P 8=8% RV E S P—
S [ B DU

Tabelle 9: Zusammenfassung der Ergebnisse der ersten FISH-Unter suchung mit Darstellung der Anzahl der Signale
fur die Chromosom 17-und p53-Sonde am Tumor gewebeschnitt Nr. 29. Eswurden 100 Zellker ne ausgezahlt.
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Abbildung 13: Ergebnisse der ersten FISH-Untersuchung mit Chromosom 17- und p53-Sonde am Tumorgewebe-
schnitt Nr. 29 an 100 Zellkernen als Diagramm

Bel der zweiten Hybridisierung wurde der Tumorgewebeschnitt einem langeren Verdau un-
terzogen, um eine bessere Penetration der Sonde in die Zellkerne zu gewéhrleisten. Die Vor-

behandlung mit dem Pretreatmentpulver dauerte sechs Minuten, und der Schnitt wurde wéah-
rend sechs Minuten mit der Proteinase K verdaui.

Befunde

Bei der zweiten Hybridisierung war der p53-Verlust doppelt so hoch wie bei der ersten Hyb-
ridisierung. Auch der Chromosom 17- Verlust war bei der zweiten Hybridisierung 10 % héher
alsbei der ersten. Ein p53-Verlust bei gleichzeitigem Vorhandensein von zwei Chromosomen
17 wurde bel der Auszadhlung von 100 Zellkernen in 8,0 % und bei der Auszahlung der 200
Zellkerne in 18,5 % festgestellt. Ein gleichzeitiger Verlust eines Chromosoms 17 und eines
p53 war bei der ersten Hybridisierung in 10 % und bei der zweiten Hybridisierung in 30,0 %
zu beobachten. Bei beiden Hybridisierungen konnte kein signifikanter Gewinn von p53 oder
Chromosom 17 festgestellt werden (Abbildungen 14 und 15 sowie Tabelle 10).
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Abbildung 14: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Tumor gewebeschnitts Nr. 29. Es sind zwei Stromazellen
zu erkennen. Die Zentromersonde des Chromosom 17 erscheint griin, die Sonde fir p53 rot. Bei der linken Zelle
erkennt man sowohl einen Chromosom 17- als auch einen p53-Verlust. In der rechten Zelle sind zwei FITC-Signale
far #17 vorhanden, jedoch fehlt ein p53-Signal.

Tabellarische Ubersicht

#17(FITC)

p53 (Cy3)
Anzahl der|0 1 2 3
Signale
0 U — X N —
1 2=1% 60 =30 % 10=5% 1=05%
2 2=1% |35=17,5% |84=42%  |---ceeeeeeeeemev
R Bl L P 2=1%

Tabelle 10: Zusammenfassung der Ergebnisse der zweiten FISH-Unter suchung mit Dar stellung der Anzahl der Signa-
lefur die Chromosom 17- und p53-Sonden beim Tumor gewebeschnitt Nr. 29. Eswurden 200 Zellker ne ausgezéhilt.

Zusammenfassend ergibt sich fur das juvenile Angiofibrom mit der Archivierungsummer 29

fur die Zentromersonde ein Verlust von 38% sowie fir die p53-Sonde einen Verlust von

49,5%.
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Abbildung 15: Zusammenfassung der Ergebnisse der zweiten Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit Chromosom 17-
und p53-Sonde beim Tumor gewebeschnitt Nr. 29 an 200 Zellkernen als Diagramm.

Tumor Nr. 30:

Trotz mehrmaliger Hybridisierung dieses Tumorgewebeschnittes mit der Sonde fir p53 und
Chromosom 17 konnte keine Auswertung des Praparates erfolgen. Deshalb beschlossen wir,

im Anschluss eine Zellkernisolierung durchzufthren und diese mit der Sonde zu hybridisieren
(siehe Kapitel 5.1.3)

Tumor Nr. 31:

Es gelang uns an diesem Tumorpréparat keine Hybridisierung mit der p53-Sonde trotz ver-
schiedener Verdauzeiten und wiederholten Hybridisierungsversuchen. Wir beschlossen, eine
FISH-Untersuchung nach Zellkernisolation anzustreben (siehe Kapitel 5.1.3).

Tumor Nr. 46:

Dieser Tumor wurde einer 33-mindtigen Vorbehandlung aus dem Gewebsverdau-Kit (Appli-
gene Oncor) unterzogen, bevor er 33 Minuten mit der Proteinase K verdaut wurde, um ein
gutes Eindringen der Sonde zu erméglichen.
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Befunde

Die Normalverteilung fir Chromosom 17 lag bei 67 % und ein einfacher Verlust wurde in
28,5 % beobachtet. 0,5 % der ausgewerteten Zellkerne zeigten gar kein FITC-Signal. Bei 3,5
% der Kerne konnte ein drittes Chromosom 17 und bei 0,5 % ein viertes Chromosom 17 fest-
gestellt werden. Fir p53 war eine Normalverteilung von insgesamt 59,5 % zu beobachten,
wobei 49 % in Zellkernen zu finden waren, die auch ein diploides Chromosom 17 besal3en. In
9 % der Zellkerne, die nur ein Chromosom 17 hatten, konnten jedoch zwel p53-Signale beo-
bachtet werden. Einen p53-Verlust konnte man in 33,0 % feststellen, wobei 13 % Verluste in
Zellkernen mit diploidem Chromosom 17 vorlagen (Abbildungen 16 und 17 und Tabelle 11).

2XFITC+1xp53

2% FITC +1x p53

Abbildung 16: Mikroskopisches Bild des Tumorgewebeschnittes Nr. 46 nach Fluoreszens-in-situ-Hybridisierung. Es
sind zwei Stromazellen gut zu erkennen, die beide einen Verlust eines p53-Signals zeigen. Die Zentromer sonde (#17)
erscheint grin, die p53-Sonde rot.
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FITC =#17

Cy3=p53

0 1 2 3 4
S U—— (0117 S S PU—— —
1 3=15% |36=18% [18=90b  |--r--rrmmrmeee | <omeeomeeees
2 3=15% |23=115% [98=49% [10=5%  |------e-r
c J U PU——— 3=15% |2=1% 2=1%
/[ S S — 1=05% | --emmemee

Tabelle 11: Zusammenfassung der Ergebnisse fur die FI SH-Unter suchungen mit Chromosom 17- und p53-Sonde am
Tumor gewebeschnitt Nr. 46. Es wurden 200 Zellker ne ausgezahlt.

Beim Tumorgewebeschnitt mit der Archivierungsnummer 46 ergibt sich fir die Zentromer-

sonde des Chromosom 17 ein Verlust von 29% sowie fir die p53-Sonde ein Verlust von 33%.
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Abbildung 17: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die FISH-Untersuchung mit Chromosom 17-und p53-Sonde am
Tumor gewebeschnitt Nr. 46 an 200 Zellker nen als Diagramm.

Tumor Nr. 66:
Der Tumorgewebeschnitt wurde einer 30-minitigen Pretreatment-Behandlung und einem 30-

minUtigen Proteinase K-V erdau unterzogen.

Befunde

Ein p53-Verlust zeigte sich in 8,5 %, wobei bei 1 % auch ein Chromosom 17-Verlust vorhan-
den war und in 7,5 % beide Zentromersignale des Chromosoms 17 zu erkennen waren. Ledig-
lich in 2,5 % konnte ein Gewinn von p53 bei diploidem Chromosom 17 beobachtet werden.
0,5 % zeigten bel trisomen Chromosom 17 auch einen Gewinn eines p53-Signals (Tabelle 12
und Abbildung 18). Bel Bricksichtigung einer Signifikanzgrenze von 10% finden sich bei

diesem Tumor keine sicheren Hinweise auf einen Verlust.

Tabellarische Ubersicht

Cy3=p53
0 1 2 3
o N U [ SO PO
FITC=#17
y R (U—— 2=1% L7 S (——
2  |1=05% 14=7% 165=82,5% |5=25%
c Y O O 1=05%

Tabelle 12: Zusammenfassung der Ergebnisse fur die FISH-Untersuchung mit Chromosom 17- und p53-Sonde am
Tumor gewebeschnitt Nr. 66. Es wurden 200 Zellker ne ausgezahlt.
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Abbildung 18: Graphische Darstelung der Ergebnisse fir die Zentromersonde 17 und p53-Sonde

Tumor Nr. 74

Erst nach vier Versuchen einer Hybridisierung mit der Sonde fir p53 mit jewells unterschied-
lichen Vorbehandlungs- und Verdauzeiten mit Proteinase K aus dem Gewebsverdau-Kit von
ONCOR gelang es uns, ein befriedigendes Ergebnis zu erzielen. Eine Auswertung am Fluo-
reszens-Mikroskop war bel den ersten drei Hybridisierungen nicht méglich. Der Schnitt wur-

de einer 35-minitigen Pretreatment-V orbehandlung und einem 35-mindtigem Proteinase K-
Verdau unterzogen.

Befunde

Das Chromosom 17 lag in 90 % diploid vor und zeigte in 8 % einen Verlust, wovon 4 % auch
mit einem einfachen Verlust von p53 einhergingen. Ein p53-Verlust wurde in 18 % der dip-
loiden Chromosom 17-Zellkerne beobachtet. Ein Gewinn von p53 wurde nicht festgestellt,
bei 2 % wurde ein Chromosom 17-Gewinn beobachtet (Abbildung 19, 20 und Tabelle 13).



Abbildung 19: FISH am Tumor gewebeschnitt Nr. 74. Die Zentromer sonde erscheint griin, die p-53-Sonderot.

Tabellarische Uber sicht

#17(FITC)

P53(Cy3)
Anzahl der |0 1 2
Signale
1| 8=4% 8=4%
2 8=4% 28=14% 144=72%
3 3=15%
4 1=055

Tabelle 13: Zusammenfassung der Ergebnisse der FISH-Untersuchung mit Darstellung der Anzahl der Chromosom
17- und der p53-Sondensignale am Tumor gewebeschnitt Nr. 74. Eswurden 200 Zellker ne ausgezahlt.

Zusammenfassend ergibt sich fir das juvenile Angiofibrom mit der Archivierungsnummer 74
fur die p53-Sonde ein Verlust von 22%. Die Verluste der #17-Sonde liegen mit 8,0 % unter

dem festgel egten Signifikanzniveau.
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Abbildung 20: Graphische Darstellung der Ergebnisse der FISH-Untersuchung am Tumorgewebeschnitt Nr. 74 als
Diagramm

Tumor Nr. 89:
Der Tumor Nr. 89 zeigte nochmals in besonderer Weise die Schwierigkeiten eines Verdaus
zur Freilegung der Zellkerne. Nach unterschiedlichen Verdauzeiten gelang erst im 3. Ansatz

die Ausfuhrung einer FI SH-Untersuchung.

Befunde

Der Tumor zeigte in 29,0 % einen p53-Verlust, bel einer gleichzeitigen Normalverteilung des
Chromosoms 17 bei 92 %. Dabei setzten sich die Verluste sowohl aus einfachen als auch aus
vollstandigen p53-Verlusten zusammen. Es war auch zu beobachten, dass das Chromosom 17
dabei in 6,5 % monosom vorlag. Von den 92 % diploiden Chromosom 17-Zellkernen konnte
man in 21 % einen einfachen Verlust von p53 und in 2,5 % auch einen kompletten Verlust
von p53 feststellen. Einen Gewinn von p53 gab es lediglich in 2 % der diploiden Chromosom
17-Zellkerne und in 0,5 % der Zellkerne, in denen auch eine Chromosom 17-Trisomie vorlag
(Abbildung 21, 22, und Tabelle 14.).



Abbildung 21: Mikroskopische Darstellung des Tumorgewebeschnittes Nr.

'-"_;.‘iTC+1 Xp53

66

89 nach Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung mit der p53-Sonde(Cy3) und Zentromer 17-Sonde(FI TC). Deutlich erkennbar ist der p53-Verlust in
beiden dargestellten Zellen. In der rechten oberen Zelle leuchten zwei FITC-Signale fur die Zentromersonde 17 grin.
Dieuntere Zelle besitzt nur ein FITC-Signal.

Tabellarische Ubersicht

FITC =#17

Cy3=p53
0 1 2 3
0
1 2=1% 9=45% 4=2%
2 5=25% 42=21% 133=66,5% 4=2%
3 1=05%

Tabelle 14: Zusammenfassung der Ergebnisse der FISH-Untersuchung der Chromosom 17- und p53-Sonde am Tu-

mor gewebeschnitt Nr. 89. Eswurden 200 Zellker ne ausgezahlt.

Zusammenfassend ergibt sich fur den Tumorgewebeschnitt mit der Archivierungnummer 89

ein Verlust der p53-Sonde in 29%. Die Verluste der Chromosom 17-Zentromersonde liegen

mit 7,5% unter dem Signifikanzniveau.
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Abbildung 22: Graphische Dar stellung der Ergebnisse der FISH-Untersuchung des Tumor gewebeschnittes Nr. 89

Tumor Nr. 102:

Bei diesem Tumorgewebeschnitt gelang es uns nicht, eine Hybridisierung durchzufthren.
Deshalb entschlossen wir uns, eine anschlief3ende Hybridisierung der Zentromersonde des

Chromosoms 17 und der p53-Sonde an einem Zellkernisolat des Tumors vorzunehmen (siehe
Kapitel 5.1.3.).

Tumor Nr. 113:

Auch dieser Gewebeschnitt war flr eine Hybridisierung nicht geeignet und wurde einer Zell-
kernisolation unterzogen (siehe Kapitel 5.1.3.).

5.1.3 FISH am Zéllkernisolat fur p53

Tumor Nr. 29:

Obwohl dieser Tumor bereits in einem Gewebeschnitt untersucht worden war, fuhrten wir an
ihm eine Hybridisierung an zwei Zellkernisolaten durch, um eventuelle Unterschiede in den
Ergebnissen bei Anwendung abweichender Untersuchungstechniken zu erkennen.
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Befunde der ersten Zellkernisolation

Diese Hybridisierung am Zellkernisolat zeigt einen Verlust von Chromosom 17 bei 14,5 %

der ausgewerteten Zellkerne. p53 war in 17,5 % verloren, wobei bel 7,5 % gleichzeitig das

Chromosom 17 monosom vorlag. Ein Gewinn des Chromosoms 17 wurde nicht beobachtet,
bei 8,5 % der Zellkerne wurde jedoch ein Gewinn von p53 festgestellt (Tabelle 15 und Abbil-

dung 23).
Cy3=p53
Anzahl der|0 1 2 3 4
Signale
FITC=#17 |0 = |-meemeee | mmmmmmmeee e e oo
1 1=0514=7% V=l A7 [ —
%
2 2=1%(18=9% 134=67/% [|16=8% |1=05%
- J VUV PSSR (OUTUT BUTRY BU

Tabelle 15: Darstellung der Ergebnisse fiir die Anzahl der Signale nach Hybridisierung der Chromosom 17- und p53-

Sonde am Zellkernisolat des Tumors Nr. 29. Eswurden 200 Zellker ne ausgezahlt.
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Diagramm der ersten Zellkernisolation:
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Abbildung 23: Graphische Drastellung Befunde der ersten FI SH-Unter suchung am Zellkernisolat des Tumors Nr.29.
Eswurden 200 Zelker ne ausgezahlt.
Fur die erste FISH-Untersuchung am Zellkernisolat des Tumors mit der Archivierungsnum-

mer 29 ergibt sich ein Verlust der Chromosom 17-Zentromersonde von 14,5% sowie ein Ver-
lust der p53-Sonde von 17,5%.

Befunde der zweiten Zellkernisolierung:
Bei diesem Zellkernisolat konnte bel der Hybridisierung mit der p53-Sonde ein Chromosom
17-Verlust in 12,5 % der ausgezéhlten Zellkerne festgestellt werden. Der Verlust von p53 lag

bei 16,0 %. Es wurden keine Gewinne von Chromosom 17 festgestellt, und der Gewinn von
p53 lag bei 3,0 % (Abbildung 24, 25, und Tabelle 16).
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Abbildung 24: Mikroskopische Darstellung eines Zellker nisolates nach FISH bei Tumor Nr. 29. Bel der oberen Zelle
ist sowohl das Chromosom 17- als auch das p53-Signal verloren gegangen. Die p53-Sonde erscheint rot, die Zentro-
mersonde griin

Tabellarische Ubersicht der zweiten Zellker nisolation

Cy3=p53
Anzahl |0 1 2 3 4
ATC=#7 |98 SO
nale
0 | | e | e
s A (— 11=55% |14=7% | -wreeemee
2 1=05(20=10% |148=74% |6=3%
%

Tabelle 16: Darstellung der Ergebnisse fur die FISH-Untersuchung der Chromosom 17- und p53-Sonde am Zellkern-
isolat des Tumors Nr. 29. Eswurden 200 Zellker ne ausgezéhlt
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Befunde der zweiten FI SH-Unter suchung als Diagramm
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Abbildung 25: Ergebnisse der zweiten FI SH-Untersuchung am Zellkernisolat des Tumors Nr. 29.

Somit zeigen sich keine grundlegenden Unterschiede zwischen den Hybridisierungen an den
beiden Zellkernisolaten des Tumors Nr. 29. Der Chromosom 17-Verlust war beim Zellkern-
isolat mit 12,5 %-14,5 % geringer als beim Tumorgewebeschnitt, wo er zwischen 28,0 % und
38, 5 % lag. Ebenso zeigte sich eine Differenz der p53-Verluste zwischen der Untersuchung
am Tumorgewebeschnitt und der Untersuchung am Zellkernisolat. Beim Zellkernisolat betrug
der Verlust 16,0 % und 17,5 %, und beim Tumorgewebeschnitt wurde ein Verlust von 18,0 %
und sogar 49,0 % beobachtet. Somit war sowohl der p53-Verlust als auch der Chromosom 17-
Verlust bei der Hybridisierung am Tumorgewebeschnitt hther als bei der Hybridisierung am
Zellkernisolat. In alen Untersuchungen bestétigten sich aber tbereinstimmend signifikante
Verluste sowohl fur die Zentromersonde 17 a's auch die p53-Sonde.

Tumor Nr. 31;

Befunde

Leider waren bei diesem Isolat nur 100 Zellkerne zum Auswerten geeignet. Dabel traten 25 %
Verluste von p53 auf. Es konnten 21 % Verluste von p53 bei diploidem Chromosom 17 fest-
gestellt werden und 4 % p53-Verluste bei monosomen Chromosom 17. Ein p53-Gewinn trat

lediglich bei 4 % der ausgewerteten Zellkerne auf. Das Chromosom 17 war in 8 % der ausge-
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werteten Zellkerne verloren und zeigte einen Gewinn in 2 % (Abbildung 26, 27 und Tabelle
17).

Abbildung 26: Mikroskopische Darstellung der FISH-Untersuchung am Zellkernisolat des Tumors Nr. 31. Es sind
mehrereisolierte Zellkerne zu sehen. Die drei Zellkerne im linken Bildabschnitt zeigen alle einen Verlust von jeweils
einem FITC-Signal (grun), also einen Verlust der Chromosom 17-Zentromersonde. Ein p53-Verlust ist bei den Zellen
im mitteren Bildabschnitt dargestellt, dort erscheint nur jeweilsein rotes Cy3-Signal.

Tabellarische Uber sicht

p53(Cy3)

Anzahl der|0 1 2 3

Signale

0 | | e |
#17(FITC)

1 1=1% 3=3% 3=3% 1=1%

2 6=6% 15=15% 67 =67 % 2=2%

3 | e 1=1% 1=1%

Tabelle 17: Darstellung der Ergebnisse fur die Hybridisierung mit der Chromosom 17- und p53-Sonde am Zellkern-
isolat des Tumors Nr. 31. Eswurden 100 Zellker ne ausgezéhlt.
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Abbildung 27: Graphische Darstellung der Ergebnisse der FISH-Untersuchung fir die p53-Sonde und Chromosom
17-Zentromer sonde.

Zusammenfassend ergibt sich fur das Zellkernisolat des juvenilen Angiofibroms mit der
Archivierungsnummer 31 fir die p53-Sonde ein Verlust von 25%. Die Verluste der Chromo-

som-17-Zentromersonde lagen mit 8% unter dem Signifikanzniveau.

Tumor Nr. 102:
Trotz des mehrmaligen Versuches einer Hybridisierung am Zellkernisolat gelang kein aus-

wertbares Ergebnis. Bereits der Tumorgewebeschnitt erschien nicht geeignet fir eine FISH-
Untersuchung, und somit mussten wir bel diesem Tumor auf die Ergebnisse der Hybridisie-

rung mit der Chromosom 17- und p53-Sonde verzichten.

Tumor Nr. 113:

Befunde
Beim Zellkernisolat des Tumor Nr. 113 konnten 200 Zellkerne ausgewertet werden, in denen

das Chromosom 17 in 86 % diploid vorlag und einen einfachen Verlust bei 14 % aufwiesen.
Gewinne des Chromosoms konnten nicht beobachtet werden. Auch p53 lag in 89,5 % zwei-
fach in jedem Zellkern vor und zeigte lediglich in 8 % einen Verlust. Bel 3 % konnte der Ver-
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lust in Zellkernen beobachtet werden, die auch einen Chromosom 17-Verlust aufzeigten.

Wiederum 3 % waren in Zellkernen zu finden, die noch tber beide Chromosomen 17 verflig-

ten. Ein kompletter p53-Verlust wurde in 2 % der Zellkerne mit diploidem Chromosom 17

beobachtet. Drei p53-Signale, also ein Gewinn von p53, konnte in 2,5 % der diploiden Chro-
mosom 17-Zellkerne nachgewiesen werden (Tabelle 18, Abb. 28).

Tabellarische Ubersicht

FITC=#17

Cy3=p53
Anzahl  der |0 1 2 3

Signale

0 P (U
Y (S 6=3% 22=11%

2 1=2% 6=3% 157 =78,5% 5=25%

G 7 O P (U

Tabelle 18: Darstellung der Ergebnisse der FISH-Untersuchung fir die Anzahl der Signale der Chromo-
som-17- und p53-Sonden am Zellkernisolat des Tumors Nr. 113. Eswurden 200 Zellker ne ausgezéhlt.

Zusammenfassend ergibt sich fur das juvenile Angiofibrom mit der Archivierungsnummer

113 fir die Chromosom-17-Zentromersonde ein Verlust von 14,0 %. Bei Berlicksichtigung

einer Signifikanzgrenze von 10% liegen fur p53-Verluste keine Hinweise vor.
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Abbildung 28: Graphische Dar stellung der Egebnisse der FI SH-Unter suchung des Tumors Nr. 113.

5.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse fir p53

Bel einer Gesamtzahl von 9 Tumoren konnten bei 7 Angiofibromen eine erfolgreiche Hybri-
disierung mit der Chromosom 17- und p53-Sonde durchgeftihrt werden. Es wurden bei 5 Tu-
moren Hybridisierungen am Tumorgewebeschnitt durchgefiihrt und bel 3 Angiofibromen eine
Hybridisierung am Zellkernisolat. Dabei konnten Ergebnisse mit Hilfe der Zellkernisolierung
auch bei Tumoren erzielt werden, deren Tumorgewebeschnitte nur schlecht zu hybridisieren
waren. Bei einem Tumor wurde eine Hybridisierung sowohl am Zellkernisolat as auch am
Tumorgewebeschnitt durchgefihrt. Die anschlief3ende Tabelle zeigt eine Zusammenfassung

der Ergebnisse der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit der Chromosom 17- und p53-
Sonde.
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#17-p53

Tumor

Hybridiserung am Tumorgewebe-
schnitt

Hybridisierung am Zellkernisolat

Nr. 29

1. Untersuchung: 100 Zellkerne
#17: 28,0 % Verluste
72,0 % Normalbefund

0,0 % Gewinne

p53: 18,0 % Verluste
82,0 % Normal befund

0,0 % Gewinne

2. Untersuchung: 200 Zellkerne
#17: 38,5 % Verluste
60,5 % Normal befund

1,0 % Gewinne

p53: 49,5 % Verluste
49 5 % Normalbefund

1,5 % Gewinne

1. Untersuchung: 200 Zellkerne

#17: 12,5 % Verluste
87,5 % Normalbefund

0,0 % Gewinne

p53: 16 % Verluste
81,0 % Normalbefund

3,0 % Gewinne

2. Untersuchung: 200 Zellkerne
#17. 14,5 % Verluste
85,5 % Normalbefund

0,0% Gewinne

p53: 17,5 % Verluste
74,0 % Normal befund

8,5 % Gewinne




Nr. 30 Hybridisierung nicht moglich
Nr. 31 | Hybridisierung nicht méglich 100 Zellkerne:
#17: 8,0 % Verluste
90,0 % Normal befund
2,0 % Gewinne
p53: 25 % Verluste
71 % Normalbefund
4 % Gewinne
Nr. 46 |200 Zdlkerne:
#17: 29 % Verluste
67 % Normalbefund
4,0% Gewinne | -emmmmmmmemeees nicht ausgefuhrt-----------------
p53: 3,0 % Verluste
59,5 % Normalbefund
7,5 % Gewinne
Nr.66 |200 Zdlkerne:

#17: 7,0 % Verluste
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88,5 % Normalbefund

0,5 % Gewinne

p53: 8,5 % Verluste
88,5 % Normalbefund

3,0 % Gewinne

Nr. 74 | 200 Zdlkerne:
#17: 8,0 % Verluste
90,0 % Normal befund

2,0 % Gewinne

p53: 22,0 % Verluste
78,0 % Normalbefund

0,0 % Gewinne

Nr.89 |200 Zdlkerne:
#17: 7,5 % Verluste
92, 0 % Normalbefund

05% Gewinne | ememememememeee- nicht ausgefuhrt--------------

p53: 29,0 % Verluste
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68,5 % Normalbefund

2,5 % Gewinne

Nr. 102 Hybridisierung nicht méglich

Nr. 113 | Hybridisierung nicht moglich 200 Zéellkerne:
#17: 14,0 % Verluste
86,0 % Normalbefund

0,0 % Gewinne

p53: 8,0 % Verluste
89,5 % Normalbefund

2,5 % Gewinne

Tabelle 19: Zusammenfassung der Ergebnisse der FISH-Untersuchung mit der Zentromer 17- und p53-Sonde bei
Zellker nisolaten und Tumor gewebeschnitten juveniler Angiofibrome

Bei der Hybridisierung mit der Chromosom 17- und der p53- Sonde wurde vom Tumor Nr. 29
jeweils das Zellkernisolat und der Tumorgewebeschnitt zweimal analysiert. Dabei wurden fur
das Chromosom 17 Schwankungen beim Verlust zwischen 12,5 % und 38,5 % beobachtet.
Der p53-Verlust lag zwischen 16,0 % und 49,5 %, wobel beim Tumorgewebeschnitt die Ver-
luste hoher waren. Bei den restlichen sechs Tumoren lag der Chromosom 17-Verlust zwi-
schen 7,0 % und 29 %. Drel der sieben Tumore hatten Chromosom 17-Verluste tber 10 %
aufzuweisen. Der p53-Verlust lag bei den sieben Tumoren zwischen 8,0 % und 49,5 %. Funf
der sieben Tumore hatten einen p53-Verlust in Gber 10 % der ausgewerteten Zellkerne. (Abb.
29)
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Abbildung 29: Gesamter gebnisse der Untersuchung von p53 und Chromosom 17 als Sdulendiagramm. Ergebnisse
von Unter suchungen sowohl am Gewebeschnitt als auch am Zellker nisolat wurden gemittelt.

5.1.5 FISH am Lymphozytenpréparat flr Her2/neu

Auch die Sonde fur Her2/neu wurde vor der Hybridisierung mit Tumorgewebeschnitten und
Tumorkernisolaten an einem Lymphozytenpréparat auf ihre Qualitét hin untersucht.

Befunde

Es wurden 200 Zellkerne ausgezéhlt, von denen in 91,0 % die Zentromersonde an 2 Chromo-
somen 17 binden konnten. 8 % zeigten nur ein Zentromersignal in ihrem Zellkern, und bel 1
% wurde ein Gewinn eines Chromosoms 17 beobachtet. Jeweils zwei Signale fir Her2/neu
wurden in 98 % der Lymphozyten beobachtet, ein Signal bei 1 % und bel 1 % auch ein Ge-
winn eines Her2/neu-Signals. Mit diesem Ergebnis erschien uns die Sonde ausreichend spezi-
fisch, um sie mit den Tumorgewebeschnitten und Zellkernisolaten zu hybridisiern (Tab. 20,
Abb. 30, 31).
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Tabellarische Ubersicht

Cy3 =Her2/neu
0 1 2 3
0
FITC = #17
1 1=05% 15=75%
2 1=05% 180 =90 % 1=05%
3 1=05% 1=05%

Tabelle 20: Darstellung der Hybridisierungser gebnisse der Zentromersonde 17 und der Her 2/neu-Sonde am Lympho-
zytenpréaparat. Eswurden 200 Zellker ne ausgezahlt.
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Abbildung 30: Darstellung der Ergebnisse der Sondenaustestung am Lymphozytenpr&parat fir Her 2/neu.
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Abbildung 31: Bild des Lymphozytenpré&parates mit der Her 2/neu-Sonde. Die Zentromersonde des Chromosoms 17
erscheint grin, die Her 2/neu-Sonderot.

Bel Berlicksichtigung der Signifikanzgrenze von 10% ergeben sich bei der Austestung der
Her2/neu-Sonde und Chromosom17-Zentromersonde keine Hinweise auf Verluste und lasst

uns die Sonde al's geeignet erscheinen, um das Tumorgewebe damit zu untersuchen.

5.1.6 FISH am Tumorgewebeschnitt flir Her2/neu

Wir hybridisierten folgende finf Tumorgewebeschnitte mit der Her2/neu Sonde: Nr. 29, Nr.
30, Nr. 46, Nr.66 und Nr. 74.

Tumor Nr. 29:

Dieser Tumorgewebeschnitt wurde einer 2,5-minitigen Pretreatment-Vorbehandlung und
einem 2,5-mindtigen Proteinase K-Verdau unterzogen, bevor man ihn mit der Chromosom
17- und Her2/neu-Sonde hybridisierte.

Befunde

Bel der Untersuchung des Tumorgewebeschnittes Nr. 29 mit der #17- und Her2/neu-Sonde
konnten wir einen einfachen Verlust des Chromosoms 17 in 14 % beobachten, wobei 6,0 %
mit einem gleichzeitigen Verlust von Her2/neu einhergingen. Insgesamt konnte ein Her2/neu-
Verlust in 23,5 % der ausgezéhlten Zellkerne festgestellt werden. 17,5 % der Her2/neu-
Verluste wurden in Zellkernen mit diploidem Chromosom 17 beobachtet. Ein Gewinn von
Her2/neu wurde lediglich bel 0,5 % festgestellt (Tab. 21, Abb. 33).
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Tabellarische Ubersicht

Die Hybridisierungser gebnisse sind in der folgenden Tabelle dar gestellt:

Cy3 =Her2/neu
Anzahl der|0 1 2 3
FTC=#17 |Sgnade
[0 N [ N P -
v A — 12=6% LT L/ e ——
2 1=05% A=17% 136 =68 % 1=05%
S [ N PN -

Tabelle 21: Darstellung der Hybridisierungser gebnisse der Chromosom17- und Her 2/neu-Sonde am Tumor gewebe-
schnitt Nr. 29. Eswurden 200 Zellker ne ausgezahlt.
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Abbildung 32: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Tumors Nr. 29 fir die Hybridisierung mit der Her2/neu-
und Chromosom-17-Zentromer sonde.




84

Tumor Nr. 30:
Wie zuvor mit der p53-Sonde war auch mit der Her2/neu-Sonde eine Hybridisierung an den

Gewebeschnitten des Tumors Nr. 30 nicht moglich.

Tumor Nr. 46:

Von dem Tumorgewebeschnitt Nr. 46 war aus vorherigen Versuchen in unserem Labor be-
kannt, dass eine Hybridisierung bei einer Vorbehandlung von 28 Minuten und einem Protei-
nase K-Verdau von 28 Minuten erfolgreich sein kann. Bei dieser Behandlung des Gewebe-

schnittes gelang es uns, 200 Zellkerne auszuwerten.

Befunde

Ein Verlust von Her2/neu wurde in insgesamt 10,5 % der Zellkerne beobachtet, wovon 8,5 %
mit einem diploiden Chromosom-17-Signal einhergingen. Das Chromosom 17 war in 5 %
verloren gegangen. Ein Gewinn von Her2/neu wurde in nur 2,0 % festgestellt (Tab. 22, Abb.
33).

Tabellarische Ubersicht

Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle dar gestellt:

Cy3 =Her2/neu
Anzahl der |0 1 2 3
Signale
FITC=#17 |0 | e | oo | e [
1| 4=2% L N (S ——
2 2=1% 15=75% [169=84,5% 3=15%
S RO O — 1=05%

Tabelle 22: Darstellung der Hybridisierungsergebnisse mit der Her2/neu-Sonde am Tumor gewebeschnitt Nr. 46. Es
wurden 200 Zellker ne ausgezéhlt.
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Abbildung 33: Darstellung der Ergebnisse der Her 2/neu-Sonde am Tumor gewebeschnitt Nr. 46 als Sdulendiagramm.

Zusammenfassend ergibt sich fur das juvenile Angiofibrom mit der Archivierungsnummer 46
fUr die Her2/neu Sonde ein Verlust von 10,5%. Fir die Chromosom-17-Zentromersonde gibt

es unter Berticksichtigung des Signifikanzniveaus kein Hinweis auf Verluste.

Tumor Nr. 66:

Nachdem bereits eine erfolgreiche Hybridisierung der p53-Sonde an diesem Tumorgewebe-
schnitt gelungen war, entschlossen wir uns,auch die Her2/neu-Sonde mit dem Schnitt hybridi-
sieren zu lassen und tbernahmen die Verdauzeiten aus dem vorherigen Versuch (siehe 5.1.2.).
Der Schnitt wurde einer 30-mindtigen Pretreatment-Pulver-Behandlung (ONCOR, Deutsch-
land) und einem anschlief3enden 30-mindtigem Proteinase K-V erdau unterzogen.

Befunde

Das Chromosom 17 zeigte in 14, 5 % eine Monosomie. Beim Tumorgewebeschnitt der p53-
Sonde konnte man lediglich einen Verlust von Chromosom 17 in 1 % beobachten. Ein Verlust
von Her2/neu wurde in 20,5 % beobachtet, ein Gewinn lediglich in 0,5 % (Tab. 23, Abb. 34).
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Cy3=Her2/neu
Anzahl der |0 1 2 3
Signale
S (O 1y o Y ) PO PO —
1 2=1% 17=85% |10=5%  [-cmcmmemmmemee-
2 12=6% 10=5% 148=74% 1=05%
3| e | e | e |

Tabelle 23: Darstellung der Hybridisierungser gebnisse der Zentromersonde 17 und der Her2/neu-Sonde am Tumor-
gewebeschnitt Nr. 66. Eswurden 200 Zellker ne ausgezéhlt.

Zusammenfassend ergibt sich fir das juvenile Angiofibrom mit der Archivierungsnummer 66

fir die Chromosom-17-Zentromersonde ein Verlust von 14,5 % sowie fur die Her2/neu-

Sonde ein Verlust von 20%.
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Abbildung 34: Darstellung der Ergebnisse fur die Her2/neu-Sonde am Tumor gewebeschnitt Nr. 66 als Saulendiag-
ramm.

Tumor Nr. 74:
Der Tumorschnitt Nr. 74 wurde 35 Minuten der Pretreatment-Pulver-Vorbehandlung (ON-
COR) unterzogen und anschlief3end wahrend 35 Minuten dem Proteinase K-Verdau unterzo-

gen, um ein gutes Eindringen der Sonde zu gewdhrleisten. Es konnten 200 Zellkerne unter
dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden.

Befunde

Ein Verlust des Chromosoms 17 konnte in 7,5 % beobachtet werden, wahrend 92 % der Zell-
kerne diploid waren und 0,5 % eine Trisomie aufzeigten. Her2/neu zeigte einen Verlust bei 32
%, wovon 4,5 % in Zel lkernen zu finden waren, die auch nur ein Chromosom 17 vorzuweisen

hatten. 27 % waren in diploidem Chromosom 17-Zellkernen zu finden (Tab. 24, Abb. 35)
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Tabellarische Ubersicht

Her2/neu(Cy?3)
Anzahl der |0 1 2 3
#m7(FITC) |S9nde
o N [ D
1 1=05% |9=45%  |[5=25% |-ceeceoemeeee
2 8=4% |46=23%  |128=64% 2=1%
c T U PO —— 1=05%

Tabelle 24: Darstellung der Hybridisierungser gebnisse der Zentromer sonde 17 und Her 2/neu-Sonde am Tumor gewe-
beschnitt Nr. 74. Eswurden 200 Zellker ne ausgezéhilt.

Zusammenfassend kann beim Tumor Nr. 74 ein Verlust der Her2/neu-Sonde von 32,0% fest-
gestellt werden. Einen Hinweis auf signifikante Chromosom 17 Verluste gibt es nicht.
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Abbildung 35: Darstellung der Ergebnisse fiir die Her2/neu-Sonde am Tumor gewebeschnitt Nr. 74 als Saulendiag-
ramm
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5.1.7 FISH am Z€llkernisolat fur Her2/neu

Eine Hybridiserung am Zellkernisolat erfolgte an folgenden finf Tumoren: Nr. 30, Nr. 31,
Nr. 89, Nr. 102 und Nr. 113.

Tumor Nr. 30:

Wie bereits bel den Hybridisierungsversuchen an Gewebeschnitten und Zellkernisolaten des
Tumors mit der Chromosom 17 und p53-Sonde, wurde auch bei der Hybridisierung des Zell-
kernisolates mit der Her2/neu-Sonde kein auswertbares Ergebnis erzielt. An diesem Tumor
konnten wir somit keine FI SH-Untersuchung durchfihren.

Tumor Nr. 31:

Befunde

Bel den 100 auswertbaren Zellkernen waren 10 % Verluste des Chromosoms 17 zu erkennen.
Bel Her2/neu war ein Verlust von insgesamt 24 % zu beobachten, wovon 5 % in Zellkernen
zu finden waren, die auch einen Chromosom 17-Verlust aufzuweisen hatten. 2 % der Zellker-
ne zeigten einen kompletten Her2/neu-Verlust in diploiden Chromosom 17-Zellkernen (Tab.
25, Abb. 36, Abb. 37).

Tabellarische Uber sicht

Her2/neu(Cy3)
0 1 2 3
#17(FITC)
O | oo | | |
1 |- 5=5% 5=5% |-
2 |12=2% 17=17% 71=71% |-
B | e | | |

Tabelle 25: Hybridisierungsergebnisse der Zentromersonde 17 und der Her2/neu-Sonde am Zellkernisolat des Tu-
morsNr. 31. Eswurden 100 Zellker ne ausgezahit.
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Abbildung 36: Darstellung der Ergebnisse der FISH-Untersuchung von Her2/neu am Zellkernisolat Nr. 31 als Sdu-
lendiagramm.

Abbildung 37: Fluoreszenzmikr oskopische Dar stellung des Zellkernisolates Nr. 31. Die Her 2/neu-Sonde er scheint rot,

die Zentromersonde gr tin. Die drei abgebildeten Zellen zeigen keine Verluste von Her 2/neu und Chromosom 17.

Zusammenfassend ergibt sich fur das juvenile Angiofibrom mit der Archivierungsnummer 31

fir die Zentromersonde ein Verlust von 10% sowie fur die Her2/neu-Sonde von 10%.




Tumor Nr. 89:

Befunde
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Beim Zellkernisolat des Tumors Nr. 89 waren 200 Zedllkerne auszuwerten, von denen 14 %

einen Verlust des Chromosoms 17 aufzeigten. Ein Her2/neu-Verlust wurde in 7,5 % beobach-

tet, wovon 5 % in diploiden Chromosom 17 Zellkernen zu finden waren. Ein Gewinn von
Her2/neu wurde lediglich in 2 % beobachtet (Tab. 26, Abb. 38, Abb. 39).

Tabellarische Ubersicht

FITC =#17

Cy3=Her2/neu
0 1 2 3 4
---------------- 5=25% 23=115% |------mmmmmmmm | 2o
1=05% 9=45% 157=785%|2=1% 1=05%
------------------------------- 1=05% 1=05%

Tabelle 26: Hybridisierungsergebnisse der Zentromersonde 17 und der Her2/neu-Sonde am Zellkernisolat des Tu-
morsNr. 89. Eswurden 200 Zellker ne ausgezahit.
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Abbildung 38: Darstellung der Ergebnisse der Her 2/neu-Sonde am Zelkernisolat Nr. 89 als Sdulendiagramm

Bild:

Abbildung 39: Fluoreszenzmikroskopische Dar stellung der Her 2/neu-Sonde am Zellkernisolat Nr. 89. Die Zentromer -

sonde erscheint grin, die Her2/neu-Sonde rot. Beide abgebildeten Zellen enthalten jeweils 2 Signale fur die Zentro-
mersonde und jeweis 2 Signale fur die Her 2/neu-Sonde.

Tumor Nr. 102:

Eine FISH-Untersuchung war bei dem Zellkernisolat dieses Tumors wie zuvor auch bel dem

Versuch der Hybridisierung mit der Chromosom 17- und p53-Sonde nicht méglich. Da auch
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keine Ergebnisse bei den Tumorgewebeschnitten zu ermitteln waren, konnte der Tumor bei
dieser Arbeit nicht berlicksichtigt werden.

Tumor Nr. 113:
Bei diesem Zellkernisolat konnten trotz mehrfacher Hybridisierungsansétze nur 95 Zellkerne

ausgewertet werden.

Befunde

Chromosom 17 lag dabel in 12,6 % der Falle monosom vor. Der Her2/neu-Verlust war mit
8,3 % auszumachen, und ein Gewinn konnte in 4,2 % bei ausschliefdich diploiden Chromo-
som 17-Zellkernen beobachtet werden. Der Her2/neu-Verlust war bei 2,1 % der monosomen
Chromosom 17-Zellkerne zu erkennen. Bel 1,1 % gab es einen zweifachen Her2/neu-Verlust
in normalen Chromosom 17-Kernen und bei 5,2 % einen einfachen Verlust ebenfalls in nor-
malen Chromosom 17-Zellkernen (Tab. 27, Abb. 40).

Tabellarische Ubersicht:

Cy3 =Her2/neu
0 1 2 3
0 | emmmmmmmme | e | mmmmmmmmmmmmmm | e
FITC =#17
1 | 2=21% 10=10,5%
2 1=11% 5=52% 14=7718% |4=42%
3 | e | e | mmmmmmmmmmmmm | e

Tabelle 27: Hybridisierungsergebnisse der Zentromersonde 17 und der Her 2/neu-Sonde am Zellker nisolat
des TumorsNr. 113. Eswurden 95 Zellker ne ausgezahlt.

Zusammenfassend ergibt sich fur das juvenile Angiofibrom mit der Archivierungsnummer
113 fur die Zentromersonde ein Verlust von 12,6% sowie keinen signifikanten Verlust der
Her2/neu-Sonde unter Beriicksichtrigung, dass nur 95 Zellen ausgezahlt werden konnten.
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Abbildung 40: Darstellung der Ergebnisse fir die Her2/neu-Sonde am Zellkernisolat Nr. 113 als Sdulendiagramm

5.1.8 Zusammenfassung der Ergebnisse flr Her2/neu

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse der Hybridiserung der Chromosom17- und
Her 2/neu-Sonde bietet folgende Tabelle:

#17-Her2/neu
Tumor Tumorgewebeschnitt Zdllkernisolat
Nr. 29 200 Zellkerne:
#17- 14,0 % Verluste
86,0 % Normalbefund | -------------- nicht ausgefdhrt---------------

0,0 % Gewinne

Her2/neu: 23,5 % Verluste

76,0 % Normalbefund
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0,0 % Gewinne

Nr. 30 Hybridisierung nicht méglich
Nr. 31 100 Zellkerne:
#17: 10,0 % Verluste
90 % Normalbefund
--------------- nicht ausgefuhrt--------- 0,0 % Gewinne
Her2/neu: 24,0 % Verluste
76,0 % Normalbefund
0,0 % Gewinne
Nr. 46 200 Zéellkerne:
#17: 5,0 % Verluste
94,5 % Normalbefund
0,5 % Gewinne
---------------- nicht ausgefuhrt----------------
Her2/neu: 10,5 % Verluste
87,5 % Normalbefund
2,0 % Gewinne
Nr. 66 200 Z€ellkerne:
#17: 14,5 % Verluste
85,5 % Normalbefund
0,0% Gewinne | --mmmmmemmemeee- nicht ausgefuhrt--------------

Her2/neu: 20,5 % Verluste

79,0 % Normalbefund
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0,5 % Gewinne

Nr. 74 200 Zellkerne;
#17: 7,5 % Verluste
92,0 % Normal befund

0,5% Gewinne | -mmmmmmmmememeees nicht ausgefuhrt--------------

Her2/neu: 32,0 % Verluste
66,5 % Normal befund

1,5 % Gewinne

Nr. 89 200 Zellkerne:
#17: 14,0 % Verluste
85,5 % Normalbefund
------------- nicht ausgefuhrt---------- 1 % Gewinne

Her2/neu: 7,5 % Verluste
90,0 % Normalbefund

2,0 % Gewinne

Nr. 102 Hybridisierung nicht méglich
Nr. 113 95 Zellkerne:
#17: 12,6 % Verluste
88,1 % Normalbefund
------------- nicht ausgefuhrt------------ 4,2 % Gewinne

Her2/neu: 8,3 % Verluste
88,3 % Normalbefund

4,2 % Gewinne

Tabelle 28: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die Hybridisierung der Chromosom 17- und Her 2/neu-Sonde an
Tumor gewebeschnitten und Zellker nisolaten.
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Bel den sieben Tumoren mit einem auswertbaren Ergebnis wurde ein Chromosom 17-Verlust
zwischen 5 % und 14,5 % beobachtet. Finf der sieben Tumore zeigten Verluste Gber 10 %.
Der Her2/neu-Verlust konnte zwischen 7,5 % und 32,0 % festgestellt werden, wobei funf der
sieben Tumore Verluste tber 10,0 % und vier Tumore Verluste tber 20,0 % aufwiesen. Ein
signifikanter Gewinn von Her2/neu konnte nicht beobachtet werden. Auch der Chromosom
17-Gewinn lag bei finf Tumoren unter 1 %. In zwei Féllen wurde ein Gewinn von 4,2 % be-

ziehungsweise von 7,5 % beobachtet.

B Her2neu
o#17

29 31 46 66 74 89 113

Abbildung 41: Zusammenfassung der Ergebnisse aller Tumore fur die Her 2/neu Sonde.
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5.2 PCR-Ergebnisse

5.2.1 Ergebnisse fir 3-Catenin, Androgenrezeptor, Her2/neu und p53 aus

Gesamt-Tumor gewebe

Fir eine RT-PCR-Untersuchung stand uns Gewebe von sieben juvenilen Angiofibromen bei —
70 °C zur Verfigung. Die Expression von [3-Catenin, Androgenrezeptor, p53 und Her2/neu
wurde mit der Expression der 28s-rRNA verglichen.

Folgende Fragmentléngen wurden aufgrund der Primerauswahl erwartet: [3-Catenin (132 bp),
Androgenrezeptor (247 bp), p53 (124 bp), Her2/neu (72 bp) und 28-S-rRNA (100bp). In einer
semiquantitativen Auswertung wurden die einzelnen Banden mit der Intensitét der 28s-rRNA

verglichen.

Da wir die Frage nach einer zellspezifischen Expression (Endothelzellen, Fibroblasten) der
Kandidatengene mittels semiquantitativer RT-PCR-Untersuchungen verfolgten, entschlossen
wir uns, eine PCR an lasermikrodisseziierten Zellen durchzufihren. Dabel wurden Stromazel -

len und Endothel zellen separat gewonnen und jeweils einer PCR unterzogen.

5.2.2 Ergebnissevon Stromazellen und Endothelzellen im Vergleich

Tumor Nr. 29:

Die Bande von 3-Catenin liegt bel 132 Basenpaaren. Das Ergebnis der PCR zeigt sowohl bei
Stromazellen als auch bei Endothelzellen eine zweite Bande, die bei diesem Angiofibrom eine
stérkere Expression im Vergleich zur 28s-rRNA besitzt. Das 3-Catenin zeigt im Gegensatz zu
den Endothelzellen eine starkere Expression im Vergleich zur 28s-rRNA. Der Androgenre-
zeptor zeigt keinen Unterschied der Intensitét der Banden zwischen Stromazellen und Endo-
thelzellen. Allerdings ist er in beiden Zelltypen schwécher exprimiert as die 28s-rRNA. P53
ist im Vergleich zur 28srRNA in beiden Zelltypen gleich stark exprimiert. Die Expression
von Her2/neu ist in Endothelzellen und in Stromazellen vergleichbar mit der Expression der
28s-rRNA. Die Ergebnisse sind in Abb. 42 gezeigt.
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28srRNA 3-Cat AR p53 Her2/neu

Abbildung 42: PCR der 28srRNA, R-Catenin(3-Cat), Androgenrezeptor (AR), p53 und Her2/neu an Endothelzellen
(E) und Stromazellen (S).

Tumor Nr. 30:

Beim Tumor Nr. 30 findet sich sowohl in Stroma- a's auch Endothelzellen eine verstéarkte p3-
Catenin-Expression. Auch die Androgenrezeptor, p53- und Her2/neu-Expression sind sowohl
in Endothel- als auch in Stromazellen stérker als im Vergleich zur 28s-rRNA. Wesentliche

Expressionsunterschiede sind im Vergleich von Endothel- und Stromazellen nicht festzustel-
len.

28srRNA 3-Cat AR p53 Her2/neu

Ee &8 E & &k §5 = 5% E 3

Abbildung 43: Tumor Nr. 30: PCR der 28srRNA, 3-Catenin (3-Cat), Androgenrezeptor (AR), p53 und Her2/neu an
Stroma (S)- und Endothelzellen (E).

Tumor Nr. 31:
Auch hier fand sich jeweils eine weitere Bande bei 3-Catenin unterhalb der 132 bp-Bande.
Die Intensitét der [-Catenin war stérker im Vergleich zur 28s-rRNA. Auch der Androgenre-
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zeptor war sowohl bei Endothelzellen as auch bei Stromazellen stérker exprimiert. Bei p53
fand man ebenfalls eine stéarkere Expression beider Zelltypen im Vergleich zur 28s-rRNA.
Her2/neu war in Endothelzellen gleich stark exprimiert, aber in Stromazellen fand man nur
eine schwache Bande, was fir eine schwachere RNA- Expression spricht. Die Ergebnisse, die

sich uns bel diesem Tumor boten, sind in folgender Abbildung zu sehen (Abb. 44).

28srRNA 3-Cat AR p53 Her2/neu

E & E 5 E & E 5 E 5

Abbildung 44: Tumor Nr. 31: PCR der 28srRNA, -Catenin (3-Cat), Androgenrezeptor (AR), p53 und Her2/neu an
Stroma (S)- und Endothelzellen (E).

Tumor Nr. 46:

Bei diesem Tumor konnte kein Unterschied zwischen der Expression der Banden von Endo-
thelzellen und Stromazellen festgestellt werden. 3-Catenin war Uberexprimiert vorzufinden,
genauso wie der Androgenrezeptor. Auch die p53-Bande war bei beiden Zelltypen stérker
ausgepragt als die 28s-rRNA-Bande. Her2/neu zeigte in Endothelzellen eine stérkere Expres-
sion as in Stromazellen, die aber auch deutlich stérker ist als 28s-rRNA. Abbildung 45 zeigt

die einzelnen Banden.

28srRNA  R-Cat AR p53 Her 2/neu
= omo =
bp =00 -

e —
100- | . — -
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Abbildung 45: Tumor Nr. 46: PCR der 28srRNA, 3-Catenin (3-Cat), Androgenrezeptor (AR), p53 und Her2/neu an
Stroma (S)- und Endothelzellen (E).
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Tumor Nr. 74:

Bel diesem Angiofibrom war das 3-Catenin bei beiden Zelltypen in der gleichen Intensitét wie
die 28s-rRNA ausgebildet. Der Androgenrezeptor zeigte auch hier keinen Unterschied zwi-
schen Stromazellen und Endothelzellen, war im Vergleich zur 28s-rRNA jedoch verstarkt
exprimiert. Bei p53 zeigte sich ein Unterschied zwischen Endothel- und Stromazellen: es war
eine stérkere Expression in Stromazellen vorhanden, wéhrend die Endothel zellen keinen Un-
terschied im Vergleich zur 28s-rRNA aufzeigen konnten. Her2/neu war bei beiden Zelltypen

unterexprimiert (Abb. 46).
28srRNA 3-Cat AR p53 Her2/neu
200- = g
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Abbildung 46: Tumor Nr. 74: PCR der 28srRNA, -Catenin (3-Cat), Androgenrezeptor (AR), p53 und Her2/neu an
Stroma (S)- und Endothelzellen (E).

Tumor Nr. 89:

Bei diesem Angiofibrom wurde sowohl bei Endothel- as auch bei Stromazellen eine gering
schwéchere Expression von 3-Catenin im Vergleich zur 28s-rRNA gefunden. Der Androgen-
rezeptor war bei beiden Zelltypen verstarkt exprimiert. p53 zeigte keine Veranderung hinsich-
tlich der Expression gegentber der 28s-rRNA. Her2/neu hingegen hatte eine geringere Inten-
sitét der Banden als die 28s-rRNA. Die Ergebnisse der PCR des Tumors Nr. 89 sind in fol-
gender Abbildung zu sehen (Abb. 47).

28s-rRNA 3-Cat AR p53 Her 2/neu
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BD 100 e - ——
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Abbildung 47: Tumor Nr. 89: PCR der 28s-rRNA, R-Catenin (3-Cat), Androgenrezeptor (AR), p53 und Her2/neu an
Stroma (S)- und Endothelzellen (E).
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Tumor Nr. 102:

Bei beiden Zelltypen konnte jeweils eine zweite Bande bei [3-Catenin beobachtet werden, die
schwécher exprimiert waren, as bel der 28s-rRNA. Die Androgenrezeptorbande war sowonhl
bei den Stromazellen als auch bel den Endothelzellen mit einer verstarkten Intensitdt im Ver-
gleich zur 28s-rRNA zu erkennen. Auch p53 war bei beiden Zelltypen gleich stark tiberexp-
rimiert. Her2/neu zeigte eine geringe Abschwéchung ihrer Banden im Vergleich zur 28s-
rRNA-Bande. Die Ergebnisse der PCR sind in folgender Abbildung dargestellt (Abb. 48):

28srRNA 3-Cat AR p53 Her 2/neu
—

bP 100- - ' p——

¢ 8 FEF &5 E 5 E 8 E. 2B

Abbildung 48: Tumor Nr. 102 PCR der 28srRNA, 3-Catenin (3-Cat), Androgenrezeptor (AR), p53 und Her2/neu an
Stroma (S)- und Endothelzellen (E).

5.2.3 Ergebnissevon Stromazellen

Nach der Lasermikrodissektion wurde von alen Tumoren eine Polymerase-K ettenreaktion
durchgefihrt. Dabei wurden im Vergleich zur 28s-rRNA, (3-Catenin, Androgenrezeptor, p53
und Her2/neu semiquantitativ auf ihre Expression hin untersucht. In der nachfolgenden Tabel-
le sind die Ergebnisse der PCR an Stromazellen aller untersuchten Tumore im Uberblick dar-
gestellt. Tab. 29 zeigt die Expressionsunterschiede der untersuchten Proteine im Vergleich zur
28s-rRNA:

[3-Catenin AR p53 Her2/neu

Nr. 29 o i =N o
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Nr. 30

Nr. 31

Nr. 46

Nr. 74

Nr. 89

Nr. 102

Tabelle 29: Ergebnisse der PCR der Stromazellen von B-Catenin, Androgenrezeptor (AR), p53 und Her2/neu im
Vergleich zur 28srRNA. Die Expressionsunterschiede im Vergleich zur Intensitdt der 28s-rRNA sind durch Pfeile
dargestellt. < : vergleichbare Expression zur 28srRNA; 1l : erhohte Expression im Vergleich zur 28srRNA; U :
erniedrigte Expression im Vergleich zur 28s-rRNA.

5.2.4 Ergebnissevon Endothelzellen

Auch die Endothelzellen wurden im Anschluss an die Lasermikrodissektion einer Polymera-

se-Ketten-Reaktion unterzogen. Eine Erh6hung oder Erniedrigung der Expression wird in
Tab. 30 im Vergleich zur 28s-rRNA beschrieben.

R-Catenin AR p53 Her2/neu
Nr. 29 = U = U
Nr. 30 i i i i
Nr. 31 f fl N U
Nr. 46 i i i i
Nr. 74 = N i U
Nr. 89 U =N =N U
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Nr. 102 U ) ) U

Tabelle 30: Ergebnisse der PCR an Endothelzellen von (-Catenin, Androgenrezeptor (AR), p53 und Her2/neu im
Vergleich zur 28s-rRNA. Die Expressionsunterschiede im Vergleich zur Intensitdt der 28s-rRNA sind durch Pfeile
dargestellt. & : gleiche Expression im Vergleich zur 28srRNA; 1 : gesteigerte Expression im Vergleich zur 28s-
rRNA; U: erniedrigte Expression im Vergleich zur 28srRNA.
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6. Diskussion

Zelluléare Tumor heter ogenitét

Bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung konnten die Zellen direkt, das heil% ohne eine
vorausgegangene Zellkultivierung, untersucht werden. Hierdurch konnten Fehler durch eine
mogliche klonale Selektion vermieden werden. Es ist jedoch zu beachten, dass das juvenile
Angiofibrom in seiner zelluldren Zusammensetzung ein sehr heterogener Tumor ist. Neben
den Endothelzellen und mesenchymalen Stromazellen sind perivaskuldre Zellen und ver-
schiedene Entztindungszellen (Mastzellen, Makrophagen, T-Lymphozyten) zu beachten. Die
Entziindungszellen représentieren im Durchschnitt 30% der Zellen im juvenilen Angiofibrom
und konnen in einzelnen Bereichen des Tumors bis zu 90% der Zellen darstellen (Wendler
und Mitarbeiter, 2007). Ferner ist die Gewebsarchitektur innerhalb eines Tumors sehr unter-
schiedlich. Regionen mit einer hohen vaskul&ren Dichte und Bereiche mit nur geringen Ge-
falkstrukturen sind ebenso wie Ubergangsformen in dem Tumor ausgebildet. Dariiberhinaus
konnen zystische Bereiche im juvenilen Angiofibrom vorliegen (Starlinger und Mitarbeiter,
2007). Diese Tumorcharakteristika flihren dazu, dass je nach verwendetem Gewebsareal des
Tumors unterschiedliche Verhaltnisse einzelner Zellkerne von Endothel zellen, perivaskuldren
Zellen, mesenchymalen Stromazellen und Entziindungszellen vorliegen. Diese zellulére Tu-
morheterogenitét ist eine Ursache fir die beobachteten unterschiedlichen Haufigkeiten von in
der FISH-Untersuchung detektierten Verlusten an verschiedenen Schnitten oder Zellkerniso-

laten eines Tumors.

Wenn nur in einem Zelltyp der chromosomale Verlust vorliegt, so wird bereits das Verhéltnis
der Zellen darliber entscheiden, ob ein signifikanter Genverlust fir das jeweilige Gen mit der
FISH-Untersuchungstechnik detektiert werden kann. Das aus den Voruntersuchungen von
Lymphozyten abgeleitete Signifikanzniveau in einer Hohe von 10% bedarf daher einer beson-
deren Wirdigung und darf nur als Orientierung verstanden werden. Die Befunde eines Gen-
verlustes fur p53 und Her2/neu in der vorliegenden Arbeit bei Anwendung von FISH-
Untersuchungen zwischen 10 und 49% sind in Wirdigung der zelluldren Heterogenitét des
Tumors als deutliche Bestétigung der in den CGH-Untersuchungen detektierten Verluste des
Chromosom 17 zu werten. Auch die Tatsache einer Bestdtigung erhobener signifkanter Ver-
luste in einem Tumor bei Wiederholung der Untersuchung an einem weiteren Gewebsschnitt
oder Zellkernisolaten erhoht die Validitét der detektierten Verluste.
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Von erheblicher weiterer Konsequenz ist die sehr ausgeprégte kollagene Extrazellul&rmatrix
(Durr und Mitarbeiter, 2008), die zur Freilegung der Zellkerne am Gewebsschnitt einen sehr
individuellen Verdau erfordert. Esist hierbel sehr schwierig abzuschétzen, welche Kerne der
unterschiedlichen Zelltypen bel unterschiedlich stark ausgeprégter kollagener Extrazelluléar-
matrix im Bereich der Gefélle und des Stromas (personliche Mitteilung, Schick) am Ende des
Verdaus den FISH-Sonden zugénglich sind. Auch diese Besonderheit des Tumors kann die
Analyse von Kernen einzelner Zelltypen bevorzugen, so dass eine nicht vorhersagbare Ge-
wichtung der Untersuchung erfolgt. Wahrend fir den Gewebsschnitt der VVorzug besteht, dass
die Gewebsarchitektur erhalten bleibt und eine Zuordnungen zu GefélRen und dem Stroma
vorgenommen werden konnen, stellen Zellkernisolate eine Mischung von Kernen der ver-
schiedenen Zelltypen dar. Die bereits erwadhnte unterschiedlich stark ausgeprégte Extrazellu-
larmatrix des Tumors und das regional unterschiedliche zelluldre Verteilungsmuster kénnen
dazu fuhren, dass aus einzelnen Gewebsabschnitten bevorzugt Zellkerne einzelner Zelltypen
wie beispielsweise den Endothelzellen gewonnen werden. Hieraus ergibt sich der Schluss,
dass Kerne von Endothelzellen, perivaskuléren Zellen, mesenchymalen Stromazellen und
Entziindungszellen in einem unterschiedlichen Verhdtnis in den Zellkernisolaten vorliegen.
Vorliegende genetische Verénderungen in einzelnen Zelltypen werden unter diesen Umstan-
den moglicherweise trotz des Vorliegens im Tumor nicht erkannt. Die genannten Besonder-
heiten der Untersuchungstechnik waren der Grund, die Untersuchungsergebnisse der FISH-

Analysen flr jeden Tumor getrennt darzustellen.

FI SH-Unter suchungstechnik

Bel der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wird mit einer lokusspezifischen Sonde die abso-
lute DNA-Kopienzahl an dem untersuchten Genort nachgewiesen (Eastmond und Pinkel,
1990). Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung besitzt im Gegensatz zur klassischen Zytoge-
netik viele Vorteile. Dazu gehort unter anderem, dass der Untersuchung keine Kultivierung
vorausgehen muss, da sie an nicht-proliferierendem Gewebe durchgeftihrt wird. Weiterhin
lassen sich in den Tests an einem Objekttrager viele Zellen evaluieren. Des Weliteren kann an
Tumorgewebeschnitten die Assoziation von genetischen Veranderungen und Morphologie
hergestellt werden. Wie die vorgelegte Promotionsschrift zeigt, kann jedoch aufgrund der
Einschrénkung einer ausreichenden Exposition aler Zellkerne fur die FISH-Sonden in einzel-

nen Tumoren — wie bei spiel sweise durch eine sehr ausgeprégte und unterschiedliche Extrazel-
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lul&rmatrix im juvenilen Angiofibrom die FISH-Untersuchung nicht bei allen Neubildungen
am Gewebsschnitt erfolgen.

Die Technik der FISH birgt jedoch auch Nachteile. So kann es durch Kernanschnitte zu vor-
getauschten Verlusten von Signalen und damit zu Fehlinterpretationen kommen. Eine mogli-
che Ursache fur vorgetauschte Verluste im Rahmen der FISH-Untersuchungen sind Zellkern-
verletzungen im Rahmen der Fixierung und/oder des Proteinase K-Verdaus mit dem nachfol-
genden Verlust von genetischem Material zu beachten. Der Untersuchungsbefund von mehr
als zwei Gensignalen in der vorliegenden Promotionsschrift kann in einem Bereich von weni-
gen Prozent durch positive Hybridisierungsartefakte bedingt sein. Bei unzureichender Strin-
genz in den Waschschritten konnen Hybridisierungen auch an Stellen auftreten, die nicht vol-
lig homolog sind (Hopman und Mitarbeiter 1992). Der Anteil an Gewinnen von Signalen bei
der p53-Sonde mit 6 % war grof3er as bei der Her2/neu-Sonde (2 %). Eine geringere Spezifi-
tét der p53-Sonde kdnnte hierfur der Grund sein.

Um diese Fehler auszuschlief3en beziehungsweise moglichst gering zu halten, ist es notwen-
dig, eine Hybridisierung an Normalgewebe durchzufihren, bevor die Sonde mit dem Tumor-
gewebe hybridisiert wird. Die Hybridiserung des Tumorgewebes kann dann mit der des
Normalgewebes verglichen werden. Als Normalgewebe wurde in dieser Arbeit ein Chromo-
somenpraparat aus Lymphozyten verwendet. Betrachtet man in Tabelle 8 die Ergebnisse der
p53-Sondenaustestung und in Tabelle 20 die der Her2/neu-Sondenaustestung an Lymphozy-
ten, so kann man feststellen, dass bei beiden Sonden eine Streuung um den Erwartungswert
von zwei Signalen pro Kern vorliegt. Deutlich weniger als 10% der Zellkerne zeigten null,

ein, drei oder vier Signale.

RT-PCR-Unter schungen

In dem zweiten Abschnitt der Promotionsschrift wurde bei den detektierten Verlusten des
p53- und Her2/neu-Gens in den FISH-Untersuchungen eine Expressionsanalyse von p53 und
Her2/neu auf Transkriptionsebene vorgenommen. Hierbel wurde in Anbetracht der bestehen-
den Tumorheterogenitét eine Expressionsanalyse getrennt fir Gefél3- und Stromazellen ausge-
fahrt, um ergénzend mogliche Einblicke zu erhalten, welche Zellen von den chromosomalen
Veranderungen betroffen sind. Dieser bereits im Jahre 2004 in der Promotionsschrift ausge-
fuhrte Untersuchungsansatz wird heute al's bedeutend fir die weitere Analyse der Tumorbio-
logie des juvenilen Angiofibroms gewertet, indem zellspezifische Analysen gefordert werden
(Coutinho-Camillo und Mitarbeiter, 2008). Die Methode der Laserdissektion stellt hierfr
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eine sehr interessante Untersuchungsoption dar. Die hierbei gewonnenen Gewebemengen
reichen fur eine genomische PCR-Analyse zur Validierung der Genverluste nicht aus, so dass
fur die Promotionsschrift die Analyse auf Transkriptionsebene gewdhlt wurde. Eine Ein-
schrankung der Lasermikrodissektion liegt aber wiederum in der zelluléren Tumorheterogeni-
tét des juvenilen Angiofibroms begriindet. Im Bereich der Gefél3e sind Endothel- und perivas-
kulére Zellen zu unterscheiden. Mesenchymale Zellen sind ebenso wie diverse Entziindungs-
zellen im Tumorstroma zu beachten. Der Untersuchungsansatz der Promotionsschrift hat zu-
néchst die getrennte Untersuchung von Gefal3- und Stromazellen gewahlt. Die hierdurch re-
duzierte, aber weiter bestehende zelluldre Heterogenitét kann eine Ursache fur in der Mehr-
zahl der Untersuchungen nicht detektierte Expressionsunterschiede auf Transkriptionsebene
sein. In zukinftigen Untersuchungen ist eine Markierung einzelner Zelltypen notwendig, um
zellspezifische Aussagen treffen zu kénnen. Ein aktueller neuer Ansatz wird durch die Etab-
lierung von priméren Zellkulturen des juvenilen Angiofibroms verfolgt (personliche Mittei-
lung, Schick). Wenngleich bereits jetzt primére mesenchymale Zellkulturen des Tumors ana-
lysiert werden, ist jedoch im Hinblick auf genetische Untersuchungen die Mdglichkeit von

Veranderungen unter den Zellkulturbedingungen in diesen Zelllinien zu beachten.

p53 und Her 2/neu

Die im Rahmen von FI SH-Untersuchungen detektierten Verluste des p53- und Her2/neu-Gens
in juvenilen Angiofibromen bestétigen den in vorangegangene CGH-Untersuchungen erhobe-
nen Befund von haufigen Chromosom 17-Verlusten (Schick und Mitarbeiter, 2007). Deratige
Verluste konnen grundsétzlich Teil der Tumorbiologie sein oder aber ein Epiphanomen mul-
tipler chromosomaler Aberrationen des Tumors ohne unmittelbaren Bezug zur Tumorpatho-
genese sein. Bei verschiedenen Tumoren der Atemwege wurden bereits die Befunde vielfalti-
ger chromsomaler Aberrationen erhoben, so dass die These eines stetigen mutagenen Einflus-
ses durch Umweltfaktoren formuliert wurde (Gebhart, 2004). Durch seine Lage im Bereich
der Nasenhaupthohle ist der Tumor den Luftbelastungen unmittelbar ausgesetzt.

Ein Verlust von genetischer Information, ndmlich der Gene Her2/neu und p53 ist nicht immer
an einen Verlust des gesamten Chromosoms 17 geknupft, wie bei den Tumoren Nr. 31 und 74
gezeigt werden konnte. Hier sind einzelne Gene verloren gegangen, ohne dass das gesamte
Chromosom 17 abhanden gekommen ist. Eine Méglichkeit, einzelne Gene eines Chromosoms
zu verlieren, ist das crossing-over. Dabei werden Genorte eines Chromosoms auf ein anderes
Chromosom verlagert, indem sich die Arme des Chromosoms in der Metaphase Giberkreuzen
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und Gene auf ein anderes Chromosom verlagern oder verloren gehen. Chromosomen gehen
dabel nicht verloren.

Sollten die beobachteten p53- und Her2/neu-Genverluste auf Transkriptions- und Trandlati-
onsebene von Bedeutung sein, so ist neben der Wertung beider Kandidaten im Einzelnen auch
das Wissen einer moglichen Interaktion beider Kandidaten bereits von Interesse. Beim Mam-
makarzinom wurden neben Her2/neu-Uberexpressionen, die sich in der PCR gezeigt hatten,
auch p53-Mutationen beobachtet, die gemeinsam ein besonders aggressives Tumorwachstum
bedingen sollen (Choi und Mitarbeiter, 2003). Das Zusammenspiel der Her-Genfamilien und
der p53-Kaskade wurde von Nanni und Mitarbeitern (2003) als mégliche Ursache beim
Rhabdomyosarkom postuliert. Sie konnten die Enstehung von Rhabdomyosarkomen durch
die Inaktivierung von p53 und Aktivierung von Her2/neu in genetisch veranderten Mé&usen
ausl6sen. Der Hinwels auf Verluste von Her2/neu spricht auf dem Boden dieser ersten Befun-

de gegen eine derartige Interaktion von p53 und Her2/neu im juvenilen Angiofibrom.

Her2/neu, auch bekannt als c-erb-B2, gehdrt zur erb-Onkogenfamilie (Zeilinger und Mitarbei-
ter, 1989). Her2/neu-Amplifikationen wurden in verschiedenen Tumoren beschrieben (Yeh
und Mitarbeiter, 1999). Bei Mammakarzinomen mit Her2/neu-Amplifikationen lassen auf
Antikdrper basierende Therapien bereits Erfolge verzeichnen. Die Expression des Androgen-
rezeptors wurde nicht nur in juvenilen Angiofibromen (Hwang und Mitarbeiter, 1998), son-
dern auch im duktalen Carcinoma in situ und invasivem Mammakarzinom gefunden. G3-
L &sionen zeigten sowohl eine Androgenrezeptor als auch eine Her2/neu-Expression, wahrend
G1-Lasionen immunhistologisch zwar androgenrezeptor-positiv, aber Her2/neu negativ waren
(Moinfar und Mitarbeiter, 2003). In Abwesenheit von Androgen kann der Androgenrezeptor
durch verschiedene Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel Vertreter der Gruppe der Epider-
mal growth-Faktoren, zu den auch das Her2/neu-Onkogen gehort, aktiviert werden (Craft und
Mitarbeiter, 1999). Fur diese Aktivierung ist die MAPK-(Mitogen-aktivierte-Proteinkinase)-
Transduktionskaskade verantwortlich (Yeh und Mitarbeiter, 1999). Von einer weiteren hor-
monunabhangigen Androgenrezeptorstimulation Uber die Akt-Transduktionskaskade wurde
berichtetet (Wen und Mitarbeiter, 2000).

Unsere Befunde von Her2/neu-Verlusten in juvenilen Angiofibromen und einer im Vergleich
zu 28srRNA niedrigeren Expression von Her2/neu in Gefalistrukturen in 5 von 7 Tumoren
und im Stroma bel 4 von 8 juvenilen Angiofibromen geben einen ersten Hinwel's, dass eine

Her2/neu vermittelte Androgenrezeptorstimulation in der Tumorbiologie des juvenilen Angio-
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fibroms nicht von Bedeutung sein kénnte. Sollte in zukiinftigen Untersuchungen gezeigt wer-
den kodnnen, dass die bisher nicht bekannte Tumorzelle keine Fahigkeit einer hormonunab-
hangigen Androgenrezeptorwirkung durch Her2/neu besitzt, so ergeben sich hieraus mdgliche
therapeutische Konsegquenzen. Bei einer antiandrogenen Therapie des juvenilen Angiofibroms
ist unter dieser Annahme nicht eine unmittelbare hormonunabhangige Androgenrezeptorsti-
mulation durch Her2/neu zu erwarten. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die
Her2/neu-Expression durch eine Zellselektion ansteigen kann, sobald mit einer antiandroge-
nen Therapie begonnen wird und sich erst dann eine hormonunabhangige Stimulation des

Androgenrezeptors durch Selektion von Zellen mit Her2/neu Amplifikationen ausbildet.

In juvenilen Angiofibromen wurde eine hdufige Mutation von [3-Catenin gefunden, die mit
einer Anreicherung des Proteins im Zellkern verbunden ist (Abraham und Mitarbeiter, 2001).
[3-Catenin ist Teil der Wnt-Signal-Transduktionskaskade und zeigt dartiber hinaus zahlreiche
weitere Interaktionen wie beispielsweise mit dem Androgenrezeptor (Schick und Mitarbeiter,
2003) und p53 (Prange und Mitarbeiter, 2003). Die Bedeutung einer moglichen Interaktion
von [&-Catenin mit dem Androgenrezeptor wurde als Erkl&rung fir das nahezu ausschliefdliche
Auftreten des juvenilen Angiofibroms bei méannlichen Jugendlichen postuliert (Schick und
Mitarbeiter, 2003). 3-Catenin besitzt aber ebenso interessante Interaktionsmdglichkeiten mit
p53.

Ein Uberschuss von R-Catenin in der Zelle fiihrt zu einer vermehrten Transkription von akti-
vem p53 im Zellkern (Smith und Mitarbeiter, 2005). Eine Akkumulation von beiden Protei-
nen, also von (&-Catenin und p53, wurde beim hepatozelluldren Karzinom beschrieben (Prange
und Mitarbeiter, 2003). Weiterhin ist bekannt, dass p53 und (3-Catenin gemeinsame Coaktiva
toren wie CBP/p300 besitzen (Damalas und Mitarbeiter, 1999). Ein wichtiger Aspekt fur die
Interaktion von p53 und R-Catenin ist die Betrachtung, ob p53 und R-Catenin in ihrer Wild-
typform oder in ihrer mutierten Form vorliegen. Wenn nicht-mutiertes (3-Catenin im Zellkern
angereichert vorliegt, bewirkt es eine gesteigerte Transkription von Zielgenen, unter anderem
wird vermehrt p53 von der DNA abgelesen. p53 als Tumorsupressor-Gen wirkt in seiner
Wildtypform wiederum hemmend auf eine Aktivierung von 3-Catenin, so dass es eine Hem-
mung der weiteren p53-Transkription zu beobachten ist. Ist p53 jedoch mutiert, so féllt seine
hemmende Wirkung auf [3-Catenin weg. [3-Catenin bendtigt andererseits zum Ablesen der
DNA ebenso wie p53 den Koaktivator, CBP/p300. Liegt nun R-Catenin in seiner mutierten
Form im Zellkern vor, so bindet es an CBP/p300 und hemmt hierdurch kompetitiv p53
(Miyagishi und Mitarbeiter, 2000). p53 kann nicht mehr an CBP/p300 binden und seine
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hemmende Wirkung auf (3-Catenin falt weg (Damalas und Mitarbeiter, 1999; Miyagishi und
Mitarbeiter, 2000).

Es wurden haufige 3-Catenin-Mutationen in juvenilen Angiofibromen gefunden, was in An-
betracht der gegebenen Erlauterung eine mogliche Unterdriickung der p53-Funktion bedeuten
kann. DarUberhinaus zeigen unsere Befunde auf Genebene einen p53-Verlust, der in einem
einzelnen Zelltyp des juvenilen Angiofibroms mit einer geminderten Expression von p53 as-
soziert sein kann. Wenngleich ohne Zweifel weitere zellspezifische Untersuchungen in der
Zukunft notwendig sind, wird in einer ersten Arbeitshypothese auf dem Boden der vorgestell-
ten Untersuchungsbefunde und der erwarteten Interaktionen von p53 mit mutiertem (3-Catenin

ein Funktionsverlust von p53 im juvenilen Angiofibrom angenommen

Schon friher gab es Untersuchungen zur Expression der p53-mRNA in juvenilen Angiofib-
romen im Vergleich zur Expression von p53-mRNA in gesunder Nasenschleimhaut. Es wurde
eine Erhéhung der p53-mRNA-Expression der Nasenschleimhaut in 50 % beobachtet, wohin-
gegen die Uberexpression von p53-mRNA in den juvenilen Angiofibromen lediglich bei 32 %
zu beobachten war. Diese Befunde konnten jedoch nicht als statistisch signifikant gewertet
werden (Nagai und Mitarbeiter, 1996). Immunhistochemische Untersuchungen fanden keine
Uberexpression von p53-Protein in Nasenschleimhaut (Fang und Mitarbeiter, 1998). Western
Blot-Studien und immunhistologische Untersuchungen im eigenen Forschungslabor konnten
keine wesentliche p53-Protein-Expressionen in juvenilen Angiofibromen nachweisen (unve-
roffentlichte Befunde), welches as ein Hinweis auf nicht vorliegende Mutationen (langere
Halbwertszeit von p53 bei Mutationen) im juvenilen Angiofibrom zu werten ist. Weiterhin
zeigte eine Studie, dass eine Uberexpression von nicht-mutiertem p53 beim Rhabdomyosar-
kom IGF Il hemmt. Die Beobachtung einer IGF |I-Uberexpression bei 8 von 22 juvenilen
Angiofibromen (Coutinho-Camillo und Mitarbeiter, 2003) steht deshalb nicht im Widerspruch
mit der These keiner wesentlichen Expression von nicht-mutiertem p53 in dem fibro-

vaskuldren Tumor.

Eine andere interessante Beobachtung wurde bei der Interaktion von c-myc und p53 in vasku-
laren  Strukturen gemacht. c-myc ist en wichtiger Baustein der Wnt-
Signaltransduktionskaskade und besitzt eine gefalineubildende Kapazitét, wobei eine licken-
hafte, unausgereifte und instabile Angiogenese beobachtet wurde (Evan und Vousden, 2001).
Die Uberexpression von c-myc wurde als Grund fir die reduzierte Expression von Throm-

bospondin-1, einem wichtigen Modulator der Tumorangiogenese (Janz und Mitarbeiter,
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2000), beschrieben. Eine erhthte Expression von Thrombospondin-1 wurde hingegen unter
dem Einfluss von p53 beobachtet (Dameron und Mitarbeiter, 1994). In fortgeschrittenem Tu-
morstadium des juvenilen Angiofibroms wurde eine erh6hte c-myc-Expression detektiert
(Schick und Mitarbeiter, 2006). In dieser Situation ist aufgrund der angenommenen Verluste
des p53-Gens ohne Hinweise auf eine erhdhte p53-Expression die These einer reduzierten
Thrombospondin-1-Expression formulierbar. Das histologische Bild des juvenilen Angiofib-
roms ist durch unregelmaidige Gefalispalten und Fehlen von Endothel schichten gekennzeich-

net, was u.a. Folge einer gestérten Expression von Thrombospondin-1 sein kénnte.

Mit den Ergebnissen der Polymerase-Ketten-Reaktion nach der Lasermikrodissektion ver-
sprachen wir uns Aufkléarung Uber die Ursprungszelle des juvenilen Angiofibroms. Da wir
sowohl die Gefél3zellen al's auch die Stromazellen getrennt voneinander untersuchen konnten,
war die Moglichkeit gegeben, die Expression der uns interessant erscheinenden Gene auf
RNA-Ebene miteinander zu vergleichen. Als Referenz setzten wir die 28s-rRNA ein und un-
tersuchten die Expression von (3-Catenin, Androgenrezeptor, p53 und Her2/neu. Wie die Er-
gebnisse aus Kapitel 5.2.4. zeigen, fanden wir jedoch keine signifikanten Unterschiede der
Expression der untersuchten Gene in den Gefaél3- und Stromaproben. Die Tumorzelle des ju-
venilen Angiofibroms ist bis heute nicht bekannt. Auch Hwang und Mitarbeiter konnte die
Atiologie des juvenilen Angiofibroms durch immunhistologische Untersuchungen nicht kl&-
ren. Sie fanden den Androgenrezeptor sowohl in Endothel- als auch in Stromazellen (1998).
Ebenso wurde von aktiviertem TGF-31 berichtet, der in beiden Zelltypen zu finden war (Dil-
lard und Mitarbeiter, 2000). Die von Abraham und Mitarbeitern nahegelegte Atiologie aus
Stromazellen durch den Nachweis von 3-Catenin in Stromazellen, konnte von Rippel und
Mitarbeiter (2003) sowie Zang und Mitarbeiter (2003) nicht bestétigt werden. Sie konnten (3
Catenin in Bindegewebs- und Endothelzellen nachweisen und somit keinen Hinweis auf die
Tumorzelle liefern. Auch die vorgestellten Untersuchungsergebnisse liefern keine neuen

Hinweise auf die Tumorzelle.

Weitere Untersuchungen zur Tumorbiologie des juvenilen Angiofibroms sind notwendig. Das
verbesserte Verstandnis der Tumorgenese soll dazu beitragen, die Therapieoptionen des Tu-
mors zu verbessern. Selektive medikamentose Vorbehandlungen sollen in der Zukunft dazu
beitragen, dass durch eine Tumorverkleinerung schonendere chirurgische Behandlungstechni-
ken bel den jungen Patienten zur Anwendung kommen kénnen.
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Die vorliegende Arbeit bestétigte die in einer vorausgehenden CGH-Arbeit gefundenen
Chromosom 17-Verluste und konnte Verluste von Genen auf diesesm Chromosom nachwei-
sen: p53 und Her2/neu. Beide Gene sind signifikant in juvenilen Angiofibromen verloren.
Dieser Untersuchungsbefund ist insbesondere in Anbetracht der Tumorheterogenitét in be-
sonderer Weise zu wurdigen. Der Verlust von Her2/neu bedeutet, dass eine androgenunab-
hangige Stimulation des Androgenrezeptors durch Her2/neu in juvenilen Angiofibromen pri-
méar nicht zu erwarten ist. Die Beobachtung der signifikanten p53-Verluste im Zusammen-
hang mit einer friher beschriebenen Downregulation von p53 durch mutiertes (3-Catenin | asst
vermuten, dass im juvenilen Angiofibrom die Schutzfunktion von p53 nicht in vollem Um-

fang ausgelibt wird.
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