
Aus der Abteilung Gastroenteropathologie
(Prof. Dr. med. L. Füzesi)

im Zentrum Pathologie und Rechtsmedizin
der Medizinischen Fakultät der Universität Göttingen

Chromosomale Veränderungen
von Hirnmetastasen klarzelliger Nierenzellkarzinome

INAUGURAL - DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizinischen Fakultät
der Georg-August-Universität zu Göttingen

vorgelegt von
Martin David Nischwitz

aus
Marburg

Göttingen 2009



Dekan: Prof. Dr. med. C. Frömmel
I. Berichterstatter: Prof. Dr. med. L. Füzesi
II. Berichterstatter/in: Priv.Doz. Dr. rer. nat. P. Burfeind
III. Berichterstatter/in: Prof. Dr. med. M. Oppermann
Tag der mündlichen Prüfung: 29. Juni 2010



i

Inhaltsverzeichnis

Abkürzungsverzeichnis 1

1 Einleitung 4
1.1 Nierenzellkarzinome . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
1.2 Hirnmetastasen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
1.3 Chromosomale Aberrationen klarzelliger Nierenzellkarzinome und

deren Metastasen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
1.4 Chromosomale Aberrationen von Hirnmetastasen . . . . . . . . . . 11
1.5 Einfluss chromosomaler Aberrationen klarzelliger Nierenzellkarzino-

me auf den klinischen Verlauf . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
1.6 Transformation normaler Zellen in maligne Tumore . . . . . . . . . 12
1.7 Komparative genomische Hybridisierung . . . . . . . . . . . . . . . 13
1.8 Zielsetzung dieser Dissertation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

2 Material und Methoden 15
2.1 Patientenkollektiv . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
2.2 Material . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
2.3 Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20

2.3.1 Komparative Genomische Hybridisierung . . . . . . . . . . . 20
2.3.2 Agarose-Gelelektrophorese von DNS . . . . . . . . . . . . . . 22
2.3.3 Durchführung der Agarose-Gelelektrophorese . . . . . . . . . 22
2.3.4 Photometrische DNS-Konzentrationsbestimmung . . . . . . 23
2.3.5 Gewinnung genomischer Tumor-DNS aus Paraffinblöcken . . 24
2.3.6 Gewinnung genomischer Referenz-DNS . . . . . . . . . . . . 27
2.3.7 Nick-Translation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
2.3.8 Hybridisierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31



Inhaltsverzeichnis ii

2.3.9 Detektion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
2.3.10 Digitalisierung der Metaphasenchromosomen . . . . . . . . . 34
2.3.11 Auswertung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35

2.4 Beschreibung der CGH-Daten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
2.4.1 Nomenklatur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
2.4.2 Kritische Bereiche . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
2.4.3 Darstellung der CGH-Ergebnisse . . . . . . . . . . . . . . . 37

2.5 Literaturrecherche . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
2.6 Datentransformation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
2.7 Statistische Auswertung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39

2.7.1 Graphische Darstellung der gewonnenen Ergebnisse . . . . . 40
2.7.2 Korrelation von CGH-Ergebnissen und Intervall bis zum

Auftreten der Hirnmetastase . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40

3 Ergebnisse 41
3.1 Klinische Angaben zu den untersuchten Hirnmetastasen . . . . . . . 41
3.2 Tumorstaging und Tumorgrading der untersuchten Primärtumore . 42
3.3 Ergebnisse der Primärtumore . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43

3.3.1 Auswertung nach Chromosomenbanden . . . . . . . . . . . . 43
3.3.2 Auswertung nach Chromosomenarmen . . . . . . . . . . . . 44

3.4 Ergebnisse der Hirnmetastasen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45
3.4.1 Auswertung nach Chromosomenbanden . . . . . . . . . . . . 45
3.4.2 Auswertung nach Chromosomenarmen . . . . . . . . . . . . 46

3.5 Vergleich der Ergebnisse der Hirnmetastasen mit den Ergebnissen
der Primärtumore . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47

3.6 Korrelation chromosomaler Aberrationen mit dem rezidivfreien Über-
leben . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48

4 Diskussion 51
4.1 Kritische Betrachtung der Komparativen Genomischen Hybridisierung 52
4.2 Kritische Betrachtung der manuellen Auswertung der CGH-Ergebnisse 53
4.3 Kritische Betrachtung der Ergebnisse . . . . . . . . . . . . . . . . . 54

4.3.1 Interpretation der Ergebnisse mit unterschiedlicher Auflösung 58



Inhaltsverzeichnis iii

4.4 Kritische Betrachtung der chromosomalen Veränderungen auf 18q,
9q34 und 17q und deren Einfluss auf das rezidivfreie Überleben . . 59
4.4.1 Chromosom 18q . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59
4.4.2 Chromosom 9q34 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
4.4.3 Chromosom 17q . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61

4.5 Ausblick . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 63

5 Zusammenfassung 65

6 Literaturverzeichnis 68

7 Abbildungsverzeichnis 85

8 Tabellenverzeichnis 86

A Anhang 88
A.1 Ergebnisse der statistischen Auswertung nach Chromosomenarmen . 89
A.2 Ergebnisse der statistischen Auswertung nach Chromosomenbanden 91
A.3 CGH-Ergebnisse der untersuchten Hirnmetastasen . . . . . . . . . . 99
A.4 CGH-Ergebnisse der verwendeten Primärtumore . . . . . . . . . . . 105



1

Abkürzungsverzeichnis

A Adenin

abl Abelson

Agarose-LE Agarose-low electroendosmosis

Aqua bidest. Aqua bidestillata

bcl-2 B-cell lymphoma 2

bp Basenpaare

CCD Charge-coupled Device

CGH Comparative Genomic Hybridization,
Komparative Genomische Hybridisierung

DAPI 4,6-Diamidino-2-phenylindol

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytidintriphosphat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

dim diminished

DNA Deoxyribonucleic Acid

DNAse I Desoxyribonuklease I

DNS Desoxyribonukleinsäure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

dTTP Desoxythymidintriphosphat

dUTP Desoxyuridintriphosphat



Inhaltsverzeichnis 2

EcoRI Escherichia coli RI

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

EGFR epidermal growth factor receptor

enh enhanced

FDR false discovery rate

FITC Fluoresceinisothiocyanat

Fluorescein Avidin DCS Fluorescein Avidin D cell sorting

HER2/neu human epidermal growth factor receptor 2

HCl Salzsäure (Chlorwasserstoff)

ISCN International System for Human Cytogenetic
Nomenclature

LOH loss of heterocygosity

Mb Megabasen

MEDLINE Medical Literature Analysis and Retrieval
System Online

MeSH Medical Subject Heading

NaCl Kochsalz (Natriumchlorid)

NCBI National Center for Biotechnology Information

NCI National Cancer Institute

NLM United States National Library of Medicine

rev ish Reverse-in-situ-Hybridization

rpm revolutions per minute

SSC Saline Sodium Citrate

T Thymin

TBE Tris/Borat/EDTA

TNM Tumor, Nodes, Metastasis



Inhaltsverzeichnis 3

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TRITC Tetramethylrhodamin-5-(6)-isothiocyanat

UMG Universitätsmedizin Göttingen

UV Ultraviolettstrahlung

VHL von-Hippel-Lindau

WHO World Health Organization



4

1 Einleitung

1.1 Nierenzellkarzinome
Nierenzellkarzinome treten mit einem Anteil von 1,9% aller malignen Tumore und
weltweit 208.000 Neuerkrankungen relativ selten auf (Parkin et al., 2005). Die
jährliche Neuerkrankungsrate maligner Erkrankungen der Niere in Deutschland
wird für Männer auf 21,4 und für Frauen auf 9,9 Fälle pro 100.000 für den Zeitraum
2004 geschätzt. Zwischen 1980 und 2004 konnte ein deutlicher Anstieg der Inzidenz
für beide Geschlechter in Deutschland verzeichnet werden, bei Männern hat sich
die Inzidenz in diesem Zeitraum fast verdoppelt (Batzler et al., 2008). Seit 1990
ist die Mortalität bei beiden Geschlechtern rückläufig, für Männer liegt sie bei
8,1 und für Frauen bei 3,3 Fällen pro 100.000 (Batzler et al., 2008). Ab dem 55.
Lebensjahr kommt es bei beiden Geschlechtern zu einem deutlichen Anstieg der
Inzidenz sowie der Mortalität (Batzler et al., 2008). Für Deutschland wird die jähr-
liche Neuerkrankungsrate auf 10.750 Neuerkrankungen bei Männern und 6.500 bei
Frauen geschätzt (Batzler et al., 2008). In 2004 starben in Deutschland 4.140 Män-
ner und 1.987 Frauen an einer malignen Erkrankung der Niere (Batzler et al., 2008).

Nierenzellkarzinome können sporadisch sowie als hereditäre Form auftreten. Die
häufigste hereditäre Form ist assoziiert mit dem von-Hippel-Lindau-Syndrom (VHL-
Syndrom), bei dem es vor allem zur Entstehung klarzelliger Nierenzellkarzinome
kommt (Lamiell et al., 1989). Diese treten aufgrund der vorliegenden Keimbahnmu-
tation gehäuft bilateral und multizentrisch auf. Das Patientenalter zum Zeitpunkt
der Diagnose ist daher deutlich niedriger als bei sporadischen Tumorerkrankun-
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gen. Dies lässt sich u.a. mit der two-hit-Theorie1 von Alfred G. Knudson erklären
(Knudson, 1971). In molekularzytogenetischen Untersuchungen von hereditär und
sporadisch aufgetretenen klarzelligen Nierenzellkarzinomen konnte als herausra-
gende Veränderung ein Verlust genetischen Materials durch Translokation oder
Deletion auf dem kurzen Arm jeweils eines Chromosoms 3 (3p) nachgewiesen
werden (Kovacs et al., 1997).

Risikofaktoren für das Auftreten eines Nierenzellkarzinoms sind Tabakabusus,
ein hoher Body-mass-index, vor allem bei Frauen, und Hypertonie (Dhote et al.,
2000; Flaherty et al., 2005; Mellemgaard et al., 1995). Als weitere Risikofaktoren
gelten die Einnahme von Amphetaminen bei Männern sowie die Exposition gegen-
über Schwermetallen und chlorierten Lösungsmitteln (Mellemgaard et al., 1995;
Pesch et al., 2000). Protektive Faktoren für Frauen sind die Einnahme von oralen
Kontrazeptiva und ein moderater Alkoholkonsum. Ein positiver Effekt von Alkohol
bei Männern konnte nicht nachgewiesen werden (Dhote et al., 2000).

Typische Lokalisationen einer möglichen Metastasierung sind nach Wagle und
Scal (1970) die Lunge (43,7%), Knochen (21,5%), Leber (15,2%) und Gehirn
(6,0%). Es zeigte sich außerdem, dass 15,2% der Nierenzellkarzinome lymphogen
metastasieren (Wagle und Scal, 1970).

Nierenzellkarzinome werden heute dank Sonographie, Computertomographie und
Magnetresonanztomographie vermehrt in Frühstadien diagnostiziert. Die Rate von
inzidentell diagnostizierten Nierenzellkarzinomen liegt bei bis zu 40% (Figlin, 1999;
Oberneder et al., 2003). Für die Diagnose von Hirnmetastasen wird zum Einsatz der
Magnetresonanztomographie geraten, da diese die sensitivere Methode gegenüber
der Computertomographie darstellt (Griffin et al., 2007).

1 Diese Theorie besagt, dass bei hereditären Tumorerkrankungen bereits seit Geburt eine für
die Tumorentstehung relevante genetische Veränderung vorliegt und eine zweite im Verlauf
erworben wird. Bei sporadischen Tumorerkrankungen müssen dagegen beide genetischen
Veränderungen im Verlauf erworben werden, damit es zur Entstehung eines Tumors kommt.
Sporadische Tumore treten daher später als hereditäre auf.
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Als Therapie der Wahl gilt die totale Nephrektomie mit Entfernung der umgeben-
den Fettkapsel, der Gerota-Faszie sowie der regionären Lymphknoten (Fischer, 1999;
Foley et al., 1952; Ljungberg et al., 2007). Diese führt zu einer signifikanten Verlän-
gerung der 3-, 5- und 10-Jahresüberlebensrate (Chen et al., 2007). Tumore bis 4 cm
Größe, ein bilateraler Tumorbefall, eine eingeschränkte Nierenfunktion bzw. das
Fehlen der zweiten Niere stellen eine Indikation zur organerhaltenden Operation dar.
Die organerhaltende Therapie erreicht eine 5-Jahresüberlebenswahrscheinlichkeit
von 80-98% (Fischer, 1999).

Die medikamentöse Therapie ist indiziert bei bereits metastasierten Primär-
tumoren als palliative Therapie sowie als adjuvante Therapie nach Resektion
des Primärtumors und bestehenden Risikofaktoren wie Lymphknotenmetastasen
(Fischer, 1999; Ljungberg et al., 2007). Interleukin-2 und Interferon-alpha-2a in
Kombination mit 5-Fluoruracil gelten als wirksame Immunchemotherapie, welche
die bei Nierenzellkarzinomen bekannte Multi-drug-resistence durchbrechen kann
(Fischer, 1999). Eine alleinige Chemotherapie ist bei metastasierten Nierenzellkar-
zinomen nicht empfohlen, dagegen kann eine Immuntherapie in dieser Situation
nützlich sein (Ljungberg et al., 2007).

Zur Abschätzung der Prognose ist die Unterscheidung zwischen inzidentell dia-
gnostizierten und symptomatischen Nierenzellkarzinomen nötig. Sonographisch
diagnostizierte inzidentelle Nierenzellkarzinome sind signifikant kleiner, befinden
sich in einem niedrigeren Tumorstadium, besitzen eine günstigere Differenzierung
und haben seltener Lymphknoten- bzw. Fernmetastasen. Sie haben außerdem eine
signifikant bessere Überlebenszeit (Siemer et al., 2000).

Die Prognose eines Nierenzellkarzinom ist abhängig vom genauen Staging und
Grading des Primärtumors sowie der sarkomatoiden Differenzierung. Staging und
Grading gelten als wichtigste unabhängige Faktoren zur Beurteilung der Prognose
(Ficarra et al., 2002; Gudbjartsson et al., 2005; Moch et al., 2000).

Eine radikale Nephrektomie führt zu einer signifikant verbesserten 3-, 5- und 10-
Jahresüberlebensrate (Chen et al., 2007). Die 5-Jahresüberlebensrate nach totaler
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Nephrektomie klarzelliger Nierenzellkarzinome ist mit 68,9% die niedrigste aller
Nierenzellkarzinomtypen (Cheville et al., 2003). Mit der Diagnose von Fernmeta-
stasen sinkt die 5-Jahresüberlebensrate auf 5-10% und die 10-Jahresüberlebensrate
auf 0-7% (Ficarra et al., 2002).

Als wichtigstes Kriterium für die Einschätzung der Prognose gilt die Länge des
Zeitintervalls zwischen der Diagnose des Primärtumors und dem Auftreten der
Hirnmetastase, da diese als Indikator für die Tumorverdoppelungszeit gilt (Pomer et
al., 1997). Ein die Prognose negativ beeinflussender Faktor ist das Vorliegen von
weiteren Metastasen, wobei Patienten mit Lungenmetastasen eine bessere Prognose
haben als Patienten mit Leber- oder Knochenmetastasen (Maldazys und deKer-
nion, 1986). Die Lokalisation zerebraler Metastasen , supra- bzw. infratentoriell
und cerebral bzw. cerebellär, scheint dagegen keinen Einfluss auf die Prognose zu
haben. Als weitere prognostisch wichtige Faktoren gilt das Alter des Patienten bei
Diagnosestellung (< 50 vs. > 50), die Anzahl der Hirnmetastasen (< 3 vs. > 3),
der Allgemeinzustand des Patienten (Karnofski-Index1 < 70 vs. > 70) sowie das
Vorliegen neurologischer Defizite (Pomer et al., 1997).

Nierenzellkarzinome werden heutzutage nach der WHO2 in zehn histologische
Gruppen unterteilt (Eble 2004):

• Klarzellige Nierenzellkarzinome

• Multilokulär klarzellige Nierenzellkarzinome

• Papilläre Nierenzellkarzinome

• Chromophobe Nierenzellkarzinome

• Karzinome der Sammelrohre

1 Eigentlich Karnofsky performance status scale genannt, ermöglicht die Bewertung der Aktiviät,
Selbstbestimmung und Selbstversorgung von Patienten, 100 = Keine Beschwerden, keine
Zeichen der Krankheit, 70 = Selbstversorgung, normale Aktivität oder Arbeit nicht möglich,
0 = Tod (Karnofsky und Burchenal 1949)

2 World Health Organization
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• Medulläre Nierenzellkarzinome

• Nierenzellkarzinome mit Xp11-Translokation

• mit Neuroblastomen assoziierte Nierenzellkarzinome

• Muzinös tubuläre und Spindelzellkarzinome

• unklassifizierbare Nierenzellkarzinome.

Mit 75% aller Nierenzellkarzinome ist dabei der klarzellige Typ der häufigste
(Lopez-Beltran et al., 2006). Klarzellige Nierenzellkarzinome kommen in 95% der
sporadischen Fälle vor, können aber auch mit familiären Syndromen wie dem VHL1-
Syndrom assoziiert sein. Sie neigen bereits in frühen Stadien zu Gefäßeinbrüchen
und Fernmetastasierungen (Mai et al., 2001).

1.2 Hirnmetastasen
Die genaue Inzidenz von Hirnmetastasen, unabhängig vom Ursprung des Primärtu-
mors, ist unklar. Im Gegensatz zur gleichbleibenden Inzidenz von Primärtumoren
und ihrer sinkenden Mortalität scheint die Inzidenz von Hirnmetastasen anzusteigen
(Gavrilovic und Posner, 2005). Smith et al. (1998) erklären die steigende Inzidenz
von Tumoren im Zentralnervensystem mit einer verbesserten Bildgebung. Eine
adjuvante Chemotherapie verlängert durch gutes systemisches Ansprechen das
Überleben der Patienten und führt bei fehlender Wirksamkeit im Zentralnervensys-
tem zu einer erhöhten Inzidenz von Hirnmetastasen bei diesen Patienten (Bendell et
al., 2003; Paterson et al., 1982).

Das Auftreten von Hirnmetastasen gilt als Terminalstadium in der Behandlung
von Nierenzellkarzinomen. In der Reihenfolge der absoluten Häufigkeiten der Hirn-
metastasierung belegt das Nierenzellkarzinom hinter dem Bronchialkarzinom und
dem Mammakarzinom noch vor den gastrointestinalen Karzinomen den dritten

1 von-Hippel-Lindau
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Platz. Sektionsstatistiken führen das Nierenzellkarzinom hinter dem malignen Me-
lanom mit 11% auf Platz zwei (Pomer et al., 1997). Barnholtz-Sloan et al. (2004)
konnten eine Inzidenz von 6,5% für Hirnmetastasen von Nierenzellkarzinomen
dokumentieren.

Hirnmetastasen von Nierenzellkarzinomen treten solitär und unregelmäßig in
allen Bereichen des Groß- und Kleinhirns auf. Eine bevorzugte Region konnte nicht
gefunden werden (Pomer et al., 1997). In weiteren Studien konnte gezeigt werden,
dass Hirnmetastasen von Nierenzellkarzinomen häufiger bei Männern als bei Frauen
auftreten (Barnholtz-Sloan et al., 2004; Harada et al., 1999).

Das Intervall zwischen Diagnose des Primärtumors und einer Hirnmetastasierung
liegt im Median zwischen 15 Monaten und 5,2 Jahren, wobei einzelne Metastasen
bereits nach einem Monat oder erst 20 Jahre nach Diagnose des Primärtumors
auftreten können (Shuto et al., 2006).

Eine Hirnmetastasierung wird bei den meisten Patienten durch typische Sympto-
me wie Kopfschmerzen, epileptische Anfälle, Lähmungserscheinungen und psychi-
sche Veränderungen, welche durch ein perifokales Ödem und dadurch steigenden
Hirndruck entstehen, symptomatisch (Pomer et al., 1997).

Die chirurgische Therapie von Hirnmetastasen gilt als Therapie der Wahl bei
Patienten mit einer günstigen Prognose und einer solitären Hirnmetastase. Liegt
die Metastase in einem weniger sensitiven Bereich, kann die chirurgische Therapie
unter kurativem Ansatz erfolgen. Patienten in einem palliativen Stadium sollten zur
Verlängerung des symptomfreien Intervalls ebenfalls einer chirurgischen Therapie
unterzogen werden (Pomer et al., 1997). Bei nichtresektablen symptomatischen
Hirnmetastasen sollten Patienten eine stereotaktische Einzelbestrahlung mit an-
schließender Nachbestrahlung erhalten (Ljungberg et al., 2007; Pomer et al., 1997).

Als Methode der Wahl bei Vorliegen multipler zerebraler Metastasen und einer
ungünstigen Gesamtprognose gilt die Ganzhirnbestrahlung (Astner et al., 2008)
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Da das Vorliegen einer Hirnmetastase zu raschem Handeln zwingt, sollte bei
systemischer Metastasierung die Therapie der Hirnmetastase vor der systemischen
Therapie erfolgen (Pomer et al., 1997).

1.3 Chromosomale Aberrationen klarzelliger
Nierenzellkarzinome und deren Metastasen

In einer Metaanalyse von 195 ausschließlich mittels CGH gewonnener Ergebnisse
von Nierenzellkarzinomen zeigten sich in abnehmender Häufigkeit Zugewinne auf
den Chromosomen 7, 5q31, 8q23q24, 20, 17q, 1qter, 3q, 12 und 16 (Baudis, 2007).
Die häufigsten Verluste dieser Metaanalyse fanden sich in abnehmender Häufigkeit
auf den Chromosomen 3p, 14q, 6q, 1p, 9, 8p, 13q, 17p, 18q, 2, 4 und 10 (Baudis,
2007).

Bei sporadisch entstandenen sowie VHL-Syndrom-assoziierten klarzelligen Tu-
moren kommt es zu einem Verlust auf dem kurzen Arm des Chromosoms 3 oder
zu unbalancierten chromosomalen Translokationen (3;5, 3;6, 3;8, 3;11) (Bodmer et
al., 2002; Cohen et al., 1979; Pathak et al., 1982). Dies betrifft den Abschnitt 3p12
bis 3p26, in dem das VHL-Gen lokalisiert ist (3p25.3) (Bodmer et al., 2002). Ein
Verlust im Bereich zwischen 3p14.2 bis 3p25 konnte in 96% hereditärer klarzelliger
Nierenzellkarzinome gefunden werden (Sükösd et al., 2003).

Neben dem häufigsten Verlust auf dem kurzen Arm von Chromosom 3 konnten in
klarzelligen Nierenzellkarzinomen Verluste auf den Chromosomen 9, 10, 14 und ein
Zugewinn auf Chromosom 5 nachgewiesen werden (Gunawan et al., 2001; Junker et
al., 2003).

Publikationen, welche chromosomale Veränderungen von Nierenzellkarzinom-
metastasen zeigen, finden sich äußerst selten. Junker et al. (2003) untersuchten
40 Lungenmetastasen von Nierenzellkarzinomen mittels CGH1 und fanden als

1 Comparative Genomic Hybridization, Komparative Genomische Hybridisierung
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häufigste Veränderungen Verluste auf den Chromosomen 3p, 8p, 9/9q, 14 und 18q
sowie Zugewinne auf den Chromosomen 5/5q, 7 und 12 (Junker et al., 2003).

In einer Studie über Knochenmetastasen von Nierenzellkarzinomen untersuch-
ten Junker et al. (2004) 31 Metastasen und fanden als häufigste Veränderungen
Verluste auf den Chromosomen 3p, 6, 8p, 9, 14q und 18 sowie Zugewinne auf den
Chromosomen 5, 8q und 17.

Die Untersuchung von Metastasen unterschiedlicher Lokalisation zeigte die häu-
figsten Zugewinne auf den Chromosomen 1, 5, 16, 17, 19, 20 und 22. Die häufigsten
Verluste fanden sich auf den Chromosomen 3, 9, 14 und Y (Gronwald et al., 1997).

Bissig et al. (1999) untersuchten 32 Metastasen unterschiedlichster Lokalisationen
und fanden als häufigste Veränderungen Verluste auf den Chromosomen 3p, 4q, 6q,
8p, und 9p. Die häufigsten Zugewinne fanden sich auf den Chromosomen 17q und
Xq.

1.4 Chromosomale Aberrationen von Hirnmetastasen
Publikationen, welche große Fallzahlen mittels CGH untersuchten, fanden sich äu-
ßerst selten. Petersen et al. (2000) untersuchten 40 Hirnmetastasen solider Tumore
und fanden dabei als häufigste Veränderungen Zugewinne auf den Chromosomen
8q24, 17q24q25, 20q13, 1q23 und 7p12. Die meisten Verluste fanden sich auf
den Chromosomen 4q26, 4q22, 5q21, 9q21, 17p12, 4q32q34, 10q21, 10q23q24 und
18q21q22 (Petersen et al., 2000).

Publikationen, welche Hirnmetastasen von klarzelligen Nierenzellkarzinomen
mittels CGH untersuchten, konnten bis zum Abschluss dieser Dissertation nicht
gefunden werden. Petersen et al. (2000) untersuchten 4 Hirnmetastasen von Tumoren
der Niere und fanden dabei als häufigste Veränderungen Verluste auf 3p und 14q
sowie Zugewinne auf 5q (Petersen et al., 2000).
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1.5 Einfluss chromosomaler Aberrationen klarzelliger
Nierenzellkarzinome auf den klinischen Verlauf

Eine Korrelation von chromosomalen Veränderungen und klinischen Daten wurde
2001 von Gunawan et al. publiziert. Dabei konnte gezeigt werden, dass der Zugewinn
in der Region 5q31qter für eine signifikant bessere Prognose und bei fortgeschritte-
nen Nierenzellkarzinomen für eine längere Überlebenszeit spricht. Dagegen scheint
ein Verlust auf Chromosom 9 bzw. dem kurzen Arm dieses Chromosoms, 9p, für
eine frühzeitige Metastasierung zu sprechen (Gunawan et al., 2001; Junker et al.,
2009).

Brunelli et al. (2008) konnten zeigen, dass ein Verlust im Bereich 9p zu einer
Abnahme der 5-Jahresüberlebensrate von 88% bei Patienten ohne Verlust auf 43%
bei Patienten mit Verlust führt (Brunelli et al., 2008).

1.6 Transformation normaler Zellen in maligne Tumore
Die Tumorentstehung im Menschen ist bedingt durch eine Abfolge genetischer Ab-
errationen, welche eine fortschreitende Transformation einer normalen Zelle in eine
hochmaligne Form bewirkt. Das Konzept der schrittweisen Tumorprogression wurde
erstmals von Foulds untersucht (Foulds, 1954). Ein Modell der Tumorprogression
basierend auf genetischer Instabilität und klonaler Selektion wurde von Nowell 1976
vorgestellt (Nowell, 1976). Bei genetischer Instabilität handelt es sich größtenteils
um chromosomale Instabilität, welche zu massiven chromosomalen Veränderun-
gen während des Zellzyklus führt (Michor, 2005). Nach Renan (1993) benötigen
menschliche Tumore zur Transformation einer normalen zu einer malignen Zelle
vier bis sieben stochastische Ereignisse (Renan, 1993). Dabei entstehen Tumore
aus einem monoklonalen Ursprung (Fearon et al., 1987; Korczak et al., 1988).
Während der Transformation einer normalen menschlichen Zelle in eine maligne
Tumorzelle unterliegt diese dem evolutionären Wettbewerb zwischen Tumorzellen
und normalen Zellen sowie zwischen Tumorzellen untereinander (Gatenby, 1995;
Hanahan und Weinberg, 2000). Es kommt zu einem kompetitiven Wettbewerb um
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lokal verfügbare Ressourcen (Gatenby, 1991).

Nach Hanahan und Weinberg (2000) sind für die Tumorentstehung sechs wesent-
liche Veränderungen nötig, welche zu einem malignen Wachstum führen. Diese sind
(Hanahan und Weinberg, 2000):

• Unabhängigkeit von Wachstumsfaktoren

• Resistenz gegenüber das Wachstum inhibierenden Signalen

• Umgehung des programmierten Zelltodes, der Apoptose

• uneingeschränkte Teilungsfähigkeit

• dauerhafte Angiogenese

• die Fähigkeit der Gewebeinfiltration und Metastasierung.

1.7 Komparative genomische Hybridisierung
Die von Kallioniemi A et al. (1992) und du Manoir et al. (1993) beschriebene
komparative genomische Hybridisierung (CGH) ermöglicht einen umfassenden
Überblick über chromosomale Verluste und Zugewinne des gesamten Genoms eines
Tumors (du Manoir et al., 1993; Kallioniemi A et al., 1992). Es werden dazu mit
Fluoreszenzfarbstoffen markierte Tumor-DNS1 sowie Referenz-DNS aus gesundem
Normalgewebe auf menschliche Metaphasenchromosomen männlicher Spender hy-
bridisiert. Dabei hybridisieren Tumor-DNS sowie Referenz-DNS komparativ an
die jeweilige homologe Region der Metaphasenchromosomen. Zusätzlich werden
die Metaphasenchromosomen mit Diamidinophenylindol (DAPI2) gefärbt. Dies
führt zur Darstellung des typischen G-Banden-Musters, welches für die eindeutige
Identifikation der Chromosomen nötig ist. Mit Hilfe eines Fluoreszenz-Mikroskops,
einer CCD3-Kamera und spezieller Software lassen sich die einzelnen Chromosomen

1 Desoxyribonukleinsäure
2 4,6-Diamidino-2-phenylindol
3 Charge-coupled Device
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eindeutig erkennen und analysieren. Das Verhältnis zwischen den unterschiedlich
fluoreszierenden Anteilen entlang der Chromosomenachse repräsentiert Verluste
bzw. Zugewinne genetischen Materials im Tumor (du Manoir et al., 1993, 1995;
Kallioniemi A et al., 1992; Weiss et al., 1999). Die CGH erreicht eine Auflösung
von 10-20 Megabasen (Mb1) (Kallioniemi OP et al., 1994).

1.8 Zielsetzung dieser Dissertation
Als Terminalstadium im Verlauf von Nierenzellkarzinomen gilt das Auftreten von
Hirnmetastasen, was zu einer deutlich schlechteren Prognose dieser Patienten führt
(Pomer et al., 1997; Wronski et al., 1996).

Ziel dieser Arbeit ist es, chromosomale Aberrationen in Hirnmetastasen von
klarzelligen Nierenzellkarzinomen mittels CGH erstmals zu quantifizieren und ein
für diesen Typ von Hirnmetastasen spezifisches Muster zu finden.

Ein Vergleich der CGH-Ergebnisse der Hirnmetastase mit CGH-Ergebnissen des
korrespondierenden Primärtumors würde hirnmetastasenspezifische Veränderungen
nur schlecht oder nicht detektieren, da eine direkte klonale Beziehung zwischen
Primärtumor und Hirnmetastase bestünde. Daher soll in dieser Dissertation ver-
sucht werden, CGH-Ergebnisse von Hirnmetastasen mit CGH-Ergebnissen von
klarzelligen Nierenzellkarzinomen unterschiedlicher Kollektive zu vergleichen. Es be-
stünde also keine direkte klonale Abhängigkeit zwischen diesen beiden Gruppen. So
kann vermutet werden, dass die auf diese Art und Weise gefundenen Unterschiede
zwischen beiden Gruppen ein für Hirnmetastasen klarzelliger Nierenzellkarzinome
typisches Muster widerspiegeln werden.

Durch Korrelation von CGH-Ergebnissen der Hirnmetastasen und dem Intervall
zwischen Erstdiagnose und Diagnose einer Hirnmetastase soll versucht werden,
prognostisch bedeutsame chromosomale Aberrationen zu finden.

1 Megabasen
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv
Das in dieser Dissertation untersuchte Kollektiv bestand aus 181 in Paraffin ein-
gebetteten und asservierten Gewebeproben, die im Rahmen diagnostischer und
therapeutischer Zwecke gewonnen wurden und für evtl. weiterführende diagnosti-
sche Zusatzuntersuchungen im Zentrum Pathologie zentral asserviert wurden. Es
wurde ausschließlich Untersuchungsmaterial eingesetzt, welches unabhängig von
der Studie im Rahmen medizinisch indizierter diagnostischer und therapeutischer
Maßnahmen gewonnen wurde. Es wurden keine weiteren Eingriffe am Menschen für
die geplanten Untersuchungen durchgeführt und es wurde kein zusätzliches Körper-
material entfernt. Die Patientendaten waren im Labor nicht bekannt. Die Proben
wurden im Labor anonymisiert behandelt, eine Re-Identifizierung der betroffenen
Patienten war somit nicht möglich. Für die statistische Auswertung lagen folglich
ausschließlich pseudonymisierte Patientendaten vor.
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2.2 Material
Geräte

Tabelle 2.1: verwendete Geräte
Geräte Hersteller Firmensitz
Anregungsfilter DAPI Genetix New Milton, Großbritannien
Anregungsfilter FITC Genetix New Milton, Großbritannien
Anregungsfilter TRITC/TxRed Genetix New Milton, Großbritannien
BioPhotometer Eppendorf Hamburg
Brutschrank Memmert Schwabach
CCD-Kamera Photometrics SENSYS München
Elektrophoresekammer BlueMarine
100

Serva Electrophoresis Heidelberg

Feinwaage BL 1500S Sartorius Göttingen
Hybridisierungskammer HYBrite Vysis Downers Grove, USA
Magnetrührer MR 3001 Heidolph Instruments Schwabach
Mikroskop Axioskop 40 FL Carl Zeiss Jena
Mikrotom HM 400 Microm Volketswil, Schweiz
Objektiv Plan-Neofluar 10x/0,30 Carl Zeiss Jena
Objektiv Plan-Neofluar 63x/1,25 Oil Carl Zeiss Jena
pH-Meter CG820 Schott Geräte Mainz
Pipetten Eppendorf Hamburg
Polaroid-Kamera MP4+ ICS Polaroid Dreieich-Sprendlingen
Power Mac G3 Apple Cupertino, USA
Power Mac G5 Apple Cupertino, USA
Thermomixer comfort Eppendorf Hamburg
UV-Transluminator FLX 20.M Vilber Lourmat Eberhardzell
Vortex-Genie 2 Scientific Industries Bohemia, USA
Zentrifuge Centrifuge 5417R Eppendorf Hamburg
Zentrifuge Concentrator 5301 Eppendorf Hamburg
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Chemikalien und Biochemikalien

Tabelle 2.2: verwendete Chemikalien und Biochemikalien
Chemikalien Hersteller Firmensitz
6X Loading-Dye-Solution Fermentas St. Leon-Rot
Actinomycin-D-Mannitol Sigma-Aldrich Hamburg
Agarose-LE Biozym Hessisch Oldendorf
Albumin-Fraktion V Merck Darmstadt
Aqua ad iniectabilia Fresenius Kabi Bad Homburg
Aqua bidest. UMG Göttingen
Borsäure Merck Darmstadt
DAPI Sigma-Aldrich Hamburg
Dextransulfat Merck Darmstadt
DNS-Puffer Fermentas St. Leon-Rot
EDTA Serva Electrophoresis Heidelberg
Ethanol 100% Sigma-Aldrich Hamburg
Ethanol 70% Sigma-Aldrich Hamburg
Ethanol 85% Sigma-Aldrich Hamburg
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Steinheim
Formamid Sigma-Aldrich Hamburg
Na2HPO4 Merck Darmstadt
NaH2PO4 Merck Darmstadt
Natriumacetat Merck Darmstadt
Natriumchlorid Merck Darmstadt
Polysorbat 20 Sigma-Aldrich Hamburg
Resin Bio-Rad München
Salzsäure 1molar Merck Darmstadt
Salzsäure 37% Merck Darmstadt
Salzsäure 5molar Merck Darmstadt
tri-Natriumcitratdihydrat Merck Darmstadt
Tris1 Merck Darmstadt
Tris2-HCl3 Merck Darmstadt
Vectashield Mounting Medium Vector Laboratories Burlingame, USA
Xylol Carl Roth Karlsruhe
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Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.3: verwendete Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterialien Hersteller Firmensitz
Deckgläser Menzel-Gläser Braunschweig
Fixogum Marabu Tamm
Küvetten Eppendorf Hamburg
Objektträger Menzel-Gläser Braunschweig
Pipettenspitzen Sarstedt Nümbrecht
Reagiergefäße 1,5ml Sarstedt Nümbrecht

Isolierungssysteme

Tabelle 2.4: verwendete Isolierungssysteme
Isolierungssysteme Hersteller Firmensitz
QiAmp DNA1 Mini Kit Qiagen Hilden

Molekulare Standards

Tabelle 2.5: verwendete Molekulare Standards
Molekulare Standards Hersteller Firmensitz
Lambda-DNA/EcoRI2 Marker Fermentas St. Leon-Rot
pUC19 DNA/MspI (HpaII) Marker Fermentas St. Leon-Rot

Nukleotide und DNS-Präparate

Tabelle 2.6: verwendete Nukleotide und DNS-Präparate
Nukleotide und DNS-Präparate Hersteller Firmensitz
Biotin-16-dUTP3 Roche Penzberg
COT Human DNA Roche Penzberg
Digoxigenin-11-dUTP4 Roche Penzberg
Sequencing Grade dNTP5 Set Amersham Biosciences Piscataway, USA
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Fluoreszenzfarbstoff-Konjugate

Tabelle 2.7: verwendete Fluoreszenzfarbstoff-Konjugate
Fluoreszenzfarbstoff-Konjugate Hersteller Firmensitz
Anti-Digoxigenin-Rhodamin Roche Penzberg
Fluorescein Avidin DCS1 Vector Laboratories Burlingame, USA

Enzyme

Tabelle 2.8: verwendete Enzyme
Enzyme Hersteller Firmensitz
DNA-Polymerase I, E.coli Fermentas St. Leon-Rot
DNAse I2 Roche Mannheim
Pepsin Sigma-Aldrich Hamburg
Proteinase K Roche Mannheim

Metaphasenpräparate

Tabelle 2.9: verwendete Metaphasenpräparate
Metaphasenpräparate Hersteller Firmensitz
CGH Metaphase Target Slides Abbott Molecular Wiesbaden

CGH-Auswertungssoftware

Tabelle 2.10: verwendete CGH-Auswertungssoftware
Software Hersteller Firmensitz
Quips Karyotyping/CGH Software Vysis Downers Grove, USA

Referenzgewebe für die Komparative Genomische Hybridisierung

Als Referenzgewebe für die Gewinnung der Referenz-DNS diente Lebergewebe.
Lebergewebe eignet sich besonders gut als Referenzgewebe, da es aufgrund einer
hohen Zelldichte viel DNS enthält.
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2.3 Methoden
Alle Puffer und Lösungen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit Aqua bidest.1

angesetzt.

2.3.1 Komparative Genomische Hybridisierung

Die Qualität der erstmals von Kallioniemi A et al. (1992) und von du Manoir et
al. (1993) beschriebene Komparative Genomische Hybridisierung ist abhängig von
verschiedenen Faktoren (Kallioniemi OP et al., 1994). Ist die zu untersuchende
Tumor-DNS verunreinigt oder liegt zu wenig Tumor-DNS vor, so kann dies zu falsch
positiven oder falsch negativen Ergebnissen führen. Die bei der Nicktranslation
entstehenden DNS-Fragmente sollten eine Länge von 600 bis 2000 Basenpaare (bp2)
besitzen. Für die Markierung der Tumor- bzw. Referenz-DNS haben sich Biotin
bzw. Digoxigenin markierte Nukleotide als besonders geeignet erwiesen (Brigati et
al., 1983; Komminoth, 1992). Die Zugabe von Cot-1-DNS3zu dem DNS-Gemisch
verhindert die Bindung repetitiver Sequenzen der zu untersuchenden DNS an
perizentromerische sowie an heterochromatinhaltige Regionen der Metaphasenchro-
mosomen während der Hybridisierung (Landegent et al., 1987). Die Detektion der
DNS erfolgt indirekt durch Zugabe des grünfluoreszierenden FITC4-Avidin und des
rotfluoreszierenden Antidigoxigeninrhodamin. FITC-Avidin bindet dabei an Biotin
und Antidigoxigeninrhodamin an Digoxigenin (Brigati et al., 1983; Komminoth,
1992). Die Metaphasenchromosomen werden mit blaufluoreszierendem DAPI, wel-
ches an A5-T6-reiche Regionen bindet, und Actinomycin-D-Mannitol gefärbt und
erhalten so das charakteristische G-Bandenmuster (Schweizer, 1976 a,b; Schweizer
und Nagl, 1976). Die einzelnen Metaphasen werden mittels Fluoreszenzmikroskop,
spezieller Filter und einer CCD-Kamera aufgenommen. Die Aufarbeitung und

1 Aqua bidestillata
2 Basenpaare
3 Aufgereinigte humane DNS mit einer Länge von ca. 400 bp, welche zunächst durch Hitze

denaturiert und dann in 0.3M NaCl bei 65℃ renaturiert wurde. Diese besitzt x mol Nukleotide
pro Liter für t Sekunden, wobei xt = 1.0 ist (frei überserzt aus Strachan und Read (1999)).

4 Fluoresceinisothiocyanat
5 Adenin
6 Thymin
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Auswertung der Metaphasen erfolgt mit Hilfe spezieller Software am Computer.
Die Qualität der Hybridisierung ist der bestimmende Faktor für die Auswertbarkeit
der Ergebnisse. Die Metaphasen müssen daher bestimmten Kriterien gerecht werden.
Sie müssen eine gleichmäßige hochintense Hybridisierung besitzen. Die Färbung des
Schwesterchromatins eines Chromosoms, die Färbung der homologen Chromosomen
einer Metaphase sowie die Färbung gleicher Chromosomen in unterschiedlichen Me-
taphasen müssen gleich sein. Die Bindung markierter DNS an die Zentromerregion
sowie an heterochromatinreiche Regionen sollte gering sein. Des Weiteren sollten
die Metaphasen eine geringe Hintergrundfärbung besitzen. Die verwendeten Meta-
phasenpräparate sollten möglichst wenig überlappende Chromosomen beinhalten.
Chromosomen, welche eine zu kurze bzw. zu lange Achse besitzen, sollten aus der
Analyse ausgeschlossen werden (Kallioniemi OP et al., 1994).

Abbildung 2.1: Schema der CGH aus Houldsworth und Chaganti (1994), S. 1255
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2.3.2 Agarose-Gelelektrophorese von DNS

Mit Hilfe der von Thorne (1963) erstmals beschriebenen Agarose-Gelelektrophorese
lassen sich DNS-Fragmente elektrophoretisch trennen (Thorne, 1963, 1966). Die
Wanderungsgeschwindigkeit der DNS-Fragmente ist dabei umgekehrt proportional
zum Logarithmus ihres Molekulargewichts (Helling et al., 1974). Mittels Ethidi-
umbromid werden die DNS-Fragmente gefärbt und so unter UV1-Licht sichtbar
gemacht (Sharp et al., 1973). Die Bestimmung der DNS-Fragmentlänge erfolgt
durch Vergleich mit DNS-Längenstandards.

2.3.3 Durchführung der Agarose-Gelelektrophorese

Tabelle 2.11: Zusammensetzung des TBE2-Puffers
TBE-Puffer 1000ml
Tris 89mmol/l 10,78 g
Borsäure 89mmol/l 5,5 g
EDTA3 2mmol/l 0,58 g

Tabelle 2.12: Zusammensetzung des Probenpuffers
Probenpuffer 6X Loading Dye Solution
Tris-HCl 10mmol/l
Bromphenolblau 0,03%
Xylencyanol FF 0,03%
Glycerol 60%
EDTA 60mmol/l

Tabelle 2.13: Zusammensetzung der Ethidiumbromid-Lösung
Ethidiumbromid-Lösung 10ml
Ethidiumbromid 1mg/l 10mg

1 Ultraviolettstrahlung
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Tabelle 2.14: Zusammensetzung des Gelansatzes
Gelansatz 100ml
Agarose-LE1 1,5% (w/v) 1,5 g

ad 100ml TBE-Puffer
Die Lösung wurde zusätzlich mit 15 µl Ethidiumbromid-Lösung versetzt.

Tabelle 2.15: Zusammensetzung des Laufpuffers
Laufpuffer
TBE 100ml
Die Lösung wurde mit 15 µl Ethidiumbromid-Lösung versetzt.

In die Taschen des Agarosegels wurden 5 µl der zu analysierenden DNS zusammen
mit 3 µl Probenpufffer pipettiert. Zur Bestimmung der Länge der DNS-Fragmente
wurden 1,5 µl des Längenstandards zusammen mit 3 µl Probenpufffer und 5 µl ste-
rilem Wasser pipettiert. Als Längenstandard nach der DNS-Isolierung diente der
Lambda-DNA/EcoRI Marker mit Fragmentlängen von 21.226, 7421, 5804, 5643,
4878 und 3530 Basenpaaren. Als Längenstandard nach der Nick-Translation diente
der pUC19 DNA/MspI (HpaII) Marker mit Fragmentlängen von 501, 489, 404,
331, 242, 190, 147, 111, 110, 67, 34, 34 und 26 Basenpaaren. Die Auftrennung nach
Fragmentlängen erfolgte in einer mit Laufpuffer gefüllten Elektrophoresekammer
bei 80V für 45 Minuten. Das Agarosegel sowie der Laufpuffer wurden mit dem inter-
kalierenden DNS-Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid versetzt. Nach erfolgreicher
Elektrophorese wurden die DNS-Fragmente mit Hilfe eines UV-Transluminators
dargestellt und fotografiert.

2.3.4 Photometrische DNS-Konzentrationsbestimmung

Die Photometrie diente der Gewährleistung einer gleichbleibenden DNS-Konzentration
der einzelnen DNS-Proben von Referenz- und Tumor-DNS nach erfolgter Gelelek-
trophorese.
Zur photometrischen DNS-Konzentrationsbestimmung der doppelsträngigen DNS
wurden 5 µl DNS zu 95 µl Aqua ad iniectabilia gegeben. Die photometrische Mes-
sung erfolgte bei 260 nm. Dabei gilt
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E = −lg(T ),

wobei E für Extinktion und T für Transmission steht. Mit Hilfe des Lambert-
Beer’schen Gesetz lässt sich aus

∆E = εmol · c · d

die Konzentration einer Lösung berechnen. Dabei steht ∆E für die Extinktions-
differenz, εmol ist der molare Extinktionskoeffizient in L · mol-1 · cm-1, c die
Konzentration der Verbindung in mol/l und d die Schichtdicke der Küvette in cm.
Die DNS-Konzentration wurde in µg/ml angegeben. Die Reinheit der DNS-Lösung
wurde mittels photometrischer Messung des Verhältnisses von Salzkonzentration
zu DNS-Konzentration bestimmt. Dazu wurde die Probe bei 230 nm und 260 nm
gemessen und das Verhältnis aus beiden Extinktionen berechnet. Wird die DNS-
Konzentration bei neutralem oder leicht basischem pH gemessen, so entspricht
ein Extinktionskoeffizient von 1,0 einer Konzentration doppelsträngiger DNS von
50 µg/ml. Um die Reinheit der DNS zu bestimmen, wurde die Probe bei 260 nm
und 280 nm gemessen (Glasel, 1995; Wilfinger et al., 1997). Als Zielwert galt dabei
ein Wert von 2,0.

2.3.5 Gewinnung genomischer Tumor-DNS aus Paraffinblöcken

Eine aus formalinfixiertem und in Paraffin eingebettetem Gewebe gewonnene DNS
ist häufig nicht intakt und liegt unterschiedlich stark fragmeniert vor (Goelz et
al., 1985). Trotzdem ist eine Analyse mittels CGH möglich (Isola et al., 1994;
Speicher et al., 1993).

Tabelle 2.16: Zusammensetzung des DNS-Isolierungspuffers
DNS-Isolierungspuffer 1000ml
Tris-HCl 50mmol/l 7,88 g
EDTA 1mmol/l 0,37 g
Polysorbat 20 0,5% (v/v) 5ml
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Tabelle 2.17: Anforderung an Schnittdicke und Anzahl der Schnitte
Schnittdicke Anzahl der Schnitte
10 µm 10-20

Für die Gewinnung der Tumor-DNS aus Paraffinblöcken wurden mit Hilfe des
Mikrotoms jeweils 10 bis 20 Schnitte mit einer Stärke von 10 µm angefertigt. Um
die Tumorzellen aus den Paraffinschnitten zu gewinnen erfolgte zunächst eine
zweimalige je 10 minütige Inkubation der Schnitte in 1000 µl Xylol gefolgt von
einer zweimaligen je 10 minütigen Inkubation in 100% Ethanol. Nach jedem
Inkubationsschritt wurde die Lösung zentrifugiert und der Überstand verworfen.
Nachdem die Entparaffinierung abgeschlossen war, wurden die Zellen der Proteinase
K Behandlung unterzogen. Proteinase K führt zur Freisetzung der DNS aus den
Zellen. Hierzu wurde den entparaffinierten Zellen 200 µl DNS-Isolierungspuffer
sowie 40 µl Proteinase K hinzugegeben. Das erhaltene Gemisch wurde bei 55℃ und
850 rpm1 auf dem Thermomixer inkubiert. Anschließend erfolgte die Inaktivierung
der Proteinase K durch eine achtminütige Inkubation bei 95℃. Nach der Inkubation
wurde die DNS-Lösung 10 Minuten mit 13.500 rpm zentrifugiert und der erhaltene
Überstand zur weiteren Verarbeitung abpipettiert.

Aufreinigen der DNS-Proben über QiAmp DNA Mini Kit

Tabelle 2.18: Zusammensetzung des AL-Puffers
AL-Puffer

Guadiniumchlorid 25-50%
Der Puffer lag dem QiAmp DNA Mini Kit bei, der Hersteller macht keine genauen Angaben.

1 revolutions per minute
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Tabelle 2.19: Zusammensetzung des AW1-Puffers
AW1-Puffer

Guadiniumchlorid 50-100%
Der Puffer lag dem QiAmp DNA Mini Kit bei, der Hersteller macht keine genauen Angaben.

Tabelle 2.20: Zusammensetzung des AW2-Puffers
AW2-Puffer

Der Puffer lag dem QiAmp DNA Mini Kit bei, der Hersteller macht keine genauen Angaben.

Tabelle 2.21: Zusammensetzung des AE-Puffers
AE-Puffer

Der Puffer lag dem QiAmp DNA Mini Kit bei, der Hersteller macht keine genauen Angaben.

Die so vorbehandelte DNS-Lösung wurde nun mit Hilfe des QiAmp DNA Mini Kit
der Firma Qiagen aufgereinigt. Dazu wurden 650 µl der erhaltenen DNS-Lösung
mit 200 µl AL-Puffer bei 70℃ und 1400 rpm für 10 Minuten auf dem Thermomixer
gemischt. Anschließend erfolgte eine fünfminütige Inkubation mit 240 µl 100%igem
Ethanol. Dieses Gemisch wurde in Reaktionsgefäßen der Firma Qiagen, welche
spezielle Filter beinhalten, mit 10.000 rpm für zwei Minuten zentrifugiert. Das dabei
gewonnene Filtrat wurde verworfen. Anschließend folgten weitere Aufreinigungen
der DNS unter Zugabe von 500 µl AW1-Puffer gefolgt von einer zweiminütigen
Zentrifugation mit 10.000 rpm und 500 µl AW2-Puffer gefolgt von einer dreiminüti-
gen Zentrifugation mit 14.000 rpm. Das erhaltene Filtrat wurde jeweils verworfen.
Die Filter mit der so aufgereinigten DNS wurden nun auf Reagiergefäße gesetzt.
Durch fünfminütige Inkubation mit 50 µl AE-Puffer und einer anschließenden zwei-
minütigen Zentrifugation mit 10.000 rpm wurde die DNS aus dem Filter gelöst.
Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Man erhielt so ein Endvolumen von 100 µl
aufgereinigter DNS.
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Nun erfolgte die photometrische Bestimmung der DNS-Konzentration sowie die Be-
stimmung der DNS-Fragmentlänge mittels Gelelektrophorese wie oben beschreiben.

2.3.6 Gewinnung genomischer Referenz-DNS

Tabelle 2.22: Zusammensetzung des ATL-Puffers
ATL-Puffer

Der Puffer lag dem QiAmp DNA Mini Kit bei, der Hersteller macht keine genauen Angaben.

Aus dem bei -80℃ gelagerten Lebergewebe wurde ein ca. 5mm3 großes Stück
herausgelöst und zerkleinert. Anschließend wurde das zerkleinerte Gewebe in ein
Reaktionsgefäßgegeben und 360 µl ATL-Puffer sowie 40 µl Proteinase K hinzupipet-
tiert. Danach folgte eine Inkubationsphase auf dem Thermomixer bei 55℃. Nach
der Proteinase K Behandlung erfolgte die weitere Verarbeitung der Referenz-DNS
gemäß den oben beschriebenen Arbeitsschritten für die Tumor-DNS.

Die Länge der einzelnen DNS-Fragmente wurde wie oben beschrieben mittels
Gelelektrophorese bestimmt. Anschließend erfolgte die photometrische Konzentrati-
onsbestimmung der DNS nach den oben beschriebenen Angaben.

2.3.7 Nick-Translation

Die von Rigby et al. (1977) erstmals beschriebene Nick-Translation ist eine Markie-
rungstechnik, bei der unmarkierte DNS durch neu synthetisierte, markierte DNS
ersetzt wird (Rigby et al., 1977). Bei diesem Verfahren werden zunächst durch
die Desoxyribonuklease I im DNS-Doppelstrang Einzelstrangbrüche, sogenannte
„nicks“ (engl. = Kerben), erzeugt. Dabei entsteht ein 3’-Ende in der DNS mit einer
freien Hydroxylgruppe (Ehrlich et al., 1973). Zur Synthese des neuen DNS-Strangs
dient die von Kornberg et al. (1955 a) erstmals beschriebene DNA-Polymerase
I (Kornberg et al., 1955 a,b; Lieberman et al., 1955). Diese entfernt zunächst
mittels ihrer 5’→3’-Exonukleaseaktivität bis zu 10 Nukleotide und ersetzt danach
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als DNS-Polymerase unmarkierte durch markierte Nukleotide (Kelly et al., 1970).

Markierung der DNS

Die Markierung der DNS-Sonden kann mit indirekten Verfahren wie auch mit
direkten Verfahren erfolgen (Komminoth, 1992). Um die DNS-Sonden indirekt zu
markieren werden während der Nick-Translation spezifische an Nukleotide gebun-
dene Markermoleküle in die DNS eingebaut. Als besonders geeignet gelten Biotin
zur Markierung der Tumor-DNS und Digoxigenin zur Markierung der Referenz-
DNS (Brigati et al., 1983; Komminoth, 1992). Nach erfolgreicher Hybridisierung
erfolgt die Färbung der DNS-Sonden mit Hilfe von mit fluoreszierenden Farb-
stoffen markierten Molekülen, welche spezifisch an die Markermoleküle binden
(Kallioniemi OP et al., 1994). Die indirekte Markierung erfolgte mit FITC-Avidin,
welches an Biotin bindet, und dem Antikörper Antidigoxigeninrhodamin, welcher
an Digoxigenin bindet (Brigati et al., 1983; Komminoth, 1992).

Fragmentlänge der DNS

Als optimale Fragmentlänge nach Nicktranslation gelten Längen von 150 bis 650
Basenpaaren. DNS-Sonden mit einer Länge in diesem Bereich führen zu einer
verstärkten Intensität und einheitlicheren Ergebnissen bei der Hybridisierung. Durch
Änderungen der Konzentrationen von DNAse I und DNA-Polymerase sowie der
Reaktionszeit kann die Länge der DNS-Fragmente beeinflusst werden (Kallioniemi
OP et al., 1994).

Durchführung der Nick-Translation

Tabelle 2.23: Zusammensetzung des 10x Reaction Buffers
10x Reaction Buffer

Tris-HCl 500mmol/l
Magnesiumchlorid 100mmol/l
Dithiothreitol 10mmol/l
Der Puffer war der DNA-Polymerase I beigefügt.
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Für die Nick-Translation wurden 3 µg Tumor- bzw. Referenz-DNS in ein Reak-
tionsgefäß, welches auf Eis gelagert wurde, pipettiert. Das benötigte Volumen
der DNS wurde zuvor mit Hilfe der oben beschrieben photometrischen Konzen-
trationsbestimmung errechnet. Zu den 3 µg DNS wurden nun 10 µl 10 x Reaction
Buffer, je 2 µl dATP1, dGTP2, dCTP3, 1 µl dTTP4, 1 µl Desoxyribonuklease, 2 µl
DNA-Polymerase I pipettiert. Der Tumor-DNS wurden 1 µl Biotin-16-dUTP und
der Referenz-DNS 1 µl Digoxigenin-11-dUTP hinzugegeben. Diese Lösung wurde
mit sterilem Wasser auf 100 µl aufgefüllt, gemischt und anschließend zentrifugiert.
Nun erfolgte eine sechzigminütige Inkubation bei 15℃ der Referenz-DNS sowie eine
fünfzigminütige Inkubation bei gleicher Temperatur der Tumor-DNS, da diese auf-
grund der Paraffineinbettung bereits teilweise fragmentiert vorlag. Die Inkubation
wurde anschließend durch Abkühlen auf -20℃ gestoppt und eine Fragmentlängen-
bestimmung der DNS mittels oben beschriebener Gelelektrophorese durchgeführt.
Lagen die DNS-Fragmente im gewünschten Bereich von 150-600 Basenpaaren so
wurden die Desoxyribonuklease sowie der DNA-Polymerase I durch Zugaben von
EDTA inaktiviert. Waren die DNS-Fragmente länger als gefordert, so wurde die
Inkubation für weitere 5 bis 10 Minuten bei 15℃ fortgesetzt. Anschließend folgte
eine erneute DNS-Fragmentlängenbestimmung.

Die bei der Nicktranslation gewonnenen DNS-Sonden der Tumor- bzw. Referenz-
DNS mussten vor der Hybridisierung auf die Metaphasenchromosomen einer Vorbe-
handlung unterzogen werden. Zunächst pipettierten wir zu jeder Probe 5 µl 0,5M
EDTA. Danach wurden jeweils 67 µl der Tumor- sowie der gegengeschlechtlichen
Referenz-DNS, 80 µl Cot-1-DNA und 12 µl Natriumacetat zu 580 µl 100%igem Etha-
nol pipettiert. Dieser Ansatz wurde zunächst gemischt. Anschließend wurde die
DNS bei -80℃ für 30 Minuten gefällt. Nach der Fällung erfolgte die Aufreinigung
der DNS-Sonden durch Zentrifugation bei 4℃ und 14.000 rpm für 45 Minuten.
Der dabei gebildete Überstand wurde verworfen. Nun wurden zu dem erhaltenen
DNS-Pellet 800 µl 70%iges Ethanol hinzugegeben und für 45 Minuten bei 45℃ und

1 Desoxyadenosintriphosphat
2 Desoxyguanosintriphosphat
3 Desoxycytidintriphosphat
4 Desoxythymidintriphosphat
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1400 rpm auf dem Thermomixer inkubiert. Nach dieser Inkubationsphase erfolgte
eine erneute Zentrifugation für 5 Minuten bei 4℃ und 14.000 rpm. Der dabei
entstandene Überstand wurde wiederum verworfen und das DNS-Pellet getrocknet.
Die Denaturierung der so aufgereinigten DNS-Sonden erfolgte durch Zugabe von
6 µl deionisiertem Formamid und einer Inkubation bei 37℃ und 1400 rpm für 60
Minuten auf dem Thermomixer. Danach wurden 7 µl Master-Mix hinzugegeben
und bei 78℃ für 6 Minuten auf dem Thermomixer inkubiert. Anschließend folgte
eine Vorhybridisierung bei 37℃ für 30 Minuten auf dem Thermomixer.

Aufarbeitung der Metaphasen

Tabelle 2.24: Zusammensetzung der Pepsinlösung
Pepsinlösung 100ml
Pepsin 28,57 µl
1M Salzsäure 1ml
Die Lösung wurde in der Hybridisierungskammer auf 37℃ erwärmt.

Tabelle 2.25: Zusammensetzung der Denaturierungslösung
Denaturierungslösung 50ml
20 x SSC1 5ml
NaH2PO4 5ml
Aqua bidest. 5ml
deionisiertes Formamid 35ml
Die Lösung wurde mit 37%iger Salzsäure auf pH 7,0 eingestellt und im Wasserbad auf 69℃
erwärmt.

Bevor die Hybridisierung der DNS-Fragmente auf die Metaphasenpräparate durch-
geführt werden konnte, mussten die Metaphasenpräparate, welche auf einem Ob-
jektträger vorliegen, einer Vorbehandlung und Denaturierung unterzogen werden.
Dazu wurde zunächst das Hybridisierungsfeld, in dem die Metaphasenchromosomen
liegen, mit einem Diamantstift markiert. Anschließend wurden die Objektträger
einer Pepsinbehandlung unterzogen. Dafür wurden die Objektträger für 5 Minuten
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in eine Pepsinlösung gegeben, gefolgt von einer fünfminütigen Inkubation in 2 x
SSC. Diesem Schritt folgte eine Inkubation in einer aufsteigenden Alkoholreihe
mit 70%igem, 85%igem und 100%igem Ethanol, welches eine Temperatur von
-20℃ besaß, für je 5 Minuten. Danach trockneten die Objektträger 30 Minuten
bei Raumtemperatur. Nun erfolgte die Denaturierung der Metaphasen durch eine
zweiminütige Inkubation in der Denaturierungslösung. Anschließend wurden die
Objektträger wiederum in der oben beschriebenen Alkoholreihe für je 5 Minuten
inkubiert. Durch fünfzehnminütiges Trocknen bei Raumtemperatur und anschlie-
ßendem fünfzehnminütigem Vorhybridisieren in der Hybridisierungskammer wurde
die Vorbereitung der Metaphasenpräparate abgeschlossen.

2.3.8 Hybridisierung

Unbehandelte DNS liegt in ihrer natürlichen Form als Doppelstrang vor. Durch
Erhitzen trennt sich dieser Doppelstrang zu zwei Einzelsträngen auf. Dieser Schritt
wird als Denaturierung bezeichnet (Meselson und Stahl, 1958). Durch Abkühlen
kehrt sich dieser Prozess wieder um. Es kommt durch eine mehr oder weniger kom-
plementäre Bindung der DNS-Einzelstränge zur Bildung sog. Hybriden (Doty et
al., 1960; Marmur und Lane, 1960). Es handelt sich also um eine Hybridisierung.
Findet diese Hybridisierung zwischen DNS und Metaphasenchromosomen statt,
bleibt also die Struktur der Chromosomen erhalten, so handelt es sich hierbei um
eine In-situ-Hybridisierung (Pardue und Gall, 1969).

Die Stabiliät der so gebildeten Hybride ist abhängig von äußeren Faktoren wie
dem Gehalt an Salzen (Schildkraut, 1965), dem pH-Wert (Wetmur und Davidson,
1968) sowie der Konzentration von Formamid (Bonner et al., 1967) und Dextran-
sulfat (Wetmur, 1975).

Im menschlichen Genom finden sich repetitive Sequenzen, welche sich untereinan-
der stark ähneln (Schmid und Jelinek, 1982; Singer, 1982). Da die zu untersuchenden
DNS-Sonden wahllos an diese repetitiven Sequenzen binden würden, wäre eine Ana-
lyse somit nicht mehr möglich. Daher wird vor der Hybridisierung der DNS-Sonden
Cot-1-DNA hinzugegeben. Cot-1-DNA bindet besonders an repetitive Sequenzen
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und verhindert so die unspezifische Hybridisierung der DNS-Sonden. Diesen Schritt
nennt man preannealling (Landegent et al., 1987; Lichter et al., 1988; Pinkel et al.,
1988).

Tabelle 2.26: Zusammensetzung der 20 x SSC Lösung zur Hybridisierung
20 x SSC 1000ml
Natriumchlorid 3mol/l 175,5 g
tri-Natriumcitratdihydrat 300mmol/l 88,29 g
Die Lösung wurde mit 37%iger Salzsäure auf pH 7,0 eingestellt.

Vor der Hybridisierung wurden die DNS-Sonden zunächst bei 3500 rpm für 30
Sekunden zentrifugiert. Danach pipettierten wir 13 µl der DNS-Sonden auf das
bereits markierte Hybridisierungsfeld der Metaphasenpräparate. Das Hybridisie-
rungsfeld wurde nun mit einem Deckglas abgedeckt und die Ränder mit Fixogum
verschlossen. Die Hybridisierung erfolgte während einer dreitägigen Inkubation bei
37℃ im Brutschrank.

2.3.9 Detektion

Tabelle 2.27: Zusammensetzung der 20 x SSC Lösung zur Detektion
20 x SSC 1000ml
20 x SSC 1000ml
Die Lösung wurde mit 1molarer Salzsäure auf pH 7,0 eingestellt.

Tabelle 2.28: Zusammensetzung der Waschlösung I
Waschlösung I (Lösung A) 1000ml
Formamide 50% (v/v) 500ml
20 x SSC 10% (v/v) 100ml
Die Lösung wurde mit 5 molarer Salzsäure auf pH 7,0 eingestellt.
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Tabelle 2.29: Zusammensetzung der Waschlösung II
Waschlösung II (Lösung A) 1000ml
20 x SSC 200ml
Polysorbat 20 1ml
Die Lösung wurde mit 1 molarer Salzsäure auf pH 7,0 eingestellt.

Tabelle 2.30: Zusammensetzung der Blockinglösung
Blockinglösung 100 ml
Polysorbat 20 0,1% (v/v) 0,1ml
20 x SSC 5% (v/v) 20ml
Albumin-Fraktion V 3% (w/v) 3 g
Die Lösung wurde mit 1 molarer Salzsäure auf pH 7,0 eingestellt.

Tabelle 2.31: Zusammensetzung der Anti-Digoxigenin-Rhodamin-Lösung
Anti-Digoxigenin-Rhodamin-
Lösung

1ml

Anti-Digoxigenin-Rhodamin 200 µg/ml 200 µg
Die Lösung wurde lichtgeschützt bei 4℃ gelagert.

Tabelle 2.32: Zusammensetzung der Detektionslösung
Detektionslösung 1ml
Polysorbat 20 0,1% (v/v) 0,001ml
20 x SSC 5% (v/v) 0,2ml
Albumin-Fraktion V 1% (w/v) 0,01 g
Anti-Digoxigenin-Rhodamin 15 µl
Fluorescein Avidin DCS 5 µl
Die Lösung wurde lichtgeschützt hergestellt und mit 1 molarer Salzsäure auf pH 7,0 eingestellt.

Tabelle 2.33: Zusammensetzung der DAPI-Lösung
DAPI-Lösung 1ml
Actinomycin-D-Mannitol 50 µl 12,5 µg/ml
DAPI 1 µl 2,5 µg/ml
Vectorshield 1ml 1ml
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Nach der Hybridisierung folgte das Aufbringen der fluoreszierenden Farbstoffe auf
die Metaphasenpräparate. Um gebrauchsfertige Detektionslösung zu erhalten wurde
diese für 10 Minuten bei 37℃ und 1000 rpm auf dem Thermomixer inkubiert und
danach für 3 Minuten bei 8000 rpm zentrifugiert.

Die Metaphasenpräparate wurden für 2 Minuten bei 42℃ in 2 x SSC inkubiert.
Nach diesem Schritt wurde das Fixogum entfernt. Durch dreimaliges je fünfminü-
tiges Waschen der Metaphasenpräparate in Waschlösung I bei 42℃ wurden die
unspezifischen Bindungen der DNS-Fragmente aus dem Hybridisierungsfeld ent-
fernt. Diesem Schritt folgte ein dreimaliges je fünfminütiges Waschen in 2 x SSC bei
42℃. Durch Aufbringen von 300 µl Blockinglösung und dreißigminütiger Inkubation
bei 37℃ im Brutschrank wurde die Hybridisierungsreaktion gestoppt. Nach der
Inkubation im Brutschrank wurden die Metaphasenpräparate mit 2ml Waschlösung
II abgewaschen. Jetzt wurden auf die Metaphasenpräparate 300 µl Detektionslö-
sung pipettiert und für 60 Minuten inkubiert. Danach folgte ein dreimaliger je
fünfminütiger Waschschritt in Waschlösung II bei 42℃. Durch Aufbringen von
25 µl DAPI-Lösung erfolgte die Übersichtsfärbung der Chromosomen. Anschließend
wurden die Metaphasenpräparate mit Deckgläsern abgedeckt.

2.3.10 Digitalisierung der Metaphasenchromosomen

Um eine möglichst große Genauigkeit in der Erfassung der Metaphasenchromosomen
zu gewährleisten wurden Techniken welche Fluoreszenzmikroskope mit digitaler
Bilderfassung kombinieren entwickelt (du Manoir et al., 1995; Lundsteen et al.,
1995; Piper et al., 1995). Hierzu wurden von jeder Metaphase mittels einer an
das Mikroskop angeschlossenen CCD-Kamera bei 880-facher Vergrößerung je 3
monochrome Bilder mit einer 8bit-Farbtiefe angefertigt. Die Metaphasenpräparate
wurden mittels einer Quecksilberdampflampe durchleuchtet. Durch Verwendung
spezifischer Spektralbereiche konnte jeweils einer der fluoreszierenden Farbstoffe,
DAPI, FITC-Avidin oder Anti-Digoxigenin-Rhodamin sichtbar gemacht werden
und jeweils ein monochromes Bild angefertigt werden. Die Intensität der Fluores-
zensfarbstoffe spiegelt das Verhältnis von Tumor-DNS und Referenz-DNS wider. Es
entsteht so ein Profil der Fluoreszensintensität entlang der Chromosomenlängsachse
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(Piper et al., 1995).Von jedem Fall wurden die besten 20 Metaphasen fotografiert
und analysiert.

2.3.11 Auswertung

Am Computer wurde mittels Quips Karyotyping/CGH Software für jede Metaphase
aus den 3 monochromen Bilder ein zusammengesetztes Bild erstellt. Danach wurde
jede Metaphase auf die Qualität der Bilder überprüft und die Chromosomen in
ein Karyogramm eingefügt. Chromosomen, welche den Qualitätskriterien nicht
entsprachen wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Für jeden Fall wurde
aus den einzelnen Karyogrammen ein Summenkaryogramm erstellt. Es konnten
so unerwünschte Effekte minimiert werden, fallspezifische Veränderungen traten
verstärkt zum Vorschein.

Abbildung 2.2: Zusammengesetztes Bild aus 3 monochromen Bildern der jeweili-
gen Fluoreszenzfarbstoffe



2 Material und Methoden 36

2.4 Beschreibung der CGH-Daten
Mittels der Quips Karyotyping/CGH Software konnten für jeden Fall ein CGH-
Profildiagramm erstellt werden, welches Verluste bzw. Zugewinne in Form von
Graphen darstellt. Überschreitet oder unterschreitet das Verhältnis von Tumor-DNS
zu Referenz-DNS einen bestimmten Schwellenwert, so handelt es sich um einen
Zugewinn bzw. Verlust. Die Schwellenwerte für Verluste lagen bei 0,80 bis 0,85, für
Zugewinne bei 1,15 und 1,20. Eine Amplifikation lag vor, wenn Zugewinne über
einem Wert von 1,5 lagen.

2.4.1 Nomenklatur

Die gewonnen Karyogramme entsprachen der Nomenklatur humaner Chromoso-
men für in-situ Hybridisierung des International System for Human Cytogenetic
Nomenclature (ISCN) (Shaffer et al., 2009). Notiert werden CGH-Ergebnisse in der
reverse-in-situ-hybridization-Schreibweise (rev ish). Am Anfang jeder Formel steht

Abbildung 2.3: Mittels Quips Karyotyping/CGH Software erstelltes Summeni-
deogramm
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dabei rev ish gefolgt von dim1 für Verluste und enh2 für Zugewinne. Anhand eines
wie in Abbildung 2.3 zu sehenden Summenideogramms wurden die Ergebnisse der
CGH in einer Expertenkonferenz der Abteilung Gastroenteropathologie in die rev
ish-Schreibweise überführt.

2.4.2 Kritische Bereiche

Von der Bewertung ausgeschlossen wurden chromosomale Aberrationen welche
in den Bereichen 1p32-pter, 13p, 14p, 15p, 19, 21p, 22p, den Zentromeren und
Telomeren sowie in den heterochromatinreichen Abschnitten von 1q, 9q, 16q und
Yq lagen (Kallioniemi OP et al., 1994). Chromosomale Aberrationen, welche sich
auf dem X-Chromosom und Y-Chromosom befanden wurden von der Bewertung
ausgeschlossen, da die Metaphasenchromosomen ausschließlich einen männlichen
Chromosomensatz besaßen, die Proben aber von männlichen und weiblichen Pati-
enten stammten.

2.4.3 Darstellung der CGH-Ergebnisse

Zur grafischen Darstellung der gewonnen Ergebnisse wurde neben der bereits
erwähnten Quips Karyotyping/CGH Software die Analysefunktion der Website der
molekularzytogenetischen Online-Datenbank für Krebserkrankungen, Progenetix,
verwendet (Baudis, 2000; Baudis und Cleary, 2001). Eine Dokumentation sowie
Hinweise zur Nutzung der Website findet sich unter Baudis (2009 a,b).

2.5 Literaturrecherche
Um eine möglichst vollständige Übersicht über CGH-Untersuchungen von klarzelli-
gen Nierenzellkarzinomen und deren Metastasen bzw. Hirnmetatsasen zu erhalten,
wurde am 16.07.2008 eine Online Recherche in MEDLINE3, der Mitelman Da-
tenbank, der Progenetix Datenbank sowie der SKY/M-FISH & CGH-Datenbank

1 diminished
2 enhanced
3 Medical Literature Analysis and Retrieval System Online
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durchgeführt. Die Datenbanken wurden mit folgenden Suchkriterien durchsucht:
„Carcinoma, Renal Cell“ [MeSH1] AND (cgh OR „comparative genomic hybridisa-
tion“ OR „comparative genomic hybridization“.

Ziel dieser Suche war es Publikationen zu finden, welche Einzelfallbeschreibungen
klarzelliger Nierenzellkarzinome und deren mittels CGH gefundenen chromoso-
malen Veränderungen beinhalteten. Diese mussten der unter 2.4.1 beschriebenen
Nomenklatur humaner Chromosomen entsprechen. Auf diese Weise konnten CGH-
Ergebnisse von 189 Primärtumoren des klarzelligen Typs gefunden werden.

MEDLINE

MEDLINE (Medical Literature Analysis and Retrieval System Online) ist eine
bibliografische Datenbank der U.S. National Library of Medicine (NLM). Eine
Besonderheit dieser Datenbank sind die sogenannten Medical Subject Headings
(MeSH), welche einen Thesaurus darstellen, der ein genaues Durchsuchen sämtli-
cher Artikel ermöglicht. Die Suche erfolgte mit Hilfe des Online-Portal PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) (MEDLINE, 2009).

Mitelman-Datenbank

Die Mitelman-Datenbank ist eine Datenbank für chromosomale Aberrationen bei
Krebserkrankungen (http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman) (Mitel-
man et al., 2009).

Progenetix

Progenetix ist eine molekularzytogenetische Online-Datenbank für Krebserkran-
kungen (www.progenetix.net) (Baudis, 2000).

1 Medical Subject Heading

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman
www.progenetix.net
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SKY/M-FISH & CGH

SKY/M-FISH & CGH ist ebenfalls eine molekularzytogenetische Datenbank, die
ein gemeinsames Projekt des National Center for Biotechnology Information (NC-
BI1), welches Teil der United States National Library of Medicine (NLM2) ist,
und dem National Cancer Institute (NCI3), welches dem Gesundheitsministerium
der Vereinigten Staaten von Amerika (United States Department of Health and
Human Services) untersteht (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sky/skyweb.cgi)
(SKY/M-FISH&CGH, 2001).

2.6 Datentransformation
Die Daten der Primärtumore wurden aus der jeweiligen Publikation manuell extra-
hiert und in eine digitale tabellarische Form transformiert, um sie für die weitere
Auswertung nutzen zu können. Die eigenen CGH-Ergebnisse sowie die Ergebnisse
der Primärtumore, welche beide in der rev ish4-Schreibweise vorlagen, wurden
mittels Microsoft Excel für die weitere statistische Auswertung aufgearbeitet.

2.7 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte durch die Abteilung Medizini-
sche Statistik der Georg-August-Universität Göttingen.

Für jede einzelne Bande bzw. jeden Chromosomenarm wurden die Anteile an
Gewinnen, Nicht-Veränderungen und Verluste mit dem χ2−Test auf signifikante
Unterschiede zwischen den Hirnmetastasen und Primärtumoren verglichen. Um zu
vermeiden, dass unter all diesen Tests eine zu große Anzahl an falsch positiven Test-
ergebnissen auftritt - also fälschlicherweise auf signifikante Unterschiede geschlossen
wird - wurden die p-Werte bzgl. der false discovery rate (FDR) adjustiert. Hierzu

1 National Center for Biotechnology Information
2 United States National Library of Medicine
3 National Cancer Institute
4 Reverse-in-situ-Hybridization

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sky/skyweb.cgi
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wurde das Verfahren nach Y. Benjamini und Y. Hochberg angewand (Benjamini
und Hochberg, 1995). Die FDR1 ist der Anteil an falsch positiven Testergebnis-
sen unter allen positiven Testergebnissen. Orientiert man sich an den adjustiert
p-Werten (anstatt an den rohen p-Werten) so ist garantiert, dass der Anteil an
falsch positiven Testergebnissen unter allen positiven Testergebnissen höchstens
gleich α beträgt. Als globales Signifikanzniveau wurde α = 5 % festgelegt.

2.7.1 Graphische Darstellung der gewonnenen Ergebnisse

Die Ergebnisse der statistischen Berechnungen wurden mittels Analysefunktion der
molekularzytogenetischen Datenbank Progenetix in Summenideogramme überführt
(Baudis, 2000).

2.7.2 Korrelation von CGH-Ergebnissen und Intervall bis zum Auftreten
der Hirnmetastase

Bei jeder der 320 Banden wurde gezählt wieviele der 106 Patienten einen Gewinn,
eine Nicht-Veränderung oder einen Verlust aufwiesen. Die Wahrscheinlichkeit keine
Hirnmetastase zu bekommen, in Abhängigkeit von der Zeit nach der Erstdiagnose,
wurde mit den Kaplan-Maier-Schätzer geschätzt. Ob der zeitliche Verlauf dieser
Wahrscheinlichkeiten signifikant verschieden ist wurde mit dem Logrank-Test ge-
testet. Alle resultierenden p-Werte wurden wieder bzgl. der false discovery rate
(FDR) adjustiert, um unter den 320 ausgeführten Tests den Anteil an falsch positi-
ven Testresultaten einzuschränken. Als globales Signifikanzniveau wurde α = 5 %
festgelegt.

1 false discovery rate
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3 Ergebnisse

Die in dieser Arbeit untersuchten Kollektive bestanden aus 189 Primärtumoren,
welche histologisch dem klarzelligen Nierenzellkarzinom zugeordnet werden konnten,
und 181 Hirnmetastasen, welche histologisch als Metastasen klarzelliger Nieren-
zellkarzinome klassifiziert wurden.

Das 189 Primärtumore umfassende Kollektiv wurde wie unter 2.5 beschrieben
zusammengestellt und umfasste ausschließlich CGH-Ergebnisse, welche in der rev
ish-Schreibweise vorlagen.

Das aus 181 Hirnmetastasen bestehende Kollektiv, wurde mittels Komparativer
Genomischer Hybridisierung auf chromosomale Veränderungen hin untersucht und
die dabei gewonnenen Ergebnisse gemäß der rev ish-Schreibweise fallspezifisch
dokumentiert.

Die statistische Auswertung erfolgte wie unter 2.7 beschrieben mit Hilfe der
Medizinischen Statistik der Georg-August-Universität Göttingen. Dabei wurden
die gewonnenen Ergebnisse zum einen auf dem Niveau von Chromosomenbanden
sowie auf dem häufig verwendeten Niveau von Chromosomenarmen ausgewertet.
Es erfolgte außerdem eine Korrelation von chromosomalen Veränderungen der
Hirnmetastasen und dem Intervall zwischen Erstdiagnose und Diagnose einer
Hirnmetastase.

3.1 Klinische Angaben zu den untersuchten Hirnmetastasen
Die hier untersuchten 181 Hirnmetastasen stammten von 132 (73,0 %) männlichen
sowie 49 (27,0 %) weiblichen Patienten. Das Patientenalter bei Diagnose der
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Hirnmetastase lag bei 60,4± 10,4 Jahre (Median 62,0 Jahre). Bei 115 (85,0 %) der
hier untersuchten Hirnmetastasen handelte es sich um singuläre Hirnmetastasen,
bei 21 (15,0 %) bestanden multiple Hirnmetastasen. Die meisten Hirnmetastasen,
101 (70,0 %), lagen supratentoriell, gefolgt von infratentoriell, 24 (17,0 %), und
spinal, 17 (12,0 %), gelegenen Hirnmetastasen. Als häufigstes Tumorstadium der
Primärtumore, welche zu den hier untersuchten Hirnmetastasen führten zeigte sich
ein Tumorstadium T2 (40,0 %), N0 (74,0 %), G2 (71,0 %).

3.2 Tumorstaging und Tumorgrading der untersuchten
Primärtumore

Die hier präsentierten CGH-Ergebnisse beruhen auf der Auswertung von 189
primären Nierenzellkarzinomen des klarzelligen Typs, welche aus verschiedenen
Publikationen zusammengetragen wurden. Das Tumorstadium sowie das Tumor-
grading dieser Primärtumore konnte aufgrund fehlender Angaben nicht von allen
der 189 Tumore dokumentiert werden. Im Durchschnitt zeigte sich als häufigstes
Stadium T1 (46,0 %), N0 (57,0 %), M1 (81,0 %), G2 (55,0 %).
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Tabelle 3.1: Tumorstadium und Tumorgrading der Primärtumore
untersuchte Primärtumore der
Primärtumore untersuchten Hirnmetastasen

T1 46,0 % (52) 13,0 % (7)
T2 12,0 % (14) 40,0 % (22)
T3 15,0 % (8)
T3a 17,0 % (19) 11,0 % (6)
T3b 20,0 % (23) 18,0 % (10)
T4 4,0 % (5) 4,0 % (2)
Tx 76 126
N0 57,0 % (20) 74,0 % (29)
N1 20,0 % (7) 18,0 % (7)
N2 23,0 % (8) 8,0 % (3)
Nx 154 142
M0 46,0 % (17) 0,0 % (0)
M1 81,0 % (30) 100,0 % (181)
Mx 142 0,0 % (0)
G1 10,0 % (12) 12,0 % (6)
G2 55,0 % (69) 71,0 % (36)
G3 32,0 % (40) 14,0 % (7)
G4 4,0 % (5) 2,0 % (2)
Gx 63 130

3.3 Ergebnisse der Primärtumore

3.3.1 Auswertung nach Chromosomenbanden

Die meisten Verluste zeigten sich auf den Banden 3p22, 3p25 und 3p26 mit jeweils
71,4%. Die meisten Zugewinne fanden sich auf den Banden 5q31 mit 40,7%, 5q32
mit 39,7% und 5q33 mit 39,2%. Am häufigsten unverändert waren die Banden
11q11, 11q12 und 11q13 mit jeweils 96,3% (Abbildung 3.1, Tabellen A.2 und A.4
auf S. 91 und 105 im Anhang).
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Abbildung 3.1: Histogramm chromosomaler Veränderungen der 189 Primärtumo-
re nach Chromosomenbanden, erstellt mittels Baudis und Cleary (2001)

3.3.2 Auswertung nach Chromosomenarmen

Die Auswertung auf dem Niveau von Chromosomenarmen zeigt die meisten Verluste
auf dem kurzen Arm von Chromosomen 3 mit 74,6%, dem langen Arm von
Chromosom 14 mit 25,9% und dem kurzen Arm von Chromosom 8 mit 21,2%.
Die häufigsten Zugewinne finden sich auf dem langen Arm von Chromosom 5 mit
42,3%, dem langen Arm von Chromosom 7 mit 23,3% und dem kurzen Arm von
Chromosom 7 mit 18,0% (Abbildung 3.2, Tabellen A.1 und A.4 auf S. 89 und 105
im Anhang).
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Abbildung 3.2: Histogramm chromosomaler Veränderungen der 189 Primärtumo-
re nach Chromosomenarmen, erstellt mittels Baudis und Cleary (2001)

3.4 Ergebnisse der Hirnmetastasen
Die in dieser Arbeit präsentierten Ergebnisse entstammen von 181 Hirnmetastasen
klarzelliger Nierenzellkarzinome. Initial bestand das untersuchte Kollektiv aus
204 Gewebeproben von Hirnmetastasen, von diesen 204 Gewebeproben wurden 23
aufgrund histologischer Typen, welche nicht dem klarzelligen Typ zugeordnet werden
konnten, bzw. Fehlern während der CGH von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

3.4.1 Auswertung nach Chromosomenbanden

Die meisten Verluste im Kollektiv der Hirnmetastasen fanden sich auf den Banden
3p21 mit 77,9% und 3p24, 3p23 und 3p22 mit jeweils 76,8%. Die meisten Zugewinne
fanden sich auf den Banden 5q34, 5q33 und 5q32 mit jeweils 38,7%. Die häufigsten
unveränderten Banden waren 16p11, 16p12 sowie 17q11 und 17q12 mit jeweils
95,6% (Abbildung 3.3, Tabellen A.2 und A.3 auf S. 91 und 99 im Anhang).
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Abbildung 3.3: Histogramm chromosomaler Veränderungen der 181 Hirnmeta-
stasen nach Chromosomenbanden, erstellt mittels Baudis und Cleary (2001)

3.4.2 Auswertung nach Chromosomenarmen

Die Auswertung der CGH-Ergebnisse auf dem Niveau von Chromosomenarmen
zeigt die häufigsten Verluste für den kurzen Arm von Chromosom 3 mit 77,9%, dem
langen Arm von Chromosom 9 mit 46,7% sowie dem kurzen Arm von Chromosom 9
mit 45,3%. Die meisten Zugewinne finden sich auf dem langen Arm von Chromosom
5 mit 40,3%, dem langen Arm von Chromosom 7 mit 32,6% sowie dem kurzen
Arm von Chromosom 7 mit 30,4% (Abbildung 3.4, Tabellen A.1 und A.3 auf S. 89
und 99 im Anhang).
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Abbildung 3.4: Histogramm chromosomaler Veränderungen der 181 Hirnmeta-
stasen nach Chromosomenarmen, erstellt mittels Baudis und Cleary (2001)

3.5 Vergleich der Ergebnisse der Hirnmetastasen mit den
Ergebnissen der Primärtumore

Vergleicht man die Ergebnisse der Hirnmetastasen mit den Ergebnissen der Primär-
tumore so zeigen sich auf dem Niveau der Chromosomenbanden die signifikantesten
Unterschiede im Bereich des kurzen Arms von Chromosom 9. Insgesamt stellen
sich von den 320 Chromosomenbanden 163 als signifikant unterschiedlich zwischen
diesen beiden Gruppen dar. Aufgrund des Adjustierungsverfahren für die p-Werte
besteht für 5% dieser 163, also für ca. 9 Banden, immer noch die Möglichkeit, dass
fälschlicherweise auf einen signifikanten Unterschied geschlossen wurde. Auf dem
Niveau der Chromosomenarme sind von den 48 Chromosomenarmen 45 signifikant
unterschiedlich. Hierbei könnten aufgrund des beschriebenen Adjustierungsverfah-
rens 2 Chromosomen fälschlicherweise als signifikant unterschiedlich gelten.
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Die Abbildung 3.5 zeigt die unterschiedlichen Häufigkeiten chromosomaler Ver-
luste, chromosomaler Zugewinne und chromosomaler Nicht-Veränderungen.

Abbildung 3.5: Vergleichende Dot-blot-Darstellung chromosomaler Veränderun-
gen von Primärtumoren (N) und Hirnmetastasen (H), Verluste (A), konstante
Bereiche (B), Zugewinne (C)

3.6 Korrelation chromosomaler Aberrationen mit dem
rezidivfreien Überleben

Das Intervall zwischen Erstdiagnose und Diagnose der Hirnmetastase konnte von
106 Patienten eruiert werden. Im Durchschnitt lagen zwischen Erstdiagnose und
Diagnose der Hirnmetastase 53,2± 64,1 Monate (Median 24 Monate).
Ein Verlust oder ein Gewinn im Bereich 18q führt im Mittel nach 60 Monaten
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Abbildung 3.6: Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer Hirnmetastase bezogen
auf 18q (A), 9q34 (B) und 17q (C)

(95% KI-Intervall 27 bis 102 Monate) zum Auftreten einer Hirnmetastase, ist dieser
Bereich hingegen unverändert, so tritt eine Hirnmetastase im Mittel bereits nach 17
Monaten (95% KI-Intervall 13 bis 36 Monate) auf (p-Wert 0,024) (Abbildung 3.6).

Ein Verlust im Bereich der Bande 9q34 führt im Mittel nach 59 Monaten (95%
KI-Intervall 28 bis 71 Monate) zum Auftreten einer Hirnmetastase. Kommt es in
diesem Bereich zu keinem Verlust, so tritt eine Hirnmetastase im Mittel bereits nach
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15 Monaten (95% KI-Intervall 12 bis 27 Monate) auf (p-Wert 0,042) (Abbildung
3.6).

Ein Zugewinn im Bereich 17q führt im Mittel innerhalb von 9 Monaten (95%
KI-Intervall 6 bis NA Monate) zum Auftreten einer Hirnmetastase. Ist dieser Be-
reich unverändert, liegen also weder Zugewinne noch Verluste in diesem Bereich
vor, führt dies im Mittel erst nach 27 Monaten (95% KI-Intervall 20 bis 54 Monate)
zum Auftreten einer Hirnmetastase (p-Wert 0,049) (Abbildung 3.6).

Da für alle 3 beschriebenen chromosomalen Veränderungen der p-Wert unter 0,05
liegt, stellen diese Ergebnisse Veränderungen dar, welche das Intervall zwischen
Erstdiagnose eines Nierenzellkarzinoms und dem Auftreten einer Hirnmetastase
signifikant beeinflussen.
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4 Diskussion

Dies ist die erste Arbeit in der die Methode der CGH bei Hirnmetastasen klar-
zelliger Nierenzellkarzinome Anwendung findet und die sich mit chromosomalen
Mustern dieses Metastasentyps beschäftigt. Mit 181 untersuchten Hirnmetastasen
klarzelliger Nierenzellkarzinome umfasst sie gleichzeitig das bisher größte Kollektiv
an untersuchten Metastasen von Nierenzellkarzinomen. Die Ergebnisse dieser Arbeit
sind gerade mit Blick auf Publikationen mit weit unter 100 Proben als besonders
aussagekräftig einzuschätzen.

Die Analyse der CGH-Ergebnisse von 189 Primärtumoren unterschiedlicher Publi-
kationen spiegelt eine aussagekräftige und unabhängige Darstellung chromosomaler
Muster klarzelliger Nierenzellkarzinome wider.

Als Einschlusskriterium für diese Arbeit galt eine histologisch gesicherte Hirn-
metastase eines klarzelligen Nierenzellkarzinom-Primärtumors. Die Untersuchung
mittels CGH erfolgte ausschließlich von Hirnmetastasen des klarzelligen Typs.

Als Einschlusskriterium für die Auswahl der CGH-Ergebnisse der Primärtumore
galt ebenso eine histologische Zuordnung zum klarzelligen Typ.

Faktoren wie Größe, Stadium und Grading des Primärtumors sowie Geschlecht
oder Alter der Patienten wurden mit Blick auf die ansonsten zu kleinen und damit
statistisch nicht eindeutig verwertbaren Ergebnisse bewusst nicht berücksichtigt.
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4.1 Kritische Betrachtung der Komparativen Genomischen
Hybridisierung

Die CGH wurde 1992 von Kallioniemi A et al. sowie 1993 von du Manoir et al.
erstmals vorgestellt und ermöglicht eine genomweite Untersuchung chromosomaler
Aberrationen (du Manoir et al., 1993; Kallioniemi A et al., 1992). Dabei ist es
möglich Zugewinne sowie Verluste gleichzeitig in einer Untersuchung zu detektieren
(James, 1999). Die Auflösung liegt zwischen 10 und 20 Megabasenpaare (Mbp) für
Zugewinne bzw. Verluste (du Manoir et al., 1995; Joos et al., 1993; Kallioniemi A et
al., 1992; Piper et al., 1995). Speicher et al. (1993) sowie Isola et al. (1994) konnten
zeigen, dass sich diese Methode zur Untersuchung für in Paraffin eingebettete oder
tief gefrorene Proben solider Tumore eignet.

Die CGH ist eine arbeitsintensive Methode, bei deren Durchführung viel Erfah-
rung nötig ist. Die Aussagekraft der Ergebnisse ist besonders abhängig von der
Qualität der Proben-DNS (James, 1999). Chromosomale Veränderungen lassen
sich mit Hilfe der CGH detektieren, wenn sie wenigstens in 30-50% der Zellen,
aus denen die Proben-DNS extrahiert wurde, vorhanden sind (du Manoir et al.,
1995). Mit dieser Methode lassen sich relative Veränderungen bezüglich der Kopi-
enzahl einzelner Chromosomenabschnitte feststellen. Aussagen über numerische
Veränderungen des Chromosomensatzes können mit Hilfe der CGH nicht getroffen
werden(du Manoir et al., 1995).

Weitere Faktoren, welche die CGH-Ergebnisse beeinflussen sind die Qualität der
Metaphasenchromosomen sowie die Hybridisierung der Proben- bzw. Referenz-DNS
auf diese Chromosomen. Die Metaphasenchromosomen nach Hybridisierung der
DNS müssen den unter 2.3.1 beschriebenen und von Kallioniemi OP et al. (1994)
empfohlenen Kriterien entsprechen.

Um zuverlässige Ergebnisse mittels CGH zu erhalten, empfehlen du Manoir et al.
(1995) fünf bis 12 Metaphasen zu analysieren. Die in dieser Arbeit präsentierten
CGH-Ergebnisse beruhen auf einer Auswertung von mindestens 20 Metaphasen je
Tumor. Durch diesen Mehraufwand konnten negative Einflussfaktoren noch weiter



4 Diskussion 53

minimiert und die Aussagekraft der Ergebnisse erhöht werden.

Aussagen über die Qualität der für diese Arbeit aus anderen Publikationen
herangezogenen CGH-Ergebnisse können nicht getroffen werden.

4.2 Kritische Betrachtung der manuellen Auswertung der
CGH-Ergebnisse

Die mit Hilfe der o.g. Software erstellten fallspezifischen Summenideogramme der
Hirnmetastasen, wie beispielhaft in Abbildung 2.3 zu sehen, wurden manuell in
die international übliche rev ish-Schreibweise transformiert um sie so der weiteren
Auswertung zugänglich zu machen. Bei dieser Transformation wurde versucht die
fallspezifischen Verluste bzw. Zugewinne möglichst genau zu notieren. Die chro-
mosomalen Regionen, welche für methodenbedingte Verfälschungen anfällig waren,
wurden von der Umwandlung in die rev ish-Schreibweise ausgeschlossen. Diese
manuelle Transformation der Ergebnisse aus einem Summenideogramm in eine ver-
gleichbare Schreibweise stellt zugleich den Schritt mit der größten Fehleranfälligkeit
dar, da eine manuelle Auswertung nie absolut frei von subjektiven Eindrücken und
Einflüssen ist.

Die Transformation der CGH-Ergebnisse in die rev ish-Schreibweise führt ab-
hängig vom jeweiligen Betrachter zu interindividuellen Unterschieden. Um die
Variabilität der Ergebnisse so gering wie möglich zu halten wurden diese in einer
Konferenz der Abteilung Gastroenteropathologie abschließend besprochen.

Die CGH-Ergebnisse der Primärtumore in Form der rev ish-Scheibweise wurden
aus verschiedenen Publikationen gewonnen. Eine Aussage über die Qualität der
einzelnen Ergebnisse kann also nicht getroffen werden.

Durch die hohe Fallzahl der in diesem Kollektiv untersuchten Hirnmetastasen und
Primärtumore wurde versucht die interindividuellen Unterschiede jeder einzelnen
Hirnmetastase bzw. jedes einzelnen Primärtumors sowie die durch die manuelle
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Auswertung bedingte Variabilität der Ergebnisse so gering wie möglich zu halten.

Der Vergleich der CGH-Ergebnisse von Primärtumoren und Hirnmetastasen,
welche beide aus unabhängigen Kollektiven stammten, ergab signifikant unterschied-
liche chromosomale Bereiche, welche frei von klonalen Einflüssen waren. Es handelte
sich also hierbei um Veränderungen, die sich nur in Hirnmetastasen fanden nicht
jedoch in den Primärtumoren. Diese Veränderungen scheinen die metastasierten
Zellen im Zeitraum zwischen der ersten Absiedelung bis hin zur Diagnose erworben
haben.

4.3 Kritische Betrachtung der Ergebnisse
Die histologisch gesicherte Abstammung der Metastasen von klarzelligen Nieren-
zellkarzinome konnte anhand ähnlicher chromosomaler Muster widergespiegelt
werden. Wie man in den Abbildungen 3.1, 3.2 sowie 3.3 und 3.4 sehen kann treten
Veränderungen, welche sich in Primärtumoren finden ebenso in den Hirnmetastasen
auf. Abbildung 4.1 zeigt mit Hämatoxilin-Eosin gefärbte histologische Schnitte
eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms sowie einer Hirnmetastase aus dem in dieser
Dissertation untersuchten Kollektiv. Die Abbildung 4.2 zeigt ein aus den gewonnen
Histogrammen der Primärtumore und der Hirnmetastasen zusammengesetztes
Histogramm, welches die Ähnlichkeit der chromosomalen Muster beider Gruppen
verdeutlicht. Die histologische Ähnlichkeit spiegelt sich also auch auf chromosomaler
Ebene wider. Dies beweist zum einen die Richtigkeit der Diagnosestellung anhand
der histologischen Präparate und zeigt zum anderen, dass an Hand des chromo-
somalen Musters eine Zuordnung einer Metastase zu diesem speziellen Tumortyp
möglich ist. Die in dieser Arbeit gefundenen chromosomalen Veränderungen der
Primärtumore spiegeln die von Gunawan et al. (2001) und Junker et al. (2003) für
klarzellige NZK beschriebenen Veränderungen wider.
Im Kollektiv der Hirnmetastasen traten insgesamt mehr Veränderungen als im

Kollektiv der Primärtumore auf. Diese Beobachtung wird gestützt durch das von
Peter C. Nowell 1976 vorgestellte Modell zur klonalen Evolution von Tumorzellpo-
pulationen. Dieses Modell besagt, dass ein Tumor aus einer einzigen Zelle aufgrund
von Wachstumsvorteilen entsteht. Aus einer einzelnen veränderten Zelle kommt es
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Abbildung 4.1: A = Histologie eines primären klarzelligen Nierenzellkarzinoms
aus Brunelli et al. (2008) S. 3, B = Histologie einer Hirnmetastase eines klarzelli-
gen Nierenzellkarzinoms

so zu einer klonalen Expansion mit Zunahme genetischer Veränderungen. Durch
Selektionsdruck entwickelt sich ein dominierender Subklon, welcher zusätzlich zu
den bereits bestehenden genetischen Veränderungen weitere neu entstandene Ver-
änderungen besitzt. Während der Tumorprogression treten zu einem unbekannten
Zeitpunkt Fähigkeiten invasiv zu wachsen bzw. zu metastasieren auf (Nowell, 1976).
Nach Hanahan und Weinberg (2000) gelten eine Unabhängigkeit von Wachstums-
faktoren, Resistenz gegenüber das Wachstum inhibierenden Signalen, Umgehung
des programmierten Zelltodes, der Apoptose, uneingeschränkte Teilungsfähigkeit,
dauerhafte Angiogenese sowie die Fähigkeit der Gewebeinfiltration und Metastasie-
rung als die Eigenschaften, welche eine maligne Zelle ausmachen.

Fearon und Vogelstein beschrieben 1990 ein Modell der Tumorentstehung auf-
grund von genetischen Veränderungen am Beispiel des Kolonkarzinoms. Sie konnten
zeigen, dass sich bestimmte genetische Veränderungen sowohl in gutartigen Adeno-
men des Kolons sowie in metastasierten Kolonkarzinomen fanden, andere hingegen
fanden sich nur in Kolonkarzinomen.

Im Gegensatz dazu finden sich im Kollektiv der Hirnmetastasen chromosomale
Regionen welche im Vergleich zum Kollektiv der Primärtumore weniger häufig ver-
ändert sind. Dies und die Tatsache, dass einige Hirnmetastasen erst nach bis zu 24,5



4 Diskussion 56

Abbildung 4.2: Summationshistogramm aus den Ergebnissen der Primärtumore
(hellrot = Verluste, hellgrün = Zugewinne) und der Hirnmetastasen (dunkelrot =
Verluste, dunkelgrün = Zugewinne)

Jahren manifest wurden, sprechen für eine bereits früh in der Tumorentwicklung
stattfindende Absiedelung von metastatischen Zellen. Diese Beobachtung deckt sich
mit Beschreibungen von Schmidt-Kittler et al. (2003), die u.a. mittels CGH eine
frühe Absiedelung von Tumorzellen bei Brustkrebspatienten nachweisen konnten.
Studien über das Auftreten von Nierenzellkarzinom-Metastasen im Gehirn sowie in
der Schilddrüse bzw. dem Pankreas nach bis zu 21,8 Jahren nach Operation des
Primärtumors zeigen ebenso die für Nierenzellkarzinom-Metastasen charakteristi-
sche Eigenschafft, spät manifest zu werden (Heffess et al., 2002; Shuto et al., 2006;
Wente et al., 2005).

Durch den Vergleich der Ergebnisse der Hirnmetastasen mit den Ergebnissen der
Primärtumore konnten mit Hilfe statistischer Methoden signifikante Unterschiede
gefunden werden. Diese Ergebnisse sind abhängig von der Auflösung der Auswer-
tung. So stellen sich in der Auswertung auf dem Niveau der Chromosomenarme
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andere Chromosomen als signifikant unterschiedlich dar als auf dem Niveau der
Chromosomenbanden. Untersucht man die beiden Kollektive auf dem Niveau der
Chromosomenbanden so treten einzelne Chromosomenbanden als besonders signifi-
kant hervor.

Als chromosomale Region mit den signifikantesten Unterschieden zwischen Pri-
märtumoren und Hirnmetastasen stellte sich in dieser Untersuchung der Bereich
zwischen 9p13 und 9p24 dar. In diesem Bereich treten Verluste von bis zu 45% in
der Gruppe der Hirnmetastasen auf, wohingegen in der Gruppe der Primärtumore
nur bis zu 14% Verluste vorkommen. Dieses Ergebnis wird durch zahlreiche Ergeb-
nisse anderer Studien, welche den Bereich von 9p untersuchten, gestützt. In diesen
Studien konnte der Einfluss dieses Chromosomenbereichs auf die Tumorentstehung
sowie eine frühzeitige Metastasierung nachgewiesen werden (Gunawan et al., 2001;
Moch et al., 1996; Schraml et al., 2000). Im Bereich der Region 9p21 konnten die
Tumorsuppressorgene p15 und p16 gefunden werden (Cairns et al., 1994; Kamb et
al., 1994). In Übereinstimmung mit Cairns et al. (1995) finden sich diese Verände-
rungen selten in Nierenzellkarzinom-Primärtumoren (Cairns et al., 1995). Die Gene
p15 und p16 finden sich in Metastasen von Nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen
und scheinen eine Rolle bei der Metastasierung von Nierenzellkarzinomen zu spielen
(Kinoshita et al., 1995; Okamoto et al., 1995).

Der Verlust auf Chromosom 3p ist typisch für klarzellige Nierenzellkarzinome
(Linehan und Zbar, 1987). Er findet sich in dem hier untersuchten Kollektiv
der Primärtumore bei 74,6% und im Kollektiv der Hirnmetastasen bei 77,9%.
Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu Ergebnissen von Gronwald et al. (1997).
Gronwald et al. (1997) untersuchten klarzellige Nierenzellkarzinome und deren
Metastasen unterschiedlicher Lokalisationen und konnten zeigen, dass ein Verlust
von 3p häufiger in Primärtumoren, 60%, als in deren Metastasen, 32%, zu finden
ist. Nach Zbar et al. (1987) ist der Verlust auf Chromosom 3p ein früh in der
Entstehung von Nierenzellkarzinomen eintretendes Ereignis.
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4.3.1 Interpretation der Ergebnisse mit unterschiedlicher Auflösung

Betrachtet man die gewonnenen Ergebnisse auf dem Niveau von Chromosomen-
armen, so ergibt dies einen ersten Anhalt über die häufigsten Veränderungen des
untersuchten Kollektivs. Eine detaillierte Betrachtung eines Chromosomenarms
ist auf diesem Niveau allerdings nicht möglich. Um mögliche relevante Bereiche
besser einschränken zu können ist also eine höhere Auflösung nötig. Dies zeigt
sich in dem hier untersuchten Kollektiv der Hirnmetastasen besonders an den
Chromosomen 3p, 5q und 8p. Analysiert man diese Chromosomenbereiche auf dem
Niveau der Chromosomenbanden so zeigt sich, dass bei ca. 64 % der untersuchten
Hirnmetastasen der Verlust auf 3p den Bereich distal der Bande 3p14 betrifft.
Die Bande 3p13 zeigt dagegen einen Verlust von ca. 48 %. Dieser Unterschied
zwischen den Banden 3p13 und 3p14 lässt vermuten, dass in diesem Bereich ein
Bruchpunkt vorliegt. Auf Chromosom 5q kommt es bei ca. 31 % der Hirnmetastasen
im Bereich distal der Bande 5q21 zu Zugewinnen. Die Bande 5q15 zeigt dagegen
nur bei ca. 27 % einen Zugewinn. Zugewinne auf dem langen Arm von Chromosom
5 betreffen also hauptsächlich den Bereich distal von Bande 5q21 (Abbildung
4.3). Auf der Suche nach möglichen Kandidatengenen sollten also besonders diese
Bereiche der beiden Chromosomen untersucht werden. Da eine Auswertung der
mittels CGH gewonnenen Summenideogramme eine Notation mit einer Auflösung
von Chromosomenbanden möglich macht, sollte diese, gerade mit Blick auf die
hier präsentierten Ergebnisse erfolgen. Die Auswertung mit einer Auflösung von
Chromosomenarmen führt zu einer Ungenauigkeit, welche den Möglichkeiten der
Komparativen Genomischem Hybridisierung nicht gerecht wird.
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Abbildung 4.3: Summationshistogramm der Chromosomen 3 und 5 mit unter-
schiedlicher Auflösung

4.4 Kritische Betrachtung der chromosomalen
Veränderungen auf 18q, 9q34 und 17q und deren Einfluss
auf das rezidivfreie Überleben

Durch die Untersuchung des Intervalls zwischen Erstdiagnose und Diagnose einer
Hirnmetastase bei 106 Patienten, konnten drei chromosomale Regionen detektiert
werden, welche sich signifikant auf die Länge dieses Intervalls auswirken. Es handelt
sich dabei um Veränderungen in den Bereichen von 18q, 9q34 und 17q.

4.4.1 Chromosom 18q

Die Region um den Bereich 18q21 wurde bereits für andere Tumore wie dem Kolo-
rektalen Karzinom beschrieben. Ein Verlust in diesem Bereich führt zur Entstehung
dieser Tumorentität (Fearon et al., 1990). Für die Region 18q21 wurde das Tu-
morsuppressorgen „Deleted in colorectal cancers“ (DCC) beschrieben (Bishop und
Thomas, 1990; Hirata et al., 2005). Hirata et al. (2005) beschrieben ein vermehrtes
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Auftreten von LOH1 der Region 18q21 in Nierenzellkarzinomen bei Patienten mit
familiär gehäuften Tumorerkrankungen.
Die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen zeigen ein signifikant unterschiedlich
langes Intervall zwischen Erstdiagnose und Diagnose einer Hirnmetastase bezogen
auf einen Verlust bzw. einen Zugewinn in der Region um 18q im Vergleich zu einem
unveränderten Bereich 18q. Betrachtet man diese Ergebnisse allerdings genauer
so zeigt sich, dass es sich nur um einen Fall handelt, bei dem ein Zugewinn zu
einem größeren Intervall bis zum Auftreten einer Hirnmetastase führte. Bei den
anderen Patienten, zwischen 28 und 30 % der untersuchten Hirnmetastasen, liegt
ein Verlust im Bereich von 18q vor. Dieses Ergebnis steht also in Widerspruch zu
den Ergbenissen der o.g. Studien. Es scheint also gerade ein Verlust im Bereich von
18q zu sein, welcher das Intervall bis zum Auftreten einer Hirnmetastase signifikant
verlängert. Eine mögliche Erklärung für diese Beobachtung könnte das Onkogen
bcl-22 sein, welches im Bereich 18q21 zu finden ist. Dieses wurde erstmals von
Pegoraro et al. (1984) für die B-Zell-Leukämie als Ursache für eine vermehrte
B-Zell-Proliferation beschrieben.

Abbildung 4.4: Summationshistogramm von Chromosom 18 aus den Ergebnissen
der Primärtumore (hellrot = Verluste, hellgrün = Zugewinne) und der Hirnmeta-
stasen (dunkelrot = Verluste, dunkelgrün = Zugewinne)

4.4.2 Chromosom 9q34

Als weitere Region welche das Intervall zwischen Diagnose des Primärtumors und
einer Hirnmetastase signifikant beeinflusst zeigte sich in dieser Arbeit der Bereich

1 loss of heterocygosity
2 B-cell lymphoma 2
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um Chromosom 9q34. Ist dieser Bereich unverändert, tritt eine Hirnmetastase
signifikant früher auf als bei einem Verlust in diesem Bereich. Eine unveränderte
Chromosomenbande 9q34 fand sich bei 54 %, ein Verlust dagegen bei 46 % der
untersuchten Hirnmetastasen. In der Region 9q34 liegt das abl1-Gen welches für
eine Tyrosinkinase kodiert und durch eine Translokation auf Chromosom 22 das
sog. Philadelphia-Chromosom bildet. Dieses spielt die entscheidende Rolle in der
Entstehung der Chronisch Myeloischen Leukämie (Klein et al., 1982). Beschrieben
wurde es erstmals als Teil eines onkogenen Virus der Maus (Abelson und Rabstein,
1970). Dies könnte erklären warum ein Verlust und damit eine Inaktivierung dieser
Tyrosinkinase zu einer verminderten Zellproliferation führt.

Abbildung 4.5: Summationshistogramm von Chromosom 9 aus den Ergebnissen
der Primärtumore (hellrot = Verluste, hellgrün = Zugewinne) und der Hirnmeta-
stasen (dunkelrot = Verluste, dunkelgrün = Zugewinne)

4.4.3 Chromosom 17q

Als dritter, das Intervall zwischen Erstdiagnose und Diagnose einer Hirnmetastase
beeinflussende chromosomale Abschnitt fand sich die Region 17q. Ist dieser Bereich
unverändert, so tritt eine Hirnmetastase erst nach 27 Monaten auf, bei einem
Zugewinn in diesem Bereich bereits schon nach 9 Monaten. Bei 9 bis 10 % der
untersuchten Hirnmetastasen waren die Banden von Chromosom 17q unverändert,
Zugewinne fanden sich bei 2 bis 7 %. In Übereinstimmung mit Ergebnissen von Hi-
rasawa et al. (2003), welche klarzellige Adenokarzinome des Ovars mittels CGH un-
tersuchten, zeigt sich als herausragende Veränderung, welche das Intervall zwischen

1 Abelson
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Erstdiagnose und Diagnose einer Hirnmetastase negativ beeinflusst, ein Zugewinn
in der Region 17q21. Stumm et al. (1996) konnten zeigen, dass eine Überexpression
des erbb2 Gens mit einer Dedifferenzierung und Metastasierung bei Nierenzellkarzi-
nomen korreliert. Junker et al. (2000) untersuchten Nierenzellkarzinome und deren
korrespondierenden Metastasen sowie nicht metastasierte Nierenzellkarzinome. Sie
konnten zeigen, dass Zugewinne auf Chromosom 17 sowie Verluste auf den Chro-
mosomen 6, 9, 10 und 18 in Zusammenhang mit dem Auftreten einer Metastase
innerhalb von zwei Jahren nach Operation des Primärtumors steht. Ein Zugewinn
auf Chromosom 17 steht in Zusammenhang mit dem Auftreten von Lymphknoten-
metastasen bei invasiven Adenokarzinomen der Brust (Herrington et al., 1995). Im
Bereich von 17q21q22 findet sich das Protoonkogen HER2/neu1, welches für den
Epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptor (EGFR2) kodiert und eine Rolle u.a. in der
Entstehung von Mammakarzinomen spielt (Coussens et al., 1985; King et al., 1985).

Von den drei in dieser Arbeit beschriebenen chromosomalen Veränderungen, wel-
che das rezidivfreie Überleben signifikant beeinflussen, finden sich die Veränderungen
im Bereich von Chromosom 9q sowie 18q unter den 163 Chromosomenbanden, in
denen sich die hier untersuchten Primärtumore und Hirnmetastasen signifikant
unterscheiden. Dies legt die Vermutung nahe, dass Veränderungen im Bereich von
9q sowie 18q nach Absiedelung vom Primärtumor von den Metastasen erworben
wurden. Im Bereich von 17q hingegen unterscheiden sich die hier untersuchten Pri-
märtumore und Hirnmetastasen nicht signifikant. Veränderungen in diesem Bereich
müssen also bereits vor Absiedelung der metastatischen Zellen im Primärtumor
vorgelegen haben.

Jiang et al. (2000) berechneten aus CGH-Ergebnissen ein Baummodell für klar-
zellige Nierenzellkarzinome und fanden so zwei Gruppen von Tumoren welche sich
hinsichtlich ihrer Aberrationen auf den Chromosomen 9 und 17 unterschieden.
Danach verfügt eine Gruppe über Verluste auf Chromosom 9p, die andere über
Zugewinne auf Chromosom 17q. Dieses Ergebnis legt in Zusammenschau mit den

1 human epidermal growth factor receptor 2
2 epidermal growth factor receptor
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hier vorgestellten Ergebnissen die Vermutung nahe, dass es sich bei klarzelligen
Nierenzellkarzinomen mit Zugewinn auf Chromosom 17q um eine eigenständige
Untergruppe handelt, welche früh zu symptomatischen Hirnmetastasen führt.

Da die Methode der Komparativen Genomischen Hybridisierung mit einer Auflö-
sung von maximal 10 bis 20 Mb zu ungenau ist um einzelne Banden als verändert
bewerten zu können, müssen diese Ergebnisse trotz starker signifikanter Unter-
schiede kritisch betrachtet werden. Vielmehr sollte man die gefundenen signifikant
veränderten Banden als Anlass nehmen, in ihrem Bereich mit genaueren Methoden
nach möglichen veränderten Genen zu suchen. Die Methode der Komparativen
Genomischen Hybridisierung mit ihrer gegenüber neueren Methoden relativen Un-
schärfe dient also der Detektion veränderter Chromosomenabschnitte und stellt die
Grundlage für präzisere Untersuchungen dar.

Abbildung 4.6: Summationshistogramm von Chromosom 17 aus den Ergebnissen
der Primärtumore (hellrot = Verluste, hellgrün = Zugewinne) und der Hirnmeta-
stasen (dunkelrot = Verluste, dunkelgrün = Zugewinne)

4.5 Ausblick
Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse weisen auf chromosomale Regionen hin,
welche den Zeitpunkt des Auftretens einer Hirnmetastase klarzelliger Nierenzellkar-
zinomen beeinflussen. In zukünftigen Studien sollten diese chromosomalen Regionen
mit genaueren Methoden untersucht werden um mögliche Kandidatengene für eine
Metastasierung nachweisen zu können. Nach Pomer et al. (1997) gilt die Länge des
Intervalls zwischen Diagnose des Primärtumors und Diagnose der Hirnmetastase
als wichtigster die Prognose bestimmende Faktor. Die Ergebnisse von Jiang et al.
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(2000) zeigen, dass Tumore mit Verlusten auf Chromosom 9p bzw. Zugewinnen
auf Chromosom 17q zwei getrennt von einander zu betrachtende Untergruppen
klarzelliger Nierenzellkarzinome darstellen. Daraus lässt sich folgern, dass klarzellige
Nierenzellkarzinome zukünftig auf diese hier vorgestellten chromosomalen Regionen
hin untersucht werden sollten, um bereits bei der Diagnose des Primärtumors
das Risiko einer möglichen Hirnmetastasierung abschätzen zu können. Diese hier
beschriebenen Veränderungen könnten also von diagnostischer und therapeutischer
Bedeutung für Patienten mit Nierenzellkarzinomen des klarzelligen Typs sein.
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5 Zusammenfassung

Nierenzellkarzinome treten mit einem Anteil von 1,9 % aller malignen Tumore
und weltweit 208.000 Neuerkrankungen pro Jahr relativ selten auf. Es finden
sich sporadische sowie hereditäre Formen. Die Diagnose einer Hirnmetastase gilt
als Terminalstadium in der Behandlung von Nierenzellkarzinomen. Maligne Tu-
more der Niere werden nach der Weltgesundheitsorganisation in zehn maligne
Raumforderungen unterteilt:

• Klarzellige Nierenzellkarzinome

• Multilokulär klarzellige Nierenzellkarzinome

• Papilläre Nierenzellkarzinome

• Chromophobe Nierenzellkarzinome

• Karzinome der Sammelrohre

• Medulläre Nierenzellkarzinome

• Nierenzellkarzinome mit Xp11-Translokation

• mit Neuroblastomen assoziierte Nierenzellkarzinome

• Muzinös tubuläre und Spindelzellkarzinome

• unklassifizierbare Nierenzellkarzinome.

In molekularzytogenetischen Untersuchungen klarzelliger Nierenzellkarzinome
konnte als herausragende Veränderung ein Verlust genetischen Materials durch
Translokation oder Deletion auf dem kurzen Arm jeweils eines Chromosoms 3 (3p)
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nachgewiesen werden. Publikationen, welche Hirnmetastasen von klarzelligen Nie-
renzellkarzinomen mittels Komparativer Genomischer Hybridisierung untersuchten,
konnten bis zum Abschluss dieser Dissertation nicht gefunden werden.

Eine Korrelation von chromosomalen Veränderungen und klinischen Daten wurde
2001 von Gunawan et al. und 2009 von Junker et al. publiziert. Dabei konnte
gezeigt werden, dass ein Zugewinn in der Region 5q31qter für eine hervorragende
Prognose und eine längere Überlebenszeit steht. Dagegen scheint ein Verlust auf
Chromosom 9 bzw. dem kurzen Arm dieses Chromosoms, 9p, für eine frühzeitige
Metastasierung zu sprechen.

Die von Kallioniemi A et al. (1992) und du Manoir et al. (1993) beschriebe-
ne komparative genomische Hybridisierung (CGH) ermöglicht einen umfassenden
Überblick über chromosomale Verluste und Zugewinne des gesamten Genoms eines
Tumors. Es werden dazu mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte Tumor-DNS sowie
Referenz-DNS aus gesundem Normalgewebe auf menschliche Metaphasenchromo-
somen hybridisiert. Das Verhältnis zwischen den unterschiedlich fluoreszierenden
Anteilen entlang der Chromosomenachse repräsentiert Verluste bzw. Zugewinne
genetischen Materials im Tumor.

Durch die Analyse von Hirnmetastasen klarzelliger Nierenzellkarzinome mittels
CGH sowie durch den Vergleich dieser Resultate mit Ergebnissen von Primärtumo-
ren des klarzelligen Typs konnten chromosomale Veränderungen gefunden werden,
welche unabhängig von klonalen Einflüssen sind.

In dieser Dissertation wurden 181 Hirnmetastasen klarzelliger Nierenzellkar-
zinome mittels CGH untersucht und mit CGH-Ergebnissen von Primärtumoren
des klarzelligen Typs verglichen. Hirnmetastasen klarzelliger Nierenzellkarzinome
zeigen als herausragende Veränderungen Verluste auf den Chromosomen 3p und 9
sowie Zugewinne auf den Chromosomen 5q und 7. Als signifikantester Unterschied
zwischen Primärtumor und Hirnmetastase zeigte sich Chromosom 9.
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Eine Analyse der Zeit zwischen Erstdiagnose und Diagnose einer Hirnmetastase
zeigte ein durchschnittliches Intervall von 53 Monaten. Drei Chromosomenregionen
scheinen dieses Intervall zu beeinflussen. Die Korrelation der CGH-Ergebnisse mit
dem rezidivfreien Überleben zeigte, dass insbesondere chromosomale Veränderungen
auf den Chromosomen 18q, 9q34 und 17q diesen Zeitraum negativ bzw. positiv
beeinflussen.

Ein Verlust im Bereich von 18q führt zum Auftreten einer Hirnmetastase nach
60 Monaten; ist dieser Bereich unverändert, tritt eine Hirnmetastase bereits nach
17 Monaten auf. Ein Verlust im Bereich von Chromosom 9q34 führt zu einem
Auftreten einer Hirnmetastase nach 59 Monaten. Keine Veränderung in diesem
Bereich führt bereits nach 15 Monaten zum Auftreten einer Hirnmetastase. Ein
Zugewinn im Bereich von Chromosom 17q führt bereits nach 9 Monaten zum
Auftreten einer Hirnmetastase. Ist dieser Bereich dagegen unverändert, so kommt
es erst nach 27 Monaten zum Auftreten einer Hirnmetastase.

Aus den beschriebenen Ergebnissen lässt sich schließen, dass eine Analyse der
Primärtumore vom klarzelligen Typ auf chromosomale Veränderungen im Bereich
von 18q, 9q34 und 17q eine prognostische Relevanz besitzt, welche das weitere
diagnostische und therapeutische Vorgehen bei klarzelligen Nierenzellkarzinomen
in Zukunft beeinflussen könnte.
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