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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
jahrliche Neuerkrankungsrate maligner Erkrankungen der Niere in Deutschland
wird fiur Méanner auf 21,4 und fir Frauen auf 9,9 Falle pro 100.000 fiir den Zeitraum
2004 geschétzt. Zwischen 1980 und 2004 konnte ein deutlicher Anstieg der Inzidenz
fiir beide Geschlechter in Deutschland verzeichnet werden, bei Mannern hat sich
die Inzidenz in diesem Zeitraum fast verdoppelt (Batzler et al., 2008). Seit 1990
ist die Mortalitat bei beiden Geschlechtern riicklaufig, fiir Ménner liegt sie bei
8,1 und fir Frauen bei 3,3 Féllen pro 100.000 (Batzler et al., 2008). Ab dem 55.
Lebensjahr kommt es bei beiden Geschlechtern zu einem deutlichen Anstieg der
Inzidenz sowie der Mortalitat (Batzler et al., 2008). Fiir Deutschland wird die jéhr-
liche Neuerkrankungsrate auf 10.750 Neuerkrankungen bei Mannern und 6.500 bei
Frauen geschatzt (Batzler et al., 2008). In 2004 starben in Deutschland 4.140 Mén-

ner und 1.987 Frauen an einer malignen Erkrankung der Niere (Batzler et al., 2008).

Nierenzellkarzinome kénnen sporadisch sowie als hereditiare Form auftreten. Die
héufigste hereditére 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 gehauft bilateral und multizentrisch auf. Das Patientenalter zum Zeitpunkt

der Diagnose ist daher deutlich niedriger als bei sporadischen Tumorerkrankun-
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gen. Dies ldsst sich u.a. mit der two-hit-Theorie! von Alfred G. Knudson erkliren
(Knudson, 1971). In molekularzytogenetischen Untersuchungen von hereditér und
sporadisch aufgetretenen klarzelligen Nierenzellkarzinomen konnte als herausra-
gende Veranderung ein Verlust genetischen Materials durch Translokation oder
Deletion auf dem kurzen Arm jeweils eines Chromosoms 3 (3p) nachgewiesen
werden (Kovacs et al., 1997).

Risikofaktoren fiir 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 Mannern sowie die Exposition gegen-
tiber Schwermetallen und chlorierten Losungsmitteln (Mellemgaard et al., 1995;
Pesch et al., 2000). Protektive Faktoren fiir Frauen sind die Einnahme von oralen
Kontrazeptiva und ein moderater Alkoholkonsum. Ein positiver Effekt von Alkohol

bei Mannern konnte nicht nachgewiesen werden (Dhote et al., 2000).

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

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

1 Diese Theorie besagt, dass bei hereditdren Tumorerkrankungen bereits seit Geburt eine fiir
die Tumorentstehung relevante genetische Verdnderung vorliegt und eine zweite im Verlauf
erworben wird. Bei sporadischen Tumorerkrankungen miissen dagegen beide genetischen
Verdnderungen im Verlauf erworben werden, damit es zur Entstehung eines Tumors kommt.
Sporadische Tumore treten daher spéter als hereditare auf.
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Als Therapie der Wahl gilt die totale Nephrektomie mit Entfernung der umgeben-
den Fettkapsel, der Gerota-Faszie sowie der regioniaren Lymphknoten (Fischer, 1999;
Foley et al., 1952; Ljungberg et al., 2007). Diese fithrt zu einer signifikanten Verlan-
gerung der 3-, 5- und 10-Jahresiiberlebensrate (Chen et al., 2007). Tumore bis 4 cm
Grofe, ein bilateraler Tumorbefall, eine eingeschrankte Nierenfunktion bzw. das
Fehlen der zweiten Niere stellen eine Indikation zur organerhaltenden Operation dar.
Die organerhaltende Therapie erreicht eine 5-Jahresiiberlebenswahrscheinlichkeit

von 80-98 % (Fischer, 1999).

Die medikamentose Therapie ist indiziert bei bereits metastasierten Primér-
tumoren als palliative Therapie sowie als adjuvante Therapie nach Resektion
des Primartumors 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

niitzlich sein (Ljungberg et al., 2007).

Zur Abschétzung der Prognose ist die Unterscheidung zwischen inzidentell dia-
gnostizierten und symptomatischen Nierenzellkarzinomen nétig. Sonographisch
diagnostizierte inzidentelle Nierenzellkarzinome sind signifikant kleiner, befinden
sich in einem niedrigeren Tumorstadium, besitzen eine giinstigere Differenzierung
und haben seltener Lymphknoten- bzw. Fernmetastasen. Sie haben auflerdem eine

signifikant bessere Uberlebenszeit (Siemer et al., 2000).

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

Eine radikale Nephrektomie fiihrt zu einer signifikant verbesserten 3-, 5- und 10-
Jahresiiberlebensrate (Chen et al., 2007). Die 5-Jahresiiberlebensrate 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-Jahresiiberlebensrate auf 5-10 % und die 10-Jahresiiberlebensrate
auf 0-7% (Ficarra et al., 2002).

Als wichtigstes Kriterium fiir die Einschatzung der Prognose gilt die Lange des
Zeitintervalls zwischen der Diagnose des Priméartumors und dem Auftreten der
Hirnmetastase, da diese als Indikator fir 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. cerebellér, 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-Index! < 70 vs. > 70) sowie das
Vorliegen neurologischer Defizite (Pomer et al., 1997).

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

o Klarzellige Nierenzellkarzinome

o Multilokulér klarzellige Nierenzellkarzinome
o Papillare Nierenzellkarzinome

e Chromophobe Nierenzellkarzinome

o Karzinome der Sammelrohre

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

2 World Health Organization
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e Medulldre Nierenzellkarzinome

o Nierenzellkarzinome mit Xpl1-Translokation

» mit Neuroblastomen assoziierte Nierenzellkarzinome
o Muzinés tubulare und Spindelzellkarzinome

unklassifizierbare Nierenzellkarzinome.

Mit 75 % aller Nierenzellkarzinome ist dabei der klarzellige Typ der haufigste
(Lopez-Beltran et al., 2006). Klarzellige Nierenzellkarzinome kommen in 95 % der
sporadischen Fille vor, kénnen aber auch mit familidren Syndromen wie dem VHL!-
Syndrom assoziiert sein. Sie neigen bereits in frithen Stadien zu Geféfleinbriichen

und Fernmetastasierungen (Mai et al., 2001).

1.2 Hirnmetastasen

Die genaue Inzidenz von Hirnmetastasen, unabhéangig vom Ursprung des Primértu-
mors, ist unklar. Im Gegensatz zur gleichbleibenden Inzidenz von Primértumoren
und ihrer sinkenden Mortalitat scheint die Inzidenz von Hirnmetastasen anzusteigen
(Gavrilovic und Posner, 2005). Smith et al. (1998) erklaren die steigende Inzidenz
von Tumoren im Zentralnervensystem mit einer verbesserten Bildgebung. Eine
adjuvante Chemotherapie verlangert durch gutes systemisches Ansprechen das
Uberleben der Patienten und fiihrt bei fehlender Wirksamkeit im Zentralnervensys-
tem zu einer erhohten 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 Haufigkeiten 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 fiihren 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% fiir Hirnmetastasen von Nierenzellkarzinomen

dokumentieren.

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

Das Intervall zwischen Diagnose des Primartumors 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 Primértumors
auftreten konnen (Shuto et al., 2006).

Eine Hirnmetastasierung wird bei den meisten Patienten durch typische Sympto-
me wie Kopfschmerzen, epileptische Anfille, Lahmungserscheinungen und psychi-
sche Verianderungen, welche durch ein perifokales Odem und dadurch steigenden

Hirndruck entstehen, symptomatisch (Pomer et al., 1997).

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

Als Methode der Wahl bei Vorliegen multipler zerebraler Metastasen und einer
ungiinstigen 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 ausschliellich mittels CGH gewonnener Ergebnisse
von Nierenzellkarzinomen zeigten sich in abnehmender Haufigkeit Zugewinne auf
den Chromosomen 7, 5q31, 8q23q24, 20, 17q, 1qter, 3q, 12 und 16 (Baudis, 2007).
Die haufigsten Verluste dieser Metaanalyse fanden sich in abnehmender Haufigkeit
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 % hereditérer klarzelliger

Nierenzellkarzinome gefunden werden (Stikosd et al., 2003).

Neben dem haufigsten 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 Verédnderungen von Nierenzellkarzinom-
metastasen zeigen, finden sich auBerst selten. Junker et al. (2003) untersuchten

40 Lungenmetastasen von Nierenzellkarzinomen mittels CGH! und fanden als

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

In einer Studie tiber Knochenmetastasen von Nierenzellkarzinomen untersuch-
ten Junker et al. (2004) 31 Metastasen und fanden als haufigste Veranderungen
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 hau-
figsten Zugewinne auf den Chromosomen 1, 5, 16, 17, 19, 20 und 22. Die haufigsten
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 haufigste Veranderungen Verluste auf den Chromosomen 3p, 4q, 6q,
8p, und 9p. Die haufigsten Zugewinne fanden sich auf den Chromosomen 17q und
Xq.

1.4 Chromosomale Aberrationen von Hirnmetastasen

Publikationen, welche grofie Fallzahlen mittels CGH untersuchten, fanden sich au-
Berst selten. Petersen et al. (2000) untersuchten 40 Hirnmetastasen solider Tumore
und fanden dabei als hdufigste Veranderungen Zugewinne auf den Chromosomen
8q24, 17q24q25, 20q13, 1923 und 7pl2. Die meisten Verluste fanden sich auf
den Chromosomen 4q26, 4q22, 5q21, 9q21, 17p12, 4q32q34, 10g21, 10g23q24 und
182122 (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 haufigste Veranderungen 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 Verdnderungen und klinischen Daten wurde
2001 von Gunawan et al. publiziert. Dabei konnte gezeigt werden, dass der Zugewinn
in der Region 5q31qter fiir eine signifikant bessere Prognose und bei fortgeschritte-
nen Nierenzellkarzinomen fiir eine lingere Uberlebenszeit spricht. Dagegen scheint
ein Verlust auf Chromosom 9 bzw. dem kurzen Arm dieses Chromosoms, 9p, fiir
eine frithzeitige 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-Jahrestiberlebensrate von 88 % bei Patienten ohne Verlust auf 43 %
bei Patienten mit Verlust fithrt (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 Instabilitat und klonaler Selektion wurde von Nowell 1976
vorgestellt (Nowell, 1976). Bei genetischer Instabilitdt handelt es sich grofitenteils
um chromosomale Instabilitat, welche zu massiven chromosomalen Verdnderun-
gen wahrend des Zellzyklus fithrt (Michor, 2005). Nach Renan (1993) benétigen
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).
Waéhrend der Transformation einer normalen menschlichen Zelle in eine maligne
Tumorzelle unterliegt diese dem evolutionédren 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 verfiighare Ressourcen (Gatenby, 1991).

Nach Hanahan und Weinberg (2000) sind fiir die Tumorentstehung sechs wesent-
liche Verdanderungen notig, welche zu einem malignen Wachstum fithren. Diese sind

(Hanahan und Weinberg, 2000):

o Unabhéngigkeit von Wachstumsfaktoren

o Resistenz gegentiber das Wachstum inhibierenden Signalen
o Umgehung des programmierten Zelltodes, der Apoptose

» uneingeschrénkte Teilungsfahigkeit

o dauerhafte Angiogenese

o die Fahigkeit 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) erméglicht einen umfassenden
Uberblick iiber 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-DNS! sowie Referenz-DNS aus gesundem
Normalgewebe auf menschliche Metaphasenchromosomen méannlicher Spender hy-
bridisiert. Dabei hybridisieren Tumor-DNS sowie Referenz-DNS komparativ an
die jeweilige homologe Region der Metaphasenchromosomen. Zusatzlich werden
die Metaphasenchromosomen mit Diamidinophenylindol (DAPI?) geférbt. Dies
fithrt zur Darstellung des typischen G-Banden-Musters, welches fiir die eindeutige
Identifikation der Chromosomen noétig ist. Mit Hilfe eines Fluoreszenz-Mikroskops,

einer CCD3-Kamera und spezieller Software lassen sich die einzelnen Chromosomen

1 Desoxyribonukleinsdure
2 4,6-Diamidino-2-phenylindol
3 Charge-coupled Device
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eindeutig erkennen und analysieren. Das Verhéltnis zwischen den unterschiedlich
fluoreszierenden Anteilen entlang der Chromosomenachse représentiert 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 Auflésung
von 10-20 Megabasen (Mb') (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 fiihrt
(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

fiir diesen Typ von Hirnmetastasen spezifisches Muster zu finden.

Ein Vergleich der CGH-Ergebnisse der Hirnmetastase mit CGH-Ergebnissen des
korrespondierenden Primartumors wiirde hirnmetastasenspezifische Veréinderungen
nur schlecht oder nicht detektieren, da eine direkte klonale Beziehung zwischen
Primartumor und Hirnmetastase bestiinde. Daher soll in dieser Dissertation ver-
sucht werden, CGH-Ergebnisse von Hirnmetastasen mit CGH-Ergebnissen von
klarzelligen Nierenzellkarzinomen unterschiedlicher Kollektive zu vergleichen. Es be-
stiinde also keine direkte klonale Abhangigkeit zwischen diesen beiden Gruppen. So
kann vermutet werden, dass die auf diese Art und Weise gefundenen Unterschiede
zwischen beiden Gruppen ein fiir 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 fiir evtl. weiterfithrende diagnosti-
sche Zusatzuntersuchungen im Zentrum Pathologie zentral asserviert wurden. Es
wurde ausschliellich Untersuchungsmaterial eingesetzt, welches unabhéngig von
der Studie im Rahmen medizinisch indizierter diagnostischer und therapeutischer
Mafinahmen gewonnen wurde. Es wurden keine weiteren Eingriffe am Menschen fiir
die geplanten Untersuchungen durchgefithrt und es wurde kein zusétzliches Korper-
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 moglich. Fiir die statistische Auswertung lagen folglich

ausschlieflich pseudonymisierte Patientendaten vor.
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2.2 Material

Gerate
Tabelle 2.1: verwendete Geriite

Gerite Hersteller Firmensitz
Anregungsfilter DAPI Genetix New Milton, GroBbritannien
Anregungsfilter FITC Genetix New Milton, GroBbritannien
Anregungsfilter TRITC/TxRed Genetix New Milton, GroBbritannien
BioPhotometer Eppendorf Hamburg
Brutschrank Memmert Schwabach
CCD-Kamera Photometrics SENSYS Miinchen
Elektrophoresekammer  BlueMarine  Serva Electrophoresis Heidelberg
100
Feinwaage BL 15005 Sartorius Gottingen
Hybridisierungskammer HYBrite Vysis Downers Grove, USA
Magnetriihrer 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 Qil Carl Zeiss Jena
pH-Meter CG820 Schott Gerate 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

6X Loading-Dye-Solution
Actinomycin-D-Mannitol
Agarose-LE
Albumin-Fraktion V
Aqua ad iniectabilia
Aqua bidest.

Borsaure

DAPI

Dextransulfat
DNS-Puffer

EDTA

Ethanol 100 %

Ethanol 70 %

Ethanol 85 %
Ethidiumbromid
Formamid

NayHPO,4

NaH,PO,
Natriumacetat
Natriumchlorid
Polysorbat 20

Resin

Salzsiure 1 molar
Salzsiure 37 %
Salzsdure 5 molar
tri-Natriumcitratdihydrat
Tris?

Tris2-HCI3

Vectashield Mounting Medium
Xylol

Hersteller
Fermentas
Sigma-Aldrich
Biozym
Merck
Fresenius Kabi
UMG

Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Fermentas
Serva Electrophoresis
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Vector Laboratories
Carl Roth

Firmensitz
St. Leon-Rot
Hamburg
Hessisch Oldendorf
Darmstadt
Bad Homburg
Gottingen
Darmstadt
Hamburg
Darmstadt
St. Leon-Rot
Heidelberg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Steinheim
Hamburg
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Hamburg
Miinchen
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Burlingame, USA

Karlsruhe
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Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.3: verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Hersteller Firmensitz
Deckglaser Menzel-Glaser Braunschweig
Fixogum Marabu Tamm
Kiivetten Eppendorf Hamburg
Objekttrager Menzel-Glaser Braunschweig
Pipettenspitzen Sarstedt Niimbrecht
ReagiergefaBe 1,5 ml Sarstedt Nimbrecht

Isolierungssysteme

Tabelle 2.4: verwendete Isolierungssysteme
Isolierungssysteme Hersteller Firmensitz
QiAmp DNA?! Mini Kit Qiagen Hilden

Molekulare Standards

Tabelle 2.5: verwendete Molekulare Standards

Molekulare Standards Hersteller Firmensitz
Lambda-DNA/EcoRI? Marker Fermentas St. Leon-Rot
pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker Fermentas St. Leon-Rot

Nukleotide und DNS-Praparate

Tabelle 2.6: verwendete Nukleotide und DNS-Préparate

Nukleotide und DNS-Praparate Hersteller Firmensitz
Biotin-16-dUTP? Roche Penzberg
COT Human DNA Roche Penzberg
Digoxigenin-11-dUTP* Roche Penzberg

Sequencing Grade dNTP® Set Amersham Biosciences Piscataway, USA




2 Material und Methoden 19

Fluoreszenzfarbstoff-Konjugate

Tabelle 2.7: verwendete Fluoreszenzfarbstoff-Konjugate

Fluoreszenzfarbstoff-Konjugate Hersteller Firmensitz

Anti-Digoxigenin-Rhodamin Roche Penzberg

Fluorescein Avidin DCS?! Vector Laboratories Burlingame, USA
Enzyme

Tabelle 2.8: verwendete Enzyme

Enzyme Hersteller Firmensitz

DNA-Polymerase |, E.coli Fermentas St. Leon-Rot

DNAse I2 Roche Mannheim

Pepsin Sigma-Aldrich Hamburg

Proteinase K Roche Mannheim
Metaphasenpréaparate

Tabelle 2.9: verwendete Metaphasenpraparate
Metaphasenpraparate 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 fiir die Komparative Genomische Hybridisierung

Als Referenzgewebe fiir die Gewinnung der Referenz-DNS diente Lebergewebe.
Lebergewebe eignet sich besonders gut als Referenzgewebe, da es aufgrund einer

hohen Zelldichte viel DNS enthalt.
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2.3 Methoden

Alle Puffer und Losungen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit Aqua bidest.!

angesetzt.

2.3.1 Komparative Genomische Hybridisierung

Die Qualitéat der erstmals von Kallioniemi A et al. (1992) und von du Manoir et
al. (1993) beschriebene Komparative Genomische Hybridisierung ist abhéngig 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 fithren. Die bei der Nicktranslation
entstehenden DNS-Fragmente sollten eine Linge von 600 bis 2000 Basenpaare (bp?)
besitzen. Fiir 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 wahrend der Hybridisierung (Landegent et al., 1987). Die Detektion der
DNS erfolgt indirekt durch Zugabe des griinfluoreszierenden FITC*-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-TS-reiche Regionen bindet, und Actinomycin-D-Mannitol gefarbt 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
Basenpaare

3 Aufgereinigte humane DNS mit einer Lénge von ca. 400 bp, welche zunéchst durch Hitze
denaturiert und dann in 0.3 M NaCl bei 65 °C renaturiert wurde. Diese besitzt x mol Nukleotide
pro Liter fiir t Sekunden, wobei xt = 1.0 ist (frei iiberserzt aus Strachan und Read (1999)).

4  Fluoresceinisothiocyanat

Adenin

6 Thymin

ot
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Auswertung der Metaphasen erfolgt mit Hilfe spezieller Software am Computer.

Die Qualitat der Hybridisierung ist der bestimmende Faktor fiir die Auswertbarkeit
der Ergebnisse. Die Metaphasen miissen daher bestimmten Kriterien gerecht werden.
Sie miissen eine gleichmafige hochintense Hybridisierung besitzen. Die Farbung des
Schwesterchromatins eines Chromosoms, die Farbung der homologen Chromosomen
einer Metaphase sowie die Farbung gleicher Chromosomen in unterschiedlichen Me-
taphasen miissen gleich sein. Die Bindung markierter DNS an die Zentromerregion
sowie an heterochromatinreiche Regionen sollte gering sein. Des Weiteren sollten
die Metaphasen eine geringe Hintergrundfirbung besitzen. Die verwendeten Meta-
phasenpréparate sollten moglichst wenig tiberlappende Chromosomen beinhalten.
Chromosomen, welche eine zu kurze bzw. zu lange Achse besitzen, sollten aus der

Analyse ausgeschlossen werden (Kallioniemi OP et al., 1994).

Comparative Genomic Hybridization
Differential labeling of DNAs  (500bp-2000bp)

9
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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 gefirbt und so unter UV!-Licht sichtbar
gemacht (Sharp et al., 1973). Die Bestimmung der DNS-Fragmentlange erfolgt
durch Vergleich mit DNS-Langenstandards.

2.3.3 Durchfiihrung der Agarose-Gelelektrophorese

Tabelle 2.11: Zusammensetzung des TBE?-Puffers

TBE-Puffer 1000 ml
Tris 89 mmol/I 10,78¢g
Borsaure 89 mmol/I 55g
EDTA3 2mmol/I 0,58¢g

Tabelle 2.12: Zusammensetzung des Probenpuffers

Probenpuffer 6X Loading Dye Solution
Tris-HCI 10 mmol/I
Bromphenolblau 0,03%
Xylencyanol FF 0,03%
Glycerol 60 %
EDTA 60 mmol /I

Tabelle 2.13: Zusammensetzung der Ethidiumbromid-Losung
Ethidiumbromid-L6sung 10 ml
Ethidiumbromid 1mg/I 10 mg

1 Ultraviolettstrahlung
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Tabelle 2.14: Zusammensetzung des Gelansatzes
Gelansatz 100 ml
Agarose-LE! 1,5% (w/v) 15¢g
ad 100 ml TBE-Puffer

Die Losung wurde zusatzlich mit 15 ul Ethidiumbromid-Losung versetzt.

Tabelle 2.15: Zusammensetzung des Laufpuffers
Laufpuffer
TBE 100 ml

Die Losung wurde mit 15 ul Ethidiumbromid-Lésung versetzt.

In die Taschen des Agarosegels wurden 5ul der zu analysierenden DNS zusammen
mit 3 ul Probenpuftfer pipettiert. Zur Bestimmung der Lange der DNS-Fragmente
wurden 1,5ul des Lingenstandards zusammen mit 3 ul Probenpufffer und 5 pl ste-
rilem Wasser pipettiert. Als Langenstandard nach der DNS-Isolierung diente der
Lambda-DNA /EcoRI Marker mit Fragmentlangen von 21.226, 7421, 5804, 5643,
4878 und 3530 Basenpaaren. Als Langenstandard nach der Nick-Translation diente
der pUC19 DNA /Mspl (Hpall) Marker mit Fragmentlangen von 501, 489, 404,
331, 242, 190, 147, 111, 110, 67, 34, 34 und 26 Basenpaaren. Die Auftrennung nach
Fragmentlangen erfolgte in einer mit Laufpuffer gefiillten Elektrophoresekammer
bei 80V fiir 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 Gewéhrleistung einer gleichbleibenden DNS-Konzentration
der einzelnen DNS-Proben von Referenz- und Tumor-DNS nach erfolgter Gelelek-
trophorese.

Zur photometrischen DNS-Konzentrationsbestimmung der doppelstrangigen DNS
wurden 5ul DNS zu 95ul Aqua ad iniectabilia gegeben. Die photometrische Mes-
sung erfolgte bei 260 nm. Dabei gilt
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B =—lg(T),

wobeil E fur Extinktion und T fur Transmission steht. Mit Hilfe des Lambert-

Beer’schen Gesetz lasst sich aus

AE=€m01' c- d

die Konzentration einer Losung berechnen. Dabei steht AE fir die Extinktions-
differenz, €0 ist der molare Extinktionskoeffizient in L - mol! - em™, ¢ die
Konzentration der Verbindung in mol/l und d die Schichtdicke der Kiivette in cm.
Die DNS-Konzentration wurde in pg/ml angegeben. Die Reinheit der DNS-Lésung
wurde mittels photometrischer Messung des Verhéltnisses von Salzkonzentration
zu DNS-Konzentration bestimmt. Dazu wurde die Probe bei 230 nm und 260 nm
gemessen und das Verhéltnis aus beiden Extinktionen berechnet. Wird die DNS-
Konzentration bei neutralem oder leicht basischem pH gemessen, so entspricht
ein Extinktionskoeffizient von 1,0 einer Konzentration doppelstrangiger DNS von
50 ug/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 Paraffinblocken

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

Tabelle 2.16: Zusammensetzung des DNS-Isolierungspuffers

DNS-Isolierungspuffer 1000 ml
Tris-HCI 50 mmol/I 7,88¢g
EDTA 1 mmol/I 0,37g

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
10um 10-20

Fiir die Gewinnung der Tumor-DNS aus Paraffinblocken wurden mit Hilfe des
Mikrotoms jeweils 10 bis 20 Schnitte mit einer Starke von 10 um angefertigt. Um
die Tumorzellen aus den Paraffinschnitten zu gewinnen erfolgte zunéchst eine
zweimalige je 10 miniitige Inkubation der Schnitte in 1000 ul Xylol gefolgt von
einer zweimaligen je 10 miniitigen Inkubation in 100 % Ethanol. Nach jedem
Inkubationsschritt wurde die Losung zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Nachdem die Entparaffinierung abgeschlossen war, wurden die Zellen der Proteinase
K Behandlung unterzogen. Proteinase K fithrt zur Freisetzung der DNS aus den
Zellen. Hierzu wurde den entparaffinierten Zellen 200 ul DNS-Isolierungspuffer
sowie 40 ul Proteinase K hinzugegeben. Das erhaltene Gemisch wurde bei 55°C und
850 rpm! auf dem Thermomixer inkubiert. Anschliefend erfolgte die Inaktivierung
der Proteinase K durch eine achtminiitige Inkubation bei 95°C. Nach der Inkubation
wurde die DNS-Loésung 10 Minuten mit 13.500 rpm zentrifugiert und der erhaltene

Uberstand zur weiteren Verarbeitung abpipettiert.

Aufreinigen der DNS-Proben tber 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 AW 1-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-Losung wurde nun mit Hilfe des QiAmp DNA Mini Kit
der Firma Qiagen aufgereinigt. Dazu wurden 650 pl der erhaltenen DNS-Losung
mit 200 ul AL-Puffer bei 70°C und 1400 rpm fiir 10 Minuten auf dem Thermomixer
gemischt. Anschlieiend erfolgte eine fiinfmintitige Inkubation mit 240 ul 100 %igem
Ethanol. Dieses Gemisch wurde in Reaktionsgefalen der Firma Qiagen, welche
spezielle Filter beinhalten, mit 10.000 rpm fiir zwei Minuten zentrifugiert. Das dabei
gewonnene Filtrat wurde verworfen. Anschliefend folgten weitere Aufreinigungen
der DNS unter Zugabe von 500 ul AW1-Puffer gefolgt von einer zweiminiitigen
Zentrifugation mit 10.000 rpm und 500 ul AW2-Puffer gefolgt von einer dreimintiti-
gen Zentrifugation mit 14.000 rpm. Das erhaltene Filtrat wurde jeweils verworfen.
Die Filter mit der so aufgereinigten DNS wurden nun auf Reagiergefafie gesetzt.
Durch fiinfminiitige Inkubation mit 50 ul AE-Puffer und einer anschliefenden zwei-
miniitigen Zentrifugation mit 10.000 rpm wurde die DNS aus dem Filter gelost.
Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Man erhielt so ein Endvolumen von 100 ul

aufgereinigter DNS.
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Nun erfolgte die photometrische Bestimmung der DNS-Konzentration sowie die Be-

stimmung der DNS-Fragmentlédnge 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°C gelagerten Lebergewebe wurde ein ca. 5mm?® grofies Stiick
herausgelost und zerkleinert. AnschlieBend wurde das zerkleinerte Gewebe in ein
Reaktionsgefaflgegeben und 360 ul ATL-Puffer sowie 40 ul Proteinase K hinzupipet-
tiert. Danach folgte eine Inkubationsphase auf dem Thermomixer bei 55°C. Nach
der Proteinase K Behandlung erfolgte die weitere Verarbeitung der Referenz-DNS

geméafl den oben beschriebenen Arbeitsschritten fiir die Tumor-DNS.

Die Lange der einzelnen DNS-Fragmente wurde wie oben beschrieben mittels
Gelelektrophorese bestimmt. Anschlieend 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 zunéchst durch
die Desoxyribonuklease I im DNS-Doppelstrang Einzelstrangbriiche, 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 zunéchst

mittels ihrer 5’'—3-Exonukleaseaktivitat 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 wahrend der Nick-Translation spezifische an Nukleotide gebun-
dene Markermolekiile 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 Farbung der DNS-Sonden mit Hilfe von mit fluoreszierenden Farb-
stoffen markierten Molekiilen, welche spezifisch an die Markermolekiile binden
(Kallioniemi OP et al., 1994). Die indirekte Markierung erfolgte mit FITC-Avidin,
welches an Biotin bindet, und dem Antikorper Antidigoxigeninrhodamin, welcher
an Digoxigenin bindet (Brigati et al., 1983; Komminoth, 1992).

Fragmentlange der DNS

Als optimale Fragmentlange nach Nicktranslation gelten Langen von 150 bis 650
Basenpaaren. DNS-Sonden mit einer Lange in diesem Bereich fithren zu einer
verstarkten Intensitat und einheitlicheren Ergebnissen bei der Hybridisierung. Durch
Anderungen der Konzentrationen von DNAse I und DNA-Polymerase sowie der
Reaktionszeit kann die Lange der DNS-Fragmente beeinflusst werden (Kallioniemi
OP et al., 1994).

Durchfiihrung der Nick-Translation

Tabelle 2.23: Zusammensetzung des 10x Reaction Buffers

10x Reaction Buffer

Tris-HCI 500 mmol/I
Magnesiumchlorid 100 mmol/I
Dithiothreitol 10 mmol/I

Der Puffer war der DNA-Polymerase | beigefiigt.
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Fiir die Nick-Translation wurden 3 ug Tumor- bzw. Referenz-DNS in ein Reak-
tionsgefaf, welches auf Eis gelagert wurde, pipettiert. Das benétigte Volumen
der DNS wurde zuvor mit Hilfe der oben beschrieben photometrischen Konzen-
trationsbestimmung errechnet. Zu den 3 pg DNS wurden nun 10ul 10 x Reaction
Buffer, je 2ul dATP!, dGTP2, dCTP3, 1ul dTTP*, 1ul Desoxyribonuklease, 2 pl
DNA-Polymerase I pipettiert. Der Tumor-DNS wurden 1 ul Biotin-16-dUTP und
der Referenz-DNS 1 ul Digoxigenin-11-dUTP hinzugegeben. Diese Losung wurde
mit sterilem Wasser auf 100 pul aufgefiillt, gemischt und anschliefend zentrifugiert.
Nun erfolgte eine sechzigminiitige Inkubation bei 15°C der Referenz-DNS sowie eine
fiinfzigmintitige Inkubation bei gleicher Temperatur der Tumor-DNS, da diese auf-
grund der Paraffineinbettung bereits teilweise fragmentiert vorlag. Die Inkubation
wurde anschliefend durch Abkiihlen auf -20°C gestoppt und eine Fragmentlangen-
bestimmung der DNS mittels oben beschriebener Gelelektrophorese durchgefiihrt.
Lagen die DNS-Fragmente im gewiinschten Bereich von 150-600 Basenpaaren so
wurden die Desoxyribonuklease sowie der DNA-Polymerase I durch Zugaben von
EDTA inaktiviert. Waren die DNS-Fragmente langer als gefordert, so wurde die
Inkubation fiir weitere 5 bis 10 Minuten bei 15°C fortgesetzt. Anschlieend folgte

eine erneute DNS-Fragmentlangenbestimmung.

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

Desoxyadenosintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat

Desoxythymidintriphosphat

=W N
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1400 rpm auf dem Thermomixer inkubiert. Nach dieser Inkubationsphase erfolgte
eine erneute Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 4°C und 14.000 rpm. Der dabei
entstandene Uberstand wurde wiederum verworfen und das DNS-Pellet getrocknet.
Die Denaturierung der so aufgereinigten DNS-Sonden erfolgte durch Zugabe von
6 ul deionisiertem Formamid und einer Inkubation bei 37°C und 1400 rpm fiir 60
Minuten auf dem Thermomixer. Danach wurden 7ul Master-Mix hinzugegeben
und bei 78°C fiir 6 Minuten auf dem Thermomixer inkubiert. Anschlielend folgte

eine Vorhybridisierung bei 37°C fiir 30 Minuten auf dem Thermomixer.

Aufarbeitung der Metaphasen

Tabelle 2.24: Zusammensetzung der Pepsinlésung

Pepsinlosung 100 ml
Pepsin 28,57 ul
1M Salzsiure 1ml

Die Losung wurde in der Hybridisierungskammer auf 37°C erwarmt.

Tabelle 2.25: Zusammensetzung der Denaturierungslésung

Denaturierungslosung 50 ml
20x SSC! 5ml
NaH,PO,4 5ml
Aqua bidest. 5ml
deionisiertes Formamid 35 ml

Die Lésung wurde mit 37 %iger Salzsdure auf pH 7,0 eingestellt und im Wasserbad auf 69°C

erwarmt.

Bevor die Hybridisierung der DNS-Fragmente auf die Metaphasenpraparate durch-
gefithrt werden konnte, mussten die Metaphasenpréparate, welche auf einem Ob-
jekttrager vorliegen, einer Vorbehandlung und Denaturierung unterzogen werden.
Dazu wurde zunéchst das Hybridisierungsfeld, in dem die Metaphasenchromosomen
liegen, mit einem Diamantstift markiert. Anschliefend wurden die Objekttrager

einer Pepsinbehandlung unterzogen. Dafiir wurden die Objekttrager fiir 5 Minuten
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in eine Pepsinlosung gegeben, gefolgt von einer fiinfminiitigen Inkubation in 2x
SSC. Diesem Schritt folgte eine Inkubation in einer aufsteigenden Alkoholreihe
mit 70 %igem, 85 %igem und 100 %igem Ethanol, welches eine Temperatur von
-20°C besaB, fiir je 5 Minuten. Danach trockneten die Objekttrager 30 Minuten
bei Raumtemperatur. Nun erfolgte die Denaturierung der Metaphasen durch eine
zweiminiitige Inkubation in der Denaturierungslosung. Anschlieend wurden die
Objekttrager wiederum in der oben beschriebenen Alkoholreihe fiir je 5 Minuten
inkubiert. Durch fiinfzehnminiitiges Trocknen bei Raumtemperatur und anschlie-
Bendem fiinfzehnmintitigem Vorhybridisieren in der Hybridisierungskammer wurde

die Vorbereitung der Metaphasenpraparate abgeschlossen.

2.3.8 Hybridisierung

Unbehandelte DNS liegt in ihrer natiirlichen Form als Doppelstrang vor. Durch
Erhitzen trennt sich dieser Doppelstrang zu zwei Einzelstrangen auf. Dieser Schritt
wird als Denaturierung bezeichnet (Meselson und Stahl, 1958). Durch Abkiihlen
kehrt sich dieser Prozess wieder um. Es kommt durch eine mehr oder weniger kom-
plementédre Bindung der DNS-Einzelstrange 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 Stabiliat der so gebildeten Hybride ist abhéangig von aufleren 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 dhneln (Schmid und Jelinek, 1982; Singer, 1982). Da die zu untersuchenden
DNS-Sonden wahllos an diese repetitiven Sequenzen binden wiirden, wére eine Ana-
lyse somit nicht mehr moglich. 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 20x SSC Loésung zur Hybridisierung

20x SSC 1000 ml
Natriumchlorid 3 mol/I 175,5¢
tri-Natriumcitratdihydrat 300 mmol/I 88,29¢g

Die Lésung wurde mit 37 %iger Salzsiure auf pH 7,0 eingestellt.

Vor der Hybridisierung wurden die DNS-Sonden zunéchst bei 3500 rpm fiir 30
Sekunden zentrifugiert. Danach pipettierten wir 13 ul der DNS-Sonden auf das
bereits markierte Hybridisierungsfeld der Metaphasenpréaparate. Das Hybridisie-
rungsfeld wurde nun mit einem Deckglas abgedeckt und die Rénder mit Fixogum
verschlossen. Die Hybridisierung erfolgte wiahrend einer dreitagigen Inkubation bei
37°C im Brutschrank.

2.3.9 Detektion

Tabelle 2.27: Zusammensetzung der 20x SSC Loésung zur Detektion
20x SSC 1000 ml
20x SSC 1000 ml

Die Lésung wurde mit Imolarer Salzsaure auf pH 7,0 eingestellt.

Tabelle 2.28: Zusammensetzung der Waschlésung [

Waschlosung | (Losung A) 1000 ml
Formamide 50% (v/v) 500 ml
20x SSC 10% (v/v) 100 ml

Die Losung wurde mit 5 molarer Salzsdure auf pH 7,0 eingestellt.
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Tabelle 2.29: Zusammensetzung der Waschlésung 11

Waschlosung 1l (Lésung A) 1000 ml
20x SSC 200 ml
Polysorbat 20 1ml

Die Losung wurde mit 1 molarer Salzsdure auf pH 7,0 eingestellt.

Tabelle 2.30: Zusammensetzung der Blockinglosung

Blockinglosung 100 ml
Polysorbat 20 0,1% (v/v) 0,1ml
20x SSC 5% (v/v) 20ml
Albumin-Fraktion V 3% (w/v) 3g

Die Lésung wurde mit 1 molarer Salzsiure auf pH 7,0 eingestellt.

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

Anti-Digoxigenin-Rhodamin- 1ml
Losung
Anti-Digoxigenin-Rhodamin 200 pug/ml 200 pg

Die Lésung wurde lichtgeschiitzt bei 4°C gelagert.

Tabelle 2.32: Zusammensetzung der Detektionslosung

Detektionslosung 1ml
Polysorbat 20 0,1% (v/v) 0,001 ml
20x SSC 5% (v/v) 0,2ml
Albumin-Fraktion V 1% (w/v) 00lg
Anti-Digoxigenin-Rhodamin 15l
Fluorescein Avidin DCS 5ul

Die Lésung wurde lichtgeschiitzt hergestellt und mit 1 molarer Salzsaure auf pH 7,0 eingestellt.

Tabelle 2.33: Zusammensetzung der DAPI-Losung

DAPI-L6sung 1ml
Actinomycin-D-Mannitol 50 ul 12,5 ug/ml
DAPI lul 2,5ug/ml

Vectorshield 1ml Iml
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Nach der Hybridisierung folgte das Aufbringen der fluoreszierenden Farbstoffe auf
die Metaphasenpréparate. Um gebrauchsfertige Detektionslosung zu erhalten wurde
diese fiir 10 Minuten bei 37°C und 1000 rpm auf dem Thermomixer inkubiert und
danach fiir 3 Minuten bei 8000 rpm zentrifugiert.

Die Metaphasenpraparate wurden fiir 2 Minuten bei 42°C in 2x SSC inkubiert.
Nach diesem Schritt wurde das Fixogum entfernt. Durch dreimaliges je fiinfminii-
tiges Waschen der Metaphasenpréaparate in Waschlosung I bei 42°C wurden die
unspezifischen Bindungen der DNS-Fragmente aus dem Hybridisierungsfeld ent-
fernt. Diesem Schritt folgte ein dreimaliges je fiinfminiitiges Waschen in 2x SSC bei
42°C. Durch Aufbringen von 300 ul Blockinglosung und dreiffigmintitiger Inkubation
bei 37°C im Brutschrank wurde die Hybridisierungsreaktion gestoppt. Nach der
Inkubation im Brutschrank wurden die Metaphasenpraparate mit 2 ml Waschlosung
IT abgewaschen. Jetzt wurden auf die Metaphasenpraparate 300 ul Detektionslo-
sung pipettiert und fiir 60 Minuten inkubiert. Danach folgte ein dreimaliger je
fiinfmintitiger Waschschritt in Waschlosung II bei 42°C. Durch Aufbringen von
25 ul DAPI-Lésung erfolgte die Ubersichtsfirbung der Chromosomen. AnschlieBend

wurden die Metaphasenpraparate mit Deckglédsern abgedeckt.

2.3.10 Digitalisierung der Metaphasenchromosomen

Um eine moglichst grofie Genauigkeit in der Erfassung der Metaphasenchromosomen
zu gewahrleisten 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 Vergroferung je 3
monochrome Bilder mit einer 8bit-Farbtiefe angefertigt. Die Metaphasenpraparate
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 Intensitat der Fluores-
zensfarbstoffe spiegelt das Verhaltnis von Tumor-DNS und Referenz-DNS wider. Es

entsteht so ein Profil der Fluoreszensintensitit entlang der Chromosomenléngsachse
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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 fiir jede Metaphase
aus den 3 monochromen Bilder ein zusammengesetztes Bild erstellt. Danach wurde
jede Metaphase auf die Qualitat der Bilder iiberpriift und die Chromosomen in
ein Karyogramm eingefiigt. Chromosomen, welche den Qualitatskriterien nicht
entsprachen wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Fiir jeden Fall wurde
aus den einzelnen Karyogrammen ein Summenkaryogramm erstellt. Es konnten
so unerwiinschte Effekte minimiert werden, fallspezifische Veranderungen traten

verstarkt zum Vorschein.

:
il
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Abbildung 2.2: Zusammengesetztes Bild aus 3 monochromen Bildern der jeweili-
gen Fluoreszenzfarbstoffe
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2.4 Beschreibung der CGH-Daten

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

einem Wert von 1,5 lagen.

2.4.1 Nomenklatur

Die gewonnen Karyogramme entsprachen der Nomenklatur humaner Chromoso-
men fiir 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
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Abbildung 2.3: Mittels Quips Karyotyping/CGH Software erstelltes Summeni-
deogramm
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dabei rev ish gefolgt von dim! fiir Verluste und enh? fiir 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 uberfihrt.

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 ausschliefllich einen mannlichen
Chromosomensatz besaflen, die Proben aber von méannlichen und weiblichen Pati-

enten stammten.

2.4.3 Darstellung der CGH-Ergebnisse

Zur grafischen Darstellung der gewonnen Ergebnisse wurde neben der bereits
erwdahnten Quips Karyotyping/CGH Software die Analysefunktion der Website der
molekularzytogenetischen Online-Datenbank fiir 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 méglichst vollstindige Ubersicht iiber CGH-Untersuchungen von klarzelli-
gen Nierenzellkarzinomen und deren Metastasen bzw. Hirnmetatsasen zu erhalten,
wurde am 16.07.2008 eine Online Recherche in MEDLINE?, 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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durchgefithrt. Die Datenbanken wurden mit folgenden Suchkriterien durchsucht:
»Carcinoma, Renal Cell“ [MeSH'] 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 Veranderungen beinhalteten. Diese mussten der unter 2.4.1 beschriebenen
Nomenklatur humaner Chromosomen entsprechen. Auf diese Weise konnten CGH-

Ergebnisse von 189 Priméartumoren 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 samtli-
cher Artikel erméglicht. 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 fir chromosomale Aberrationen bei
Krebserkrankungen (http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman) (Mitel-
man et al., 2009).

Progenetix

Progenetix ist eine molekularzytogenetische Online-Datenbank fiir Krebserkran-

kungen (www.progenetix.net) (Baudis, 2000).

1 Medical Subject Heading
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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-
BI'), welches Teil der United States National Library of Medicine (NLM?) ist,
und dem National Cancer Institute (NCI?), 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 Priméartumore wurden aus der jeweiligen Publikation manuell extra-
hiert und in eine digitale tabellarische Form transformiert, um sie fiir die weitere
Auswertung nutzen zu kénnen. Die eigenen CGH-Ergebnisse sowie die Ergebnisse
der Primértumore, welche beide in der rev ish*-Schreibweise vorlagen, wurden

mittels Microsoft Excel fiir die weitere statistische Auswertung aufgearbeitet.

2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte durch die Abteilung Medizini-
sche Statistik der Georg-August-Universitat Gottingen.

Fir jede einzelne Bande bzw. jeden Chromosomenarm wurden die Anteile an
Gewinnen, Nicht-Verdnderungen und Verluste mit dem y?—Test auf signifikante
Unterschiede zwischen den Hirnmetastasen und Priméartumoren verglichen. Um zu
vermeiden, dass unter all diesen Tests eine zu groffe Anzahl an falsch positiven Test-
ergebnissen auftritt - also falschlicherweise auf signifikante Unterschiede geschlossen

wird - wurden die p-Werte bzgl. der false discovery rate (FDR) adjustiert. Hierzu

National Center for Biotechnology Information
United States National Library of Medicine
National Cancer Institute

Reverse-in-situ- Hybridization
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wurde das Verfahren nach Y. Benjamini und Y. Hochberg angewand (Benjamini
und Hochberg, 1995). Die FDR! 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 hochstens

gleich « betragt. Als globales Signifikanzniveau wurde o = 5% festgelegt.

2.7.1 Graphische Darstellung der gewonnenen Ergebnisse

Die Ergebnisse der statistischen Berechnungen wurden mittels Analysefunktion der

molekularzytogenetischen Datenbank Progenetix in Summenideogramme tiberfithrt
(Baudis, 2000).

2.7.2 Korrelation von CGH-Ergebnissen und Intervall bis zum Auftreten

der Hirnmetastase

Bei jeder der 320 Banden wurde gezahlt wieviele der 106 Patienten einen Gewinn,
eine Nicht-Verdanderung oder einen Verlust aufwiesen. Die Wahrscheinlichkeit keine
Hirnmetastase zu bekommen, in Abhéngigkeit von der Zeit nach der Erstdiagnose,
wurde mit den Kaplan-Maier-Schatzer geschatzt. 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 ausgefithrten Tests den Anteil an falsch positi-
ven Testresultaten einzuschranken. Als globales Signifikanzniveau wurde oo = 5%

festgelegt.

1 false discovery rate
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3 Ergebnisse

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

zellkarzinome klassifiziert wurden.

Das 189 Primartumore umfassende Kollektiv wurde wie unter 2.5 beschrieben
zusammengestellt und umfasste ausschlielich CGH-Ergebnisse, welche in der rev

ish-Schreibweise vorlagen.

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

dokumentiert.

Die statistische Auswertung erfolgte wie unter 2.7 beschrieben mit Hilfe der
Medizinischen Statistik der Georg-August-Universitat Gottingen. Dabei wurden
die gewonnenen Ergebnisse zum einen auf dem Niveau von Chromosomenbanden
sowie auf dem héufig verwendeten Niveau von Chromosomenarmen ausgewertet.
Es erfolgte auflerdem eine Korrelation von chromosomalen Verdnderungen 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 %) ménnlichen

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 singulare 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 haufigstes Tumorstadium der
Primértumore, welche zu den hier untersuchten Hirnmetastasen fithrten zeigte sich
ein Tumorstadium T2 (40,0 %), NO (74,0 %), G2 (71,0 %).

3.2 Tumorstaging und Tumorgrading der untersuchten

Primartumore

Die hier prasentierten CGH-Ergebnisse beruhen auf der Auswertung von 189
priméaren Nierenzellkarzinomen des klarzelligen Typs, welche aus verschiedenen
Publikationen zusammengetragen wurden. Das Tumorstadium sowie das Tumor-
grading dieser Primértumore konnte aufgrund fehlender Angaben nicht von allen
der 189 Tumore dokumentiert werden. Im Durchschnitt zeigte sich als haufigstes
Stadium T1 (46,0 %), NO (57,0 %), M1 (81,0 %), G2 (55,0 %).
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Tabelle 3.1: Tumorstadium und Tumorgrading der Primértumore

untersuchte Primartumore der
Primartumore 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
NO 57,0 % (20) 74,0 % (29)
N1 20,0 % (7) 18,0 % (7)
N2 23,0 % (8) 8,0 % (3)
Nx 154 142
MO 46,0 % (17) 0,0 % (0)
M1 81,0 % (30) 100,0 % (181)
Mx 142 0,0 % (0)
Gl 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 Primartumore

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 5g31 mit 40,7 %, 5q32
mit 39,7 % und 533 mit 39,2 %. Am héaufigsten unverandert waren die Banden
11q11, 11q12 und 1113 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 Verédnderungen der 189 Priméartumo-
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 héufigsten 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 Verédnderungen der 189 Primartumo-
re nach Chromosomenarmen, erstellt mittels Baudis und Cleary (2001)

3.4 Ergebnisse der Hirnmetastasen

Die in dieser Arbeit prisentierten 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 wihrend 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, 5933 und 5q32 mit jeweils 38,7 %. Die haufigsten
unverdnderten Banden waren 16pll, 16p12 sowie 17q11 und 17ql2 mit jeweils
95,6 % (Abbildung 3.3, Tabellen A.2 und A.3 auf S. 91 und 99 im Anhang).



3 Ergebnisse

46

e | il ik i il

F2
ra
=
Fi

208 20

= [l Hi me il
o [l il Ballaiin

208 208

===
—

i

208 208 200 208 208 20 18 0%

oA i H

208 13 208 208 14 20% 208 19 20% 208 16 203

o [1iiiili WDl
tilnililmii

i

a |juili Bl wdi

[
=

3
=

o

Ex3
[
(=3
3
w

208 19 Z0¥ 208 28 0¥ 208 21 20¥ 208 22 0¥

200

208

208

208

|

o flillnhiniidIn i

———

208

=Y
=
[
(=3
3

jilintii
-_—

=
~

= | [ililmillm

208

20%

a [ i vl

208

208 12 20%

200 18  20%

208

208 0F 20¥

Abbildung 3.3: Histogramm chromosomaler Veranderungen 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 haufigsten Verluste fiir 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 Veranderungen der 181 Hirnmeta-
stasen nach Chromosomenarmen, erstellt mittels Baudis und Cleary (2001)

3.5 Vergleich der Ergebnisse der Hirnmetastasen mit den

Ergebnissen der Primartumore

Vergleicht man die Ergebnisse der Hirnmetastasen mit den Ergebnissen der Primér-
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 fiir die p-Werte
besteht fir 5% dieser 163, also fiir ca. 9 Banden, immer noch die Moglichkeit, dass
falschlicherweise auf einen signifikanten Unterschied geschlossen wurde. Auf dem
Niveau der Chromosomenarme sind von den 48 Chromosomenarmen 45 signifikant
unterschiedlich. Hierbei konnten aufgrund des beschriebenen Adjustierungsverfah-

rens 2 Chromosomen féalschlicherweise als signifikant unterschiedlich gelten.
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Die Abbildung 3.5 zeigt die unterschiedlichen Haufigkeiten chromosomaler Ver-

luste, chromosomaler Zugewinne und chromosomaler Nicht-Veranderungen.
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Abbildung 3.5: Vergleichende Dot-blot-Darstellung chromosomaler Veranderun-
gen von Primértumoren (N) und Hirnmetastasen (H), Verluste (A), konstante
Bereiche (B), Zugewinne (C)

3.6 Korrelation chromosomaler Aberrationen mit dem

rezidivfreien Uberleben

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 fithrt im Mittel nach 60 Monaten
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Abbildung 3.6: Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer Hirnmetastase bezogen
auf 18q (A), 9934 (B) und 17q (C)

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

Ein Verlust im Bereich der Bande 9934 fihrt 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 % Kl-Intervall 12 bis 27 Monate) auf (p-Wert 0,042) (Abbildung
3.6).

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

Da fiir alle 3 beschriebenen chromosomalen Verdanderungen der p-Wert unter 0,05
liegt, stellen diese Ergebnisse Veranderungen 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 beschéftigt. Mit 181 untersuchten Hirnmetastasen
klarzelliger Nierenzellkarzinome umfasst sie gleichzeitig das bisher grofite Kollektiv
an untersuchten Metastasen von Nierenzellkarzinomen. Die Ergebnisse dieser Arbeit
sind gerade mit Blick auf Publikationen mit weit unter 100 Proben als besonders

aussagekraftig einzuschétzen.

Die Analyse der CGH-Ergebnisse von 189 Priméartumoren unterschiedlicher Publi-
kationen spiegelt eine aussagekraftige und unabhéngige Darstellung chromosomaler

Muster klarzelliger Nierenzellkarzinome wider.

Als Einschlusskriterium fiir diese Arbeit galt eine histologisch gesicherte Hirn-
metastase eines klarzelligen Nierenzellkarzinom-Primértumors. Die Untersuchung

mittels CGH erfolgte ausschliellich von Hirnmetastasen des klarzelligen Typs.

Als Einschlusskriterium fiir die Auswahl der CGH-Ergebnisse der Primértumore

galt ebenso eine histologische Zuordnung zum klarzelligen Typ.

Faktoren wie Grofle, Stadium und Grading des Primartumors sowie Geschlecht
oder Alter der Patienten wurden mit Blick auf die ansonsten zu kleinen und damit

statistisch nicht eindeutig verwertbaren Ergebnisse bewusst nicht beriicksichtigt.
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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 ermoglicht eine genomweite Untersuchung chromosomaler
Aberrationen (du Manoir et al., 1993; Kallioniemi A et al., 1992). Dabei ist es
moglich Zugewinne sowie Verluste gleichzeitig in einer Untersuchung zu detektieren
(James, 1999). Die Auflésung liegt zwischen 10 und 20 Megabasenpaare (Mbp) fir
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 fiir in Paraffin eingebettete oder

tief gefrorene Proben solider Tumore eignet.

Die CGH ist eine arbeitsintensive Methode, bei deren Durchfithrung viel Erfah-
rung notig ist. Die Aussagekraft der Ergebnisse ist besonders abhéngig von der
Qualitat der Proben-DNS (James, 1999). Chromosomale Verdnderungen 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 Veranderungen beziiglich der Kopi-
enzahl einzelner Chromosomenabschnitte feststellen. Aussagen tiber numerische
Verédnderungen des Chromosomensatzes konnen mit Hilfe der CGH nicht getroffen
werden(du Manoir et al., 1995).

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

empfohlenen Kriterien entsprechen.

Um zuverlassige Ergebnisse mittels CGH zu erhalten, empfehlen du Manoir et al.
(1995) funf bis 12 Metaphasen zu analysieren. Die in dieser Arbeit présentierten
CGH-Ergebnisse beruhen auf einer Auswertung von mindestens 20 Metaphasen je

Tumor. Durch diesen Mehraufwand konnten negative Einflussfaktoren noch weiter
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minimiert und die Aussagekraft der Ergebnisse erhoht werden.

Aussagen iiber die Qualitat der fiir diese Arbeit aus anderen Publikationen

herangezogenen CGH-Ergebnisse kénnen 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 iibliche rev ish-Schreibweise transformiert um sie so der weiteren
Auswertung zugénglich zu machen. Bei dieser Transformation wurde versucht die
fallspezifischen Verluste bzw. Zugewinne moglichst genau zu notieren. Die chro-
mosomalen Regionen, welche fiir methodenbedingte Verfalschungen anféllig 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 groiten Fehleranfalligkeit
dar, da eine manuelle Auswertung nie absolut frei von subjektiven Eindriicken und

Einflussen ist.

Die Transformation der CGH-Ergebnisse in die rev ish-Schreibweise fiihrt ab-
héngig vom jeweiligen Betrachter zu interindividuellen Unterschieden. Um die
Variabilitat der Ergebnisse so gering wie moglich zu halten wurden diese in einer

Konferenz der Abteilung Gastroenteropathologie abschliefend besprochen.

Die CGH-Ergebnisse der Primartumore in Form der rev ish-Scheibweise wurden
aus verschiedenen Publikationen gewonnen. Eine Aussage tiber die Qualitat der

einzelnen Ergebnisse kann also nicht getroffen werden.

Durch die hohe Fallzahl der in diesem Kollektiv untersuchten Hirnmetastasen und
Primartumore wurde versucht die interindividuellen Unterschiede jeder einzelnen

Hirnmetastase bzw. jedes einzelnen Primartumors sowie die durch die manuelle
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Auswertung bedingte Variabilitat der Ergebnisse so gering wie moglich zu halten.

Der Vergleich der CGH-Ergebnisse von Primértumoren und Hirnmetastasen,
welche beide aus unabhangigen Kollektiven stammten, ergab signifikant unterschied-
liche chromosomale Bereiche, welche frei von klonalen Einfliilssen waren. Es handelte
sich also hierbei um Veranderungen, die sich nur in Hirnmetastasen fanden nicht
jedoch in den Primartumoren. Diese Veranderungen scheinen die metastasierten

Zellen im Zeitraum zwischen der ersten Absiedelung bis hin zur Diagnose erworben
haben.

4.3 Kiritische Betrachtung der Ergebnisse

Die histologisch gesicherte Abstammung der Metastasen von klarzelligen Nieren-
zellkarzinome konnte anhand ahnlicher chromosomaler Muster widergespiegelt
werden. Wie man in den Abbildungen 3.1, 3.2 sowie 3.3 und 3.4 sehen kann treten
Veranderungen, welche sich in Primartumoren finden ebenso in den Hirnmetastasen
auf. Abbildung 4.1 zeigt mit Hamatoxilin-Eosin gefirbte 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 Primértumore und der Hirnmetastasen zusammengesetztes
Histogramm, welches die Ahnlichkeit der chromosomalen Muster beider Gruppen
verdeutlicht. Die histologische Ahnlichkeit spiegelt sich also auch auf chromosomaler
Ebene wider. Dies beweist zum einen die Richtigkeit der Diagnosestellung anhand
der histologischen Praparate und zeigt zum anderen, dass an Hand des chromo-
somalen Musters eine Zuordnung einer Metastase zu diesem speziellen Tumortyp
moglich ist. Die in dieser Arbeit gefundenen chromosomalen Verédnderungen der
Primértumore spiegeln die von Gunawan et al. (2001) und Junker et al. (2003) fur
klarzellige NZK beschriebenen Veranderungen wider.

Im Kollektiv der Hirnmetastasen traten insgesamt mehr Veranderungen als im
Kollektiv der Primértumore auf. Diese Beobachtung wird gestiitzt 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 veranderten Zelle kommt es
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Abbildung 4.1: A = Histologie eines priméren 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 Veranderungen. Durch
Selektionsdruck entwickelt sich ein dominierender Subklon, welcher zuséatzlich zu
den bereits bestehenden genetischen Veranderungen weitere neu entstandene Ver-
anderungen besitzt. Wahrend der Tumorprogression treten zu einem unbekannten
Zeitpunkt Fahigkeiten invasiv zu wachsen bzw. zu metastasieren auf (Nowell, 1976).
Nach Hanahan und Weinberg (2000) gelten eine Unabhéngigkeit von Wachstums-
faktoren, Resistenz gegeniiber das Wachstum inhibierenden Signalen, Umgehung
des programmierten Zelltodes, der Apoptose, uneingeschrinkte Teilungsfihigkeit,
dauerhafte Angiogenese sowie die Féahigkeit 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 Veranderungen am Beispiel des Kolonkarzinoms. Sie konnten
zeigen, dass sich bestimmte genetische Verdnderungen 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 Primartumore weniger héufig ver-

andert sind. Dies und die Tatsache, dass einige Hirnmetastasen erst nach bis zu 24,5
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Abbildung 4.2: Summationshistogramm aus den Ergebnissen der Priméartumore
(hellrot = Verluste, hellgriin = Zugewinne) und der Hirnmetastasen (dunkelrot =
Verluste, dunkelgriin = Zugewinne)

Jahren manifest wurden, sprechen fiir eine bereits frith 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
frithe Absiedelung von Tumorzellen bei Brustkrebspatienten nachweisen konnten.
Studien tiber das Auftreten von Nierenzellkarzinom-Metastasen im Gehirn sowie in
der Schilddriise bzw. dem Pankreas nach bis zu 21,8 Jahren nach Operation des
Priméartumors zeigen ebenso die fiir Nierenzellkarzinom-Metastasen charakteristi-
sche Eigenschafft, spit 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
Priméartumore konnten mit Hilfe statistischer Methoden signifikante Unterschiede
gefunden werden. Diese Ergebnisse sind abhéangig von der Auflosung 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-
méartumoren 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 Primértumore
nur bis zu 14 % Verluste vorkommen. Dieses Ergebnis wird durch zahlreiche Ergeb-
nisse anderer Studien, welche den Bereich von 9p untersuchten, gestiitzt. In diesen
Studien konnte der Einfluss dieses Chromosomenbereichs auf die Tumorentstehung
sowie eine frithzeitige Metastasierung nachgewiesen werden (Gunawan et al., 2001;
Moch et al., 1996; Schraml et al., 2000). Im Bereich der Region 9p21 konnten die
Tumorsuppressorgene pl5 und pl16 gefunden werden (Cairns et al., 1994; Kamb et
al., 1994). In Ubereinstimmung mit Cairns et al. (1995) finden sich diese Veréinde-
rungen selten in Nierenzellkarzinom-Primértumoren (Cairns et al., 1995). Die Gene
pl5 und pl6 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 fiir klarzellige Nierenzellkarzinome
(Linehan und Zbar, 1987). Er findet sich in dem hier untersuchten Kollektiv
der Primértumore 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 haufiger in Primartumoren, 60 %, als in deren Metastasen, 32 %, zu finden
ist. Nach Zbar et al. (1987) ist der Verlust auf Chromosom 3p ein frith in der

Entstehung von Nierenzellkarzinomen eintretendes Ereignis.
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4.3.1 Interpretation der Ergebnisse mit unterschiedlicher Auflésung

Betrachtet man die gewonnenen Ergebnisse auf dem Niveau von Chromosomen-
armen, so ergibt dies einen ersten Anhalt {iber die héufigsten Veranderungen des
untersuchten Kollektivs. Eine detaillierte Betrachtung eines Chromosomenarms
ist auf diesem Niveau allerdings nicht moglich. Um mogliche relevante Bereiche
besser einschranken zu konnen ist also eine hohere Auflésung notig. 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 3pl14 betrifft.
Die Bande 3p13 zeigt dagegen einen Verlust von ca. 48 %. Dieser Unterschied
zwischen den Banden 3p13 und 3p14 lasst vermuten, dass in diesem Bereich ein
Bruchpunkt vorliegt. Auf Chromosom 5¢q 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 hauptséchlich den Bereich distal von Bande 5q21 (Abbildung
4.3). Auf der Suche nach moglichen Kandidatengenen sollten also besonders diese
Bereiche der beiden Chromosomen untersucht werden. Da eine Auswertung der
mittels CGH gewonnenen Summenideogramme eine Notation mit einer Auflésung
von Chromosomenbanden moglich macht, sollte diese, gerade mit Blick auf die
hier prasentierten Ergebnisse erfolgen. Die Auswertung mit einer Auflésung von
Chromosomenarmen fiihrt zu einer Ungenauigkeit, welche den Moglichkeiten der

Komparativen Genomischem Hybridisierung nicht gerecht wird.
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Abbildung 4.3: Summationshistogramm der Chromosomen 3 und 5 mit unter-
schiedlicher Auflésung

4.4 Kritische Betrachtung der chromosomalen

Veranderungen auf 18q, 9934 und 17q und deren Einfluss

auf das rezidivfreie Uberleben

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 Lange dieses Intervalls auswirken. Es handelt

sich dabei um Verédnderungen in den Bereichen von 18q, 9934 und 17q.

4.4.1 Chromosom 18q

Die Region um den Bereich 18q21 wurde bereits fiir andere Tumore wie dem Kolo-
rektalen Karzinom beschrieben. Ein Verlust in diesem Bereich fithrt zur Entstehung
dieser Tumorentitét (Fearon et al., 1990). Fir 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 LOH! der Region 18q21 in Nierenzellkarzinomen bei Patienten mit
familidr gehduften 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
unverdnderten 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 groferen Intervall bis zum Auftreten einer Hirnmetastase fithrte. 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
verlangert. Eine mogliche Erklarung fiir diese Beobachtung kénnte das Onkogen
bcl-22 sein, welches im Bereich 18q21 zu finden ist. Dieses wurde erstmals von
Pegoraro et al. (1984) fiir die B-Zell-Leukémie als Ursache fir eine vermehrte

B-Zell-Proliferation beschrieben.
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Abbildung 4.4: Summationshistogramm von Chromosom 18 aus den Ergebnissen
der Primértumore (hellrot = Verluste, hellgriin = Zugewinne) und der Hirnmeta-
stasen (dunkelrot = Verluste, dunkelgriin = Zugewinne)

4.4.2 Chromosom 9934

Als weitere Region welche das Intervall zwischen Diagnose des Primértumors 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 unverandert, tritt eine Hirnmetastase
signifikant frither auf als bei einem Verlust in diesem Bereich. Eine unverdnderte
Chromosomenbande 9q34 fand sich bei 54 %, ein Verlust dagegen bei 46 % der
untersuchten Hirnmetastasen. In der Region 9q34 liegt das abl'-Gen welches fiir
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 Leukémie (Klein et al., 1982). Beschrieben
wurde es erstmals als Teil eines onkogenen Virus der Maus (Abelson und Rabstein,
1970). Dies kénnte erkléren warum ein Verlust und damit eine Inaktivierung dieser

Tyrosinkinase zu einer verminderten Zellproliferation fiihrt.
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Abbildung 4.5: Summationshistogramm von Chromosom 9 aus den Ergebnissen
der Primértumore (hellrot = Verluste, hellgriin = Zugewinne) und der Hirnmeta-
stasen (dunkelrot = Verluste, dunkelgriin = 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
unverdndert, 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 unverandert,
Zugewinne fanden sich bei 2 bis 7 %. In Ubereinstimmung mit Ergebnissen von Hi-
rasawa et al. (2003), welche klarzellige Adenokarzinome des Ovars mittels CGH un-

tersuchten, zeigt sich als herausragende Veranderung, 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 Uberexpression
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 Priméartumors 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 17q21¢22 findet sich das Protoonkogen HER2/neu', welches fiir den
Epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptor (EGFR?) 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 Verdnderungen, wel-
che das rezidivfreie Uberleben signifikant beeinflussen, finden sich die Veranderungen
im Bereich von Chromosom 9q sowie 18q unter den 163 Chromosomenbanden, in
denen sich die hier untersuchten Priméartumore und Hirnmetastasen signifikant
unterscheiden. Dies legt die Vermutung nahe, dass Veranderungen im Bereich von
9q sowie 18q nach Absiedelung vom Primértumor von den Metastasen erworben
wurden. Im Bereich von 17q hingegen unterscheiden sich die hier untersuchten Pri-
martumore und Hirnmetastasen nicht signifikant. Verdnderungen in diesem Bereich
miissen also bereits vor Absiedelung der metastatischen Zellen im Priméartumor

vorgelegen haben.

Jiang et al. (2000) berechneten aus CGH-Ergebnissen ein Baummodell fir klar-
zellige Nierenzellkarzinome und fanden so zwei Gruppen von Tumoren welche sich
hinsichtlich ihrer Aberrationen auf den Chromosomen 9 und 17 unterschieden.
Danach verfiigt eine Gruppe tiiber Verluste auf Chromosom 9p, die andere iiber

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 eigenstandige

Untergruppe handelt, welche frith zu symptomatischen Hirnmetastasen fiihrt.

Da die Methode der Komparativen Genomischen Hybridisierung mit einer Auflo-
sung von maximal 10 bis 20 Mb zu ungenau ist um einzelne Banden als verandert
bewerten zu koénnen, miissen diese Ergebnisse trotz starker signifikanter Unter-
schiede kritisch betrachtet werden. Vielmehr sollte man die gefundenen signifikant
verdnderten Banden als Anlass nehmen, in ihrem Bereich mit genaueren Methoden
nach moglichen verdanderten Genen zu suchen. Die Methode der Komparativen
Genomischen Hybridisierung mit ihrer gegeniiber neueren Methoden relativen Un-
schérfe dient also der Detektion veranderter Chromosomenabschnitte und stellt die

Grundlage fiir prazisere Untersuchungen dar.
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Abbildung 4.6: Summationshistogramm von Chromosom 17 aus den Ergebnissen
der Primértumore (hellrot = Verluste, hellgriin = Zugewinne) und der Hirnmeta-
stasen (dunkelrot = Verluste, dunkelgriin = 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 zukiinftigen Studien sollten diese chromosomalen Regionen
mit genaueren Methoden untersucht werden um mogliche Kandidatengene fiir eine
Metastasierung nachweisen zu kénnen. Nach Pomer et al. (1997) gilt die Lénge des
Intervalls zwischen Diagnose des Primartumors 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 lasst sich folgern, dass klarzellige
Nierenzellkarzinome zukiinftig auf diese hier vorgestellten chromosomalen Regionen
hin untersucht werden sollten, um bereits bei der Diagnose des Primartumors
das Risiko einer moglichen Hirnmetastasierung abschéatzen zu konnen. Diese hier
beschriebenen Veranderungen konnten also von diagnostischer und therapeutischer

Bedeutung fiir 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 hereditire 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:

o Klarzellige Nierenzellkarzinome

o Multilokular klarzellige Nierenzellkarzinome

» Papillare Nierenzellkarzinome

o Chromophobe Nierenzellkarzinome

o Karzinome der Sammelrohre

o Medullére Nierenzellkarzinome

o Nierenzellkarzinome mit Xpl1-Translokation

« mit Neuroblastomen assoziierte Nierenzellkarzinome
e Muzinés tubulire und Spindelzellkarzinome

o unklassifizierbare Nierenzellkarzinome.

In molekularzytogenetischen Untersuchungen klarzelliger Nierenzellkarzinome
konnte als herausragende Verdnderung 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 Verédnderungen 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 fiir eine hervorragende
Prognose und eine lingere Uberlebenszeit steht. Dagegen scheint ein Verlust auf
Chromosom 9 bzw. dem kurzen Arm dieses Chromosoms, 9p, fiir eine frithzeitige

Metastasierung zu sprechen.

Die von Kallioniemi A et al. (1992) und du Manoir et al. (1993) beschriebe-
ne komparative genomische Hybridisierung (CGH) erméglicht einen umfassenden
Uberblick iiber 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 Verhéltnis zwischen den unterschiedlich fluoreszierenden
Anteilen entlang der Chromosomenachse représentiert 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 Priméartumo-
ren des klarzelligen Typs konnten chromosomale Veranderungen gefunden werden,

welche unabhéngig von klonalen Einfliissen sind.

In dieser Dissertation wurden 181 Hirnmetastasen klarzelliger Nierenzellkar-
zinome mittels CGH untersucht und mit CGH-Ergebnissen von Primartumoren
des klarzelligen Typs verglichen. Hirnmetastasen klarzelliger Nierenzellkarzinome
zeigen als herausragende Veranderungen Verluste auf den Chromosomen 3p und 9
sowie Zugewinne auf den Chromosomen 5q und 7. Als signifikantester Unterschied

zwischen Primartumor 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 Uberleben zeigte, dass insbesondere chromosomale Verdnderungen
auf den Chromosomen 18q, 9q34 und 17q diesen Zeitraum negativ bzw. positiv

beeinflussen.

Ein Verlust im Bereich von 18q fiihrt zum Auftreten einer Hirnmetastase nach
60 Monaten; ist dieser Bereich unverdndert, tritt eine Hirnmetastase bereits nach
17 Monaten auf. Ein Verlust im Bereich von Chromosom 9q34 fiihrt zu einem
Auftreten einer Hirnmetastase nach 59 Monaten. Keine Verdnderung in diesem
Bereich fithrt bereits nach 15 Monaten zum Auftreten einer Hirnmetastase. Ein
Zugewinn im Bereich von Chromosom 17q fithrt bereits nach 9 Monaten zum
Auftreten einer Hirnmetastase. Ist dieser Bereich dagegen unveréndert, so kommt

es erst nach 27 Monaten zum Auftreten einer Hirnmetastase.

Aus den beschriebenen Ergebnissen lésst sich schlieffen, dass eine Analyse der
Priméartumore vom klarzelligen Typ auf chromosomale Verdnderungen im Bereich
von 18q, 9q34 und 17q eine prognostische Relevanz besitzt, welche das weitere
diagnostische und therapeutische Vorgehen bei klarzelligen Nierenzellkarzinomen

in Zukunft beeinflussen konnte.



68

6 Literaturverzeichnis

Abelson HT, Rabstein LS (1970): Lymphosarcoma: Virus-induced Thymic-
independent Disease in Mice. Cancer Res 30, 2213-2222 (Zitiert auf Seite 61)

Astner ST, Nieder C, Grosu AL, Molls M (2008): Radiotherapy for intracerebral
metastases. Onkologe 14, 246-254 (Zitiert auf Seite 9)

Barnholtz-Sloan JS, Sloan AE, Davis FG, Vigneau FD, Lai P, Sawaya RE (2004): In-
cidence proportions of brain metastases in patients diagnosed (1973 to 2001) in
the Metropolitan Detroit Cancer Surveillance System. J Clin Oncol 22, 2865-2872
(Zitiert auf Seite 9)

Batzler WU, Giersiepen K, Hentschel S, Husmann G, Kaatsch P, Katalinic A,
Kieschke J, Kraywinkel K, Meyer M, Stabenow R: Krebs in Deutschland 2003-
2004. Haufigkeiten und Trends. 6. iiberarbeitete Auflage, hrsg. v. Robert Koch-
Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland
e.V.. Berlin 2008 (Zitiert auf Seite 4)

Baudis M: Progenetix — cytogenetic abnormalities in human cancer. 2000. Verfiighar

unter: www.progenetix.net (Zitiert auf Seiten 37, 38 und 40)

Baudis M (2007): Genomic imbalances in 5918 malignant epithelial tumors: an
explorative meta-analysis of chromosomal CGH data. BMC Cancer 7, 226
(Zitiert auf Seite 10)

Baudis M (2009a): ISCN2ProgenetiXML - ISCN annotation conversion and visua-
lization. Progenetix Website. 2009. Verfiighbar unter: http://www.progenetix.
net/cgi-bin/front_ISCN2matrix.cgi (Zitiert auf Seite 37)


www.progenetix.net
http://www.progenetix.net/cgi-bin/front_ISCN2matrix.cgi
http://www.progenetix.net/cgi-bin/front_ISCN2matrix.cgi

6 Literaturverzeichnis 69

Baudis M (2009b): (Preliminary) Guide to the Progenetix Analysis Tools. Progene-
tix Website. 2009. Verfiigbar unter: http://www.progenetix.net/progenetix/
presentations/Progenetix_analysis_guide.pdf (Zitiert auf Seite 37)

Baudis M, Cleary ML (2001): Progenetix.net: an online repository for
molecular cytogenetic aberration data. Bioinformatics 17, 1228-1229
(Zitiert auf Seiten 37, 44, 45, 46 und 47)

Bendell JC, Domchek SM, Burstein HJ, Harris L, Younger J, Kuter I, Bunnell
C, Rue M, Gelman R, Winer E (2003): Central nervous system metastases in
women who receive trastuzumab-based therapy for metastatic breast carcino-
ma. Cancer 97, 2972-2977 (Zitiert auf Seite 8)

Benjamini Y, Hochberg Y (1995): Controlling the False Discovery Rate: a Prac-
tical and Powerfull Approach to Multiple Testing. J R Stat Soc Series B Stat
Methodol 57, 289-300 (Zitiert auf Seite 40)

Bishop DT, Thomas HJ (1990): The genetics of colorectal cancer. Cancer Surv 9, 585-
604 (Zitiert auf Seite 59)

Bissig H, Richter J, Desper R, Meier V, Schraml P, Schaffer AA, Sauter G, Mihatsch
MJ, Moch H (1999): Evaluation of the clonal relationship between primary and
metastatic renal cell carcinoma by comparative genomic hybridization. Am J
Pathol 155, 267-274 (Zitiert auf Seiten 11 und 106)

Bodmer D, van den Hurk W, van Groningen JJM, Eleveld MJ, Martens GJM,
Weterman MAJ, van Kessel AG (2002): Understanding familial and non-familial
renal cell cancer. Hum Mol Genet 11, 2489-2498 (Zitiert auf Seite 10)

Bonner J, Kung G, Bekhor I (1967): A method for the hybridization of nucleic acid
molecules at low temperature. Biochemistry 6, 3650-3653 (Zitiert auf Seite 31)

Brigati DJ, Myerson D, Leary JJ, Spalholz B, Travis SZ, Fong CK, Hsiung GD, Ward
DC (1983): Detection of viral genomes in cultured cells and paraffin-embedded
tissue sections using biotin-labeled hybridization probes. Virology 126, 32-50
(Zitiert auf Seiten 20 und 28)


http://www.progenetix.net/progenetix/presentations/Progenetix_analysis_guide.pdf
http://www.progenetix.net/progenetix/presentations/Progenetix_analysis_guide.pdf

6 Literaturverzeichnis 70

Brunelli M, Eccher A, Gobbo S, Ficarra V, Novara G, Cossu-Rocca P, Bonetti
F, Menestrina F, Cheng L, Eble JN, Martignoni G (2008): Loss of chromosome
9p is an independent prognostic factor in patients with clear cell renal cell
carcinoma. Mod Pathol 21, 1-6 (Zitiert auf Seiten 12 und 55)

Cairns P, Mao L, Merlo A, Lee DJ, Schwab D, Eby Y, Tokino K, van der Riet P,
Blaugrund JE, Sidransky D (1994): Rates of p16 (MTS1) mutations in primary
tumors with 9p loss. Science 265, 415-417 (Zitiert auf Seite 57)

Cairns P, Tokino K, Eby Y, Sidransky D (1995): Localization of tumor suppressor
loci on chromosome 9 in primary human renal cell carcinomas. Cancer Res 55, 224-
227 (Zitiert auf Seite 57)

Chen XF, Zhou FJ, Han H, Qin ZK, Liu ZW, Yu SL, Li YH, Wang H, Hou
GL (2007): Transabdominal radical nephrectomy for renal cell carcinoma: an
experience on 155 patients. Ai Zheng 26, 528-532 (Zitiert auf Seite 6)

Cheville JC, Lohse CM, Zincke H, Weaver AL, Blute ML (2003): Comparisons
of outcome and prognostic features among histologic subtypes of renal cell
carcinoma. Am J Surg Pathol 27, 612-624 (Zitiert auf Seite 7)

Cohen AJ, Li FP, Berg S, Marchetto DJ, Tsai S, Jacobs SC, Brown RS (1979): Here-
ditary renal-cell carcinoma associated with a chromosomal translocation. N Engl
J Med 301, 592-595 (Zitiert auf Seite 10)

Coussens L, Yang-Feng TL, Liao YC, Chen E, Gray A, McGrath J, Seeburg PH,
Libermann TA, Schlessinger J, Francke U (1985): Tyrosine kinase receptor with
extensive homology to EGF receptor shares chromosomal location with neu
oncogene. Science 230, 1132-1139 (Zitiert auf Seite 62)

de Klein A, van Kessel AG, Grosveld G, Bartram CR, Hagemeijer A, Bootsma
D, Spurr NK, Heisterkamp N, Groffen J, Stephenson JR (1982): A cellular
oncogene is translocated to the Philadelphia chromosome in chronic myelocytic
leukaemia. Nature 300, 765-767 (Zitiert auf Seite 61)



6 Literaturverzeichnis 71

Dhote R, Pellicer-Coeuret M, Thiounn N, Debre B, Vidal-Trecan G (2000): Risk
factors for adult renal cell carcinoma: a systematic review and implications for
prevention. BJU Int 86, 20-27 (Zitiert auf Seite 5)

Doty P, Marmur J, Eigner J, Schildkraut C (1960): Strand Separation and Specific
Recombination in Deoxyribonucleic Acids: Physical Chemical Studies. Proc Natl
Acad Sci U S A 46, 461-476 (Zitiert auf Seite 31)

du Manoir S, Speicher MR, Joos S, Schrock E, Popp S, Dohner H, Kovacs G,
Robert-Nicoud M, Lichter P, Cremer T (1993): Detection of complete and partial
chromosome gains and losses by comparative genomic in situ hybridization. Hum
Genet 90, 590-610 (Zitiert auf Seiten 13, 14, 20, 52 und 66)

du Manoir S, Schrock E, Bentz M, Speicher MR, Joos S, Ried T, Lichter P, Cremer
T (1995): Quantitative analysis of comparative genomic hybridization. Cytome-
try 19, 27-41 (Zitiert auf Seiten 14, 34 und 52)

Eble JN, Sauter G, Epstein JI, Sesterhenn TA: Pathology and Genetics of Tumours
of the Urinary System and Male Genital Organs. ITARCPress International Agency
for Research on Cancer (IARC) 69008 Lyon/France 2004 (Zitiert auf Seite 7)

Ehrlich SD, Bertazzoni U, Bernardi G (1973): The specificity of pancreatic deoxyri-
bonuclease. Eur J Biochem 40, 143-147 (Zitiert auf Seite 27)

Fearon ER, Hamilton SR, Vogelstein B (1987): Clonal analysis of human colorectal
tumors. Science 238, 193-197 (Zitiert auf Seite 12)

Fearon ER, Vogelstein B (1990): A genetic model for colorectal tumorigene-
sis. Cell 61, 759-767 (Zitiert auf Seiten )

Fearon ER, Cho KR, Nigro JM, Kern SE, Simons JW, Ruppert JM, Hamilton SR,
Preisinger AC, Thomas G, Kinzler KW (1990): Identification of a chromosome 18¢
gene that is altered in colorectal cancers. Science 247, 49-56 (Zitiert auf Seite 59)

Ficarra V, Righetti R, Pilloni S, D’amico A, Maffei N, Novella G, Zanolla
L, Malossini G, Mobilio G (2002): Prognostic factors in patients with renal
cell carcinoma: retrospective analysis of 675 cases. Eur Urol 41, 190-198
(Zitiert auf Seiten 6 und 7)



6 Literaturverzeichnis 72

Figlin RA (1999): Renal cell carcinoma: management of advanced disease. J

Urol 161, 381-386 (Zitiert auf Seite 5)

Fischer CG (1999): Etiology, pathogenesis and therapy of renal cell carcinoma. Ra-
diologe 39, 343-349 (Zitiert auf Seite 6)

Flaherty KT, Fuchs CS, Colditz GA, Stampfer MJ, Speizer FE, Willett WC,
Curhan GC (2005): A prospective study of body mass index, hypertension, and
smoking and the risk of renal cell carcinoma (United States). Cancer Causes
Control 16, 1099-1106 (Zitiert auf Seite 5)

Foley FB, Mulvaney WP, Richardson EJ, Victor I (1952): Radical nephrectomy for
neoplasms. J Urol 68, 39-49 (Zitiert auf Seite 6)

Foulds L (1954): The experimental study of tumor progression: a review. Cancer
Res 14, 327-339 (Zitiert auf Seite 12)

Gatenby RA (1991): Population ecology issues in tumor growth. Cancer Res 51, 2542-
2547 (Zitiert auf Seite 13)

Gatenby RA (1995): Models of tumor-host interaction as competing populati-
ons: implications for tumor biology and treatment. J Theor Biol 176, 447-455
(Zitiert auf Seite 12)

Gavrilovic IT, Posner JB (2005): Brain metastases: epidemiology and pathophysio-
logy. J Neurooncol 75, 5-14 (Zitiert auf Seite 8)

Gayrard N, Cacheux V, Iborra F, Mourad G, Argiles A (2008): Cytogenetic
studies of 24 renal epithelial tumors with von Hippel-Lindau and fragile histi-
dine triad protein expression correlation. Arch Pathol Lab Med 132, 965-973
(Zitiert auf Seiten 110 und 111)

Glasel JA (1995): Validity of nucleic acid purities monitored by 260nm/280nm
absorbance ratios. Biotechniques 18, 62-63 (Zitiert auf Seite 24)

Goelz SE, Hamilton SR, Vogelstein B (1985): Purification of DNA from formal-
dehyde fixed and paraffin embedded human tissue. Biochem Biophys Res Com-
mun 130, 118-126 (Zitiert auf Seite 24)



6 Literaturverzeichnis 73

Griffin N, Gore ME, Sohaib SA (2007): Imaging in metastatic renal cell carcino-
ma. AJR Am J Roentgenol 189, 360-370 (Zitiert auf Seite 5)

Gronwald J, Storkel S, Holtgreve-Grez H, Hadaczek P, Brinkschmidt C, Jauch
A, Lubinski J, Cremer T (1997): Comparison of DNA gains and losses in
primary renal clear cell carcinomas and metastatic sites: importance of 1q

and 3p copy number changes in metastatic events. Cancer Res 57, 481-487
(Zitiert auf Seiten 11, 57, 105 und 106)

Gudbjartsson T, Hardarson S, Petursdottir V, Thoroddsen A, Magnusson J, Ei-
narsson GV (2005): Histological subtyping and nuclear grading of renal cell
carcinoma and their implications for survival: a retrospective nation-wide study
of 629 patients. Eur Urol 48, 593-600 (Zitiert auf Seite 6)

Gunawan B, Huber W, Holtru, M, von Heydebreck A, Efferth T, Poustka A,
Ringert RH, Jakse G, Fuzesi L (2001): Prognostic impacts of cytogenetic
findings in clear cell renal cell carcinoma: gain of 5q31-qter predicts a dis-
tinct clinical phenotype with favorable prognosis. Cancer Res 61, 7731-7738
(Zitiert auf Seiten 10, 12, 54 und 57)

Hanahan D, Weinberg RA (2000): The hallmarks of cancer. Cell 100, 57-70
(Zitiert auf Seiten 12, 13 und 55)

Harada Y, Nonomura N, Kondo M, Nishimura K, Takahara S, Miki T, Okuya-
ma A (1999): Clinical study of brain metastasis of renal cell carcinoma. Eur
Urol 36, 230-235 (Zitiert auf Seite 9)

Heffess CS, Wenig BM, Thompson LD (2002): Metastatic renal cell carcinoma to
the thyroid gland: a clinicopathologic study of 36 cases. Cancer 95, 1869-1878
(Zitiert auf Seite 56)

Helling RB, Goodman HM, Boyer HW (1974): Analysis of endonuclease R-EcoRI
fragments of DNA from lambdoid bacteriophages and other viruses by agarose-gel
electrophoresis. J Virol 14, 1235-1244 (Zitiert auf Seite 22)



6 Literaturverzeichnis 74

Herrington CS, Leek RD, McGee JO (1995): Correlation of numerical chromosome
11 and 17 imbalance with metastasis of primary breast cancer to lymph nodes. J
Pathol 176, 353-359 (Zitiert auf Seite 62)

Hirasawa A, Saito-Ohara F, Inoue J, Aoki D, Susumu N, Yokoyama T, Nozawa S,
Inazawa J, Imoto I (2003): Association of 17q21-q24 gain in ovarian clear cell
adenocarcinomas with poor prognosis and identification of PPM1D and APPBP2
as likely amplification targets. Clin Cancer Res 9, 1995-2004 (Zitiert auf Seite 61)

Hirata H, Matsuyama H, Matsumoto H, Korenaga Y, Ohmi C, Sakano S, Yos-
hihiro S, Naito K (2005): Deletion mapping of 18q in conventional renal cell
carcinoma. Cancer Genet Cytogenet 163, 101-105 (Zitiert auf Seite 59)

Houldsworth J, Chaganti RS (1994): Comparative genomic hybridization: an over-
view. Am J Pathol 145, 1253-1260 (Zitiert auf Seite 21)

Isola J, DeVries S, Chu L, Ghazvini S, Waldman F (1994): Analysis of chan-
ges in DNA sequence copy number by comparative genomic hybridization
in archival paraffin-embedded tumor samples. Am J Pathol 145, 1301-1308
(Zitiert auf Seiten 24 und 52)

Izumi H, Hara T, Oga A, Matsuda K, Sato Y, Naito K, Sasaki K (2002): High
telomerase activity correlates with the stabilities of genome and DNA ploidy in
renal cell carcinoma. Neoplasia 4, 103-111 (Zitiert auf Seite 108)

James LA (1999): Comparative genomic hybridization as a tool in tumour cytoge-
netics. J Pathol 187, 385-395 (Zitiert auf Seite 52)

Jiang F, Desper R, Papadimitriou CH, Schaffer AA, Kallioniemi OP, Richter J,
Schraml P, Sauter G, Mihatsch MJ, Moch H (2000): Construction of evolutionary
tree models for renal cell carcinoma from comparative genomic hybridization
data. Cancer Res 60, 6503-6509 (Zitiert auf Seiten 62 und 63)

Joos S, Scherthan H, Speicher MR, Schlegel J, Cremer T, Lichter P (1993): Detection
of amplified DNA sequences by reverse chromosome painting using genomic tumor
DNA as probe. Hum Genet 90, 584-589 (Zitiert auf Seite 52)



6 Literaturverzeichnis 75

Junker K, Schlichter A, Hindermann W, Schubert J (1999): Genetic characterization
of multifocal tumor growth in renal cell carcinoma. Kidney Int 56, 1291-1294
(Zitiert auf Seite 110)

Junker K, Moravek P, Podhola M, Weirich G, Hindermann W, Janitzky V, Schubert
J (2000): Genetic alterations in metastatic renal cell carcinoma detected by

comparative genomic hybridization: correlation with clinical and histological

data. Int J Oncol 17, 903-908 (Zitiert auf Seite 62)

Junker K, Sanger J, Schmidt A, Hindermann W, Presselt N, Helfritzsch H, Schubert
J (2003): Genetic characterization of lung metastases in renal cell carcinoma. On-
col Rep 10, 1035-1038 (Zitiert auf Seiten 10, 11, 54 und 105)

Junker K, Romics I, Szendroi A, Riesz P, Moravek P, Hindermann W, Winter R,
Schubert J (2004): Genetic profile of bone metastases in renal cell carcinoma. Eur
Urol 45, 320-324 (Zitiert auf Seiten 11 und 105)

Junker K, Steiner T, Sanjmyatav J, Pilchowski R, Heinze C, Walter M, Schubert
J (2009): Tumor profiling of renal cell tumors: relevance for diagnostics and
therapy. Pathologe 30, 105-110 (Zitiert auf Seite 12)

Kallio JP, Mahlamaki EH, Helin H, Karhu R, Kellokumpu-Lehtinen P, Tammela
TLJ (2004): Chromosomal gains and losses detected by comparative genomic
hybridization and proliferation activity in renal cell carcinoma. Scand J Urol

Nephrol 38, 225-230 (Zitiert auf Seite 110)

Kallioniemi A, Kallioniemi OP, Sudar D, Rutovitz D, Gray JW, Waldman F, Pinkel
D (1992): Comparative genomic hybridization for molecular cytogenetic analysis
of solid tumors. Science 258, 818-821 (Zitiert auf Seiten 13, 14, 20, 52 und 66)

Kallioniemi OP, Kallioniemi A, Piper J, Isola J, Waldman FM, Gray JW, Pin-
kel D (1994): Optimizing comparative genomic hybridization for analysis of
DNA sequence copy number changes in solid tumors. Genes Chromosomes Can-
cer 10, 231-243 (Zitiert auf Seiten 14, 20, 21, 28, 37 und 52)



6 Literaturverzeichnis 76

Kamb A, Liu Q, Harshman K, Tavtigian S, Cordon-Cardo C, Skolnick M (1994): Ra-
tes of p16 (MTS1) mutations in primary tumors with 9p loss. Science 264, 416-417
(Zitiert auf Seite 57)

Karnofsky DA, Burchenal JH: The Clinical Evaluation of Chemotherapeutic Agents
in Cancer. in: Evaluation of Chemotherapeutic Agents; hrsg. v. MacLeod CM,
Columbia Univ Press New York City USA 1949 (Zitiert auf Seite 7)

Kelly RB, Cozzarelli NR, Deutscher MP, Lehman IR, Kornberg A (1970): Enzy-
matic synthesis of deoxyribonucleic acid. XXXII. Replication of duplex deoxyri-
bonucleic acid by polymerase at a single strand break. J Biol Chem 245, 39-45
(Zitiert auf Seite 28)

King CR, Kraus MH, Aaronson SA (1985): Amplification of a novel v-erbB-related

gene in a human mammary carcinoma. Science 229, 974-976 (Zitiert auf Seite 62)

Kinoshita H, Yamada H, Ogawa O, Kakehi Y, Osaka M, Nakamura E, Mishina
M, Habuchi T, Takahashi R, Sugiyama T (1995): Contribution of chromosome
9p21-22 deletion to the progression of human renal cell carcinoma. Jpn J Cancer
Res 86, 795-799 (Zitiert auf Seite 57)

Knudson AG Jr (1971): Mutation and cancer: statistical study of retinoblasto-
ma. Proc Natl Acad Sci U S A 68, 820-823 (Zitiert auf Seite 5)

Komminoth P (1992): Digoxigenin as an alternative probe labeling for in situ
hybridization. Diagn Mol Pathol 1, 142-150 (Zitiert auf Seiten 20 und 28)

Korczak B, Robson IB, Lamarche C, Bernstein A, Kerbel RS (1988): Genetic
tagging of tumor cells with retrovirus vectors: clonal analysis of tumor growth
and metastasis in vivo. Mol Cell Biol 8, 3143-3149 (Zitiert auf Seite 12)

Kornberg A, Lieberman I, Simms ES (1955 a): Enzymatic synthesis and properties of
5-phosphoribosylpyrophosphate. J Biol Chem 215, 389-402 (Zitiert auf Seite 27)

Kornberg A, Lieberman I, Simms ES (1955 b): Enzymatic synthesis of purine
nucleotides. J Biol Chem 215, 417-427 (Zitiert auf Seite 27)



6 Literaturverzeichnis 77

Kovacs G, Akhtar M, Beckwith BJ, Bugert P, Cooper CS, Delahunt B, Eble JN,
Fleming S, Ljungberg B, Medeiros LJ (1997): The Heidelberg classification of
renal cell tumours. J Pathol 183, 131-133 (Zitiert auf Seite 5)

Lamiell JM, Salazar FG, Hsia YE (1989): von Hippel-Lindau disease affecting 43
members of a single kindred. Medicine (Baltimore) 68, 1-29 (Zitiert auf Seite 4)

Landegent JE, Jansen in de Wal N, Dirks RW, Baao F, van der Ploeg
M (1987): Use of whole cosmid cloned genomic sequences for chromosomal
localization by non-radioactive in situ hybridization. Hum Genet 77, 366-370
(Zitiert auf Seiten 20 und 32)

Lichter P, Cremer T, Borden J, Manuelidis L, Ward DC (1988): Delineation of
individual human chromosomes in metaphase and interphase cells by in situ
suppression hybridization using recombinant DNA libraries. Hum Genet 80, 224-
234 (Zitiert auf Seite 32)

Lieberman I, Kornberg A, Simms ES (1955): Enzymatic synthesis of nucleoside
diphosphates and triphosphates. J Biol Chem 215, 429-440 (Zitiert auf Seite 27)

Linehan WM, Zbar B (1987): Loss of DNA sequences on chromosome 3 in renal
cell carcinoma. Urology 30, 404 (Zitiert auf Seite 57)

Ljungberg B, Hanbury DC, Kuczyk MA, Merseburger AS, Mulders PFA, Patard
JJ, Sinescu IC (2007): Renal cell carcinoma guideline. Eur Urol 51, 1502-1510
(Zitiert auf Seiten 6 und 9)

Lopez-Beltran A, Scarpelli M, Montironi R, Kirkali Z (2006): 2004 WHO classifica-
tion of the renal tumors of the adults. Eur Urol 49, 798-805 (Zitiert auf Seite 8)

Lundsteen C, Maahr J, Christensen B, Bryndorf T, Bentz M, Lichter P, Gerdes
T (1995): Image analysis in comparative genomic hybridization. Cytometry 19,
42-50 (Zitiert auf Seite 34)

Mai KT, Landry DC, Robertson SJ, Commons AS, Burns BF, Thijssen A, Col-
lins J (2001): A comparative study of metastatic renal cell carcinoma with
correlation to subtype and primary tumor. Pathol Res Pract 197, 671-675
(Zitiert auf Seite 8)



6 Literaturverzeichnis 78

Maldazys JD, deKernion JB (1986): Prognostic factors in metastatic renal carcino-

ma. J Urol 136, 376-379 (Zitiert auf Seite 7)

Marmur J, Lane D (1960): Strand Separation and Specific Recombination in
Deoxyribonucleic Acids: Biological Studies. Proc Natl Acad Sci U S A 46, 453-461
(Zitiert auf Seite 31)

MEDLINE — Medical Literature Analysis and Retrieval System Online (o. Verf.).
United States National Library of Medicine. Bethesda, 2009. Verfiigbar iiber das

Internetportal PubMed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/. Zugriff am
16.07.2008. (Zitiert auf Seite 38)

Mellemgaard A, Lindblad P, Schlehofer B, Bergstrom R, Mandel JS, McCredie M,
McLaughlin JK, Niwa S, Odaka N, Pommer W (1995): International renal-cell
cancer study. III. Role of weight, height, physical activity, and use of amphet-
amines. Int J Cancer 60, 350-354 (Zitiert auf Seite 5)

Meselson M, Stahl FW (1958): The replication of DNA. Cold Spring Harb Symp
Quant Biol 23, 9-12 (Zitiert auf Seite 31)

Michor F (2005): Chromosomal instability and human cancer. Philos Trans R Soc
Lond B Biol Sci 360, 631-635 (Zitiert auf Seite 12)

Mitelman F, Johansson B, Mertens F. Mitelman Database of Chromosome
Aberrations in Cancer. 2009. Verfligbar unter: http://cgap.nci.nih.gov/
Chromosomes/Mitelman. Zugriff am 16.07.2008. (Zitiert auf Seite 38)

Moch H, Presti JC Jr, Sauter G, Buchholz N, Jordan P, Mihatsch MJ, Waldman
FM (1996): Genetic aberrations detected by comparative genomic hybridization
are associated with clinical outcome in renal cell carcinoma. Cancer Res 56, 27-30
(Zitiert auf Seite 57)

Moch H, Gasser T, Amin MB, Torhorst J, Sauter G, Mihatsch MJ (2000): Pro-
gnostic utility of the recently recommended histologic classification and revised
TNM staging system of renal cell carcinoma: a Swiss experience with 588 tu-
mors. Cancer 89, 604-614 (Zitiert auf Seite 6)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman
http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman

6 Literaturverzeichnis 79

Nowell PC (1976): The clonal evolution of tumor cell populations. Science 194, 23-28
(Zitiert auf Seiten 12 und 55)

Oberneder R, Wagner H, Siebels M, Stieber P, Busch M, Weiss M: Nierenzellkarzi-
nom; MANUAL Urogenitale Tumoren. Tumorzentrum Miinchen und W. Zuck-
schwerdt Verlag Miinchen 2003 (Zitiert auf Seite 5)

Okamoto A, Hussain SP, Hagiwara K, Spillare EA, Rusin MR, Demetrick DJ,
Serrano M, Hannon GJ, Shiseki M, Zariwala M (1995): Mutations in the
pl6INK4/MTS1/CDKN2, p15INK4B/MTS2, and pl8 genes in primary and
metastatic lung cancer. Cancer Res 55, 1448-1451 (Zitiert auf Seite 57)

Pardue ML, Gall JG (1969): Molecular hybridization of radioactive DNA to
the DNA of cytological preparations. Proc Natl Acad Sci U S A 64, 600-604
(Zitiert auf Seite 31)

Parkin DM, Bray F, Ferlay J, Pisani P (2005): Global cancer statistics, 2002. CA
Cancer J Clin 55, 74-108 (Zitiert auf Seite 4)

Paterson AH, Agarwal M, Lees A, Hanson J, Szafran O (1982): Brain metastases
in breast cancer patients receiving adjuvant chemotherapy. Cancer 49, 651-654
(Zitiert auf Seite 8)

Pathak S, Strong LC, Ferrell RE, Trindade A (1982): Familial renal cell carcinoma
with a 3;11 chromosome translocation limited to tumor cells. Science 217, 939-941
(Zitiert auf Seite 10)

Pegoraro L, Palumbo A, Erikson J, Falda M, Giovanazzo B, Emanuele BS, Rovera
G, Nowell PC, Croce CM (1984): A 14;18 and an 8;14 chromosome translocation
in a cell line derived from an acute B-cell leukemia. Proc Natl Acad Sci U S
A 81, 7166-7170 (Zitiert auf Seite 60)

Pesch B, Haerting J, Ranft U, Klimpel A, Oelschlagel B, Schill W (2000): Oc-
cupational risk factors for renal cell carcinoma: agent-specific results from a
case-control study in Germany. MURC Study Group. Multicenter urothelial and
renal cancer study. Int J Epidemiol 29, 1014-1024 (Zitiert auf Seite 5)



6 Literaturverzeichnis 80

Petersen I, Hidalgo A, Petersen S, Schluns K, Schewe C, Pacyna-Gengelbach M,
Goeze A, Krebber B, Knosel T, Kaufmann O (2000): Chromosomal imbalances in
brain metastases of solid tumors. Brain Pathol 10, 395-401 (Zitiert auf Seite 11)

Pinkel D, Landegent J, Collins C, Fuscoe J, Segraves R, Lucas J, Gray J (1988): Fluo-
rescence in situ hybridization with human chromosome-specific libraries: Detecti-

on of trisomy 21 and translocations of chromosome 4. Proc Natl Acad Sci U S
A 85, 9138-9142 (Zitiert auf Seite 32)

Piper J, Rutovitz D, Sudar D, Kallioniemi A, Kallioniemi OP, Waldman FM,
Gray JW, Pinkel D (1995): Computer image analysis of comparative genomic
hybridization. Cytometry 19, 10-26 (Zitiert auf Seiten 34, 35 und 52)

Pomer S, Klopp M, Steiner HH, Brkovic D, Staehler G, Cabillin-Engenhart
R (1997): Brain metastases in renal cell carcinoma. Results of treatment and
prognosis. Urologe A 36, 117-125 (Zitiert auf Seiten 7, 9, 10, 14 und 63)

Receveur AO, Couturier J, Molinie V, Vieillefond A, Desangles F, Guillaud-Bataille
M, Danglot G, Coullin P, Bernheim A (2005): Characterization of quantita-
tive chromosomal abnormalities in renal cell carcinomas by interphase four-
color fluorescence in situ hybridization. Cancer Genet Cytogenet 158, 110-118
(Zitiert auf Seite 109)

Renan MJ (1993): How many mutations are required for tumorigenesis? Implications
from human cancer data. Mol Carcinog 7, 139-146 (Zitiert auf Seite 12)

Reutzel D, Mende M, Naumann S, Storkel S, Brenner W, Zabel B, Decker
J (2001): Genomic imbalances in 61 renal cancers from the proximal tubulus de-
tected by comparative genomic hybridization. Cytogenet Cell Genet 93, 221-227
(Zitiert auf Seiten 106, 107 und 108)

Rigby PW, Dieckmann M, Rhodes C, Berg P (1977): Labeling deoxyribonucleic
acid to high specific activity in vitro by nick translation with DNA polymerase
I. J Mol Biol 113, 237-251 (Zitiert auf Seite 27)

Rigola MA, Casadevall C, Bernues M, Caballin MR, Fuster C, Gelabert A, Egozcue
J, Miro R (2002): Analysis of kidney tumors by comparative genomic hybri-



6 Literaturverzeichnis 81

dization and conventional cytogenetics. Cancer Genet Cytogenet 137, 49-53
(Zitiert auf Seiten 108 und 109)

Sanjmyatav J, Rubtsov N, Starke H, Schubert J, Hindermann W, Junker K (2005
a): Identification of tumor entities of renal cell carcinoma using interphase fluore-
scence in situ hybridization. J Urol 174, 731-735 (Zitiert auf Seiten 109 und 110)

Sanjmyatav J, Schubert J, Junker K (2005 b): Comparative study of renal cell
carcinoma by CGH, multicolor-FISH and conventional cytogenic banding analy-
sis. Oncol Rep 14, 1183-1187 (Zitiert auf Seite 106)

Schildkraut C (1965): Dependence of the melting temperature of DNA on salt
concentration. Biopolymers 3, 195-208 (Zitiert auf Seite 31)

Schmid CW, Jelinek WR, (1982): The Alu family of dispersed repetitive se-
quences. Science 216, 1065-1070 (Zitiert auf Seite 31)

Schmidt-Kittler O, Ragg T, Daskalakis A, Granzow M, Ahr A, Blankenstein
TJF, Kaufmann M, Diebold J, Arnholdt Hans, Muller P (2003): From latent

disseminated cells to overt metastasis: genetic analysis of systemic breast cancer
progression. Proc Natl Acad Sci U S A 100, 7737-7742 (Zitiert auf Seite 56)

Schraml P, Muller D, Bednar R, Gasser T, Sauter G, Mihatsch MJ, Moch
H (2000): Allelic loss at the D9S171 locus on chromosome 9pl3 is associa-
ted with progression of papillary renal cell carcinoma. J Pathol 190, 457-461
(Zitiert auf Seite 57)

Schweizer D (1976 a): Reverse fluorescent chromosome banding with chromomycin
and DAPI. Chromosoma 58, 307-324 (Zitiert auf Seite 20)

Schweizer D (1976 b): DAPI fluorescence of plant chromosomes prestained with
actinomycin D. Exp Cell Res 102, 408-413 (Zitiert auf Seite 20)

Schweizer D, Nagl W (1976): Heterochromatin diversity in Cymbidium, and
its relationship to differential DNA replication. Exp Cell Res 98, 411-423
(Zitiert auf Seite 20)



6 Literaturverzeichnis 82

Shaffer LG, Slovak ML, Campbell LJ: ISCN 2009 - An International System for
Human Cytogenetic Nomenclature (2009) Recommendations of the International
Standing Committee on Human Cytogenetic Nomenclature Published in colla-
boration with 'Cytogenetic and Genome Research’ Plus fold-out: “The Normal
Human Karyotype G- and R-bands®“, hrsg. v. Shaffer LG, Slovak ML, Campbell
LJ. S. Karger AG Basel/Schweiz 2009 (Zitiert auf Seite 36)

Sharp PA, Sugden B, Sambrook J (1973): Detection of two restriction endonuclea-
se activities in Haemophilus parainfluenzae using analytical agarose—ethidium
bromide electrophoresis. Biochemistry 12, 3055-3063 (Zitiert auf Seite 22)

Shuto T, Inomori S, Fujino H, Nagano H (2006): Gamma knife surgery for me-
tastatic brain tumors from renal cell carcinoma. J Neurosurg 105, 555-560
(Zitiert auf Seiten 9 und 56)

Siemer S, Uder M, Humke U, Lindenmeier T, Moll V, Rudenauer E, Maurer J,
Ziegler M (2000): Value of ultrasound in early diagnosis of renal cell carcino-
ma. Urologe A 39, 149-153 (Zitiert auf Seite 6)

Singer MF (1982): Highly repeated sequences in mammalian genomes. Int Rev
Cytol 76, 67-112 (Zitiert auf Seite 31)

SKY/M-FISH & CGH Datenbank (o. Verf.). National Cancer Institute (NCI)
und National Center for Biotechnology Information (NCBI). Bethesda, 2001.
Verfiigbar unter: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sky/skyweb.cgi. Zugriff am
16.07.2008. (Zitiert auf Seite 39)

Smith MA, Freidlin B, Ries LA, Simon R (1998): Trends in reported incidence of
primary malignant brain tumors in children in the United States. J Natl Cancer
Inst 90, 1269-1277 (Zitiert auf Seite 8)

Speicher MR, du Manoir S, Schrock E, Holtgreve-Grez H, Schoell B, Len-
gauer C, Cremer T, Ried T (1993): Molecular cytogenetic analysis of
formalin-fixed, paraffin-embedded solid tumors by comparative genomic hy-
bridization after universal DNA-amplification. Hum Mol Genet 2, 1907-1914
(Zitiert auf Seiten 24 und 52)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sky/skyweb.cgi

6 Literaturverzeichnis 83

Strachan und Read: Human Molecular Genetics 2, 2. Auflage; hrsg. v. Strachan T,
Read AP; John Wiley Sons, Inc., by arrangement with BIOS Scientific Publishers
Ltd., Oxford/UK 1999 (Zitiert auf Seite 20)

Stumm G, Eberwein S, Rostock-Wolf S, Stein H, Pomer S, Schlegel J, Waldherr
R (1996): Concomitant overexpression of the EGFR and erbB-2 genes in renal
cell carcinoma (RCC) is correlated with dedifferentiation and metastasis. Int J
Cancer 69, 17-22 (Zitiert auf Seite 62)

Siikosd F, Kuroda N, Beothe T, Kaur AP, Kovacs G (2003): Deletion of chromo-
some 3pl14.2-p25 involving the VHL and FHIT genes in conventional renal cell
carcinoma. Cancer Res 63, 455-457 (Zitiert auf Seite 10)

Thorne HV (1963): Electrophoretic study of the interaction of radioactive poliovirus
with components of cultured cells. J Bacteriol 85, 1247-1255 (Zitiert auf Seite 22)

Thorne HV (1966): Electrophoretic separation of polyoma virus DNA from host
cell DNA. Virology 29, 234-239 (Zitiert auf Seite 22)

Wagle DG, Scal DR (1970): Renal cell carcinoma-a review of 256 cases. J Surg
Oncol 2, 23-32 (Zitiert auf Seite 5)

Weiss MM, Hermsen MA, Meijer GA, van Grieken NC, Baak JP, Kuipers EJ, van
Diest PJ (1999): Comparative genomic hybridisation. Mol Pathol 52, 243-251
(Zitiert auf Seite 14)

Wente MN, Kleeff J, Esposito I, Hartel M, Muller MW, Frohlich BE, Buch-
ler MW, Friess H (2005): Renal cancer cell metastasis into the pancreas: a
single-center experience and overview of the literature. Pancreas 30, 218-222
(Zitiert auf Seite 56)

Wetmur JG (1975): Acceleration of DNA renaturation rates. Biopolymers 14, 2517-
2524 (Zitiert auf Seite 31)

Wetmur JG, Davidson N (1968): Kinetics of renaturation of DNA. J Mol Biol 31, 349-
370 (Zitiert auf Seite 31)



6 Literaturverzeichnis 84

Wilfinger WW, Mackey K, Chomezynski P (1997): Effect of pH and ionic strength on
the spectrophotometric assessment of nucleic acid purity. Biotechniques 22, 474-
476, 478-481 (Zitiert auf Seite 24)

Wronski, M and Arbit, E and Russo, P and Galicich, J H (1996): Surgical resection
of brain metastases from renal cell carcinoma in 50 patients. Urology 47, 187-193
(Zitiert auf Seite 14)

Yoshimoto T, Matsuura K, Karnan S, Tagawa H, Nakada C, Tanigawa M, Tsuka-
moto Y, Uchida T, Kashima K, Akizuki S (2007): High-resolution analysis of
DNA copy number alterations and gene expression in renal clear cell carcinoma. J
Pathol 213, 392-401 (Zitiert auf Seite 109)

Zbar B, Brauch H, Talmadge C, Linehan M (1987): Loss of alleles of loci on
the short arm of chromosome 3 in renal cell carcinoma. Nature 327, 721-724
(Zitiert auf Seite 57)



85

7 Abbildungsverzeichnis

2.1 21
2.2 35
23 36
3.1 44
3.2 45
3.3 46
B 47
3D 48
3.6 49
A1 e 95
4.2 e 56
A3 29
4.4 60
R 61



86

8 Tabellenverzeichnis

2.1 16
2.2 17
23 18
24 e 18
2.0 e 18
2.6 L 18
2.7 e 19
2.8 e 19
2.9 19
210 e 19
211 © 22
212 22
213 e 22
214 © 23
215 L 23
2016 . . 24
207 25
218 25
219 26
220 L 26
221 L 26
222 L 27
223 e 28
224 L L 30



Tabellenverzeichnis 87

220 . 32
227 e 32
228 32
229 L 33
230 L 33
231 L 33
232 L 33
233 33
3.1 43
AL 89
A2 e 91
A3 99



A Anhang

88



89

A Anhang

+ Bunz)98940,]

1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>

“fpe
uapp-d

1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>

uapn-d

% 66'TT
% LT'E
% 90'T
% S€'9
% 90'T

% €6'1C
% €T'L
% 1v'L
% 69'C
% 0L'E
% C1'T
% 99'C
% 009
% 28'8

% 0L'0T
% LS'T

% TG'9T
% 9L'€
% 6L'0

% €T'LT
% 96'C
% ¥E'T
% €L'T

% 0L'0T
% 8Y'T

% €T'vE
% 1€'8
% 8L'9
% LT'E
% 000
% TT'T
% 8T'T
% 90'T
% G8'Y

%

89
8T

el

€LE
S0C
86
99
1c
4]
14
e
0s
€9¢
e
94T
9

8¢c
8¢
1€
9¢
8l
148
8
01T
1348
09
0
L9
JAS
8T
01T

“Uewugd
auuman

%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

66'08 €67
¥2'S6 ovS
+2'G6 ovs
Tr'e6 9€6T
90'¢6 8v€
99'9L Y0ET
81'16 685
10'16 ¥0ZT
G8'68 8981
00'%6 €65
60'68 681¢
€1'S6 668
1288 €05
69'06 Y18
81'/8 [4414
1T'€6 veTT
98'z8 €8
£8'66 0€91T
08'v6 G201
11'28 G60T
Tr'o8 092
£0'v6 r¥eT
16'G6 v66T
G9'28 1641
G0'06 168
69'59 €191
0€'28 GSTT
06'68 6981
T1'26 137A%
G6'0L 60€T
¥2'98 €29¢
96'%8 12448
61'18 T8€T
£6'88 L10T
‘Hewud

% ajuejsuoy)

% 90°'T
% 65T
% 0L'€
% €50
% 88'9
% T¥'T
% 6S'T
% 6G'T
% 9¥'L
% 62T
% 618
% TT'T
% 62'G
% €50
% TI'T
% 9T'Y
% €9'0
% T¥'0
% T¥'y
% 00°0
% 19'9T
% €9'€
% 9€'T
% G9'T
% Lv'8
% TT'0
% 8€'Y
% TE'E
% TL'Y
% S0'€T
% ¥0'TT
% 9L'€T
% GL'LT
% TT'9

%

9
6
Tc

Q6T
€T
91C
1x4
0¢

4}
efe]

0s

LGT
14
6%
8¢
08

89
69
68
6¢
ee
(4228
c0e
1348

“Mewind
agsnpiap

% S0'Y
% 00'0
% 00'0
% GT'0T
% 00'0
% 00'T€
% 69'6
% 80'€
% 98'T
% OT'T
% €9'C
% 96'9
% 00°0
% T¥'ST
% 8L'8T
% €0'v
% ¥9'SZ
% €€'T
% 8€'T
% ¥6'0€
% ¥S'€
% 8T'T
% 9'T
% 99'SC
% 95'0
% 89'0€
% 8L'%C
% §L'0
% SC'v
% 89'0
% LT'T
% 18'0
% 000
% S6'vC

%

[44
0

0
¥0¢
0
S0§
€9¢
6€
A

29
€9
0
8¢l
f444
18
[4x4
8¢
ST
6¢
ce
ST
6C
8Iv

el
i€
ST
1L
1T
e
1T
0
rs

“JPwuilHy
auuman

% 0v'G6
% 00'00T
% 00'00T

% Gv'88
% 00'00T

% 9¥'29

% 8¥'08

% 0S'C6

% €S'v8

% 26'08

% 6€'18

% 18'€8
% 00'00T

% T8'TL

% 11'08

% G6'C8

% 62'89

% 02T'C6

% 05'Z8

% 69'99

% 19'8S

% GE'€8

% ¥S'28

% 1€'CL

% TL'0L

% 6¥'€9

% 65'89

% §¢'66

% T9'LL

% 9G'3S

% 98'vL

% T1'9S

% 96'€S

% 98'0L

%

819
€¥S
€¥S
T9.1
e
6601
8v€C
[ZAN%
€891
<Ly
ST61
65.
€¥S
06€
G881
1601
819
c0ST
968
Sv8
T€S
9901
€VLT
8.11
0v9
14948
698
9.61
SOvT
S06
891¢C
T1L
6.8
6€ST

‘WU
ajuelsuoy)

% G50
% 000
% 000
% I€'T
% 00'0
% €S'T
% €8'€
% Tr'y
% T9'€T
% L6'TT
% 86'ST
% LT'6
% 000
% 92T
% OT'T
% <O'€T
% 809
% 9t'S
% TT'91
% LE'T
% 6L'2€
% L¥'ST
% 00'TT
% €0'C
% €1'82
% 28'S
% €99
% 000
% ¢T'8T
% LL'EY
% 96'€C
% 2OtV
% ¥0'9v
% 6T'Y

%

€ dot
0 dre
0 det
[°74 dz
0 bA
[er4 by
0T bz
9 bot
1.¢ dr
59 bzz
9/¢ bg
€8 dot
0 dx
ST dzt
9T by
691 dog
6§ dg
68 bry
ST dy
o€ dz
e dg
961 bot
61C bgt
€€ bzt
092 bgt
L€1 bg
8 bg
0 by
8z¢e bet
€1L byt
69 by
GbS dé6
052 b6
16 be
wue
"Wl

EXLIIIEY -"woay)

1100 -d

9TMOS U} SYNR] USAIIR[OI PUN UIN[OSUE U USULIBUSWOSOWOIY)) JORU SUNIIOMSTY I9P 9SSTUQR3If 1V O[[eqelL

USWIBUSWOSOWO4YY) Ydeu Sunliomsny/ Usydsiisiiels Jap assiugqasiy 1y



90

A Anhang

VN

[440]
S0'0
€00
200
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>

pe
HapN-d

NeN
200
10'0
10°0
10°0
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>

HapN-d

%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

00'0 0
JASS 8T
90'T 0c
'L [44
18'€ 9¢€
JARS 9
90'T 9
90'T 4
11'8 91T
¥6'L S¥
62'8 Ly
LT'9 S€
88'9 6€
JARS 8T
‘uewnd

% auuIman

%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

€8'/8 8617
65'26 era)
€1'GE 99
10'16 919
99'S6 06
Tr'68 69T
G€'26 ¢SS
90'26 LZA%
16'68 G811
0€'06 [48°)
59'06 16
+2'98 681
90'26 cs
11'S6 €vs
‘Mewnd

% 2jueisuoy|

% LT'CT

%

€Ty

% 18'€9

%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

6S'T
€580
'L
6S'T
88'9
99'T
9L'T
90'T
86",
90'T
90'T

%

69
e
90T

149

€1
[44
o1

9

“Mewnd
EICLITEYN

%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

000
€0'C
1e'c
1€'e
16'v
99'T
000
000
vL'Y
9L'C

% €T'LT

%

o1T'tT

% €L'¥1

%

00'0

%

0
11
or
81
Sy

0
0
09
ST
€6

08

EEINTIVITE]
auuiman

% 00'00T
% 86'06
% 60'€E
% 85'56
% €6'C6
% 06'LL

% 00'00T

% 00'00T
% LE'E6
% 69'96
% TE'28
% 69'68
% 90'€8
% 28'66

%

€vS
1494
669
619
18
134}
€¥S
181
€811
eré)
Lyy
187
15°14
[4%°]

g IS ]
ajueisuoy

%
%

000
002

% 0L'%9

%
%

oT't
1) 4

% vv'0T

%
%
%
%
%
%
%
%

00'0
00'0
68'T
660
§6'0
12'6
12'e
81'0

%

0 dy1
8¢ brg
TLTT de
9 beT
61 drt
1€ dgr
0 dgr
0 dA
vT bs1
€ d61
€ boz
0§ dzt
43 doz
1 dee
wue
ECUTIIIN
IsnpIdp -‘woiy)
bunzgasguo, "



91

A Anhang

+ Bunz)98940,]

1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>

“fpe
uapp-d

1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>
1000°0>

uapn-d

%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

[4%4 14 %
v'8 91 %
z8's 1T %
JARS 9 %
90'T %
90'T %
JARS %
€'y %
65'T %
0L'e %
62'S 0T %
62'S 0T %
62'S 0T %
9L'v 6 %
90'T %
90'T %
90'T %
90'T %
9.'v %
9L'Y %
65'T %
90'T %
€Ty %
65'T %
9L'y %
90'T %
90'T %
90'T %
90'T %
90'T %
90'T %
90'T %
90'T %
6G'T %

MO ANNANNNNNNODONOHOANODDN NN N

“Uewugd
nxu auuman

Tr'68 69T
0€'28 691
11'98 ¥9T
¥5'28 9ST
8%'06 1.1
8%'06 1.1
66'08 €51
12'98 ¥9T
66'68 0.1
0€'28 691
8%'06 1.1
81'06 1T
81'06 1T
oe's8 291
8r'18 ¥ST
87'18 ¥ST
8%'18 ¥ST
G6'08 €51
Tr'68 69T
9e'88 291
61'S8 191
G6'08 €51
90'¢6 {728
61'G8 191
£5'16 €L
66'08 €51
66'08 €61
66'08 fXeq
81'18 ¥ST
99'v8 091
99'%8 091
99'%8 091
61's8 191
61'S8 191
‘Hewud

% ajuejsuoy)

% L¥'8
% €CT'Y
% T¥'L
% 6C'7T
% L¥'8
% L¥'8
% L8'ST
% 66'8
% L¥'8
% 66'8
% €Ty
% €Ty
% €Ty
% 88'9
% 9Y'LT
% 9Y'LT
% 9Y'LT
% 66'LT
% T8'S
% 88'9
% E€T'ET
% 66'LT
% 0L'€
% E€T'ET
% 0L'€
% 66'LT
% 66'LT
% 66'LT
% 9Y'LT
% 6C'7T
% 6C'7T
% 67T
% 9L'€T
% E€T'ET

%

91

8
148
LZ
9T
9T
0€
LT
9T
JAS

8

8

8
€1
€€
€€
€€
e
T
€T
14
e

L
14

L
e
e
e
€€
Le
Le
Le
9C
14

“Mewind
agsnpiap

% G5'0
% 29'LT
% 9L'€T

% L8'€

% GG'0

% GG'0

% TE€'€
% 0T'2T

% §G'0
% 0T'2T
% L6'ST
% ¢S'9C
% ¢G'9C
% 98'7C

% 00'0

% 00'0

% 00'0

% 00'0
% L6'GT
% T¥'ST

% GG'0

% 00'0
% TG'9T

% GG'0
% 29'LT

% 00'0

% 00'0

% 00'0

% 00'0

% OT'T

% 0T'T

% OT'T

% OT'T

% GG'0

%

0S
124

ot

ot
yA4
8y
14
Sy

o o

o

- NN ANNO O OO WL H

“JPwuilHy
auuman

%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

8'TL 0€T
§8'99 jr4s
8e'cL T€T
C1'6S 20T
L1'0L pxa)
L1'0L pxa)
16'99 €01
§8'99 jz4s
19'69 4}
§8'99 jz4s
8e'cL T€T
¢8'1L 0€T
28'1L 0€T
€6'CL [438
§¢'6S 00T
§¢'6S 00T
§¢'6S 00T
Y1'vS 86
8e'cL T€T
€6'CL [43)
C1'6S 20T
65'€S 16
28'1L 0€T
95'8S 90T
cL'oL 8¢l
¥0'€S 96
¥0'€S 96
¥0'€S 96
¥0'€S 96
§¢'6S 00T
§¢'6S 00T
§¢'6S 00T
Y1'vS 86
§¢'6S 00T
‘WU

% ajuelsuoy)

% 29'LC
% 2¢S'S
% L8'€

% 20'L€

% 82'6C

% 82¢'6C

% 8L'6€

% SO'TT

% €8'6C

% SO'TT
% 99'T
% 99'T
% 99'T
% 12T

% SL'vY

% SL'vy

% SL'vy

% 98'GY
% 99'T
% 99'T

% €€'0Y

% Tv'ov
% 99'T

% 88'0%
% 99'T

% 96'0%

% 96'0t

% 96'0t

% 96'0%

% G9'EY

% G9'EV

% G9'EV

% SL'vy

% 0T'tvv

%

0S
()8

19
€9
€9
cL
0c
s
0c

€

14
18
18
18
€8

€

€
€L
8

€
V.

€
q8
G8
G8
S8
6L
6L
6L
18
08

e ELTTNITE]
a1snpay\

11bgT
€zbg
Tebe
c1dg
€zbgt
cebst
Tedg
cIbe
Tebgr
T1bg
6zbe
8zbe
Lebe
cebe
€1b6
[4L]
11P6
v€b6
yebe
forasi
11d6
€ebe
Gebe
¢1de
ozbe
zebe
1£b6
2zbe
12b6
v2d6
€zd6
cede
T2d6
€1d6

apueq

-"woiy)

1100 -d

9IMOS UDINSYNB]] USAII[BII PUN UWOINOSCR W USPURGUITIOSOWOIY)) YOrU SUNJIOMSNY ISP 9SSIUqaSIf :Z'V I[[Pgel

USPUBQUIWOSOWOIYY) Ydeu SunlJamsny/ Usydsiisiiels Jop assiugesiy ¢y



92

A Anhang

© bunz9953.40,]
1000°0> 1000°0> % 88'9 €1 % G6'68 0LT % LT'E 9 % S5'0 T % Gv'66 08T % 00'0 0 [415)'
1000°0> 1000°0> % G€'9 [48 % G6'68 0LT % 0L'€ L % G5'0 I % Gv'66 08T % 00'0 0 £Tbx
1000°0> 1000°0> % G€'9 [48 % G6'68 0T % 0L'€ L % G5'0 1 % Gv'66 08T % 00'0 0 TZbx
1000'0> 1000°0> % Tv'L 148 % €8'28 991 % 9L'Y 6 % 66'0C 8¢ % LT'TL 6CT % €L'L 1 11bg
1000'0> 1000°0> % LT'E 9 % ¥Z'S6 08T % 6S'T € % OT'T 4 % 6C'L8 841 % 09'TT jx4 11bCT
1000'0> 1000'0> % 2¢5'6 8T % TL'S8 29T % 9L'Y 6 % Tv'se o % 90'69 4 % 2¢S'S 0T yzbg
1000'0> 1000'0> % 15'8T 14°] % EV'TL et % 00'0 0 % vv'0C LE % ¢8'TL 0€T % €L'L 1 11bg
1000'0> 1000'0> % Tv'L 148 % Cv'68 69T % LT'E 9 % 85'0 T % Gv'66 08T % 00'0 0 £1bx
1000'0> 1000'0> % 88'9 €1 % Cv'68 691 % 0L'€ L % 85'0 I % Gv'66 08T % 00'0 0 zTbx
1000'0> 1000'0> % 00'0 0 % ¢L'9L 148 % 8C'€C 144 % §5'0 I % G€'99 <01 % 60'€V 8. TebyT
1000°0> 1000'0> %21’ 14 % 8T'v6 8.1 % 0L'€ L % OT'T 4 % LL'18 248 % €T'L1 1€ ¥ZboT
1000°0> 1000°0> % 0L'€ L % TL'v6 6.1 % 6G'T € % OT'T 4 % ¥.'98 19T % STI'2T ac cibee
1000°0> 1000°0> % 9L'Y 6 % 8¥'06 1.1 % 9L'v 6 % 80'9 11 % Y1'GL 9¢T % 8L'81 e TEPET
1000°0> 1000°0> % 99'C S % GT'LL 148 % 1T'0C 8¢ % T€'€ 9 % G€'9S c01 % €€'0F €L €edg
1000°0> 1000°0> % 21’ 14 % TT'€6 9.1 % 9L'v 6 % Tr'y 8 % SE'LL (048 % €2'81 €€ yIbET
1000°0> 1000°0> % L¥'8 91 % Tv'68 691 % TI'T 14 % Tt'ST o % 8€'TL T€T % 12T 14 vebeT
1000°0> 1000°0> % Tv'L 148 % €8'28 991 % 9L'Y 6 % §9'TC 1a4 % 19'69 9CT % €L'L 14 CIbg
1000°0> 1000°0> % G9'C S % 8T'v6 8.1 % LT'E 9 % OT'T 4 % T€'T8 6v1 % LG'9T 0€ czbort
1000°0> 1000°0> % LT'E 9 % 65'C6 ST % €T 8 % 18'€ A % GE'LL ovT % 8L'81 e yebET
1000°0> 1000°0> % LT'E 9 % 6526 ST % €T'Y 8 % 18'€ L % GE'LL ovT % 8L'8T e geber
1000'0> 1000°0> % 0T'6C SS9 % 06'0L et % 00'0 0 % TE'vT 144 % GL'9 61T % ¥6'6 8T y1bg
1000'0> 1000'0> % Tv'L 148 % €8'18 991 % 9L'Y 6 % 0T'€T (44 % 19'69 9¢T % 8T'L €1 €1bg
1000'0> 1000'0> % G€'9 [48 % Tv'68 691 % €T'Y 8 % 00'0 0 % 00'00T 181 % 00'0 0 T1dX
1000'0> 1000'0> % 15'8T 14°] % EV'TL et % 00'0 0 % vv'0C LE % LT1'0L pxas % 6€'6 JAS z1bg
1000'0> 1000'0> %21’ 14 % TL'v6 6.1 % LT'E 9 % 85'0 I % 2€'28 6v1 % €T'L1 1€ €2bot
1000'0> 1000'0> % 28'S 1T % 68'88 89T % 62'S 0T % 00'0 0 % 00'00T 181 % 00'0 0 T2dx
1000'0> 1000'0> % 66'8 JAS % 8v'06 1.1 % €5'0 T % Tt'S 14 % 28'TL 0€T % 9L'C S crder
1000°0> 1000'0> % L1'€ 9 % 65'C6 ST % €' 8 % ¢S'S 0T % 69'GL PANS % 8L'8T e zebet
1000°0> 1000°0> % Lv'8 91 % 10'16 LT % €S0 T % 98'vC Sy % 8€'CL T€T % 9L'C S e1der
1000°0> 1000°0> % 66'8 LT % 0€'28 S9T % 0L'€ L % 2S'9C 14 % 0v'29 [44) % 80'9 11 cebg
1000°0> 1000°0> % 00'0 0 % 99'SL €Vl % YE'¥T )4 % §S°'0 T % 6v'CS S6 % 96'0t G8 €ebyt
1000°0> 1000°0> % 00'0 0 % 99'GL €vl % YE'vT )4 % GS'0 T % 6v'TS S6 % 96'9t a8 cebyt
1000°0> 1000°0> % 66'8 AN % 8¥'06 TLT % €5'0 T % 16'ST yA4 % LT'TL 6¢T % 9L'C S T1der
1000°0> 1000°0> % 00'0 0 % €T'SL fa4s % 18'vC yA4 % GS'0 T % 8€'1S €6 % L0'8t 18 yZTby1
1000°0> 1000°0> % 00'0 0 % 99'GL el % YE'vT o % GS'0 T % €6'1S ¥6 % 16'LY 98 cebyT
1000°0> 1000°0> % 00'0 0 % 99'GL fa4s % YE'vT 14 % GS'0 T % €6'1S ¥6 % 16'LY 98 1€bYT
1000°0> 1000°0> % §9'C S % ¥8'8L 6v1 % ¢S'8T S€ % T€'E 9 % 08'GS 10T % 88'0% 12 cedg
1000'0> 1000°0> % 62'G [0 % 61'G8 91 % ¢S'6 8T % 01'2C oY % 0v'L9 (€48 % 0§'0T 61 €1be
1000'0> 1000'0> % 28'S T % €8'18 99T % G€'9 [48 % 00'0 0 % 00'00T 181 % 00'0 0 zTdx
1000'0> 1000'0> % €9'6C 99 % LE'0L €er % 00'0 0 % 66'0C 8¢ % 96'L9 €¢t % S0'TT 0c €1bg
1000'0> 1000'0> % 6G'T € % G6'68 0T % Lv'8 9T % 85'0 I % ¢8'TL 0€T % 29'LC 0s zIbgt
1000'0> 1000'0> % 66'8 JAS % 0€'28 99T % 0L'€ L % 10'L2 6% % 0€'99 0ct % €9'9 [4s Tebg
apueq

“fpe ‘uewnd ‘Mewnd ‘uewnd I DTSN TN

apn-d papn-d % auuIman % ajuelsuoy) % EXLTIEYN % auuIman % ajuelsuoy) % EXLLTICYN -woay)
bunzgasguo, "



93

A Anhang

© bunz9953.40,]

100 1000°0> % €5'0 T % TL'v6 (FAS % 9L'Y 6 % 99'T € % T€E'T8 671 % ¢0'91 6C 91dy
10'0 1000°0> % 88'9 €1 % G6'68 0LT % LT'E 9 % 0T'T 4 % 06'86 6.1 % 00'0 0 9zbx
10'0 1000°0> % 9v'LT €€ % ¥5'C8 9GT % 00'0 0 % ¥6'0€ 99 % G8'99 1t % 12'C 14 y1d.L
10'0 1000°0> % 9v'LT €€ % ¥5'C8 94T % 00'0 0 % ¥6'0€ 96 % G8'99 1t % 12T 14 €1d,
10'0 1000'0> % 9v'LT €€ % ¥5'C8 96T % 00'0 0 % ¥6'0€ 96 % G8'99 Tt % 12'C 14 [4502
10'0 1000'0> % 9v'LT €€ % ¥5'C8 96T % 00'0 0 % ¥6'0€ 96 % G8'99 1t % 12'C 14 11d2
10'0 1000'0> % 90'T 4 % TL'v6 6.1 % €T 8 % OT'T 4 % 18'28 0ST % 20'9T 6C £1dy
10'0 1000'0> % 90'T 4 % TL'v6 6.1 % €C'Y 8 % OT'T 4 % 18'28 0ST % 20'9T 6C c1dy
10'0 1000'0> % 90'T 4 % TL'v6 6.1 % €C'Y 8 % OT'T 4 % 18'28 0ST % 20'9T 6C 11dy
1000'0> 1000'0> % 00'0 0 % 68'6L 18T % 1102 8¢ % §5'0 I % €v'29 €11 % 20'LE 19 TIbyT
1000'0> 1000'0> % §9'C S % ¥2'98 €91 % TT'TT 1c % O0T'T 4 % €6'CL (448 % L6'GT yA4 seby
1000°0> 1000°0> % 0L'€ L % 61'G8 191 % IT'TT 1c % OT'T 4 % 8¥'€L €e1 % T¥'SC 9 8zby
1000°0> 1000°0> % 99'C S % TL'%6 6.1 % 99'C S % 99'T € % 80'G8 a1 % 9C'€T 129 T¢boT
1000°0> 1000°0> % 2¢5'6 8T % 68'88 891 % 6S'T € % T€'%T 144 % 8¥'€L €eT % 12T 14 €gbet
1000°0> 1000°0> % TT'TT TC % 0€'28 S9T % 6S'T € % ¢S'9C 8y % LT'TL 6CT % 12T 14 yIbzT
1000°0> 1000°0> % 0v'9T 1€ % L0'€8 LST % €50 T % Tt'ST o % 16'89 1z48 % 80'9 11 crdg
1000°0> 1000°0> % 0v'91T 1€ % L0'€8 28T % €50 T % Tt'ST o % 16'89 1z48 % 80'9 1T 11dg
1000°0> 1000°0> % 90'T 4 % 90'26 L ZA% % 88'9 €1 % 00'0 0 % 00°00T 181 % 00'0 0 TIbA
1000°0> 1000°0> % 90'T 4 % 90'26 L ZA% % 88'9 €1 % 00'0 0 % 00°00T 181 % 00'0 0 TTIPA
1000°0> 1000°0> % 90'T 4 % 90'26 L ZA% % 88'9 €1 % 00'0 0 % 00'00T 181 % 00'0 0 TTdA
1000'0> 1000°0> %21’ 14 % TT1'€6 9T % 9L'Y 6 % 9L'T S % 11'08 148 % €T°L1 1€ TIber
1000'0> 1000'0> % €6'9T 4 % L0'€8 LGT % 00'0 0 % ¥6'0€ 96 % G8'99 1t % 12'C 14 G1dz
1000'0> 1000'0> % €5'0 T % TL'v6 6.1 % 9L'Y 6 % 99'T € % LL'18 148 % LS'9T 0¢ G1dy
1000'0> 1000'0> % Tv'L 148 % Tv'68 69T % LT'E 9 % OT'T 4 % 06'86 6.1 % 00'0 0 8zbx
1000'0> 1000'0> % Tv'L 148 % Cv'68 69T % LT'E 9 % OT'T 4 % 06'86 6.1 % 00'0 0 LTbx
1000'0> 1000'0> % 91'0€ 19 % ¥8'69 ceT % 00'0 0 % ¢5'9C 14 % GL'9 61T % €L'L 1 S1bg
1000'0> 1000'0> % L1'€ 9 % ¥5'C8 96T % 6271 12 % L8'€ L % 61'G9 811 % ¥6'0€ 9§ 11d8
1000°0> 1000'0> % G€'9 [48 % 8¥'06 TL1 % LT'E 9 % §5'0 I % Gv'66 08T % 00'0 0 ZbX
1000°0> 1000°0> % S€'9 45 % 8¥'06 1.1 % LT'E 9 % 95'0 T % S¥'66 08T % 00'0 0 TIbX
1000°0> 1000°0> % €TV 8 % 8¥'06 1.1 % 62'S 0T % L6'v 6 % 08'9L 6€T % €2'81 €€ TebeT
1000°0> 1000°0> % 21’ 14 % TT'€6 9.1 % 9L'v 6 % T€'€ 9 % 9G'6L 144" % €T°LT 1€ €1beT
1000°0> 1000°0> % 0v'9T 1€ % L0'€8 LST % €50 T % 16'ST yA4 % 96'L9 €cr % 80'9 1T €1dg
1000°0> 1000°0> % 21’ 14 % S9'€6 LLT % €T'Y 8 % OT'T 4 % TE'T8 671 % LG'9T 0€ Gzbot
1000°0> 1000°0> % €5'0 T % ¥T'S6 08T % €T'Y 8 % 99'T € % T€E'T8 671 % ¢0'91 6C y1dy
1000°0> 1000°0> % IT'TT 1%4 % 0€'28 S9T % 6S'T € % 20'LC 6% % ¢L'0L 8¢l % 12T 14 Teber
1000°0> 1000°0> % 0v'9T 1€ % L0'€8 LST % €5'0 T % TS'9C 14 % 0v'L9 (€48 % 80'9 11 y1dg
1000'0> 1000°0> % 00'0 0 % ¥8'8L 6v1 % 91'1C ov % OT'T 4 % TT'09 60T % L9'8€ 0L €1by1
1000'0> 1000'0> % 9L'Y 6 % G6'68 0LT % 62'S o1 % L6'Y 6 % ¥T'9L 8¢cT % 8L'8T e ceber
1000'0> 1000'0> % 00'0 0 % LE'6L 0ST % €9'0C 6€ % OT'T 4 % LL'09 01T % 1'8€ 69 CIbyt
1000'0> 1000'0> % €6'9T 4 % L0'€8 18T % 00'0 0 % ¥6'0€ 96 % 0€'99 0ct % 9L'C S cedL
1000'0> 1000'0> % €6'9T 4 % L0'€8 18T % 00'0 0 % ¥6'0€ 96 % 0€'99 0ct % 9L'C S Ted,
1000'0> 1000'0> % 25'6 8T % 68'88 89T % 6G'T € % Tt'se 14 % 8v'€L €e1 % OT'T 4 11bZT
apueq

“fpe ‘uewnd ‘Mewnd ‘uewnd I DTSN TN
apn-d papn-d % auuIman % ajuelsuoy) % EXLTIEYN % auuIman % ajuelsuoy) % EXLLTICYN -woay)
bunzgasguo, "



94

A Anhang

© bunz9953.40,]

€0'0 100 % 1’ 14 % ¥Z'98 €91 % ¥9'TT [44 % OT'T 4 % 6G'vL GET % TE'vT 144 by
€0'0 1000°0> % G9'C S % TL'v6 (FAS % §9'C S % 99'T € % 62'L8 89T % SO'TT 0c 11bOT
€0'0 1000°0> % 0L'TT e % TL'S8 291 % 6S'T € % 16'GC Ly % T8'TL 0€T % 12'C 14 €1bzT
20'0 1000°0> % G9'C S % ¥Z'98 €91 % TT'TT 1c % OT'T 4 % v1'GL 9¢T % 9L'€T 124 €zby
20'0 1000'0> % €CT'Y 8 % LL'S6 181 % 00'0 0 % 9L'T S % TL'16 991 % 2¢S'S 0T Teb1T
20'0 1000'0> % €CT'Y 8 % LL'S6 181 % 00'0 0 % 9L'T S % TL'16 991 % 2¢S'S 0T yIbIT
20'0 1000'0> %21’ 14 % ¥2'98 €91 % ¥9'TT [44 % OT'T 4 % €0'vL veT % 98'vC 14 Gzby
20'0 1000'0> % 21'C 14 % 90'26 VLT % ¢8'S T % OT'T 4 % T€'28 6v1 % LS'9T 0¢ 9zbot
20'0 1000'0> % L1'€ 9 % 9€'88 191 % Lv'8 9T % 85'0 I % 99'08 148 % 8L'8T e Gedt
20'0 1000'0> % 6G'T € % LL'S6 181 % §9'C S % 99'T € % ¥.'98 19T % 09'TT 1c Tebst
20'0 1000'0> % 6G'T € % LL'S6 181 % §9'C S % OT'T 4 % 62'L8 841 % 09'TT 1c GTbGT
20'0 1000°0> % 6G'T € % 0€'96 81 % C1'T 14 % 12'C 14 % 62'L8 891 % 05'0T 61 TTbGT
20'0 1000°0> % 99'C S % TL'%6 6.1 % 99'C S % €9'0 <t % 86'€8 ¢ST % 6€'6 JAS g1dot
20'0 1000°0> % €6'9T [43 % 10'C8 GqT % 90'T 4 % 98'%C Sy % 90'69 14 % 80'9 133 §1dg
200 1000°0> % €'Y 8 % ¥2'S6 08T % €S0 T % 92'C S % 90'06 €91 % 8T'L €1 cebtr
20'0 1000°0> % ¥9'TT [44 % L,'98 91 % 6S'T € % Tt'ST o % €6'TL cel % 99'T € cIbet
20'0 1000°0> % 21’ 14 % S9'€6 LLT % €'Y 8 % 18'€ L % T€E'T8 671 % I8'€T S¢ Gzdog
20'0 1000°0> % I’ 14 % S9'€6 LLT % €CT'Y 8 % 18'€ L % T€'T8 6v1 % TI8'€T 14 vzd9
20'0 1000°0> % T’ 14 % G9'€6 LLT % €T'Y 8 % 18'€ L % T€'T8 6v1 % TI8'€T 14 €zdg
20'0 1000°0> % €Tt 8 % 90'26 L ZA% % 0L'€ A % OT'T 4 % ¥.'98 26T % ST1'CT [44 €1bze
20'0 1000°0> % 0L'€ L % €8'28 99T % Lv'8 9T % §S'0 1 % 99'08 148 % 8L'81 e yedt
10'0 1000°0> % 6G'T € % 0€'96 8T % T’ 14 % 99'T € % 62'L8 841 % S0'TT 0c €zbst
10'0 1000'0> % 6G'T € % 0€'96 8T % ¢TI’ 14 % 99'T € % 62'L8 841 % S0'TT 0c zebst
10'0 1000'0> %21’ 14 % LL'S6 181 % CI'T 14 % 99'T € % 62'L8 841 % S0'TT 0c yZbsT
10'0 1000'0> % §9'C S % TL'S8 29T % ¥9'TT [44 % OT'T 4 % 8v'€L €e1 % Tv'Se o ozby
10'0 1000'0> % 21'C 14 % LL'S6 181 % CI'T 14 % OT'T 4 % 68'.L8 69T % S0'TT 0c 9zbsT
10'0 1000'0> %21’ 14 % LL'S6 181 % CI'T 14 % OT'T 4 % G8'.8 69T % S0'TT 0c Gebst
10'0 1000'0> % 8G'0T (4 % €8'28 991 % 6S'T € % TE€'vC 144 % 8V'€L €e1 % 12'C 14 ceber
10'0 1000°0> % 99'C S % G9'€6 11T % 0L'€ L % L8'€ L % 2€'28 6v1 % T8'€T 14 cedo
10'0 1000°0> % 99'C S % ¥2'56 08T % Cl'T 14 % €L'2 14t % 86'€8 ¢ST % 62'8 ST 11d0T
10'0 1000°0> % 99'C S % ¥2'S6 08T % TT'T 14 % €9'0 45 % 86'€8 ¢ST % 6€'6 JAS ¥1doT
100 1000°0> % 99'C S % ¥C'G6 08T % TI'T 14 % €9'9 cl % 86'€8 ¢ST % 6€'6 JAS €1dot
100 1000°0> % G€'9 [48 % 8¥'06 TLT % LT'E 9 % 0T'T 4 % 06'86 6.1 % 00'0 0 Gzbx
100 1000°0> % 99'C S % ¥Z'98 €91 % IT'TT 144 % OT'T [4 % 8¥'€L €eT % Tv'ST 9 L2by
10'0 1000°0> % LT'E 9 % Tv'68 691 % Tv'L 148 % 99'T € % 06'LL 1348 % vv'0T A% T1dgT
10'0 1000°0> % ¥9'TT [44 % LL'98 91T % 6S'T € % ¢S'9C 14 % LT'T1L 6¢CT % 12'C 14 GIbzT
10'0 1000°0> % 21’ 14 % LL'98 o1 % TT'TT 1c % OT'T 4 % €6'TL el % L6'GT Ly veby
10'0 1000'0> % 21’ 14 % LL'98 o1 % TT'TT 1c % OT'T 4 % €6'CL [448 % L6'ST Ly geby
10'0 1000'0> %1’ 14 % LL'98 91 % TT'TT 1c % OT'T [4 % €6'CL el % L6'ST yA4 zeby
10'0 1000'0> %1’ 14 % LL'98 91 % TT'TT 1c % OT'T 4 % €6'CL el % L6'ST yA4 1€by
10'0 1000'0> % 99'C S % ¥2'S6 08T % T’ 14 % 8T'L €1 % €v'€8 16T % 6€'6 JAS z1dot
10'0 1000'0> %21’ 14 % C1'€6 9.1 % 9L'Y 6 % 9L'C S % 99'08 oY1 % LS'9T 0¢ 1TbeT
apueq

“fpe ‘uewnd ‘Mewnd ‘uewnd I DTSN TN
apn-d papn-d % auuIman % ajuelsuoy) % EXLTIEYN % auuIman % ajuelsuoy) % EXLLTICYN -woay)
bunzgasguo, "



95

A Anhang

© bunz9953.40,]

61'0 €0'0 % 1’ 14 % 8¥'06 TLT % Tv'L 148 % 9L'C S % TT'18 JA4) % ¢0'91 6C €1bg
61'0 €0'0 % 69'1C 1a4 % 8L'LL LT % €5'0 T % 09'CE 69 % GL'S9 61T % 99'T € cebs
8T'0 €0'0 % Lv'8 91 % Tr'68 691 % TI'T 14 % 12'C 14 % 85'G6 €L1 % 12'C 14 [4LIA 1
81'0 €0'0 % G€'9 [48 % TL'G8 91 % ¥6'L ST % 0T'T 4 % 05'68 91 % 6€'6 LT €1d.1
8T'0 €0'0 % G€'9 [48 % ¥2'98 €91 % Tv'L 148 % 0T'T 4 % 90'06 €91 % ¥8'8 91 JACVAS
81'0 €0'0 % Tv'L 148 % 10'16 LT % 6S'T € % 9L'C S % LT'T6 291 % L6'Y 6 zebot
91'0 €0'0 % ¥6'L ST % 10'16 LT % 90'T 4 % €T'LT 1€ % 2T€'T8 6v1 % GS'0 T 11b0OT
¥1'0 20'0 % LT'E 9 % 65'C6 QLT % €C'Y 8 % Th'y 8 % 86'€8 [4°1s % 09'TT 1c z1dg
¥1'0 20'0 % 99'C S % C1'€6 9.1 % €C'Y 8 % L8'€ L % €5'v8 €91 % 09'TT 1c 11dg
¥1'0 20'0 % 0L'€ L % 0€'96 81 % 00'0 0 % 9L'C S % LE'€6 691 % 18'€ L €IbTT
¥1'0 20'0 % 6G'T € % €8'18 991 % 85'0T (4 % O0T'T 4 % 06'LL 134} % 66'0C 8¢ €1by
€10 20'0 % 0L'€ L % 0€'96 81 % 00'0 0 % 99'T € % €0'G6 [#A% % 1€'€ 9 ¢Ib1l
€1'0 20'0 % 0L'E L % 0€'96 [4:28 % 000 0 % 99'T € % €0'66 [ZA% % T1€'€ 9 TIbTT
€1'0 20'0 % I’ 14 % 8¥'06 1.1 % Tv'L 148 % 9L'C S % 99'08 148 % 1S'0T o€ 91bg
€10 20'0 % I’ 14 % 8¥'06 TLT % Tv'L 148 % 9L'T S % 99'08 148 % 2S'0T 0o¢ GTbg
€10 20'0 % 21’ 14 % 8¥'06 TLT % 'L 148 % 9.'C S % 99'08 v % LG'9T o€ ¥1b9
€10 20'0 % LT'E 9 % LL'S6 181 % 90'T 4 % 00'0 0 % 00°00T 181 % 00'0 0 €1dze
€10 20'0 % LT'E 9 % LL'S6 181 % 90'T 4 % 00'0 0 % 00°00T 181 % 00'0 0 crdze
[4%0] 20'0 % 1’ ¥ % T0'T6 LT % 88'9 €1 % 9L'C S % 2TT'18 JA4) % ¢0'91 6C [4L0)
[4%0] 20'0 % T’ 14 % 10'16 LT % 88'9 €T % 9L'C S % TT'18 JA4) % 2¢0'9T 6C 11b9
11'0 20'0 % LT'E 9 % LL'S6 181 % 90'T 4 % 12'C 14 % 91'16 99T % €9'9 [4s GZb1T
11'0 20'0 % LT'E 9 % LL'S6 181 % 90'T 4 % 12'C 14 % 91'16 991 % €9'9 [4s yZb11
11'0 20'0 % 6G'T € % 0€'28 G991 % TT'TT 1c % OT'T [4 % 08'9L 6€T % 01'2C ov Teby
80'0 10'0 % 90'T 4 % 95'9% 88 % 8€'2S 66 % 2S'S 0T % ¥0'€S 96 % vv'1Y L crde
80'0 10'0 % 90'T 4 % ¥2'S6 08T % 0L'€ L % 00'0 0 % 00'00T 181 % 00'0 0 €1deT
80'0 10'0 % 90'T 4 % ¥2'S6 08T % 0L'€ L % 00'0 0 % 00'00T 181 % 00'0 0 crdetr
80'0 10'0 % 90'T 4 % ¥2'S6 08T % 0L'€ L % 00'0 0 % 00'00T 181 % 00'0 0 T1deT
80'0 10'0 % L1'€ 9 % ¥2'S6 08T % 6S'T € % 00'0 0 % 00'00T 181 % 00'0 0 €1d1e
80'0 10'0 % L1'€ 9 % ¥2'S6 08T % 6S'T € % 00'0 0 % 00'00T 181 % 00'0 0 crdie
80'0 10°0 % LT'€ 9 % ¥2'56 08T % 6S'T € % 00'0 0 % 00'00T 181 % 00'0 0 11d12
200 100 % L1'TT €T % L2'98 91 % 90'T 4 % 18'€ L % 8G'36 €LT % GS'0 T (4G
20'0 100 % LT'TT €C % 1,'98 91 % 90'T 4 % L8'€ L % 85'36 €LT % GS'0 T 11d9T
90'0 100 % I’ 14 % L,'98 91 % IT'TT 154 % 0T'T 4 % ¥T'9L 8€T % §9'TC 134 ceby
90'0 100 % LT'E 9 % 6526 ST % €T'Y 8 % Th'y 8 % 18'Z8 0ST % TL'TT €C Tedg
90'0 100 % ¢8'S 1T % CI'€6 9.1 % 90'T 4 % T6'YT pxe % 18'Z8 0ST % 12T 14 crdoz
90'0 100 % 28'G 1T % C1'€6 9.1 % 90'T 4 % T6'YT pxe % 18'Z8 0ST % 12'C 14 11doT
90'0 10'0 % 6G'T € % LL'S6 181 % §9'C S % 99'T € % G8'.8 69T % 0G'0T 61 TIbst
90'0 10'0 % 0L'€ L % ¥Z'S6 08T % 90'T 4 % 12'C 14 % 19'06 o1 % 8T'L €1 €Zb11
90'0 10'0 % 6G'T € % LL'S6 181 % §9'C S % OT'T 4 % 0v'88 091 % 0§'0T 61 €1bgT
¥0'0 10'0 % 08'CE 9 % 29'99 9T % €5'0 T % ¥6'0€ 96 % €v'29 €11 % €9'9 [4s Tebg
¥0'0 10'0 % LT'E 9 % €8'/8 991 % 66'8 LT % 85'0 T % 99'08 148 % 8L'8T e 9¢dt
€0'0 10'0 % 6G'T € % LL'S6 181 % §9'C S % OT'T 4 % 68'.8 69T % S0'TT 0c y1bgT
apueq

“fpe ‘uewnd ‘Mewnd ‘uewnd I DTSN TN
apn-d papn-d % auuIman % ajuelsuoy) % EXLTIEYN % auuIman % ajuelsuoy) % EXLLTICYN -woay)
bunzgasguo, "



96

A Anhang

© bunz9953.40,]

29'0 11'0 % ¢8'G 1T % 10'16 LT % LT'E 9 % €L'L 14 % €5'v8 €61 % €L'L 1 Gebe
19'0 0T'0 % Tv'L 148 % T0'T6 LT % 6S'T € % TI€'€ 9 % 8'T6 89T % L8'€ L 11boT
8G'0 60'0 % 90'T 4 % T6'EY €8 % €0'GS 0T % 9L'C S % 6v'TS G6 % SL'vy 18 €1de
95'0 60'0 % 90'T 4 % SE'L6 8T % 6S'T € % 00'0 0 % 00'00T 181 % 00'0 0 €1dgT
95'0 60'0 % 90'T 4 % SE'L6 8T % 6S'T € % 00'0 0 % 00'00T 181 % 00'0 0 zrdst
95'0 60'0 % 90'T 4 % SE'L6 8T % 6S'T € % 00'0 0 % 00'00T 181 % 00'0 0 11dgT
€v'0 20'0 % Tv'L 149 % 10'16 LT % 6S'T € % TI€'€ 9 % LT'T6 291 % 'y 8 Tgbot
€70 20'0 % Tv'L 148 % 10'16 LT % 6S'T € % 1€'€ 9 % LT'T6 291 % 'y 8 €1boT1
€v'0 20'0 % Tv'L 148 % 10'16 LT % 6G'T € % 1€'€ 9 % L2'26 291 % 'y 8 Z1bot
[440) 20'0 % 85'0T (4 % 0€'28 99T % CI'T 14 % 8L'8T e % 11'08 148 % OT'T 4 ¥Zbt
1v'0 90'0 % 69'1C 184 % SCT'LL 148 % 90'T 4 % ¥0'2€ 8G % 0€'99 0ct % 99'T € 1ebs
8€'0 90'0 % 91'1C ot % T€'8L 148 % €5'0 T % 6V'1€ 18 % 0v'L9 [44s % OT'T 4 T1b
vE'0 S0'0 % ¥6'L ST % 8¥'06 1.1 % 6S'T € % 9L'T S % 69'06 ST % GG'0 T [4CI
vE'0 S0'0 % v6'L ST % 8¥'06 1T % 6S'T € % 9L'T S % 69'96 ST % G50 T T1d6T
vE'0 S0'0 % IT'TT 1%4 % L2'98 91 % TT'T 14 % 68'61 9¢ % T10'6L {248 % OT'T 4 Tvb1
¥E€'0 S0'0 % IT'TT jx4 % L,'98 91 % TI'T 14 % 6861 9¢ % T10'6L €vT % OT'T 4 cebr
1€'0 S0'0 % 8G'0T 0c % 0€'28 S9T % TI'T 14 % YE'6T S€ % 95'6L 1248 % OT'T 4 b1
1€'0 S0'0 % 8G'0T 0c % 0€'28 S9T % TI'T 14 % YE'6T G€ % 95'6L 124" % OT'T 4 €vbr
1€'0 S0'0 % 8G'0T 0c % 0€'28 S9T % TI'T 14 % YE'6T G€ % 95'6L 144} % OT'T 4 Trbr
1€'0 S0'0 % 8G'0T 0c % 0€'28 S9T % TI'T 14 % YE'6T G€ % 95'6L 124" % OT'T 4 Gebt
1€'0 S0'0 % Lv'8 91 % Tv'68 691 % TI'T 14 % LG'9T 0¢ % 2€'T8 6v1 % OT'T 4 11bT
62'0 S0'0 % LT'E 9 % LL'S6 181 % 90'T 4 % 00'0 0 % Gv'66 08T % GS'0 T 11dee
62'0 S0'0 % LT'E 9 % €8'18 991 % 66'8 LT % 85'0 1 % €5'v8 €91 % ¢6'YT e €edr
8z'0 ¥0'0 % ¥6'L ST % G6'68 0LT % CI'T 14 % 12'C 14 % 85'G6 €LT % 12'C 14 11bLT
12'0 ¥0'0 % 21'e 14 % Cv'68 691 % Lv'8 9T % 1I€'€ 9 % 11'08 148 % LS'9T 0¢ Tebg
92'0 ¥0'0 % 28'S 1T % LL'98 91 % Tv'L 148 % OT'T 4 % 05'68 291 % 6€'6 JAS [4CVAS
92'0 ¥0'0 % 89'6€ 7 % ¢€'09 1498 % 00'0 0 % 19'8€ 0L % 10'8S S0T % 1€'€ 9 zebg
92'0 ¥0'0 % 01'8€ cL % 06'T9 JARS % 00'0 0 % LG'L€ 89 % 1'6S 20T % 1€'€ 9 gebg
9z'0 ¥0'0 % ST'6€ . % G8'09 ST1 % 000 0 % L9'8€ 0L % 10'8S SOT % 1€'€ 9 eebg
9z'0 ¥0'0 % T¥'L 148 % 10'16 LT % 6S'T € % 9L'T S % T8'T6 891 % v’y 8 vZboTt
9z'0 ¥0'0 % T¥'L 148 % 10'16 [ZA% % 6S'T € % 9L'T S % T8'T6 891 % Tr'y 8 €2bot
S0 ¥0'0 % 6G'T € % 9€'88 29T % S0'0T 6T % 99'T € % T10'6L {248 % vE'61 S€ CIby
S0 ¥0'0 % 6G'T € % 9€'88 291 % S0'0T 6T % 99'T € % T10'6L €vT % vE'61 S€ T1by
S0 ¥0'0 % ¢9'8€ €L % 8€'T9 911 % 00'0 0 % 19'8€ 0L % 10'8S S0T % TI€'€ 9 vebg
S0 ¥0'0 % Lv'8 91 % 8¥'06 TLT % 90'T 4 % €T'LT 1€ % T€'T8 6v1 % GS'0 T €1boz
S2'0 ¥0'0 % Lv'8 91 % 8¥'06 TLT % 90'T 4 % €T'LT 1€ % T€'T8 6v1 % GS'0 T crboz
S0 ¥0'0 % v.'0v Ll % 92'65 [491 % 00'0 0 % LG'L€ 89 % <1'65 20T % I€'€ 9 1€bg
€20 ¥0'0 % Lv'8 91 % Tv'68 691 % TI'T 14 % €T'LT 1€ % LL'T8 148 % OT'T 4 cIbr
[£A0] ¥0'0 % 69'1C 134 % 8L'LL LT % €5'0 T % ST'€E 09 % GL'9 61T % OT'T 4 Teb,
[£A0] ¥0'0 % ¥6'L ST % G6'68 0LT % CI'T 14 % 9L'C S % 69'96 ST % G5'0 T €1d61
12'0 €0'0 % v9'TT [44 % 0€'28 99T % 90'T 4 % Th'y 8 % €0'G6 [ZA% % G5'0 T €1doT1
0z'o €0'0 % ¥6'L ST % 10'16 LT % 90'T 4 % €L'L 14t % 61'98 991 % 80'9 11 eebe
apueq

“fpe ‘uewnd ‘Mewnd ‘uewnd I DTSN TN
apn-d papn-d % auuIman % ajuelsuoy) % EXLTIEYN % auuIman % ajuelsuoy) % EXLLTICYN -woay)
bunzgasguo, "



97

A Anhang

© bunz9953.40,]

00'T 620 % S€'9 cT % C1'€6 9.1 % €5'0 T % 0S'0T 61 % 0v'88 091 % 0T'T < g1dg
00'T 620 % S€'9 cT % C1'€6 9.1 % €5'0 T % 0S'0T 61 % 0v'88 091 % OT'T 4 y1dg
00'T 620 % S€'9 cT % C1'€6 9.1 % €5'0 T % 0S'0T 61 % 0v'88 091 % 0T'T < €1de
00'T 62'0 % S€'9 4 % TT'€6 9.1 % €S'0 T % 0S'0T 61 % 0v'88 091 % OT'T 4 c1de
00'T 62'0 % S€'9 4 % TT'€6 9.1 % €S'0 T % 0S'0T 61 % 0v'88 091 % OT'T 4 11de
00'T 9z'0 % TT'T ¥ % €S'16 €LT % S€'9 41 % T€'€ 9 % 61'98 95T % 0S'0T 61 cedt
00'T 9z'0 % 28'G 11 % G6'68 01T % €Ty 8 % €L'L v1 % €5'v8 €51 % €L'2 vI oebe
00'T 9z'0 % 0L'€ L % L1'S6 181 % €S'0 T % ¢§'S [0} % 1226 191 % 12T 14 €1d11
00'T 9z'0 % 21’ ¥ % 90'C6 vLT % 28'S 11 % 12'C ¥ % 62'28 8ST % 0S'0T 61 [4CH
00'T s2'0 % S€'9 43 % C1'€6 9.1 % €S'0 T % ¥6'6 81 % 0v'88 091 % 99'T € Gede
00'T s2'0 % S€'9 43 % C1'€6 9.1 % €S'0 1 % ¥6'6 81 % 0v'88 091 % 99'T € yede
00'T feralo] % S€'9 43 % C1'€6 9.1 % €S'0 1 % ¥6'6 81 % 0v'88 091 % 99'T € gegde
00'T s2'0 % G€'9 [48 % C1'€6 9.1 % €5'0 T % ¥6'6 8T % 0v'88 091 % 99'T € cede
00'T ¥Z'o % TT'TT 4 % 61'9L 1241 % 6S'T € % €8'6C ¥S % 16'89 248 % 99'T € €eby
00'T ¥Z'o % TT'TT 4 % 99'SL £V % TT'T ¥ % €8'6C S % 16'89 248 % 99'T € oebs
00'T ¥Z'o % TT'TT 14 % 99'SL eVl % TT'T ¥ % €8'6C 7S % 16'89 i1} % 99'T € Geby
00'T ¥Z'o % TT'TT 4 % 99'SL eVl % TT'T ¥ % €8'6C 7S % 16'89 248 % 99'T € vebL
00'T €20 % ¢l 14 % 90'C6 i ZA0 % ¢8'G 1T % 9.'C S % ¥2'98 pAYS % 0S°0T 61 €1d1
00'T €20 % S9°C S % 0€'.8 99T % S0'0T 6T % 9.'C S % ¢C'18 yA4S % ¢0'91 6C zebg
00'T 120 % Tv'L 2t % Tv'68 69T % LT'E 9 % €L'L ¥1 % 80'G8 ST % 8T'L €1 vebe
00'T 120 % 88'9 €1 % 90'C6 vLT % 90'T 4 % 0S'0T 61 % ¥2'98 15T % 92T S €ebe
00'T 0z'o % 2T'TT 14 % 99'SL 549 % TT'T 14 % 6€'0€ G5 % 96'29 x4 % 99'T € zebs
00'T 0z'o % 1v'L 2t % 10'16 (428 % 6S'T € % T€'€ 9 % 8G'G6 €LT % OT'T 4 €1b6T
00'T 0z'o % 1¥'L 2t % 10'16 (428 % 6S'T € % T€'€ 9 % 8G'G6 €L1 % OT'T 4 CIbeT
00'T 0z'o % 1¥'L 12t % 10'16 (428 % 6S'T € % T€'€ 9 % 8G'G6 €LT % OT'T 4 11b61
00'T 61'0 % 0L'€ L % L1'S6 181 % €S'0 T % L6'7 6 % L2'26 191 % 92T S y1d1T
00'T 61'0 % 21’ ¥ % 90'C6 vLT % 28'S 11 % 1€'€ 9 % 61'08 95T % 0S'0T 61 T2d1
00'T 61'0 % TI'T ¥ % 90'C6 728 % 28'S 11 % 1€'€ 9 % 61'08 95T % 0S'0T 61 T1d1
00'T 61'0 % 66'8 LT % G6'68 01 % 90'T 4 % ST'CT 44 % €5'v8 €41 % 1€'€ 9 1ebe
00'T 81'0 % L¥'8 9T % 8¥'06 1.1 % 90'T 4 % 09'TT 1c % 80'G8 ST % 1€'€ 9 vebe
00'T 810 % ¢S'6 8T % C¥'68 691 % 90'T 4 % SO'TT 0c % 80'G8 ST % 18'€ L zebe
00'T 10 % 66'8 JAS % G6'68 0LT % 90'T 4 % 9E'VT 9C % EV'E8 TST % 1¢'C 14 €1doz
00'T LT'0 % LT'TT €T % T2'S8 1498 % TT'T ¥ % 81'8T vE % 11'08 (24 % OT'T 4 €gbr
00'T 91'0 % L1'CT €C % 61'G8 191 % G9'C S % €C'8T €€ % 99°08 148 % 0T'T < Tebt
S6'0 ST'0 % LT'€ 9 % €8'L8 991 % 66'8 JAS % OT'T 4 % 80'G8 ST % I8'€T 14 cedt
88'0 ¥1'0 % €E€'€E €9 % ¥1'99 et % €5'0 T % ¥6'0€ 96 % §2'G9 61T % 1€'€ 9 zebs
68'0 €10 % 66'8 JAS % 68'88 891 % TT'T ¥ % 28'€ L % T6'€6 0LT % 12T ¥ TebsT
€8'0 €1'0 % 90'T 4 % €0'SS ¥0T % T6'EY €8 % Cr'y 8 % 0L'vS 66 % 88'0Y vL 11de
€80 €1'0 % 90'T 4 % 9T'0€ 18 % 82'89 0€T % OT'T 4 % 66'0C 8¢ % 06'LL v1 Tede
28'0 €10 % 1G'9€ 69 % 96'C9 611 % €S'0 1 % ST'€E 09 % ¥S'€9 GTT % T€'E 9 €zbg
18'0 €10 % ¥9'TT 44 % ¥2'98 €91 % 21T 14 % 81'8T ¥€ % 11'08 ST % OT'T 4 cebr
12'0 11'0 % TT'TT 12 % 0€'28 59T % 6S'T € % 81'8T v€ % 11'08 ST % OT'T 4 1€bT
apueq

“fpe ‘Hewnd ‘Hewnd ‘Hewnd ‘Wi ECUTIIIN ECUTIIIN
HapN-d HapN-d % auuIman % ajuejsuoy) % a1snpap % suuIman % ajueIsuoy| % aisnpdp -‘woiy)
bunzgasguo, "



98

A Anhang

VN NeN % 00'0 0 % €8'18 99T % LT'CT €C % 00'0 0 % 00'00T 181 % 00'0 0 €1dy1
VN NeN % 00'0 0 % €8'18 99T % L1'CT €C % 00'0 0 % 00'00T 181 % 00'0 0 Iyt
VN NeN % 00'0 0 % €8'18 991 % L1'CT €C % 00'0 0 % 00'00T 181 % 00'0 0 T1dyT
00'T S6'0 % 90'T 4 % ¥0'LE 0L % 06'T9 11T % OT'T 4 % 9€'GE 9 % ¥5'€9 Q1T y1de
00'T 12'0 % 90'T 4 % 19'22 44 % EV'TL SET % 99'T € % T€'vC 144 % €0'vL VET gzde
00'T 12'0 % 90'T 4 % 19'22 [4°] % EV'TL GET % 99'T € % T€'vT 144 % €0'vL YET Gede
00'T 99'0 % 66'8 LT % 68'88 89T % TT'T 14 % €9'9 48 % TL'16 991 % 99'T € (4421
00'T €9'0 % 66'8 A S % G6'68 0.1 % 90'T 4 % €9'9 48 % TL'16 991 % 99'T € €TbLT
00'T 95'0 % Tv'L 14 % 90'26 [ZA0 % €5'0 T % 6'6 8T % G6'88 191 % OT'T 4 y1bg
00'T ¥S'0 % 0L'€ L % L1'G6 181 % €5'0 T % Th'y 8 % T6'€6 0.1 % 99'T € T1d11
00'T 15'0 % 66'8 JAS % G6'68 0.1 % 90'T 4 % 80'9 11 % LT'T6 291 % 99'T € yZbL1
00'T 6v'0 % S9'C ] % 68'88 89T % Lv'8 91 % 12'C 14 % ¥9'G8 felens % ST'CT (44 1ed1
00'T 8v'0 % 90'T 4 % 16'LC [4°) % EV'TL GET % O0T'T 4 % 01'2C 14 % 08'9L 6€T cede
00'T 1¥'0 % Tv'L 148 % 90'26 LZA% % €5'0 T % 0G'0T 61 % 0v'88 091 % OT'T < 1ebe
00'T 9%'0 % LT'€ 9 % 6526 G.T % €T 8 % 9L'C S % 90'06 €91 % 8T'L €1 Tehbie
00'T o % 90'T 4 % ¥0'8Z €4 % 06'0L VET % OT'T 4 % 01'2C ot % 08'9L 6€T gede
00'T or'o % 0L'€ L % LL'S6 181 % €5'0 T % 2S'S o1 % 28'26 891 % 99'T € [4Ca s
00'T or'o % 66'8 1T % G6'68 0LT % 90'T 4 % 2S'S o1 % 28'26 891 % 99'T € Geblt
00'T 6£'0 % L1'€ 9 % 65'C6 QLT % €'Y 8 % 99'T € % TL'16 991 % €9'9 ct zebie
00'T 8€'0 % 88'9 €T % 65'C6 QLT % €5'0 I % 0S'0T 61 % 0v'88 091 % OT'T < €1bg
00'T 8€'0 % 88'9 €T % 69'C6 7As % €S0 T % 0S'0T 6T % 0v'88 091 % OT'T 4 z1ibe
00'T L€'0 % €TV 8 % ¥2'56 08T % €S0 T % Cr'y 8 % LE'€6 691 % 12T 14 GTd1T
00'T L€'0 % 99'C S % L2'98 9T % 85'0T 0c % 9L'T S % L1'18 8T % L¥'ST 8¢ by
00'T 9€'0 % GE'9 43 % CI'€6 9.1 % €50 T % 6'6 8T % G6'88 191 % OT'T 4 T1bT
00'T 9€'0 % G€'9 43 % CI'€6 9.1 % €50 T % 6'6 8T % G6'88 191 % OT'T 4 Tede
00'T €€'0 % 6G'T € % €8'28 991 % 85'0T 0c % 12'C 14 % T€E'T8 6¥1 % Lv'ST 8¢ Lzbg
00'T €€'0 % 6G'T € % €8'28 99T % 8501 0c % 12'C 14 % T€'T8 6v1 % Lv'ST 8¢ 9zbg
00'T €€'0 % 6G'T € % €8'28 99T % 8501 0C % 12'C 14 % T€'T8 6¥1 % Lv'ST 8¢ Gzbo
00'T €0 % 90'T 4 % ¥0'8C €S % 06'0L VET % 99'T € % SS'1C 6¢ % 08'9L 6€T yede
00'T 1€'0 % LT'E 9 % 6526 G.T % €T'Y 8 % 99'T € % 91'16 G991 % 8T'L €T 11b1C
00'T 0€'0 % 88'9 €T % 90'26 LZA% % 90'T 4 % 05'0T 61 % 6C'L8 86T % 12'C 14 zebe
00'T 0€'0 % ¢8'S 1T % G6'68 0.1 % €T'Y 8 % 8T'L €1 % 80'G8 1418 % €L'L 14" Lebg
00'T 62'0 % 99'C S % 0€'28 99T % S0'0T 61 % 12'C 14 % 2T€'28 6v1 % Lv'ST 8¢ ford=l]
00'T 62'0 % G€'9 T % C1'€6 9.1 % €5'0 T % 0S'0T 61 % 0v'88 091 % OT'T < 91dg
apueq

“fpe ‘Mewnd ‘Mewnd ‘Mewnd ‘WU EEITITTE] ‘WA
uapn-d uapn-d % uuman % ajuejsuoy) % a1snpap % auuiman % ajuelsuoy] % a1snpap -"woay)
bunzgasguo, "



99

A Anhang

" bUuNz981U0

(6 ‘zrbamadg)wip ‘(beT ‘zghasad, ‘Tebygbz)yus ysi Asi It

(81 ‘byT ‘6 ‘dg ‘g “madpTdg)wip ‘(0T ‘T ‘dL ‘G)yus ysi Asi 9z

(b1Z ‘bGT ‘byT’ 0T ‘8 ‘v ‘c1bseadg ‘dT)wip ‘(bog ‘61 ‘8T ‘bET ‘TT ‘2 ‘G ‘4oabgzbg)yus ysi Asu 14
(bgz 4ebrebyt ‘dg madpTde)uwnp ‘(21 bg ‘bT)yus ysi A e

(bzzg 'byT ‘6 ‘v “4eadp1dg madgedT)wip ‘(423bgThZT 423byTbg)yus ysi Asi €

(byT “4s1d1zdg ‘aeadgedT)wip ‘(493dzTdTT ‘491b1gb, ‘493bTgbT)yus ysi Asa reé

(421b1ZbET ‘0T ‘Tehasadg sadgrdg)wip “()yus ysi Asi k4

(bgT ‘byT 'be1 4eadizdg)wip ‘(beT ‘493bTgbg ‘4m1bzTdg)yus ysi Asi 0T

(423b1ZbpT “493bgzboT ‘2T ‘dg ‘4erdprdg)wip ‘(493bTgbg)yus ysi Ass 61

(bzg ‘byT '1gbg1bg ‘v ‘dg 4eadpedr)wip ‘(2 421b1ebg ‘dg 4sabgebT)yus ysi Asu 8T

(bzg ‘b1 ‘b 4sady1dg)wip ‘(491b1gbg ‘bg ‘4o1bggbT)yus ysi Asi T

(bzz ‘bgt 'boT ‘byT ‘b6 ‘czbzebg ‘dg ‘by ‘pgdzrde usadzedr)wip ‘(b1g ‘be ‘bT)yus ysi Asa 91
(6 ‘491dg1dg 'dg ‘uerbgebg ‘umadpedT)wip ‘()yus ysi Asa ST

(Tebtgb.T ‘d2T byT ‘beT ‘pIbTTbG ‘gTbIsrdE)wip ‘(191b1gbg ‘dg 191b1ghe ‘bT)yus ysi A 1
(bvT ‘6 ‘8 ‘PIbZIbSG ‘2gbTzby ‘cTbssrdg umadiedr)wip ‘(121bggbg ‘zgdTzdT)yus ysi Ass €1

(6 'dg ‘dg)uwip ‘(9T ‘TT ‘vebegbg ‘L 4o1byTbg ‘be)yus ysi Asa 4!

(bzz b1z *8T *bGT ‘beT ‘G 'y dg *dT)wip ‘()yus ysi Asi 11

(6 ‘dg ‘pedpedr)wip ‘(beT ‘Tgbisady ‘zebzgbz)yus ysi Asa 01

(b1 ‘6 ‘dg ‘asadgrdg)wp ‘(493bTgbT ‘dg ‘493bgTbg ‘bg)yus ysi Asa 6

(81 *dLT ‘by1 ‘bIT 'bOT ‘6 ‘dg ‘9 ‘v ‘dg ‘dT)uwup ‘(0z ‘bLT ‘TT 'd1T ‘bg ‘2 “493by1bg ‘bT)yus ysi Asi 8
(b1z ‘8T *by1 ‘6 ‘dg ‘dL ‘9 ‘¥ ‘dg umabyebz ‘T)wip ‘(0T ‘61 ‘bET ‘TT 'br)yus ysi Aou L

(81 ‘01 'bg ‘dg ‘4e3b1gby ‘dg usadiedT)wip ‘(Tgb1z ‘2Td11d0T ‘21 L ‘d9 ‘G ‘bT ‘Ted1TdT)yus ysi Adi 9
(6 ‘cTbam1dg umabgTby ‘dg ‘umabpzbz)wip ‘(zeb1ebeT ‘pebeebg)yus ysi Asu S

(b1 ‘6)wip ‘()yus ysi Asa v

(veb1ebyT)wip ‘(Jyus ysi Asd €

(bvT ‘6 ‘cbierdg ‘9 ‘dg)wip ‘(2T)yus ysi Ada z

(81 ‘by1 'y ‘dg ‘d1)wup ‘(£ ‘G 'bg ‘bT)yus ysi A 1

siugasig-HoH) Jswwnujeq

STUQRSIF-{)) USIOP PUN USSBISLIOWIUIT USOPUOMIOA IOp SUNISIPNY €'V I[[PgelL

UsselselsWuldlH ua3yonsiajun Jisp mmm_CQmmLm_n_l_va 198 v



100

A Anhang

- BUNZoSILOT

(Qwip ‘()yus

(01 ‘b6 ‘dg “4madrzdg)wip ‘(L by ‘bg ‘g)yus

(boT *dg)witp “(2)yus

(403bzgbyT ‘be “4o1dp1dg)wnp ‘(491bgTbg ‘be)yus

(by1 ‘6 ‘dg)wip (L bg)yus

(423bpTbeT ‘6 ‘GTbusadg ‘dg)uwp (L)yus

(bgT ‘0T ‘dg ‘9 ‘p ‘4madp1dg)wip ‘(423bgebg ‘bg)yus

(¥2bTebyT '6 ‘vedyTdg)wip ‘()yus

(dg1 ‘zgbisrdor ‘geberzb1t ‘6 ‘zrde1dg 4e1bgebg)wip ‘(4o1b1gbyT ‘deT ‘€TdTTdIT ‘cgbichg ‘dz)yus
(bgT '6 ‘Tgbieadg)wip ‘(G)yus

(423bTZbT 193dTEdE)wip ‘()yus

(bgT 'beT 493bzgbTT 4eabgzboT '4e3dzTdQT 'be ‘9 493dpTde)wip ‘(4e3bTZbg)yue
(8T '493bigbyT 'beT '6 ‘4erdzzdg ‘de '4eibgebz)wip ‘(0z 'doT ‘bg)yue

(boT ‘0T ‘6 ‘4e3bggby ‘dg)wip ‘(L 'z 'bT)yus

(by1 01 ‘d6 ‘dy 4e3d1zdg)wip ‘(b2)yus

ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!

(bgz "beT ‘dLT 491bzeboTt ‘TzbeTbeT
‘421d1gdg ‘191d1gdg 1a1b1eby 4mbgebg usdpedT)wip ‘(bLT ‘€1dQT ‘4e1bygbzT 4eibigbg UsibyTbg ‘usidyede ‘zebiebg ‘€TbzTbe bT)yus ys)

(bgT ‘4e1bzTboT 'bGT ‘byT ‘beT ‘6 ‘by ‘g1bieadg ueadgedT)wip ‘(0g ‘dIT ‘d2)yue

(81 'by1'4eadzrde ‘dg)wip ‘()yus

(bzz ‘byT 'bIT ‘6 ‘vTbeIbG “4o1dpTde)wip ‘(TTLTTLGT 421bTgbzT ‘bX)yus

(bg)uwnp ‘(2T ‘2 ‘G)yus

(bzz ‘b1 'bT ‘byT ‘bET ‘6 ‘9 ‘b ‘dg ‘dT)wip ‘(doz ‘TT ‘OT 'bg ‘L ‘G ‘bg ‘dg ‘bT)yus
(bg1 *bgT ‘byT ‘beT ‘TT ‘b6 ‘Tzde1de ‘bg ‘9 ‘v ‘dg ‘d1)wip ‘(b1 ‘doT)yus

ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!

A2
A2
A2
A2
A2Jd
A2Jd
N2J
N9J
A2J
A2J
o)
N34
N34
N34
A2
.Q@
A2
A2
N2
A2Jd
A2Jd
A2Jd

N2Jd

(bGT ‘byT ‘beT ‘4oabzTbgT ‘4o1bzzblT
‘doT ‘b ‘dg ‘'bg ‘gTbusadg ‘v ‘cTbyibg ‘4s3dpTde ‘dT)wip ‘(boz ‘dgT ‘4e3bzgbsT ‘dgT ‘dIT ‘4s3ibpgbor ‘de ‘2 ‘dg ‘zgbasidz ‘br)yus ysi

(zzbseadot ‘6 “493dTzde)wip ‘(doT ‘TEbYTbET ‘2T ‘cgbeTbIT ‘¥1dETdIT ‘g 'bs ‘G 4eibgrdg)yus
(403bygbyT “423bzzboT ‘dg)wip ‘(L 4e3b1gbg ‘bg)yus

(doz 'byT ‘beT ‘b6 ‘TzdeTde ‘dg ‘g ‘dg)wip ‘(bog ‘d9T ‘423bygbzT ‘pIbierdzT ‘bg ‘4e3dgTdy bT)yus
(bgT)wip ‘(21 ‘1€LTTDL)YuUD

(uup “()yus

(vedy1dg)wip ‘(b1 ‘0z ‘2T ‘2 4e3bgrdg)yus

(81 'beT ‘dp ‘dg)wip ‘(g1 ‘4erdp1dg)yus

ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
yst
ys!

N2J

G2

G2

NaJd

o)

N34

G2

A2

suga8i3-H9HD

AS]
96
o)
2]
€S
¢S
54
0§
6%
8t
Ly
9t
°14
144
124

44
184
ov
6¢
8¢
VA
9¢

13
ve
€€
[43
1€
0€
6¢
8¢

Jswwinujeq

bUNZ)2SILO] """



101

A Anhang

- BUNZoSILOT

(bgT ‘g1 ‘4e3dgrdoT “4erdgrdg)wip ‘(1TdTTdOT ‘ccbe1bg ‘Teb11bg ‘cebigbz ‘1edeTdT)yue

(bgz “4ebgzby ueadgzdg ieadpedT)wip *(2T ‘L 4erbgidg)yus

(Qwip ‘()yus

(d6 ‘gTb1Tbg by ‘dg)wip ‘(zTdTTdOT)Yus

(byT *6 *dg “p)wip (b1z ‘0T ‘L b9 ‘yeb1ebg uerbzidg ‘g 4e1bzebT)yus
(4+oadg1de ‘dg)wip “(2)yus

(bgz “dgT)wip “(s21bggbr)yus

Quip ‘()yus

(81 'd2T 'byT 'beT ‘6 ‘dg ‘TgdTzde)wip ‘(bg '431bggbg ‘dg)yus

(dg “4sadp1dg)wip ‘()yus

(bg)yus

(bgg '491bggbyT 'be usadizde)wip ‘(493bggby ‘g ‘g usabg1de)yus
(0T '493bgzbe 4ead1gdg ‘mady1dg)wip ‘(beT ‘T ‘bg ‘G ‘bg ‘T)yue
(b1Z by ‘6 “491d1gdg ‘gehbimadg)wip ‘(0g ‘doT “491byTbg)yus

(81 ‘4e3bTgbyT ‘6 'Tchbieadg usibgzby ‘de ‘dT)wip ‘(zebiebeT ‘g)yus
(dg ‘dT)wip ‘(doT)yue

(Qwip ‘()yus

(dy *dg)wp ‘(Jyus

(81 4eadrgde)wip ‘(0 ‘G)yus

(by1 ‘zebimadg dg)wip ‘(boT “4e1b1EbG)Yus

(be1 *bg ‘1o1bzTbg)wip ‘(0z ‘6T ‘LT ‘TT ‘dg ‘dg ‘bT)yus

(bg1 *dg ‘bg ‘dg)wip ‘(423bzgb T ‘be ‘bT)yus

(uip ()yus

(bg1 'bOT ‘zgb1Tbg ‘by ‘dg)wip ‘(491bggbg 4ebrebT)yus

(dg by ‘12abgzby ‘gTbisrdg)wip ‘(193bgebeT ‘Tgbavadg ‘Gebigbr)yus
(b1g ‘8T “493b1gbyT 'g ‘by 4e3d1gde ‘dT)wip ‘(2 ‘G)yus

(193dg1d6 ‘Tgbisrdg ‘us1bgrdy ‘uead1gde)wip ‘(491bg1dg ‘4eabpebg)yus

ys!
ys!
ys!

ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!

ys!
ys!
ys!
ys!

A2
A2

A2

1 A3
1 A3
1 A3

1 A3

N9J

A2J

A2J

o)

N34

N34

G2

N34

N4

A2

A2

N2

1 A3
1 A3
1 A3

1 A3

N2Jd

N2J

G2

G2

(81 “4oab1gbypT
193bzzbeT ‘pTbZTbET 4oIbpTbIT ‘pTdETdTT ‘6 ‘cTbETdg “493dTed, ‘4e3byzby ‘prdeTde)wip ‘(0T ‘2T ‘Thg ‘4eibygbg ‘Tgbisidg ‘G ‘dy)yus ysi Asi
(dg)wip ‘()yus ysi Asa

(wip ‘()yus ysi Asa

(bgT 'beT “493bTZbQT ‘b6 ‘dg 4madpTdg)wip (g ‘v 4eabzrdg)yus ysi Asi

suga8i3-H9HD

88
18
98
68
¥8
€8
8
18
08
6.
8.
L1
9.
7
v.
€L
cL
L
0L
69
89
19
99
S99
¥9
€9
9

19
09
6§
8G

Jswwinujeq

bUNZ)2SILO] """



102

A Anhang

- BUNZoSILOT

(81 'byT 'dg ‘Tgb11bg ‘se3d1zdg)wip ‘(0T b8 ‘2 ‘bT)yus
(eTbasmadg)wip *(bzg ‘61 ‘2 “423bzebg ‘91d11dZ)yue

(423b12bgT 'byT 'beT ‘by)wip (0Z ‘6T ‘2T ‘TIPTIbY)yue

(bgT 'byT ‘0T 'd6 ‘g 4eady1dg ‘d)wip ‘(2 ‘bg ‘g ‘bT)yue

(bgt ‘d2T “4mabgTbyT ‘9 'y tmadyTde)wip ‘(0g ‘czbreblT ‘g ‘be ‘bT)yus
(0Z ‘8T ‘bsT 'dsT “4eabpTbgT ‘dgT ‘dT)wip ‘(ggbizbg ‘g)yue

(bg1 by ‘b6 ‘g)wip ‘()yue

(493bgeby1 ‘4e3bgzboT ‘4sadTgde)wip ‘()yus

ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!

A2J1

NS4

A2Jd

A2J1

A2J1

N2Jd

N2J

N2J

(bzz ‘b1z '4e3b1gbgT 'd2T 'bGT ‘byT ‘b1 ueibzzbzI ‘1T

‘191b1de UmabgTby ‘¢ *dT)wip ‘(4s3dz1dog ‘TgbTTbZT ‘ggbisadoT ‘4ead1gde ‘g ‘zebigby ‘ds ‘zebgTbg ‘gTbisadg ‘g tsibzebT ‘TgbzIbT)yus ysi Asa
(b1z 'bg1 ‘byT ‘6 '423dzTdg ‘v ‘dg)wip ‘(4e3byTbg)yus ysi A

(dg)wip ‘()yus ysi Asa

(wip ‘()yus ysi Asa

(bp1 ‘6 *dg ‘dg)unp ‘(bg ‘be)yus ysi As

(by1 b6 ‘dp ‘dg ‘dg)wip ‘(bg)yus ysi Asi

(bgg ‘dgT1 “4sadredT)wip ‘(bT)yus ysi Asa

(6 ‘491dy1dg ‘4eadpedT)wip ‘()yus ysi Asa

(81 'byT ‘6 “4eadprde)wip ‘(gebyTbeT ‘TZbZTdeT 'L 'G)yYus ysi Adu

(81 'byT ‘bet ‘4erdgrde ‘dg ‘9 ‘by uerdizdg)wip ‘(493bgTbg ‘2 ‘G)yus ysi Adu
(8T “491bgebyT ‘6 ‘v 4eadprde ‘dT)wip ‘(gebyTbg ‘bT)yus ysi Asu

(bg ‘p1deTdg)yYus ysi Ads

(bgt “491bzTbyT 421bTZbQT ‘b6 ‘491dz1dg uerdprde)wip ‘(bg ‘2 ‘G 'be 4eabigbT ‘TgbredT)yus ysi Asi
(b6 “4oadpTdg)wip ‘(ZT ‘vbiebg ‘G)yus ysi Asa

(dg “umad1zde)wip ‘()yus ysi Asa

(421dz1dg ‘Tgd1zde)wip ‘(1gby1bzT bg ‘2 ‘G ‘be)yus ysi Aos

(wip ‘()yus ysi Asa

(wip ‘()yus ysi Asa

(dgt ‘d21 'dp ‘dg ‘cTbisadg usadgedt)wip ‘(2 ‘491byTdg ‘bT)yus ysi Asi
(byT ‘6 ‘dg “4sadpTdg)wip ‘(2 ‘493begbg)yus ysi Asa

(421bggboT “4madyTdg)wip ‘(bg ‘ygb1zbg ‘zebgzbz)yus ysi Asu

(423bz1bze

‘TgbzTbgT ‘2T 'bGT ‘TT 4aadyTdTT ‘bOT 'bp 491dz1dg 'bg ‘1e1beTbg)wip ‘(£1bzTbyT 4oabgTb1T 'bg ‘2 *dg ‘dg ‘zTdz1de ‘bz ‘TgbTTdT)yus ysi Asi

suga8i3-H9HD

81T
L1T
911
STT
4y
€11
[49!
T1T

01T
60T
80T
10T
90T
SOT
0T
€0T
[40)
10T
00T
66
86
16
96
S6
6
€6
c6
16
06

68

Jswwinujeq

bUNZ)2SILO] """



103

A Anhang

- BUNZoSILOT

(by1 493byTbIT ‘6 4e1dTEdg ‘cTbimrdg)wip (0T ‘TT ‘b8 ‘L ‘G)yus

(8T 'byT *beT 491b1gbe 421bzzbz)wip ‘(ygbisrdeT ‘1eibegbg ‘L ‘THbTTT)yus
(b1Z 'b9T ‘byT ‘bET ‘TT ‘0T ‘6 ‘g ‘4oibgeb, ueadzedg 'y ‘de)wip ‘(ZT ‘1zbicb, ‘dy ‘Tgdzido ‘be ‘Z ‘szbierdr)yus
(beT ‘9 '423bgzby ‘pebiedg ‘T)wip ‘(dg)yus

(bet 'boT ‘6 ‘dg)wip ‘(2T ‘dg)yus

(81 *dLT byT ‘beT ‘6 'dg by ‘ueadgzdg ‘Tzb1Ibg ‘dg)wip ‘(bg ‘dg)yus

(bgT '6 ‘Tebserdg ‘dg)wip ‘()yus

(boz ‘d2T ‘pgb1gbgT ‘doT ‘d9 ‘9gbogbg “seadgrdg)yus

(be1 bOT ‘6 'dg ‘9 ‘v ‘dg)wip ‘(byT ‘1T ‘b8 ‘G ‘T)yud

(8T 'beT ‘6 4eadTzdg 4e3byTbg ‘dg)wip ‘(2 'G ‘bg)yus

(6 ‘dp ‘dg)wip ‘(403bgTbg)yus

(bzz 4erdprdg)wip ‘(21 ‘TEbTTbL ‘43bTgbg)yue

(bgt ‘byT ‘vzbzzboT ‘6 ‘9 ‘v ‘e ‘dT)wip ‘(0g ‘d8T ‘ZT ‘doT ‘bg ‘L ‘431bzebT)yus
(bzg 'd.T “4e3bzgbyT ‘beT ‘4eabgIb1T eadgrdg ‘9 usidgTdy ueadigdg usibzebg)wip ‘(2)yus
(bot ‘byT 491b1gbe ‘4e1dz1dg ‘v ueadgrde usabgzbz)wip ‘(bzz ‘0T ‘bebebiT ‘T ‘1T ‘Tgbssador ‘bg ‘be ‘Tgb1Tbz)yus
(423b1ZbgT “493bgzbyT ‘01 ‘6 ‘dg 4eadTzdg)wip ‘(TEbETbET ‘czbzTbg)yUS

(61 ‘8T ‘423dzTd.T 'bpT ‘b6 'dg ueadprdg)wip (9T ‘2 4e3bIghbg)yus

(uip ‘()yus

(423bggboT ‘4e3dg1dg ‘prdy1de)wip ‘(Tgb1TdeT)yue

(bot ‘4m1bgzby ‘mad1zdg 4eabpebz)wip ‘(4e1b1gbeT ‘TgbgTbeT ‘czby1dg)yus
(dz1 *bo1 ‘TZbTTbST 'byT ‘d6 ‘g ‘v ‘493dTzdg)wip ‘(0z “423bTEDG)yuUs

(wip ‘()yus

(81 ‘bgT ‘493bTzbyT ‘be ‘4s1dgTdg)wip ‘(bg ‘us1bgebg ‘aerbzrde)yus

(bzz 4eady1dg)wip ‘(07 ‘2T ‘bg)yus

(bzz ‘6)wip ‘(boz 'z 'bg ‘bg)yus

(dgT 'by1 ‘6 'dg ‘dg)unp ‘(2T 'bg ‘G)yue

(doz ‘8T 'byT '4e3bIgbe ‘dg ‘4e3d1zdg)wip ‘(boz)yus

(bgT ‘4e1bgebyT ‘be 4s1d1gdg madyTde)wip ‘(dog ‘T 4e1bigbg ‘G ‘y1dy ‘be)yus
(by1 ‘beT ‘4o3d1zde ‘dg ‘g ueadrzdg)wip ‘(2T 'bg ‘2)yus

(bgT 'byT 'beT ‘dg ‘dg)wip ‘(0g 493bTgb.T ‘T 'doT ‘bg ‘493b1gbg ‘be)yus

(by1 '6 'dg uerdyTdg)wip ‘()yus

(81 ‘bvT ‘0T ‘6 4e3dz1dg ‘9 4madpTdg)wip ‘(g1 ‘bg 4eibizbg ‘dg ueibzrdg ‘Z)yus

ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!

ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!

A2J1
NS4

A2Jd

1 A3
1 A3
1 A3

1 A3

N2J

NA2J

A2J

N34

o)

N34

G2

N34

A2

A2J1

A2

A2

1 A3
1 A3
1 A3

1 A3

N2Jd

N9J

N2J

A2U

o)

NaJd

N34

N34

A2

suga8i3-H9HD

0sT
6v1
8y
FA4)
9v1
148
144!
eVl
[44"
1848
oIt
6€T
8¢l
LET
9¢T
et
Vel
€et
cel
T€T
0€T
6¢T
8¢l
¢t
oct
¢t
44!
€¢I
[44)
IcT
0ct
61T

Jswwinujeq

bUNZ)2SILO] """



104

A Anhang

(81 'byT ‘dg “usadgrdg)wip ‘(T 491bgbg ‘G ‘bg)yus ysi Asi

(bzz ‘1Zb1TbIZ ‘8T ‘bGT ‘byT ‘421bggboT ‘6 ‘dg by 4sady1de ‘serdgedT)wip ‘(L 4eabgrbg 4sibgzbe ‘1e1bzedT)yus ysi Asi
(8T ‘6 'dg ‘2 ‘dg)unp ‘(1gb1z ‘¢TI *bg ‘G ‘dg ‘bT)yus ysi Asu

(bzz b1z ‘0T ‘L ‘¥ ‘T ‘d1)wip (0T ‘§)Yus ysi Ad4

(dg)wip *()yus ysi Asa

(b1z ‘8T ‘byT ‘beT '421byTbIT 421bTzbe ‘de ‘dg ‘9 ‘TgbgTdg ‘b ‘dg)wip ‘(2T ‘bg ‘be)yus ysi Asa
(bgT ‘6 ‘b9 ‘dg)wip ‘()yus ysi Ada

(zzb11byT 493d1gde ‘Tgbisadg ‘uerbggchz)wip ‘()yus ysi Asa

(dg *dg)wip ‘()yus ysi Asi

(bg1 ‘de ‘dg)wip ‘(491b1gbg)yus ysi Asi

(dg)wip ‘(2)yus ysi As4

(493bgTbyT “4s3dpTde)wip ‘(g)yus ysi Asa

(wip ‘()yus ysi Asa

(byT '1gbimadg ‘G ‘v ‘dg Jwip ‘(L ‘9gbg)yus ysi Asa

(d21 by '6 ‘G ‘v ‘dg)wip ‘(L 4eIbggbg)yus ysi Avs

(dL1 '1ZbGTbGT ‘byT ‘6 ‘G ‘v ‘gTbasadg)wip ‘(L 4eabigbg)yus ysi Asa

(Ywip ‘()yus ysi Ao

(81 ‘zTbioad, T 'bGT byl ‘6 ‘dg ‘p1bieadg ‘p 4madprde)wip ‘(0 ‘9T ‘TT ‘dIT ‘bg ‘L 491bTgbG ‘bE ‘Z)yus ysi Ad
(bpT *dg)wip ‘(491brebg)yus ysi Asu

(81 ‘491byTbeT 'usadg1dp ‘bg ‘gTbisadg ‘p usadigdg)wip ‘(2)yus pussl ysi Asi

(bze

‘b1z ‘8T ‘byT ‘beT ‘bIT '493b1gbOT ‘de ‘dg ‘Tgbetbg ‘de ‘serbgeby 1madpedT)wip ‘(493bggbyT ‘dOT ‘bg ‘L ‘9 ‘dg ‘be ‘zebieadg ‘bT)yus ysi Asi
(dog ‘byT ‘6 ‘4e1bzgby ‘gTbisadg ueabggbz)wip (bog ‘2T ‘dg 4eibygbe ‘Tgbisadz)yus ysi Asi
(8T ‘byT ‘beT ‘6 ‘493dgedg ‘9 ‘Tgbasadg)wip ‘(0g ‘CIPTTbST ‘2T ‘b8 ‘G 4sabggbg)yus ysi Asi
(dg)wip ‘(bGT ‘dOT ‘2)yus ysi Aos

(g1basadg)wip ‘(1gbisadoT “4sabyzbz)yus ysi Asi

(6)wip ‘(bGT ‘zT ‘dg ‘by 'bg 'bg 'bg 'bT)yus ysi A

(boz 'bLT ‘2T ‘L 'bE ‘T)yus ysi Ada

(493b1gbyT ‘dg ‘dg ‘d1)wip ‘(bg ‘4s3bTgbg ‘bT)yus ysi Asi

(by1 ‘6 'dg usadTgdg)wip ‘(493bggbg ‘bT)yus ysi Asi

(491bggbgt ‘49adTzdg)wip ‘(2 ‘G)yus ysi Aa

(dg uead1gdg)wip ‘(g1 'doT ‘'bg ‘L ‘bg ‘zebimrdz)yus ysi Aes

suga8i3-H9HD

18T
08T
6.1
8.1
LLT
9.1
ST
[ZA!
€1
[#A)
TT
01
69T
89T
19T
991
GoT
91
€91
[4°)8

191
091
6GT
8GT
,GT
9GT
GGT
ST
€GT
[4:1)
IST

Jswwinujeq

bUNZ)2SILO] """



105

A Anhang

" bUNZIISILO]

(A ‘dg)unp “(2)yus ysi Aai

(A ‘8T ‘vT ‘dg ‘dg)wip ‘(bsT)yus ysi Asa
(wip ‘(bg)yus ysi Asi

(Jwip *(423bz1dOT

‘dgT 4eabzTbyT ‘9T ‘493bygbgt ‘g1 'doT ‘g ‘d. ‘zedzidg ‘G ueadigbz ‘br ‘zedredr) yue
(dg)unp ‘()yus

(uip *()yus

(€)wip ‘(g)yus

(bog 'd.T “seabgebe ‘vedzrde)wip (1eboTbg 4eab1ebz)yus
(6 by ‘dg dT)wip ‘()yue

(by *dg)wip ‘(423b1gbG)yus

(Qwip ‘()yus

(8T '¥T '6 'bg ‘v 4erdpghg ueadgzbr)wip “(dsT)yus
(wip “(€1 2 ‘g)yue

(8T 'd2T ‘vT ‘6 'by ‘dg)wuip ‘(beT ‘2T ‘1T ‘8 ‘G ‘bg)yus
(491dp1dg “aead1edT)wip ‘()yus

(4e3dzTdg)wip ‘()yue

(493bzgbyT ‘6 4eadzrdg)wip ‘(LT ‘TebotbeT ‘dg)yus
(d6 4madprdg)wip ‘(L1)yue

(49adgTdg)wip *(21)yus

(81 *be ‘dg ‘dg)wip ‘(T ‘bg ‘G)yus

(d21 'b6 ‘c1dg)wnp ‘(1eb1ZbET)YUS

(Jwip ‘(493bggbsT ‘2 ‘bE)yus

(493bggbg “umdzTdg)wip ‘(bz)yus

(4m3dggby1 4sadz1dg)wip ‘(4sabggbg)yus

(v1 “19aderdg)wip *(2)yus

ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!

NaJ

A3l

A2

A2l1

A4

A2l

A2l

A2l

A2l

A21

A21

A21

A2l

A2

LE2

LE2

NaJ

N2J

A21

A2l

A21

A24

suqgasi3-H9HD

o o

- N N <

o N M g © O
O - = - = = N

— NN 0O M ST 00O

uoneyljqng
19p J_wwinujeq

(266T) '|e 3° pjemuois)
(266T) "|e 3° pjemuois)
(266T) ‘|e 39 pjemuois)
(L66T) "Ie 39 plemuoun)
(2661) ‘Ie 3@ plemuois)
(L66T1) "Ie 39 plemuouin)
(L66T1) "1e 39 plemuouis)
(v002) "Ie 3 Joxunr
(¥00z) “|e 32 4qunr
(¥002) "I 30 Josjunp
(¥002) "I 30 Josjunp
(¥002) "Ie 30 Josjunp
(v00z) "[e 1 Jasjunr
(¥002) "1e 32 4axjunr
(¥002) "1e 32 4axjunr
(¥002) ‘1e 10 4xjunr
(¥00z) "[e 1 Jasjunr
(v00z) "Ie 3 Jasjunr
(¥002) “Ie 32 4unr
(£002) "1e 39 4unr
(£002) "1e 3 4unr
(£002) "1e 3 4unr
(£002) ‘I 32 4xunf
(£002) "1e 3 4unr
(£002) “[e 3 4unf
uonexyqng

SIUQRSIH-HY))) UdIop Punll USUOIRNI[qI USOPUIMIOA IOP SUNISIPNY :F° Y O[@qel,

STA SIS B
¥¢-2242>
€2-0DY>>

C¢C0DY>?
12-2D04>>
0¢-D04>>
61-DD04>>
81-DDY>>
LT-DDd>>
91-D2d>>
ST-D0d>>
Y1-22Y2°
€1-00Y>>
C1-DDY2>
T1-204>>
0T-224>>
6-2D42>
8-2DY>>
L72DY>>
9-20Y>>
G-2Dd>?
¥-22Y4>>
€203
¢ 00>
T-224>3

Jswwnujeq

oJowinjiewli 4 uslspusmMmiasA Jap wmm_CQmmLm_n_l_va V'Y



106

A Anhang

~bunz)98140,]

(bot ‘2gbTZbg ‘dg)wip (X ‘bT)yus ys

(zT 'vT ‘9zbezboT ‘6 '8 v ‘de ‘Tede ggdT)wip (8T G ‘T)yue ys

(#1 *6 ‘€)wip ‘(0T ‘TT ‘€ ebiedg ‘L ‘Geb1gbg ‘T ‘bT)yus ysi
(4ead1zdg)wip “(Jyus ys

(421bggbTT 'bp ‘se1dgzde)wip ‘(zgbeTbeT)yus ysi

(zedyrde)wip “(4oadgzbg)yus ysi

(dz1 “4eadtzdg)wip ‘(bLT ‘ccbyTbIT ‘bg)yus ysi

(49adp1dg)wip *()yus ysi

(¥1 ‘zrdpedg)wip ‘()yus ys

(491d1gdg)wip ‘(493b1gbg)yus ysi

(dg ‘bg ‘seadyTdg)wip ‘(2)yus ysi

(bg1 'd6 by ‘b ‘dg)wip (bTT)yus ysi

(6 ‘dg ‘4oad1gde)wip ‘(bg ‘bT)yus ysi

Quip ‘(X ‘zz

‘0z ‘6T 'dgT ‘LT ‘OT ‘TT ‘d1T 'do| ‘g ‘2 “423b1gbg usadgzby usibsgbg ueadgebz ' 1)yus ys
(A "X 8T ‘vT ‘d6 ‘dg)wip ‘(4eab1gbg)yus ys

(dg)uwup ‘(42abrebg)yua ys

(x ‘dg)wip “(d2)yus ys

(8 'dg)uwnp ‘(6T ‘LT ‘9T ‘veb1ebg 4erdg G1dg)yus ys!

(dx ‘dg)wip ‘(zg ‘6T “421dT°pedT )yua ysi

(493dggby ‘T ‘GT ‘pT 493dgedg ‘9gbgzby ‘de)wip ‘(4o3bsgby bg “191dzeby 4mb1ebG)yus ys
(A T dg)wip “(Jyus ys

(A *pT dg)uwip ‘()yua ys

(A ‘gT)wip (X ‘gz ‘T¢ ‘0T ‘6T ‘LT ‘9T ‘GT ‘TT ‘IT ‘b8 ‘L ‘G ‘T)yus ys
(1 ‘6 ‘ced2 4eabggbg ‘de)wip (6T ‘czb1zbT)yus ysi

(Jwip ‘(zz ‘6T 'd9T ‘czbTgbT)yus ys

Quip “()yua ysi

(A ‘zgbrgbeT)wip ‘(b1 493dGTdTT)yus ys!

Quap “()yua ysi

(423b1gbyT ‘4eadgzdg erdg gbg ‘dT)wip ‘(4eabzTbzz ‘61 ‘bg bT) yus ysi
(€1 *dg)unp ‘()yua ysi

siugasigz-Ho)

foe)

i

- N M T 0O N~ 00 U

14

X4
€¢
[44
TC
0¢
61
81
JAS
91
ST
1
€1
cl
11
0T

6

8

uonexyiqnd
19p J_wwinujeq

(1002) "|e 1@ [pzanaYy
(1002) "|e 3@ [pzanay
(1002) ‘& 30 [9z3nay
q.6002) ‘|e 1@ AereAwlues

‘|e 19 AeieAwlueg
‘|e 19 AeieAwlueg
‘|e 19 AereAwlueg

(

( )

( )

( )

(9 5002) "Ie 3@ AejeAw(ues
( )

( )

( )

(6661) 'Ie 32 Bissig

(266T)

(266T)
(266T)
(166T)
(266T)
(166T)
(166T)
(266T)
(266T)
(2661)
(2661)
(266T1)
(2661)
(2661)
(2661)
(2661)
(2661)
(166T)

‘|e 19 p|emuo.s)

‘[e 19 pjemuoln)
‘[e 19 p|emuoln)
‘[e 19 p|emuoln)
‘[e 19 p|emuoln)
‘|E 19 p|emuoln)
‘|E 19 p|emuoln)
‘|E 19 p|emuols)
‘|E 19 p|emuols)
‘|E 19 p|emuols)
‘|E 19 p|emuols)
‘|E 39 p|emuols)
‘|E 39 p|emuols)
‘[e 19 pjemuouc)
‘[e 19 pjemuolc)
‘e 19 p|emuoun)
‘[e 19 pjemuoln)
‘|e 19 p|emuoln)

uonexqnd

§9-D0d>>
¥G-20Y2°
€6-DDY2>
¢S-DDY2>
16-2D04>>
0§-224>>
6¥-2242>
8¥-22Y>>
Ly=2DY>>
9%-224>>
SG¥7-224>>
Y-224°3
€V-22Y>>

Cv=224>>
Tr-224>2
07-224>>
6€-204>>
8€-DDY2>
LE-DDY2>
9€-2042>
GE-DDY2>
¥€-2242>
€€-2DY>>
€00y
T1€-2D4>>
0€-22Y>>
6¢-D04>>
8¢-DDY>>
L2-DDd>>
9¢-D0d>>

Jawwnujje4

bunzgos340,7 """



- BUNZIISILO

107

A Anhang

(wip ‘()yus ysi Asa €€ (1002) "Ie 12 [373N0Y €8-DDY22
(wip ‘()yus ysi A2a zeo (1002) "Ie 12 [273N0Y 78-2DY2?
(9gb1gbys ‘Tzdogde)wip ‘(seb1ebg ‘sebgeby ‘czb1gbT)yus ysi rau 1€2 (1002) "Ie 12 [p73NRY 18-2D¥22
(g'e1bgzdg)wip ‘(G)yus ysi Asi 02 (1002) "Ie 10 [p73N3Y 08-20Y2?
(9zd1zde)wip ‘(8gbgzbx ‘2)yus ysi Aai 622 (1002) "Ie 10 [273N3Y 6,-2DY22

(zzdyede
‘9 ‘pzdozde)wip “(0z ‘6T ‘LT 'OT ‘ST 'bET ‘T ‘b6 ‘€ vebIvebg ‘2 ‘G ‘Gebezby ‘T ‘T)yus ysi Aai 822 (1002) "IE 3° |9Z3nay 8-y
(TcbzTbGT 'byT ‘6 ‘Lcbzebg ‘e eTbT TTbE ‘de)wip ‘(A ‘€€TbeTbOZ ‘d6T ‘GEPTEDLG)YUD ysi Aal 12 (100T) "Ie 39 |9Z3NRY LL-DDY??
(b6 '2zb1Zbg ‘czdGzdg ‘dg)wip ‘(d6 ‘G)yus ysi Asi 922 (100Z) "Ie 3° [973NRY 92-2D¥2
(dg '26bggbz)wip ‘(G)yus ysi Asi 622 (100Z) “Ie 31° [973NRY G/-DD¥»
(¥ ‘z1dg ‘zedogdg)wip (6T ‘LT ‘0T ‘vebe €Tbg ‘bT)yus ysi Asi v22 (1002) "Ie 3° [pzanvy 72-2D422
()wip ‘(gzb1TbzT ‘TTbSTATT ‘0T ‘8)yus ysi Aad €20 (1002) "Ie 3° [273N3Y €.-DDY2?

(6T 'ST ‘diT
‘T ‘b ‘€T ‘0T ‘6 'dg ‘zrdozdg)wip ‘(91 'bg ‘9gb1zbs ‘aebzebg ‘6gbT1bE ‘zEbGTdT)yuUa Ysi A Teo (1002) "Ie 3° j2zanvy TL-DDY22
(e1bze ‘egbe-eTbg ‘dg)wip ‘(G)yus ysi Aad 122 (1002) "Ie 3 [2zanvy 120042
(A ‘dg)wip “(zz ‘1T ‘bOT ‘6T ‘L ‘GEbEThS ‘gederogdT)yus ysi Asi 022 (1002) "Ie 12 [p73NRY 0,-2DY>
(y1dozdg)wip ‘(ggbzebx)yus ysi Asu 612 (1002) "Ie 12 [273N0Y 69-DD¥2>
(YT ‘v ‘vebozde ‘Lebpebz)wnp (dZT ‘G ‘bz vedT)yua ysi Adi 812 (1002) "Ie 12 [273NRY 89-DDY2?

(b1z 'b¥T ‘6 ‘dg ‘9gbteb) ‘v ‘y1dozde ‘zedg gedT)wip ‘(1gbz TTbGT ‘Teb.T ‘ST ‘T1ebe TTbeT
‘T'yeberbzT ‘TT 'bOT ‘T'vebzebg ‘Tebzeds ‘9 ‘p1dz ‘G1dg ‘Gebeibg ‘bg ‘z ‘br)yus ysi Asi L1° (1002) "Ie 12 [p73N3Y 19-DD¥23
(P1 ‘8)wip ‘(9T ‘L ‘G)yus ysi 34 912 (1002) "Ie 10 [p73N3Y 99-DDY2?
(wip ‘()yus ysi A2 612 (1002) "Ie 10 [p73N3Y G9-DDY2?
(Quip ‘(0T ‘2 ‘G)yus ysi Adi ¥ (1002) “Ie 3° |pzAnay #9-2D¥2>
(dg ‘¢ ‘T1dgedT)wip ‘(12 ‘0T ‘6T ‘CT ‘1T ‘b8 ‘L ‘bg ‘bT)yus ysi rsi €12 (1002) “Ie 32 |pzAnay £9-)DY2
(bo)wip ‘(zzbg 1ebg ‘2 ‘Gebezbg ‘pebyzbz ‘bT)yus ysi Ass e (100Z) "Ie 3° [273N3Y 29-2D¥
()wip “(yebyzbz)yus ysi Ass 112 (100Z) "Ie 31° [273N3Y 19-DD¥2
(e1bzz 'byT ‘bzT 'bIT ‘bOT ‘b6 ‘dg)wip ‘()yus ysi Asu 012 (1002) "Ie 3° [pzanvy 09-DDY2?
(6'9gbzeby ‘dg)wip ‘(g ‘bz)yus ysi Asi 8 (100Z) "Ie 30 [973n3Y 6G-DD¥22
(2zbyzbg ‘czb1zbg ‘¢ eTbogde)wip (12 L ‘gzbozby)yus ysi Asu 92 (1002) "Ie 3° [2zanvy 8G-DDY2?
(wip ‘(12 ‘0T ‘€vebe1doT ‘zzb11bzT 'bg ‘ggbzrby)yus ysi rsd e} (100T) "I® 3° [973n3Y 162042
(d21 'vT ‘1€PTTPET ‘Gebyeby ‘dg)wip ‘(Ggbzeb.T ‘2T 'L ‘dg)yus ysi Adi 2 (1002) “Ie 3 [2zanvy 9G-DD¥22

uonexiqnd

siugasig-HoH)  49p Jowwnujjeq uoneyiqng  Jwwnujjeq

bunzgos340,7 """



- BUNZIISILO

108

A Anhang

Qwip ‘(Jyus

Qwp “(Jyus

Qwip “(Jyus

(401dg T2dg)wip ‘(e1dog ‘€ TTd8T ‘T'€TbZTbZT ‘€°G1dS ‘Geby)yus
(4oadg 1gdg)wip ‘()yus

(403bgzbg ‘grdg umdgzde)wip ‘(€TbxX ‘493bT 1TbG)yus

(vebg 1oad1 prdg)wip ‘(e1dog ‘493bT TTbG)Yyus

(493b1g pgbeT “1madgzde)wip ‘(z zzbe TebX 421bTebg)yus
(9zboT ‘sgdzeds tsadgzde)wip ‘(s1dog)yus

(421bz°1TbTT 493bz T1bGT ‘0gboT “4e3dg Tzdg)wip ‘(491bg bz “4eadg 11dg “493bg TZbT)yus ysi

(e1bez ‘gzdg ueadg1dg 4eabgebz)wip (gTbgIby 4eib1ibs 4ead11dy ‘Zgb1Tbg)yus
(92boT ‘gzdg “erdgzde)wip ‘(£1bx ‘eTdog “4e3bgTbzT 4eIdTTdET ‘vgbg ‘49IbeTbe)yus
(421bzTbyT “madgTdg)wip ‘(bX ‘dx ‘€1d0g ‘T'€IbzTbZT ‘421b11bz 4ead1Tdg)yus
(ggdg amdgrde)wip ‘(by ‘dx ‘e1dog ‘491bggbg 4o1b1gbt)yus

(€gedx 4a1bz 11b1T ‘'T°GTd0T ‘zedg ‘ozde)wip ‘(€TdLT ‘GTIbZT ‘eeb1ebg ‘Tgbe)yus

A2l

A2l

A2l1

1 A2
1 A3
1 A3
1 A3

1 A3

Le2

A3l

A3l

N34

A24

A2l1

(e1d6T ‘£TdLT ‘493bzebyT

“191bgzboT uerdzzdg usadgzdg)wip (gTbz 1TdX ‘€1d0T ‘T'¢1beIbeI ‘vebzebg ‘gebz)yus
(wip ‘()yus

(cebzebyt ‘d1T 'dg ‘6gbsgbe ‘vgborde ‘dT)wip ‘(ggbe gTdg ‘eeb1 vTbz ‘vybezbr)yus
(b1g ‘by1 ‘22be1bg ‘cTd9zde)wip ‘(g1bzz ‘G ‘T)yus

(e1bzz 'vebyT ‘Trdozde ‘zebyebg ‘TederogdT)wip ‘(A ‘X ‘TebzIbg ‘1gbT)yus

(zz ‘61 ‘doT ‘TgbT)wip ‘()yus

(6T)wip ‘(vgb1'12d9 ‘ZEbETAG)YuUs

()wip ‘(0z 'OT ‘TT 'L ‘G)yus

(bg)uwip *(dg ‘dg)yus

(zedogdg)wip ‘(bg)yus

A2l

A1

A2l

1 A2
1 A3
1 A3
1 A3

1 A3

LE2

NaJ

(A ‘8T 'dLT 'byT ‘1zdpzd6 ‘c1bgzdg ‘T'GTde G1dG ‘b '1°61d91dy ‘y1dozde)wip

‘(boz ‘61 ‘b1 'dor 'bOT ‘veberde ‘cybrTzbg ‘2 ‘d9 ‘cebygbz ‘Tvbigbr)yus ysi Asu
(ceb1ebyT ‘6 'by ‘T'9edg 9gdT)wip (9T ‘2T ‘L ‘G ‘bEg)yus ysi Asi

(A ‘v1dozdg)wip ‘(gebgzbg)yus ysi Asu

(1zdozde)wip ‘(9gbzeby 2ebgebg)yus ysi ras

suqgasi3-H9HD

[AR
LT

€1
el
IT
0T

N M < 1O O N~

T
o>
G2
s
€2
(44
92
0>
6€2
8¢2

1€3
9¢2
Ge2
>

uoneyliqng
19p J_wwinujeq

~— — —

)
)
)
)
)
)
) "|e 19 1wnz|
)
)
)
)
)

‘|e 10 ejoSiy
‘|e 19 ejo31y
‘|e 1@ ejoSiy
‘|e 39 1wnz|
‘|e 39 1wnz|
‘|e 39 1wnz|
‘|e 39 1wnz|
‘|e 39 1wnz|

‘[e 39 1winz|

‘le 18 1winz|
‘e 19 1winz|
‘e 19 1winz|
‘le 19 1wnz|

‘le 19 1wnz|

) “|e 19 1wnz|
‘|e 19 [9z1n9y
JERENEYALEN|
JERENEYALEN|
JERENEYALEN|
JERENEYALEN|
JERENEALEN|
JERENEYALEN|
JERENEYALEN|

‘|e 13 [9zZanay

JERENErLEN]
JERENErLEN]
JERENErLEN|
JERENEYLEN|

uonexqnd

CIT-2DY2?
TIT-DD0d>?
0TT-D0Y2>
601-2042>
80T-2DY2>
L0T-2DY2>
90T-224>>
G0T-2DY2>
¥0T-224>>
€0T-20Y>>
C¢0T-20Y>>
T0T-DDY>>
00T-2DY2>

66-2204°>

86-2D4>>

1622432
96-224>>
§6-20Y2>
¥6-2242>
€6-0042>
6720423
16-204>>
06-224>>
68-2242>
88-20Y>>

18-DD0Y4>>
98-20Y4>>
G8-D0Y4>>
¥8-20Y2°

Jswwnujeq

bunzgos340,7 """



109

A Anhang

~bunz)98140,]

(491d2T 4mad1dg)wip ‘(d6 ‘2)yus
(b6 ‘b dg)uwip ‘(bg)yus

(byT *dg *dg)unp ‘()yus

(Juwip *(dg)yus

(dg)uwip ‘(Jyus

(dg)uwip ‘(bs ‘bg)yus

(by1 ‘dg)wip ‘(bg)yus

(dg)unp ‘(bg)yus

(byT *dg)unp ‘(dot 'bz)yue
(by1 ‘bp ‘dg)uwp ‘(bg)yus
Quup ‘(b2 ‘bg)yus

(dg)wip ‘()yus

(dg)wip “(bg)yus

(dg *dg)unp ‘(bz ‘bg)yus

(wip *(dot *bg)yus

(dg)wip ‘(bs ‘bg)yus

(b6 ‘dg ‘dg)unp ‘(bz)yus

(byT ‘dg *dg)unp ‘(bz)yus

(by *dg)wip *(bg)yua

(dg)uwip *(dor *bz)yus

(b6 ‘dg)wip “(d91 ‘bz)yus
(by1 ‘dg *dg)unp ‘(bg)yus
(dg)unp ‘(bg)yus

(by1 *by ‘dg)unp ‘(bg)yus
(byT ‘b ‘dg ‘by ‘dg)wip ‘(doT)yus
(by1 *dg)unp ‘(bg)yus

(81 '€1 ‘6 ‘bg ‘dg)wip ‘(bg)yus
(dg)wip ‘()yus

(v1 dg)wip ‘(bg)yus

(1gby ‘4eadrede ‘g zzdx ‘A)wip (9T 493begbg)yus
(Awip “()yus

yst
yst
yst

yst
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
yst
yst
yst
yst

ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!

A2l

A2l

A2l

1 A2
1 A2
1 NS4

1 A2

LE2

NaJ

NaJ

A3l

A2l

A21

A24

A1

A2l

A2l

A2l

A2l

1 A2
1 A2
1 NS4
1 A2

1 A4

LE2

NaJ

NaJ

A3l

A3l

A3l

A4

siugasigz-Ho)

IL
[43
1€S
0€s
8¢S
LS
9¢sS
§¢S
acs
1cS
0cs
61S
LIS
S1S
4
€IS
[485)
11S
01S

6S

9S

GS

¥S

€S
¢s
1S
TTL
0TL
Sl

™ <

uonexyiqnd
19p J_wwinujeq

(e 5002) ‘Ie 1@ AejeAwlueg
(£002) "|e 3 ojowiysox
(£002) "|e 3 ojowWiyson
(£002) "|e 3 ojowiyson
(£002) "|e 3 ojowiysox
(£002) “|e 32 ojowWIysOn
(£002) “|e 12 ol0WIYsOA
(L002) “|e 12 ol0WIYsOA
(L00Z) "|e 3@ o10WIYsoA
(200Z) "|e 3@ o10WIYsoA
(200Z) "I 3@ o10WIYsoA
(2002) ‘Ie 3 o30wWIysOx
(2002) “Ie 32 o30wiysox
(£002) “[e 33 ojoWIYSOA
(£002) “[e 33 oI0WIYSOA
(L002) “|e 1 o0WIYSOA
(£002) “|e 12 o10WIYSOA
(L002) “|e 12 o0WIYSOA
(£002) "|e 3 ojowiysox
(£002) "|e 3 ojowWiysox
(£002) "|e 3 oj0wWIysOn
(£002) "|e 3 ojowiysox
(L002) “|e 12 ol0WIYSOA
(L002) “|e 12 ol0WIYsOA
(£002) “Ie 32 0I0WIYSOA
(200Z) "|e 1@ o10WIYSOA

(5002) ‘e 32 4nansdYy
(5002) ‘e 32 4nansd9Yy
(5002) ‘e 32 4nansdy
(200z) “|e 30 ejosiy
(z002) Ie 1 ejosiy

uonexqnd

EVI-2DY2°
Cr1-2DY2°
I¥1-2042>
0¥1-2042>
6€T-D042>
8€T-DDY2>
LET-2DY2>
9€T-2DY2>
GET-DDY2?
YET-2DY2>
€ET-DDY21
CET-2DY2?
TET-DDY>2
0€T-2DY2>
6CT1-2DY2°
8¢T-2DY2>
L2T-2DY2?
9CT1-2DY2>
GCT1-D0Y2>
¥C1-2042>
€CT1-D0Y2>
C¢C1-D0Y2>
ICT-2DY2>
0¢T-2DY2>
6T1-2DY2>
8TI1-2DY2>
LTT-2DY2?
9TT-2DY2>
STT-2DY2?
YIT-2DY2°
€IT-2DY2?

Jawwnujje4

bunzgos340,7 """



110

A Anhang

- BUNZIISILO

(doz ‘bgt ‘€1 ‘dg ‘9 ‘dg)uwp ‘(bog ‘dgT ‘9T ‘T 491dgeboT 'bg ‘g ‘bT)yus
(8T “qued1gbyT “21b1edg ‘c)wip ‘(zz 'bOT ‘6T ‘LT ‘d9T ‘L “4eadiebg “ieadzedT)yus
(x)wip ‘(L1 ‘9T ‘2T "L ‘g)yud

(423bggbTT “423bpgboT ueadTTdg)wip ‘()yus

(491dp1dg)wip ‘()yus

(4madg1dg)wip ‘()yus

(91 ‘bt “4eadgrdg usadgedr)wip ‘(8T ‘2 ‘bg)yus

(6 ‘v aeadzrde ‘T)wip ‘()yus

(dg)wip ‘(do1 “193bp1ds)yus

(v ‘€1 *bg ‘dg ‘dg)wip ‘(ggbr1d.T)Yus

(by "dg)wip *()yus

(4mab1gby ‘4sad1gdy “4sabTeby ‘Tgbisrdg)wip ‘(usabigbg)yus
(X 'bTz ‘8T ‘21 'g ‘dg)wip ‘()yus

(4mad11dy ‘8T 'beT 'dg ‘pgbisadg ‘usabzgbz)wip ‘(b1)yus
(dg)wip ()yus

(eT)wp ‘()yus

(v dg)wip *()yus

(dg)wip *()yus

(dg dg)wip ‘()yus

(Jwip “(9 ‘dg)yus

(6 ‘Gedyrde)uwip ‘(4o1b1ebg ‘gTbiordg)yus

(Jwip (X ‘by)yus

(czbamad T)wip (X “493b1gbeT)yus

(423d12dX ‘2T ‘0T ‘6 ‘dg)wip ‘(1€b1beT ‘gebz1dzT)yus

(¥1 ‘gedprde)wip ‘()yus

(A ‘bzz ‘Ot “4e3b1gbyT 4eadigde)wip ‘(czby1dg ‘gzdeTdy)yus
(dz1 “4eab1gbyT ‘de)uwnp ‘(£ ‘1€b1 1TbG 493bTebT)yus

ys! A4
yst AsJ
yst A4

ys! AaJ

ys! AaJ

ys! AaJ

ys! AaJ
ys! AaJ
ys! AaJ
ys! AaJ
ys! AaJ
ys! AaJ
ys! AaJ
ys! AaJ
ys! Aad
ys! AaJ
ys! AaJ
ys! AaJ
ys! AaJ
ys! AaJ
ys! AaJ
ys! AaJ
ys! AaJ
ys! AaJ
ys! AaJ

(dz1

‘boT “4e3bgTbyT ‘gzbOT ‘b. ‘gTberby ‘dg)wip ‘(seibzzbel ‘bg ‘ueibigbg usidzebz)yus ysi nsi

(4m3dp1dg)wip ‘(2 ‘bg)yus
(¥gb1gbyt ‘dg ueadizdg)wip ‘(491b1gbg)yus

ys! Aad

ys! As4

suqgasi3-H9HD

€

4
99T
0ce
16¢C
cel
69€
[41
61
L1
91
ST
14!
€T
¢l
11
0T

— N M © N~ ©

L1
9L
Sl

vl
€l
¢l

uoneyliqng
19p J_wwinujeq

(8002) ‘|e 1° pieskeny
(8002) "|e 10 pieiken
|e 1o Jsyjunf

(666T) -
(666T) -
(666T) -
(666T) -
(666T) -
(666T) -
(vooz)
(vooz)
(vooz)
(v002)
(v002)
(vooz)
(vooz)
(vooz)
(vooz)
(vooz)
(vooz)
(vooz)
(vooz)
(vooz)
(v002)
(v002)
(e s00z) ‘B3
(e s00z) "B 32
(e 00z) "B

(e 5002) ‘|8 30
(e 5002) ‘|e 30
(e G002) "B 3°

|e 19 Jaxjunr

|e 19 Jaxjunf

|e 19 Jayjunr

|e 19 Jayjunr

|e 19 Jayjunr

‘e 18 oljjey
‘|e 38 oljjey
‘e 18 oljjey
‘e 38 oljjey
‘|e 39 oljjey
‘|8 39 oljjey
‘[e 19 oljjey
‘[e 19 oljjey
‘[e 19 oljjey
‘[ 19 oljjey
‘[ 19 oljjey
‘[ 19 oljjey
‘[& 19 oljjey
‘[e 19 oljjey
‘[& 39 oljjey
‘[& 39 oljjey
nejeAwlueg
nejeAwlueg
nejeAwlueg
nejeAwlueg
nejeAwlueg
nejeAwlueg
uoneylqnd

€L1-2DY2?
CLT-2DY2?
TL1-2DY2>
0L1-20Y2>
691-2042>
891-2DY2>
L9T-2D42>
991-2042>
G9T-20Y>>
¥91-22Y>>
€91-20Y>>
C¢9T-2DY2?
T9T-DDY>>
09T-2DY2>
6GT-2DY2°
8GT-2DY2°
LGT-2DY2°
94T1-2DY2°
GGT1-D0Y23
¥S1-02042>
€491-D2042>
CST-D0Y23
TST-2DY2>
0ST-2042>
6¥1-2242>
8¥1-22Y>>
Ly¥T-22Y>>

9T-2DY2>
SYT-2DY2°
Yr1-22Y2°

Jswwnujeq

bunzgos340,7 """



111

A Anhang

(493dgTdg)wip ‘(2)yus

(17 '493dgTbg ‘433dggbe ‘ueibzebt ‘dT)wip ‘()yus
(9)wip ‘(X ‘€T)yue

(X ‘dg)uwp ‘(491bggbg)yus

(dg “amdz1dg ‘ae1bpebz)wip ‘()yus

(T ‘01 ‘6 ‘0 ‘¥ ‘dg ‘dT)wip ‘(X ‘O¢ ‘6T ‘9T ‘TT ‘T¢bg ‘L “493bgTbg ‘Z)yus
(dg)wip ‘(g ‘4e3bgzby)yus

(wip ‘()yus

(81 ‘ST ‘6 “493d1gdg ‘¢ umadiedT)wip ‘(0T ‘G)yus
(4madg1dg)wip ‘(491bgTbg)yus

(T2 21 ‘€1 ‘0T ‘9 ‘T ‘T)wip ‘()yus

(uup *()yus

(uip *()yus

(12 ‘1 '6 ‘493d1zdg UerdzTde)wip ‘(g1 ‘433bggbg)yus
(vT '6 '8 '9 ‘dg ‘4esbpebz ‘T)wip ‘()yus

(v1 '6 '8 ‘¢ ‘dT)wip ‘(X ‘bT)yus

ys!
ys!
ys!
ys!

ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!
ys!

A2l

A2l1

A2l1

A21

1 A2
1 A3
1 A3
1 A3

1 A3

e

NaJ

NaJ

A3l1

A21

A3l1

A4

suqgasi3-H9HD

0¢
61
8T
LT
91
ST
1
€1
cl
11
0T

< © N~ ©

uoneyliqng
19p J_wwinujeq

(8002) -
(8002)
(8002)
(8002)
(8002)
(8002)
(8002)
(8002)
(8002)
(8002)
(8002)
(8002)
(8002)
(8002)
(8002)
(8002)

;m
e
e
e
e
e
-
"
"
"
"
|
"
"
"

1°
1°
1°
19
1®
1®
1®
1®
1°
iE)
iE)
iE)
®
®
iE)
1

pieifen
pieifen
pieikeny
pieihesy
pieihesy
pieihesy
pieifes)
pieifes)
pieifesy
pieifesy
pieifesy
pieifesy
pJeiken)
pieikeny
pieiheny
pieihen)

uonexqnd

681-2DY2°
881-2DY2>
L8T-2DY2>
981-20Y2>
G81-DDY2>
¥81-2042>
€81-20Y2>
¢81-2DY2>
I81-2DY>>
081-204>>
6.1-22Y2>
8.1-2DY>>
LLT-2DY2>
9.1-2DY2>
SLT-2DY2?
¥.L1-22Y2°

Jawwinujjeq

bunzgos340,7 """



112

Publikationen

Aus den Ergebnissen dieser Dissertation sind folgende wissenschaftliche Publikatio-

nen hervorgegangen:

Vortrag

Im Rahmen der 60. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Neurochirurgie (DGNC);
Miunster, 24. - 27. Mai 20009:

Zytogenetische Vorhersage des Auftretens von Hirnmetastasen bei Nie-
renzellkarzinomen

Cytogenetic factors predicting the development of early brain metastases in renal

cell carcinoma
Gutenberg A, Nischwitz MD, Enders C, Brick W, Fiizesi L, Rohde V

Poster

Im Rahmen der 93. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Pathologie e.V. ge-
meinsam mit der 13. Dreilandertagung fiir Zytologie (DGZ, OGZ, SGZ); Freiburg, 4. -
7. Juni 2009:

Prognostische Bedeutung von chromosomalen Verdnderungen in Hirn-
metastasen klarzelliger Nierenzellkarzinome

Nischwitz MD, Gutenberg A, Gerdes JS, Enders C, Rohde V, Briick W, Gunawan
B, Fiizesi L



113

Danksagung

Ich danke Herrn Prof. Dr. L. Fiizesi fiir die Vergabe dieses Themas, fiir seine standige
Diskussionsbereitschaft, die fachliche Betreuung sowie sein grofies personliches
Engagement bei der Realisierung meiner Dissertation. Einen besseren Einstieg in
die Welt der Forschung hétte ich nicht erhalten konnen.

Ich danke Herrn PD Dr. B. Gunawan und Herrn Dr. H. J. Schulten fiir ihre
uneingeschrinkte Unterstiitzung bei der Durchfiihrung der Untersuchungen sowie
der Gewinnung und Auswertung der Ergebnisse.

Besonderer Dank gilt Frau C. Enders, Frau J. Wolf-Salgo, Frau I. Diickmann
und Frau N. Kunkel fiir ihre Unterstiitzung wéhrend der experimentellen Arbeit
im Labor. Das Zustandekommen meiner Dissertation ware ohne ihre fachliche
Kompetenz und Unterstiitzung unmoglich gewesen.

Grofler Dank gilt aulerdem Frau K. Hannemann.

Ich danke Herrn Dr. K. Jung aus der Abteilung Medizinische Statistik der Georg-
August-Universitat Gottingen fir die statistische Auswertung.

Ein grofler Dank gilt Frau Dr. A. Gutenberg aus der Abteilung Neurochirurgie der
Georg-August-Universitat Gottingen, ohne deren Hilfe das untersuchte Kollektiv
niemals diese Grofle erreicht hatte.

Abschliefend danke ich meinen Freunden und Mitdoktoranden J. S. Gerdes und G.
C. Klipp fiir die inspirierenden und kritischen Diskussionen sowie die gegenseitige

Unterstiitzung.



	Inhaltsverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	Einleitung
	Nierenzellkarzinome
	Hirnmetastasen
	Chromosomale Aberrationen klarzelliger Nierenzellkarzinome und deren Metastasen
	Chromosomale Aberrationen von Hirnmetastasen
	Einfluss chromosomaler Aberrationen klarzelliger Nierenzellkarzinome auf den klinischen Verlauf
	Transformation normaler Zellen in maligne Tumore
	Komparative genomische Hybridisierung
	Zielsetzung dieser Dissertation

	Material und Methoden
	Patientenkollektiv
	Material
	Methoden
	Komparative Genomische Hybridisierung
	Agarose-Gelelektrophorese von DNS
	Durchführung der Agarose-Gelelektrophorese
	Photometrische DNS-Konzentrationsbestimmung
	Gewinnung genomischer Tumor-DNS aus Paraffinblöcken
	Gewinnung genomischer Referenz-DNS
	Nick-Translation
	Hybridisierung
	Detektion
	Digitalisierung der Metaphasenchromosomen
	Auswertung

	Beschreibung der CGH-Daten
	Nomenklatur
	Kritische Bereiche
	Darstellung der CGH-Ergebnisse

	Literaturrecherche
	Datentransformation
	Statistische Auswertung
	Graphische Darstellung der gewonnenen Ergebnisse
	Korrelation von CGH-Ergebnissen und Intervall bis zum Auftreten der Hirnmetastase


	Ergebnisse
	Klinische Angaben zu den untersuchten Hirnmetastasen
	Tumorstaging und Tumorgrading der untersuchten Primärtumore
	Ergebnisse der Primärtumore
	Auswertung nach Chromosomenbanden
	Auswertung nach Chromosomenarmen

	Ergebnisse der Hirnmetastasen
	Auswertung nach Chromosomenbanden
	Auswertung nach Chromosomenarmen

	Vergleich der Ergebnisse der Hirnmetastasen mit den Ergebnissen der Primärtumore
	Korrelation chromosomaler Aberrationen mit dem rezidivfreien Überleben

	Diskussion
	Kritische Betrachtung der Komparativen Genomischen Hybridisierung
	Kritische Betrachtung der manuellen Auswertung der CGH-Ergebnisse
	Kritische Betrachtung der Ergebnisse
	Interpretation der Ergebnisse mit unterschiedlicher Auflösung

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

	Ausblick

	Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Anhang
	Ergebnisse der statistischen Auswertung nach Chromosomenarmen
	Ergebnisse der statistischen Auswertung nach Chromosomenbanden
	CGH-Ergebnisse der untersuchten Hirnmetastasen
	CGH-Ergebnisse der verwendeten Primärtumore


