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1 Einleitung

Fur den Erhalt und die stetige Verbesserung der menschlichen Gesundheit ist es
wichtig die Ausloser fur Krankheiten zu kennen und deren Stellenwert in einem
globalen Kontext einordnen zu konnen. Krebserkrankungen spielen dabei
weltweit betrachtet eine besondere Rolle. Im Jahr 2019 konnten 17% der
weltweiten Gesamtmortalitat auf maligne Neoplasien zurlckgefuhrt werden.
Haufiger waren nur noch Tode durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen mit 32,2%
(WHO 2019, "Leading causes of death 2000-2019"). Nicht nur die hohe Mortalitat,
sondern auch die Einschrankung der Lebensqualitat durch Krebserkrankungen
macht die Relevanz dieser deutlich. Als anerkanntes MalR fur die
Beeintrachtigung durch Krankheit gelten die ,disability-adjusted life years® — kurz
DALYs. Auch hier zahlen maligne Neoplasien zu den Top 3 Krankheiten, die die
meisten DALY's weltweit verursachen (WHO 2019, "Leading causes of DALYs
2000-2019"). Um die Therapie und Fruherkennung von Krebserkrankungen zu
verbessern, bedarf es einem besonderen Augenmerk auf die onkologische

Forschung.

Tabelle 1: Ausschnitt aus ,WHO Global Health Estimates: Leading causes of death“ UND
sLeading causes of DALYs" aus dem Jahr 2019; DALY, disability-adjusted-life-years.

Mortalitat Mortalitat DALYs DALYs
(absolut in Mio.) | (relativin %) | (in Mio.) | (in %)
Gesamt 55,416 100 2531,710 | 100
Herz-Kreislauf- 17,864 32,2 388,295 15,0
Erkrankungen
Maligne Neoplasien 9,435 17,0 245,349 9,7
(gesamt)
Atemwegserkrankungen | 4,137 7,5 106,478 4,0

Im Bereich der urologischen Onkologie sticht das Harnblasenkarzinom mit einem
besonders hohen Rate an Rezidiv-Fallen hervor und das trotz Jahrzehnte langer
Forschung. Diese Art von Erkrankungen mit hoher Rezidiv-Rate sind zunachst
aus medizinischer Sicht fur Betroffene sehr belastend, setzen aber auch aus



okonomischer Sicht das Gesundheitssystem durch noétige Diagnostik und
Therapie massiv unter Druck. Unter anderem aus diesem Grund soll diese Arbeit
einen kleinen Teil zum Feld der Forschung am Harnblasenkarzinom beitragen,

um Schaden und Leid fur Mensch und Gesellschaft in Zukunft zu reduzieren.
1.1 Das Harnblasenkarzinom

1.1.1 Makro- und Mikroskopische Grundlagen der Harnblase

Die Harnblase befindet sich extra- bzw. praperitoneal im kleinen Becken direkt
dorsal der Symphyse. Die kraniale Flache ist dabei mit Peritoneum bedeckt. Die
Grolde dieses glattmuskularen Hohlorgans variiert je nach Fullungszustand und
kann beim gesunden Erwachsenen bis zu 500 ml betragen. Uber die zwei
dorsokaudal einmundenden Uretren wird der von der Niere produzierten Harn
ein- und Uber die kaudal mindende Urethra wieder ausgeleitet. Die Blasenwand
besteht zum grofdten Teil aus drei Schichten glatter Muskulatur mit
unterschiedlichen Faserzugen.

Von innen wird die Harnblase durch ein spezialisiertes mehrschichtiges Epithel
ausgekleidet. Da die Anzahl der Zellschichten je nach Fullungszustand der Blase
variiert, wird es auch Ubergangsepithel oder Urothel genannt. Das Urothel
besteht im Wesentlichen aus drei Zellschichten: Superfizial-, Intermediar- und
Basalzellschicht. Die Superfizialzellschicht wird aus einer einzigen Lage von
Zellen gebildet, die Uber tight-junctions in Verbindung stehen. Da diese Zellen so
den toxischen Urin gegenuber dem Korperinneren abschirmen werden sie auch
~ochirmzellen® genannt. Daruber hinaus spielen diese Zellen eine wichtige Rolle
in der Anpassung des Urothels an unterschiedliche Fullungsvolumina, da sie
uber oberflachlich gelegene Vesikel variabel Zellmembranbestandteile ein- oder
auslagern konnen und somit die Innenflache der Blase entsprechend vergrof3ern
oder verkleinern. Die darunter gelegene Intermediarzellschicht besteht aus
birnenférmigen Zellen, die sich je nach Fullungsvolumen zu einer oder mehreren
Schichten Ubereinander anlagern. Die Basalzellen organisieren sich wieder
einschichtig und beinhalten vor allem Stammzellen, die fur die Regeneration des
Urothels von Bedeutung sind (Dalghi, Montalbetti et al. 2020)



1.1.2 Epidemiologie

Mit etwa 550.000 neu registrierten Fallen machte das Harnblasenkarzinom im
Jahr 2018 etwa 3% aller Krebsdiagnosen weltweit aus. Bei der Verteilung dieser
Falle auf die verschiedenen Kontinente (siehe Abbildung 1) fallt auf, dass die
niedrigsten Inzidenzen in Entwicklungs- und Schwellenlandern in Afrika,

Sudamerika und Asien zu finden sind (Bray, Ferlay et al. 2018).
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Abbildung 1: Verteilung der Inzidenzen von Harnblasenkrebs weltweit. Zitiert
aus: (Bray, Ferlay et al. 2018)

In epidemiologischen Studien zum Thema Harnblasenkrebs konnte eine
signifikante Korrelation zwischen Neuerkrankungen in einem Land und dem
jeweiligen ,human development index® (HDI) — ein Mall fur den
Entwicklungsstand eines Landes — belegt werden. Eine Erklarung hierfur ist die
moglicherweise geringere Exposition gegenuber Risikofaktoren (z.B. industrielle
Giftstoffe, Tabakkonsum) in diesen Landern im Vergleich zu industrialisierten
Landern der westlichen Welt (Saginala, Barsouk et al. 2020). (fur Risikofaktoren
siehe Atiologie und Pathophysiologie) In einem Industrieland wie Deutschland
lasst sich diese Beobachtung bestatigen. Im Jahr 2018 machten 18.270 neu



diagnostizierte Falle von Harnblasenkrebs ca. 3,7% aller Krebsneuerkrankungen
aus, womit der Anteil iber dem weltweiten Durchschnitt von 3% lag (GEKID
2021). Ebenfalls uber dem weltweiten Durchschnitt liegen die USA, wo im Jahr
2019 4,6% aller neu Krebsdiagnosen auf Harnblasenkarzinome zurtckzufuhren
waren. Bei der Interpretation der hoheren Inzidenz- und Pravalenz-Zahlen in
Industrielandern sollte allerdings auch die bessere Ausstattung und der allgemein
leichtere Zugang zur Gesundheitsinfrastruktur bertcksichtigt werden, wodurch

automatisch mehr Neuerkrankungen entdeckt werden konnen.

Insgesamt gibt eine deutliche Differenz in der Geschlechterverteilung der
Erkrankung, wobei Manner von einem bis zu vierfach erhohten Risiko gegenuber
Frauen betroffen sind. Abbildung 2 zeigt, dass die Harnblase eine deutlich
haufigere Tumorlokalisation beim Mann ist.
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Abbildung 2: Prozentualer Anteil der héufigsten Tumorlokalisationen an allen
Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2018; zitiert aus: Krebs in Deutschland fiir
2017/2018. 13. Ausgabe. S. 24. Robert Koch-Institut (Hrsg.) und die Gesellschaft der

epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg). Berlin, 2021 (GEKID
2021)

Dieser Unterschied erklart sich am ehesten durch die geschlechterspezifischen
Unterschiede bei der Intensitat von Tabakkonsum, welcher als einer der grof3ten

Risikofaktoren fur das Harnblasenkarzinom angesehen wird (Saginala, Barsouk



et al. 2020). Allgemein handelt es sich um eine Erkrankung des hoheren
Lebensalters. Daten aus den USA zeigten, dass uber 90% der Patient*innen mit
der Diagnose ,Harnblasenkarzinom® 55 Jahre und alter sind. Das
Durchschnittsalter bei Diagnosestellung liegt bei 73 Jahren (Saginala, Barsouk
et al. 2020). Der hohe Altersgipfel ist ein weiterer Grund dafir, warum in
westlichen Landern mit einer tendenziell hdheren Lebenserwartung auch die
Inzidenz fur maligne Erkrankungen der Harnblase hoher ist, als in Landern mit

niedrigerer Lebenserwartung.

Uber die letzten 20 Jahre gesehen erkennt man in der altersstandardisierten
Bevolkerung Deutschlands eine rucklaufige Inzidenz- und Sterberate bei
Mannern (siehe Abbildung 3), wahrend die von Frauen weitestgehend
gleichgeblieben ist. Diese Beobachtung fuhrt man, wie bereits erwahnt, auf
bessere MalRinahmen beim Arbeitsschutz bzgl. beruflicher Exposition gegentber
Giftstoffen als auch auf einen Ruckgang beim Tabakkonsum zurtck.

1.1.3 Atiologie und Pathophysiologie
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Abbildung 3: Altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Sterberaten nach Geschlecht
von 1999 - 2018/2019; Angaben je 100.000 (alter Europastandard); zitiert aus: Krebs
in Deutschland fiir 2017/2018. 13. Ausgabe. S. 119. Robert Koch-Institut (Hrsg.) und
die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg).
Berlin, 2021 (GEKID 2021)

Neben der Regulation des Flussigkeitshaushalts sind die Nieren und ableitenden
Harnwege (Ureter, Harnblase, Urethra) fur die Beseitigung von giftigen

Substanzen zustandig, die im Stoffwechsel anfallen oder von auf3en auf den



Korper einwirken (z.B. Rauchen). Die Harnblase dient dabei als Reservoir fur
eine Flussigkeit (Urin), in der diese Stoffe hoch konzentriert sind. Als Folge
stehen die spezialisierten Urothelzellen permanent in der Auseinandersetzung
mit potenziell zytotoxischen und krebserregenden Substanzen, was erklart, dass
die malignen Erkrankungen der Harnblase zu einem groRRen Teil auf die

Exposition gegenuber Giftstoffen zuruckzufuhren sind.

Eine zentrale Rolle spielt dabei der Tabakkonsum, welcher in 50-60% der Falle
als Verursacher des Harnblasenkrebs gilt. Das Rauchen im Allgemeinen erhoht
das Risiko fur die Erkrankung um den Faktor 3 bis 4. Als Pathomechanismus wird
eine permanente Entzindung und DNA-Schadigung durch im Zigarettenrauch
enthaltene Giftstoffe wie R-Naphtylamine und polyzyklisch-aromatische
Kohlenwasserstoffverbindungen (PAK) vermutet (Saginala, Barsouk et al. 2020).

Als zweithaufigster vermeidbarer Risikofaktor (18% der Falle) wird die berufliche
Giftstoffexposition in der Industrie (v.a. Farb-, Lack-, Gummi-, Metall-Produkte)
fur das Auftreten von Blasenkrebs verantwortlich gemacht. Dabei gelten — neben
den bereits erwahnten PAK — aromatische Amine und Chlorkohlenwasserstoffe
als bekannte Toxine. Sowohl beim Kontakt mit Giftstoffen am Arbeitsplatz als
auch durch Tabakkonsum wird eine lange Latenzperiode von bis zu 30 Jahren
zwischen erster Exposition und Krankheitsdiagnose beobachtet (Saginala,
Barsouk et al. 2020).

Berufliche Giftexposition und Rauchen sind also die zwei grofdten Risikofaktoren
fur das Auftreten von Harnblasenkrebs. Insgesamt sind 81% der Falle auf solche
vermeidbaren Risikofaktoren zurlckzufuhren, was deutlich macht, warum
Arbeitsschutz und grof® angelegte Aufklarungsprogramme gegen Tabakkonsum
fur die Pravention der Erkrankung von groRRer Bedeutung sind (Al-Zalabani,
Stewart et al. 2016).

Neben der Atiologie durch Giftstoffe ist eine parasitare Wurminfektion als
Verursacher von Blasenkrebs 2zu nennen. Plattwirmer der Spezies
Schistosomiasis haematobium (SH) nutzen fur Ihre Vermehrung Menschen und
SuRwasserschlangen als Wirte und sind in tropischen Landern endemisch
(Zaghloul 2012). Mit 240 Mio. Infektionen weltweit zahlt SH direkt nach Malaria



zu den am meisten gefurchteten tropischen Erregern (Saginala, Barsouk et al.
2020). Der Zusammenhang zwischen einer Infektion mit SH und
Harnblasenkrebs wurde bereits 1911 durch den Arzt A.R. Ferguson in Agypten
beschrieben. Er beobachtete eine vergleichbar hohe Inzidenz von malignen
Erkrankungen der Harnblase und brachte sie mit der Irritation der Blase durch
die Eier des Parasiten in Verbindung, die er durch Gewebeanalysen von
Korperspendern nachweisen konnte (Ferguson 1911). Aus weiteren
epidemiologischen Studien der letzten 100 Jahre weil3 man, dass die Inzidenz
von SH und diese von Harnblasenkrebs eng miteinander korrelieren. In einer
groRen retrospektiven Analyse von fast 10.000 Probanden in Agypten, wo
allgemein eine sehr hohe Inzidenz an malignen Erkrankungen der Harnblase
vorherrscht, konnte man mit dem Ruckgang von SH-Infektionen durch
Praventionsprogramme (grol¥flachiger Einsatz von antiparasitaren
Medikamenten) im Zeitraum zwischen 1970 und 2007 ebenfalls einen Ruckgang
des Neuauftretens von Blasenkrebs beobachten (Gouda, Mokhtar et al. 2007).
Ein eindeutiger Pathomechanismus, der direkt auf die Infektion mit SH
zurUckzufuhren ist, konnte bisher nicht geklart werden. Es ist aber bekannt, dass
die Wiarmer uber den Kontakt mit SuRwasser den Menschen befallen und uber
mehrere Stationen in das venose Gefaldsystem der Harnblase wandern. Wie
bereits von Ferguson beschrieben vermehren sie sich dort und legen ihre Eier in
der Blasenwand ab, wo diese Uber den Urin wieder ausgeschieden werden. Man
vermutet, dass durch die Besiedelung permanente Inflammation, Fibrosierung
und bakterielle Super-Infektionen begunstigt werden und die Infektion mit SH auf
diese Weise zur Entstehung von Harnblasenkrebs beitragt. Dabei handelt es
meist um die histologische Differenzierung als Plattenepithelkarzinom, welches
durch ein aggressiveres Tumorwachstum charakterisiert ist (siehe 1.1.6
Histopathologie und Stadieneinteilung) (Zaghloul 2012).

1.1.4 Klinik

In den frihen Stadien macht sich das Harnblasenkarzinom meistens durch das
charakteristische Leitsymptom der schmerzlosen Makrohamaturie (seltener auch
Mikrohamaturie) bemerkbar. Daruber hinaus beschreiben Patient*innen oft

Blasenfunktions-storungen  wie  Dysurie, Pollakisurie, Nykturie oder



Kontinenzstorungen. Wahrend die weitere Klinik und die korperliche
Untersuchung meist unauffallig bleibt, zeigen in der Regel nur Erkrankungen im
fortgeschrittenen metastasierten Stadium Symptome wie abdominale
Beschwerden, Hautveranderungen oder Tumorkachexie (DeGeorge, Holt et al.
2017).

1.1.5 Diagnostik

Fur die Sicherung der Diagnose stehen eine fokussierte Anamnese mit klinischen
Symptomen und die korperliche Untersuchung an erster Stelle. Im weiteren
Verlauf stellt die transurethrale Zystoskopie mit histologischer Sicherung des
potenziell malignen Gewebes den absoluten Goldstandard dar. Daneben stehen
verschiedene bildgebende, urinzytologische und auch biomarkerbasierte
Verfahren zur Verflugung, von denen bisher allerdings keines in Sensitivitat und
Spezifitat der Zystoskopie Uberlegen ist. Nach den aktuellen EAU Leitlinien von
2021 sind fur die Bildgebung CT Urographie (CTU) und Sonografie Mittel der
Wahl (Babjuk, Burger et al. 2022). Die CTU ist dabei insofern der Sonografie
Uberlegen, da sie ebenfalls adaquate Beurteilung der oberen ableitenden
Harnwerge (Nieren, Urethren) zulasst. Dennoch sind positive Befunde in der CTU
kritisch zu betrachten, da oft mit benignen Lasionen (z.B. Inflammation, benigne

Prostatahyperplasie) verwechselt werden konnen (Trinh, Glazer et al. 2018).

Auch die Ergebnisse der Urinzytologie — der Analyse von Urin auf tumorsuspekte
Zellen mittels Mikroskopie — konnen durch benigne Konstellationen verfalscht
werden. Wahrend die hohe Spezifitdt von bis zu 90% zu den Starken des
Verfahrens zahlt, lasst die schwache Sensitivitat von nur 48% nicht zu, die
diagnostische Zystoskopie damit zu ersetzen (Babjuk, Burger et al. 2022). Dies
ist u.a. der Tatsache geschuldet, dass die Urinzytologie stark vom Untersucher
und dessen Fachkompetenz abhangig ist (Raitanen, Aine et al. 2002). Um
diesem Problem zu begegnen, wurden biomarkerbasierte Tests (z.B. Nachweis
von Nuclear Matrix Protein 22 im Urin) entwickelt, die mit standardisierten
Methoden objektivierbare Ergebnisse liefern konnen. Sowohl die Urinzytologie

als auch die Biomarker-Verfahren zeigen schwache Sensitivitat in der Erkennung



von low-grade Tumoren. Die Kombination beider Verfahren miteinander ist ein

Ansatz, um dieses Defizit auszugleichen (Yafi, Brimo et al. 2015).

Trotz der vermeidlichen Schwachen der urinbasierten Diagnostik werden sich
Weiterentwicklungen auf diesem Gebiet lohnen. Denn diese nicht-invasiven
Testverfahren konnten — richtig angewandt - kostenintensive und
komplikationsbehaftete Zystoskopien ersetzen.

1.1.6 Histopathologie und Stadieneinteilung

Bladder

a Stage T1 E
Fat tissue (38 StageTa
Deep muscle E %@ ® |
. T . 5@ ©
Superficial muscle L . @o 1
Lamina propria ' %9 @ !
Epithelum ————+—— N /([ o
| . MIBC
. NMIBC i (20% of
| (80% of diagnosed . diagnosed
| bladder cancer) | bladder cancer)

Abbildung 4: Klinische Einteilung des Harnblasenkarzinoms. Zitiert aus: (Tran, Xiao et
al. 2021, S. 105)

Das Staging des Harnblasenkarzinoms erfolgt nach dem bekannten TNM-
System der Union internationale contre le cancer (UICC). Dabei wird in der
klinisch relevanten Einteilung zwischen nicht-muskelinvasiven (NMIBC; pTis,
pTa, pT1) und muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen (MIBC; = pT2)
unterschieden (siehe Abbildung 4). Zur besseren Risikostratifizierung und als
Entscheidungsgrundlage fur die Therapie sollten die Tumoren nach der WHO
Klassifikation von 2016 bei der pathologischen Befundung in die Grading-
Kategorien high-grade (HG) und low-grade (LG) eingeteilt werden. Diese
Einteilung erfolgt auf Grundlage von zytomorphologischen Kriterien (z.B.
Kernatypien, Polaritat). Wahrend MIBC per se als HG zu werten sind, ist die
Unterscheidung zwischen HG und LG vor allem beim NMIBC fur das weitere

Vorgehen von Relevanz (Compérat, Burger et al. 2019).



Daruber hinaus konnen Harnblasenkarzinome verschiedenen histologischen
Typen zugeordnet werden. Bezogen auf die westlich entwickelte Welt machen
dabei Urothelzellkarzinome mit mehr als 90% den grof3ten Anteil aus. Weitaus
geringere Anteile halten die Differenzierungen als Plattenepithelkarzinom (2,7%)
und  Adenokarzinom  (1,4%), wobei der haufigste Grund fur
Plattenepithelkarzinome eine Infektion mit Schistosomiasis ist. Dies erklart auch,
dass der Anteil an Plattenepithelkarzionmen der Blase in Endemiegebieten
dieses Parasiten bedeutend hoher ausfallt. Die Bestimmung des histologischen
Typs ist u.a. deshalb von Relevanz, weil die Nicht-Urothelzellkarzinome oft mit
aggressiverem Wachstum und schlechterer Prognose einhergehen (Chalasani,
Chin et al. 2009).

1.1.7 Therapie

Da das Urothelzellkarzinom bzgl. Ausbreitung und Aggressivitat ein individuell
variables Erscheinungsbild zeigt, erfordert es eine ebenso vielfaltige Auswahl an
Behandlungsmaoglichkeiten. Die Bandbreite erstreckt sich dabei von der reinen
Uberwachung bis hin zur operativen radikalen Zystektomie. Fir die Auswahl der
richtigen Therapie ist das Zusammentragen von mdoglichst allen Informationen
uber Tumorentitat, Ausbreitung und Krankheitsvorgeschichte entscheidend.
Verallgemeinert gesagt richtet sich die Art der Behandlung nach den Kategorien
NMIBC und MIBC.

Da es bei der Gruppe der NMIBC um Tumoren handelt, die auf das Urothel und
die darunter gelegene Lamina propria beschrankt sind und somit auch ein
geringes Metastasierungsrisiko mit sich tragen, stellt die transurethrale Resektion
des Blasentumors (TUR-B) ein effektives Verfahren zur lokal-operativen
Behandlung dar. Wahrend die TUR-B die erste Gelegenheit bietet, um
Gewebeproben fur die pathologische Diagnostik zu gewinnen, kdnnen im selben
Eingriff alle sichtbaren Tumoranteile mittels Elektroschlinge oder Laser entfernt
werden. Eine qualitativ hochwertige TUR-B ist fur das pathologische Staging von
zentraler Bedeutung. In einer klinisch retrospektiven Arbeit konnten die Erfahrung
des Operateurs sowie das Vorhanden- bzw. Nicht-Vorhandensein von
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Detrusormuskulatur im Resektionspraparat als Qualitatskriterium fur die TUR-B
identifiziert werden. Man hat unter 473 Patient*innen bei Vorhandensein von
Detrusormuskulatur weniger Rezidive bei der ersten Kontrollzystoskopie nach
drei Monaten beobachtet, als wenn keine Detrusormuskulatur in der ersten TUR-
B reseziert wurde (Mariappan, Finney et al. 2012). Mit der Identifizierung solcher
Qualitatsparameter wird eine zentrale Herausforderung der Kategorie NMIBC
und auch eine Limitation der TUR-B adressiert. Diese besteht darin, dass bei
nicht-invasiven Tumoren in bis zu 40 % der Falle ein sog. ,understaging®
vorgenommen wird, was bedeutet, dass die aus der Diagnostik abgeleitete
Information zur Ausbreitung nicht der Wirklichkeit entspricht und somit ein zu
geringes Risiko der Erkrankung angenommen wird (DUTTA, SMITH et al. 2001).
Durch qualitative Marker, wie das Vorhanden bzw. Nicht-Vorhandensein von
Detrusormuskulatur, wird das Risiko ein MIBC zu ubersehen verringert und es

kann fruher die korrekte, ggf. radikalere Therapie eingeleitet werden.

Wahrend der naturliche Zugang Uber die Harnrohre zur Harnblase einerseits eine
elegante Moglichkeit zur minimalinvasiven operativen Behandlung mittels TUR-
B bietet, kann das Urothelkarzinom auf dem genau selben Weg lokal mit Anti-
Tumormedikamenten behandelt werden. Diese konnen so ohne grofRe
systemische Effekte genau am Ort des malignen Geschehens in hohen
Konzentrationen appliziert werden und dort grof3tmogliche Wirkung entfalten.
Schon seit fast 50 Jahren in der Therapie des NMIBC etabliert und in vielen
Studien bestatigt ist die lokale Behandlung mit den lebenden Mykobakterien des
Stammes Bacillus Calmette-Guérin (BCG). Dieser Stamm ging aus einer Kultur
des Mycobacterium bovis — Pathogen der bovinen Tuberkulose - hervor. Auch
wenn die genauen Mechanismen der Antitumoreffekte dieser Therapie bis heute
noch nicht abschlielRend geklart sind, spricht der heutige Forschungsstand stark
fur eine immunmodulatorische Wirkung. Nach Einbringung in die Harnblase
interagieren die Mykobakterien mit den Urothelzellen und setzen eine
Immunkaskade in Gang, wodurch die Krebszellen durch korpereigene
Immunzellen bekampft werden. Somit ist die Therapie mit BCG einer der frihen
Vorreiter der onkologischen Immuntherapie (Brandau and Suttmann 2007). Im

Vergleich zur intravesikalen Anwendung von gangigen Chemotherapeutika (z.B.
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Mitomycin C) konnte die Uberlegenheit der BCG-Therapie in Reduktion der
Wahrscheinlichkeit fur Tumorrezidive gezeigt werden (Malmstrom, Sylvester et
al. 2009). Dieser Effekt besteht allerdings nur, wenn neben der
Induktionstherapie direkt im Anschluss an die TUR-B eine Erhaltungstherapie
uber ein Jahr fortgefuhrt wird (Bohle and Bock 2004). Die Behandlungsindikation
fur die intravesikale Anwendung von BCG richtet sich neben Patient*innen mit
intermediate-risk NMIBC v.a. an diejenigen mit high-risk NMIBC, wozu auch das
Carcinoma in situ (CIS) zahlt (Brandau and Suttmann 2007). Da diese
oberflachlichen Lasionen in der herkdmmlichen TUR-B nur schwer zu
identifizieren sind und oft an mehreren Stellen des Urothels gleichzeitig
vorkommen, ist die Behandlung der gesamten Schleimhaut mittels BCG-
Instillation beim Vorliegen eines CIS eine wirksame Option.

Eine weitere Herausforderung, die die Behandlung des NMIBC mit sich bringt, ist
die hohe Rate an Rezidiv-Tumoren und die Wahrscheinlichkeit zur Progression
zur Gruppe der MIBC. Analysen von alteren Patient*innen-Daten zwischen 1979
und 1989, wo zwar die BCG-Instillation noch kein Standard, aber dafur die TUR-
B bereits gut etabliert war, zeigen, dass das Risiko fur ein Rezidiv bei NMIBC in
den ersten funf Jahren nach der initialen Tumorresektion zwischen 31 und 78%
lag. Die breite Streuung des Risikos erklart sich durch die Einteilung der
Patient*innen in  unterschiedliche Risikokategorien, die v.a. Uber
histopathologische und klinische Parameter wie z.B. T-Kategorie, Grading-
Kategorie oder TumorgroRe definiert wurden (Sylvester, van der Meijden et al.
2006). Um eine mogliche Progression zum MIBC zu vermeiden, gilt es im
klinischen Alltag innerhalb der Gruppe der nicht-invasiven Tumoren diejenigen
mit einem hohen Risiko fur Rezidive und Progression zu identifizieren und
daraufhin fruhzeitig invasivere Mal3nahmen zur Behandlung in Erwagung zu
ziehen. So kénnen auch Patient*innen aus der Hochrisikogruppe von NMIBC von
einer fruhzeitigen radikalen Zystektomie (sog. Fruhzystektomie) profitieren (Herr
and Sogani 2001).

Im Behandlungskonzept des MIBC stellt die offene radikale Zystektomie nach

aktueller deutscher Leitlinie die Standardtherapie dar. Dabei werden die
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Harnblase mit unmittelbar umliegenden Nachbarorganen, beim Mann Prostata
und Samenblasen, bei der Frau Uterus, Adnexe und ggf. vordere Vaginalwand
zusammen entfernt. Zusatzlich wird standardmafRig eine beidseitige
Lymphadenektomie vollzogen. Fur Patient*innen, die sich fur eine Operation
entweder nicht eigenen oder diese nicht winschen, steht daneben noch das
multimodale Konzept bestehend aus Chemotherapie, Bestrahlung und gdf.
Salvage-Zystektomie zur Verfugung (Leitlinienprogramm Onkologie Deutsche
Krebsgesellschaft 2020).

Wie bei anderen Krebserkrankungen auch, besteht die Moglichkeit, erganzend
zur Operation eine neoadjuvante bzw. adjuvante Chemotherapie zu
verabreichen. Da die existierenden Studien zur Wirksamkeit der Chemotherapie
nur sehr geringe Effekte nachweisen und da es auch allgemein in diesem Feld —
insbesondere im direkten Vergleich zwischen neoadjuvanter und adjuvanter
Therapie — an Evidenz fehlt, wird in der aktuellen DGU Leitlinie lediglich folgender
Expertenkonsens empfohlen: ,Patienten mit muskelinvasivem
Harnblasenkarzinom (2T2) sollen Uber die Moglichkeiten einer neoadjuvanten
oder adjuvanten Chemotherapie unter Berucksichtigung ihrer individuellen
Situation aufgeklart werden.” (Leitlinienprogramm Onkologie Deutsche
Krebsgesellschaft 2020, S. 213). Sowohl fur die neoadjuvante als auch fur die
adjuvante Chemotherapie werden Cisplatin-basierte Regime wie MVAC
(Methotrexat, Vinblastin, Doxorubicin, Cisplatin) oder GC (Gemcitabin, Cisplatin)
in der klinischen Routine beim MIBC eingesetzt. Wahrend Patienten mit bereits
bekanntem Hochrisikoprofil vor Zystektomie von der neoadjuvanten Behandlung
profitieren konnen, bleibt die adjuvante Chemotherapie v.a. denjenigen
vorbehalten, bei denen sich erst bei Zystektomie ein Hochrisikoprofil ergibt
(Bellmunt and Gupta 2023, Rosenberg, Mouw et al. 2023). Fur Patient*innen, die
aufgrund von Komorbiditaten (z.B. Niereninsuffizienz) nicht fur eine zytotoxische
Cisplatin-basierte Therapie in Frage kommen, stehen verschiedene
antikorperbasierte Immuntherapien zur Verfugung (z.B. Pembrolizumab,
Atezolizomab, Nivolumab). Zur Wirksamkeit fur die neoadjuvante Gabe dieser
Antikorper gibt es z.B. fr Nivolumab eine Phase-1I-Studie, die in Kombination mit
Cisplatin-basierter Chemotherapie sehr gute Ansprechraten zeigt (Gupta,
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Sonpavde et al. 2020). Fur den postoperativen Einsatz der Immuntherapeutika
gibt es ebenfalls Evidenz, die einen positiven Effekt auf das disease-free-survival
(DFS) belegt (Rosenberg, Mouw et al. 2023). Da unter den Patient*innen, die
prinzipiell fur eine Zystektomie in Frage kommen, einige aufgrund von
Komorbiditaten fur eine Chemotherapie ungeeignet sind, stellt die Immuntherapie
mit ihrem geringeren Nebenwirkungsprofil eine wichtige Saule in der
perioperativen medikamentosen Behandlung des Harnblasenkarzinoms dar
(Dash, Galsky et al. 2006).

Hinzu kommt, dass ein Grofdteil der Patient*innen, die fur eine radikale
Zystektomie in Frage kommen, aufgrund von eingeschrankter Nierenfunktion
(GFR < 60 ml/min/1,73m?) und anderen Komorbiditdten von vornherein keine
nephrotoxischen Chemotherapeutika wie Cisplatin erhalten kdonnen (Dash,
Galsky et al. 2006).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass in der heutigen Therapie des
Harnblasenkarzinoms eine breite Palette an nicht-invasiven und invasiven
Methoden zur Verfugung steht. Entscheidend fur eine erfolgreiche Therapie ist
die richtige Einschatzung des Risikos fur den jeweiligen Patienten*in und die
Abstimmung in einem multiprofessionellen Team (Urologie, Radiologie,
Pathologie).

1.2 In-vitro und In-vivo Forschung am Urothelzellkarzinom

Um die Tumorbiologie und die zellularen Mechanismen genauer nachvollziehen
zu kdnnen, werden Tumormodelle bendtigt, die moglichst exakt die Realitat des
Urothelzellkarzinoms nachbilden. Bis heute kann keines der existierenden
Tumormodelle dieses Kriterium zu 100% erfullen, sodass Erkenntnisse in der

Grundlagenforschung anhand von verschiedenen Modellen gewonnen werden.

1.2.1 2D-Zellkultur an Zelllinien
Eine der am langsten etablierten in-vitro Verfahren, beispielsweise zur
Untersuchung der malignen Veranderungen von Krebszellen, ist die Zellkultur in

Petrischalen mit flissigem Nahrmedium. Die Zellen fur die Primarkultur werden
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dabei aus Frischtumorgewebe gewonnen, im Brutschrank kultiviert und bei
ausreichender Zellvermehrung in die nachste Passage transferiert. Bereits 1970
wurde Uber eine der ersten erfolgreichen Zelllinien aus Frischtumorgewebe der
Harnblase berichtet, die Uber 80 Passagen kultiviert werden konnte.
Histomorphologische Analysen und Untersuchung der Zelllinie auf
Chormosomenebene ergaben, dass sich ab der 5. Passage keine
nennenswerten Veranderungen mehr ergaben und die Zelllinie in diesen
Parametern dem Originaltumor ahnelte (Rigby and Franks 1970). Durch Vorteile
wie einfache @ Handhabung, Kostengunst und  Verfugbarkeit flr
Hochdurchsatzmethoden stellt das Modell der Zelllinien heute einen festen
Standard in der Grundlagenforschung des Urothelzellkarzinoms dar, anhand
dessen wegweisende Erkenntnisse gewonnen werden konnen. So konnte von
Lamont et. al im Jahr 2011 gezeigt werden, dass FGF-Rezeptor-Inhibitoren das
Wachstum von etablierten Tumorzelllinien mit bekannter FGF-Rezeptor-Mutation
in der Zellkultur wirksam inhibieren. Damit konnte erste Evidenz fur die
Wirksamkeit einer neuen zielgerichteten medikamentosen Krebstherapie
gewonnen werden (Lamont, Tomlinson et al. 2011). Trotz der vielen Vorteile
sollite bei Experimenten mit der herkdmmlichen Zellkultur auch deren
Limitationen beriicksichtigt werden. Uber die Passagen kénnen durch zuféllig
auftretende  genetische  Veranderungen und  Selektionsmechanismen
Subpopulationen von Zellen entstehen, die den Originaltumor nicht mehr
ausreichend abbilden. Diese Gefahr besteht insbesondere bei hoher
Passagenanzahl und suboptimalen Bedingungen in der Zellkultur (z.B. Mangel
an Nahrstoffen). Des Weiteren stammt ein grofer Teil der heute etablierten
urothelialen Tumorzelllinien aus high grade Tumoren und es gibt nur wenige
Modelle, an denen das low grade Szenario erforscht werden kann (Zuiverloon,
de Jong et al. 2018). Auch bezuglich der moglichen Zell-Zell-Interaktion ist dieses
Modell kritisch zu betrachten. Um wachsen zu konnen, sind Urothelzellen auf
Adhasion angewiesen, welche in der Petrischale mit flissigem Medium nur am
Boden moglich ist. Dadurch entsteht ein zweidimensionaler Zellrasen mit
homogener Verteilung von Nahrmedium, was fur gleichmafiges und bestandiges
Wachstum sorgt. Allerdings existiert in der in-vivo Situation oft eine ungleiche
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Verteilung von Nahrstoffen mit Gradienten Uber mehrere Zellschichten. Dieses
fehlende in-vivo-Charakteristikum und die fehlende Interaktion mit weiteren
Nachbarzellen im dreidimensionalen Raum sind eine wesentliche Limitation der
2D-Zellkultur und eine mogliche Erklarung, warum die meisten Zelllinien in
diesem Modell keine Differenzierung zeigen (Duval, Grover et al. 2017). Um der
in-vivo Situation in diesen Aspekten naher zu kommen, versucht man 3D-

Zellkultur-Modelle zu entwickeln.

1.2.2 3D-Zellkultur

Fir die 3D-Zellkultur wird ein Gerust benotigt, an dem sich die Zellen anheften
und in alle drei Raumrichtungen organisieren kdnnen. In-vivo wird dieses Gerust
durch die Extrazellulare Matrix (EZM) gebildet. Wahrend es die Mikro- und
Nanotechnologie mdglich gemacht hat, solche Geruste auf Basis von kunstlichen
Polymeren herzustellen (z.B. Organ-on-Chip), bieten kollagenhaltige Hydrogele
eine Mdoglichkeit, Zellen in einer Umgebung zu kultivieren, die die EZM der in-
vivo Situation besser simulieren kann (Duval, Grover et al. 2017). Weil diese
Hydrogele aus Proteinen der EZM (z.B. Kollagen Typ V) bestehen, kann eine
Zelle nicht nur mit ihren nachstgelegenen Nachbarzelle, sondern auch mit
Molekilen ihres umgebenden Gerusts interagieren. Dieses Charakteristikum
bringt die 3D-Zellkultur mit kollagenhaltigen Hydrogelen der Realitat einen
weiteren Schritt naher (Pineda, Nerem et al. 2013). Dass sich Zellen in 3D-Kultur
realistischer verhalten als in 2D-Kultur, konnte anhand von vier Zelllinien des
Endometriumkarzinoms gezeigt werden. Chitcholtan und Kollegen verglichen die
zwei Modelle hinsichtlich Proliferationsrate und Expression verschiedener
Proteine. Zwar zeigten Zellen dabei im 2D-Modell eine deutlich gesteigerte
Proliferationsaktivitat, allerdings konnte durch den Nachweis einer hoheren und
differenzierteren Expression von 31- und R4-Integrinen — von Membranproteinen,
durch die Zellen in der umgebenden EZM verankert sind — im 3D-Modell auf eine
deutlich realistischere Organisation und Polarisation der Zellen geschlossen
werden (Chitcholtan, Asselin et al. 2013). Dennoch ist die Wahl, ob die
zweidimensionale oder dreidimensionale Zellkultur die Realitat exakter abbildet,
stark vom Ursprung der zu kultivierenden Zellen abhangig. So ist es bspw.
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moglich, ein realistisches Modell von Lungenepithel auch in der 2D-Zellkultur

nachzuempfinden (Duval, Grover et al. 2017).

Nachdem verschiedene Ansatze fur die 3D-Zellkultur Uber die letzten Jahrzehnte
getestet und evaluiert wurden, stellt die Organoidkultur auf Matrigel™ den
heutigen Goldstandard fur urologische Tumoren dar (Tse, Zhao et al. 2022).
Nachdem der Begriff ,,Organoid® lange eher unspezifisch genutzt wurde, hat die
Arbeitsgruppe um Lancaster 2014 die Bedeutung in einer Definition prazisiert: ,A
collection of organ-specific cell types that develops from stem cells or organ
progenitors and self-organizes through cell sorting and spatially restricted lineage
commitment in a manner similar to in vivo.“ (Lancaster and Knoblich 2014; S. 1,
Box 1). Diese Definition charakterisiert Organoide durch die Entwicklung aus
differenzierungsfahigen Vorlauferzellen zu Zellformationen bestehend aus
unterschiedlichen Zelltypen sowie durch die Nachempfindung von funktionellen
Eigenschaften des entsprechenden Organs (z.B. Sekretion, Filtration). Damit
werden sie zu den weniger komplex konstruierten Spharoiden abgegrenzt, die
eher lose dreidimensionale Zellansammlungen darstellen. Als ideale Umgebung
fur die Organoidzellkultur hat sich das Matrigel™ herausgestellt. Die erste
Vorlaufersubstanz des Matrigel™ wurde 1985 von Kleinman und Kollegen aus
Tumorgewebe eines Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Sarkoms isoliert und
besteht zu grolen Teilen aus Laminin, Kollagen Typ IV, Entactin und
Heparansulfat-Proteoglycanen (Kleinman, McGarvey et al. 1986). Heute wird
Matrigel™ aus EHS-Tumoren von dafur geziuchteten Mausen gewonnen.

1.2.2.1 Organoidkultur des Harnblasenkarzinoms und Anwendungsgebiete

Neben herkdmmlichen Zelllinien sind erfolgreiche Ansatze mit pluripotenten
Stammzellen und mit humanem Frischtumorgewebe als Ausgangsmaterial fur
die 3D-Zellkultur des Harnblasenkarzinoms beschrieben. Dabei kann
Frischtumorgewebe sowohl aus TUR-B- sowie Zystektomie-Praparaten
verwendet werden (Tse, Zhao et al. 2022). Uber die letzten drei Jahrzehnte
existieren mehrere Berichte Uber erfolgreiche 3D-Zellkulturen aus
Frischtumorgewebe von Patient*innen mit Harnblasenkrebs. Dabei konnte

zunachst beobachtet werden, dass die isolierten Tumorzellen als
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dreidimensionale Cluster in flissigem Medium zu bis zu 500 um grof3en Gebilden
heranwachsen. Diese Spharoide bestanden aus zwei morphologisch
unterschiedlichen Zelltypen — Stroma- und Epithelzellen — und erfullten damit
bereits ein Kriterium fur ,Organoide“ (Burgués, Gomez et al. 2007). Erfolgreiche
systematische Ansatze fur die Organoidzellkultur in Matrigel™ aus malignem
Harnbalsengewebe wurden in den vergangenen Jahren von Pauli et al., Lee et
al. und Mullenders et al. beschrieben (Pauli, Hopkins et al. 2017, Lee, Hu et al.
2018, Mullenders, de Jongh et al. 2019). Eine Organoidkultur galt den Autoren
nach dann als erfolgreich, wenn uber mindestens flunf Passagen lebende Zellen
und Zellwachstum beobachtet wurden. Allen drei Arbeiten gemeinsam war ein
Enzymverdau mit Kollagenase und eine Vereinzelung der Zellen mittels Trypsins
in der Verarbeitung des primaren Gewebes, um die Tumorstammzellen zu

extrahieren.

Die Dbisher etablieten  Organoidlinien wurden v.a. fur in-vitro-
Medikamententestungen und als Basis fur in-vivo-Xenografts in Mausen
verwendet. Der Groldteil der aktuell laufenden Forschung besteht allerdings aus
der Validierung dieses neuen Tumormodells im Vergleich zu den jeweiligen
Originaltumoren. Dafur charakterisierte man die Organoide und Originaltumoren
in den oben genannten Studien sowohl auf DNA, RNA und Protein-Ebene als

auch hinsichtlich histomorphologischer und immunhistochemischer Kriterien.

Vor allem aber wird die Rolle der Tumororganoide als in-vitro-Modell zur
Medikamententestung in Zukunft von wesentlicher Bedeutung sein. Die aktuellen
Therapieleitlinien des Harnblasenkarzinoms richten sich v.a. nach der Invasivitat
des Tumors, welche anhand der TNM-Klassifikation bestimmt wird. Dabei
beobachtet man allerdings insbesondere bei der Wirksamkeit von neoadjuvanten
bzw. adjuvanten Chemotherapeutika erhebliche Unterschiede. Eine mdgliche
Erklarung hierfur ist, dass die Harnblasenkarzinome aufgrund ihrer hohen
Mutationslast im Vergleich zu anderen Tumoren eine sehr heterogene Gruppe
hinsichtlich genetischer und morphologischer Vielfalt bilden (Alexandrov, Nik-
Zainal et al. 2013). Es wurden zwar schon Versuche unternommen, eine

molekularpathologische Klassifizierung fur Harnblasenkarzinome zu etablieren,
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diese konnte sich allerdings bisher nicht im klinischen Alltag durchsetzen
(Sjodanhl, Lauss et al. 2012, Sjodahl, Lovgren et al. 2013). Eine Zellkultur, die
direkt aus entnommenem Tumorgewebe gewonnen wird, hat den Vorteil, dass
sie die in-vivo-Situation mit dem patientenspezifischen Mutationsprofil in-vitro
moglichst originalgetreu nachbildet. Darum eignen sich Tumororganoide aus
Patientenmaterial beim Harnblasenkarzinom besonders gut dafir, um das
Ansprechen auf verschiedene Chemotherapeutika und zielgerichtete Therapien
patientenspezifisch zu untersuchen. Diese Untersuchungen erfolgen anhand
sogenannter Zytotoxizitats-Assays und stellen eine kostengunstige Moglichkeit
zur in-vitro-Medikamententestung dar. Hierzu gibt es bereits auch Studien, die
diese Methode anhand der Ergebnisse aus in-vivo-Modellen validieren. Dort
wurden die Medikamente Mausen verabreicht, denen man zuvor Organoide
injiziert hatte (sogenannte ,patient-derived xenograft” — PDX) und es konnte eine
bedeutende Ubereinstimmung mit dem Ansprechverhalten in Zytotoxizitats-
Assays gefunden werden (Lee, Hu et al. 2018, Amaral, Zimmermann et al. 2020).
Bei der in-vitro-Untersuchung von Immuntherapeutika, die auch beim
Harnblasenkarzinom zum Einsatz kommen, stof3t das Organoidmodell bisher
noch an seine Grenzen. Da die notwendigen Immunzellen meist nicht enthalten
sind, kann das Mikromilieu des Tumors nicht simuliert werden. Allerdings ist die
Forschung hinsichtlich dieser Limitation auch nicht mehr weit von einer Losung
entfernt. Neal et al. gelang es in einem Organoidmodell Zellen von insgesamt 19
verschiedenen Tumorentitaten in Kokultur mit Immunzellen wachsen zu lassen.
Bei der in-vitro-Testung von Nivolumab (Anti-PD-1-Antikorper) zeigte sich auch
bei einem Versuchsansatz mit malignen Urothelzellen, dass die Immunzellen zur

Tumorbekampfung aktiviert werden konnten (Neal, Li et al. 2018).

Als patientenspezifisches und kostengunstiges Tumormodell werden
Organoidkulturen des Harnblasenkarzinoms also auch zunehmend an
Bedeutung fur den klinischen Alltag gewinnen, da anhand der
Anwendungsgebiete auch wichtige Therapieentscheidungen validiert werden

konnen.
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1.2.3 Immunhistochemische Marker
CK7 und CK20

Bei Zytokeratinen (CK) handelt es sich um Polypeptide, die als
Intermediarfilamente zum Zytoskelett der Zelle gehdéren und somit wichtige
Strukturfunktion erfillen. Heute sind insgesamt 20 Subtypen bekannt, die vor
allem in Zellen mit epithelialer Differenzierung vorzufinden sind und dabei
gewebsspezifische Expressionsmuster aufweisen. In benignem Urothel wird
uber folgende Subtypen berichtet: CK7, CK8, CK18, CK19, CK20 (Southgate,
Harnden et al. 1999). Fur die Gewebeanalysen in der vorliegenden Arbeit wurden
CK7 und CK20 naher untersucht. Wahrend sich CK7 in Analysen von benignem
Urothel Uber alle Zellschichten nachweisen lasst, beschrankt sich die Expression
von CK20 auf die Schicht der superfizialen Zellen und einzelnen Intermediar-
Zellen (Southgate, Harnden et al. 1999). Zudem hat man Hinweise gefunden, die
darauf deuten, dass die Abweichung der klassischen Expression von CK20 uber
das Urothel als pradiktiver Marker fur die Rezidiv-Wahrscheinlichkeit bei
Urothelzellkarzinomen herangezogen werden kann (Harnden, Allam et al. 1995).

GATA3

Bei GATA3 handelt es sich um einen Zink-Finger-Protein, dessen Funktion
zunachst als Transkriptionsfaktor in der Hamatopoese beschreiben wurde.
Weitere Untersuchungen zeigten, dass dieser Transkriptionsfaktor auch eine
wichtige Rolle fur die Differenzierung von Zellen in anderen Geweben spielt. In
Bezug auf das Urothelzellkarzinom weisen neuere Analysen eine hohe
Positivitatsrate (87,9%, vgl. (Wang, Yang et al. 2020)) fur GATAS in IHC-
Farbungen von Primartumoren auf. Verglichen zu benignem Urothel wird die
Expression in malignem Gewebe auf mRNA-Ebene als hoher und auf
Proteinebene allerdings als niedriger beschrieben. Zur spezifischen Funktion des
Transkriptionsfaktors im Urothelzellkarzinom haben Wang et al. durch in-vitro-
Versuche Hinweise darauf gefunden, dass die Uberexpression von GATA3 eine
Rolle im Arrest des Zellzyklus spielen kann und ebenso die Proliferation von
Krebszelllinen hemmt (Wang, Yang et al. 2020).
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FGER-3

Als Teil der Transmembran-Tyrosin-Kinase-Rezeptoren ist der “Fibroblast-
Growth-Factor-Receptor-3” (FGFR-3) bei der Aktivierung von Zellen durch das
Zytokin FGF beteiligt. Es ist bekannt, dass die FGFR-3-Mutationen ein
charakteristisches Merkmal fur die niedermaligne Gruppe der NMIBC sind (van
Rhijn, van der Kwast et al. 2004). Fur den Grolteil (> 85%) der NMIBC wird in
der Studie von Sjodahl und Kolleg*innen ein homogenes Farbemuster fur FGFR-
3 beschrieben (Sjodahl, Lovgren et al. 2013). Bei IHC-Farbungen von Geweben
aus primaren MIBC werden jedoch nur 29 % der Gewebeproben mit
charakteristischen Veranderungen der FGFR-3 Expression beschrieben
(Guancial, Werner et al. 2014).

ps3

Neben der FGFR-3-Mutation wurden Mutationen im Tumorsupressorgen p53 in
Urothelzellkarzinom beschrieben. Dabei tritt diese Genmutation v.a. in der
Gruppe der NMIBC HG- und CIS-Tumoren sowie MIBC auf (van Rhijn, van der
Kwast et al. 2004). In seiner Funktion ist p53 in verschiedenen zentralen
Schaltstellen des Zellzyklus mit involviert. In einer Metaanalyse mit insgesamt
3421 Patient*innen konnte nachgewiesen werden, dass auch die Positivitatsrate
fur p53 in IHC-Farbungen mit dem pathologischen Stadium korreliert. V.a. fur T1
HG Tumoren scheint die p53-Positivitat dabei einen pradiktiven Marker fur
Progressions- und Rezidiv-Wahrscheinlichkeit darzustellen. Dies unterstreicht
den klinischen Nutzen dieses Markers fiir das Ubergangsstadium zwischen
NMIBC und MIBC, weil so Patient*innen mit einem hdheren Risiko potentiell

frher erkannt werden konnen (Goebell, Groshen et al. 2010).

p63

Als Teil der p53 Genfamilie ist auch p63 Uber die Aktivierung von teilweise
gleichen Zielgenen wie p53 an der Regulation des Zellzyklus mit beteiligt und
zeigt als Transkriptionsfaktor ein herkdmmliches nukleares Farbemuster in der
IHC. Die Expression von p63 auf mRNA Ebene scheint bei malignen Lasionen
der Harnblase eher vermindert im Vergleich zu benignem Gewebe (Park, Lee et
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al. 2000). In normalem Urothel ist p63 ausschlie3lich basal exprimiert (EI-Gendi
and Abu-Sheasha 2018).

In der Analyse der IHC-Farbungen von 100 Urothelzellkarzinomen durch El-
Gendi und Abu-Sheasha wurde zunachst gezeigt, dass sich zwischen NMIBC
und MIBC kein signifikanter Unterschied in der p63-Expression ausmachen lasst
(EI-Gendi and Abu-Sheasha 2018). Diese sowie eine weitere Studie von
Compérat et. al konnten beide auch keinen Zusammenhang von p63 und
Tumorgrading feststellen. Die Studie von Compérat et. al untersuchte 158
Primartumore aus TUR-B und Zystektomie-Operationen und stellte die p63-
Expression nicht der Unterscheidung zwischen NMIBC und MIBC sondern einer
feineren Unterteilung des Tumorstadiums gegenuber (Kategorien: pTa, pT1,
=2pT2). Hier kommen die Autoren zum Ergebnis, dass sich bei dieser exakteren
Betrachtung des Tumorstadiums durchaus ein Zusammenhang herstellen Iasst.
Der Zusammenhang besteht darin, dass eine niedrigere p63-Expression mit
einem hoheren Tumorstadium einhergeht (Compérat, Camparo et al. 2006).
Passend zu diesem Befund konnten EI-Gendi und Abu-Sheasha hinsichtlich des
klinischen Outcomes innerhalb ihrer Stichprobe den Nachweis erbringen, dass
weniger als 35% p63-positiven Zellen in der IHC-Farbung als prognostisch auf
eine signifikant erhohte Rezidiv-Wahrscheinlichkeit hindeuten (EI-Gendi and
Abu-Sheasha 2018).

Ki-67

Ki-67 gilt als klassischer Proliferationsmarker und farbt diejenigen Zellen nuklear
an, die sich zum Zeitpunkt der Fixierung in Teilung befanden. Wahrend benignes
Urothel keine Anfarbbarkeit fur Ki-67 zeigt, konnte in einer Studie von Compérat
und Kolleg*innen bei 75/157 (47%) Harnblasentumoren eine Reaktivitat in den
IHC-Farbungen nachgewiesen werden. Dabei wurde ebenfalls gezeigt, dass
Tumoren im Stadium pT1 und = pT2 eine signifikant hohere Positivitatsrate
aufweisen als Tumoren im Stadium pTa (Compérat, Camparo et al. 2006). In
einer weiteren Arbeit zur IHC an Harnblasentumoren wurde neben der erhohten
Positivitatsrate fur Ki-67 in Tumoren hoherer Stadien auch eine abweichende

Verteilung der anfarbbaren Zellen Uber das gesamte Urothel beschrieben.
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Wahrend sich in NMIBC die Expression von Ki-67 eher auf die basalen Zellreihen
beschrankte, erschien die Expression in MIBC eher diffus Uber alle Schichten des
Urothels verteilt. Die Autoren schliel3en draus, dass die Zellen von invasiven und
aggressiveren Tumoren moglicherweise schon so weit mutiert sind, dass sie
unabhangig von Signalen des Tumorstromas wachsen konnen (Sjodahl, Lovgren
et al. 2013).

CD44

Das Transmembranprotein ,Cluster of differentiation” (CD) 44 ist ein anerkannter
Marker fur Tumorstammzellen. Der Proteinkomplex ist in vielen kritischen
Vorgangen mit involviert, die mit der Beweglichkeit, der Invasion und Zell-Zell-
Interaktion von Tumorzellen assoziiert sind. Da diese Vorgange fur die
Metastasierung von Tumoren eine wichtige Rolle spielen, liegt die Vermutung
nahe, dass auch die CD44-Expression mit der Wahrscheinlichkeit fur
Metastasierung korreliert. Tatsachlich wurde der Zusammenhang zwischen
CD44-Expression und vorhandenen Tumormetastasen anhand von I[HC-
Analysen von Harnblasenkarzinomen gezeigt, wahrend die Korrelation von CD44
mit Tumorstadium und Grading-Kategorie bisher nicht belegt werden konnte (Hu,
Zhang et al. 2020).

1.3 Zielsetzung dieser Dissertation

Aufgrund der noch sehr beschrankten Anzahl an Publikationen fur die 3D-
Zellkultur des Urothelkarzinoms soll in dieser Arbeit die Aufarbeitung, die
Handhabung und Charakterisierung von  Organoidzellkulturen  aus
Frischtumorgewebe der Harnblase experimentell untersucht werden. Dazu
werden zunachst insgesamt 19 Patient*innenproben nach dem etablierten
Protokoll (siehe 2.4.1 ff.) aufgearbeitet und das Wachstumsverhalten in der
Zellkultur dokumentiert. Basierend auf diesen Daten werden zwei Gruppen
gebildet. Eine Gruppe beinhaltet Organoidkulturen, die die 5. Passage und hoéher
erreicht haben (,stabile Proliferation®) und eine zweite umfasst Kulturen, die
bereits vor der 5. Passage kein Wachstum mehr zeigten (,variable Proliferation®).
Diese beiden Gruppen werden anhand immunhistochemischer Farbungen des
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Originaltumors und anhand der klinischen Daten der zugehorigen Patient*innen
miteinander verglichen, um pradiktive Parameter zu identifizieren, die positiven
bzw. negativen Einfluss auf das Wachstumsverhalten von Organoidkulturen
haben konnten.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2: Liste der Grundmedien und deren Herstellern

Gibco™ RPMI Medium 1640 Life Technologies Europe, NLD
Gibco™ DMEM (Dulbecco's Modified Thermo Fisher Scientific, USA
Eagle Medium)

Gibco™ Advanced DMEM/F12 Thermo Fisher Scientific, USA
(Reduced Serum Medium)

Tabelle 3: Liste der Medienzusétze und deren Hersteller

A83-01 Tocris - BioTechne, USA
Aprotinin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, DEU
Gibco™ BSA (Bovine Serum Albumin) | Life Technologies Corporation, USA
25%

Dimethyl sulfoxide Cell culture grade AppliChem GmbH, DEU
(DSMO)

Fetal Bovine Serum (FBS/csFBS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, DEU
FGF-10 Pepro Tech, USA
FGF-2 (Recombinant Human FGF- Pepro Tech, USA
basic)

FGF-7 (Keratinocyte Growth Factor) Pepro Tech, USA
Gibco™ B27-Supplement Thermo Fisher Scientific, USA
Gibco™ PenStrep Thermo Fisher Scientific, USA
Human EGF Pepro Tech, USA
L-Glutamine Bioswiss AG, CHE
N-Acetyl-L-Cystein Sigma-Aldrich Chemie GmbH, DEU
Nicotinamid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, DEU
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Primocin (50mg/ml) InvivoGen, FRA

Triton® X-100 Merck, DEU
Tween 20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, DEU
Y-27632 (Rock-Inhibitor) Hycultec GmbH, DEU

Tabelle 4: Liste der Enzyme und deren Hersteller

10x Kollagenase/Hyaluronidase (3000 StemCell Technologies, USA
U/ml, 1000 U/ml)

Dispase (ACF = Animal component | Sigma-Aldrich Chemie GmbH, DEU

free)

Trypsin: Gibco™ TrypLE™ Express Thermo Fisher Scientific, USA

Tabelle 5: Liste sonstiger Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller

Cultrex™ BME (Basement Membrane Trevigen - BioTechne, USA
Extract), Type 2, PathClear™

Dako Fluorscence Mounting Medium Agilent Technologies, USA
Histogel Thermo Fisher Scientific, USA
Tissue Freezing Medium Leica Biosystems, AUS

2.1.1 Medien fiir Zellkultur und Charakterisierung

Zellkulturmedium: Blasen-Tumor-Medium (BTM) — ca. 50ml

e L-WRN conditioned Medium 25ml
e Advanced DMEM/F12 23ml
e B27-Supplement 1ml

e HEPES Natriumsalz-L6sung 1M 500pl
¢ Nicotinamid 500ul
e N-Acetylcystein 125l
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e A83-01 - 5mM in DMSO

e Primocin — 50mg/ml

e FGF-10 - 100ug/ml

e FGF-7 — 50ug/ml

e FGF-2 - 50ug/ml

e Y-27632 (Rock-Inhibitor) 100mM in PBS
e EGF -500mM

Transportmedium

e HBSS NaHCOs

e HEPES Natriumsalz-L6sung 1M
e PenStrep

e 20 KIU/ml Aprotinin

Arbeits- und Stoppmedium

e RPMI Medium 1640 + Glutamin/GlutaMax
e Fetal Bovine Serum (FBS)
e Pen/Strep

Splittingmedium (Chamberslides)

e Advanced DMEM/F-12
e HEPES

e L-Glutamin

Blockierungslosung (Chamberslides)

e PBS
e Bovines Serum Albumin (BSA)
e Triton® X-100

e Tween 20
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50ul
50ul
50ul
25ul
12,5l
5ul
0,5ul

500 ml
5ml
5ml
1667l

Grundmedium
10 %
1%

50ml
500ul
500ul

Grundmedium
5%

0,2%

0,1%



2.2 Gerate und Verbrauchsmittel

2.2.1 Gerite

Tabelle 6: Liste der Geréate mit Herstellerinformationen

Deckglas-Automat: TissueTek Glas

Sakura Finetek Europe B.V., DEU

Farbeautomat:
BenchMark ULTRA IHC/ISH System

Roche Diagnostics International AG,
CHE

Feinwaage BL310

Sartorius Lab Instruments, DEU

Gewebeinfiltrationsautomat:
Leica TP1020

Leica Biosystems GmbH, DEU

H/E-Farbeautomat: TissueTek Prisma

Plus

Sakura Finetek Europe B.V., DEU

Kryotom: Leica CM1520

Leica Biosystems GmbH, DEU

Mikroskop 1: Axiophot (Fluoreszenz)

Carl Zeiss AG, DEU

Mikroskop 2: Axiovert 135

Carl Zeiss AG, DEU

Mikrotom: Leica RM2125RT

Leica Biosystems GmbH, DEU

Objektragerscanner:
NanoZoomer 2.0. HT

Hamamatsu Photonics GmbH, DEU

Parrafin Ausgiel3station:
Leica EG 1150 H/C

Leica Biosystems GmbH, DEU

Pipetierhilfe: Pipetus®

Hirschmann Laborgerate, DEU

Rittler: Thermomixer comfort

Eppendorf AG, DEU

Sterilbank: LAMINAIR HBB 2448

Heraeus Instruments, DEU

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, USA

Zentrifuge grol3: Heareus
3SR+

Multifuge

Thermo Electron LED GmbH, DEU

Zentrifuge klein: Biofuge pico

Heraeus Instruments, DEU
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2.2.2 Verbrauchsmittel

Tabelle 7: Liste der Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller

48 Well Zellkulturplatte Corning Incorporated, USA
6 Well Zellkulturplatte Greiner Bio One, DEU
70um Zellsieb Greiner Bio One, DEU
8-well Zellkulturkammern Sarstedt AG&Co. KG, DEU
(Chamberslides)

CryoTube Vials, 1.8ml Themo Fischer Scientific, USA
Paraffin-Einbettkassetten R. Langenbrinck GmbH, DEU
Objekttrager (Standard, Superfrost®) R. Langenbrinck GmbH, DEU
Serologische Pipetten (10ml, 5ml) Corning Incorporated, USA
Einmalskalpelle Bbraun AG, DEU
Tissue-Tek CryoMold Sakura Finetek Europe, NLD
Zellkulturschale (60x15mm) Becton Dickinson GmbH, DEU
Reaktionsgefald (1,5ml, 2ml) Eppendorf AG, Hamburg, DEU
Zentrifugationsrohrchen (15ml, 50ml) Thermo Fischer Scientific, USA

2.3 Probengewinnung

Das Ausgangsmaterial fur die Organoidkultur wurde im Rahmen des von der
DFG geforderten Graduiertenkollegs 2543 von der Abteilung fur Urologie der
Universitatsklinik Tubingen bereitgestellt. Dabei wurden die Praparate aus den
nachfolgend geschilderten Eingriffen primar der pathologischen Diagnostik
zugefuhrt und bei ausreichend Material fur Forschungszwecke am Zentrum flr
medizinische Forschung Derendingen (ZMF) verwendet. Die Verwendung
klinischer Proben wurde von der Ethikkommission unter AZ 804/2020/B02

genehmigt.
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2.3.1 TUR-B (Transurethrale Resektion Blasentumor)

Der Zugang zum Operationsgebiet bei der TUR-B fuhrt Uber die Urethra. Unter
sterilen Arbeitsbedingungen fuhrt der Operateur hier eine starre Kamera-Optik
ein und kann die Blaseninnenwand einsehen. Um das gesamte Urothel der Blase
adaquat beurteilen zu konnen, wird Uber den Arbeitskanal ein Spulkatheter-
System angelegt, welches fur eine ausreichende Fullung der Blase und
Entfaltung der Schleimhaut sorgt. Nach ldentifikation der Tumorareale, wurden
diese mit einer Elektroschlinge, Uber die ein Hochfrequenzstrom fliel3t, reseziert.
Durch kontinuierliches Spulen wurden die Tumorstiicke aus der Blase entfernt
und in erster Linie der pathologischen Diagnostik zugefiihrt. Uberschiissiges
Material wurde im Anschluss dem Forschungslabor der Urologie zur Verfugung
gestellt.

2.3.2 Zystektomie (Vollstdndige Entfernung der Harnblase)

Bei gewissen Konstellationen von v.a. muskelinvasiven Blasentumoren kann die
vollstandige Entfernung der Harnblase die sicherste Therapie fur die betroffenen
Patient*innen darstellen. Dazu verschafft sich der Operateur entweder offen-
chirurgisch oder laparoskopisch (i.d.R. roboter-assistiert) einen Zugang zur
Blase. Ziel ist es dann die gesamte Blase und eventuell beteiligte Nachbarorgane
zu entfernen. Bei diesem Verfahren wurde das gesamte Praparat zunachst in die
OP-nahe pathologische Schnellschnittdiagnostik transportiert. Dort eroffnete der
Pathologe die Blase und beurteilte die Tumorinfiltration, um mit dem Chirurgen
unverzuglich das weitere Vorgehen abzusprechen. Nachdem die pathologische
Diagnostik abgeschlossen war, konnten aus den makroskopisch beurteilbaren
Tumorarealen des Urothels entsprechende Proben fur die Forschung mit dem
Skalpell herausgeschnitten werden.

2.3.3 Probentransport

Die fur die Forschung zur Verfigung gestellten Proben wurden in einem OP-
nahen Labor der Klinik in mit Transportmedium gefullten 15 ml
Zentrifugationsrohrchen verpackt und unmittelbar in das Labor der Urologie
Tuabingen (ZMF Derendingen) transportiert. Die Zeit von Entnahme bis zum

Beginn der Verarbeitung im Labor betrug maximal 120 min.
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2.4 Zellkultur
Falls nicht anders angegeben fanden alle Zentrifugationsschritte bei
Raumtemperatur statt.

2.4.1 Isolierung der Tumorzellen

Abbildung 5 zeigt die Materialien, die zur Isolierung der Tumorzellen bendtigt
wurden. Im Labor uUberfuhrte man das Frischtumorgewebe in eine Petrischale
und bestimmte mittels einer Feinwaage das Probengewicht. Anschliel3end
bedeckte man den Boden der Petrischale mit PBS und entfernte zunachst die
offensichtlich verbrannten, dunklen Stellen, die durch die Stromapplikation zu
Stande kamen. Darauf zerkleinerte man die Probe mit zwei sterilen Skalpellen in
ca. 1'mm grofle Stucke, um anschlieRend die Gewebestlickchen durch
mehrmaliges Spulen mit PBS Uber eine serologische Pipette in ein frisches 15 ml
Zentrifugationsrohrchen zu Uberfuhren. Die Probe wurde fur 10 min bei 480 g
abzentrifugiert und das Gewebepellet in adaquater Menge Arbeitsmedium
(1000ul/100mg Gewebe) aufgenommen. Um die Tumorzellen aus ihrer
Gewebematrix zu l6sen, folgte der Verdau mit der entsprechenden Menge
Kollagenase/Hyaluronidase (15 pl/100 mg Gewebe) fur 30 min bei 37 °C 5% CO2
im Inkubator. Dabei wurde die Probe alle 10 min auf dem Vortex gemischt, um
fur eine gleichmaRige Verteilung der Gewebeteilchen zu sorgen. Dieser Vorgang
wurde mit der gleichen Menge Kollagenase/Hyaluronidase fur weitere 30 min
wiederholt. Mit Hilfe eines 70 um Zellsiebes wurde die Probe von allen groR3eren
Geweberesten befreit und nach anschlieRender Zentrifugation fur 5 min bei 150 g

und Abnehmen des Uberstandes in 1 ml Arbeitsmedium aufgenommen.

Ein Aliquot von 10 yl wurde mit 10 ul Trypanblau gemischt und fur die Zellzahlung
in der Neubauerzahlkammer verwendet. Je nach Ergebnis der Zahlung stellte
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man die Zellkonzentration auf 2x10® Zellen/ml durch Hinzufiigen oder

Zentrifugation und Abnehmen von Arbeitsmedium ein.

Abbildung 5: Bendtigte Materialien zur Aufarbeitung des Frischtumorgewebes (15 ml
Zentrifugationsréhrchen mit rétlicher Fliissigkeit).

2.4.2 Dreidimensionale Zellkultur

Im Gegensatz zur herkdmmlichen 2D-Zellkultur wachsen die Zellen in
Organoiden im dreidimensionalen Raum. Als Strukturgerist fur dieses
Wachstum dient sogenanntes Basement Membrane Matrix (BME). Dieses ist bei
4 °C flissig und polymerisiert bei 37 °C zu einer gelartigen Masse, in der sich die
Zellverblnde organisieren.

Um die Tumorzellen in eine solche Umgebung zu Uberfihren, mischte man die
isolierten Tumorzellen mit gekuhltem BME im Verhaltnis 1:3 und goss das
Gemisch in 20 pl Portionen in die Vertiefungen einer 48 Well Zellkulturplatte. Die
dabei entstehenden Geltropfen — im Laboralltag auch Domes genannt —
enthielten dank der zuvor eingestellten Konzentration je 20.000 Zellen.
Unmittelbar danach drehte man die Platte auf den Kopf und liel® das BME fir 15
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— 30 min bei 37 °C auspolymerisieren. Die stabilen Domes konnten anschliel3end
mit 250 ul Kulturmedium bedeckt werden und wurden bei 37 °C 5% CO: im
Inkubator kultiviert.

2.4.3 Organoidkultur passagieren

Sich vermehrende Zellen bendtigen Uber die Zeit mehr Platz bzw. I6sen auch die
dreidimensionale  Struktur des BMEs auf. Um  weiterhin gute
Wachstumsbedingungen fur die Zellen zu garantieren, brachte man sie im
Rahmen des Passagierens in frisches BME und teilte sie je nach Zelldichte in
einem definierten Verhaltnis auf neue Wells aus. Zunachst fotografierte man die
Organoidkultur, nahm das Kulturmedium mit einer Mikropipette ab und |0ste das
BME in einer enzymkatalysierten Reaktion mit 100 pl Dispase Il (1mg/ml) in 250
pl PBS pro Well fur 60 min bei 37 °C 5% CO2 auf. Die so freigelegten Organoide
uberfuhrte man in frische 1,5 ml Zentrifugationsrohrchen und vereinzelte die
Zellen mit 200 pl TrypLE pro Dome fur 15 min bei 37 °C und 1400 rpm auf dem
Ruttler. Um die enzymatische Reaktion zu stoppen, sammelte man den Inhalt
aller Zentrifugationsrohrchen gemeinsam in einem 15ml Zentrifugationsrohrchen,
in dem 1000 pl Stoppmedium pro Well vorgelegt waren. Die Zellen wurden fur 5
min bei 150 g zentrifugiert und je nach Splittingverhaltnis das Medium bis auf die
Menge an bendtigter Zellsuspension abgenommen. In den folgenden Schritten
brachte man die Zellen wieder in die dreidimensionale Zellkultur wie in Punkt
2.4.2 beschrieben und berechnete die Menge an Zellsuspension und BME

anhand des Splittingverhaltnisses.

2.4.4 Organoidkultur einfrieren

Analog zum Passagieren (siehe 2.4.3) wurde das BME zunachst mit Dispase Il
aufgelost und die freigelegten Organoide durch TrypLE-Enzymverdau auf dem
Ruttler vereinzelt. Die Einzelzellsuspension dberfuhrte man in ein 15 ml
Zentrifugationsrohrchen, um sie fur 7 min bei 150 g zu zentrifugieren. Das
Zellpellet wurde in 1 ml BTM resuspendiert und wie unter 2.4.1 beschrieben die

Zellzahl auf 2x108 Zellen/ml eingestellt.

In zuvor beschrifteten CryoTube Vials mischte man 500 pl Einzelzellsuspension
mit 500 pl Freezemedium und kuhlte die einzufrierenden Zellen unverziglich bei
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-80 °C. Spatestens nach einer Woche verlagerte man die CryoTube Vials
dauerhaft in den Flussigstickstofftank bei -196 °C.

2.4.5 Organoidkultur auftauen

Zum erneuten Auftauen von Zellen Uberfuhrte man den gesamten Inhalt eines
tiefgekuhlten CryoTube Vials in 10 ml Arbeitsmedium. Dazu schwenkte man die
Rohrchen im Wasserbad bei 37 °C, bis die gefrorene Probe sich verflussigt hatte.
Nach Zentrifugation fur 7 min bei 150 g und eventuell erneuter Einstellung der
Zellzahl auf 2x10¢ Zellen/ml verarbeitete man die Einzelzellsuspension analog
wie unter 2.4.2 beschrieben, um die Tumorzellen in 3D-Zellkultur zu Uberfuhren.

2.4.6 Medienwechsel

Um die Organoide mit frischen Nahrstoffen zu versorgen, wurden die Medien in
den 48-Well-Platten mindestens einmal wochentlich gewechselt oder spatestens
dann, wenn die gelblich veranderte Farbe des Mediums einen zu sauren pH-Wert
anzeigte. Dafur nahm man mit einer Mikropipette das verbrauchte Kulturmedium
ab und fugte mit einer frischen Pipettenspitze 250 pl frisches, vorgewarmtes
BTM-Medium hinzu.

2.4.7 Mikroskopie und Vermessung von Organoiden

Um den Wachstumsverlauf zu dokumentieren, wurden die Organoide in den 48-
Well-Platten unter dem Auflichtmikroskop Axiovert 135 betrachtet. Man
fotografierte jede Kultur an denselben Stellen mindestens zweimal pro Woche in
2,5- und 10-facher VergroRerung mit der herstellereigenen Software AxioVision
LE. Stellvertretend fur eine Organoidkultur wurden dazu zwei bis drei Wells

ausgewabhlt, in denen sich als erstes organoidahnliche Zellverbande zeigten.

Um das Wachstum objektivierbar darzustellen, wurden diese Zellverbande immer
an der breitesten Stelle mit der Software vermessen und die Messdaten
gemeinsam mit den Bildern exportiert. Zusatzlich ubertrug man die Messdaten in
eine Exceltabelle, die spater als Grundlage fur die Erstellung der

Wachstumskurven diente.
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2.4.8 Auswertung der GroBen-Messdaten

Am Ende des Versuchszeitraumes lagen die Wachstumsverlaufe in Form von
GroRenmesswerten fur einzelne Organoide der jeweiligen Kulturen in einer
Exceltabelle als Rohdaten vor. Von Beginn bis zum Ende jeder Zellkultur wurden
mindestens zwei bis maximal drei Organoide in unterschiedlichen Wells mit Bild
und GroRenmesswert dokumentiert. Zwischen den Messzeitpunkten konnte es
passieren, dass sich die ausgewahlten Zellverbande selbst oder das BME
auflosten und somit dieselbe Stelle in der Kultur fir die Dokumentation nicht mehr
auffindbar war. War dies der Fall, wurden diese Messreihen von der Auswertung
ausgeschlossen. Fur die Erstellung der Wachstumskurven in Excel wurden am
Ende nur vollstandige Messreihen berucksichtigt. Lagen innerhalb einer
Organoidkultur mehrere vollstandige Messreihen vor, wurde der Mittelwert

gebildet und dieser graphisch in einem Liniendiagramm uber die Zeit dargestellt.
2.5 Charakterisierung

2.5.1 Antikorper

Tabelle 8: Auflistung Antikérper fiir Inmunhistochemie

Epitop Klon Spezies Isotyp Verdiinnung Hersteller
(Bestellnummer)

CK7 OV-TL Maus IgG1, kappa | 1:2000 Agilent (M7018)

12/30

CK20 Ks20.8 Maus IgG2a, kappa | 1:400 Agilent (M7019)

GATA3 L50-823 Maus ready to use | Roche
(07107749001)

FGFR3 | B-9 Maus lgG2a, kappa | 1:50 Santa Cruz
Biotechnology
(sc-13121)

p53 DO-7 Maus lgG2b 1:400 Novocastra™
(NCL-L-p53-DQO7)

p63 SFI-6 Maus lgG 1:400 DCS (P1006C002)

Ki-67 MIB-1 Maus IgG1, kappa | 1:400 Agilent (M7240)

CD44 < DF1485 | Maus lgG1, kappa | 1:50 Agilent (M7082)
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Tabelle 9: Antikérper fir Immunfluoreszenzfdrbungen. C = Chamberslides, K =
Kryoschnitte

Epitop Klon Spezies Isotyp Verdiinnung Hersteller
(Bestellnummer)
GATA3 polyklonal | Kaninchen | 1gG C:1:200 Abcam
K: 1:100 (ab106625)
CK5 polyklonal | Kaninchen | 1gG C: 1:200 BioLegend
K: 1:100 (905503)
CK8/18 5D3 Maus lgG1 C:1:200 Invitrogen
K: 1:100 (MA5-14088)

2.5.2 Herstellung von Kryoschnitten (Organoide)

Wie unter 2.4.3 beschrieben |0ste man das BME der zu fixierenden
Organoidkultur auf und Uberfuhrte sie unter mehrmaligem Ausspulen der Wells
mit 0,1% BSA/PBS in ein 15 ml Zentrifugationsrohrchen. Dabei beschichtete man
die Gefalde und Pipettenspitzen mit 0,1% BSA/PBS, um die Anhaftung von
Organoiden an den Kunststoffoberflachen zu verhindern. Nach Zentrifugation bei
150 g fur 2 min resuspendierte man das Pellet in 500 pl 4% PFA und Uberfuhrte
es in ein 1,5 ml Reaktionsgefall. Nach 30 min Inkubation bei RT fugte man 500
ul PBS hinzu und wartete weitere 15 min. Nach Zentrifugation bei 200 g fir 1 min
zog man das PFA/PBS-Gemisch vorsichtig ab und wusch die Zellen nochmal in
1 ml 0,1% BSA/PBS fur 15 min. Zum Schluss erfolgte eine letzte Zentrifugation
unter selben Bedingungen, wie im vorherigen Schritt, der Uberstand wurde bis
auf 50 yl abgenommen und das resuspendierte Zellpellet in einen vorbereiteten
gekuhlten Block aus Tissue-Tek uberfuhrt. Diesen Block lie® man bei -20 °C
ausharten, um schlielich im Kryotom Schnitte von 5 — 20 ym Dicke anzufertigen.
Die Kryoschnitte wurden auf zuvor beschriftete Objekttrager aufgezogen und
waren somit fur die anschlieBende Farbung vorbereitet.

2.5.3 Herstellung von Paraffinschnitten (Organoide)
Zur Fixierung der Organoide fur Paraffinschnitte folgte man analog den Schritten
wie unter 2.5.4 beschrieben bis einschliellich der ersten Zentrifugation bei 150 g
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fur 2 min. Zur Zellfixierung Uberfuhrte man das in 500 ul 4% PFA geloste Zellpellet
in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® und inkubierte bei RT fur 40 min. Nach erneuter
Zentrifugation bei 200 g fir 2 min und Abnehmen des PFA-Uberstandes
resuspendierte man das Zellpellet in 300 pl flissigem Histogel, welches man
zuvor im Wasserbad auf 70 °C erwarmt hatte. Das Zell-Histogel-Gemisch lief3
man im Kuhlschrank in einer ca. 1 cm x 1 cm grof3en Cryomold ausreichend
ausharten. Im Anschluss konnte der Block bis zur Paraffineinbettung in einer
Einbettkassette in 70% Ethanol bei RT gelagert werden.

Zum Paraffinieren der Probe wurde im nachsten Schritt die Einbettkassette samt
Histogelblock im Gewebeinfiltrationsautomat nach folgendem Schema
behandelt:

Tabelle 10: Programmablauf Gewebeinfiltration

Ethanol 70% 1:30 h | Das insgesamt 17 h andauernde
Ethanol 70% 1:00 h | pProgramm begann zunéchst mit einer
Ethanol 96% 1:30 h

aufsteigenden Ethanolreihe bis r
Ethanol 96% 100h| 21159 ' s A
Ethanol 100% 1-30 h | Vollstandigen Entwasserung der Probe.
Ethanol 100% 1:00 h | Da Paraffinwachs mit Ethanol nur sehr
Ethanol 100% 1:00 h | schlecht mischbar ist, verwendete man
Xylol 1:30 h . ; :

Xylol Ich

Xylol 130h Zwischenlosungsmittel Xylol, welches
Xylol 1:00 h sich sowohl in Ethanol als auch in
Paraffin 1:30 h | Paraffin I16sen lasst. Zum Schluss wurde
Paraffin 1:30h | das Xylol in drei Schritten vollstandig
Paraffin 1:30 h

durch Paraffin ersetzt.

Nach Programmablauf wurde die mit Paraffin durchsetzte Probe in
wannenformigen Metall-Gul3formen mit flussigem Paraffin zum fertigen Block

gegossen und die Einbettkassette als Trager aufgesetzt.

Am Mikrotom wurden vom fertigen Paraffin-Block Schnitte in 3 pym Dicke
angefertigt und auf Superfrost® Objekttrager aufgezogen.
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2.5.4 Herstellung von Paraffinschnitten (Originaltumor)
Fir die Analysen am Originaltumorgewebe unterstutzte das Institut fur Pathologie
des UKT freundlicherweise mit Know-How und Geratschaften.

Die zur jeweiligen Zellkultur korrespondierenden Paraffinblocke wurden vom
Institutsarchiv der Pathologie zur Verfugung gestellt. Man erstellte Schnitte von
2,5 ym Dicke und nahm diese auf Superfrost® Objekttrager auf.

2.5.5 3D-Immunfluoreszenz Farbung

Um die Organoide in lhrer 3D-Struktur zu betrachten, fixierte man sie in einem
Objekttrager mit ablosbarer Kulturkammer. Bei gut wachsenden Kulturen I0ste
man das BME von 3-4 Wells in gleicher Weise wie unter 2.4.3 beschrieben auf
und Uberfuhrte die Zellen in ein 15 ml Zentrifugationsrohrchen. Um alle
Organoide zu erfassen und das BME aus der Zellsuspension zu waschen, spulte
man die Wells mit kaltem Splittingmedium und fullte das Zentrifugationsrohrchen
anschlie3end ebenfalls mit Splittingmedium auf 12 ml auf. Nach anschlie3ender
Zentrifugation bei 150 g fur 5 min wurde das Zellpellet in 1160 pl Splittingmedium
gemischt mit 40 pyl BME resuspendiert und auf die 8 Kammern mit je 150 pl
verteilt. Durch die darauffolgende Inkubation fur 2 h bei 37°C und 5% CO2 gab
das auspolymerisierte BME den Organoiden eine feste Struktur, in der sie dann
mit 250 pl 4% PFA far 30 min bei Raumtemperatur fixiert werden konnten. Das
PFA wurde abgenommen und die Zellen 3x fur 5 min mit 250 pyl PBS pro Kammer
gewaschen. Die fixierten Organoide bereitete man mit 250 ul Blockierungslosung
pro Kammer bei einer Inkubation fur 30 —60 min bei 37 °C 5% CO2 und einem
einmaligen 5-minutigem Waschschritt mit 0,1% PBS-Tween 20 fur die Farbung
vor. Primar- wie Sekundarantikorper wurden entsprechend des
Verdlinnungsfaktors (siehe Tabelle 9) in 1% BSA/PBS angesetzt. 100 pl
Primarantikorperlosung wurde fur 1 h bei 37 °C 5% CO: inkubiert, anschlieRend
3x 3 min mit 250 pl pro Kammer gewaschen und der Sekundarantikorper fur 1 h
bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. Um die fluoreszierende Eigenschaft
der Antikorper zu erhalten, fanden alle Inkubationsschritte in moglichst lichtarmer

Umgebung statt. Zum Schluss wusch man die Kammern noch 3x fur 3 min mit
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250 pl PBS und bedeckte die Probe mit Dako Mounting Medium und einem
Deckglas.

2.5.6 Fiarbemethoden

2.5.6.1 Immunfluoreszenz

Farbungen mittels Immunfluoreszenz wurden ausschliel3lich an fixierten
Kryoschnitten von Organoiden (siehe 2.5.2) durchgefuhrt. Die Kryoschnitte
wurden auf Objekttragern Uber Nacht luftgetrocknet und bei 40 °C fur 20 min auf
einem Heizblock angebacken. Zur Fixierung behandelte man die Objekttrager bei
-20 °C far 5 min im Methanolbad und wusch diese anschliel3end mit 250 ul PBS
pro Objekttrager fur 3 min.

Primar- sowie Sekundarantikorper wurden in jeweils definierter Verdunnung in
0,1% BSA/PBS (siehe Tabelle 9) angesetzt. Anschlie3end wurden die Organoide
nach folgendem Schema gefarbt:

. 100 pl Primarantikorper pro Objekttrager

. Inkubation bei 37 °C, 5% CO: fur 60 min

. Primarantikorper abschutten

. Dreimaliges Waschen mit 250 uyl PBS pro Objekttrager fur 3 min

1
2
3
4
5. 100 pl Sekundarantikorper pro Objekttrager
6. Inkubation bei RT in feuchter Kammer fur 60 min
7. Sekundarantikdrper abschutten

8

. Dreimaliges Waschen mit 250 uyl PBS pro Objekttrager fur 3 mim

Die noch leicht feuchten Objekttrager bestliickte man zum Schluss mittels einem
Tropfen Fluorscence Mounting Medium mit einem Deckglas und lagerte sie in
abgedunkelten Objekttragerboxen bis zur Mikroskopie.

2.5.6.2 Immunhistochemie

Zur qualitativen Analyse der Originaltumoren wurden immunhistochemische
Farbungen anhand von acht verschiedenen Antikbrpern durchgefuhrt (fur
Antikorper siehe Tabelle 8). Die Objekttrager wurden im vollautomatisierten
Farbeautomaten BenchMark ULTRA IHC/ISH System am Institut fur Pathologie
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in Tubingen durchgefuhrt. Als Nachweissystem fur die Primarantikorper (Maus,
Kaninchen) diente das OptiView ™ DAB IHC-Kit von Roche Diagnostics.

Im Anschluss wurden alle gefarbten Gewebeschnitte fur die Mikroskopie im
TissueTek Glas-Automaten mit einem Deckglas versehen.

2.5.6.3 H/E-Farbung

Als Standard-Ubersichtsfarbung erstellte man von jedem Originaltumor eine H/E-
Farbung. Dazu wurden die Objekttrager im TissueTek Prisma Plus
vollautomatisch gefarbt und anschlieBend ebenfalls mit einem Deckglas

versehen.

Tabelle 11: Programmablauf Tissue Tek Prisma Plus H/E-Férbemaschine

Trockenzeit 12:00 min
Xylol 2:30 min
Xylol 2:30 min
Alkohol 100% 1:00 min
Alkohol 96% 0:30 min
Alkohol 70% 0:30 min
aqua dest 0:30 min
Hamatoxylin 2:00 min
Hamatoxylin 4:00 min
Hamatoxylin 4:00 min
Leitungswasser 10:00 min
Eosin 0:30 min
Leitungswasser 0:10 min
Alkohol 70% 1:00 min
Alkohol 96% 1:00 min
Alkohol 100% 1:00 min
Alkohol 100% 1:00 min
Xylol 4:00 min
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2.6 Auswertung der Originaltumor-Farbungen

2.6.1 Digitalisierung der Objekttrdager

Die gefarbten Schnitte aller Originaltumoren wurden mit dem Objekttrager-
Scanner Nanozoomer 2.0 HT von Hamamatsu semi-automatisch digitalisiert.
Nachdem man die Objekttrager in die Kassetten der Maschine einsortiert hatte,
programmierte man den Scanvorgang in der herstellereigenen Software und
setzte die relevanten Fokuspunkte fur jedes Gewebestick. Anhand dieser
Einstellungen erstellte der Maschine anschlieend eine Bilddatei, in der die
Gesamtheit des Gewebeschnittes mit bis zu 40-facher optischer Vergrof3erung
betrachtet werden konnte.

2.6.2 Digitale Mikroskopie und Bildexport in NDP.view2 — Software

Zur Analyse der digitalisierten Gewebeschnitte kam die herstellereigene
NDP.view?2 Image viewing software zum Einsatz. Zunachst verschaffte man sich
in der H/E-Farbung eine Ubersicht und suchte tumorsuspekte Areale des
Urothels auf. Innerhalb dieser Areale wurde mit den Bildbearbeitungswerkzeugen
der Software ein gelbes Quadrat so platziert, dass moglichst viele Urothelzellen
durch das Quadrat eingefasst wurden. Die Gro3e des Quadrats entsprach dem
vollen Bildausschnitt in einer 20-fachen Vergrofderung. Im Anschluss exportierte
man Bilder als .jpeg- oder .tiff-Dateien in 2,5-, 5- und 20-facher VergroRerung,
die dieses Quadrat mit abbildeten. In den Bilddateien der IHC-Farbungen suchte
man denselben Ausschnitt der tumorsuspekten Areale auf und setzte ein gleich
groBes Quadrat an die gleiche Stelle, wie in der H/E-Farbung. Auch hier
exportierte man Bilder in 2,5-, 5-, und 20-facher Vergrof3erung.

So erhielt man am Ende pro Originaltumor neun Bilder (1x H/E, 8x IHC-
Farbungen) von derselben Region des Urothels in 20-facher VergroRerung. Fur
die Auswertung wurden die Einzelbilder in einer PowerPoint-Prasentation
ubersichtlich zusammengefugt.

Fielen innerhalb eines Originaltumors in der H/E-Farbung oder den IHC-
Farbungen mehrere Areale auf, die sich entweder morphologisch oder
immunhistochemisch unterschiedlich darstellten, wurden diese nach dem

beschriebenen Schema getrennt voneinander festgehalten.
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2.6.3 Expressionsanalyse mittels Histoscore

Das Histoscore  Bewertungssystem  bietet eine  MOoglichkeit aus
immunhistochemischen Farbungen objektivierbare Daten zur besseren
Vergleichbarkeit zu extrahieren. HierfUr beurteilte man die Farbintensitat aller
Urothelzellen innerhalb eines Bildausschnitts mit 20-facher Vergrof3erung nach
vier Stufen. Zusatzlich wurde der Anteil, den die Zellen der jeweiligen Stufe vom
gesamten Urothel einnahmen, auf 5% genau angegeben. Alle umliegenden
nicht-urothelialen Zellen blieben fur die Auswertung unberucksichtigt.

Tabelle 12: Histoscore Bewertungssystem
Stufe X + ++ +++
Farbintensitat Nicht Schwach Mittel Stark
vorhanden
Faktor 0 1 2 3

Unter Berlcksichtigung des entsprechenden Faktors berechnete sich der

Histoscore wie folgt:

Histoscore = 100 * (Anteil ,x“ * 0 + Anteil ,+“ * 1 + Anteil ,++“ * 2 + Anteil ,+++“* 3)

Daraus ergab sich ein Wert zwischen 0 und 300 ohne Einheit, der zur

Vergleichbarkeit der Farbungen untereinander herangezogen wurde.

Die Auswertung wurde von einem Medizinstudierenden im fortgeschrittenen
klinischen Semester durchgefuhrt, der zuvor durch facharztliches Personal des

Pathologischen Instituts unterwiesen wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellkultur

3.1.1 Ubersicht aufgearbeiteter Proben

Tabelle 13: Zusammenfassung aller Proben, die nach Protokoll in einer Organoidkultur
angesetzt wurden. Einzelne Proben (grau hinterlegt) sind nachtréglich aus tiefgefrorener
Einzelzellsuspension aus dem Stickstofftank aufgetaut worden und wurden deshalb
nicht gewogen. Die Herkunft des urspriinglichen Ausgangsmaterials, das zugehérige
Gewicht und die Anzahl der Passagen in der Primérkultur sind bei diesen Kulturen in
Klammern gesetzt. Fiir BCO#134 wurden nur kleinste Gewebefetzen liberliefert, die aus
technischen nicht gewogen werden konnten. Cx = Zystektomie, TUR-B = Transurethrale
Resektion Blasentumor, NUE = Nephroureterektomie.

Kulturnummer Datum Ausgangsmaterial | Gewicht | Passagen
inm
BCO#126 2020-11-04 TUR-B ( 290)0 0
BCO#128 2020-11-18 TUR-B 490 1
BCO#130 2020-12-02 TUR-B 160 1
BCO#132 2020-12-04 TUR-B 310 0
BCO#134 2020-12-08 TUR-B - 0
BCO#135 2020-12-14 Cx 250 1
BCO#137 2020-12-17 TUR-B 120 2
BCO#140 2021-06-25 Stickstofftank | - (210) 3(>12)
(TUR-B)
BCO#143 2021-01-14 TUR-B 290 0
BCO#147 2021-06-18 Stickstofftank | - (250) 2 (10)
NUE
BCO#154-mal. | 2021-06-25 StickstchftanIZ - (270) 2 (8)
Cx
BCO#179.1 2021-05-11 TU(R—E? 130 1
BCO#179.2 2021-05-12 TUR-B 290 2
BCO#180 2021-05-14 TUR-B 1840 2
BCO#185 2021-05-26 TUR-B 900 2
BCO#185.1 2021-06-18 Stickstofftank | - (900) 0
(TUR-B)
BCO#189 2021-06-02 TUR-B 60 2
BCO#199 2021-06-23 TUR-B 330 0
BCO#202-mal. | 2021-06-25 Cx 610 0
BCO#203-ben. | 2021-06-25 Cx 170 0
BCO#204 2021-06-28 Cx 450 1
BCO#208 2021-07-08 TUR-B 670 3
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In Tabelle 13 sind alle 22 Organoidkulturen aufgelistet, die entweder aus
Frischtumorgewebe (TUR-B, Cx) oder aus Ruckstellproben aus dem
Stickstofftank angesetzt wurden. Bei BCO#140, BCO#147 und BCO#154 handelt
es sich um Kulturen, die bereits nach der Aufarbeitung des Frischtumorgewebes
durch Nizar Lipke (Doktorand im selben Labor) eine stabile Proliferation gezeigt
hatten. Deshalb wurden diese Organoidkulturen aus eingefrorenen
Ruckstellproben neu angesetzt und lediglich bis zur 2. bzw. 3. Passage
untersucht. Es ist allerdings bekannt, dass die jeweiligen Primarkulturen bis zur
5. Passage und daruber hinaus kultiviert werden konnten. BCO#140, BCO#147
und BCO#154 bilden zusammen mit BCO#136 (Zellkultur durch Nizar Lipke) die
Gruppe der stabilen Proliferation. Weil bei der Aufarbeitung von BCO#136 keine
Ruckstellproben gewonnen werden konnten, wurden keine weiteren
Kulturversuche mit dieser Probe angesetzt.

Tabelle 14: Anzahl der Organoidkulturen, die die jeweilige Passage erreicht haben.

BCO#140, BCO#147 und BCO#154-mal. werden in dieser Auflistung nicht
berticksichtigt. Von ihnen ist bekannt, dass sie > 5 Passagen erreicht haben.

Passagen 0. 1. 2. 3.
Anzahl (n =19) 8 5 5 1

Betrachtet man die Anzahl der Passagen aller Kulturen, die aus
Frischtumorgewebe angesetzt wurden, wird deutlich, dass mehr als die Halfte (n
= 13) bereits nach der 1. Passage kein Wachstum mehr zeigten und deshalb
verworfen wurden. Bei funf Kulturen konnte sichtbares Wachstum bis zur 2.
Passage beobachtet werden und nur eine Kultur erreichte wahrend des
Versuchszeitraums die 3. Passage.

3.1.2 Gruppeneinteilung in ,,stabile bzw. variable Proliferation

Fur alle weiteren Analysen wurden die beiden Gruppen ,stabile Proliferation® (=
5. Passage) und ,variable Proliferation” (< 5. Passage) miteinander verglichen.
Tabelle 14 zeigt, dass keine der fur diese Dissertation aufgearbeiteten Proben
die 5. Passage oder hoher erreicht hat. Deshalb wurde die Gruppe der ,stabilen
Proliferation“ durch vier Proben gebildet, die im Rahmen der Dissertation von

Nizar Lipke die 5. Passage und hoher erreicht haben. Soweit vorhanden, wurde
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das Wachstum dieser Gruppe anhand von eingefrorenen Ruckstellproben erneut
untersucht. Fur die Vergleichsgruppe der Organoidkulturen mit ,variabler
Proliferation® wurden aus den 19 aufgearbeiteten Proben ebenfalls vier
ausgewahlt, fur die eine weitestgehend Illuckenlose Dokumentation des
Wachstumsverhaltens moglich war.

Tabelle 15: Gruppeneinteilung fiir weitere Analyse

,Stabile Proliferation ,variable Proliferation*
BCO#136 BCO#180
BCO#140 BCO#185
BCO#147 BCO#189

BCO#154-mal. BCO#208

3.1.3 Limitationen der 3D-Zellkultur

Wahrend der laufenden Experimente stellten sich zwei wesentliche Aspekte
heraus, die die systematische Charakterisierung der Organoide erschwerten.
Zum einen konnte beobachtet werden, dass sich die sogenannten Domes in den
einzelnen Wells unvorhergesehen vom Boden der Zellkulturplatte ablosten und
frei im Medium herum schwammen. Dadurch war es nicht mehr moglich, die
Zellverbande fur die Vermessung (siehe 2.4.7) wiederzufinden und es
resultierten Lucken im Dokumentationsverlauf der GrolRenveranderung der
Organoide. Die weitaus grofl3ere Limitation fur Charakterisierung der Organoide
war allerdings das beschrankte Wachstum. Fur keine der eigens aufgearbeiteten
Proben konnte genug Zellmaterial gewonnen werden, um es den histologischen,
immunhistochemischen oder molekularen Analysen zuzufuhren. Lediglich fur
BCO#185 war in der 1. Passage theoretisch genug Zellmaterial vorhanden, um
einen Paraffinblock zu erstellen. Beim Erstellen der Dinnschnitte am Mikrotom
konnten allerdings keine Organoide mehr gefunden werden. Vermutlich waren
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die Zellen zu diffus im Block verteilt oder sie sind wahrend der Arbeitsschritte zur

Fixierung verloren gegangen (Abbildung 6).

Abbildung 6: Paraffinblock mit Zellen zu BCO#185 1. Passage eingespannt im
Mikrotom. An der Stelle, an der eigentlich das Zellpellet liegen sollte, wies der Block
eine Luftblase auf (Bild links). Auch die weillichen Stellen (Bild rechts) konnten
nicht als paraffin-fixierte Organoide unter dem Mikroskop identifiziert werden.

3.1.4 Bilddokumentation

Abbildung 7 zeigt beispielhaft die Bilddokumentation von BCO#140 in der 3.
Passage. Soweit moglich wurde fur jede Vermessung derselbe Bereich des
Domes wieder aufgesucht (Markierung rotes Quadrat) und die gleichen
Zellverbande vermessen. Von Tag 2 bis Tag 13 kann sowohl in der 2,5- als auch
in der 10-fachen VergréRerung eine deutliche Verdichtung der Zellen beobachtet
werden. An Tag 13 hatte sich das BME im Zentrum des Domes aufgel6st und die
Zellen schwammen frei im Medium herum (siehe Limitationen 3.1.3). Am Rand

des Domes war weiterhin dichtes Zellmaterial zu sehen.
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2,5x 10x

Abbildung 7: Bilddokumentation BCO#140 3. Passage - Tag 2 bis 13 (D2 bis D13). Rotes
Quadrat = Ausschnitt fir 10x-VergréBerung. Rote Zahl mit Klammer =

GréBenvermessung (nach Méglichkeit desselben Organoids). Oben Links Angabe des

Tages (D2-13) und des entsprechenden Wells auf Zellkulturplatte zum Wiederauffinden
der Stelle.
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3.1.5 Wachstumskurven

3.1.5.1 0. Passage

Um das Wachstum der Organoidkultur messbar zu machen, wurden
stellvertretend fur jede Kultur zwei bis maximal drei Organoide uber den Zeitraum
der Zellkultur mindestens zweimal wochentlich vermessen und wie unter 2.4.8
beschrieben Wachstumskurven (Abbildung 8 bis Abbildung 14) fur die beiden
Gruppen ,stabile Proliferation® und ,variable Proliferation erstellt. Die
Liniendiagramme fur die einzelnen Passagen zeigen die GroRenzu- bzw.
abnahme der Organoide von Beginn der Zellkultur (DO) bis zum Uberfiihren in
die nachsthohere Passage oder Verwerfen der Kultur.

In der 0. Passage zeigt sich in der Gruppe ,stabile Proliferation” eine deutliche
Grollenzunahme von Uber 100% innerhalb von 13 Tagen (Abbildung 8). Diese
findet in den beiden gemessenen Kulturen zeitversetzt statt. Fur BCO#147
konnte nur eine vollstandige Messreihe ab Tag 12 aufgenommen werden,
weswegen keine Daten von Tag 1 bis 11 in die Auswertung mit eingeflossen sind.

Wachstumsverlauf "stabile Proliferation”
0. Passage
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S
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o
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Abbildung 8: Wachstumskurven der Organoid-Gruppe "stabile Proliferation” 0.
Passage
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Wegen fehlender Ruckstellproben fur die 0. Passage wurde das Wachstum far
BCO#140 nicht untersucht.

Fur die Gruppe der ,variablen Proliferation® lasst sich zwar auch Wachstum
beobachten allerdings nur mit bis zu 50 % GroRenzunahme Uber einen Zeitraum
von funf bis neun Tagen (Abbildung 9). Weil man in der Mikroskopie bereits sehr
frih beobachten konnte, wie sich die ersten Zellverbande wieder auflosten,
uberfuhrte man alle Kulturen spatestens am Tag 9 in die nachste Passage, in der
Hoffnung durch die Vereinzelung und neues Nahrmedium bessere
Wachstumsbedingungen zu schaffen. Der Nullwert in der Kurve zu BCO#185
zeigt die Auflosung des vermessenen Organoids an. Fur BCO#189 existiert keine
Bild- und Grollendokumentation, weil sich das BME in allen Wells kurz nach der
Aufarbeitung aufléste und somit eine systematische Mikroskopie nicht moglich

war.

Wachstumsverlauf "variable Proliferation"
0. Passage
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Abbildung 9: Wachstumskurven der Organoid-Gruppe "variable Proliferation” 0.
Passage. Das vermessene QOrganoid zu BCO#185 war zu D9 nicht mehr
aufzufinden und hatte sich vermutlich aufgelést. Dies wird durch den Nullwert an
D9 repréasentiert.
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3.1.5.2 1. Passage
In der 1. Passage ist das Wachstum fur BCO#154 weiterhin ersichtlich, allerdings
stagnierte die GrolRe des Organoids in BCO#147 zwischen 100 und 130 ym
(Abbildung 10). Lediglich bei BCO#140 kann eine Gro3enzunahme von uber
100% beobachtet werden. Diese Kultur wurde aus einer Ruckstellprobe der 1.
Passage aufgetaut.

Wachstumsverlauf "stabile Proliferation"

1. Passage
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Abbildung 10: Wachstumskurven der Organoid-Gruppe "stabile Proliferation” 1.
Passage. Das anfangs vermessene Organoid zu BCO#154 war zu D15 nicht mehr
aufzufinden. Dies wird durch den Nullwert an D15 représentiert. Im Anschluss
wurde die Kultur in die nédchste Passage Ulberfiihrt.

In der Gruppe der ,variablen Proliferation® zeigt sich eine deutliche Stagnation
und sogar Abnahme der Grollenanderung. BCO#180 wuchs zunachst noch
kontinuierlich Uber neun Tage um ca. 50 ym und zeigte dann aber wieder eine
negative Wachstumstendenz (Abbildung 11). Bei BCO#208 zeichnete sich von
Beginn der Messung an ein Negativtrend ab, bis sich das Organoid sogar
komplett aufloste (Nullwert an Tag 13). Im Anschluss konnte fur BCO#208 ein
neues Organoid verfolgt werden, das von Tag 14 bis Tag 20 kontinuierlich um
insgesamt 40 um wuchs.
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Wachstumsverlauf "variable Proliferation”
1. Passage

250

N
o
]

o
o

=O==BCO#180
0--BCO#185

«=O==BCO#189
=O==BCO#208

Organoid-Grofie in ym

o
o

0

PN LD IO AXN LD X0 00 D OO N DD a0 DO D
ST P IP PSRRIV LIGPPR R P P PP PSS PP S

Abbildung 11: Wachstumskurven der Organoid-Gruppe "variable Proliferation” 1.
Passage. Das anfangs vermessene Organoid zu BCO#208 war zum Zeitpunkt D13
nicht mehr aufzufinden. Dies wird durch den Nullwert am D13 repréasentiert. Im
Anschluss wurde ein neues Organoid vermessen, das kontinuierlich Zuwachs um
40 um zeigte.

3.1.5.3 2. Passage

Die Wachstumsverlaufe der 2. Passage schliel3en an die Tendenzen aus der 1.
Passage an. Stetige GrolRenzunahme zeigt weiterhin BCO#154 wahrend fur
BCO#140 und BCO#147 nur zwei Messpunkte existieren, die allerdings auch
einen positiven Wachstumstrend erkennen lassen (Abbildung 13). Die beiden
letztgenannten Kulturen wurden zum Ende des Versuchszeitraums angesetzt

und konnten aufgrund dessen nur bis Tag 6 bzw. Tag 8 vermessen werden.
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Wachstumsverlauf "variable Proliferation”
2. Passage
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Abbildung 13: Wachstumskurven der Organoid-Gruppe "variable Proliferation” 2.
Passage

Wachstumsverlauf "stabile Proliferation”
2. Passage
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Abbildung 13: Wachstumskurven der Organoid-Gruppe "stabile Proliferation” 2.
Passage.
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In Abbildung 13 zeigen BCO#185 und BCO#189 erneut eine Stagnation bzw.
Abnahme der Grofienanderung (max. £ 30 ym). BCO#180 weist eine diffuse
Grollenanderung bis Tag 18 auf und schrumpft ab dann bis Tag 30 kontinuierlich.
BCO#208 wurde ebenfalls gegen Ende des Versuchszeitraums angesetzt und
konnte in der 2. Passage nicht mehr verfolgt werden. Es gibt aber Hinweise aus
einer parallelen Kultur desselben Tumors, dass ein zweites Aliquot dieses
Tumors noch bis zur 3. Passage Wachstum zeigte, dann jedoch ebenfalls die

weitere Proliferation einstellte.

BCO#140 konnte als einzige Kultur in der 3. Passage bzgl. des Wachstums
untersucht werden. Die Grolienzunahme des vermessenen Organoids war mit
ca. + 20 ym gering, aber erkennbar (Abbildung 14). Betrachtet man die
Zellkulturbilder (Abbildung 7) wird zudem ersichtlich, dass auch die umliegenden
Zellverbande in dem gewahlten Bildausschnitt von Tag 2 bis 13 sichtbar an
GroRe zunahmen. Die Kultur wurde zum Ende des Versuchszeitraums einer

RNA-Extraktion fur ein Projekt auerhalb dieser Dissertation zugefuhrt.

Wachstumsverlauf "stabile Proliferation”
3. Passage
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Abbildung 14: Wachstumskurven der Organoid-Gruppe "stabile Proliferation” 3.
Passage
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3.2 Histologische Charakterisierung

3.2.1 Zellkultur-Ebene

Wie unter 3.1.3 bereits erwahnt, konnte fur keine der eigens betreuten
Organoidkulturen  ausreichend  Zellmaterial fur eine  systematische
Charakterisierung gewonnen werden. Deshalb werden unter diesem Punkt nur
beispielhaft Abbildungen und Ergebnisse von Einzelversuchen dargelegt und
deskriptiv beschrieben.

3.2.1.1 3D-Immunfluoreszenz — Chamberslides

Um Expression bestimmter Marker auf den Zellen im Kontext der raumlichen
Struktur der Organoide zu analysieren, wurden 3D-Immunfluoreszenzfarbungen
in Chamberslides durchgefuhrt. Abbildung 15 zeigt beispielhaft die Farbungen fur
die Antikorper CK5 und CK8/18 an der Kultur BCO#122 in der 0. Passage. Das
typische membrands-zytoplasmatische Farbemuster fur Zytokeratine scheint gut
erhalten zu sein und auch die Kernfarbung (blau) zeigt scharf abgrenzbare
Strukturen. Mit dieser Methode konnte somit die raumliche Expression
verschiedener Marker gut beurteilt werden.

Die gezeigte Zellkultur BCO#122 wurde kurz vor dem Beginn meiner eigenen
praktischen Versuche durch eine Kollegin aufgearbeitet und wird deshalb unter
3.1.1 nicht erwahnt. Die Chamberslides wurden in Zusammenarbeit mit Nizar

Lipke angefertigt und ausgewertet.
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BOONLEZ 0.P.—CKS 1:200 & CX&/18 1300 - 40x (Merge| BCON1EZ O.F. — DAPI 1:1000

BOOH122 0.P. - CES + Alexa 288 11000 - 109ms. BLOM1Z2 0P, — CKE/18 + Cy3 1:1000 - 55ms

®

Abbildung 15: BCO#122 0.P. - 3D-Immunfluoreszenz fir CK5 und CK8/18 an
Chamberslides. Dargestellt sind die drei genutzten Fluoreszenzkanéle blau (DAPI,
Kerne), griin (CK5) und rot (CK8/18), sowie die Uberlagerung der drei Fluoreszenzen.
Vergréerung 40x.

3.2.1.2 Immunfluoreszenzfarbungen

Ein ursprungliches Ziel dieser Doktorarbeit war auch, geeignete Methoden fur die
Charakterisierung der Organoide zu etablieren. Abbildung 16 und Abbildung 17
zeigen Immunfluoreszenzfarbungen an zwei verschiedenen Organoidkulturen im
Kryoschnitt und im Paraffinschnitt gegenubergestellt. Es lasst sich feststellen,
dass mit beiden Methoden Zellstrukturen angefarbt werden konnen. In Abbildung
17 sieht man, dass die Zytoarchitektur mit Zellkern, Zellmembran und
Zytoplasmaraum im Paraffinschnitt sehr scharf begrenzt und gut erhalten scheint.
Im Vergleich dazu sind die Zellgrenzen im Kryoschnitt (Abbildung 16) eher
verschwommen dargestellt. Zum einen konnte dieser Unterschied damit
begrindet werden, dass der Paraffinschnitt nur 2 der Dicke des Kryoschnitts (12
um Kryoschnitt, 3 pm Paraffinschnitt) betragt. Damit Uberlagern sich die
Fluoreszenzen Uber die ganze Dicke des Schnitts und erzeugen dadurch ein
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scheinbar unscharfes Bild. Eine geringere Schnittdicke war beim Kryoverfahren
aus technischen Grunden nicht moglich. Zum anderen tragt die wesentlich
aufwandigere Einbettungsmethode fur den Paraffinschnitt zur Stabilitat und zum
Strukturerhalt der Probe bei, was sich ebenfalls gunstig auf die
Abbildungsscharfe auswirken konnte.

In der Zusammenschau lasst sich aber anhand dieser Gegenuberstellung sagen,
dass der Paraffinschnitt im Vergleich zum Kryoschnitt definitiv die bessere
Methode darstellt, um Organoide anhand der Zytoarchitektur und

Expressionsmuster verschiedener Marker zu charakterisieren.

1ium BCOMLZT 1F.—-GATAZ +AELAES 1:100 - 40x (Merge) BCOW12IT 1.F. — DAFI 1:1000

|l

BOOH12T 1P~ GATAZ + FITC 1:200 180dms BCOHL2T 1P, — AELAET +Cy3 11000 3145ms

Abbildung 16: BCO#127 1.P. — 12 um Kryoschnitt - Immunfluoreszenzfarbung fiir
GATA3 und AE1AES3 . Dargestellt sind die drei genutzten Fluoreszenzkanéle blau (DAPI,
Kerne), griin (GATA3) und rot (AE1AE3), sowie die Uberlagerung der drei
Fluoreszenzen. Vergré3erung 40x.
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BCO¥147 4.F. GATAZ 1:50 und AELAE] 1:100 0x [Merge] BCOW14T 4.F. — DAF1 1:1000

BOOH14T 4P, — GATAZ [Alma 1:1000) 466ms BCOEL4T 4P, — AELAES [Cy3 1:1000) 435ms

Abbildung 17: BCO#147 4.P. — 3 um Paraffinschnitt - Immunfluoreszenzfarbung fiir
GATAS3 und AE1AES3 (Bilder freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Nizar Lipke).
Dargestellt sind die drei genutzten Fluoreszenzkanéle blau (DAPI, Kerne), griin (GATA3)
und rot (AE1AE3), sowie die Uberlagerung der drei Fluoreszenzen. VergréBerung 40x.
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3.2.2 Originaltumor-Ebene
3.2.2.1 Auswertung H/E- und IHC-Farbungen Gruppe ,stabile Proliferation®

3.2.2.1.1 Originaltumor zu BCO#136

Beispielhaft zeigt Abbildung 18 dieselbe Stelle des zur Organoid-Kultur BCO#136
korrespondierenden Originaltumors fir die jeweiligen Einzelfarbungen (siehe
Abbildungsbeschriftung) in der Zusammenschau. Die Ubersichtsabbildungen der

H/E- und IHC-Farbungen fur die tbrigen Originaltumore dieser Gruppe finden

sich im Anhang unter Absatz 6.1.

Abbildung 18: IHC Originaltumor K31055/20-2 (BCO#136). Paraffinschnitt 2,5 um.
Gelbes Quadrat in A zeigt Ausschnitt von B — J. A — H/E (5x — Mal3stab: 500 um) + B —
H/E (20x/MaB3stab: 100 um). C - CK7. D - CK20. E - GATAS3. F - FGFR3. G - p53. H -
p63. 1 - Ki47. J - CD44 (je 20x/MalB3stab: 100 um).

Fir Analyse des Originaltumors in Abbildung 18 wurde ein Ausschnitt gewahlt,
der in 20-facher VergroRerung mehr als 90% Urothelzellen abbildet. Die IHC-
Farbungen zeigen zunachst flr jeden Antikérper eine Anfarbung im zu
erwartenden Zellkompartiment (nuklear, zytoplasmatisch, membrands). Die
starkste Farbintensitat zeigen die Marker CK7 (C — Histoscore 300) und GATA3
(E — Histoscore 300) Uber alle Schichten des Urothels, wahrend FGFR3 (F) die
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geringste Anfarbbarkeit (Histoscore 80) fur den vorliegenden Tumor aufweist.
Dennoch zeigt die Farbung fur FGFR3 dieses Praparats die starkste unter allen
neun untersuchten Praparaten. Im Hinblick auf die Expressionsverteilung uber
die verschiedenen Urothelschichten fallt auf, dass sich die Farbung fur CK20 (D)
eher in den Intermediar- und Superfizial-Zellen darstellt und die Tumorproteine
p53/p63 (G/H) sich eher in den Basal- und Intermediar-Zellen kraftig anfarben
lassen (Tabelle 17). Ki67 (l) scheint eher diffus von basal bis luminal verteilt und
zeigt dabei eine mittlere bis starke Intensitat in ca. 20% aller abgebildeten
Urothelzellen (Histoscore 50). Wegen Schnittartefakten eingeschrankt
beurteilbar, aber dennoch sichtbar stellt sich eine schwache Expression von
CD44 (J — Histoscore 80) uber das gesamte Urothel dar.

Tabelle 16 und Tabelle 17 zeigen exemplarisch die objektivierbare Auswertung
der IHC-Markerexpression anhand des Histoscores sowie deren Verteilung uber
die Urothelschichten fur den Originaltumor von BCO#136. Die Tabellen der
ubrigen Originaltumore finden sich ebenfalls im Anhang.

Tabelle 16: Histoscore-Auswertung K31055/20-2 (BCO#136)

IHC Originaltumor - K31055/20-2 (BCO#136)
0% 0% 100% 300
25% 60% 10% 175
0% 0% 100% 300
80% 0% 0% 80
0% 30% 50% 210
0% 10% 80% 260
0% 10% 10% 50
80% 0% 0% 80
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Tabelle 17: K31055/20-2 (BCO#136). Markerexpression (ber die drei Schichten des
Urothels: Basale, intermedidre und superfiziale Zellschicht. War die Expression keiner
der Schichten eindeutig zuzuordnen, wurde die Kategorie ,diffus® vergeben. Fiir
Auswertungstabellen der (ibrigen Tumore siehe Anhang.

IHC Originaltumor - K31055/20-2 (BCO#136

3.2.2.1.2 Originaltumor zu BCO#140 (siehe Anhang - Abbildung 30 bis Abbildung 32)

Bei den IHC-Farbungen des Originaltumors zu BCO#140 fiel auf, dass einzelne
Marker an unterschiedlichen Stellen des Urothels unterschiedlich starke
Expression zeigten. Um die Tumorheterogenitat abzubilden, wurden drei
Bildausschnitte des Praparats einzeln ausgewertet. In Ausschnitt 3 fielen die
Urothelzellen um Vergleich zu Ausschnitt 1 und 2 (Abbildung 30 und Abbildung
31) zunachst durch eine veranderte Morphologie mit kleineren und
unregelmaliger geformten Zellen auf (siehe Abbildung 20). In allen drei
Ausschnitten waren die Zellen innerhalb des Urothels negativ fur CK20, FGFR3
und p53 (Histoscore 0-15). Dagegen war CD44 Uber das gesamte Praparat
gleichmafig exprimiert. Dabei zeigte sich in Ausschnitt 1 und 2 eine sehr starke
Anfarbung Uber alle Urothelschichten (Histoscore 300 und 210), wahrend in
Ausschnitt 3 eine schwachere Anfarbung (Histoscore 60) v.a. in morphologisch
groBer geformten Zellen auffiel. CK7 zeigte in Ausschnitt 3 eine ahnliche
Verteilung (Histoscore 150) wie CD44 dort, war in Ausschnitt 2 stark uber alle
Schichten (Histoscore 230) und in Ausschnitt 1 gar nicht exprimiert (Histoscore
5). In Abbildung 19 erkennt man, dass fur CK7 und CD44 in Ausschnitt 2 ein
gegensatzliches Farbemuster existierte. Wahrend die linke Halfte des Urothels
fur CD44 stark positiv und fur CK7 negativ war, verhielt es sich fur die rechte

Halfte des Urothels genau umgekehrt.

60



b A A : .

‘ e B ZT""A':]‘O('}J""% ; u”} TN Ry . m@ nanae?
Abbildung 19: Originaltumor zu BCO#140 Ausschnitt 2. Paraffinschnitt 2,5 um. IHC-
Férbung fiir CD44 (Bild links) und CK7 (Bild rechts). Es ist ein gegensétzliches
Expressionsmuster fiir CD44 und CK7 zu beobachten. CD44-positive Zellen sind
negativ fiir CK7 und umgekehrt.

PP

GATAS und p63 waren nur in Ausschnitt 1 und 2 stark (Histoscore 190-290) Uber
alle Schichten nachzuweisen, wobei p63 in Ausschnitt 2 v.a. basal vertreten war.
Auffallend war die starke Expression von Ki67 uber alle Zellschichten (Histoscore
240) in Ausschnitt 3 wahrend Ki67 im Ubrigen Praparat eher diffus und schwacher
exprimiert (Histoscore 45-50) vorkam.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die Ausschnitte 1 und 2 bis auf
CKY7 generell Uber alle acht Marker hinweg sehr ahnlich waren. Ausschnitt 3
hingegen zeigte mit veranderter Zellmorphologie, vollstandigem Fehlen von funf
aus acht Markern (CK20, GATA3, FGFR3, p53, p63) und dafur starkster
Expression von Ki67 die groflten Abweichungen innerhalb des gesamten
Praparats.

3.2.2.1.3 Originaltumor zu BCO#147 (siehe Anhang - Abbildung 33)

Das Praparat des Originaltumors zu BCO#147 zeigte eine schwache
Anfarbbarkeit fur H/E (siehe Abbildung 33). Es liel3 sich keine eindeutige basal-
superfizielle  Polaritat der Zellen abgrenzen. Dies konnte damit
zusammenhangen, dass das Praparat aus einer Nephroureterektomie gewonnen
wurde und somit das Gewebe auch aus Teilen des oberen Harntrakts (Niere,
Ureter) stammen konnte. Starkste Expression zeigte CK7 (Histoscore 260) und
GATAS (Histoscore 270). p53 war nur mit sehr schwacher Intensitat (Histoscore
60) gleichmalig uber alle Zellen verteilt vertreten. Ki67 stellte sich diffus verteilt
allerdings mit kraftig gefarbten Zellkernen dar. Fur die Ubrigen Marker CK20,
FGFR3, p63, CD44 liel® sich keine Expression feststellen.
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3.2.2.1.4 Originaltumor zu BCO#154 benigne & maligne (siehe Anhang — Abbildung 34
und Abbildung 35)

Das korrespondierende Gewebe zur Organoidkultur BCO#154 stammt aus einer
Zystektomie-Operation. Nach Beurteilung der vollstandig entfernten Harnblase
durch das Fachpersonal der Pathologie im Schnellschnittlabor, konnten zwei
solide Gewebsproben zur Aufarbeitung als Organoidkultur zur Verfigung gestellt
werden. Soweit durch die Pathologie zu diesem Zeitpunkt beurteilbar, stammte
eine Probe aus dem mutmaflichen Tumoraral (BCO#154-mal.) und die andere
aus tumorfreier, gesunder Blasenwand (BCO#154-ben.). Erst im Nachhinein
stellte sich heraus, dass es sich bei BCO#154 und der zuvor angesetzten Probe
BCO#140 um denselben Patienten handelte.

In der Auswertung der Einzelfarbungen zeigte sich bei beiden Praparaten
zunachst eine schwache Anfarbbarkeit des Urothels im H/E-Schnitt und gleich
grol3e, dicht stehende Zellen. Gemeinsam wiesen sowohl das ,benigne* als auch
das ,maligne“ Praparat starke Expression fur CK7 und Ki67 (Histoscore 210-300)
sowie eine fehlende Expression von FGFR3 auf. Zusatzlich liel3 sich bei
BCO#154-ben. eine starke Expression fur CK20 und GATA3 (Histoscore 270-
300) uber das gesamte Urothel und eine mittelstarke Expression fur p63
(Histoscore 135) in der basalen und intermediaren Zellschicht nachweisen.
Unterschiede zeigte auch die Expression von CD44 mit einer ausschlie3lich
basal vorhandenen mittelstarken Expression (Histoscore 150) in der ,benignen®
und einer Uber das gesamte Urothel verteilten schwachen Expression
(Histoscore 80) in der ,malignen” Probe. Mit der fehlenden Expression von funf
aus acht Markern (CK20, GATA3, FGFR3, p53, p63) und den Expressionslevel
fur CK7, Ki67 und CD44 sowie deren Verteilung Uber das Urothel wies BCO#154-
mal. groRe Ahnlichkeit mit Ausschnitt 3 des Originaltumors zu BCO#140 auf
(Abbildung 32). Lediglich die unregelmalige Zellmorphologie aus BCO#140 —
Ausschnitt 3 lie3 sich in BCO#154-mal. nicht wiederfinden (siehe Abbildung 20).
Wie bereits erwahnt stammt das Gewebe fur die Kulturen von BCO#154 und
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BCO#140 vom selben Patienten. Dies kdnnte eine Erklarung fiir die gefundene

Ubereinstimmung in der Auspragung einzelner Marker sein.

Abbildung 20: Gegenliberstellung unterschiedlicher Zellmorphologie. Oben -
Originaltumor BCO#140 Ausschnitt 3. Unten - Originaltumor BCO#154-mal. Jeweils
H/E-Féarbung. Vergré3erung 20x. Mal3stab: 100 um.
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3.2.2.1.5 Zusammenfassung Histoscores Originaltumore zu , stabile Proliferation”

IHC-Histoscore Originaltumoren
"stabile Proliferation"

300
250
mBCO#136
g 200 BCO#140-A1
§ 150 BCO#140-A2
@ i
Z BCO#140-A3
BCO#147
50 I m BCO#154-ben.
0 1 BCO#154-mal.
NS A S R S 4
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Abbildung 21: Grafische Darstellung der Markerexpression anhand des
Histoscores fiir Gruppe "stabile Proliferation”. Da bei BCO#140 (iber das
gesamte Préparat unterschiedliche Expressionsmuster beobachtet wurden,
sind insgesamt drei Bildausschnitte (A1-3) analysiert worden.

Abbildung 21 zeigt die Ubersicht der Histoscores fiir die Originaltumoren zu den
Organoidkulturen mit ,stabiler Proliferation®. Mit jeweils > 200 Punkten im
Histoscore in drei, vier bzw. funf von sieben analysierten Bildausschnitten sind
die Marker p63, GATA3 bzw. CK7 mitunter am starksten ausgepragt. Zeigten die
untersuchten Ausschnitte eine positive Farbung fur CK7 oder GATA3, war diese
dabei immer in allen drei Zellschichten des Urothels nachweisbar. p63 konnte in
drei von vier positiven Farbungen v.a. basal und intermediar lokalisiert werden
und war nur beim zugehorigen Praparat zu BCO#140 in Ausschnitt 1 auch in
luminalen Zellen zu sehen. Uber alle Originaltumore dieser Gruppe stellt sich
FGFR3 mit der geringsten Expression (Histoscore < 100 Punkte) dar. Uber beide
Gruppen (insgesamt 9 Praparate) hinweg lie3 sich nur im Originaltumor zu
BCO#136 eine schwach sichtbare Expression fur FGFR3 (Histoscore 80)
wahrnehmen. Bei den Markern p53 und CD44 kann eine sehr grof3e Breite an
Farbungsintensitat beobachtet werden (Histoscore von 5 — 300 Punkte). Bei der
qualitativen Analyse der Expressionsverteilung von CD44 fiel auf, dass sowohl
bei schwacher als auch starker Expression der Tumorstammzellmarker Uber alle

drei Schichten hinweg nachweisbar war. Ki67 zeigt entweder eine sehr niedrige
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oder sehr hohe Expression bei entweder diffuser oder Uber alle drei Zellschichten

vorhandener Verteilung.

3.2.2.2 Auswertung H/E- und IHC-Farbungen Gruppe ,variable Proliferation*

3.2.2.2.1 Originaltumor zu BCO#180

iy _‘-6 & SR

Abbildung 22: IHC Originaltumor K12179/21-1 (BCO#180). Paraffinschnitt 2,5 um.
Gelbes Quadrat in A zeigt Ausschnitt von B — J. A — H/E (5x — MaB3stab: 500 um) + B —
H/E (20x/Mal3stab: 100 um). C - CK7. D - CK20. E - GATAS3. F - FGFR3. G - p53. H - p63.
| - Kid7. J - CD44 (je 20x/MaR3stab: 100 um). Die Ubersichtsabbildungen der H/E- und
IHC-Féarbungen sowie die zugehdren Auswertungstabellen fiir die tibrigen Originaltumore
dieser Gruppe finden sich im Anhang unter 6.2.

Die H/E-Farbung zum Originaltumor von BCO#180 (Abbildung 22) zeigte gleich
groRe Urothelzellen mit homogener Morphologie untereinander. Uber das
gesamte Urothel hinweg gleichmaRig kraftig exprimiert (Histoscore 200-300)
waren die Proteine CK7, CK20 und GATAS3, wobei CK7 die schwachste
Auspragung unter den drei (Histoscore 200) aufwies. p63 fiel ebenfalls durch
starke Expression auf (Histoscore 270), allerdings nur Uber die basale und
intermediare Zellschicht. Am wenigsten intensiv gefarbt zeigten sich p53 und
Ki67 (Histoscore 50 und 10), wobei ersteres nur basal und zweiteres diffus verteilt
war. In der IHC-Farbung fir CD44 wurde eine mittelstarke Expression
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(Histoscore 190) beobachtet, die von basaler bis zur intermediaren Zellschicht
stetig in der Intensitat abnahm. Zusatzlich war CD44 auch grof3flachig in den
Membranen der an das Urothel angrenzenden Stromazellen nachzuweisen. Fur

FGFRS3 zeigte dieses Praparat keine Farbung.

3.2.2.2.2 Originaltumor zu BCO#185 (siehe Anhang - Abbildung 36)

Mit Histoscores von 280-300 wiesen die Marker CK7, GATA3 und p63 die
starkste Expression auf, die Uber alle Urothelzellschichten vorhanden war. Keine
Anfarbbarkeit bestand fur CK20 und FGFR3. Dafur war CK20 stark in Bereichen
aulRerhalb des Urothels exprimiert, was auf Tumorzellen in tieferen Schichten
hinweist. p53 zeigte sich mit mittelstarker Expression (Histoscore 160) in der
Basal- und Intermediar-Zellschicht. Ahnlich wie bereits bei BCO#180 beobachtet,
farbte der Antikorper fur CD44 die Membranen und Zellgrenzen der basalen und
intermediaren Zellschicht mit abnehmender Intensitat in Richtung luminal an.
Ki67 zeigte sich erneut mit diffuser Verteilung und in nur einzelnen Zellen
exprimiert (Histoscore 60).

3.2.2.2.3 Originaltumor zu BCO#189 (siehe Anhang - Abbildung 37 und Abbildung 38)
Da sich bei diesem Praparat - wie bereits bei BCO#140 der Fall - einzelne Marker
unterschiedlich exprimiert zeigten, wurden zwei Bildausschnitte angefertigt und
ausgewertet. In Ausschnitt 1 stellte sich das Urothel durch sehr dicht aneinander
gedrangte Zellen in der basalen Schicht dar, die sich nach luminal mit gréf3eren
Zellkorpern und weiter auseinanderstehenden Zellkernen auflockerte (Abbildung
23).
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Abbildung 23: Originaltumor zu BCO#189 Ausschnitt 1. Paraffinschnitt 2,5 um. H/E-
Farbung. Dicht gedréngte, klein geformte Zellen in der basalen Schicht. Gegen luminal
Urothelzellen mit gréBeren Zellkérpern VergréBerung 20x. Ma3stab: 100 um

Im Ausschnitt 2 waren nur drei bis vier Zellschichten Ubereinander zu sehen, die
weniger dicht gedrangt und regelmaldig geformt das Urothel bildeten (Abbildung
38).

Uber die gesamte Schnittfliche lberwiegend homogen exprimiert waren die
Proteine GATAS3, p53 und p63. p53 und p63 waren dabei streng basal zu finden,
wobei p63 die starkere Intensitat (Histoscore 130-160) zeigte. GATAS zeigte die
starkste einheitliche Expression Uber das Praparat (Histoscore 180-230) in
nahezu allen Zellkernen innerhalb des Urothels. Lediglich die luminal gelegenen
Zellkerne in Ausschnitt 2 waren weniger intensiv eingefarbt (Abbildung 24).

CD44 zeigte in beiden Ausschnitten eine ausgepragte Farbung der basalen bis
intermediaren Zellschicht, wahrend in Ausschnitt 2 zusatzlich die aul3erhalb des
Urothel liegenden Stromazellen gleichmalig intensiv gefarbt waren.

GrolRere Unterschiede innerhalb des Praparats fanden sich in der Expression der
Zytokeratine und Ki67. In Ausschnitt 1 waren weder CK7 noch CK20
nachzuweisen, wahrend in Ausschnitt 2 CK7 von allen Markern am starksten
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ausgepragt war (Histoscore 300). Als Besonderheit unter allen Praparaten liel3

sich CK20 sehr schwach nur luminal in Ausschnitt 2 nachweisen (Abbildung 25).

Abbildung 24: Originaltumor zu BCO#189 Ausschnitt 2. Paraffinschnitt 2,5 um. IHC-
Férbung fiir GATAS3 in nahezu allen Kernen vorhanden. Lediglich luminal gelegene
Kerne scheinen schwécher geférbt zu sein. Vergré3erung 20x. Mal3stab: 100 um

68



\ L »
. k4 ’
; y ath )
- 4 ’ H
< P Y R
(3 . ~ > -
L - ‘i . -
[ .
. . '
] e . .
P .
» . f f e e
. - te a
- ] v .
- “
. Y, .
- & 2 \
A : -
A :
p -
‘ -
r e <
' ¥ e =
A
. . . -
. -
- ‘
- - - - o
& (] - . g L LY
., 3o 4 ]
» D -
- -9
L
.
~ .
- . %
i s
. o “om
. / P .
. " ’ :
. . 3
%
»
* - & B ™
< . ’ ’
-
N
-3 A - h - . gt
. d ¢
T 2 . '
L] 200 40 60 80 100 pm A .

Abbildung 25: Originaltumor zu BCO#189 Ausschnitt 2. Paraffinschnitt 2,5 ym. IHC-
Féarbung fiir CK7 (Bild oben) und CK20 (Bild unten). Neben einer stark ausgeprégten
Expression von CK7 (iber das gesamte Urothel) findet sich eine eher in den luminalen
Zellschichten zu Iokalisierende schwache CK20-Expression. Vergré3erung 20X.
MaRstab: 100 um
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In Ausschnitt 2 bestand fur Ki67 die aus den vorherigen zwei Praparaten
bekannte schwache, diffus verteile Expression (Histoscore 30). Im Gegensatz
dazu zeigte Ausschnitt 1 gemessen am Histoscore mit 100 Punkwerten die
starkste Auspragung innerhalb der Gruppe der ,variablen Proliferation®. Diese
war als zusatzliches Alleinstellungsmerkmalen unter allen analysierten

Bildausschnitten nur streng basal vorhanden (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Originaltumor zu BCO#189. Paraffinschnitt 2,5 um. IHC-
Férbung fiir Ki67 fiir Ausschnitt 1 (oben) und Ausschnitt 2 (unten). Auffallend
ist die durchgehende, ausschliel3lich basal vorhandene Expression von Ki67
in Ausschnitt 1, wéhrend in Ausschnitt 2 nur einzelne Urothel- und
Stromazellen angeférbt sind. VergréRerung 20x. Mal3stab: 100 um
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Fur FGFR3 konnten auch bei diesem Praparat keine Zellen innerhalb des

Urothels angefarbt werden.

3.2.2.2.4 Originaltumor zu BCO#208 (Anhang - Abbildung 39)

Morphologisch stellten sich die Zellen des Urothels im H/E-Schnitt regelrecht
geformt und gleichmalig anfarbbar dar. Neben der innerhalb der Gruppe
,variable Proliferation® typisch stark ausgepragten GATA3-Expression
(Histoscore 300) und der fehlenden Expression fur FGFR3, waren beim
Originaltumor zu BCO#208 zugleich beide Zytokeratine kaum bis gar nicht
nachzuweisen. In Abbildung 27 erkennt man, dass sich dieses Praparat
zusatzlich durch die am meisten ausgepragte p53-Expression Uber alle
Zellschichten hinweg auszeichnete (Histoscore 300). p63 fand sich ahnlich
intensiv (Histoscore 260) weiterhin nur basal. Wie bei der Mehrzahl dieser
Gruppe waren Ki67 diffus, vereinzelt und CD44 intensiv, von basal nach luminal

abnehmend ausgepragt.
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Abbildung 27: Originaltumor zu BCO#208. Paraffinschnitt 2,5 um. Die IHC-Fé&rbung ftir
p53 zeigt die am meisten ausgepragte Expression innerhalb der Gruppe ,variable
Proliferation (iber alle Zellschichten hinweg. Vergré3erung 20x. Mal3stab: 100 um
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3.2.2.2.5 Zusammenfassung Histoscores Originaltumore zu ,variable Proliferation”

Fur die Gruppe der Originaltumoren mit ,variabler Expression“ in der
korrespondierenden Organoidkultur stellt Abbildung 28 die Histoscores fur die
einzelnen IHC-Farbungen gegenuber. In allen funf analysierten Bildausschnitten
der vier Originaltumore stellen sich die Marker GATA3, p63 und CD44 mit der am
starksten ausgepragten Expression (Histoscore 130-300) dar. Fur p63 ist diese
nur beim Originaltumor zu BCO#185 Uber alle Schichten zu sehen und sonst
uberwiegend basal lokalisiert. Fur CD44 sind die Urothelzellen durchgangig am
starksten basal angefarbt, wobei die Intensitat nach luminal immer abnimmt. Eine
Expression von FGFR3 lasst sich in keinem der Gewebeschnitte nachweisen.
Bei der Expression von Zytokeratinen zeichnet sich eine Konsistenz innerhalb
der analysierten Proben ab. So geht beim Originaltumor zu BCO#208 eine
geringe Expression von CK7 (Histoscore 15) ebenfalls mit einer geringen
Expression von CK20 (Histoscore 20) einher und der Originaltumor von
BCO#180 zeigt in beiden Markern eine hohe Expression (200-250 Punkte).
Passend dazu zeigt das Gewebe zu BCO#189 in Ausschnitt 1 weder im einen
noch im anderen Zytokeratin eine Farbung. Nur allein bei BCO#185 findet sich
eine sehr starke Anfarbbarkeit fur CK7 (Histoscore 300) neben einer fehlenden
Expression von CK20. Ahnlich wie in der Gruppe mit ,stabiler Proliferation®
lassen sich innerhalb dieser Gruppe fur das Tumorprotein p53 geringe bis hohe
Expressionen finden, wobei diese v.a. basal lokalisiert ist. Nur BCO#208 zeigt fur
p53 die starkste Auspragung (Histoscore 300) Uber alle Zellschichten. Fur den
Proliferationsmarker Ki67 berechnen sich die Histoscores bis max. 100 Punkte

und zeigen somit eine eher geringe Expression. Diese war Uberwiegend diffus im
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Urothel verteilt und nur beim Originaltumor zu BCO#189 in Ausschnitt 1 streng

basal vorhanden.

IHC-Histoscore Originaltumoren
"variable Proliferation”

300
250

g 200 m BCO#180

§ 150 BCO#185

k) ;
20 m BCO#189-A1
BCO#189-A2

50 I I 1 BCO#208

0 | i LI a

Abbildung 28: Grafische Darstellung der Markerexpression anhand des Histoscores fiir
Gruppe 'variable Proliferation”. Wegen variabler Expression einzelner Marker im
Préparat zu BCO#189, wurden analog zu BCO#140 zwei Bildausschnitte (A1-2)
analysiert.

3.2.2.3 Vergleich der Marker-Expression beider Gruppen

Tabelle 18: Gegendtiberstellung der durchschnittlichen Histoscore-Punkte beider
Gruppen. Die Punktzahlen aller analysierten Bildausschnitte wurden addiert und
durch die Anzahl der Bildausschnitte geteilt (,stabile Proliferation” sieben
Bildausschnitte; ,variable Proliferation®fiinf Bildausschnitte).

Histoscore Durchschnitt Histoscore Durchschnitt
"stabile Proliferation" "variable Proliferation”

208 163

68 66
177 262

15 0

42 118
134 218
133 58
126 214
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Die groRte Gemeinsamkeit zwischen den beiden Gruppen zeigt die Expression
von GATA3. Diese ist mit > 180 Histoscore Punkten in 8/9 untersuchten
Praparaten immer stark ausgepragt und fehlt lediglich in BCO#154-mal. einmal

vollstandig.

Auch fur Ki67 lassen sich in beiden Gruppen fur jedes Praparat eine Farbung
nachweisen, wobei diese in der Gruppe der ,stabilen Proliferation® in 3/5 Fallen
intensiver ausgepragt ist (Histoscore 240-260) und in allen anderen Fallen nur
maximal 100 Punkte im Histoscore erreicht. Das Gewebe dieser drei intensiv
gefarbten Praparate — BCO#140, BCO#154-mal. und -ben. — stammt allerdings
auch vom selben Patienten aus zwei Operationen im Abstand von zwei Monaten
(TUR-B und Zystektomie) und kénnte die ahnlich hohe Expression erklaren. Uber
beide Gruppen hinweg ist die Verteilung tUber die Urothelschichten fur Ki67 eher
diffus und kann nur im Ausschnitt 1 von BCO#189 deutlich basal lokalisiert
werden (Abbildung 26 — oberes Bild).

Keine der Praparate mit ,variabler Proliferation ist positiv fur FGFR3. In der
Vergleichsgruppe sind in 2/5 Fallen zumindest schwache Nachweise zu sehen —

beide Proben von zwei verschiedenen Patient*innen.

Wahrend die Zytokeratine CK7 und CK20 bei der Gruppe ,variable Proliferation®
in allen funf untersuchten Bildausschnitten entweder nur gemeinsam oder gar
nicht vorkommen, exprimieren die Originaltumore der ,stabilen Proliferation“ eher
CK7 (5/5) als CK20 (2/5). Damit scheint die Abhangigkeit der Expression der
beiden Zytoskelett-Proteine dort aufgehoben zu sein.

Die Auspragung von p53 und p63 zeigt sich bei ,variabler Proliferation® in jeweils
4/4 Tumoren, wohingegen bei ,stabiler Proliferation® nur je 3/5 untersuchten
Praparaten fur diese Marker positiv sind. Beide Proteine sind Uberwiegend basal
lokalisiert. p63 ist nur in jeweils einem Praparat pro Gruppe (BCO#140 Ausschnitt
1, BCO#185) auch in luminalen Zellen zu finden. Fir p53 sind luminale
Urothelzellen nur einmal in der Gruppe der ,variablen Proliferation” bei BCO#208
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positiv. Dort ist zugleich die hochste Expression fur p53 (Histoscore 300) von

allen neun Praparaten der beiden Gruppen zu sehen.

Zuletzt findet sich zwischen den beiden Gruppen ein Unterschied in der
Expression von CD44. In allen untersuchten Bildausschnitten konnte CD44 zwar
nachgewiesen werden, jedoch ist diese bei ,stabiler Proliferation® mit deutlich
groBerer Streuung der Intensitat verbunden (Histoscore 5-300) als bei ,variabler
Proliferation“ (Histoscore 190-250). Zusatzlich zeigt sich in den Bildausschnitten
der Praparate mit ,stabiler Proliferation” fur CD44 eine homogene Verteilung Uber
das gesamte Urothel, wahrend in der Vergleichsgruppe immer eine intensive
basale Expression beobachtet wird, die nach luminal stetig abnimmt. In der
Zusammenschau zeigen die durchschnittlichen Histoscores (siehe Tabelle 18),
dass CD44 bei ,stabiler Proliferation deutlich geringer ausgepragt ist als bei

,variabler Proliferation” (Histoscore 126 bzw. 214).

3.3 Klinische Daten

Tabelle 19: Ergebnisse der pathologischen Untersuchung der korrespondierenden
Originaltumoren - Gruppe ,stabile Proliferation”. Das Gewebe von BCO#140 und
BCO#154 stammt aus zwei Operationen desselben Patienten im Abstand von zwei
Monaten. NUE = Nephroureterektomie. Alter zum Zeitpunkt der Probenentnahme.

Kulturname | OP-Art | Passagen Pathologischer Befund Alter’

BCO#136 TUR-B 13 Muskelinvasives 57
Urothelzellkarzinom
pT2a

G2, CIS

BCO#140 TUR-B |[>12 Kleinzelliges Karzinom der | 62
Harnblase

pT1

G3/high grade, CIS
BCO#147 NUE 10 Mikropapillares 59
Urothelzellkarzinom des
Nierenbeckenkelchsystems

pT4
G2
BCO#154 Cx 8 (mal.) Kleinzelliges Karzinom und | 62
7 (ben.) Urothelzellkarzinom
’ pT3b

high grade, CIS
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Tabelle 20: Ergebnisse der pathologischen Untersuchung der korrespondierenden
"Alter zum Zeitounkt der

Originaltumoren

- Gruppe

Probenentnahme.

,variable Proliferation”.

Kulturname

OP-Art

Passagen

Pathologischer Befund

Alter?

BCO#180

TUR-B

2

Nicht invasives, papillares
Urothelzellkarzinom

pTa

G2/low grade

79

BCO#185

TUR-B

Nicht invasives, papillares
Urothelzellkarzinom;
Papillar Exophytisches,
fokal stroma-invasives
Urothelzellkarzinom
pTa-pT1

G2-3/high grade

70

BCO#189

TUR-B

Papillares
Urothelzellkarzinom (Nicht-
invasive und invasive
Anteile)

pTa

G2/low grade

pT1

G3/high grade

77

BCO#208

TUR-B

Muskelinvasives
Urothelzellkarzinom
pT2a

G3/high grade

66
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4 Diskussion

Ursprungliches Ziel dieser Dissertation war es, die dreidimensionale Zellkultur
(Organoidkultur) fur malignes Harnblasengewebe zu etablieren und Sie als
neuartiges Tumormodell zu validieren. Da die Mehrzahl der aufgearbeiteten
Tumorproben nur geringes oder gar kein Wachstum in Zellkultur zeigten und nur
funf Proben insgesamt Uber die 5. Passage hinaus kultiviert werden konnten,
wurde ein neue Fragestellung definiert. Neues Ziel war es eine Auswahl an
Kulturen mit geringem Wachstum (,variable Proliferation®) gegen diejenigen mit
starkem Wachstum (,stabile Proliferation®) zu vergleichen. Dazu wurden
Wachstumsverhalten und immunhistochemische Farbungen des zugehdrigen
Originaltumors untersucht. Die gewonnen Erkenntnisse sollen im folgenden

Abschnitt herausgearbeitet und diskutiert werden.

41 Einfluss der Probeneigenschaften auf das Wachstumsverhalten in
Zellkultur
Nachdem man erkannt hatte, dass die meisten Tumorproben nicht erfolgreich
kultiviert werden konnten, untersuchte man systematisch die moglichen
Fehlerquellen. Das passende Zellkulturmedium sowie das Protokoll zur
effizienten Gewebeaufarbeitung waren bereits in internen Vorversuchen durch
Kolleg*innen in Anlehnung an die zwei Schlusselpublikationen von Lee et al. und
Mullenders et al. optimiert worden (Lee, Hu et al. 2018, Mullenders, de Jongh et
al. 2019). Demnach suchte man im Entnahmeverfahren nach
Optimierungspotential. Im Kern ging es darum, das Risiko zu minimieren, dass
Tumorzellen im Zeitraum von Entnahme im OP bis zur Aufarbeitung im Labor
zugrunde gehen. Bei der herkdmmlichen TUR-B wird Hochfrequenzstrom zur
Entfernung des Tumorgewebes eingesetzt. Dieser kann sich potenziell schadlich
auf die Vitalitat aller umliegenden Zellen auswirken. Um diesen Storfaktor
moglichst auszuschlie3en, versuchte der Operateur — ohne dabei den Verlauf der
Operation zu gefahrden — noch vor der eigentlichen Arbeit mit der
Elektroschlinge, eine Tumorprobe mittels einer Biopsiezange zu gewinnen (sog.
"cold biopsy“). Dadurch konnten potenziell mehr vitale Tumorzellen fuar die
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Aufarbeitung als Zellkultur zur Verfugung stehen. Entsprechende Daten zum
Einfluss dieses Vorgehens auf das Wachstumsverhalten in Kultur konnten
aufgrund der geringen Fallzahl nicht erhoben werden.

Da beim Entnahmeverfahren mittels Zystektomie vor allem mit dem Skalpell
gearbeitet wird und kaum Strom zur Anwendung kommt, liegt die Vermutung
nahe, dass die Zellvitalitat bei diesem Verfahren besser erhalten bleibt. In der
Analyse der aufgearbeiteten Gewebeproben und deren Herkunft (siehe Tabelle
13) lasst sich diese Vermutung hinsichtlich der erfolgreichen Passagenanzahl
nicht bestatigen. Von sechs Ansatzen, die alle ohne Stromanwendung
entnommen wurden (funf Zystektomie und eine Nephroureterektomie), zeigten
nur zwei (33 %) sichtbares Wachstum in Kultur (BCO#154-mal., BCO#147). Die
ubrigen (67 %) konnten hochsten einmal passagiert werden. Gegensatzliches
zeigt die Arbeit von Mullenders et. al, die eine Biobank fur Organoide aus
Harnblasengewebe (maligne und benigne) erstellt haben. Eine Ubersichtstabelle
aus deren Publikation (Mullenders, de Jongh et al. 2019 , S. 4570) zeigt, dass
aus 61 Zystektomie-Ansatzen nur 12 Kulturen (20 %) vor der 5. Passage das
Wachstum einstellten. Wahrend innerhalb dieser Gruppe also 49 der Proben (80
%) Uber die 5. Passage hinaus wuchsen waren es unter den TUR-B-Ansatzen
dort nur funf aus neun Kulturen (56 %), bei denen ein solch stetiges Wachstum
zu beobachten war. Eine Limitation dieser Analyse liegt in der geringen Anzahl
(n =9) der TUR-B-Ansatze.

Eine mogliche Erklarung fur die These, dass Zystektomie-Gewebeproben
geringeres Wachstum als die TUR-B-Ansatze zeigen, liefert die Art der
Vorbehandlung der entsprechenden Patien*innen. Wahrend diejenigen
Patient*innen, die eine TUR-B erhalten oft frisch diagnostiziert sind und allein
durch die Operation behandelt werden, haben Zystektomie-Patient*innen oft
schon eine langere Krankheitsgeschichte in Bezug auf Harnblasenkrebs hinter
sich und sind ggf. mit neoadjuvanten Chemotherapeutika behandelt worden.
Diese Medikamente wirken sich — im besten Interesse des Therapieerfolges —
negativ auf die Vitalitat der Tumorzellen aus und konnten ebenso negativ zu
einem erfolgreichen Wachstum in Zellkultur beitragen.
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Tabelle 21 Auflistung aller persénlich betreuten Kulturen (inkl. BCO#136 von Nizar
Lipke) sortiert nach Anzahl der Passagen. Gewicht von BCO#134 war nicht messbar.
Bei Proben, die aus gefrorener Einzelzellsuspension aufgetaut wurden (grau hinterlegt),
bezieht sich die Gewichtsangabe auf das Gewicht des Ursprunggewebes der
Primérkultur.

Kulturnummer | Ausgangsmaterial | Gewicht | Passagen
(in mg)
BCO#126 TUR-B 200 0
BCO#132 TUR-B 310 0
BCO#134 TUR-B - 0
BCO#143 TUR-B 290 0
BCO#185.1 Stickstofftank (TUR-B) 900 0
BCO#199 TUR-B 330 0
BCO#202-mal. Cx 610 0
BCO#203-ben. Cx 170 0
BCO#128 TUR-B 490 1
BCO#130 TUR-B 160 1
BCO#135 Cx 250 1
BCO#179.1 TUR-B 130 1
BCO#204 Cx 450 1
BCO#137 TUR-B 120 2
BCO#179.2 TUR-B 290 2
BCO#180 TUR-B 1840 2
BCO#185 TUR-B 900 2
BCO#189 TUR-B 60 2
BCO#208 TUR-B 670 3
BCO#154-mal. Stickstofftank (Cx) 270 8
BCO#147 Stickstofftank (NUE) 250 10
BCO#140 Stickstofftank (TUR-B) 210 >12
BCO#136 TUR-B 140 13

Im Laufe der Experimente stellte sich bzgl. der Probenbeschaffenheit die Frage,
ob das Gewicht des Ursprunggewebes einen Einfluss auf das
Wachstumsverhalten haben konnte (siehe Tabelle 21). In diesem Punkt lassen
die Daten weder eine Tendenz in die eine noch in die andere Richtung erkennen.
Wahrend BCO#140 als Kultur mit den meisten Passagen nur 210 mg wog, hat
auch BCO#180 als schwerste Probe mit 1840 mg nur zwei Passagen erreicht.
Es konnte also kein Anhalt fur einen Zusammenhang zwischen Probengewicht
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und Wachstumsverhalten gefunden werden. Das deutet darauf hin, dass weniger
die Quantitat, sondern vielmehr die Qualitat der Probe entscheidend zur
erfolgreichen Organoidkultur beitragen.

4.2 BME als 3D-Matrix fur Tumormodelle des Urothelzellkarzinoms

Ein ideales Tumormodell stellt die in-vivo-Bedingungen moglichst nahe der in-
vitro-Situation nach. Da mittlerweile bekannt ist, dass das Verhalten von
Tumorzellen von weitaus mehr beeinflusst wird als nur durch die isolierte
Interaktion der Zellen untereinander, ist es mit den heutigen Mitteln nahezu

unmaoglich das ideale Tumormodell zu entwickeln.

Als Weiterentwicklung der 2D-Zellkultur sorgt die in dieser Arbeit verwendete
Matrix — Basement Membran Extract (BME) — fur die Moglichkeit der
dreidimensionalen Anordnung der Tumorzellen. Dass diese Eigenschaft dem
Tumormodell die in-vivo Situation besser nachbildet, wurde bereits in der
Einleitung beschrieben (siehe 1.2.2 3D-Zellkultur). Da die biochemische
Zusammensetzung des BME sich v.a. fur die Kultivierung von Zellen epithelialen
Ursprungs eignet, ist es unter der Vielzahl an etablierten 3D-Matrizes sicherlich
auch die passende Wahl fur ein Tumormodell des Urothels (Lee, Mun et al.
2021). Dennoch konnen auch Tumorzellen in BME-Matrix aufgrund
verschiedener Limitationen nicht als ideales Tumormodell dienen. Tumorzellen
in-vivo werden durch umgebende BlutgefaRe mit Nahrstoffen versorgt und
konnen durch verschiedene Mediatormolekile (z.B. V-EGF) sogar deren
Neubildung anregen, um damit die Nahrstoffzufuhr zu erhdhen. Die
Nahrstoffversorgung von Tumororganoiden in BME-Matrix hingegen geschieht
allein durch Diffusion vom umgebenden Kulturmedium hinein in das BME zu den
dort liegenden Zellen. Damit liegt nur ein einfacher Konzentrationsgradient von
Nahrstoffen vor und die komplexe Nahrstoffverteilung der in-vivo-Situation wird

nicht berucksichtigt.

Im Weiteren zeigten die Zellkulturversuche dieser Dissertation auch noch eine
andere Limitation des BME. Wahrend zu Beginn die Zelldomes teilweise Uber
mehrere Wochen hinweg stabil blieben, wurde in spateren Versuchen immer

haufiger beobachtet, wie sich Teile des auspolymerisierten BME oder sogar
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ganze Domes vom Grund der Zellkulturplatte I6sten (siehe 3.1.3 Limitationen der
3D-Zellkultur). Dadurch war die Beurteilung des Wachstums erschwert und
ebenso wurde die Einbettung der Zellen in die Matrix unkontrolliert gestort.
Nachdem die Suche nach Fehlerquellen innerhalb der Verarbeitung des BME im
Labor keine Erklarung lieferte, gehen wir heute davon aus, dass diese
Beobachtung durch zwei verschiedene Aspekte begrindet werden kann. Der
erste bezieht sich auf die Stoffwechselaktivitat der Tumorzellen. Die Expression
von bestimmten Proteinen (z.B. Proteasen) konnte eine Zersetzung der BME-
Strukturmolekuile bewirken. Als zweites sollte die unterschiedliche Qualitat der
einzelnen BME-Chargen berucksichtigt werden. Diese wird auch in der Literatur
immer wieder erwahnt und liegt bei Betrachtung der Herstellung von BME auf der
Hand (Lee, Mun et al. 2021). Wie unter 1.2.2 beschrieben wird BME aus EHS-
Tumorzellen gewonnen und unterliegt durch den biologischen Ursprung immer
einer gewissen Variabilitat in der Zusammensetzung. Zusammengefasst liefern

diese zwei Aspekte eine plausible Erklarung fur die Ablosung der Domes.

4.3 Wachstumsverlaufe

Vor Beurteilung der Wachstumsverlaufe sind zweierlei Limitationen in Bezug auf
die Datenerfassung zu erwahnen (siehe 2.4.7 Mikroskopie und Vermessung von
Organoiden). Die GroRenvermessung der Organoide in der Zellkulturschale
geschah an einem 2D-Auflichtmikroskop. Das Wachstum der dreidimensionalen
Zellgebilde konnte also mit dieser Messmethode nicht vollstandig erfasst werden.
Wenn man aber davon ausgeht, dass die allermeisten Organoide kugelférmig
wachsen — also der Durchmesser in alle drei Raumebenen gleichmafig zunimmt
— bildet die Vermessung des einfachen Durchmessers im 2D-Auflichtmikroskop
das GroRenwachstum zumindest gut ab. Des Weiteren wurden die einzelnen
Kulturen in den jeweiligen Passagen aus organisatorischen Grunden (u.a. auch
weil die Kulturen unterschiedlich schnell wuchsen) zu unterschiedlichen
Zeitpunkten angesetzt. Zwar waren alle Kulturen unter den gleichen
Bedingungen gehalten und nach denselben standardisierten Protokollen
verarbeitet worden, dennoch koénnten die unterschiedlichen Zeitraume den

direkten Vergleich der Kulturen in den jeweiligen Passagen beeinflusst haben.
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Bei Betrachtung der Wachstumsverlaufe (Abbildung 8 bis Abbildung 14) lasst
dich deutlich der unterschiedliche Trend der beiden Gruppen erkennen. Wahrend
bei ,stabiler Proliferation” bei allen drei untersuchten Kulturen bis in die zweite
Passage (fur BCO#140 bis in die dritte Passage) ein positiver Wachstumstrend
erhalten bleibt, stagniert das Wachstum bei ,variabler Proliferation” bereits nach
der ersten Passage (Abbildung 11). In der nullten Passage kann v.a. fur
BCO#180 und BCO#208 eine GréRenzunahme um bis zu 50 um verzeichnet
werden. Die GréRenzunahme wird Uber die erste und zweite Passage allerdings
immer geringer und betragt nie mehr als 25 ym uber 30 Tage. Nur in der
Vergleichsgruppe finden sich Organoide mit Gber 100 ym Zuwachs in 10-15
Tagen. BCO#140 zeigte Uber drei Passagen hinweg das starkste Wachstum. Fir
BCO#147 und BCO#154-mal. zeigt die erste Passage (Abbildung 10) einen
kleinen Einbruch im Wachstumsverhalten, das sich aber in der zweiten Passage

wieder erholt (Abbildung 13). Das gréfte Organoid mit ca. 200 ym Durchmesser
an Tag 25 (Abbildung 29). Diese

B
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Abbildung 29: BCO#147 0. Passage an Tag 25. Links: Ubersichtsaufnahme (10x);

Rechts: 10x VergréBerung des in der Ubersicht mit rotem Quadrat markierten
Bildausschnittes. Grél3tes vermessenes Organoid mit 200 um Durchmesser.
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beiden Beobachtungen zeigen, dass die Gruppe ,stabile Proliferation® —
aufgetaut aus Ruckstellproben — das Verhalten der Primarkultur reproduzieren

kdénnen (vgl. Doktorarbeit Nizar Lipke).

In der Literatur existieren vergleichbare Experimente zum Wachstumsverhalten
von Organoiden aus malignem Harnblasengewebe nur in Form von Drug-
Assays. Diese Experimente werden an etablierten Organoidzellreihen (> 5.

Passage) durchgefihrt (Lee, Hu et al. 2018). Eine Einordnung der eigenen
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Beobachtungen des  Wachstumsverhaltens ist aufgrund fehlender

Vergleichsarbeiten nicht moglich.

4.4 Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der Markerexpression
bezogen auf das Wachstumsverhalten

Die ausformulierte Gegenulberstellung der Markerexpression von beiden

Gruppen findet sich unter Punkt 3.2.2.3.

4.4.1 Hohe GATA3-Expression als Charakteristikum der urothelialen
Tumorzellen
Die grofdte Gemeinsamkeit zeigten die analysierten Praparate in einer hohen
GATA3-Expression in 8/9 Originaltumoren. Nur im Praparat zu BCO#154-mal.
fanden sich keine GATA-positiven Zellkerne. Damit reihen sich diese Ergebnisse
in die Zahlen aus vergleichbaren Arbeiten ein. In einer IHC-Analyse von 107
Primartumoren der Harnblase zeigten 94 (87,9 %) eine positive Farbung fur
GATA3 (Wang, Yang et al. 2020). Auch eine altere Arbeit befand in der IHC-
Farbung von 308 urothelialen Primartumoren insgesamt 67 % als positiv,
wahrend die Farbungen fur 20 weitere Tumorarten (z.B. Prostata, Lunge, Ovar)
Uberwiegend negativ ausfielen. Damit erklarten die Autoren GATA3 als
hochspezifisch fur Urothelzellkarzinome (Higgins, Kaygusuz et al. 2007). In
unserem Fall bestatigt die hohe Intensitat also, dass es sich bei den untersuchten
Originaltumoren um Primartumoren des Urothels handelt. Es Iasst sich zudem
kein Hinweis auf Unterschiede in der GATA3-Expression zwischen den zwei

Gruppen finden.

4.4.2 Diffuse Ki-67 Verteilung als Zeichen von Stroma-unabhangiger
Proliferation
Der Antikorper fur Ki-67 farbte 6/9 Originaltumoren mit einer Intensitat von max.
100 Punkten im Histoscore. Die Ubrigen 3 Praparate (BCO#140, BCO#154-mal.
und -ben.), die alle vom gleichen Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten
stammten, zeigten eine intensivere Farbung (Histoscore 240-260). Starke
Expression des Zellproliferationsmarkers findet sich also nur auf Seiten der
Gruppe mit ,stabiler Proliferation®. Die durchgangige Anfarbbarkeit der

untersuchten Tumore fur Ki-67 deckt sich mit den Zahlen in der Literatur, da sich
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Ki-67 nur in malignem Harnblasengewebe nachweisen lasst (Compérat,
Camparo et al. 2006). Daruber hinaus hat eine Arbeit von Sjodahl et. al
hinsichtlich der Intensitat und Verteilung der Ki-67-Expression einen signifikanten
Unterschied zwischen Gruppen gefunden, die zuvor mittels Mikroarray in
molekulare Subklassen unterteilt wurden. Wahrend die Tumoren der Gruppe
UroA (tendenziell < T2 und < G2) nur wenige Ki-67-positive Zellen ausschlieB3lich
in der basalen Schicht zeigten, waren Tumore der Gruppe UroB (tendenziell = T2
& = G2, schlechte Prognose) mit mehr positiven Zellen assoziiert, die zudem
diffus im Urothel verteilt waren. In Ki-67-positiven Zellen, die sich auch in
oberflachlichen Schichten finden, vermuten die Autoren, dass die Zellproliferation
in Tumoren mit schlechter Prognose (UroB) unabhangig von Signalen des
Tumorstromas  stattfindet  (Sjodahl, Lovgren et al. 2013). Die
Expressionsverteilung in den Praparaten dieser Arbeit war Uberwiegend diffus
und konnte nur einmal in einem Originaltumor der Gruppe mit ,variabler
Proliferation (BCO#189 — Ausschnitt 1, siehe Abbildung 26) streng basal
verordnet werden. In der Gruppe der ,stabilen Proliferation” war die Verteilung
von Ki-67 durchgangig diffus bzw. Uber mindestens Basal- und
Intermediarzellschicht ausgepragt. Dieser Befund konnte dafursprechen, dass
die Originaltumore mit ,stabiler Proliferation” zu den eher aggressiven Tumoren
mit schlechter Prognose gehoren. Deren Tumorzellen kdnnten moglicherweise
auch hohere Proliferationsaktivitat in Zellkultur zeigen, die unabhangig von
Signalen der angrenzenden Stromazellen stattfinden kann. Tumore, bei denen
Ki-67 ausschliel3lich basal exprimiert wird, sind nach der These von Sjodahl et.
al in der Proliferationsaktivitat auf die Stromazellen angewiesen. Da die
Stromazellen und damit wachstumsfordernde Signale in einer Monozellkultur
fehlen, konnte eine basale Ki-67 Expression im Originaltumor potenziell
ungunstige Bedingungen fur das Wachstum von Tumorzellen in einer
Organoidkultur vorhersagen. Um diese These zu bestatigen, mussten noch
weitere  Tumore mit basaler Ki-67-Expression  hinsichtlich  des
Wachstumsverhaltens oder auch als Ko-Kultur mit Stromazellen untersucht

werden.
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4.4.3 Keine wesentlichen Unterschiede in der FGFR-3-Expression

Unter allen Markern ist FGFR-3 in beiden Gruppen mit Abstand am geringsten
ausgepragt (Durchschnittlicher Histoscore 15 bzw. 0, siehe Tabelle 18). Nur zwei
Originaltumore (BCO#136, BCO#140) mit ,stabiler Proliferation in Zellkultur
zeigen eine schwache Farbung. Tomlinson et al. haben den Zusammenhang
zwischen FGFR3-Expression und pathologischem Befund in 158 Fallen
untersucht. Nach diesen Daten exprimiert gesundes Urothel FGFR-3 nur
schwach in manchen oder allen Zellen, wahrend der komplette Verlust von
FGFR-3 mit einem hoheren Tumorstadium korreliert. Gegenlaufig setzen die
Autoren eine Uberexpression dieses Markers eher mit niedrigerem
Tumorstadium in Verbindung (Tomlinson, Baldo et al. 2007). Orientiert man sich
an den Farbemustern dieser Publikation, gleicht die Farbung von BCO#136 der
Farbung fur ,normales Urothel” (Farbemuster 1) und die von BCO#140 tendiert
eher in Richtung ,vollstandiger Verlust® (Farbemuster 0). Da aber sonst keine
wesentlichen Unterschiede in den Farbungen fur diesen Marker ausgemacht
werden konnten, lasst sich aus den Daten keine Aussage in Bezug auf das
Wachstumsverhalten treffen.

4.4.4 Verdnderte Zytokeratin-Expression als Zeichen fiir hdheres
Tumorstadium und Tumorgrading

In Bezug auf die Zytokeratine fiel auf, dass die Originaltumore mit ,variabler
Proliferation Uberwiegend beide Subtypen CK7 und CK20 gemeinsam
exprimierten, wahrend die Tumoren der Vergleichsgruppe fast ausschlieRlich
CK7-positiv waren und auf der anderen Seite in 3/5 Fallen gar keine Farbung fur
CK20 zeigten. Die Vermutung liegt also nahe, dass eine fehlende CK20-
Expression ein prognostisch gunstiger Faktor fur ein gutes Wachstum in der
Zellkultur sein konnte.

In normalem Urothel findet sich CK7 ubiquitar verteilt und CK20 in der
oberflachlichen Zellschicht (Southgate, Harnden et al. 1999). Daten aus Agypten
bestatigen eine Korrelation einer veranderten Expression von Zytokeratinen in
Urothelzellkarzinomen mit Tumorstadium und Tumorgrading. Hammam et. al

schlossen aus der IHC-Untersuchung von 150 Primartumoren, dass mit
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zunehmendem Stadium und Grading die CK20-Expression eher ab- und die
CK7-Expression eher zunimmt (Hammam, Wishahiz et al. 2014). Auch nach der
molekularen Klassifizierung nach Sjodahl et. al geht in der Gruppe der UroB-
Tumore (tendenziell 2 T2 & = G2, schlechte Prognose) eine veranderte bzw.
fehlende CK20-Expression mit hoherem Stadium und Grading einher (Sjodanhl,
Lovgren et al. 2013). Das Fehlen von CK20 in den 3/5 Originaltumoren mit
,Stabiler Proliferation” und die durchschnittlich héhere Expression von CK7
(Histoscore 208 vs. 163, siehe Tabelle 18) konnte fur diese Tumoren auf der
Ebene der Proteinexpression ein Hinweis fur hoheres Stadium und Grading sein,
auch wenn kein hohes Stadium und Grading direkt durch den pathologischen
Befund auf histologischer Ebene bestatigt werden konnte, weil beispielsweise die
invasiven Anteile durch das Raster der Routineuntersuchung gefallen sind.
Hoheres Stadium sowie hoheres Grading spricht allgemein fur aggressiveres

Tumorwachstum, das sich auch in Zellkultur widerspiegeln konnte.

Die pathologischen Befunde der Originaltumore folgen den Erkenntnissen aus
den Studien von Hammam und von Sjodahl. In der Gruppe der ,stabilen
Proliferation” zeigen die Originaltumore mit vollstandigem CK20-Verlust
(BCO#140, BCO#147 bzw. BCO#154-mal.) in pathologischen Befundung
entweder hohes Tumorstadium (pT1, pT4 bzw. pT3b) oder hohes Tumorgrading
(G3/high grade, G2 bzw. high grade) oder eben auch beides gemeinsam (siehe
3.3 Klinische Daten). In der Vergleichsgruppe mit ,variabler Proliferation® hebt
sich BCO#180 mit einer hohen CK20-Expression (Histoscore 250) deutlich von
den ubrigen ab (Histoscore 0-40). Wahrend fur den Originaltumor zu BCO#180
passend dazu im pathologischen Bericht nur Stadium pTa und Grading G2/low
grade gelistet sind, entdeckte man in allen ubrigen Originaltumoren dieser
Gruppe durchgehend Anteile, die mit pT1, pT2a sowie G3/high grade beurteilt

werden.

4.4.5 p53- und p63-Expression lassen nur teilweise  auf
Wachstumsverhalten riickschlieen
Die p53 Expression zeigte in beiden Gruppen die gesamte Bandbreite mit

Histoscores zwischen 0 und 300. Auffallend war, dass in der Gruppe der ,stabilen
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Proliferation“ zwei Praparate (BCO#140 und BCO#154-mal.) ganzlich negativ fur
dieses Protein blieben. Eine aktuelle Arbeit von Borowczak et. al beschreibt eine
deutliche Korrelation (p=0,0001) fur eine hohere p53-Expression in malignem
Harnblasengewebe verglichen mit normalem Urothel. Innerhalb der 67
Harnblasenkarzinome, die per IHC und Histoscore analysiert wurden, lie® sich
aber kein signifikanter Zusammenhang zwischen p53-Expression und
Tumorstadium, Grading oder Invasivitat herstellen. Die Studie befindet lediglich
eine hohe p53-Expression (Histoscore = 90) als pradiktiven Marker fur eine
unguinstige klinische Prognose (u.a. Uberleben und Progression) und das auch
nur fur NMIBC (Borowczak, Szczerbowski et al. 2023). Die Relevanz der p53-
Expression zur Vorhersage des klinischen Outcomes wird auch in weiteren
Studien v.a. fur NMIBC mit Staging T1 bestatigt (Llopis, Alcaraz et al. 2000,
Goebell, Groshen et al. 2010, Ozyalvagl, Ozyalvacli et al. 2015). Da aber
weiterhin nicht abschlieliend geklart ist, wie die Aktivitat des Tumorprotein 53
zum Verhalten des Tumors beitragt, lasst sich aus den Ergebnissen zusammen
mit der bestehenden Literatur keine Aussage Uber den Einfluss von veranderter
p53-Expression auf das Wachstum in Zellkultur treffen. Die unterschiedlich hohe
p53-Expression im Originaltumor scheint also in keiner der beiden Gruppen in

Zusammenhang mit dem Wachstumsverhalten zu stehen.

Wie in der Einleitung bereits erwahnt (siehe 1.2.3), steht eine niedrigere p63-
Expression fur hoheres Tumorstadium und schlechteres klinisches Outcome
(Compérat, Camparo et al. 2006, El-Gendi and Abu-Sheasha 2018). Passend
dazu ist die p63-Expression in 2/5 Praparaten mit ,stabiler Proliferation®
(BCO#147, BCO#154-mal.) vollstandig verloren und fehlt zusatzlich in Ausschnitt
3 von BCO#140. Alle Originaltumore der ,variablen Proliferation“ exprimieren p63
mit mindestens 130 Punkten im Histoscore. Dieser Befund liefert einen weiteren
Hinweis darauf, dass die Gruppe der ,stabilen Proliferation® eher aus Tumoren in
hohem Stadium und mit aggressivem Wachstumsverhalten besteht, deren Zellen

dieses Wachstumsverhalten auch in Zellkultur fortsetzen konnen.
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4.4.6 Unterschiedliche  CD44-Expression ldsst nicht auf das
Wachstumsverhalten schlieBen

Die deutlichen Unterschiede in der CD44-Expression zwischen den beiden
Gruppen lassen sich nur schwer in bestehende Literatur zum
Harnblasenkarzinom einordnen. Somit ist es nur bedingt moglich daraus
Ruckschlisse auf das Wachstumsverhalten zu schlieen. Eine ausfuhrliche
Metaanalyse hat die Bedeutung von CD44 fur das Harnblasenkarzinom anhand
von 14 Studien und zusatzlich anhand von Daten aus dem TCGA (The Cancer
Genome Atlas) untersucht. Die Autoren kommen zu dem Ergebnis, dass die
Expression von CD44 nicht mit klinischem Outcome (Rezidiv, Uberleben usw.)
korreliert und der Zusammenhang zu Tumorstadium und Grading noch nicht
abschlie3end belegt werden kann. Als hochsignifikanten Unterschied hat diese
Studie zwar herausgefunden, dass CD44 in normalem Urothel hoher exprimiert
wird als in malignem, allerdings ist dies fur die vorliegende Fragestellung nicht
hilfreich (Hu, Zhang et al. 2020).

4.5 Zusammenhang Pathologischer Befund und Wachstumsverhalten

Bei Betrachtung der pathologischen Befunde zeichnet sich sowohl bei
Tumorstadium als auch Tumorgrading innerhalb beider Gruppen eine deutliche
Tendenz ab (siehe Tabelle 19 und Tabelle 20). Unter den Originaltumoren mit
,Stabiler Proliferation” werden 3 aus 4 Proben mit einem Stadium gréfRer pT2
beschrieben und erhalten alle gemeinsam mindestens G2 bzw. high grade. Damit
wird diese Gruppe von den invasiveren sowie starker entarteten
Urothelzellkarzinomen gebildet. Das Ursprungsgewebe der Kulturen mit
,variabler Proliferation® beinhaltet hingegen nur einen aus vier Tumoren, der als
Stadium pT2a Tumor diagnostiziert (BCO#208), wahrend die Ubrigen drei mit
Stadium pTa bzw. pT1 als weniger invasiv befunden wurden. Bezuglich des
Gradings finden sich bei ,variabler Proliferation® auch 2 von 4 Tumoren, die low
grade Anteile aufweisen (BCO#180, BCO#189).

Diese Ergebnisse stutzen die These, dass es zumindest einen indirekten
Zusammenhang zwischen pathologischem Befund und Wachstumsverhalten der

Tumorzellen als Organoide geben konnte. Demnach wirde ein hoheres
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Tumorstadium und Tumorgrading auch die Wahrscheinlichkeit fur eine

erfolgreiche Organoidkultur erhdhen.

4.6 Schlussfolgerung

Die Versuche dieser Arbeit haben gezeigt, dass die Organoidzellkultur fur
malignes Harnblasengewebe noch am Anfang steht. Wahrend solche Modelle fur
andere Gewebe schon gut etabliert sind, sind die Veroffentlichungen zu
Experimenten mit Harnblasengewebe noch jung. Um auch fur diese Tumorart ein
natzliches Modell fur Klinik und Forschung zu etablieren, sind noch mehrere
Fragestellungen zu klaren.

Neben einem schonenden Verfahren zur Gewebeentnahme, sollten auch noch
weitere 3D-Marizes aulRer BME getestet werden. Dabei sind vor allem Matrizes
mit einer verlasslich konstanten Zusammensetzung interessant, um fur mehr
standardisierte Kulturbedingungen zu sorgen. Die Untersuchungen der
Wachstumsverlaufe waren aufgrund des Messverfahrens und weiteren
Limitationen fehleranfallig und damit nur bedingt interpretierbar. Allerdings
zeigen die Ergebnisse in jedem Fall, dass es einen deutlichen Unterschied im
Wachstumsverhalten verschiedener Kulturen gibt. Mit Unterschieden in der Ki-
67-Expression wurden in dieser Arbeit Hinweise darauf gefunden, dass die
vielversprechenden Versuchsansatze der Kokultur mit Stromazellen oder mit
sogenannten Feederzellen sinnvoll sein kdnnen. Vor allem weniger aggressive
Tumore, die in der Zellteilung ggf. noch auf die Stroma-Interaktion angewiesen
sind, kdnnten so auch Uber mehrere Passagen kultiviert werden. Die Ergebnisse
zeigen im Weiteren, dass eine hohe CK7-Expression sowie das Fehlen von CK20
im Originaltumor eine positive Auswirkung auf das Wachstum in Zellkultur haben
konnte. Um erfolgreiche Kulturen zu etablieren, konnte es also zukunftig auch
sinnvoll sein, zuvor die Expression von CK7 und CK20 am Originaltumor zu

untersuchen.

Auch wenn heute noch einige Fragestellungen offenstehen, wird sich weitere
Forschung an Organoidmodellen des Harnblasenkarzinoms bezahlt machen.

Denn wie viele Beispiele mit anderen Tumorentitaten zeigen, bringt es die
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Forschung einen grolRen Schritt weit naher in Richtung des idealen

Tumormodells.
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5 Zusammenfassung

Als vierthaufigste Tumorart bei Mannern und mit sehr hoher Rezidivrate stellt das
Harnblasenkarzinom eine grof3e Belastung fur Mensch und Gesundheitssystem
dar. Um die komplexen Vorgange der Onkogenese sowie das allgemeine
Verhalten dieser Tumorart zu erforschen, sind Modelle noétig, die die in-vivo
Situation mdoglichst exakt nachbilden. Nach jahrzehntelanger Forschung an
Zelllinien in einfacher 2D-Zellkultur gilt die 3D-Zellkultur als vielversprechender
Ansatz fur ein Modell, das ein Stuck weit mehr der Realitat entspricht. Die
dreidimensionale Interaktion der Zellgebilde — sog. Organoide — sowohl zu
benachbarten Tumorzellen als auch zum umgebenden Stroma wird als
bedeutende Weiterentwicklung angesehen, nachdem die hohe Relevanz dieser
Mechanismen in den letzten zwei Jahrzehnten immer mehr aufgedeckt wurde.
Im Rahmen dieser Dissertation wurde an der Etablierung eines Organoidmodells
aus humanem Harnblasengewebe gearbeitet. Anhand standardisierter
Protokolle wurden insgesamt 22 Kulturen aus Primargewebe bzw. tiefgefrorenen
Ruckstellproben angesetzt und deren Wachstumsverhalten Uber die Passagen
hinweg beobachtet. Nachdem ein Grof3teil der Kulturen nur geringes Wachstum
zeigte und nur wenige als Zelllinie Uber die funfte Passage hinaus kultiviert
werden konnten, wurden nachtraglich die zugehoérigen Originaltumore
immunhistochemisch auf die Expression von acht verschiedenen Antikdrpern
untersucht. Insbesondere stellten diese Analysen auf Originaltumorebene eine
unterschiedliche Expression von Ki-67 sowie CK7 und CK20 zwischen Kulturen
mit ,stabiler Proliferation® und solchen mit ,variabler Proliferation® fest. Im
Allgemeinen deutet die unterschiedliche Expression der meisten der acht Marker
an, dass Primargewebe mit hoherem pathologischen Tumorstadium sowie
Tumorgrading auch stabileres Wachstum in Organoidzellkultur zeigt. Speziell die
unterschiedliche Expression von Ki-67 zwischen den beiden Gruppen liefert
Hinweise darauf, dass bestimmte Tumore in ihrem Wachstum auf die Interaktion
mit dem umliegenden Stroma angewiesen sind. Da diese Interaktion in der hier
verwendeten Monozellkultur nicht gegeben war, sind moglicherweise
weiterfuhrende Versuche mit Stromazellen in Kokultur oder mit sogenannten

Feederzellen zielfihrend. So konnten auch diese Tumore Uber mehrere
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Passagen kultivieren werden. In Bezug auf die Gewebeaufarbeitung zeigt diese
Arbeit, dass die Erhaltung der Zellvitalitat durch schonende Entnahmeverfahren
von zentraler Bedeutung fur eine erfolgreiche Organoidzellkultur ist. Auch in der
Wahl der idealen Matrix fur die 3D-Zellkultur sind noch weitere Untersuchungen
ausstehend, um fur konstante Kulturbedingungen zu sorgen. Im Allgemeinen
zeigen die Ergebnisse die Herausforderungen dieser neuartigen Methoden auf
und bestatigt aber auch die 3D-Zellkultur des Harnblasenkarzinoms als
bedeutsamen Meilenstein in der urologischen Onkologie. Denn nur durch
realitatsnahe Tumormodelle wird es Forschung und Kilinik in Zukunft moglich
sein, die Versorgung der Patient*innen sowie den 6konomisch sinnvollen Einsatz

von Ressourcen des Gesundheitssystems zu verbessern.
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6 Anhang

6.1 IHC-Bilder und Histoscore Auswertung ,,stabile Proliferation*

S e e P S ) ey

Abbildung 30: IHC Originaltumor K31506/20-3 (BCO#140) — Ausschnitt 1. Paraffinschnitt
2,6 um. Gelbes Quadrat in A zeigt Ausschnitt von B — J. A — H/E (56x — Mal3stab: 500
um) + B — H/E (20x/MaB3stab: 100 um). C - CK7. D - CK20. E - GATAS3. F - FGFRS3. G -
p53. H-p63. | - Ki47. J - CD44 (je 20x/Mal3stab: 100 um). Stérkste Expression von p63
und CD44 liber alle Schichten. GATA3 mittelstark liber alle Schichten. Ki67 diffus verteilt.
Keine Expression fiir CK7, CK20, FGFR3, p53.

Tabelle 22: Histoscore-Auswertung K31506/20-3 (BCO#140) — Ausschnitt 1

IHC Originaltumor - K31506/20-3 (BCO#140) - Ausschnitt 1
Antikorper Histoscore

CK7 5% 0% 0% 5
CK20 0% 0% 0% 0
GATA3 30% 50% 20% 190
FGFR3 15% 0% 0% 15
p53 0% 0% 0% 0
p63 0% 10% 90% 290

0% 15% 5% 45

0% 0% 100% 300
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Tabelle 23: K31506/20-3 (BCO#140) — Ausschnitt 1. Markerexpression lber die drei
Schichten des Urothels: Basale, intermedidre und superfiziale Zellschicht. War die
Expression keiner der Schichten eindeutig zuzuordnen, wurde die Kategorie ,diffus®

vergeben.

IHC Originaltumor - K31506/20-3 (BCO#140) - Ausschnitt 1
Antikorper Basal Intermediar Superfizial Diffus  Histoscore

CK7
CK20 nein nein nein

GATA3 190

FGFR3 nein nein nein 15
p53 nein nein nein 0
p63 290
ki-67 [ N 45
CD44 300
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Abbildung 31: IHC Originaltumor K31506/20-3 (BCO#140) — Ausschnitt 2. Paraffinschnitt
2,6 um. Gelbes Quadrat in A zeigt Ausschnitt von B — J. A — H/E (56x — Mal3stab: 500
um) + B — H/E (20x/MaB3stab: 100 um). C - CK7. D - CK20. E - GATAS3. F - FGFRS3. G -
p53. H - p63. | - Ki47. J - CD44 (je 20x/Mal3stab: 100 um). Unterschiedlich intensive
Anférbbarkeit der Urothelzellen fiir H/E (B: links — schwach, rechts — stark). Starkste
Expression von CK7, GATA3, CD44 I(iber alle Zellschichten. CK7 verhélt sich
gegensétzlich zu CD44. GATA3 (E) rechts stark, links schwécher. p63 ebenfalls stark
und nur basal. Ki67-Expression diffus verteilt. Keine Expression von CK20, FGFR3, p53.

Tabelle 24: Histoscore-Auswertung K31506/20-3 (BCO#140) — Ausschnitt 2

IHC Originaltumor - K31506/20-3 (BCO#140) - Ausschnitt 2
Antikorper Histoscore

CK7 30% 10% 60% 230
CK20 0% 0% 0% 0
GATA3 20% 50% 30% 210
FGFR3 10% 0% 0% 10
p53 0% 0% 0% 0
p63 10% 0% 80% 250

0% 10% 10% 50

0% 0% 70% 210
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Tabelle 25: K31506/20-3 (BCO#140) — Ausschnitt 2. Markerexpression lber die drei
Schichten des Urothels: Basale, intermediére und superfiziale Zellschicht.

IHC Originaltumor - K31506/20-3 (BCO#140) - Ausschnitt 2
Antikorper Basal Intermediar Superfizial Diffus Histoscore
CK7 230
o0 | nein [ nein | nein | | 0
GATA3 | 210
FGFR3 10
p53 0
p63 250
Ki-67 - 50
CD44 210

96



Abbildung 32: IHC Originaltumor K31506/20-3 (BCO#140) — Ausschnitt 3. Paraffinschnitt
2,6 um. Gelbes Quadrat in A zeigt Ausschnitt von B — J. A — H/E (56x — Mal3stab: 500
um) + B — H/E (20x/MaB3stab: 100 um). C - CK7. D - CK20. E - GATAS3. F - FGFRS3. G -
p53. H - p63. | - Ki47. J - CD44 (je 20x/Mal3stab: 100 um). Zellen innerhalb der
Urothelschichten morphologisch zum groBen Teil kleiner und unregelméBiger geformt
als in Ausschnitt 1 und 2. Kréftige Anférbbarkeit aller Zellen innerhalb des Urothels fiir
H/E. Stérkste Expression von CK7 in Urothelzellen von gréBerer Morphologie (C —
rechts). Ebenfalls stédrkste Expression von Ki67 Uber alle Schichten. Schwache
Expression von CD44 in CK7-positiven Zellen und in basalen Zellschichten. Keine

Expression von CK20, GATA3, FGFR3, p53, p63.

Tabelle 26: Histoscore-Auswertung K31506/20-3 (BCO#140) — Ausschnitt 3

CK7
CK20
GATA3
FGFR3

p53
p63

30%
0%
0%
0%
0%
0%
0%

20%

0%
0%
0%
0%
0%
0%
30%
20%

IHC Originaltumor - K31506/20-3 (BCO#140) - Ausschnitt 3
Antikorper

40%
0%
0%
0%
0%
0%

60%
0%

Histoscore
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Tabelle 27: K31506/20-3 (BCO#140) — Ausschnitt 3. Markerexpression lber die drei
Schichten des Urothels: Basale, intermediére und superfiziale Zellschicht.

IHC Originaltumor - K31506/20-3 (BCO#140) - Ausschnitt 3
Antikorper Basal Intermediar Superfizial Diffus Histoscore
CK7
CK20
GATA3
FGFR3
p53
p63
Ki-67
CD44
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Abbildung 33: IHC Originaltumor K1375/21-5 (BCO#147). Paraffinschnitt 2,5 um. Gelbes
Quadrat in A zeigt Ausschnitt von B — J. A — H/E (5x — Mal3stab: 500 um) + B — H/E
(20x/Mal3stab: 100 um). C - CK7. D - CK20. E - GATAS3. F - FGFR3. G - p53. H- p63. |
- Ki47. J - CD44 (je 20x/Mal3stab: 100 um).

Tabelle 28: Histoscore-Auswertung K1375/21-5 (BCO#147)

IHC Originaltumor - K1375/21-5 (BCO#147)

Antikorper Histoscore
CK7 0% 40% 60% 260
CK20 0% 0% 0% 0
GATA3 0% 30% 70% 270
FGFR3 0% 0% 0% 0
p53 40% 10% 0% 60
p63 0% 0% 0% 0
Ki-67 0% 0% 15% 45
CD44 5% 0% 0% 5
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Tabelle 29: K1375/21-56 (BCO#147). Markerexpression liber die drei Schichten des
Urothels: Basale, intermedidre und superfiziale Zellschicht. Fiir dieses Préparat konnte
keine Polaritdt bzw. kein eindeutiges Urothel mit allen Schichten identifiziert werden.
Deshalb wurde dieser Originaltumor nicht hinsichtlich der Polaritdt ausgewertet.

IHC Originaltumor - K1375/21-5 (BCO#147
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Abbildung 34: IHC Originaltumor K2946/21-5 (BCO#154-ben.). Paraffinschnitt 2,5 um.
Gelbes Quadrat in A zeigt Ausschnitt von B — J. A — H/E (5x — Mal3stab: 500 um) + B —
H/E (20x/Mal3stab: 100 um). C - CK7. D - CK20. E - GATA3. F - FGFR3. G - p53. H -

p63. | - Ki47. J - CD44 (je 20x/Mal3stab: 100 um).

Tabelle 30: Histoscore-Auswertung K2946/21-5 (BCO#154-ben.)

Antikorper

CK7 0%
CK20 0%
GATA3 0%
FGFR3 0%
p53 15%
p63 5%

0%

0%

0%
0%
30%
0%
5%
20%
10%
0%

IHC Originaltumor - K2946/21-5 ( BCO#154-ben.)

100%
100%
70%
0%
0%
30%
80%
50%

Histoscore

300
300
270

25
135
260
150
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Tabelle 31: K2946/21-5 (BCO#154-ben.). Markerexpression (lber die drei Schichten des
Urothels: Basale, intermedidre und superfiziale Zellschicht.

IHC Originaltumor - K2946/21-5 ( BCO#154-ben.
Antikorper Basal Intermediar Superfizial Diffus  Histoscore

CK7 300
CK20 300
GATA3 270
FCFRI I 0
p53 nein 25
p63 nein 135
Ki-67 nein 260
CD44 nein 150
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Abbildung 35: IHC Originaltumor K2946/21-13 (BCO#154-mal.). Paraffinschnitt 2,5 um.
Gelbes Quadrat in A zeigt Ausschnitt von B — J. A — H/E (5x — Mal3stab: 500 um) + B —
H/E (20x/Mal3stab: 100 um). C - CK7. D - CK20. E - GATA3. F - FGFR3. G - p53. H -
p63. | - Ki47. J - CD44 (je 20x/Mal3stab: 100 um).

Tabelle 32: Histoscore-Auswertung K2946/21-5 (BCO#154-mal.)

IHC Originaltumor - K2946/21-13 (BCO#154-mal.)
Antikorper Histoscore

CK7 0% 60% 30% 210
CK20 0% 0% 0% 0
GATA3 0% 0% 0% 0
FGFR3 0% 0% 0% 0
p53 0% 0% 0% 0
p63 0% 0% 0% 0
0% 30% 60% 240

80% 0% 0% 80
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Tabelle 33: K2946/21-13 (BCO#154-mal.). Markerexpression (iber die drei Schichten
des Urothels: Basale, intermedidre und superfiziale Zellschicht.

IHC Originaltumor - K2946/21-13 (BCO#154-mal.)
ja ja ja 210
nein nein nein 0
nein nein nein 0
nein nein nein 0
nein nein nein 0
nein nein nein 0
ja ja ja 240
ja ja ja 80

6.2 [IHC-Bilder und Histoscore Auswertung ,,variable Proliferation*
Abbildung 22: IHC Originaltumor K12179/21-1 (BCO#180). Paraffinschnitt 2,5
pum. Gelbes Quadrat in A zeigt Ausschnitt von B — J. A — H/E (5x — Mal3stab: 500
pum) + B — H/E (20x/MaBstab: 100 um). C - CK7. D - CK20. E - GATAS. F -
FGFR3. G - p53. H - p63. | - Ki47. J - CD44 (je 20x/Malstab: 100 ym). Die
Ubersichtsabbildungen der H/E- und IHC-Farbungen sowie die zugehéren
Auswertungstabellen fur die Ubrigen Originaltumore dieser Gruppe finden sich im
Anhang unter 6.2.

Tabelle 34: Histoscore-Auswertung K12179/21-1 (BCO#180)

IHC Originaltumor - K12179/21-1 (BCO#180)
0% 100% 0% 200
0% 50% 50% 250
0% 0% 100% 300
0% 0% 0% 0
30% 10% 0% 50
0% 0% 90% 270
0% 5% 0% 10
0% 80% 10% 190
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Abbildung 36: IHC Originaltumor K13430/21-1 (BCO#185). Paraffinschnitt 2,5 um.
Gelbes Quadrat in A zeigt Ausschnitt von B — J. A — H/E (5x — Mal3stab: 500 um) + B —
H/E (20x/Mal3stab: 100 um). C - CK7. D - CK20. E - GATA3. F - FGFR3. G - p53. H -
p63. | - Ki47. J - CD44 (je 20x/Mal3stab: 100 um).

Tabelle 35: K12179/21-1 (BCO#180). Markerexpression (ber die drei Schichten des
Urothels: Basale, intermedidre und superfiziale Zellschicht.

IHC Originaltumor - K12179/21-1 (BCO#180
Antikorper Basal Intermediar Superfizial Diffus Histoscore
CK7
CK20
GATA3

FGFR3

|__nein |
p53
]

p63
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Tabelle 36: Histoscore-Auswertung K13430/21-1 (BCO#185)

IHC Originaltumor - K13430/21-1 (BCO#185)

Antikorper Histoscore
CK7 0% 0% 100% 300
CK20 0% 10% 0% 20
GATA3 0% 0% 100% 300
FGFR3 0% 0% 0% 0
p53 60% 20% 20% 160
p63 0% 20% 80% 280
Ki-67 0% 0% 20% 60
CDh44 0% 40% 50% 230

Tabelle 37: K13430/21-1 (BCO#185). Markerexpression (ber die drei Schichten des
Urothels: Basale, intermedidre und superfiziale Zellschicht.

IHC Originaltumor - K13430/21-1 (BCO#185
Antikorper Basal Intermediar Superfizial Diffus Histoscore
CK7 ] 300
ckzo NN 20
GATA3 300
ZoE ] nein | nein | 0
p53 160
p63 280
Ki-67 ] 60
CDh44 230
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Abbildung 37: IHC Originaltumor K14073/21-8 (BCO#189) — Ausschnitt 1. Paraffinschnitt
2,5 um. Gelbes Quadrat in A zeigt Ausschnitt von B — J. A — H/E (5x — MaBstab: 500
um) + B — H/E (20x/Mal3stab: 100 um). C - CK7. D - CK20. E - GATA3. F - FGFR3. G -
p53. H-p63. | - Ki47. J - CD44 (je 20x/Mal3stab: 100 um).

Tabelle 38: Histoscore-Auswertung K14073/21-8 (BCO#189) — Ausschnitt 1

IHC Originaltumor - K14073/21-8 (BCO#189) - Ausschnitt 1
Antikorper Histoscore

CK7 0% 0% 0% 0
CK20 0% 0% 0% 0
GATA3 0% 70% 30% 230
FGFR3 0% 0% 0% 0
p53 0% 10% 10% 50
p63 0% 20% 30% 130

0% 20% 20% 100

0% 20% 50% 190
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Tabelle 39: K14073/21-8 (BCO#189) — Ausschnitt 1. Markerexpression lber die drei
Schichten des Urothels: Basale, intermediére und superfiziale Zellschicht.

IHC Originaltumor - K14073/21-8 (BCO#189) - Ausschnitt 1
Antikorper Basal Intermediar Superfizial Diffus Histoscore

CK7 0
CK20 0
GATA3 230
FGFRII I 0
p53 nein 50
p63 nein 130
Ki-67 nein 100
CD44 nein 190
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Abbildung 38: IHC Originaltumor K14073/21-8 (BCO#189) — Ausschnitt 2. Paraffinschnitt
2,5 um. Gelbes Quadrat in A zeigt Ausschnitt von B — J. A — H/E (5x — MaBstab: 500
um) + B — H/E (20x/Mal3stab: 100 um). C - CK7. D - CK20. E - GATA3. F - FGFR3. G -
p53. H-p63. | - Ki47. J - CD44 (je 20x/Mal3stab: 100 um).

Tabelle 40: Histoscore-Auswertung K14073/21-8 (BCO#189) — Ausschnitt 2

IHC Originaltumor - K14073/21-8 (BCO#189) - Ausschnitt 2
Antikorper Histoscore

CK7 0% 0% 100% 300
CK20 40% 0% 0% 40
GATA3 60% 0% 40% 180
FGFR3 0% 0% 0% 0
p53 10% 10% 0% 30
p63 0% 0% 50% 150

0% 0% 10% 30

0% 30% 50% 210
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Tabelle 41: K14073/21-8 (BCO#189) — Ausschnitt 2. Markerexpression lber die drei
Schichten des Urothels: Basale, intermediére und superfiziale Zellschicht.

IHC Originaltumor - K14073/21-8 (BCO#189) - Ausschnitt 2
Antikorper Basal Intermediar Superfizial Diffus Histoscore

CK7 300
Sl | nein | nein | 40
GATA3 180
FGFRII I 0
p53 nein nein 30
p63 nein nein 150

ki-67 [N

CD44

30
nein nein 210
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Abbildung 39: IHC Originaltumor K17393/21-1 (BCO#208). Paraffinschnitt 2,5 um.
Gelbes Quadrat in A zeigt Ausschnitt von B — J. A — H/E (5x — Mal3stab: 500 um) + B —
H/E (20x/Mal3stab: 100 um). C - CK7. D - CK20. E - GATA3. F - FGFR3. G - p53. H -

p63. | - Ki47. J - CD44 (je 20x/Mal3stab: 100 um).

Tabelle 42: Histoscore-Auswertung K17393/21-1 (BCO#208)

Antikorper

CK7 5%
CK20 20%
GATA3 0%
FGFR3 0%
p53 0%
p63 0%

0%

0%

5%
0%
0%
0%
0%
10%
0%
20%

IHC Originaltumor - K17393/21-1 (BCO#208)

Histoscore

0%
0%
100%
0%
100%
80%
30%
70%

15
20
300

300
260

90
250
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Tabelle 43: K17393/21-1 (BCO#208). Markerexpression (ber die drei Schichten des
Urothels: Basale, intermedidre und superfiziale Zellschicht.

IHC Originaltumor - K17393/21-1 (BCO#208
Antikorper Basal Intermediar Superfizial Diffus Histoscore

CK20

GATA3

FGFR3 0
p53 300
p63 | nein | 260

Ki-67 90
CD44 [ 250
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