Aus der

Universitatsklinik fir Urologie

Expression von Nectin-4 und Trop-2

in Blasentumororganoiden

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard-Karls-Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Raddiger, Nina Dorothée

2026



Dekan: Professor Dr. B. Pichler

1. Berichterstatter: Professor Dr. A. Stenzl
2. Berichterstatter: Professor Dr. A. D. Hartkopf

Tag der Disputation:  08.08.2024



Inhaltsverzeichnis

Abbildungs- und TabellenverzeiChNis...........ccocvieieiiceeccce e 1
ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ........eiiiiicieiecteeese ettt st st e e ae s reenbesreenaenee s 4
T BINIEIUNG ettt nae s 6
1.1 Physiologie der HarnbIase ...........cccoeviieiiiiininreseeeee s 6
1.2 HarnblasenKarzinOm ...ttt 7
1.2.1 Epidemiologie, Atiologie und Prognose ..........cccceveuveeeveveesveeeseesseenseennes 7
1.2.2  Symptome und DiagnoStiK ........cccoeiiiirininineneece e 7
1.2.3 KIASSIfIKAtIONEN ... 8
1.2.3.1 WHO - KIasSifikationen...........ccovririninienieieeeeeeseeeeeee 8
1.2.3.2 TNM-KI@SSifikation.........c.cooveireinieee s 11
1.2.3.3 Weitere Klassifikationen ............ccocoveniininninieecc e 12

1.24 LI =T = 1 1 - S 12
1.2.4.1 TUR-B ettt 13
1.24.2 Chemotherapi€........ccouoirieeeceecee e 13
1.2.4.3 BCG-INSHHAtION .....ovieiicic e 13
1.24.4 B A1) (=) 14 0] 1 1] [ 14
1.245 Weitere Therapi€anSaAtZe .........cceeveviveeceieeececee e 14

1.3 NECHN-4 ..ot 14
1.3.1 Nectin-4 und Urothelkarzinom ...........cccccoreninenicniiieineeeeeeeeee 15
1.3.2  Nectin-4 und Enfortumab-Vedotin............cccoveiniiniinicccceceeee 15

1 I o] o TS 16
141 Trop-2 und Urothelkarzinom ...........ccoveiieiiicieeeeeece e 16
14.2 Trop-2 und Sacituzumab-Govitecan.........c..cccoccveveeiieiie e, 16

1.5  Tumormodelle fur Diagnostik, Therapie und Etablierung...........ccccocerevievnnnen. 17
1.6 Zielsetzung der Arbeit..... ..o e 19

2 Material und MethOoden..........ccocciiiiiiiiiiiicc s 20
2.1 MAEETIAL .. 20
211 Gerate und Verbrauchsmittel............ccooeviniiniiiiie, 20
2.1.2  Chemikalien und Reagenzien..........cccoeoreiniininineneeniecneee s 22
2.1.3  Medien UNd LOSUNGEN .....ccoiiriiriiieieieeeieeesese et 25
2.1.4  Antikorper fUr Immunfarbungen...........ccocooveoeicce e 28
2.1.5  Primer flr QRT-PCR......c.ooi ettt st s 28

2.1.6

A=) 11 oYL= o IO TUPRRRPRRRTTR 29



3

2.1.7  Blasentumororganoide und Primartumore...........cccccceovininininencnieeneen 29

2.2 METNOUEN ...ttt 31
2.2.1 ProbengeWiNNUNG..........coviiiiiieiiceeeseetee ettt 31
2.2.2  2D-KURIVIEIUNG.....cootieieticteeee ettt 31

2221 Auftauen der Zellen von Tumorzelllinien fir 2D-Kultur....................... 31
2222 Passagieren von Tumorzelllinien in 2D-Kultur ..o 31
2223 Passagieren von HBLAKS in 2D-KUltur...........cccocoviveninencncceene 32
2.2.3  3D-KURIVIEIUNG.....cootieieiicticee ettt s 32
2.2.31 Aufbereitung der Tumorgewebeprobe zur 3D-Kultivierung................ 32
2232 Uberfiihrung der 2D-Kulturen in 3D-KUIUF ..........c.ccovvevevirerciieceee. 34
2233 Passagieren von Tumorproben in 3D-Kultur ... 34
224 Methoden mit Paraffinschnitten............cccoovrninii 35
2.2.41 Zellen und Organoide fur Paraffinschnitte fixieren ..........ccccccvvveenenee. 35
2.2.4.2 Zellen und Organoide in Histogel einbetten..........ccccocovvievevineennne. 36
2243 Paraffineinbettung ........c.ocvoeriiiiin e 37
2244 Paraffinschnitte anfertigen............cooooo 37
2245 Immunhistochemiefarbungen an Paraffinschnitten........................... 37
2246 Immunfluoreszenzfarbungen an Paraffinschnitten..............c............... 39
2.2.5 Methoden mit RNA-EXtrakten.........cccooorininininceeceee 39
2.2.51 Auflésen von BME zur RNA-Extraktion..........cccccoeeveininnincinecnee, 39
2252 RNA-EXIraKtion .........coeiiiiiiiinccccceee e 40
2253 Umschreiben von RNA N CDNA ... 41
2254 Primer-Mix herstellen ... 42
2255  gRT-PCR....oe et 42
2256 Bestimmung von Primer-Effizienzen ... 43
2.2.5.7 GEleleKtrOPNOrESE ......ocvveeece et e 44
EFQEDNISSE ...ttt eas 45

3.1 Vorarbeiten zur Etablierung der Methode 1 (QRT-PCR) .....cccccoviiiinninneee. 45

3.2 gRT-PCR an Tumorzelllinien u. Kultivierung geeigneter Zelllinien................... 47

3.3  Vorarbeiten zur Etablierung der Methode 2 (IFL)......cccoovvvecireeiieeeeceee 51
3.3.1 Immunhistochemiefarbungen an Zelllinien ..o, 51
3.3.2  Immunfluoreszenzfarbungen an Zelllinien ..........c.cccoeevineincncnceene, 55

3.4  Nachweis der Nectin-4- u. Trop-2-Expression in BCOs und Originaltumoren
mittels Immunfluoreszenzfarbung...........coceieiiiiin s 59

3.4.1 Patientenprobe 1: BCO #140 P2 vs. BCO #140 P10 vs. BCO #140 P23 60



3.4.2 Patientenprobe 2: BCO #154 P1 vs. BCO #154 P8 vs. BCO #154 P21..65

343 Patientenprobe 3: BCO #267 P10 .....ooieoieieeeeeeeeeeee e 70
344 Patientenprobe 4: BCO #270 PO.....cooeeioeeeeeeeeeeeese et 75
3.4.5 Patientenprobe 5: BCO #287 P14 ..., 79
3.4.6  Patientenprobe 6: BCO #297 P5.......coooiiieieeeeeeee e 83
3.4.7 Patientenprobe 7: BCO #300 P5........ooioieeeeeeeee e 87

3.5 Nachweis der Nectin-4- u. Trop-2-Expression in den BCOs mittels gqRT-PCR

91

3.6 Ubersicht der ErgebRiSSE ..........c.ceueveveveeveveieieseeieseessessessessessessessesasssssss s senns 93
DISKUSSION ...ttt ettt et sbe et bt et e bt eae et e sbeeneeeas 95
A VEY= 10010 01=T 01 5= 1110 o [OOSR 102
LiteraturverZEiChNIis ..........ooveieeeiececeeeee ettt es 104
Erklarung zum Eigenanteil ... 113

3o ] o (= TST] o 1T 14 =T TS 114



Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:

Grading nach WHO 1973 vs. WHO 2004/2022 (Sylvester et al., 2021)
WHO-Klassifikation d. Tumore des urothelialen Traktes (Humphrey et al., 2016) 10

Schmelzkurve des nicht-funktionierenden Nectin-4-Primers .............ccvvvvvvvveennnnnns 45
Schmelzkurve des verwendeten Nectin-4-Primers .............evvvvvvivivieivieeiveveiiienennnns 46
Schmelzkurve des verwendeten Trop-2-Primers...........ccccovveeeeeeieiiiciiieeeee e 46
Gelelektrophorese mit 100 bp DNA Ladder zum Vergleich ...........ccccccoeeiiiiiinneen. 47

Expression von Nectin-4 und Trop-2 in Tumorzelllinien anhand einer qRT-PCR .48

Abbildung 8: RT4 in 2D-Kulturam 4. Tag ..o, 49
Abbildung 9: UM-UC-6 in 2D-KURUr am 4. Tag......ccccuriiiee ettt 49
Abbildung 10: HBLAK in 2D-KUIUF @M 7. TaG ..eeeiiiiiieiiiiiiee et 49
Abbildung 11: RT4 in 3D-Kulturam 4. Tag ..., 50
Abbildung 12: RT4 in 3D-Kultur am 7. Tag ..., 50
Abbildung 13: UM-UC-6 in 3D-Kultur @am 5. Tag......c.ccuiiiiiiiiiiiiiei et 50
Abbildung 14: UM-UC 6 in 3D-KURUr @m 7. Tag ......cueiiiiiiiee e 50
Abbildung 15: HBLAK in 3D-Kulturam 4. Tag ..., 50
Abbildung 16: HBLAK in 3D-KUUr @m 7. Tag ....ceeiiiieiiiiiiiee et 50
Abbildung 17: IHC mit Anti-Nectin-4-AK in 2D-Kultur von RT4 ... 52
Abbildung 18: IHC mit Anti-Nectin-4-AK in 3D-Kultur von RT4..........cooiiiiiiiiiieeeecciieeeee e, 52
Abbildung 19: IHC mit Anti-Trop-2-AK in 2D-Kultur von RT4 .......cooiiiiiiiiiiieee e, 52
Abbildung 20: IHC mit Anti-Trop-2-AK in 3D-Kultur von RT4 ... 52
Abbildung 21: Negativkontrolle der IHC in 2D-Kultur von RT4 .......ocuiiiiiiiiiiiiiiee e 52
Abbildung 22: Negativkontrolle der IHC in 3D-Kultur VON RT4 .......cooooiiiiiiiiiieeeeceeeee e, 52
Abbildung 23: IHC mit Anti-Nectin-4-AK in 2D-Kultur von UM-UC-6 ..........ccccooieiiiiiiieiiieeees 53
Abbildung 24: IHC mit Anti-Nectin-4-AK in 3D-Kultur von UM-UC-6 ..........ccccooiiiiiiiiieiiiiees 53
Abbildung 25: IHC mit Anti-Trop-2-AK in 2D-Kultur von UM-UC-6..........ccccceeiiiiiiiiiiiieece e, 53
Abbildung 26: IHC mit Anti-Trop-2-AK in 3D-Kultur von UM-UC-6..........ccccceeeeiiiiiiiiiieceeeeees 53
Abbildung 27: Negativkontrolle der IHC in 2D-Kultur von UM-UC-6...........ccccceiviiiiiiiieeeeeeees 53
Abbildung 28: Negativkontrolle der IHC in 3D-Kultur von UM-UC-6...........ccccceiiiiiiiiiiiiieees 53
Abbildung 29: IHC mit Anti-Nectin-4-AK in 2D-Kultur von HBLAK ..., 54
Abbildung 30: IHC mit Anti-Nectin-4-AK in 3D-Kultur von HBLAK...........cccciiiiiiiiiiiieeeee 54
Abbildung 31: IHC mit Anti-Trop-2-AK in 2D-Kultur von HBLAK ........cccooiiiiiiiii e 54
Abbildung 32: IHC mit Anti-Trop-2-AK in 3D-Kultur von HBLAK ... 54
Abbildung 33: Negativkontrolle der IHC in 2D-Kultur von HBLAK ..........ocoiiiiiiiiiiiiee e 54
Abbildung 34: Negativkontrolle der IHC in 3D-Kultur von HBLAK ..........ocooiiiiiiiiiiiiiee e 54
Abbildung 35: IFL mit Anti-Nectin-4-AK in 2D-Kultur von RT4 ... 56
Abbildung 36: IFL mit Anti-Nectin-4-AK in 3D-Kultur von RT4 ... 56
Abbildung 37: IFL mit Anti-Trop-2-AK in 2D-Kultur von RT4 ..o 56
Abbildung 38: IFL mit Anti-Trop-2-AK in 3D-Kultur von RT4 ..o 56
Abbildung 39: Negativkontrolle der IFL in 2D-Kultur von RT4 ..o 56
Abbildung 40: Negativkontrolle der IFL in 3D-Kultur von RT4 .......cocuiiiiiiiieiiiee e 56
Abbildung 41: IFL mit Anti-Nectin-4-AK in 2D-Kultur von UM-UC-6 ...........ccccoiieiiiiiiieiiieeees 57
Abbildung 42: IFL mit Anti-Nectin-4-AK in 3D-Kultur von UM-UC-6 ...........ccccceiiiiiiiees 57
Abbildung 43: IFL mit Anti-Trop-2-AK in 2D-Kultur von UM-UC-6 ..........cccccciiiiiiiiieeees 57
Abbildung 44: IFL mit Anti-Trop-2-AK in 3D-Kultur von UM-UC-6...........ccccceiiiiiiiiiiiiieiiiieees 57
Abbildung 45: Negativkontrolle der IFL in 2D-Kultur von UM-UC-6...........cccccoeiiiiiiiiiieeees 57
Abbildung 46: Negativkontrolle der IFL in 3D-Kultur von UM-UC-6............cccciiiiiiiiiiieees 57
Abbildung 47: IFL mit Anti-Nectin-4-AK in 2D-Kultur von HBLAK...........ocoiiiiiiiiiee e 58
Abbildung 48: IFL mit Anti-Nectin-4-AK in 3D-Kultur von HBLAK...........ocoiiiiiiiiec e 58
Abbildung 49: IFL mit Anti-Trop-2-AK in 2D-Kultur von HBLAK ..., 58
Abbildung 50: IFL mit Anti-Trop-2-AK in 3D-Kultur von HBLAK .........ccooiiiiiiiiie e 58
Abbildung 51: Negativkontrolle der IFL in 2D-Kultur von HBLAK ... 58



Abbildung 52: Negativkontrolle der IFL in 3D-Kultur von HBLAK ............cccco 58
Abbildung 53: HE-Farbung des low grade NMIBC von Probe 1 mit 2,5x-VergréfRerung............ 60
Abbildung 54: HE-Farbung des low grade NMIBC von Probe 1 mit 10x-VergréRerung............. 60
Abbildung 55: HE-Farbung des low grade NMIBC von Probe 1 mit 40x-Vergrofierung............. 60
Abbildung 56: HE-Farbung des high grade NMIBC von Probe 1 mit 2,5x-Vergréerung .......... 61
Abbildung 57: HE-Farbung des high grade NMIBC von Probe 1 mit 10x-VergréRerung ........... 61
Abbildung 58: HE-Farbung des high grade NMIBC von Probe 1 mit 40x-Vergroflerung ........... 61
Abbildung 59: BCOs von Probe 1 wahrend der Kultivierung in der 7. Passage an Tag 13......... 62
Abbildung 60: HE-Farbung des high grade MIBC von Probe 2 mit 2,5x-VergréRerung............. 65
Abbildung 61: HE-Farbung des high grade MIBC von Probe 2 mit 10x-Vergréerung.............. 65
Abbildung 62: HE-Farbung des high grade MIBC von Probe 2 mit 40x-VergroRerung.............. 65
Abbildung 63: HE-Farbung des kleinzelligen MIBC von Probe 2 mit 2,5x-Vergréerung .......... 66
Abbildung 64: HE-Farbung des kleinzelligen MIBC von Probe 2 mit 10x-VergréRerung ........... 66
Abbildung 65: HE-Farbung des kleinzelligen MIBC von Probe 2 mit 40x-Vergroflerung ........... 66
Abbildung 66: BCOs von Probe 2 wahrend der Kultivierung in der 7. Passage an Tag 13......... 67
Abbildung 67: HE-Farbung des low grade NMIBC von Probe 3 mit 2,5x-VergréRerung............ 70
Abbildung 68: HE-Farbung des low grade NMIBC von Probe 3 mit 10x-Vergrofkerung............. 70
Abbildung 69: HE-Farbung des low grade NMIBC von Probe 3 mit 40x-Vergrofierung............. 70
Abbildung 70: HE-Farbung des high grade NMIBC von Probe 3 mit 2,5x-Vergréerung .......... 71
Abbildung 71: HE-Farbung des high grade NMIBC von Probe 3 mit 10x-VergréRerung ........... 71
Abbildung 72: HE-Farbung des high grade NMIBC von Probe 3 mit 40x-Vergroflerung ........... 71
Abbildung 73: BCOs von Probe 3 wahrend der Kultivierung in der 12. Passage an Tag 10...... 72
Abbildung 74: HE-Farbung des high grade MIBC von Probe 4 mit 2,5x-VergroRerung............. 75
Abbildung 75: HE-Farbung des high grade MIBC von Probe 4 mit 10x-VergroRerung.............. 75
Abbildung 76: HE-Farbung des high grade MIBC von Probe 4 mit 40x-VergroRerung.............. 75
Abbildung 77: BCOs von Probe 4 wahrend der Kultivierung in der 28. Passage an Tag 10...... 76
Abbildung 78: HE-Farbung des high grade NMIBC von Probe 5 mit 2,5x-Vergrofterung .......... 79
Abbildung 79: HE-Farbung des high grade NMIBC von Probe 5 mit 10x-VergrofRerung ........... 79
Abbildung 80: HE-Farbung des high grade NMIBC von Probe 5 mit 40x-VergréRerung ........... 79
Abbildung 81: BCOs von Probe 5 wahrend der Kultivierung in der 29. Passage an Tag 6......... 80
Abbildung 82: HE-Farbung des low grade NMIBC von Probe 6 mit 2,5x-VergrdRerung............ 83
Abbildung 83: HE-Farbung des low grade NMIBC von Probe 6 mit 10x-VergrélRerung............. 83
Abbildung 84: HE-Farbung des low grade NMIBC von Probe 6 mit 40x-VergréRerung............. 83
Abbildung 85: BCOs von Probe 6 wahrend der Kultivierung in der 5. Passagean Tag 7 .......... 84
Abbildung 86: HE-Farbung des low grade NMIBC von Probe 7 mit 2,5x-VergrdRerung............ 87
Abbildung 87: HE-Farbung des low grade NMIBC von Probe 7 mit 10x-VergréRerung............. 87
Abbildung 88: HE-Farbung des low grade NMIBC von Probe 7 mit 40x-VergréRerung............. 87
Abbildung 89: BCOs von Probe 7 wahrend der Kultivierung in der 11. Passage an Tag 11...... 88
Abbildung 90: Nectin-4-Gen-Expression der BCOS .........ccooiiiiiiiiiiiiiii e 91
Abbildung 91: Trop-2-Gen-Expression der BCOS........c.ooiiiiiiiiiiiiiee e 92
Abbildung 92: Vergleich der Nectin-4- und Trop-2-Gen-Expression der BCOs............ccccoeeuneee. 92
Tabelle 1: TNM-Klassifikation - Harnblasenkarzinom (Leitlinienprogramm-Onkologie, 2020) ... 12
Tabelle 2: Liste der verwendeten Gerate und Verbrauchsmittel mit Herstellern ....................... 22
Tabelle 3: Liste der verwendeten Chemikalien mit Herstellern..............coccoiiiiiiii e, 25
Tabelle 4: Zusammensetzung der verwendeten Medien und LA&sungen ............ooccceeeeeeriineees 27
Tabelle 5: Verwendete Antikérper fur die Immunfarbungen und ihre Hersteller ......................... 28
Tabelle 6: Verwendete Primer fur qRT-PCR und ihre Sequenzen ...........cccccocveiiieeeiiiieeeeee, 29
Tabelle 7: Verwendete Zelllinien und ihre Hersteller..........ooooiiiiiiiiiiiiieeee s 29
Tabelle 8: Verwendete Blasentumororganoide und die vorliegenden Proben.............cc..c........ 30
Tabelle 9: Nectin-4-Expression in Originaltumor (Spalte 1 u. 2) und BCOs (Spalte 3-5) von

Probe 1 mittels IFL ...t e e e e e 63



Tabelle 10: Trop-2-Expression in Originaltumor (Spalte 1 u. 2) und BCOs (Spalte 3-5) von

Probe 1 mittels [FL ... ... et e e e e e e et e e e e e e e e nnneeeeaaeee s 63
Tabelle 11: Negativkontrolle der IFL von Probe 1 ... 64
Tabelle 12: Nectin-4-Expression in Originaltumor (Spalte 1 u. 2) und BCOs (Spalte 3-5) von
Probe 2 mMittels [FL ... ...t et e e e e e e e e e e e e e e e nnneeeeaae e s 68
Tabelle 13: Trop-2-Expression in Originaltumor (Spalte 1 u. 2) und BCOs (Spalte 3-5) von
Probe 2 mittels IFL ..... ..o e e e a e e 68
Tabelle 14: Negativkontrolle der IFL vON Probe 2. 69
Tabelle 15: Nectin-4-Expression in Originaltumor (Spalte 1 u. 2) und BCOs (Spalte 3) von Probe
R 10111 0= S | TSRS 73
Tabelle 16: Trop-2-Expression in Originaltumor (Spalte 1 u. 2) und BCOs (Spalte 3) von Probe

B 0 111 0= £ | SRR 73
Tabelle 17: Negativkontrolle der IFL von Probe 3. 74
Tabelle 18: Nectin-4-Expression in Originaltumor (Spalte 1) und BCOs (Spalte 2) von Probe 4
011 = ES N | I PR 77
Tabelle 19: Trop-2-Expression in Originaltumor (Spalte 1) und BCOs (Spalte 2) von Probe 4
011 = ES N | o I PP PPRTT TSP 77
Tabelle 20: Negativkontrolle der IFL vON Probe 4 ... 78
Tabelle 21: Nectin-4-Expression im Originaltumor von Probe 5 mittels IFL .............cccccoeeene. 81
Tabelle 22: Trop-2-Expression im Originaltumor von Probe 5 mittels IFL ............ccccoccveiiirnnnis 81
Tabelle 23: Negativkontrolle der IFL vOn Probe 5. 82
Tabelle 24: Nectin-4-Expression in Originaltumor von Probe 6 mittels IFL ............cccccooeeenne. 85
Tabelle 25: Trop-2-Expression in Originaltumor von Probe 6 mittels IFL .............ccccoceeeiiiinns 85
Tabelle 26: Negativkontrolle der IFL vON Probe 6..........ccoooiiiiiiiiicccecc e 85
Tabelle 27: Nectin-4-Expression in Originaltumor (Spalte 1) und BCOs (Spalte 2) von Probe 7
11 =T £ | S 89
Tabelle 28: Trop-2-Expression in Originaltumor (Spalte 1) und BCOs (Spalte 2) von Probe 7
0T 1 = ES N | I P PPRTT P 89
Tabelle 29: Negativkontrolle der IFL vOn Probe 7. 90
Tabelle 30: Ubersicht der ErgebniSSE .........c.cccoveuieveuiiieeiiieecieectceeeeeeetee e 93



Abkurzungsverzeichnis

% Prozent

°C Grad Celsius

J Mikro

2D zweidimensional

3D dreidimensional

Abb. Abbildung

ACTA Actin assembly-inducing protein

AK Antikorper

AT Osterreich

BCG Bacille-Calmette-Guerin

BCO Blasenkarzinom-Organoid

Bel.-Zeit. Belichtungszeit

BME Basement Membrane Extrakt

Bp Basenpaar

BSA Rinderserumalbumin

bspw. beispielsweise

BTM Blasentumororganoidmedium nach AG Aicher
cDNA komplementare Desoxyribonukleinsaure
CHE Schweiz

CIS Carcinoma in situ

CnT-PR Epithelial Proliferation Medium von Cell-n-Tec
COz2 Kohlenstoffdioxid

csFCS  Charcoal-stripped Fotales Kalberserum

CT Computertomografie

DAB Diaminobenzidin

DAPI 4°,6-Diamidin-2-phenylindol

Depec Diethylpyrocarbonat

DMSO  Dimethyl-sufoxid

dNTP desoxy-Nukleosid-Triphosphat

DPBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
EAU European Association of Urology

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor

ESMO Europaische Gesellschaft flir Urology

ESP Spanien
FDA Food and Drug Administration
FGF Fibroblast Growth Factor

FGFR Fibroblast Growth Factor Receptor

g Erdschwerebeschleunigung

G Grad der Tumordifferenzierung

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phophat-Dehydrogenase
H202 Wasserstoffperoxid

HBLAK immortalisierte Zellen der menschlichen Blase
HBSS Hank’s Balanced Salt Solution

HCM Hepatocyte Culture Media, BCO-Medium nach Lee et. al
HE Hamatoxylin-Eosin



HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl) - 1-piperazinyl) -ethansulfonsaure

HG high grade

HRP Horseradish-Peroxidase

IFL Immunfluoreszenzfarbung

IHC Immunhistochemiefarbung

JPN Japan

kl. zell.  kleinzellig

LG low grade

LVA Lettland

m Milli

M Molare Masse in Gramm pro Mol

MEM Modified Eagle Medium

MIBC muskelinvasives Blasenkarzinom
mM Millimol

MMAE Monomethyl-Auristatin E

MRT Magnetresonanztomographie

NCCN National Comprehensive Cancer Network
NMIBC  nicht-muskelinvasives Blasenkarzinom
NTC no template control

NTW Non-Template Water

p bei TNM pathologisches Stadium

P Passage

PBS Phosphate Buffered Saline

Pen/Strep  Penicillin/Streptomycin

PubMed Public Medicine

gRT-PCR  Quantitative real-time polymerase chain reaction
RNA Ribonukleinsaure

ROCK Rho-Kinase

Rpm Rounds per minute

RW1 RNA-Waschpuffer

S3 Leitlinie nach allen Elementen systematischer Entwicklung
shRNA  short hairpin RNA

smc smooth muscle cells

SN-38 aktiver Metabolit des Zytostatikums Irinotecan

SNP single nucleotide Polymorphismen

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

Temp. Temperatur

TMN Tumor, nodes, metastasis

TRIS Tris-hydroxymethyl-aminomethan
TROP-2 Trophoblast cell surface antigen
TUR-B  Transurethrale Resektion der Blase

UIiCC Union for International Cancer Control
UK Vereinigtes Konigreich

USA United States of America

WHO World Health Organisation

Xg relative Zentrifugalkraft

Y Rho-Kinase-Inhibitor Y-27632



1 Einleitung

1.1 Physiologie der Harnblase

Die Harnblase ist ein Hohlorgan, welches sich im kleinen Becken hinter dem Os
pubis und vor dem Rectum bzw. bei Frauen vor der Vagina befindet. Der von den
Nieren produzierte Harn wird Gber die Harnleiter in die Harnblase gefuhrt und dort
bis zur Miktion gespeichert. Nach kaudal mindet die Harnblase trichterformig in
die Harnrohre, Uber die der Harn ausgeschieden wird.

Der Wandaufbau der Harnblase wird von innen nach auf3en gegliedert in Mukosa,
Muscularis und Adventitia. Besonders ist dabei das so genannte Urothel, welches
die Harnblase von innen auskleidet und an die Bedingungen in der Harnblase
angepasst ist. Es ist ein mehrschichtiges Epithel bestehend aus Basal-, Interme-
diar-, sowie Superfizialschicht und ermdoglicht durch Variieren der Epithelhdhe
und Zellform die GroRenanderungen der Harnblase. Die oberflachlichen Deck-
zellen enthalten in ihrem Zytoplasma Vesikel mit Membranmaterial, welches sie
bei Fullung der Harnblase in die apikale Zellmembran einfigen und im ungedehn-
ten Zustand auch wieder endozytieren. Aul3erdem trennen die Deckzellen das
unterliegende Gewebe von dem Harn mit Tight-junctions. Die apikale Membran
muss dabei widerstandsfahig sein und enthalt daftir spezielle Transmembranpro-
teine, die Uroplakine.

Die Muscularis besteht aus dem Musculus detrusor vesicae mit drei unterschied-
lich verlaufenden Schichten und die Adventitia verankert als eine bindegewebige
Schicht die Harnblase in der Umgebung.

Die Blutversorgung der Harnblase erfolgt Giber Aste der Arteria bzw. Vena iliaca
interna. Innerviert wird die Harnblase vom Sympathikus Uber den Nervus hypo-
gastricus, welcher den Musculus detrusor entspannt und den inneren Schliel3-
muskel aktiviert. Dem gegenuber steht die Innervation durch den Parasympathi-
kus aus dem 2. bis 4. Segment im sakralen Abschnitt des Rickenmarks, welche
durch die Kontraktion des Musculus detrusors, sowie der Entspannung des inne-
ren SchlieBmuskels die Miktion einleitet. Der Nervus pudendus innerviert als Teil
des willkurlichen Nervensystems den Musculus urethralis und ermoglicht eine
bewusst gesteuerte Miktion.



1.2 Harnblasenkarzinom

1.2.1 Epidemiologie, Atiologie und Prognose

Das Harnblasenkarzinom ist in Deutschland die viert haufigste Krebserkrankung
bei Mannern und die siebt haufigste bei Frauen (IARC, 2020). Dabei ist die Inzi-
denz seit 2000 schwankend, aber steigend (IARC, 2020). Die Mortalitat ist seit
1970 bei Mannern insgesamt unverandert und bei Frauen gestiegen. Auch welt-
weit ist das Harnblasenkarzinom unter den zehn haufigsten Karzinomen, wobei
die meisten Falle in Europa und Nordamerika auftreten (IARC, 2020).

Das Rauchen von Tabak ist der Hauptrisikofaktor flr die Entstehung eines Harn-
blasenkarzinoms. Dabei steigt das Risiko mit der Dauer und der Anzahl der ge-
rauchten Zigaretten (IARC, 2004). Dies gilt sowohl fur aktuell Rauchende, als
auch fur ehemalige Raucher, sowie fur alle Formen des Rauchens (Zigaretten,
Zigarren, Pfeife etc.) (Al-Zalabani et al., 2016). Bei Patienten mit chronischer
Harnblaseninfektion ist das Risiko eines Harnblasenkarzinoms erhdht, sowie
nach einer Strahlentherapie im kleinen Becken. Studien zeigten, dass Diabetes
mellitus ebenfalls mit einem gesteigerten Risiko assoziiert ist (Xu et al., 2013).
Es gibt Berufsgruppen mit erhdhtem Harnblasenkarzinomrisiko, bei denen ein
Blasentumor mdglicherweise als Berufskrankheit eingestuft wird. Dazu zahlen
unter anderem die Maler und Lackierer, Friseure, Arbeiter der Gummiindustrie,
Bergleute, Busfahrer (Reulen et al., 2008).

Prognostisch relevant ist die Lage des Tumors (Dutta et al., 2016), sowie die
unterschiedlichen histologischen Subtypen mit jeweils unterschiedlichen Progno-
sen. Das kleinzellige Blasenkarzinom hat eine schlechtere Prognose als das
urotheliale Blasenkarzinom (Celik et al., 2016). Negativ beeinflusst wird die Prog-
nose aulderdem durch infiltratives Wachstum, wodurch laut einer Studie die mitt-

lere Uberlebenszeit stark reduziert wird (Jimenez et al., 2000).

1.2.2 Symptome und Diagnostik

Die Symptome eines Blasentumors ahneln haufig denen einer Blasenentzin-
dung. Dies kann die Diagnosestellung verzogern (Farling, 2017). Die meisten Pa-
tienten weisen eine schmerzlose Makrohamaturie auf. Eine ausgepragte Hama-
turie ist dabei mit einem fortgeschrittenem Krankheitsstadium assoziiert.



(Ramirez et al., 2016). Laut der S3-Leitlinien fur Harnblasenkarzinome besteht
der Verdacht auf einen Blasentumor aufl3erdem bei einer Mikrohamaturie, positi-
ver Urinzytologie oder unspezifischen Reizsymptomen (Leitlinienprogramm-On-
kologie, 2020). In seltenen Fallen wird der Blasentumor durch Nierenversagen
aufgrund von Obstruktionen symptomatisch (Griffiths and Cancer, 2013). Es gibt
keine Marker flr ein Screening, allerdings kann bei Hochrisikopatienten durch
Urinuntersuchungen moglicherweise eine Malignitat frher erkannt werden (Leit-
linienprogramm-Onkologie, 2020).

Die Primardiagnostik erfolgt im Allgemeinen mittels Sonografie und WeiRlicht-
Zystoskopie. Besteht eine positive Harnzytologie ohne Nachweis eines Carci-
noma in situ der Harnblase, sollte eine Tumorsuche in den oberen Harnwegen
erfolgen (Leitlinienprogramm-Onkologie, 2020). Eine photodynamische Zysto-
skopie ist im Vergleich zur Weildlicht-Zystoskopie effektiver in der Detektion von
Blasentumoren (Mowatt et al., 2011). Sie sollte erganzend eingesetzt werden bei
multifokalen Tumoren, high-grade Tumoren in der Vorgeschichte oder Verdacht
auf Carcinoma in situ. Bei zystoskopischem Verdacht auf ein Harnblasenkarzi-
nom wird eine histologische Sicherung eingeleitet (Leitlinienprogramm-Onkolo-
gie, 2020).

Studien zeigten, dass fur eine Tumorstadiendifferenzierung MRT-Aufnahmen ge-
eignet sind und vor allem bei der Anwendung von diffusionsgewichteten Aufnah-
men die Sensitivitat und Spezifizitat gesteigert wird (Huang et al., 2018). Fur die
Uberwachung von Lungen-, Leber- und Lymphknotenmetastasen ist eine kon-
trastverstarkte CT-Aufnahme indiziert. Zur Kontrolle von Knochenmetastasen

kommt eine Knochenszintigraphie zum Einsatz (Heidenreich et al., 2010).

1.2.3 Klassifikationen

1.2.3.1 WHO - Klassifikationen

1973 entwickelte die Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation,
WHO) ein System, um Blasentumore anhand histopathologischer Merkmale, wie
Zellatypien, Nekrosen und Mitosen, in drei Grade (G) einzuteilen (Grading). Da-
bei waren G1-Tumore gut differenziert und zeigten wenige Atypien, wahrend G3-

Tumore kaum differenziert waren und viele pathologische Merkmale aufwiesen.



Anhand dieses Gradings sollten prognostische Aussagen uber die Progression
und Rezidive getroffen werden kénnen (Mostofi et al., 1973).

2004 wurde dieses System Uberarbeitet und mehr histopathologische Merkmale
bertcksichtigt, um die Reproduzierbarkeit des Gradings zu steigern. G1-Tumore
wurden dann als papillar-urotheliale Neoplasien mit geringen Malignitatsrisiko
(PUNLMP) oder als niedriggradiges, papillares Urothelkarzinom eingestuft. G2-
Tumore wurden unterteilt in niedrig- und hochgradige Karzinome (LG/HG) und
G3-Tumore waren die hochgradigen Urothelkarzinome. In Abbildung 1 sind diese
beiden Varianten gegenubergestellt und die oben beschriebene, veranderte
Grad-Einteilung graphisch veranschaulicht. 2016 wurde das Grading-System
ohne einschneidende Veranderungen aktualisiert (Humphrey et al., 2016). Die
S3-Leitlinie empfiehlt die Verwendung beider WHO-Klassifikationssysteme aus
1973 und 2004/2022, vor allem bei invasiv-wachsenden Tumoren

(Leitlinienprogramm-Onkologie, 2020).

G1 | G2 | G3
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S Trao=mT Bk L P L
pUNLMP | LG | HG

Abbildung 1: Grading nach WHO 1973 vs. WHO 2004/2022 (Sylvester et al., 2021)

1973 teilte die WHO Blasenkarzinome anhand histopathologischer Merkmale in drei Grade (G)
1-3 ein, wahrend die 2004 und 2022 Uberarbeitete Einteilung jene in papillar-urotheliale Neo-
plasien mit geringen Malignitatsrisiko (PUNLMP), niedriggradige (LG) und hochgradige (HG)
Karzinome einteilte. Die Uberschneidungspunkte dieser Klassifikationen sind in Abbildung 1

schematisch dargestellt.

Basierend auf den WHO-Klassifikationen und weiteren Risikofaktoren, wie Alter
der Patienten und Anzahl bzw. Gréfie der Tumore, werden Risikogruppen unter-

teilt. Low-risk-Tumore sind erstmalige, einzelne Ta/G1-Tumore, die kleiner als 3



cm und kein CIS sind. Intermediate-risk-Tumore sind alle Karzinome zwischen

der low- und der high-risk-Gruppe. High-risk-Tumore sind alle T1/G3-Tumore und

alle CIS. Je mehr Risikofaktoren begleitend vorliegen, desto hoher ist das Risiko

und die entsprechende Gruppenzuteilung (Sylvester et al., 2021).

2016 veroffentlichte die WHO die vierte Edition der Klassifikation von urothelialen

Tumoren anhand ihrer Morphologie und Genetik. Dabei wurden die Tumore ba-

sierend auf ihren unterschiedlichen Differenzierungen und genetischen Varianten

unterschieden (Humphrey et al., 2016). Eine Auflistung jener Tumorsubtypen ist

in Abbildung 2 zu sehen.

Urothelial tumours

Infiltrating urcthelial carcinoma
Nested, including large nested
Microcystic
Micropapillary
Lymphoepithelioma-like
Plasmacytoid / signet ring cell / diffuse
Sarcomatoid
Giant cell
Poorly differentiated
Lipid-rich
Clear cell

Non-invasive urothelial neoplasms

Urothelial carcinoma in situ

Non-invasive papillary urothelial
carcinoma, low-grade

Non-invasive papillary urothelial
carcinoma, high-grade

Papillary urcthelial neoplasm of
low malignant potential

Urothelial papilloma

Inverted urothelial papilloma

Urothelial proliferation of uncertain
malignant potential

Urothelial dysplasia

Squamous cell neoplasms
Pure squamous cell carcinoma
Verrucous carcinoma
Squamous cell papilloma

Glandular neoplasms
Adenocarcinoma, NOS
Enteric
Mucinous
Mixed
Villous adenoma

Urachal carcinoma
Tumours of Millerian type

Clear cell carcinoma
Endometrioid carcinoma

8120/3

8131/3
8082/3

8122/3
8031/3
8020/3

8120/2
8130/2
8130/2

8130/1
8120/0
8121/0

8070/3
8051/3
8052/0

8140/3
8144/3
8480/3
8140/3
8261/0

8010/3

8310/3
8380/3

Neuroendocrine tumours

Small cell neuroendocrine carcinoma
Large cell neuroendocrine carcinoma
Well-differentiated neuroendocrine tumour
Paraganglioma

Melanocytic tumours
Malignant melanoma
Naevus

Melanosis

Mesenchymal tumours
Rhabdomyosarcoma
Leiomyosarcoma
Angiosarcoma
Inflammatory myofibroblastic tumour
Perivascular epithelicid cell tumour
Benign
Malignant
Solitary fibrous tumour
Leiomyoma
Haemangioma
Granular cell tumour
Neurofibroma

Urothelial tract haematopoietic and
lymphoid tumours

Miscellaneous tumours

Carcinoma of Skene, Cowper, and Littre glands

Metastatic tumours and tumours extending
from other organs

Epithelial tumours of the upper urinary tract

Tumoeurs arising in a bladder diverticulum

Urothelial tumours of the urethra

8041/3
8013/3
8240/3
8693/1

8720/3
8720/

8900/3
889073
9120/3
8825/1

8714/0
8714/3
8815/1
8890/0
9120/0
9580/0
9540/C

8140/3

The morphology codes are from the International Classification of Diseases
far Oncology (ICD-O} {917A}. Behaviour is caded /O for benign tumours;

M for unspecified, borderline, or uncertain behaviour; /2 for carcinoma in
situ and grade Il intraepithelial neaplasia; and /3 for malignant tumours.
The classification is modified from the previous WHQ classification {756A],
taking into account changes in our understanding of these lesions.

Abbildung 2: WHO-Klassifikation d. Tumore des urothelialen Traktes (Humphrey et al., 2016)

Die WHO klassifiziert urotheliale Tumoren anhand ihrer Morphologie und Genetik in die oben

aufgelisteten Subtypen.
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1.2.3.2 TNM-Klassifikation

Auch fur das Staging von Blasentumoren entwickelte die Union for International
Cancer Control (UICC) eine TNM-Klassifikation. Die aktuelle Version wurde 2016
veroffentlicht und ist die 8. Edition (Brierley et al., 2016). Die Bedeutung der ein-

zelnen Stadien wird in der Tabelle 1 beschrieben.

Basierend auf der TNM-Klassifikation erfolgt die Unterteilung der Blasentumore

in nicht-muskelinvasiv und muskelinvasiv, welche fur die weitere Diagnostik und

Therapie von Bedeutung ist. Dabei gelten alle Karzinome der Blase ab pT2 als

muskelinvasiv (Leitlinienprogramm-Onkologie, 2020).

X
TO
Ta
Tis
T
T2
T2a

T2b
T3
T3a
T3b
T4

T4a

T4b

NX
NO

Primartumor

Primartumor kann nicht bewertet werden

Kein Nachweis von Primartumor

Nicht-muskelinvasives papillares Karzinom

Carcinoma in situ

Tumor dringt in subepitheliales Bindegewebe ein

Tumor dringt in Muscularis propria ein

Tumor dringt in oberflachliche Muscularis propria ein (innere
Halfte)

Tumor dringt tief in Muscularis propria ein (auf3ere Halfte)

Tumor dringt in perivesikales Gewebe ein:

Mikroskopisch

Makroskopisch (Extravesikale Masse)

Tumor dringt in eines der folgenden ein: Prostatastroma, Samen-
blaschen, Uterus, Vagina, Beckenwand

Tumor dringt ein in Prostatastroma, Samenblaschen, Uterus oder
Vagina

Tumor dringt ein in Beckenwand oder Abdominalwand
Regionare Lymphknoten

Regionare Lymphknoten konnen nicht bewertet werden

Keine regionalen Lymphknotenmetastasen
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N1 Metastase(n) in einem Lymphknoten des kleinen Beckens

N2 Metastase(n) in multiplen Lymphknoten des kleinen Beckens
N3 Metastase(n) der Lymphknoten an der Arteria iliaca communis
M Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1a Metastasen in nichtregionare Lymphknoten

M1b Andere Fernmetastasen
Tabelle 1: TNM-Klassifikation - Harnblasenkarzinom (Leitlinienprogramm-Onkologie, 2020)
Anhand der TNM-Klassifikation erfolgt das Staging von Blasentumoren, welches flr die weitere
Diagnostik und Therapie von Bedeutung ist. Die Bedeutungen der verwendeten Abklrzungen

lassen sich der Tabelle 1 entnehmen.

1.2.3.3 Weitere Klassifikationen
Studien analysierten Blasenkarzinome auf Transkriptomebene und unterschie-

den darauf basierend Subtypen mit luminalen oder basalen Eigenschaften. Zu
den luminalen Merkmalen gehorte unter anderem eine hohe Expression von Ur-
oplakinen und Zellzyklusgenen. Bei den Tumoren des basalen Subtyps waren
Gene der Histonmodifikation und Chromosomorganisation induziert, sowie Mar-
ker fur undifferenzierte Zellen und Stamm- bzw. Basalzellmarker (CD44) hochre-
guliert (Hedegaard et al., 2016).

1.2.4 Therapie

Um den Therapieerfolg zu maximieren und eine Tumorprogression bzw. ein Re-
zidiv zu vermeiden, ist es wichtig, dass der Patient nicht raucht. Eine Aufklarung
daruber sollte mit jedem Patienten gefuhrt werden (Rink et al., 2012). Allgemein
wird die Therapie des Harnblasenkarzinoms in einem multidisziplinaren Tu-
morboard, bestehend aus Urologen, sowie Pathologen und Radiologen, bespro-
chen und richtet sich vor allem nach dem Tumor-Staging und -Grading, sowie

nach dem Befinden und Willen des Patienten (Kurpad et al., 2011).

12



1.2.4.1 TUR-B

Besteht der Verdacht auf ein Harnblasenkarzinom, wird eine transurethrale Re-
sektion des Blasentumors (TUR-B) durchgefuhrt. Jene erfolgt mit einer monopo-
laren oder bipolaren Schlinge und wenn maoglich ist eine vollstandige Resektion
anzustreben. Das Resektionsmaterial wird anschlieRend analysiert und der his-
topathologische Befund in die individuelle Therapieplanung einbezogen (Oswald

et al., 2022, Leitlinienprogramm-Onkologie, 2020).

1.2.4.2 Chemotherapie

Im Anschluss an die TUR-B wird eine einmalige, intravesikale Chemotherapie
innerhalb von 24 Stunden empfohlen, um zirkulierende Tumorzellen, sowie po-
tenzielle Tumorreste zu zerstéren. Verwendet wird dabei Mitomycin C, Epirubicin,
Pirarubicin, Doxorubicin, Gemcitabin oder Thiotepa. Voraussetzung ist, dass eine
ausgepragte Blutung und Blasenperforation ausgeschossen wurden
(Leitlinienprogramm-Onkologie, 2020). Standard ist die Cisplatin-basierte Che-
motherapie mit Gemcitabin und Carboplatin, welche allerdings kontraindiziert ist
bei sehr eingeschranktem physischem Zustand, bei stark ausgepragter Nieren-
oder Herzinsuffizienz, sowie bei Vorliegen eines eingeschrankten Horvermogens
(Galsky et al., 2011). Ob im Anschluss weitere Chemotherapie erfolgen soll, ist

abhangig von dem Risikostatus (Leitlinienprogramm-Onkologie, 2020).

1.2.4.3 BCGe-Instillation

Erfolgte bei einem high-risk Tumor keine Zystektomie, ist eine BCG-Instillation
bis zur Remission und anschlieRender Erhaltungstherapie flr ein bis drei Jahre
indiziert. Auf die gleiche Weise wird eine alleiniges Carcinoma in situ therapiert
(Leitlinienprogramm-Onkologie, 2020). Eine BCG-Instillation verhindert besser
als eine Chemotherapie das Wiederauftreten des Tumors, aber durch BCG ent-
stehen mehr Nebenwirkungen, wie z.B. Zystitis, Hamaturie, Fieber oder Arthritis.
Kontraindiziert ist eine BCG-Instillation in den ersten zwei Wochen nach der TUR-
B, sowie bei sichtbarer Hamaturie oder symptomatischem Harnwegsinfekt
(Malmstrom et al., 2009, Lamm et al., 2000, EAU, 2023).
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1.2.4.4 Zystektomie

Die Entscheidung flr eine Zystektomie sollte ausfuhrlich mit dem Patienten be-
sprochen und gemeinsam gefallt werden. Dabei mussen stets die Risiken, die
Morbiditat des Patienten und der Einfluss auf die Lebensqualitat abgewogen wer-
den. Eine radikale Zystektomie ist unter anderem fir Patienten mit einem hohen
Risiko einer Tumorprogression oder mit einem BCG-resistenten Tumor eine Op-
tion (Turker et al., 2012, Raj et al., 2007, EAU, 2023).

Standardmafig wird die radikale Zystektomie vor allem bei muskel-invasiv wach-
senden Harnblasentumoren in Erwagung gezogen. Im Rahmen der Operation
werden auch angrenzende Organe, wie Uterus und Prostata, entfernt

(Leitlinienprogramm-Onkologie, 2020).

1.2.4.5 Weitere Therapieansétze

Radiotherapie kann ebenfalls eine Option in der Therapieplanung sein. Allerdings
ist die Datenlage bezlglich der Wirksamkeit nicht eindeutig und daher sollte ihr
Einsatz individuell beurteilt werden (EI-Monim et al., 2013, lwata et al., 2019).
Pembrolizumab und Atezolizumab sind PD1-Inhibitoren, welche bereits in Phase
[I- und llI-Studien vielversprechende Ergebnisse erzielten (Balar et al., 20173,
Balar et al., 2017b). Die Wirksamkeit der FGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren Erda-
fitinib und Infigratinib bei der Therapie von Blasenkarzinomen wird ebenfalls in
Studien untersucht (Siefker-Radtke et al., 2022).

Des Weiteren wurden Antikorper-Wirkstoff-Konjugate entwickelt, von denen be-
reits zwei von der FDA genehmigt wurden: Enfortumab-Vedotin, ein AntikGrper
gegen Nectin-4 mit Monomethyl-Auristatin als Konjugat, sowie Sacituzumab-Go-
vitecan, ein Antikorper gegen Trop-2 mit dem aktiven Metaboliten von Irinotecan
als Konjugat. Deren Zielproteine wurden in dieser Arbeit untersucht, daher wer-
den diese Medikamente in einem eigenen Kapitel kurz vorgestellt (Chang et al.,
2021, Tagawa et al., 2021).

1.3 Nectin-4
Nectine sind Immunglobulin-ahnliche Zelladhasionsmolekule und arbeiten, an-

ders als Cadherine, Calcium-unabhangig (Nakanishi and Takai, 2004). Sie
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befinden sich beim Menschen transmembranar in Adharenzverbindungen von
Epithelien, Fibroblasten und Nervensynapsen (Samanta and Almo, 2015). Es gibt
Nectin-1 bis -4, die von den Poliovirusrezeptor-verwandten Genen 1 bis 4 kodiert
werden und daher auch bekannt sind als PVRL-1 bis -4. Bei Herpes- und Maser-
ninfektionen sind Nectine bei dem Viruseintritt involviert. Wahrend Nectin-1 bis -
3 beim Erwachsenen physiologisch vorliegen, zeigten Untersuchungen, dass
Nectin-4 nur in plazentarem und embryonalem Gewebe vorkommt. Allerdings
wurde bei verschiedenen Tumorarten, inkl. Blasentumoren, eine erhdhte Nectin-
4-Expression festgestellt (Challita-Eid et al., 2016).

1.3.1 Nectin-4 und Urothelkarzinom

Nectin-4 ist stark exprimiert in verschiedenen Histologien des Harnblasenkarzi-
noms, sowohl im Primartumor, als auch in Metastasen (Ghali et al., 2022). Eine
Uberexpression von Nectin-4 ist assoziiert mit verschiedenen Aspekten der Tu-
morprogression, wie Proliferation, Angiogenese, Metastasierung und schlechter
Prognose (Chatterjee et al., 2021).

Experimente mit Ovarialkarzinomzellen zeigten, dass jene Zellen mit Nectin-4
shRNA-Knockdown kleinere und lockere Zellverbande formten als unveranderte
Tumorzellen. Daraus lasst sich schlie3en, dass Nectin-4 wichtig fur die Formation

von Spharoiden ist (Boylan et al., 2020).

1.3.2 Nectin-4 und Enfortumab-Vedotin
Enfortumab-Vedotin ist das erste Antikorper-Wirkstoff-Konjugat, das Nectin-4

bindet. Es ist ein menschlicher, monoklonaler Anti-Nectin-4-Antikdrper gebunden
an Monomethyl-Auristatin E (MMAE) (Heath and Rosenberg, 2021). MMAE ist
eine synthetische antineoplastische Substanz, die durch Blockierung der Tubulin-
Polymerisation die Mitose hemmt. Aufgrund der Toxizitat von MMAE kann es
nicht ungebunden als Medikament eingesetzt werden (Hingorani et al., 2022).
Aulerdem zeigt Enfortumab-Vedotin einen Bystander-Effekt, indem das perme-
able MMAE von Nectin-4-positiven Zellen in benachbarte Nectin-4-negative Zel-
len gelangt (Liu et al., 2020). Demnach ist es essenziell fur die Wirkung von En-

fortumab-Vedotin, dass der Tumor Nectin-4 exprimiert. Je starker Nectin-4
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exprimiert wird, desto starker ist die Wirkung von Enfortumab-Vedotin (Fan et al.,
2022). Gleichzeitig fihrt eine Herunterregulierung der Nectin-4-Expression zu ei-
ner Enfortumab-Vedotin-Resistenz (Chu et al., 2021).

Die Nebenwirkungen waren meistens moderat und umfassten unter anderem
maculopapildren Hautausschlage, Fatigue, Alopezie, Ubelkeit und periphere
Neuropathie (Rosenberg et al., 2019, Heath and Rosenberg, 2021).

2019 wurde Enfortumab-Vedotin von der Food and Drug Administration (FDA)
zugelassen (Heath and Rosenberg, 2021). Im April 2022 wurde Enfortumab-Ve-
dotin auch von der European Medicines Agency (EMA) fur die Therapie von fort-
geschrittenem oder metastasiertem Urothelkarzinom nach platinbasierter Che-
motherapie oder Immuntherapie zugelassen. Das Medikament wird unter dem
Namen Padcev vermarktet (EMA, 2022) und ist seit Juni 2022 in Deutschland
erhaltlich (Maucher, 2022).

1.4 Trop-2

Trop-2 ist das humane Trophoblast-Zelloberflachen-Antigen 2 und ist ein epithe-
liales Transmembranprotein (Fan et al., 2022). Es reguliert Zell-Zell-Adhasion,
Zellproliferation und -mobilitat (D'Angelo et al., 2022). Trop-2 ist physiologisch
stark exprimiert unter anderem in Geweben der Haut, der Prostata, der Nieren,
sowie in der Brust und dem Uterus. Aber auch in einigen Tumoren, inklusive dem
Blasenkarzinom, wurde eine erhdhte Trop-2-Expression detektiert (Stepan et al.,
2011).

1.4.1 Trop-2 und Urothelkarzinom

Eine hohe Trop-2-Expression wurde in den grof3ten Tumoren gefunden, korreliert
mit vermehrter Metastasierung (Dum et al., 2022) und ist assoziiert mit aggressi-

vem Wachstum und schlechter Prognose (D'Angelo et al., 2022).

1.4.2 Trop-2 und Sacituzumab-Govitecan

Sacituzumab-Govitecan ist ebenfalls ein Antikdrper-Wirkstoff-Konjugat, beste-
hend aus einem monoklonalen Antikdrper gegen Trop-2 und SN-38 als Wirkstoff.

SN-38 ist der aktive Metabolit von dem Zytostatikum Irinotecan, der die nukluare
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Topoisomerase 1 inhibiert und dadurch Doppelstrangbriche wahrend der Mitose
induziert (Alt et al., 2020). Folglich hatte SN-38 auch ohne Trop-2 oder den Anti-
korper eine Wirkung. Allerdings zeigten Studien, dass der Verlust von Trop-2 zu
einem reduzierten Effekt durch Sacituzumab-Govitecan fuhrte (D'Angelo et al.,
2022). Das Anschlagen auf die Therapie mit Sacituzumab-Govitecan wurde des
Weiteren beeinflusst durch das DNA-Reparatursystem mittels Homologe Rekom-
bination in den Zielzellen, denn es konnte eine gesteigerte Wirkung beobachtet
werden bei Tumoren mit insuffizienten DNA-Reparatursystem (Bilim et al., 2022).
Als Nebenwirkungen aufgetreten sind Neutropenie, Leukopenie und Anadmie, so-
wie Diarrhoe (D'Angelo et al., 2022).

Sacituzumab-Govitecan wurde von der FDA 2020 fur Brusttumore und 2021 fr
Urothelkarzinome zugelassen (Vranic and Gatalica, 2022).

In Europa wurde das Medikament 2021 von der EMA flr die Behandlung von
lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem triple-negativen Mammakarzinom
nach zwei vorherig versuchten systemischen Therapien zugelassen. Aktuell (No-
vember 2023) ist das Medikament in Europa fur die Urologie allerdings nur im
Rahmen von Studien einsetzbar und noch nicht von der EMA freigegeben fir die
Behandlung von Urothelkarzinomen. In den EAU- und NCCN-Leitlinien wird Sa-
cituzumab-Govitecan bereits als Alternative bei Therapieversagen angegeben.
In den S3- und ESMO-Leitlinien findet man noch keine Erwahnung von Sacitu-
zumab-Govitecan (Krauter et al., 2023).

Es ist davon auszugehen, dass sich die Antikdrper-Wirkstoff-Konjugate nicht ge-
genseitig in ihrer Wirksamkeit einschranken, da sie auf unterschiedliche Antigene
abzielen und verschiedene Wirkstoffe transportieren (Chou et al., 2022).

Auch die Kombination von Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten mit Immuncheck-
point-Inhibitoren sollte in Erwagung gezogen werden, da ihre Wirkung maoglich-

erweise synergistisch ist (D'Angelo et al., 2022).

1.5 Tumormodelle fur Diagnostik, Therapie und Etablierung
Tumormodelle sind wichtig, um die Vorgange bei der Tumorprogression, Metas-
tasierung und Rezidiventstehung zu analysieren (Tse et al., 2022), sowie um die

Veranderungen, die ein Tumor wahrend einer Therapie durchlauft, besser zu
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verstehen (Liu et al., 2022). In-Vitro-Modelle eignen sich au3erdem, um pradik-
tive Biomarker herauszufinden (Wang et al., 2017). Basierend auf den Tumormo-
dellen kénnen dann Medikamente entwickelt und evaluiert werden (Lee et al.,
2018).

Zunachst wurden 2D-Kulturen von Tumorzellen etabliert. Diese sind zwar guns-
tiger und schneller wachsend, aber stellen den Ursprungstumor zu stark verein-
facht dar. Haufig verlieren sie wahrend der Kultivierung die Heterogenitat, die im
Tumor vorkam und bieten nicht das Tumormikroenviroment (Gunti et al., 2021).
Um diesen Limitationen entgegenzuwirken wurden Mausmodelle und Xenografts
aus Patientenproben verwendet, welche die Histologie des Tumors besser dar-
stellten. Diese Tumormodelle waren sehr teuer, spiegelten die Biologie des
menschlichen Tumors nicht genau wider und ermdglichten kaum genetische Ma-
nipulationen fur weitere Untersuchungen (Wang et al., 2017). AuRerdem wurden
fur die Xenografts meistens immunsupprimierte Mause verwendet, wobei es
dann die Rekonstruktion des Immunsystems bedarf (Gunti et al., 2021).
3D-Organoidmodelle konnen die Probleme der 2D-Kultur beheben und bieten
eine neue Mdaglichkeit, um urologische Karzinome zu erforschen. Tumorzellen,
die in 3D-Kultur gewachsen sind, behielten ihre Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interak-
tionen und ahneln somit dem Originaltumor mehr als Tumorzellen in zweidimen-
sionaler Kultur (Pauli et al., 2017). Sato et al. waren 2009 eine der ersten For-
schungsgruppen, die den Begriff ‘Organoid’ verwendeten und bezeichneten da-
mit selbst-organisierende und Originalgewebe-ahnliche Zellstrukturen, die in-
vitro aus einer Stammzelle entstanden ist (Sato et al., 2009). Eingeschrankt wird
die Vergleichbarkeit allerdings dadurch, dass die Organoide keine Nerven, Blut-
gefalle und Immunzellen enthalten (Wang et al., 2017). In Zukunft kann das Or-
ganoidmodell moéglicherweise mit Co-Kulturen aus Stroma- und Immunzellen er-
weitert werden, um die Umgebung des Tumors noch genauer darzustellen und
prazisere Medikamententestungen durchzufuhren (Tse et al., 2022). Damit Or-
ganoide effektiv in den klinischen Alltag etabliert werden kdnnen, ist es wichtig
die Zeit zwischen der Probenentnahme und der erfolgreichen Kultivierung zu re-
duzieren. Wenn dies erreicht ist, sollen Organoide aus Patientenproben genutzt

werden, um jeweils das Medikamentenansprechen eines Tumors zu testen und
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so eine individualisierte Medizin praktizieren zu kénnen (van de Wetering et al.,
2015).

Zellkulturen von normalen Urothelzellen sind wichtig, um die Physiologie des Ge-
webes und die Funktion von Veranderungen in Tumoren zu untersuchen. Sie
dienen aulierdem als Kontrolle z.B. um die Tumorspezifitat von neuen Medika-
menten zu Uberprifen. Eine derartige Zellreihe sind die HBLAKS, die vom nor-
malen Blasengewebe abstammen und viele Marker von physiologischem Urothel
exprimieren. Diese immortalisierten Zellen verandern ihre Proliferation und Mor-
phologie beim Passagieren nicht und eignen sich daher flr eine langfristige Kul-

tivierung (Hoffmann et al., 2016).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Das Harnblasenkarzinom gehort zu den haufigsten Tumorerkrankungen (IARC,
2020) und es bedarf weiterhin Forschung, um die Tumorgenese besser zu ver-
stehen und weitere Ansatzpunkte fir Therapien zu entwickeln. Fur dieses Vorha-
ben werden Tumormodelle im Labor entwickelt, welche allerdings zurzeit noch
Einschrankungen in inrer Umsetzbarkeit und Vergleichbarkeit aufweisen. Ein An-
satz der Tumormodelle sind Organoide, die aus Karzinomproben der Patienten
kultiviert werden (Wang et al., 2017).

Nectin-4 und Trop-2 werden haufig in Blasentumoren vermehrt exprimiert, wes-
halb bereits passende Antikorper-Wirkstoff-Konjugate konstruiert wurden (Enfor-
tumab-Vedotin und Sacituzumab-Govitecan) (D'Angelo et al., 2022). Bei Analy-
sen mit Ovarialkarzinom-Organoiden wirkte Nectin-4 als Adhasionsmolekul for-
dernd flr die Bildung von Organoiden (Boylan et al., 2020).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Nectin-4- und Trop-2-Expression der Bla-
sentumororganoide und ihrer Originaltumore zu bestimmen und miteinander zu
vergleichen. Dabei werden womdglich mehrere Passagen der BCOs beriicksich-
tigt. Es soll ermittelt werden, ob sich das Nectin-4- und Trop-2-Expressionsmus-
ter im Laufe der Langzeitkultivierung verandert und welche Passagen mehr Ahn-
lichkeit zum Originaltumor aufweisen. Zudem wird in dieser Arbeit untersucht, ob
die Expression von Nectin-4 und Trop-2 mit dem Tumorstadium assoziiert ist und
ob sie einen Einfluss auf die Formation von Organoiden hat.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmittel

Die in dieser Arbeit verwendeten Gerate und Verbrauchsmittel sind in der Tabelle

2 mit dem jeweiligen Hersteller aufgelistet.

Bezeichnung

Hersteller

24-Well Zellkultur-Platte Cellstar®
Collection Tubes (1,5 ml, 2 ml)
Combi-Spin FVL-2400N
Cryomold

Deckglaser

Dual-Timer C5080

Einbettkasette
Einmal-Nitril-Untersuchungshand-
schuhe

Einwegskalpell

Electrophoresis Power Supply 601
Feuchte Kammer

Gelsystem 40-0708
Hamozytometer C-Chip Neubauer-
Improved

HeraCell Vios 250i COz2 Inkubator

Heraeus Multifuge 3SR+

Injekt®-F Einmalfeindosierspritzen

Kryoréhrchen

Klhlschranke
LightCycler® 480 96-Well-Platte
LightCycler® 480 I

Grainer bio-one, Kremsmunster, AT
Qiagen, Hilden, DE

bioSan, Riga, LVA

Sakura Finetek, Staufen, DE

R. Langenbrinck, Emmendingen, DE
TFA Dostmann, Wertheim, DE

R. Langenbrinck, Emmendingen, DE
Joza®, Miunchen, DE

Feather®, Osaka, JPN

Amersham plc, Amersham, UK
LabArt, Waldbuttelbrunn, DE

Peqglab Biotechnologie, Erlangen, DE

NanoEnTek, Seoul, Sudkorea

Thermo Fischer Scientific™, Wal-
tham, USA

Thermo Fischer Scientific™, Wal-
tham, USA

B. Braun SE, Melsungen, DE
Thermo Fischer Scientific™, Wal-
tham, USA

Bosch, Stuttgart, DE

Roche Diagnostics, Mannheim, DE
Roche, Mannheim, DE
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Magnetruhrer

Microlance 0,7 mm x 30 mm
Mikroreaktionsgefaf’ (0,5 ml, 1,5 ml,
2 ml)

Mikroskop Axio Vert.A1

Mikroskop Axiophot

Mikroskop Axiovert 200M
Mikroskop Primovert
Mikrotom-Klinge S35

Mikrowelle

NanoPhotometer® NP80
Paraffinausgrief3station Leica EG
1150 C

Paraffin-Streckbad GFL® 1052
Petrischale

Pipette Research (Plus)/Reference

Pipettenspitzen (mit und ohne Filter)

Pipettierhilfe Pipetus®
Prazisionswaage

Rotationsmikrotom Leica RM2125RT
Schuttelwasserbad

Serologische Pipette (5 ml, 10 ml, 25
ml)

Sicherheitswerkbank MSC-Advan-
tage ™

SuperFrost® Plus Objekttrager
Thermocycler UNO I

Thermomixer comfort

UV-Transilluminator Biometra TI 1

Heidolph Instruments, Schwabach,
DE

Becton Dickinson, Fraga, ESP
Eppendorf SE, Hamburg, DE

Zeiss, Oberkochen, DE
Zeiss, Oberkochen, DE
Zeiss, Oberkochen, DE
Zeiss, Oberkochen, DE
Feather®, Osaka, Japan
Sharp, Osaka, Japan
Implen, Minchen, DE

Leica Biosystems, Nufloch, DE

GFL, Burgwedel, DE

Greiner bio-one, Kremsmunster, AT
Eppendorf SE, Hamburg, DE
Biosphere® / Sarstedt / Grainer bio-
one

Hirschmann®, Eberstadt, DE

Kern & Sohn, Balingen, DE

Leica Biosystems, Nufloch, DE
GFL, Burgwedel, DE

Nest® / Falcon® / Greiner bio-one

Thermo Fischer Scientific™, Wal-
tham, USA

R. Langenbrinck, Emmendingen, DE
Biometra®, Gaéttingen, DE
Eppendorf SE, Hamburg, DE
Biometra, Goéttingen, DE



Vakuum-Absaugsystem HLC
Vortexer MS1 Minishaker
Zellkulturflasche 250 ml, Blue Plug
Seal Cap, Tissue Culture Treatment
Zellkulturflasche CellBIND™ Surface
Zellsieb EASYstrainer™

Zentrifuge Centrifuge 5424
Zentrifuge Heraeus Multifuge 3SR+

Zentrifuge Rotina 420R
Zentrifugenréhrchen (15ml, 50ml)

Knf, Sursee, Schweiz
IKA, Staufen, DE
Corning-Falcon®, Durham USA

Corning, Wiesbaden, DE

Greiner bio-one, Kremsmunster, AT
Eppendorf SE, Hamburg, DE
Thermo Fischer Scientific™, Wal-
tham, USA

Hettich, Tuttlingen, DE

Greiner bio-one, Kremsmtunster, AT

Tabelle 2: Liste der verwendeten Gerdte und Verbrauchsmittel mit Herstellern

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien, die im Rahmen dieser Dissertation zur Anwen-

dung kamen, wurden in der Tabelle 3 mit dem jeweiligen Hersteller dokumentiert.

Bezeichnung

Hersteller

A83-01
Accutase® Solution
Advanced DMEM/F12

Advantage® RT-for-PCR Kit (Inhalt:
oligo dt Primer, DEPC-treated water,
5x Reaction Buffer, Recombinant
RNase Inhibitor, ANTP Mix und Re-
verse Transcriptase)

Ampuwa

Aprotinin

B27-Supplement

Beta-Mercaptoethanol

Biozym LE Agarose

STEMCELL Tech., Kéln, DE
Sigma-Aldrich®, St.-Louis, USA
Gibco, von Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

TaKaRa Bio Inc., Kusatsu, JPN

Fresenius, Bad Homburg, DE
Merck, Darmstadt, DE

Gibco, von Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

AppliChem, Darmstadt, DE
Biozym Scientific, Oldendorf, DE
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Boric Acid
Bp-Ladder

Bromophenol blue
BSA 25 %

CnT-Prime

Collagenase

Cultrex® Growth Factor Reduced
BME

DAPI

Descosept sensitive

Dispase

DPBS

Dulbecco’s Phosphate Buffered Sa-
line (DMSO)

eBioscience™ 1x RBC Lysis Buffer

EDTA-Naz
Ethanol

FCS

FGF-2/ -7/ -10

Fluorescence Mounting Medium
Gel Red Nucleic Acid, Gel stain

Glutamax

Gycerol

H202 - Lésung 3 %
HBSS

HCM Kit

Sigma-Aldrich®, St.-Louis, USA
Invitrogen, von Fisher Scientific,
Waltham, USA

AppliChem, Darmstadt, DE
Gibco, von Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

CellnTec, Bern, CHE
STEMCELL Tech., Kéln, DE
R&D Systems, Minneapolis, USA

Sigma-Aldrich®, St.-Louis, USA

Dr. Schumacher GmbH, Maisfeld, DE
STEMCELL Tech., Kéin, DE
Sigma-Aldrich®, St.-Louis, USA
AppliChem, Darmstadt, DE

Invitrogen, von Fisher Scientific,
Waltham, USA
Sigma-Aldrich®, St.-Louis, USA
SAV Liquid Production, Flintsbach am
Inn, DE

Sigma-Aldrich®, St.-Louis, USA
PeproTech, Hamburg, DE
Dako, Carpinteria, USA
Biotium, Fremont, USA
Invitrogen, von Fisher Scientific,
Waltham, USA
Sigma-Aldrich®, St.-Louis, USA
Aug. Hedinger, Stuttgart, DE
Sigma-Aldrich®, St.-Louis, USA
Corning, Wiesbaden, DE
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Hematoxylin QS

HEPES

Histogel

L-Glutamin

LightCycler 480 SYBR Green | Mas-
ter-Kit (Inhalt: SybrGreen und NTW)
Liquid DAB+ Substrate Chromogen
System

Matrigel® Growth Factor Reduced
BME

MEM mit Earle’s Salzen

MEM Non-Essential Amino Acids So-
lution (100X)

N-Acetylcystein

Natriumacetat

Nicotinamid

NTW

Paraffin
Paraformaldehyd
PBS Tabletten pH 7.2

Penicillin und Streptomycin

Primocin

Recombinant Human EGF

RNeasy® Mini Kit (Inhalt: RLT-Puffer,
RNase-free water, RW1-Puffer und
RPE-Puffer)

Vector Laboratories, Burlingame,
USA

Gibco, von Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Biochrom, Berlin, DE

Roche, Mannheim, DE

Dako, Carpinteria, USA

Corning, Wiesbaden, DE

Bio&SELL, Feucht/Nurnberg, DE
Gibco, von Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

Sigma-Aldrich®, St.-Louis, USA
SERVA Electrophoresis, Heidelberg,
DE

Sigma-Aldrich®, St.-Louis, USA
Roche, Mannheim, DE
McCormick, St. Louis, USA

Merck KGaA, Darmstadt, DE
Medicago AB, Uppsala, Schweden
Gibco, von Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

InvivoGen, Toulouse, FRA
PeproTech, Hamburg, DE
Quiagen, Hilden, DE
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ROCK-Inhibitor Y-27632 Hycultec, Beutelsbach, DE

smc PromoCell, Heidelberg, DE

Tris base AppliChem, Darmstadt, DE

Trypanblau Lonza, Basel, CHE

TrypLE™ Select (1x) Gibco, von Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

Trypsin-EDTA Solution Sigma-Aldrich®, St.-Louis, USA

VectaMount® Permanent Mounting Vector Laboratories, Burlingame,

Medium USA

Xylol AppliChem, Darmstadt, DE

ZytoChem-Plus HRP Polymer-Kit (In- | Zytomed Systems, Berlin, DE
halt: BlockingSolution, PostBlock,
HRP-Polymer)

Tabelle 3: Liste der verwendeten Chemikalien mit Herstellern

2.1.3 Medien und Losungen
Wie die verwendeten Medien und Losungen zusammengesetzt sind, lasst sich
der Tabelle 4 entnehmen.
Bezeichnung Zusammensetzung
100 bp-Ladder Mix 30 yL bp-Ladder
+ 50 pL ddH20
+ 80 pL Ladepuffer (siehe unten)

Blasentumororganoidmedium nach 22,5 ml L-RN conditioned Medium
AG Aicher + 22 ml Advanced DMEM/F12
+2,5ml5 % csFCS
+ 1 ml B27-Supplement
+ 500 pl Glutamax (100X)
+ 500 pl HEPES (1 M)
+ 500 pl Nicotinamid (1 M)
+ 125 pl N-Acetylcystein (500 mM in
PBS)
+ 50 pl A83-01 (5 mM in DMSO)
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Blasentumororganoidmedium nach
(Lee et al., 2018)

Ladepuffer

L-Cell Medium

L-Selections Medium

L-Cell Conditioning Medium

+ 50 pl Primocin (50 mg/ml)

+ 50 yl FGF-10 (100 pg/ml)

+ 25 pl FGF-7 (50 pg/ml)

+ 12,5 yl FGF-2 (50 pg/ml)

+ 5l Y-27632 (100 mM in PBS)

+ 0,5 yl EGF (500 uM)

500 ml Hepatocyte Defined Medium
aus dem Hepatocyte Culture Media
Kit

+ 5 ml Glutamax (100X)

+ 1 ml Primocin (50mg/ml)

+ 5 ug EGF

=>fir Grundmedium 47,5 ml abneh-
men
+ 2,5 ml 5% csFCS

—>fur fertiges Kulturmedium 50 ml
Grundmedium abnehmen

+ 5 ul Y-27632 (100 mM in PBS)
5 ml Glycerol

+ 250 uL 40x TAE buffer

+ Spatelspitze Bromophenol blue
+ 3,75 ml H20

DMEM

+10 % FCS

+ 1% Pen/Strep

L-Cell Medium + 50 pg/ml G418
Advanced DMEM/F12

+ 1 % Pen/Strep

+1 % HEPES

+ 1 % L-Glutamin
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L-RN conditioned Medium
(R = R-Spondin, N = Noggin)

Standardkulturmedium fir Tumorli-

nien

TAE-Puffer 40x

TBE-Puffer 20x

Transportmedium

Workingmedium

Herstellung im Labor mittels L-Cell
Medium, L-Selections Medium, L-Cell
Conditioning Medium und Kultivierung
von L-Cells

450ml MEM mit Earle’s Salzen

+ 50 ml FCS

+ 5 ml Pen/Strep

+ 5 ml Glutamax 100X

+ 5 ml MEM Non-Essential Amino Ac-
ids Solution

193,6 g Tris base (1,6 M)

+ 108,9 g Natriumacetat x 3 H20 (0,8
M)

+ 7,44 g EDTA-Naz x 2 H20 (20mM)
pH auf 7,2 einstellen mit Essigsaure
Mit H20 auf 1 L auffillen

121 g Tris base (1M)

+ 61,7 g Boric Acid (1M)

+ 7,44 g EDTA-Na?* x 2 H20 (20mM)
Mit H20 auf 1 L auffillen

HBSS 500 mL

+ 5 mL HEPES (1M)

+ 1667 pL Aprotinin

+ 5 mL Pen/Strep (1%)

45ml Advanced DMEM/F12

+5ml FCS

+ 0,5 ml Pen/Strep

+ 0,5 ml Glutamax 100X

+ 5 ul Y-27632 (100 mM in PBS)

Tabelle 4: Zusammensetzung der verwendeten Medien und Lésungen
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2.1.4 Antikorper fur Immunfarbungen

Die far die Immunfarbungen verwendeten Antikdrper und der jeweilige Hersteller

wurden in der Tabelle 5 aufgelistet.

Bezeichnung Hersteller
anti-h Nectin-4 AF2659 R&D Systems, Minneapolis, USA
anti-h TROP-2 AF 650 R&D Systems, Minneapolis, USA

Polyclonal Rabbit Anti-Goat Immuno- | Dako, Carpinteria, USA
globulins/HRP

Alexa Fluor 488 rabbit-anti-goat IgG Invitrogen, von Fisher Scientific,
A11078 Waltham, USA

Tabelle 5: Verwendete Antikérper fiir die Immunfédrbungen und ihre Hersteller

2.1.5 Primer fur gqRT-PCR

Die verwendeten Primer wurden bei Eurofins Genomics, Ebersberg, DE bestellt.
Fir jeden Primer lassen sich das Zielgen und die Sequenz, sowie die Annealing-
Temperatur und die Access number der Tabelle 6 entnehmen. Bei der Positiv-
kontrolle der qRT-PCR wurde der QuantiTect® Primer Assay Hs_ACTA2_1-SG
von Qiagen, Hilden, DE verwendet.
Zielgen Sequenzen (5" — 37) Annealing- Access
Temp. [°C] number
B-Actin | Forward: 60 NM_001101.5
AACTGGGACGACATGGAGAA
Reverse:
ATACCCCTCGTAGATGGGCA
GAPDH  Forward: 60 NM_002046.7
GCTCTCCAGAACATCATCCCTGCC
Reverse:
CGTTGTCATACCAGGAAATGAGCTT
Nectin-4 = Forward: 58 NM_030916.3
CAAAATCTGTGGCACATTGG
Reverse:

GCTGACATGGCAGACGTAGA
(Boylan et al., 2017)
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TROP-2 | Forward:

60 NM_002353.3

ACAACGATGGCCTCTACGAC

Reverse:

GTCCAGGTCTGAGTGGT TGAA

(Sun et al., 2021)

Tabelle 6: Verwendete Primer fiir qRT-PCR und ihre Sequenzen

2.1.6 Zelllinien

Bei einigen Experimenten im Rahmen dieser Arbeit wurden Zelllinien verwen-

det. Jene sind in der Tabelle 7 zusammen mit ihrem Hersteller aufgelistet.

Bezeichnung

Hersteller

HBLAK
HT-1197

RT4

RT-112
T24

UM-UC-6

UM-UC-9

UM-UC-14

Tabelle 7: Verwendete Zelllinien und ihre Hersteller

CellnTec, Bern, CHE

American Type Culture Collection, Vir-
ginia, USA

American Type Culture Collection, Vir-
ginia, USA

Cell Lines Service, Eppelheim, DE
American Type Culture Collection, Vir-
ginia, USA

ECACC General Cell Collection, Nr.
08090503, Houston, USA

ECACC General Cell Collection, Nr.
08090505, Houston, USA

ECACC General Cell Collection, Nr.
08090509, Houston, USA

2.1.7 Blasentumororganoide und Primartumore

In der Tabelle 8 sind die Patienten anonymisiert mit den Nummern 1 — 6, sowie

die daraus entstandenen Blasentumororganoide mit der im Labor verwendeten

Nummerierung aufgelistet. In dieser Arbeit wurden alle Blasentumororganoid—

und Primartumorproben, die Ende Januar 2023 dem Forschungslabor der Uni-

versitatsklinik fir Urologie in Tubingen entweder als Paraffinschnitt oder als
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RNA-Extrakt vorlagen, fur die Analysen verwendet. Dass nicht von allen BCOs

Paraffinschnitte bzw. RNA-Extrakte vorlagen, ist der unzureichenden Menge an

Organoiden in manchen Kulturen geschuldet. Teilweise musste dann die ge-

samte Organoidmenge beim Passagieren fur die nachfolgende Passage ver-

wendet werden und es konnten parallel keine Paraffinschnitte oder RNA-Ex-

trakte angefertigt werden. Welche Proben zur Verfigung standen und aus wel-

chen Passagen jene stammten, wurde in der untenstehenden Tabelle 8 doku-

mentiert. Der Tabelle 1asst sich auRerdem entnehmen, dass die Blasentumoror-

ganoide #140 und #154 von demselben Patienten stammen.

Paraffinschnitte

RNA bzw. cDNA

Patient BCO-Nr. von BCOs von BCOs
in div. Passagen in div. Passagen
1 #140 2,10, 23 3,7, 11
1 #154 1, 8, 21 2,7,22+24
2 #267 10 8, 12+15
3 #270 9 4,5-7,10
4 #287 14
5 #297
6 #300 4

Tabelle 8: Verwendete Blasentumororganoide und die vorliegenden Proben
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2.2 Methoden

2.2.1 Probengewinnung

Die im Labor verwendeten Tumorproben wurden in der Klinik fur Urologie des
Universitatskrankenhauses in Tubingen durch transurethrale Resektionen der
Harnblase oder Zystektomien gewonnen.

Die analysierten Blasentumororganoide lagen im Labor in Kultur vor, oder waren
von vorherigen Doktoranten in Zusammenarbeit mit den medizin-technischen As-
sistenten bereits in Paraffinblocken bzw. als RNA konserviert worden. Die Tu-
morzelllinien RT4, UM-UC-6 und HBLAK lagen eingefroren im Stickstofftank vor.
Die Studie wurde von der Ethikkommission unter dem Aktenzeichen
804/2020B02 genehmigt. Alle relevanten Vorgaben zum ethischen Umgang mit
Proben aus menschlichem Gewebe wurden uneingeschrankt beachtet. Die Stu-

die wurde dem entsprechend durchgeflhrt.

2.2.2 2D-Kultivierung

2.2.2.1 Auftauen der Zellen von Tumorzelllinien fir 2D-Kultur

Eingefrorene Zellen kdnnen aufgetaut und erneut in Kultur genommen werden.
Zunachst wurde 20 ml warmes MEM in einem 50 ml-Zentrifugenréhrchen vorge-
legt. Die Zellen wurden aus dem Stickstofftank entnommen und auf Eis transpor-
tiert. Zum Auftauen wurde das Kryorohrchen im 37 °C warmen Wasserbad so
lange geschwenkt bis nur noch ein kleiner Eiskern ubrig blieb. Dann wurden die
Zellen schnellstmoglich in das mit MEM vorbereitete Zentrifugenréhrchen umge-
fullt. Das Zentrifugenréhrchen wurde im Anschluss bei 150 g und Raumtempera-
tur fir 7 Minuten zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Mit 10 ml MEM
wurde nun das Zellpellet resuspendiert und in eine Zellkulturflasche Uberflhrt.
Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO:2 kultiviert. Alle 2-3 Tage erfolgte ein

Medienwechsel.

2.2.2.2 Passagieren von Tumorzelllinien in 2D-Kultur
Als sich die Zellen so stark vermehrt hatten, dass sie mit einer Dichte von 70 —

80 % den Boden der Zellkulturflasche bedeckten, musste die Zellzahl pro
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Zellkulturflasche reduziert werden, um ein Absterben der Tumorzellen zu vermei-
den. Daflr wurde als erstes das Kulturmedium aus der Zellkulturflasche abge-
saugt und durch 10 ml warmes PBS ersetzt. Nach 5 Minuten wurde dies ebenfalls
wieder entfernt. Zum Ablosen der Tumorzellen wurde 3 ml Trypsin-EDTA in die
Flasche pipettiert und fiir 5 — 10 Minuten bei 37 °C und 5 % CO:zinkubiert. Durch
Beklopfen der Flasche und anschlieiendem Mikroskopieren wurde das Abldsen
der Zellen uberpruft. Im Anschluss wurden 7 ml MEM in die Zellkulturflasche ge-
geben und die Zellsuspension in ein 50 ml — Zentrifugenrohrchen uberfuhrt. Es
folgte eine Zentrifugation bei Raumtemperatur und 480 g fur 7 Minuten. In der
Zwischenzeit wurde Kulturmedium entsprechend des Splittingverhaltnisses in
eine neue Zellkulturflasche vorgelegt. Beispielsweise 8 ml Medium bei einem
Splittingverhaltnis von 1:5. Nach Beendigung der Zentrifugation wurde der Uber-
stand abgenommen und der Zellpellet in 10 ml MEM resuspendiert. Mit der Zell-
suspension wurde dann die neue Zellkulturflasche auf 10 ml abgeftillt — im oben
genannten Fall folglich mit 2 ml Zellsuspension auf 8 ml MEM. In den folgenden
Tagen wurde die Zellkulturflasche bei 37 °C und 5 % COz inkubiert, taglich die
Dichte per Mikroskop Uberwacht, sowie alle 2 — 3 Tage die 10 ml Kulturmedium

mit frischem MEM ersetzt.

2.2.2.3 Passagieren von HBLAKSs in 2D-Kultur

Das Passagieren der HBLAKSs in 2D-Kultur erfolgte nach dem gleichen Protokoll
wie bei Tumorzelllinien (siehe 2.2.2.2). Allerdings wurde bei den HBLAKs 4 ml
Accutase statt 3 ml Trypsin-EDTA verwendet, sowie CnT-Prime als Kulturme-
dium eingesetzt. Aullerdem erfolgte die Zentrifugation mit 200 g fur 5 Minuten

und es wurden andere Zellkulturflaschen (mit CellBIND™ Surface) verwendet.

2.2.3 3D-Kultivierung

2.2.3.1 Aufbereitung der Tumorgewebeprobe zur 3D-Kultivierung
Die gewonnen Tumorproben wurden in Transportmedium gelagert aus der Klinik
zum Labor weitergeleitet. Zunachst wurde die Probe gewogen. Daflr wurde das

Transportmedium in ein 15 ml -Zentrifugenréhrchen pipettiert und das
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Gewebestlck in eine Petrischale tberfiihrt. Uberstehendes Transportmedium in
der Petrischale wurde abpipettiert und ebenfalls in das 15 ml -Zentrifugenrohr-
chen gesammelt. Mit einer leeren Petrischale wurde die Waage austariert und
anschlieBend das Gewicht der Probe ermittelt, sowie dokumentiert. Hiernach
wurde 1 ml Workingmedium in die Petrischale gegeben und das Gewebe mit zwei
sterilen Skalpellen so klein wie mdglich geschnitten. Das zerkleinerte Gewebe
wurde dann mit einer 5 ml-Pipette in das 15 ml-Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt.
Um Sicherzustellen, dass alle Gewebestucke Ubertragen wurden, wurde die Pet-
rischale mit Workingmedium gesplilt und jenes ebenfalls dem 15 ml-Zentrifugen-
réhrchen hinzugefigt. Es folgte eine Zentrifugation bei 480 g und Raumtempera-
tur fir 10 Minuten. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Gewebepellet in
entsprechender Menge PBS + Y resuspendiert. Dabei gilt 1000 pl pro 100 mg
Gewebe. Als zweites wurde 15 ul Collagenase pro 100 mg Gewebe erganzt. Das
15 ml - Zentrifugenréhrchen wurde anschlie®end fir 30 Minuten in einem 37 °C
warmen Wasserbad inkubiert, wobei die Probe alle 15 Minuten geschwenkt
wurde. Nach Ablauf der 30 Minuten und einem zweiten Mal schwenken wurde
erneut dieselbe Menge Collagenase in das 15 ml - Zentrifugenréhrchen dazu ge-
geben und es folgte eine weitere Inkubationszeit von 30 Minuten in einem 37 °C
warmen Wasserbad mit Schwenken der Probe alle 15 Minuten. Nachfolgend
wurde das verdaute Gewebe durch ein 100 ym Zellsieb in ein 50 ml - Zentrifu-
genrohrchen filtriert. Das Filtrat wurde bei 480 g und Raumtemperatur fur 10 Mi-
nuten zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Hiernach wurde das Zellpellet
in 2 ml Lysepuffer resuspendiert und je nach Intensitat der Rotfarbung fur 2-6
Minuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde 3 ml Workingmedium erganzt und
die Probe bei 480 g und Raumtemperatur fur 10 Minuten zentrifugiert. Nachdem
der Uberstand abgesaugt wurde, wurde das Zellpellet in der benétigten Menge
Workingmedium resuspendiert und auf Eis gestellt. Als Richtwert diente dabei
das Gewicht der Tumorprobe. Aus 100 mg Gewebeprobe wurden zwei Dome
angesetzt und pro geplantem Dome wurde 10 ul Workingmedium verwendet. Als
nachstes wurde die benotigte Menge Matrigel BME bestimmt und langsam ohne
Luftblasen mit der Zellsuspension resuspendiert. Pro 10 ul Zellsuspension bedarf
es 30 yl Matrigel BME + 10pl Matrigel BME als Puffer. AnschlieRend wurden die

33



Domes in eine 24-Well-Platte ausplattiert. Dabei wurden fir jeden Dome 40 ul
der Probe mittig und ohne Luftblasen bis auf den ersten Druckpunkt in ein Well
pipettiert. Die Platte wurde nachfolgend umgedreht und fur 30 Minuten bei 37 °C
und 5 % COzinkubiert. Hiernach wurde die Platte wieder umgedreht, leicht ange-
kippt und in den unteren Rand, ohne die Domes zu beruhren 500 pl Kulturmedium
in die verwendeten Wells pipettiert. Um ein Verdunsten des Kulturmediums vor-
zubeugen, wurden die umliegenden Wells mit 1 ml PBS aufgefullt. Kultiviert wur-
den die Tumorzellen bei 37 °C und 5 % COa.

2.2.3.2 Uberfiihrung der 2D-Kulturen in 3D-Kultur

Zum Uberfiihren der Tumorzelllinien und HBLAKs aus den 2D-Kulturen in 3D-
Kulturen, mussten die Zellen wie beim Passagieren zunachst mit Trypsin-EDTA
bzw. Accutase geldst und das Zellpellet nach der Zentrifugation in 10 ml Medium
(MEM bzw. CnT-Prime) resuspendiert werden (siehe 2.2.2.2 und 2.2.2.3). Da-
nach wurde die Zellanzahl mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Es wurden
20.000 Zellen pro Dome bendtigt und 4 Domes gesetzt. Das Volumen, das ent-
sprechend der gezahlten Zellkonzentration die benodtigte Anzahl an Zellen ent-
halt, wurde in ein 15 ml-Zentrifugenréhrchen pipettiert und abzentrifugiert. An-
schlieRend wurde der Uberstand bis auf das benétigte Volumen von 10 pl Zell-
suspension pro Dome abpipettiert und pro Dome 30 pl Matrigel BME, sowie pro
Ansatz 10 ul Matrigel BME als Puffer, hinzugefugt. Abschlie3end wurden die Do-
mes wie in 2.2.3.1 beschrieben in die 24-Well-Platte gesetzt und mit MEM bzw.
CnT-Prime als Medium abgedeckt.

2.2.3.3 Passagieren von Tumorproben in 3D-Kultur

Wurde mikroskopisch festgestellt, dass die Zellen in den Domes dicht und hoch-
konzentriert vorliegen, wurde die Kultur gesplittet. Dies ist notwendig, um das
Absterben der Zellen zu vermeiden, da Platz und Nahrstoffe bei zu hoher Dichte
moglicherweise nicht ausreichen.

Vorab wurden reprasentative Domes zur Dokumentation fotografiert. Als erstes
wurde das Medium aus den zu splittenden Wells abgenommen und in ein 15 ml-

Zentrifugenréhrchen dberfuhrt. Um sicherzustellen, dass moglichst wenige Zellen
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in den Wells verblieben, wurden diese dreimal mit 1 ml PBS pro Well gewaschen.
Dabei wurden die Domes mit der Pipettenspitze abgekratzt, resuspendiert und
das PBS ebenfalls in das Zentrifugenrohrchen gegeben. Es folgte eine Zentrifu-
gation bei 480 g und Raumtemperatur fur 10 Minuten und ein Absaugen des
Uberstandes. Danach wurde 1 ml TrypLE im Sto dazugegeben und fir ca. 3
Minuten im 37 °C warmen Wasserbad inkubiert. Die Zellen wurden mit einer Dop-
pelspitze (blaue + gelbe Pipettenspitze) langsam resuspendiert. Hiernach wurde
das 15ml Zentrifugenrohrchen auf 10 ml mit warmen Workingmedium aufgefullt
und bei 480 g und Raumtemperatur fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellpellet in der bendtigten Menge Workingmedium
resuspendiert. Pro Dome wurden 10 pl Workingmedium verwendet. Wie viele
Domes gesetzt wurden, richtete sich nach der Zellanzahl. Zum Zahlen wurde eine
Neubauer-Zahlkammer verwendet. Zwischenzeitlich wurde die Probe nun auf Eis
gelagert und die bendtigte Menge BME bestimmt. Pro 10 pl Zellsuspension, be-
ziehungsweise pro Dome, wurden 30 pyl BME bendtigt. Es sollte 10 pl BME mehr
verwendet werden, um sicherzustellen, dass ausreichend vorhanden ist. Die be-
rechnete Menge BME wurde nun zu der Zellsuspension dazu pipettiert und luft-
blasenfrei resuspendiert. Flr jeden Dome wurden 40 ul der Zell-BME-Suspen-
sion in die Mitte eines Wells einer 24-Well-Platte bis zum ersten Druckpunkt pi-
pettiert. Im Weiteren wurde die Platte umgedreht und fur 30 Minuten bei 37 °C
und 5 % COz2 inkubiert. In der Zeit fingen die Domes an sich zu verfestigen. Ab-
schlielend wurde nach 30 Minuten die Platte zurtickgedreht und pro Well 500 pl
Kulturmedium am Rand und ohne die Domes zu beruhren hinzu pipettiert. Um
ein Verdunsten des Kulturmediums vorzubeugen, wurden die umliegenden Wells
mit 1 ml PBS aufgefullt. Kultiviert wurden die Zellen bei 37 °C und 5 % CO..
Zweimal pro Woche erfolgte ein Medienwechsel oder eine Zugabe von 100 pl

frischem Medium pro Well.

2.2.4 Methoden mit Paraffinschnitten

2.2.4.1 Zellen und Organoide fiir Paraffinschnitte fixieren
Um aus 3D-Kulturen zunachst die Domes von der 24-Well-Platte abzul6sen, wur-
den 100 pl Dispase in jeden Well zum Kulturmedium pipettiert und die 24-Well-
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Platte fUr eine Stunde bei 37 °C und 5 % COz inkubiert. Die im Medium gel6sten
Organoide wurden in ein 15 mi-Zentrifugenrdéhrchen Uberfluhrt. Zur Sicherstel-
lung, dass moglichst wenige Organoide in den Wells verbleiben, wurden diese
im Anschluss dreimal mit 1ml PBS + 0,1 % BSA ausgewaschen und ebenfalls in
das 15ml-Zentrifugenrdhrchen pipettiert.

Bei 2D-Kulturen wurde vorab das Kulturmedium abgesaugt und anschlie3end die
Zellen mittels 3 ml Trypsin-EDTA und einer Inkubationszeit von 7 Minuten abge-
|6st. Diese Zellsuspension wurde dann mit 7ml MEM verdunnt und ebenfalls in
ein 15ml-Zentrifugenrdéhrchen Uberflhrt.

Es folgte eine Zentrifugation des 15 ml-Zentrifugenréhrchens bei 150 g und
Raumtemperatur fiir zwei Minuten. Danach wurde der Uberstand aus Medium
vorsichtig mit einer Absauge abgenommen und das Ubrig gebliebene Organo-
idpellet mit 500 pl 4 %-Paraformaldehyd resuspendiert. Die Fixierung erfolgte in

dem 15 ml Zentrifugenréhrchen tber Nacht bei 4 °C.

2.2.4.2 Zellen und Organoide in Histogel einbetten

Um die in Paraformaldehyd fixierten Zellen und Organoide fir das Gielden von
Paraffinblocken vorzubereiten, mussten jene vorab in Histogel eingebettet wer-
den. Dies erfolgte indem zunachst das Histogel mit Hilfe eines Thermomix auf
70°C erhitzt und somit verflissigt wurde. Das 15 ml Zentrifugenréhrchen mit den
in Paraformaldehyd fixierten Zellen und Organoiden wurde bei 200 g und Raum-
temperatur fiir zwei Minuten zentrifugiert und der Uberstand mit einer Absauge
entfernt. Im Anschluss wurde das Zellpellet in 300 pl Histogel resuspendiert und
dieses Fixiergut in ein Cryomold pipettiert. Dies sollte mdglichst zligig und ohne
Luftblasen erfolgen. Fir 15 Minuten wurde das Cryomold bei 4 °C gelagert, so-
dass sich das Histogel wieder verfestigt. Sobald das Histogel ausgehartet war,
wurde es in eine mit Probennamen und Datum beschrifteten Einbettkassette
uberfuhrt. Hierflr eignet es sich einen kleinen Spatel zur Hilfe zu nehmen und
das Cryomold vorab mit einer Schere an den vier Ecken zur Mitte hin einzu-
schneiden. Die verschlossene Einbettkassette wurde in 70 % Ethanol unter ei-
nem Abzug bis zur Paraffineinbettung gelagert. Diese sollte innerhalb der nachs-

ten sieben Tage erfolgen.
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2.2.4.3 Paraffineinbettung

Vorab mussen die Proben mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert
werden. Dies wurde mit einem Gewebeinfiltrationsautomaten im Institut fur Pa-
thologie der Universitat Tubingen durchgefuhrt. Danach wurde der Histogel-Block
in eine quadratische Metallform Uberfihrt und mit flissigem Paraffin Gbergossen.
Der Deckel der Einbettungskassette wurde verworfen. Das Unterteil wurde mit
der Unterseite auf den Histogel-Block in der Metallform gelegt und ebenfalls mit
Paraffin Ubergossen. Um das Ausharten des Paraffins herbeizufihren, wurde die
Metallform mit der Probe auf Eis gestellt. Als das Paraffin vollstandig verfestigt

war, wurde die Metallform entfernt.

2.2.4.4 Paraffinschnitte anfertigen

Als Vorbereitung wurde ein Paraffin-Streckbad auf 40 °C erhitzt und Objekttrager
mit Probennamen, Datum und Nummerierung beschriftet. Fir das Schneiden
mussen die Paraffinblocke kalt und somit hart sein. Dies kann sichergestellt wer-
den, indem die Paraffinblocke zwischen den Schnitten auf Eis gelagert werden.
Der Paraffinblock wurde zum Schneiden in das Mikrotom eingespannt und paral-
lel zum Messer ausgerichtet. Durch Betatigen des Handrads wurde der Paraffin-
block quer zum Messer bewegt und es entstehen Schnitte mit der eingestellten
Dicke. Hier wurde eine Dicke von 3 um verwendet. Die Schnitte wurden dann auf
das Streckbad Uberfuhrt und von dort je zwei bis vier Schnitte auf einen Objekt-

trager aufgezogen.

2.2.4.5 Immunhistochemieférbungen an Paraffinschnitten

Far die Immunhistochemiefarbungen an Paraffinschnitten wurde das ZytoChem-
Plus HRP Polymer-Kit verwendetet. Vor dem Farben mussen die Schnitte voll-
standig getrocknet sein. Daflir wurden sie fir 10 Minuten auf einen Magnetrihrer
mit Heizfunktion gelegt. AulRerdem mussten die Schnitte entparaffiniert sein. Da-
fur durchliefen sie eine absteigende Alkoholreihe: 3x 15 Minuten in Xylol, 2x 3
Minuten in 100%igem Ethanol, 2x 3 Minuten in 96%igem Ethanol, 3 Minuten in
75%igem Ethanol, 5 Minuten in 30%igem Ethanol und 5 Minuten in destilliertem

Wasser. Nach der Entparaffinierung und nach jedem folgenden Waschschritt
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wurden die Objekttrager mit einem Papiertuch um die Schnitte herum abgetrock-
net und in eine feuchte Kammer gelegt. Da die endogene Peroxidase unspezifi-
sche Farbungen verursachen kann, wurde zunachst die Peroxidase-Aktivitat
durch 10 Minuten Inkubation mit 3%iger H202- Losung blockiert. Es folgte ein
Waschen der Objekttrager mit PBS als Waschpuffer fir 2 Minuten. Anschliel3end
wurde die BlockingSolution aus dem ZytoChem Plus HPR Polymer Kit, welche
eine Hintergrundfarbung durch unspezifisches Binden der Antikorper am HRP-
Polymer vorbeugt, aufgetragen und nach 5 Minuten ebenfalls mit PBS abgewa-
schen. Als nachstes inkubierten die Primarantikorper fur 60 Minuten bei 37 °C
und 5 % COz. Die Primarantikérper wurden dafur im Verhaltnis 1:20 mit PBS +
0,1 % BSA verdunnt und pro Objekttrager wurden 100 pl Antikdrper-Losung ver-
wendet. Aulderdem wurde flr jede Probe ein Objekttrager mit PBS statt dem Pri-
marantikérper als Negativkontrolle mitgefarbt. Im Anschluss wurde der Primaran-
tikdrper durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt und die Objekttrager mit
dem Verstarkungsreagenz PostBlock aus dem Kit fur 20 Minuten benetzt. Nach
anschlieBendem Waschen mit PBS wurden dann HRP-konjugierte, polyklonale
Kaninchen-Gegen-Ziege-Immunglobuline 1:200 mit PBS + 0,1 % BSA verdunnt
und als Sekundarantikérper fur 30 Minuten bei Raumtemperatur auf allen Objekt-
tragern inkubiert. Auch hiernach erfolgte Waschen mit PBS. Im nachsten Schritt
wurde DAB fur 10 Minuten aufgetragen. Dieses Substrat wurde dabei von dem
Enzym HRP zu einem braunen Niederschlag umgesetzt und markiert daher unter
dem Mikroskop die mit dem Zielgen positiven Stellen. Diese Reaktion wurde mit
destilliertem Wasser abgestoppt und im Anschluss eine Gegenfarbung der Zell-
kerne mit Hamatoxylin durchgefihrt. Das Hamatoxylin inkubierte fur 3 Minuten
und wurde danach mit destilliertem Wasser abgewaschen. Es folgte dann das so
genannte Blauen, bei dem die Objekttrager fir 10 Minuten mit Leitungswasser
gespult wurden. Durch den pH-Anstieg anderte sich die ursprungliche rétlich-
braunliche Farbung des Hamatoxylins in die typische blauliche Farbe. Zum
Schluss wurden die Objekttrager mit destilliertem Wasser gewaschen, getrock-

net, sowie mit Fluorescence Mounting Medium und Deckglasern eingedecki.
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2.2.4.6 Immunfluoreszenzfarbungen an Paraffinschnitten

Zunachst wurden die Antikorper in PBS + 0,1 % BSA verdunnt. Pro Objekttrager
wurden je 100 pl Primar- und Sekundarantikorper bendtigt. Die Primarantikorper
wurden im Verhaltnis 1:20 verdunnt. Der Sekundarantikorper wurde im Verhaltnis
1:1000 verdlinnt und auf’erdem DAPI im Verhaltnis 1:1000 hinzugeflgt. Letzt-
endlich wurde in 998 pl PBS 1 pl Sekundarantikérper und 1 pl DAPI geldst. Um
Sicherzustellen, dass die Schnitte vollstandig getrocknet sind, wurden diese zu-
nachst fur 10 Minuten auf einen Magnetrthrer mit Heizfunktion gelegt. Aul3erdem
mussten die Schnitte entparaffiniert sein und durchliefen daflir eine absteigende
Alkoholreihe: 3x 15 Minuten in Xylol, 2x 3 Minuten in 100%igem Ethanol, 2x 3
Minuten in 96%igem Ethanol, 3 Minuten in 75%igem Ethanol, 5 Minuten in 30%i-
gem Ethanol und 5 Minuten in destilliertem Wasser. Nach der Entparaffinierung
und nach jedem folgenden Waschschritt wurden die Objekttrager mit einem Pa-
piertuch um die Schnitte herum abgetrocknet und in eine feuchte Kammer gelegt.
Als erstes wurde dann pro Objekttrager 100 ul des Primarantikdrpers gegen das
zu detektierende Antigen aufgetragen. AulRerdem wurde als Negativkontrolle pro
Probe ein Objekttrager mit PBS statt Primarantikorper mitgefuhrt. Es folgte die
erste Inkubation in der feuchten Kammer bei 37 °C und 5 % CO:2 fur eine Stunde.
Im Anschluss wurde der Primarantikdrper dreimal fur drei Minuten mit PBS ab-
gewaschen. Als nachstes wurde auf jeden Objekttrager 100 pl Sekundarantikor-
per pipettiert. Dieser inkubiert fur eine Stunde in der feuchten Kammer bei Raum-
temperatur. Danach wurden die Objekttrager erneut dreimal fir drei Minuten mit
PBS gewaschen. Zum Schluss wurden die Schnitte mit Mounting Medium und

Deckglasern eingedeckt.

2.2.5 Methoden mit RNA-Extrakten
2.2.5.1 Auflbsen von BME zur RNA-Extraktion

Als Vorbereitung wurde die Zentrifuge auf 4 °C im Leerlauf runtergekuhlt und
aulBerhalb der Benutzung geschlossen gehalten, sowie die 24-Well-Platte mit
den Domen fir die RNA-Extraktion auf Eis gelegt. Das Medium wurde aus den
Wells abgesaugt und in ein 15 ml-Zentrifugenréhrchen tberflhrt. Anschlie3end

wurde in jedes Well 1 ml kaltes PBS pipettiert, mit der Pipettenspitze die Wells
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abgekratzt und das PBS ebenfalls in dem 15 ml-Zentrifugenréhrchen gesammelt.
Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Danach wurde die Suspension
bei 480 g und 4 °C fir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt.
Pro Dome wurde 1 ml TrypLE hinzugefugt und das 15 ml - Zentrifugationsrohr-
chen gevortext. Fur 15 Minuten wurde die Suspension in einem 37 °C warmen
Wasserbad inkubiert und dabei alle 5 Minuten gevortext. Nachfolgend wurde die
Flussigkeit auf 12 ml mit kaltem PBS aufgefullt und bei 1000 xg und 4 °C fur 5
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf ca. 200 ul abgesaugt und das
15 ml-Zentrifugenrohrchen auf 10 ml mit kaltem PBS aufgefiillt. Nach einem Vor-
texen folgte eine Zentrifugation bei 1200 xg und 4°C fir 5 Minuten. Erneut wurde
der Uberstand bis auf ca. 200 pl abgesaugt und das 15 ml-Zentrifugenréhrchen
auf 10 ml mit kaltem PBS aufgeflllt, sowie gevortext und bei 1200 xg und 4 °C
fur 5 Minuten zentrifugiert. Hinterher wurde der Uberstand so genau wie mdoglich
abgesaugt. Das Zellpellet wurde unter dem Abzug in 350 ul RLT-Puffer mit Mer-
captoethanol resuspendiert und abschliefend fur mindestens eine Stunde bei -
80°C eingefroren. In dieser Form ist die Probe fur die Weiterverarbeitung bereit

oder alternativ fur mehrere Jahre bei — 80 °C haltbar.

2.2.5.2 RNA-Extraktion

Fir die RNA-Extraktion wurde das RNeasyMini Kit (250) verwendet. Zunachst
musste die Probe aufgetaut werden. Sobald sie aufgetaut war, wurde die Probe
auf Eis gestellt. Es wurden 350 pl 70%iger Ethanol dazu pipettiert und mit einer
Insulinspritze inklusive einer Injektionsnadel das Pellet finfmal hoch- und runter-
pipettiert. AnschlieRend wurde mit der Spritze die Mischung in eine Spin-Saule
Uberfuhrt und jene bei 10.000 rpm fur 15 Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen. Nun wurden 350 yl RW1 auf die Saule gegeben und jene er-
neut bei 10.000 rpm fur 15 Sekunden zentrifugiert, sowie der Durchfluss verwor-
fen. Hiernach wurden 80 pl DNAse-Gemisch auf die Membran gegeben und fir
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 350 pyl RW1 zu der
DNAse hinzugefligt und die Saule bei 10.000 rpm fiir 15 Sekunden zentrifugiert.
Der Durchfluss mitsamt Sammelrohrchen wurde verworfen und die Saule in ein

neues Sammelrohrchen gestellt. Im folgenden Schritt wurden 500 yl RPE-Puffer
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auf die Saule pipettiert und diese bei 10.000 rpm flir 15 Sekunden zentrifugiert.
Danach wurde der Durchfluss verworfen und erneut 500 pl RPE-Puffer auf die
Saule pipettiert. Die Saule wurde jetzt fur 2 Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert,
der Durchfluss verworfen und direkt im Anschluss erneut fur 15 Sekunden bei
10.000 rpm zentrifugiert. Im Weiteren wurde die Saule in ein neues mit dem Pro-
bennamen beschriftetes Mikroreaktionsgefa® gestellt und 20 pl RNAsefreies
Wasser auf die Membran pipettiert. Es folgte eine einminutige Inkubation, sowie
eine einminutige Zentrifugation bei 10.000 rpm. Der Durchfluss enthalt dann die
RNA. Der genaue RNA-Gehalt wurde mit dem NanoPhotometer® NP80 be-
stimmt und dokumentiert. Bis zur Umschreibung in cDNA wurde das RNA-Extrakt
bei -80 °C gelagert.

2.2.5.3 Umschreiben von RNA in cDNA

Far das Umschreiben der RNA in cDNA wurde das Advantage® RT-for-PCR Kit
verwendet. Alle Reagenzien wurden vorab gevortext, zentrifugiert und auf Eis
gestellt. In ein 0,5 ml-Mikroreaktionsgefall wurde depec-Wasser entsprechend
der RNA-Konzentration in der Probe vorgelegt und das RNA-Volumen dazu pi-
pettiert, sodass 12,5 pl RNA-depec-Wasser-Mischung mit insgesamt 1 uyg RNA
entsteht. Dem wurde 1 pl oligo-dt-Primer hinzugeflgt und das Mikroreaktionsge-
fal gevortext, zentrifugiert und auf Eis gestellt. In einem weiteren Reaktionsgefall
wurde der Master-Mix angesetzt. Dieser setzt sich zusammen aus 4 ul 5x Buffer
und 0,5 yl RNAse-Inhibitor, sowie 1 uyl dNTP-Mix und 1 ul reverse Transkriptase.
Die Mischung wurde gevortext, zentrifugiert und auf Eis gestellt. Als nachstes
wurde der Thermocycler eingeschaltet und das bendtigte Programm eingestellt.
Dadurch heizt das Gerat auf 70 °C hoch. Bei einer Temperatur von 65 °C wurde
das Aufheizen kurz pausiert und die Probe hineingestellt. Anschlielend wurde
das Programm fortgesetzt. Nachdem die Zieltemperatur erreicht wurde, sank
diese nach ca. zwei Minuten wieder. Dann wurde die Probe herausgeholt und auf
Eis gestellt. Im Weiteren wurde der Probe 6,5 ul Master-Mix hinzugefigt und das
Mikroreaktionsgefall gevortext, zentrifugiert und auf Eis gestellt. Nun wurde am
Thermocycler das Programm fir die RNA-Umschreibung ausgewahlt und die

Probe erneut reingestellt. Es lief die Umschreibung flr 1h 7 min bei 42 °C. Nach

41



Beendigung des Programms wurde die Probe wieder auf Eis gestellt und 80 pl
depec-Wasser erganzt. Die Probe enthalt nun cDNA und wurde bei -20 °C bis

zur Weiterverarbeitung gelagert.

2.2.5.4 Primer-Mix herstellen
Die verwendeten Primer wurden nach Packungsbeilage mit NTW geldst. Dafur
wurden in ein Reaktionsgefald 400 pl NTW mit je 50 ul forward-Primer und re-

verse-Primer gemischt.

2.2.5.5 qRT-PCR

Fir die qRT-PCR wurde der LightCycler480 Il und das LightCycler 480 SYBR
Green | Master-Kit verwendet. Vorab wurde das Layout der 96-Well-Platte er-
stellt. Dabei befand sich unten rechts die Positivkontrolle, au3erdem rechts fur
jeden Primer eine Negativkontrolle. Jede Probe erhielt eine Spalte und jeder Pri-
mer bzw. jedes Zielgen zwei Zeilen. Alle verwendeten Reagenzien wurden vorher
gevortext, zentrifugiert und auf Eis gestellt. Fur jedes Gen wurde ein Master-Mix
hergestellt, welcher aus 10 ul SybrGreen, 2 pl PrimerMix aus forward und reverse
Primer und 6 ul NTW besteht. Diese Mengenangaben wurden mit der Anzahl der
verwendeten Wells inklusive NTC und 3 mehr als Puffer multipliziert und in ent-
sprechender Menge in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal} pipettiert. Das Gemisch wurde
gevortext, zentrifugiert und auf Eis gestellt. Als alle bendtigten Materialen zusam-
mengestellt waren, wurden die Proben und Primer in die Wells pipettiert. Zuerst
wurden je 2 ul cDNA, ohne die Rander zu beruhren, bis zum zweiten Druckpunkt
auf den Boden des Wells pipettiert. Dabei wurde zuerst cDNA von smooth muscle
cells (smc) fur die Positivkontrolle, dann NTC fur die Negativkontrollen und zuletzt
spaltenweise die cDNA der Proben aufgetragen. Anschliel’end wurden je 18 pl
der MasterMixe der Primer in den entsprechenden Zeilen inklusive Negativkon-
trollen am Rand bis auf den ersten Druckpunkt dazu pipettiert. Sind alle Reagen-
zien auf die 96-Well-Platte pipettiert worden, wurde diese mit einer Folie abge-

klebt und bei 1000 rpm fur eine Minute abzentrifugiert.
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Die fertige Platte konnte flr eine Nacht bei -20 °C gelagert werden und wurde
dann nach dem Auftauen erneut abzentrifugiert. Nach dem Laufen der PCR
wurde die Platte erst beschriftet und fur spatere Analysen bei -20 °C aufbewabhrt.
Die Vorgaben fur die qRT-PCR wurden mit dem zum LightCycler480 Il dazuge-
hérigen Programm eingestellt. Die gRT-PCR lief mit 39 Zyklen und je nach Primer
bei 58 °C oder 60 °C. Aulierdem wurde jede Probe zusatzlich auf die Referenz-
gene GAPDH und beta-Actin untersucht, sodass im Anschluss eine korrekte Aus-
wertung maoglich war. Diese wurde ebenfalls mit dem Programm vom LightCyc-
ler480 Il durchgefuhrt.

2.2.5.6 Bestimmung von Primer-Effizienzen

Fir die Bestimmung der Primer-Effizienzen wurde zunachst ein cDNA-Pool, be-
stehend aus jeweils 20 ul cDNA von 8 verschiedenen Zelllinien, hergestellt. Die
verwendeten Zelllinien waren UM-UC-6, UM-UC 9 und UM-UC 14, RT4 und RT-
112, sowie HT-1197, T24 und HBLAK. Mit diesem cDNA-Pool wurde dann eine
siebenstufige Verdlnnungsreihe herstellt, wobei von der einen zur nachsten
Stufe jeweils im Verhaltnis 1:2 mit 10 yl NTW verdinnt wurde. Diese sieben Ver-
dinnungen von unverdunnt bis zum Verhaltnis 1:64 stellten dann die sieben Pro-
ben da, die wie in 2.2.5.5 beschrieben in jeweils eine Spalte Uber zwei Zeilen auf
die 96-Well-Platte pipettiert wurden. Fur den zu untersuchenden Primer wurde
wie in 2.2.5.5 erlautert ein Master-Mix hergestellt, welcher dann in den zwei Zei-
len mit den Proben aufgetragen wurde. Unten rechts auf der 96-Well-Platte wurde
auch hier eine Positivkontrolle mit smc und ACTA_2, sowie eine Negativkontrolle
mit NTW und dem untersuchten Primer, aufgetragen. Nachdem die 96-Well-
Platte vorbereitet war, lief die gRT-PCR uber 39 Zyklen bei der bendétigten Tem-
peratur. Im Anschluss wurde mit Hilfe des LightCycler® 480 IlI-Programms die
Effizienz bestimmt. Dieses hier beschriebene Vorgehen wurde zwei weitere Male
an zwei verschiedenen Tagen unter den moglichst gleichen Bedingungen erneut
durchgefuhrt. Aus den drei ermittelten Effizienzen wurde schliel3lich der Mittel-
wert gebildet und jener Wert gilt nun als Effizienz des Primers. Ein Primer mit

einer 100%igen Effizienz wurde eine Verdopplung der untersuchten Gensequenz
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bei jedem Zyklus bewirken und damit eine Effizienz von 2 aufweisen. Als gut zu

bewerten ist daher eine Effizienz zwischen 1,7 und 2,0.

2.2.5.7 Gelelektrophorese

Um das 2%ige Agarosegel fur die Gelelektrophorese herzustellen, wurde 1 g
Agarose in einem Erlenmeyerkolben abgewogen und 50 ml 1:20 verdunnter TBE-
Puffer sowie ein Ruhrfisch hinzugegeben. Der Kolben wurde mit Frischhaltefolie
abgedeckt und in einer Mikrowelle auf hochster Stufe so lange aufgekocht bis
keine Schlieren mehr zu sehen waren. Danach wurde der Erlenmeyerkolben auf
einen Ruhrer gestellt, 5 yl Biotium hinzugeflgt und die Flussigkeit auf ca. 60 °C
abgekuhlt. Das Gel wurde dann in das Gelsystem gegossen, um es fur 20-30
Minuten auspolymerisieren zu lassen. Anschlielend wurde das Gelsystem mit
TBE-Puffer aufgeflllt. 10 uyl des zu untersuchenden PCR-Produkts aus der 96-
Well-Platte wurde mit 4 ul Ladepuffer gemischt und 10 ul dieser Mischung in eine
Tasche des Gels aufgetragen. Um spater die Bandenlange ablesen zu kdnnen
wurde in eine Tasche 5 yl eines 100 Bp-Ladder-Mixes pipettiert. Als alle Proben
aufgetragen waren, wurden die Plus- und Minuskabel an den passenden Stellen
in dem Elektrophorese-Netzgerat eingesteckt und eine Spannung von 100 Volt
eingestellt. Nun lief die blaue Bande aus dem PCR-Produkt vom Minus-Ende zum
Plus-Ende, da die Phosphatreste der DNA negativ geladen sind. Dabei wander-
ten kleinere DNA-Fragmente schneller und weiter durch das Gel als Grofliere. Hat
die Bande ca. % des Gels durchlaufen, wurde die Spannung wieder entfernt. Mit
Hilfe eines UV-Transilluminator und durch Vergleichen mit der mitgelaufenen
Ladder-Bande konnte dann die GroRe des PCR-Produkts in Basenpaaren abge-
lesen werden. Ein Primer repliziert im Rahmen der PCR eine bestimmte Gense-
quenz (siehe Tabelle 6), welche fur eine bestimmte Anzahl an Basenpaaren co-
diert. So bilden die PCR-Produkte wahrend der Gelelektrophorese entsprechend
ihrer Basenpaarmenge spezifische Banden, welche mit der erwarteten Anzahl an
Basenpaaren verglichen werden kann. Stimmen diese Uberein, so kann davon

ausgegangen werden, dass der Primer funktioniert.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorarbeiten zur Etablierung der Methode 1 (QRT-PCR)
Um die Expression von Nectin-4 und Trop-2 in der RNA der Zelllinien und BCOs

analysieren zu kdonnen, wurden Protokolle fur die gRT-PCR mit Nectin-4- und
Trop-2-Primern im Labor etabliert.

Dafur wurde eine Mischung aus der cDNA von verschiedenen Tumorzelllinien
(UM-UC-6, UM-UC-9, UM-UC-14, RT4, RT-112, T24, HT1197, HBLAK) angefer-
tigt und jener cDNA-Pool fur PCRs mit den verschiedenen Primern verwendet.
In den Abbildungen 3 — 5 sind die Schmelzkurven der untersuchten Primer zu
sehen. Der zuerst verwendete Nectin-4-Primer zeigte eine inhomogene Schmelz-
kurve (Abbildung 3), woraus geschlossen werden konnte, dass jener nicht funk-
tionierte. Daher wurde ein zweites Protokoll getestet. Die fur die weiteren Analy-
sen verwendeten Nectin-4- und Trop-2-Primer wiesen nach der PCR eine homo-
gene Schmelzkurve auf (Abbildung 4 u. 5), weshalb von ihrer Funktionalitat aus-
gegangen wurde. Die Effizienz des funktionierenden Primers fur Nectin-4 lag bei

1,74. Die ermittelte Effizienz des Trop-2-Primers lag bei 1,76.

............. {008 (Zoom)

| Temporatue () 2 ]
............ & o)

45



Maiting Gurves i) (z00m)

near|__

& anari e — ~
anari = — —
20471 |
1871 ™~
war
1029 -

o 6 [ (3 o 7 7 74 f, 7, o [ 3 [ L a0 9 £ %
(R iE]
Mariing Weake @8 oo

183
12649
11,643
10,643
0643 |
0.43 |
7643
6643
5,640

i 4640
0564
24|
1643
LBAY —g”
0,967 | - s

B8 #) G0 Bl @2 63 64 6% GE G/ &8 &8 /0 /1 72 #a 74 /8 6 77 Fa /@ @0 @1 @2 63 @4 @5 @& @7 @@ Ay 90 &1 &2 @3 o4 95 o8

Teomporatue (‘C)

Abbildung 4: Schmelzkurve des verwendeten Nectin-4-Primers
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Abbildung 5: Schmelzkurve des verwendeten Trop-2-Primers

In den Abbildungen 3-5 sind die Schmelzkurven der untersuchten Primer zu sehen. Wahrend
der PCR mit SybrGreen wird dieser Farbstoff in die DNA-Doppelstrange eingebaut und sorgt
dann fir ein Fluoreszenzsignal, welches von dem Gerat detektiert werden kann. Die Sequenz,
die ein Primer repliziert, hat entsprechend ihres Aufbaus eine spezifische Temperatur, bei der
sich die DNA-Doppelstrange voneinander trennen und den fluoreszierenden Farbstoff wieder
freisetzten. Daraus resultiert dann eine Abnahme des Fluoreszenzsignals. In jeder der Abbil-
dungen 3-5 sind jeweils zwei Diagramme zu sehen. Bei dem oberen Diagramm wurde die
Intensitat des Fluoreszenzsignals in den Proben auf der y-Achse gegen die Temperatur in °C
im aufsteigenden Verlauf auf der x-Achse aufgetragen. Die x-Achse des unteren Diagramms
zeigt ebenfalls die Temperatur in °C. Wahrend hier auf der y-Achse die Steigung der Kurven
vom oberen Diagramm aufgetragen wurden. Die Schmelzkurve ist in dem oberen Diagramm
zu sehen und weist einen sigmoidalen Verlauf. Der Wendepunkt markiert den so genannten
Schmelzpunkt, an dem 50 % der DNA doppelstrangig und 50 % einzelstrangig vorliegen. Je-
ner Punkt erscheint in dem unteren Diagramm als Spitze im Graphen. Repliziert der PCR-
Primer spezifisch eine Zielsequenz, ergeben sich in beiden Diagrammen flr jede Probe ahn-
liche Kurvenverlaufe (Abbildung 4 und 5). Erfolgt die Amplifikation hingegen unvollstédndig und
unregelmafig, ergeben sich fir jede Probe verschiedene Kurvenverlaufen und kein sequenz-
spezifischer Schmelzpunkt. Bei derartigem Ergebnis (Abbildung 3) ist von einer eingeschrank-

ten Funktionalitat des Primers auszugehen.

46



Zur weiteren Evaluierung des Protokolls wurde eine Gelelektrophorese mit dem
PCR-Produkt der jeweiligen Primer durchgefuhrt. Der Nectin-4-Primer codiert fur
eine Sequenz mit 189 bp, wahrend der Trop-2-Primer fur eine Sequenz mit 224
bp codiert. Es zeigten sich wie erwartet Banden auf Hohe dieser Basenpaarmen-
gen der Primersequenzen (Abbildung 6). Daraus lasst sich schlie3en, dass die

Primer funktionieren und ihre Zielsequenz spezifisch und zuverlassig replizieren.

‘--

Nectin-4 | Trop-2 | Ladder ki wl‘;‘:‘i!-f*“'!m'
A el

Abbildung 6: Gelelektrophorese mit 100 bp-DNA-Ladder zum Vergleich
In der Abbildung 6 ist die Kontrolle der erwarteten Produktlangen der PCR-Ampilifikationen von
Nectin-4 (189 bp; links) und Trop-2 (224 bp; Mitte) im Vergleich zur 100 bp-DNA-Ladder
(rechts) durch Gelelektrophorese zu sehen. Die Amplifikate entsprechen den erwarteten Pro-

duktlangen.

3.2 gRT-PCR an Tumorzelllinien u. Kultivierung geeigneter Zelllinien
Mit den etablierten Protokollen wurden zunachst die Expression von Nectin-4 und
Trop-2 mittels qRT-PCR in mehreren Tumorzelllinien bestimmt. In Abbildung 7
sind die PCR-Ergebnisse in einem Saulendiagramm dargestellt. Anhand von die-
sem Ergebnis wurde eine Auswahl fur die anschliefiende Kultivierung getroffen.
Es sollten die zwei Tumorzelllinien mit der hochsten Expression, sowie eine mit
niedriger Expression als Negativkontrolle verwendet werden. Kultiviert wurde zu-
nachst in 2D-Kultur und nach einmaligem Passagieren auch in 3D-Kultur. Basie-
rend auf den Ergebnissen dieser gRT-PCR (Abb. 7) wurden UM-UC-6 und RT4
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fur die anschlieRende Kultivierung ausgewahlt, da jene die meiste Expression
von beiden Markern aufwiesen. HBLAK wurde fur die Negativkontrolle festgelegt,
da diese Zellen sowohl Nectin-4 als auch Trop-2 am wenigsten exprimierten.

0,4

0,35

0,3

0,25

0,2

B Nectin-4

0,15 1 Trop-2

Target-Reference-Ratio

0,1 | i : ) \ ‘
0,05 | l I ) |
. 1 1 _1
RT112 UM-UC-6 RT4 UM-UC-9 HT1197 UM-UC-14 T24 HBLAK

Zelllinien

Abbildung 7: Expression von Nectin-4 und Trop-2 in Tumorzelllinien anhand einer gRT-PCR

In diesem Saulendiagramm sind die PCR-Ergebnisse der Expressionsanalyse von Nectin-4
und Trop-2 in Tumorzelllinien dargestellt. Auf der x-Achse stehen die untersuchten Tumorzell-
linien und auf der y-Achse sind die Werte der Target-Reference-Ratios aufgetragen. Eine Tar-
get-Reference-Ratio beschreibt die Expression des Zielgens im Verhaltnis zu der Expression
von sogenannten Housekeeping-Genen, wie beispielsweise GAPDH und beta-Actin, die in je-
der Zelle exprimiert werden. Dadurch sind die Expressionswerte verschiedener Proben auch
bei unterschiedlichem RNA-Gehalt vergleichbar. Eine Target-Reference-Ratio von 0,4 bedeu-
tet z.B., dass die Expression des Zielgens 0,4-fach der Expression des Referenzgens betragt.
Die roten Saulen zeigen die Nectin-4-Expression und die griinen Saulen die Expression von
Trop-2. Es ist zu sehen, dass UM-UC-6 und RT4 beide Marker am starksten exprimieren, wah-

rend HBLAK Nectin-4 und Trop-2 am wenigsten aufwies.

Die Tumorzelllinien RT4 (Abb. 8), UM-UC-6 (Abb. 9) und HBLAK (Abb. 10) wur-
den zunachst in einer 2D-Kultur kultiviert. Durch regelmafliges Mikroskopieren
wurde das Zellwachstum kontrolliert, wobei ein flachendeckendes Zusammen-

wachsen der Tumorzellen beobachtet werden konnte (Abb. 8-10).
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Abbildung 8: RT4 in 2D-Kultur am 4. Tag Abildung 9: UM-UC-6 in 2D-Kultur am 4. Tag

Abbildung 10: HBLAK in 2D-Kultur am 7. Tag

Die Abbildungen 8-10 zeigen Fotos der kultivierten Tumorzelllinien RT4 (Abb. 8), UM-UC-6
(Abb. 9) und HBLAK (Abb. 10) in der 2D-Kultur am 4. bzw. 7. Tag unter dem Mikroskop mit
einer 100 ym-Legende in der unteren, rechten Ecke. Da nahezu Uberall, nebeneinander lie-
gend Zellen zu sehen sind, kann davon ausgegangen werden, dass die Tumorzelllinien inner-
halb weniger Tage flichendeckend zusammengewachsen sind. Die helleren Zellen (bspw. mit
weillem Kreis markiert) sind abgestorbene Zellen, die nicht mehr adharent wachsen und sich

frei im Medium befinden.

Bei dem zweiten Mal Passagieren der 2D-Kultur wurde ein Anteil der Tumorzel-
len in die 3D-Kultur Gberfuhrt. Die Tumorzelllinien formten in der 3D-Kultur nach
4/5 Tagen Zellverbande, welche in den folgenden Tagen weiterwuchsen. Nach
sieben Tagen hatten jene organoidahnliche Zellverbande mit einer GréRRe von

teilweise Uber 100 um im Durchmesser gebildet (Abb. 11-16).
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Abbildung 11: RT4 in 3D-Kultur am 4. Tag

Abbildung 13: UM-UC-6 in 3D-Kultur am 5. Tag Abbildung 14: UM-UC 6 in 3D-Kultur am 7. Tag

o %
Abbildung 15: HBLAK in 3D-Kultur am 4. Tag Abbildung 16: HBLAK in 3D-Kultur am 7. Tag

Die Abbildungen 11-16 zeigen Fotos der kultivierten Tumorzelllinien RT4 (Abb. 11 u. 12), UM-
UC-6 (Abb. 13 u. 14) und HBLAK (Abb. 15 u. 16) in der 3D-Kultur einmal am 4. bzw. 5. (Abb.
11, 13, 15), sowie am 7. Tag (Abb. 12, 14, 16) unter dem Mikroskop mit einer 100 um-Legende

in der unteren, rechten Ecke. Es ist zu sehen, dass die Tumorzelllinien in der 3D-Kultur nach

4/5 Tagen Zellverbande formten (bspw. schwarze Pfeile), welche in den folgenden Tagen wei-
terwuchsen. Am 7. Tag sind organoidahnliche Zellverbande (bspw. weilse Pfeile) mit einer
Grofie von teilweise tber 100 um im Durchmesser erkennbar. Da es sich um eine Mikroskopie
einer 3D-Kultur handelt, sind im Hintergrund weitere Zellformationen unscharf zu erkennen.
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3.3 Vorarbeiten zur Etablierung der Methode 2 (IFL)

Aus den 2D- und 3D-Kulturen wurden Paraffinblocke und anschlieRend Paraffin-
schnitte auf Objekttragern angefertigt. Jene wurden verwendet, um mittels Im-
munhistochemiefarbungen (Abb. 17-34) die Protokolle fur Immunfarbungen mit
Antikdrpern gegen Nectin-4 und Trop-2 zu etablieren. AnschlieRend wurden
diese fur Immunfluoreszenzfarbungen (Abb. 35-52) verwendet, um auch dort de-

ren Funktionalitat sicherzustellen.

3.3.1 Immunhistochemiefarbungen an Zelllinien

Bei den Immunhistochemiefarbungen an Paraffinschnitten von Proben der Zell-
kulturen (Abb. 17-34) farbten die verwendeten Antikorper die Marker Netin-4 und
Trop-2 bei den Proben von RT4 und UM-UC-6 zuverlassig in braun an (Abb. 17-
20, Abb. 23-26). Erkennbar war sowohl eine membrandse (bspw. Abb. 20) als
auch zytoplasmatische (bspw. Abb. 18) Anfarbung der Marker. Die Zellkrper
zeigten sich durch Hamatoxylin blaulich. AuRerdem erfolgte jeweils eine Farbung
ohne Antikorper als Negativkontrolle (Abb. 21+22, Abb. 27+28, Abb. 33+34). Die
Negativkontrolle wies wie erwartet keine braunliche Farbung auf. Bei HBLAK-
Proben wurde wie erwartet kaum Nectin-4 und Trop-2 braunlich angefarbt (Abb.
29-32). Basierend auf diesen Farbeergebnissen wurde die Konsequenz gezo-
gen, dass sich die verwendeten Anti-Nectin-4- und Anti-Trop-2-Antikdrper sowohl

in der 2D-Kultur als auch in der 3D-Kultur fur die Immunhistochemie eignen.
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Abbildung 17: I;-IC mit Anti-Nectin-4-AK in 2D-Kultur
von RT4
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Abbildung 19: IHC mit Anti-Trop-Z-A7< in 2D-Kultur
von RT4
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Abbildung 21: Negativkontrolle der IHC in 2D-Kultur
von RT4
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Abbildung 18: IHC mit Anti-Nectin-4-AK in 3D-Kultur
von RT4

Abbildung 20: IHC mit Anti-Trop-2-AK in 3D-Kultur
von RT4

Abbildung 22: Negativkontrolle der IHC in 3D-Kultur
von RT4

Die Abbildungen 17-22 zeigen die Ergebnisse der Immunhistochemieféarbungen an Paraffin-

schnitten der Tumorzelllinie RT4 in 2D- und in 3D-Kultur mit einem 20 pm-Malfstab. Untersucht

wurde die Nectin-4- und die Trop-2-Expression (Abb. 17-20), welche bei der Immunhistoche-

miefarbung braun erscheint. Aulerdem erfolgte eine Farbung ohne Antikérper als Negativkon-

trolle. Die Zellkerne sind mittels Hamatoxylins in blau angefarbt. Erkennbar ist eine membran-

betonte (bspw. Abb. 20), aber auch zytosolisch vorkommende (bspw. Abb. 18) Expression bei-

der Marker. Die Negativkontrolle (Abb. 21+22) weist keine braunliche Farbung auf.
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Abbildung 25: IHC mit Anti-Trop-2-AK in 2D-Kultur
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Abbildung 27: Negativkontrolle der IHC in 2D-Kultur
von UM-UC-6

Abbildung 24: IHC mit Anti-Nectin-4-AK in 3D-Kultur
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Abbildung 28: Negativkontrolle der IHC in 3D-Kultur
von UM-UC-6

Auf den Abbildungen 23-28 sind die Ergebnisse der Immunhistochemiefarbungen an Paraffin-
schnitten der Tumorzelllinie UM-UC-6 in 2D- und in 3D-Kultur mit einem 20 ym-Mafstab do-
kumentiert. Die Zellkerne sind mittels Hamatoxylins in blau angefarbt. Die Farbungen mit Anti-
Nectin-4- und Anti-Trop-2-Antikérper (Abb. 23-26) wiesen eine positive Expression durch
braunliche Anfarbung nach. Erkennbar ist diese Expression Uberwiegend im Bereich des Zy-

tosols der Zellen. Bei der Negativkontrolle (Abb. 27+28) ohne Antikdrper ist diese braunliche

Farbung nicht erkennbar.
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Abbildung 29: IHC mit Anti-Nectin-4-AK in 2D-Kultur
von HBLAK
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Abbildung 31: IHC mit Anti-Trop-2-AK in 2D-Kultur
von HBLAK
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Abbildung 33: Negativkontrolle der IHC in 2D-Kultur
von HBLAK
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Abbildung 30: IHC mit Anti-Nectin-4-AK in 3D-Kultur
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Abbildung 32: IHC mit Anti-Trop-2-AK in 3D-Kultur
von HBLAK

Abbildung 34: Negativkontrolle der IHC in 3D-Kultur
von HBLAK

In den Abbildungen 29 — 34 sind die Ergebnisse der Immunhistochemieféarbungen an Paraffin-

schnitten der HBLAKSs in 2D- und in 3D-Kultur mit einem 20 um-MalRstab zu sehen. Die Zell-

kerne sind mittels Hamatoxylins in blau angefarbt. Eine positive Expression von Nectin-4 bzw.

Trop-2 wirde sich auch hier durch eine braunliche Anfarbung in Erscheinung treten. Es fallt

auf, dass die Farbungen mit Anti-Nectin-4- bzw. Anti-Trop-2-Antikorper (Abb. 29-32) dem Far-
beergebnis der Negativkontrolle (Abb. 33+34) dhneln und keine braunliche Verfarbung aufwei-

sen. Demnach exprimieren die HBLAK-Proben wie erwartet kein Nectin-4 oder Trop-2.
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3.3.2 Immunfluoreszenzfarbungen an Zelllinien

Im Rahmen der Immunfluoreszenzfarbung (Abb. 35-52) dienten die Antikorper
als Primarantikorper und zeigten mit Hilfe des fluoreszierenden Sekundarantikor-
per die Expression von Nectin-4 bzw. Trop-2 in grin an. Die Zellkerne fluores-
zierten in blau durch die Anfarbung mit DAPI. Auch hier konnte sowohl eine
membranare (bspw. Abb. 38) als auch eine zytoplasmatische (bspw. Abb. 42)
Anfarbung der Marker beobachtet werden. Die Nectin-4- und Trop-2-exprimie-
renden Tumorzelllinien RT4 (Abb. 35-38) und UM-UC-6 (Abb. 41-44) zeigten wie
erwartet grine Fluoreszenz. Wahrend HBLAK (Abb. 47-50) als Negativkontrolle
ohne Nectin-4- und Trop-2-Expression erwartungsgemaf nur sehr wenig grin
fluoreszierte, was wahrscheinlich auf ein Farbeartefakt (bspw. Abb. 40) zurtick-
zufihren ist. Jenes Artefakt entsteht moglicherweise dadurch, dass Reste vom
Sekundarantikérper, auch ohne einen Primarantikdrper gebunden zu haben, auf
dem Objekttrager verbleiben.

Basierend auf diesen Farbeergebnissen wurden die verwendeten Antikorper fur
die Immunfluoreszenzfarbungen sowohl an 2D-, als auch 3D-Kulturproben als

geeignet eingestuft.
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Abbildung 35: IFL mit Anti-Nectin-4-AK in 2D-Kultur Abbildung 36: IFL mit Anti-Nectin-4-AK in 3D-Kultur
von RT4 von RT4
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Abbildung 37: IFL mit Anti-Trop-2-AK in 2D-Kultur von Abbildung 38: IFL mit Anti-Trop-2-AK in 3D-Kultur von
RT4 RT4

Abbildung 39: Negativkontrolle der IFL in 2D-Kultur Abbildung 40: Negativkontrolle der IFL in 3D-Kultur
von RT4 von RT4

Die Abbildungen 35-40 zeigen die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen an Paraffin-

schnitten der Tumorzelllinie RT4 in 2D- und in 3D-Kultur mit einem 5 um-MaRstab. Untersucht
wurde die Nectin-4- und die Trop-2-Expression (Abb. 35-38), welche bei der Immunfluores-
zenzfarbung grin erscheint. Die Zellkerne sind mittels DAPI in blau angefarbt. Erkennbar ist
hier eine membran-betonte (bspw. Abb. 38), aber auch zytosolisch vorkommende (bspw. Abb.
36) Expression beider Marker. Aullerdem erfolgte eine Farbung ohne Primarantikdrper als Ne-
gativkontrolle (Abb. 39+40). Die Negativkontrolle weist wie erwartet lediglich eine dezente

Grunfarbung auf, welche sich als Farbeartefakt bewerten lasst.
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Abbildung 41: IFL mit Anti-Nectin-4-AK in 2D-Kultur Abbildung 42: IFL mit Anti-Nectin-4-AK in 3D-Kultur
von UM-UC-6 von UM-UC-6

Abbildung 43: IFL mit Anti—Trp—Z—AK in 2D-Kultur von Abbildung 44: IFL mit Anti-Trop-2-AK in 3D-Kultur von
UM-UC-6 UM-UC-6
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Abbildung 45: Negativkontrolle der IFL in 2D-Kultur Abbildung 46: Negativkontrolle der IFL in 3D-Kultur
von UM-UC-6 von UM-UC-6

Auf den Abbildungen 41-46 sind die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen an Paraffin-
schnitten der Tumorzelllinie UM-UC-6 in 2D- und in 3D-Kultur mit einem 5 pm-Malstab doku-
mentiert. Die Zellkerne sind mittels DAPI in blau angefarbt. Die Farbungen mit Anti-Nectin-4-
und Anti-Trop-2-Antikorper (Abb. 41-44) wiesen eine positive Expression durch griinliche An-
farbung nach. Erkennbar ist diese Expression tUiberwiegend im Bereich des Zytosols der Zellen.
Bei der Negativkontrolle (Abb. 45+46) ohne Antikorper ist keine als positiv zu bewertende griin-

liche Farbung erkennbar.
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Abbildung 47: IFL mit Anti-Nectin-4-AK in 2D-Kultur Abbildung 48: IFL mit Anti-Nectin-4-AK in 3D-Kultur
von HBLAK von HBLAK

Abbildung 49: IFL mit Anti-Trop-2-AK in 2D-Kultur von Abbildung 50: IFL mit Anti-Trop-2-AK in 3D-Kultur von
HBLAK HBLAK
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Abbildung 51: Negativkontrolle der IFL in 2D-Kultur Abbildung 52: Negativkontrolle der IFL in 3D-Kultur
von HBLAK von HBLAK

In den Abbildungen 47-52 sind die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen an Paraffin-
schnitten der HBLAKS in 2D- und in 3D-Kultur mit einem 5 ym-Maf3stab zu sehen. Die Zellkerne
sind mittels DAPI in blau angefarbt. Eine positive Expression von Nectin-4 bzw. Trop-2 wiirde
auch hier durch eine grinliche Anfarbung in Erscheinung treten. Insgesamt fallt auf, dass die
Farbungen mit Anti-Nectin-4- bzw. Anti-Trop-2-Antikérper (Abb. 47-50) dem Farbeergebnis der
Negativkontrolle (Abb. 51+52) ahneln und kaum grtine Verfarbung aufweisen. Demnach expri-

mieren die HBLAK-Proben wie erwartet kaum Nectin-4 und Trop-2.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Anti-Nectin-4-Antikérper und der
Anti-Trop-2-Antikorper sowohl in den 2D-Kulturen als auch in den 3D-Kulturen
die Marker bei Expression binden und ein Anfarben ermdglichen. Somit wurde
das Protokoll der Immunfluoreszenzfarbung fur die weiteren Analysen erfolg-

reich etabliert.

3.4 Nachweis der Nectin-4- u. Trop-2-Expression in BCOs und Ori-
ginaltumoren mittels Immunfluoreszenzfarbung
Nachdem die Protokolle fir den Nachweis von Nectin-4 und Trop-2 durch Far-
bungen etabliert waren, wurden diese eingesetzt, um die BCOs hinsichtlich ihrer
Expression zu analysieren. Zudem wurden auch Paraffinschnitte der Originaltu-
more zum Vergleich gefarbt. Um zwischen normalem Gewebe und Tumor unter-
scheiden zu kénnen, wurden die von der Pathologie angefertigten HE-Farbungen
der Originaltumore zur Tumorlokalisation hinzugezogen und die entsprechenden

Stellen fotografiert.
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3.4.1 Patientenprobe 1: BCO #140 P2 vs. BCO #140 P10 vs. BCO #140 P23
Diese Probe entstammte von einem mannlichen Patienten mit positiver Raucher-
anamnese, bei dem im Alter von 62 Jahren die Diagnose eines Harnblasenkar-
zinoms gestellt wurde. Mittels TUR-B wurde der Primartumor entfernt. Bei dem
Eingriff lag eine positive Urinzytologie vor und der Tumor wurde von der Patho-
logie als G3 high grade eingestuft. Das TNM-Stadium war pT1 + pTis, pNO, cMO,
pL1, pV1.

Die HE-Farbung des Originaltumors zeigte ein nicht muskel-invasives Urothel-

karzinom, welches in der Pathologie teilweise als low-grade (Abb. 53-55), teil-

weise als high-grade (Abb. 56-58) eingestuft wurde.

Abbildung 53: HE-Fdrbung d.
Probe 1 mit 2,5x-VergréfSer
R
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Abbildung 54: HE-Féirbung des low grade NMIBC von
~ Probe 1 mit 10x-VergréfSerung

. -
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In den Abbildungen 53 — 55 ist ein Ausschnitt des HE-gefarbten Tumorpraparates von Patient
1 mit verschiedenen VergréRerungen zu sehen. Durch die HE-Farbung erscheinen sauren
Strukturen, wie die Zellkerne, blaulich/lila, wahrend basische Zellbestandteile, wie das Zyto-
plasma und das Kollagen, rétlich/rosa angefarbt sind. In diesem Bereich wurde der Tumor als
low grade und nicht-muskelinvasiv eingestuft, da maligne Eigenschaften, wie Aufhebung der
Urothel-typischen Schichtung des Epithels und veranderte Kern-Plasma-Relation (bspw. wei-
Rer Pfeil in Abb. 55), allerdings kein Durchdringen der epithelbegrenzenden Basalmembran

(bspw. schwarzer Pfeil in Abb. 55) erkennbar sind.

Abbilung 56: HE-Fdrung des high ra
Probe 1 mit 2,5x-Vergréfserung
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Die Abbildungen 56-58 zeigen einen weiteren Ausschnitt des HE-gefarbten Tumorpraparates
von Patient 1 mit verschiedenen Vergrofierungen. Durch die HE-Farbung erscheinen auch hier
die Zellkerne blaulich/lila und das Zytoplasma, sowie das Kollagen, rétlich/rosa. In diesem Be-
reich wurde der Tumor als high grade eingestuft, da ausgepragte Malignitatskriterien, wie un-
terschiedliche Zellkonformitaten als Zeichen einer Entdifferenzierung, Aufhebung der Urothel-
typischen Schichtung des Epithels und Polaritatsverlust der Zellen erkennbar sind (bspw. wei-
Rer Pfeil in Abb. 58). Eine Basalmembran lasst sich teilweise nicht klar abgrenzen (bspw.
schwarzer Pfeil in Abb. 58), was flr ein Eindringen des Tumors bis in das subepitheliale Bin-
degewebe spricht (pT1). Die blauen Strukturen in der Abbildung 56 (schwarze Sterne in Abb.

56) sind Teile der Tumormarkierung mit blauem Stift auf dem Objekttrager.

Dass diese beiden Bereiche eines Tumors unterschiedlich erscheinen, spricht fur
eine intratumorale Heterogenitat, bei der einige Bereiche des Tumors weniger
weit fortgeschritten sind als andere.

In 3D-Kultur teilten sich die Tumorzellen dieser Probe und wuchsen zu bis zu 100
pm groRen Organoiden heran (Abb. 59). Jene Kultivierung wurde bis zur 29. Pas-

sage fortgesetzt.

Abbildung 59: BCOs von Probe 1 wéihrend der Kultivierung in der 7. Passage an Tag 13

Die Abbildung 59 zeigt ein Foto der BCO-Kultur von Probe 1 in der 7. Passage am 13. Tag
unter dem Mikroskop mit einem 100 um—Malstab unten rechts. Es sind mehrere runde Zell-
verbande, die durch Vermehrung der kultivierten Tumorzellen entstanden sind und als Orga-
noide bezeichnet werden, zu sehen (bspw. weilder Pfeil). Da es sich um eine Mikroskopie einer
3D-Kultur handelt, sind im Hintergrund weitere Zellformationen unscharf zu erkennen (bspw.

schwarze Pfeilspitze).
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Von den Organoiden der 2., 10. und 23. Passage wurden Paraffinschnitte ange-

fertigt und mit Immunfluoreszenz hinsichtlich ihrer Nectin-4 und Trop-2-Expres-

1600 ms 1500 ms 1379 ms 1500 ms. 1500 ms

sion untersucht (Tabellen 9-11).

Alexa 488 Alexa 488 + DAP|

DAP|

Bel.-
Zeit

Tabelle 9: Nectin-4-Expression in Originaltumor (Spalte 1 u. 2) und BCOs (Spalte 3-5) von Probe 1 mittels IFL

Alexa 488 Alexa 488 + DAPI|

DAPI

Bel.-
Zeit

1600 ms 1500 ms 1500 ms 1500 ms. 1500 ms

Tabelle 10: Trop-2-Expression in Originaltumor (Spalte 1 u. 2) und BCOs (Spalte 3-5) von Probe 1 mittels IFL
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Alexa 488 + DAP|

Bel -
Zeit

Tabelle 11: Negativkontrolle der IFL von Probe 1

1500 ms 1600 ms 1600 ms 1600 ms 1600 ms

In den Tabellen 9 und 10 ist das Farbeergebnis der Immunfluoreszenzfarbungen auf Nectin-4
und Trop-2 an dem Originaltumor (mit 10pm-Mafstab) und den Blasentumororganoiden (mit 5
um-Malfistab) von Probe 1 zu sehen. Jede Spalte steht fur eine Originaltumor- oder BCO-
Probe, wahrend die Mikroskopaufnahmen zeilenweise zunachst den Antikdrper mit DAPI
zusammen und anschlieBend jeweils einzeln abbilden. Alexa 488 ist dabei der
Sekundarantikérper fir die Farbung von Nectin-4 bzw. Trop-2 und zeigt die Expression dieser
mittels griner Fluoreszenz an. Durch DAPI erscheinen die Zellkerne in der Immunfluoreszenz
blau. In der letzten Zeile der Tabellen wird die Belichtungszeit, mit der die Aufnahmen gemacht
wurden, angegeben. Diese wurde von dem zum Fluoreszenmikroskop gehdrigen
Computerprogramm ermittelt und Ubertragen. Zur Qualitatskontrolle der Farbungen wurde pa-
rallel eine Negativkontrolle ohne Primarantikérper durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser ist in Ta-
belle 11 zu sehen und wurde auf die gleiche Weise lediglich mit einer Spalte flr das Ergebnis

mit dem Antikérper und DAPI zusammen dokumentiert.

Den Tabellen 9 und 10 lasst sich entnehmen, dass bei den Immunfluoreszenz-
farbungen der Originaltumor sowohl in den low-grade als auch in den high-grade
Arealen keine Nectin-4- und Trop-2-Expression zeigte. Die Organoide exprimier-
ten beide Marker, wobei die 23. Passage bei Nectin-4 (Tabelle 9) eine geringe
und bei Trop-2 (Tabelle 10) eine starkere Expression im Vergleich zu den vorhe-
rigen Passagen aufwies. Das Expressionsmuster beider Marker war membranés
betont. Eine zusatzliche zytoplasmatische Anfarbung wurde vor allem bei Nectin-
4 (Tabelle 9) festgestellt. Demnach lasst sich sagen, dass bei dieser Probe die
Expressionsmuster in den Organoiden von denen in dem Originaltumor grof3ten-
teils abweichen. Die Passagen mit weniger und damit ahnlicherer Expression wa-
ren bei Nectin-4 die spateren und bei Trop-2 (Tabelle 10) die friheren Passagen.
Die Mikroskopaufnahmen der Negativkontrollproben (Tabelle 11) zeigten wie zu
erwarten keine grine Fluoreszenz, was flr eine korrekt durchgeflihrte Farbung

und einen selektiven Sekundarantikérper spricht.
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3.4.2 Patientenprobe 2: BCO #154 P1 vs. BCO #154 P8 vs. BCO #154 P21
Diese Probe entstammte von einem Rezidiv, welches bei dem Patienten von der
Patientenprobe 1 (mannlich, 62 J., Raucher) nach ca. 1,5 Monaten auftrat. Es
wurde eine Zystektomie durchgefiihrt und der Tumor ebenfalls als G3 high grade
eingestuft. Das TNM-Stadium war dann pT3b, pNO, cMO, pL1, pV1.

Hier zeigte die HE-Farbung des Originaltumors ein muskel-invasives Urothelkar-

zinom, welches in der Pathologie als high-grade eingestuft wurde (Abb. 60-62)

und teilweise auch Merkmale eines kleinzelligen Karzinoms aufwies (Abb. 63-
65).
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Abbildung 61: HE-Fédrbung des high grade MIBC von
Probe 2 mit 10x-VergréfSerung
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Abbildung 62: HE-Fdrbung des high grade MIBC von Probe 2 mit 40x-VergréfSserung
In den Abbildungen 60 — 62 ist ein Ausschnitt des HE-gefarbten Tumorpraparates von der

Patientenprobe 2 mit verschiedenen Vergrofierungen zu sehen. Durch die HE-Farbung
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erscheinen auch hier die Zellkerne blaulich/lila und das Zytoplasma, sowie das Kollagen, rot-
lich/rosa. In diesem Bereich wurde der Tumor als high grade und muskelinvasiv eingestuft, da

entartete Zellen mit veranderter Kern-Plasma-Relation, von den tblichen Schichten abwei-

chend (bspw. weiller Pfeil in Abb. 62) und bis in die Muscularis reichend (bspw. schwarzer Pfeil
in Abb. 61) detektiert wurden. In Abbildung 60 sind auflerdem Reste des schwarzen Stiftes
(weil’e Sterne in Abb. 60), mit dem der Tumor auf dem Objekttrager markiert wurde, zu sehen.

Abbildung 63: HE-Férbung des kleinzelligen MIBC von Abbildung 64: HE-Firbung des kleinzelligen MIBC von
Probe 2 mit 2,5x-VergréfSerung Probe 2 mit 10x-Vergréfierung

Y L EA )Y
Abbildung 65: HE-

' I ol ol ]
Fdrbung des kleinzelligen MIBC von Probe 2 mit 4

4 ‘
Ox-Vergréfserung

Die Abbildungen 63 - 65 zeigen einen Ausschnitt des HE-gefarbten Tumorpraparates von Pa-
tientenprobe 2 mit verschiedenen Vergroferungen. Die Zellkerne sind hier ebenfalls blau-
lich/lila und das Zytoplasma, sowie das Kollagen, rétlich/rosa durch die HE-Farbung angefarbt.

In diesem Bereich wurde der Tumor als kleinzellig bezeichnet, da die Urothelzellen klein, mit
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vergroRerter Kern-Plasma-Relation und ohne erkennbare Schichten vorliegen (bspw. weiller
Pfeil in Abb. 65). Das monomorphe Erscheinungsbild der Zellen (bspw. schwarzer Pfeil in Abb.
65) kdnnte aulRerdem auf eine reduzierte Differenzierung und damit auf eine Malignitat der

Zellen hindeuten.

Die Zellen dieser Probe konnten bis in die 23. Passage kultiviert werden. Dabei

formten sie Organoide mit einer GréRe von bis zu 70 um (Abb. 66).

Abbildung 66: BCOs von Probe 2 wéihrend der Kultivierung in der 7. Passage an Tag 13

Ein Ausschnitt der Blasentumororganoidkultur von Probe 2 am 13. Tag der 7. Passage ist in
Abbildung 66 mit einem 100 um—-Malstab festgehalten. Es sind mehrere runde Zellverbande
(Organoide) zu sehen (bspw. weiler Pfeil). Da es sich um eine Mikroskopie einer 3D-Kultur
handelt, sind im Hintergrund weitere Zellformationen unscharf zu erkennen (bspw. schwarze

Pfeilspitze).

Paraffinschnitte lagen von den Organoiden der 1., 8. und 21. Passage vor und
wurden hinsichtlich ihrer Nectin-4 und Trop-2-Expression mittels Immunfluores-

zenzfarbung untersucht (Tabellen 12-13).
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Alexa 488 Alexa 488 + DAPI|

DAPI

Bel.-
Zeit

1600 ms 1500 ms 1000 ms 1102ms. 1500 ms

Tabelle 12: Nectin-4-Expression in Originaltumor (Spalte 1 u. 2) und BCOs (Spalte 3-5) von Probe 2 mittels IFL

Alexa 488 Alexa 488 + DAP|

DAPI

Bel.-
Zeit

1600 ms 1500 ms 1500 ms 1500 ms. 1500 ms

Tabelle 13: Trop-2-Expression in Originaltumor (Spalte 1 u. 2) und BCOs (Spalte 3-5) von Probe 2 mittels IFL



Alexa 488 + DAP|

Bel -
Zeit

Tabelle 14: Negativkontrolle der IFL von Probe 2

1600 ms 1500 ms 1000 ms 1102 ms 1500 ms

In den Tabellen 12 und 13 ist das Farbeergebnis der Immunfluoreszenzfarbungen auf Nectin-
4 und Trop-2 an dem Originaltumor (mit 10 ym-Malfstab) und den Blasentumororganoiden (mit
5 um-Malstab) von Probe 2 zu sehen. Jede Spalte steht fir eine Originaltumor- oder BCO-
Probe, wahrend die Mikroskopaufnahmen zeilenweise zunachst Antikérper und DAPI zusam-
men und anschlieRend jeweils einzeln abbilden. Dabei ist Alexa 488 der Sekundarantikdrper
fur die Farbung von Nectin-4 bzw. Trop-2 und zeigt die Expression dieser mittels grtiner Fluo-
reszenz an. Durch DAPI erscheinen die Zellkerne in der Immunfluoreszenz blau. In der letzten
Zeile der Tabellen wird die Belichtungszeit, mit der die Aufnahmen gemacht wurden, angege-
ben. Diese wurde von dem zum Fluoreszenzmikroskop gehdrigen Computerprogramm ermit-
telt und Gbertragen. Die Negativkontrolle ohne Primarantikdrper wurde auch hier parallel durch-
geflhrt und auf die gleiche Weise in Tabelle 14 lediglich mit einer Spalte flr das Ergebnis mit

dem Antikérper und DAPI zusammen dokumentiert.

Die Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen, die in den Tabellen 12 und 13
zusammen getragen wurden, ergab, dass der Originaltumor im high-grade, sowie
im kleinzelligen Bereich kein Nectin-4 und leicht Trop-2 exprimierte. Die
dazugehorigen Organoide zeigten in der ersten Passage ein ahnliches
Expressionsmuster wie der Originaltumor. In der 8. und 21. Passage nahm die
Nectin-4- und Trop-2-Expression in den Organoiden zu und wich damit
zunehmend von der im Originaltumor ab. Das Expressionsmuster beider Marker
war dabei membrands betont. Daraus lasst sich schliel3en, dass bei dieser Probe
die Expressionsmuster in den Organoiden von dem in dem Originaltumor grof3-
tenteils abweichen. Allerdings konnte eine gewisse Ahnlichkeit, sowohl bei Nec-
tin-4, als auch und bei Trop-2, in den frihen Passagen festgestellt werden.

Die parallel durchgeflhrte Negativkontrolle ohne Primarantikorper (Tabelle 14)
wies lediglich eine leichte grine Fluoreszenz auf, welche als Farbeartefakt durch

haftengebliebener Sekundarantikbrper gewertet wurde.
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3.4.3 Patientenprobe 3: BCO #267 P10

Diese Probe entstammte von einem mannlichen Patienten mit positiver Raucher-
anamnese, bei dem im Alter von 73 Jahren die Diagnose eines Harnblasenkar-
zinoms gestellt wurde. Mittels TUR-B wurde der Primartumor entfernt. Bei dem
Eingriff lag eine positive Urinzytologie vor und der Tumor wurde von der Patho-
logie als G3 high grade eingestuft. Das TNM-Stadium war pT1 (weitere Angaben
lagen nicht vor).

Anhand der HE-Farbung wurde der Originaltumor als ein nicht muskel-invasives

Urothelkarzinom mit sowohl low grade (Abb. 67-69), als auch high grade Merk-
malen (Abb. 70-72) klassifiziert.

Abbildung 67: HE-Férbung des low grade NMIBC von Abbildung 68: HE-Fdrbung des low grade NMIBC von
Probe 3 mit 2,5x-VergréfSerung Probe 3 mit 10x-VergréfSerung
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Abbildung 69: HE-Fdrbung des low grade NMIBC von Probe 3 mit 40x-Vergréf3erung
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In den Abbildungen 67 - 69 ist ein Ausschnitt des HE-gefarbten Tumorpraparates von der Pa-
tientenprobe 3 mit verschiedenen VergrolRerungen zu sehen. Blaulich/lila sind die Zellkerne,
wahrend das Zytoplasma und das Kollagen rétlich/rosa angefarbt sind. In diesem Bereich
wurde der Tumor als low grade und nicht-muskelinvasiv eingestuft, da maligne Eigenschaften,
wie Aufhebung der Urothel-typischen Schichtung des Epithels und veranderte Kern-Plasma-
Relation (bspw. schwarzer Pfeil in Abb. 69), allerdings kein Durchdringen der epithelbegren-

zenden Basalmembran (bspw. weiler Pfeil in Abb. 69) erkennbar sind.
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Abbildung 70: HE-Fdrbung des high grade NMIBC von Abbildung 71: HE-Férbung des high grade NMIBC von

Probe 3 mit 2,5x-Vergréfserung Probe 3 mit 10x-VergréfSerung
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Abbildung 72: HE-Fdrbung des high grade NMIBC von Probe 3 mit 40x-VergréfSerung

Die Abbildungen 70 - 72 zeigen einen weiteren Ausschnitt des Tumorpraparates von Patien-
tenprobe 3 mit verschiedenen VergréRerungen. Durch die HE-Farbung erscheinen auch hier
die Zellkerne blaulich/lila und das Zytoplasma, sowie das Kollagen, rétlich/rosa. In diesem Be-

reich wurde der Tumor als high grade eingestuft, da ausgepragte Malignitatskriterien, wie
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unterschiedliche Zellkonformitaten als Zeichen einer Entdifferenzierung, Aufhebung der
Urothel-typischen Architektur des Epithels und Polaritatsverlust der Zellen erkennbar sind
(bspw. weilRer Pfeil in Abb. 72). Die polymorphen Tumorzellen tberschreiten auch die Basal-
membran (bspw. schwarzer Pfeil in Abb. 72) und sind bis in das subepitheliale Bindegewebe
detektierbar (pT1). Die blauen Strukturen (mit schwarzen Sternen markiert) am Rand der Ab-

bildungen 70 und 71 sind Teile der Tumormarkierung mit blauem Stift auf dem Objekttrager.

In der 3D-Kultur konnten aus der Probe 3 Organoide bis in die 14. Passage kul-
tiviert werden. Dabei erreichten die Organoide teilweise eine Gré3e von Uber 100
pum (Abb. 73).

Abbildung 73: BCOs von Probe 3 wdhrend der Kultivierung in der 12. Passage an Tag 10

Eine Mikroskopaufnahme der Kultur von Probe 3 in der 12. Passage am 10 Tag ist in Abbildung
73 zu sehen und zeigt exemplarisch zwei Organoide (weilRe Pfeile) der Patientenprobe 3 mit
einem 100 ym — Mafstab unten rechts im Bild. Da es sich um eine Mikroskopie einer 3D-Kultur
handelt, sind im Hintergrund weitere Zellformationen unscharf zu erkennen (bspw. schwarze

Pfeilspitze).

Von den Organoiden in der 10. Passage konnten Paraffinschnitte fur die Immun-
fluoreszenzfarbung angefertigt werden und wurden hinsichtlich ihrer Nectin-4 und
Trop-2-Expression mittels Immunfluoreszenzfarbung untersucht (Tabellen 15-
17).
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Alexa 488 + DAPI

Alexa 488

1500 ms 1500 ms 1030 ms

DAPI

Bel.-
Zeit

Tabelle 15: Nectin-4-Expression in Originaltumor (Spalte 1 u. 2) und BCOs (Spalte 3) von Probe 3 mittels IFL

1eup Ry &3
By
.

Alexa 488 Alexa 488 + DAPI

DAPI

Bel.-
Zeit

1500 ms 1500 ms 709 ms

Tabelle 16: Trop-2-Expression in Originaltumor (Spalte 1 u. 2) und BCOs (Spalte 3) von Probe 3 mittels IFL
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Patientenprobe 3 SO
(high grade, NMIB BOC #2657 P1D

Alexa 488 + DAPI

Bel.-
Zeit

1500 ms 1500 ms 1030 ms

Tabelle 17: Negativkontrolle der IFL von Probe 3

Die Tabellen 15 und 16 zeigen das Farbeergebnis der Immunfluoreszenzfarbungen auf Nectin-
4 und Trop-2 an dem Originaltumor (mit 10 um-Mafstab) und den Blasentumororganoiden (mit
5 um-Maldstab) von Probe 3. Jede Spalte steht flr eine Originaltumor- oder BCO-Probe, wah-
rend die Mikroskopaufnahmen zeilenweise zunachst Antikérper und DAPI zusammen und an-
schlielRend jeweils einzeln abbilden. Dabei ist Alexa 488 der Sekundarantikorper fur die Far-
bung von Nectin-4 bzw. Trop-2 und zeigt die Expression dieser mittels griiner Fluoreszenz an.
Durch DAPI erscheinen die Zellkerne in der Immunfluoreszenz blau. In der letzten Zeile der
Tabellen wird die Belichtungszeit, mit der die Aufnahmen gemacht wurden, angegeben. Diese
wurde von dem zum Fluoreszenzmikroskop gehérigen Computerprogramm ermittelt und Uber-
tragen. Die Tabelle 17 zeigt die dazugehdrige Negativkontrolle ohne Primarantikorper, welche
auf die gleiche Weise lediglich mit einer Spalte flr das Ergebnis mit dem Antikdrper und DAPI

zusammen dokumentiert wurde.

Den Tabellen 15 und 16 |asst sich entnehmen, dass bei den Immunfluoreszenz-
farbungen der Originaltumor in den low-grade Bereichen eine Expression von
Trop-2 aufwies. Jene wurde in den high-grade Bereichen nicht detektiert. Nectin-
4 exprimierte der Originaltumor in beiden untersuchten Bereichen nicht. Die Or-
ganoide exprimierten beide Marker in der 10. Passage stark und membranbetont.
GrofRtenteils unterschieden sich demnach die Expressionsmuster in den Organo-
iden von dem in dem Originaltumor. Lediglich in den low-grade Arealen des Ori-
ginaltumors wurde Trop-2 ahnlich wie in den dazugehdrigen Organoiden expri-
miert.

Die dazugehdrige Negativkontrolle ohne Primarantikdrper (Tabelle 17) zeigte, le-

diglich eine leichte griine Fluoreszenz, die als Farbeartefakt gewertet wurde.
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3.4.4 Patientenprobe 4: BCO #270 P9

Diese Probe entstammte von einer weiblichen Patientin mit negativer Raucher-
anamnese, bei der im Alter von 86 Jahren die Diagnose eines Harnblasenkarzi-
noms gestellt wurde. Mittels TUR-B wurde der Primartumor entfernt. Bei dem
Eingriff lag eine positive Urinzytologie vor und der Tumor wurde von der Patho-
logie als G3 high grade eingestuft. Das TNM-Stadium war pT2a, pNO, cM1, pL1,
pVO.

In der HE-Farbung zeigte sich der Originaltumor als ein muskelinvasives Bla-

senkarzinom mit high-grade Differenzierung (Abb. 74-76).

Abbildung 74: HE-Fdrbung des high grde MIBC von Abbildung 75: HE-Fdrbung des hig grable MIBC von
Probe 4 mit 2,5x-VergréfSerung Probe 4 mit 10x-Vergréfierung

Abbildung 76: HE-Fdrbung des-high gfade Ml

VR vz
\ ) y/

BC von Probe 4 mit 40x-\/ergr6]3erung
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In den Abbildungen 74 - 76 ist ein Ausschnitt des Tumorpraparates von Patientenprobe 4 mit
verschiedenen Vergroflerungen zu sehen. Durch die HE-Farbung sind die Zellkerne blau-
lich/lila und das Zytoplasma, sowie das Kollagen, rétlich/rosa angefarbt. In diesem Bereich
wurde der Tumor als high grade eingestuft, da ausgepragte Malignitatskriterien, wie veranderte
Kern-Plasma-Relation, Zellkernatypien und Aufhebung der Urothel-typischen Architektur des
Epithels erkennbar sind (bspw. schwarzer Pfeil in Abb. 76). Derartig entartete Tumorzellen
wurden bis in die oberflachliche Muscularis propria detektiert und der Tumor daher als pT2a

klassifiziert.

Die Tumorzellen dieser Probe wuchsen zu ca. 70 um grof3en Organoiden (Abb.
77) heran und konnten bis in die 30. Passage kultiviert werden.

Abbildung 77: BCOs von Probe 4 wihrend der Kultivierung in der 28. Passage an Tag 10

Die Abbildung 77 zeigt die Organoide der Probe 4 am 10. Tag in der 28. Passage unter dem
Mikroskop mit einem 100 um — Maf¥stab unten rechts im Bild. Es sind mehrere runde Zellver-
bande (Organoide) zu sehen (bspw. weiler Pfeil). Da es sich um eine Mikroskopie einer 3D-
Kultur handelt, sind im Hintergrund weitere Zellformationen unscharf zu erkennen (bspw.

schwarze Pfeilspitze).

Von den Organoiden der 9. Passage wurden Paraffinschnitte angefertigt und la-

gen fur die Immunfluoreszenzfarbungen vor (Tabellen 18-20).
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Alexa 488 Alexa 488 + DAPI

DAPI

Bel.-

Zoit 1500 ms 1500 ms

Tabelle 18: Nectin-4-Expression in Originaltumor (Spalte 1) und BCOs (Spalte 2) von Probe 4 mittels IFL

Alexa 488 Alexa 488 + DAPI

DAPI

Bel.-
Zeit

1500 ms 985 ms

Tabelle 19: Trop-2-Expression in Originaltumor (Spalte 1) und BCOs (Spalte 2) von Probe 4 mittels IFL
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Alexa 488 + DAPI

Bel.-
Zeit

Tabelle 20: Negativkontrolle der IFL von Probe 4

1500 ms 1500 ms

In den Tabellen 18 und 19 ist das Farbeergebnis der Immunfluoreszenzfarbungen auf Nectin-
4 und Trop-2 an dem Originaltumor (mit 10 um-Mafstab) und den Blasentumororganoiden (mit
5 ym-Mafldstab) von Probe 4 zusammengetragen. Eine Spalte steht jeweils fur die Originaltu-
mor- bzw. BCO-Probe, wahrend die Mikroskopaufnahmen zeilenweise zunachst Antikorper
und DAPI zusammen und anschlieend jeweils einzeln abbilden. Dabei ist Alexa 488 der Se-
kundarantikorper fur die Farbung von Nectin-4 bzw. Trop-2 und zeigt die Expression dieser
mittels griner Fluoreszenz an. Durch DAPI erscheinen die Zellkerne in der Immunfluoreszenz
blau. In der letzten Zeile der Tabellen wird die Belichtungszeit, mit der die Aufnahmen gemacht
wurden, angegeben. Diese wurde von dem zum Fluoreszenzmikroskop gehérigen Computer-
programm ermittelt und Ubertragen. Die Tabelle 20 zeigt die dazugehoérige Negativkontrolle
ohne Primarantikorper, welche auf die gleiche Weise lediglich mit einer Spalte fiur das Ergebnis

mit dem Antikdérper und DAPI zusammen dokumentiert wurde.

Die Immunfluoreszenzfarbungen in den Tabellen 18 und 19 zeigen, dass der Ori-
ginaltumor Nectin-4 und Trop-2 leicht exprimierte und die Organoide beide Mar-
ker stark exprimierten. Dabei wurden die Marker bei dem Originaltumor im Zyto-
plasma angefarbt, wahrend die Expression in den Organoiden vor allem in der
Membran detektiert wurde.Die Markerexpression in den Organoiden scheint bei
dieser Probe insgesamt starker als im Originaltumor zu sein.
Die Negativkontrolle der an Probe 4 durchgefihrten Immunfluoreszenzfarbung
ist in Tabelle 20 dokumentiert und wurde wie erwartet als negativ gewertet, da

keine grune Fluoreszenz wie bei den positiven Proben erkennbar ist.
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3.4.5 Patientenprobe 5: BCO #287 P14

Diese Probe entstammte von einem mannlichen Patienten mit negativer Rau-
cheranamnese, bei dem im Alter von 55 Jahren die Diagnose eines Harnbla-
senkarzinoms gestellt wurde. Mittels TUR-B wurde der Primartumor entfernt. Bei
dem Eingriff lag eine positive Urinzytologie vor und der Tumor wurde von der
Pathologie als G3 high grade eingestuft. Das TNM-Stadium war pT1 (weitere An-
gaben lagen nicht vor).

Das high-grade, nicht muskel-invasive Blasenkarzinom zeigte sich ebenfalls in

der HE-Farbung des Originaltumors (Abb. 78-80).
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Abbildung 78: HE—F&'rbug des high grade NMIBé von Ab-bilallt}r;g
Probe 5 mit 2,5x-VergréfSerung Probe 5 mit 10x-Vergréfierung
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Die Abbildungen 78 - 80 zeigen einen Ausschnitt des HE-gefarbten Tumorpraparates von
Probe 5 mit verschiedenen Vergroflerungen. Durch die HE-Farbung erscheinen auch hier die
Zellkerne blaulich/lila und das Zytoplasma, sowie das Kollagen, rétlich/rosa. Der Tumor wurde
als high grade eingestuft, da ausgepragte Malignitatskriterien, wie Aufhebung der Urothel-typi-
schen Schichtung, sowie Polaritatsverlust der Zellen, erkennbar sind. Die Epithelzellen erschei-
nen vermehrt und monomorph, was auf eine geringe Differenzierung hinweist (bspw. weilder
Pfeil in Abb. 80). Teilweise dringen die Tumorzellen bis in das subepitheliale Bindegewebe
(bspw. schwarzer Pfeil in Abb. 80) ein (pT1).

Die Organoide, die von dieser Probe in 3D-Kultur gewachsen sind, erreichten
eine GroRe von uber 100 um und konnten bis in die 29. Passage kultiviert werden
(Abb. 81).

Abbildung 81: BCOs von Probe 5 wdhrend der Kultivierung in der 29. Passage an Tag 6

In Abbildung 81 sind jene Organoide von Probe 5 in der 29. Passage am 6. Tag unter dem
Mikroskop mit einem 100 um — MaRstab zu sehen. Erkennbar sind mehrere kleine, runde Zell-
formationen, aber auch runde, tber 100 ym grof3e Organoide (bspw. weiller Pfeil). Da es sich
um eine Mikroskopie einer 3D-Kultur handelt, sind im Hintergrund weitere Zellformationen un-

scharf zu erkennen (bspw. schwarze Pfeilspitze).

80



Fir die Analyse der Markerexpression lagen Paraffinschnitte von dem Original-
tumor (Tabellen 21-23) und RNA-Extrakte von den Organoiden der 1. und 14.
Passage vor. Letzteres wurde mittels PCR untersucht und die Ergebnisse in dem
Kapitel 3.5 Expression in den BCOs mittels gRT-PCR dokumentiert. Aufgrund
von unzureichender Organoidmenge konnten parallel zur Kultivierung keine Pa-

raffinschnitte von den BCOs angefertigt werden.
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Tabelle 21: Nectin-4-Expression im Originaltumor Tabelle 22: Trop-2-Expression im Originaltumor
von Probe 5 mittels IFL von Probe 5 mittels IFL
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Patientenprobe 5
(high grade, NMIBC)

Alexa 488 + DAPI|

Bel.-
Zeit

Tabelle 23: Negativkontrolle der IFL von Probe 5

1500 ms

Das Ergebnis der Immunfluoreszenzfarbung am Originaltumor von Probe 5 (mit 10 ym-Malf3-
stab) ist in den Tabellen 21 und 22 zu sehen. Auch hier sind die Mikroskopaufnahmen zei-
lenweise zunachst mit dem Antikorper und DAPI zusammen und anschlielRend die jeweils
einzeln abgebildet. Dabei ist Alexa 488 der Sekundarantikorper fur die Farbung von Nectin-
4 bzw. Trop-2 und zeigt die Expression dieser mittels griiner Fluoreszenz an. Durch DAPI
erscheinen die Zellkerne in der Immunfluoreszenz blau. In der letzten Zeile der Tabellen wird
die Belichtungszeit, mit der die Aufnahmen gemacht wurden, angegeben. Diese wurde von
dem zum Fluoreszenzmikroskop gehérigen Computerprogramm ermittelt und Ubertragen.
Die Tabelle 23 zeigt die dazugehoérige Negativkontrolle ohne Primarantikérper, welche auf
die gleiche Weise lediglich mit einer Spalte fur das Ergebnis mit dem Antikdrper und DAPI

zusammen dokumentiert wurde.

Den Tabellen 21 und 22 Iasst sich entnehmen, dass der Originaltumor basierend
auf der Immunfluoreszenzfarbung kein Nectin-4 und leicht Trop-2 exprimierte.

Auch hier bestatigte die als negativ zu bewertende Negativkontrolle eine korrekt
durchgefuhrte Immunfluoreszenzfarbung (Tabelle 23), da sie wie erwartet keine

grine Fluoreszenz im Bereich der Zellen aufwies.
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3.4.6 Patientenprobe 6: BCO #297 P5

Diese Probe entstammte von einer weiblichen Patientin mit negativer Raucher-
anamnese, bei der im Alter von 57 Jahren die Diagnose eines Harnblasenkarzi-
noms gestellt wurde. Mittels TUR-B wurde der Primartumor entfernt. Bei dem
Eingriff lag eine negative Urinzytologie vor und der Tumor wurde von der Patho-
logie als G2 low grade eingestuft. Das TNM-Stadium war pT1a (weitere Angaben
lagen nicht vor).

In der HE-Farbung des Originaltumors (Abb. 82-84) konnte die Klassifizierung

zum low grade, nicht muskel-invasivem Blasenkarzinom bestatigt werden.

Abbildung 82: HE-Férbung des low grade NMIBC von Abbildung 83: HE-Fdrbung des low grade NMIBC von
Probe 6 mit 2,5x-VergréfSerung Probe 6 mit 10x-VergréfSserung

Abbildung 84: HE-Fdrbung des low grade NMIBC von Probe 6 mit 40x-Vergréf3erung
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In den Abbildungen 82 - 84 ist ein Ausschnitt des HE-gefarbten Tumorpraparates von Probe 6
mit verschiedenen VergroRerungen zu sehen. Durch die HE-Farbung erscheinen die Zellkerne
blaulich/lila, wahrend das Zytoplasma und das Kollagen rétlich/rosa angefarbt sind. Der Tumor
wurde als low grade und nicht-muskelinvasiv eingestuft, da maligne Eigenschaften, wie Aufhe-
bung der Urothel-typischen Schichtung des Epithels und verénderte Kern-Plasma-Relation
(bspw. weilder Pfeil in Abb. 84), allerdings die epithelbegrenzenden Basalmembran groéften-

teils nicht Uberschritten wurde (bspw. schwarzer Pfeil in Abb. 84).

Basierend auf den Tumorzellen dieser Probe wuchsen in der 3D-Kultur Organo-
ide mit einer Groe von bis zu 100 ym, welche bis in die 6. Passage kultiviert
wurden (Abb. 85).

0 L ' o . # < . ‘
Abbildung 85: BCOs von Probe 6 wdhrend der Kultivierung in der 5. Passage an Tag 7

Die Abbildung 85 zeigt die Organoide der Probe 6 am 7. Tag der 5. Passage unter dem Mik-
roskop als runde Zellverbande (bspw. weil3er Pfeil) und einen 100 um Malfstab unten rechts
im Bild. Da es sich um eine Mikroskopie einer 3D-Kultur handelt, sind im Hintergrund weitere

Zellformationen unscharf zu erkennen (bspw. schwarze Pfeilspitze).
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Fir die Analyse der Markerexpression lagen Paraffinschnitte von dem Original-
tumor (Tabellen 24-26) und RNA-Extrakte von den Organoiden der 5. Passage
vor. Letzteres wurde mittels PCR untersucht und die Ergebnisse in dem Kapitel
3.5 Expression in den BCOs mittels gRT-PCR dokumentiert. Paraffinschnitte von

den BCOs lagen aufgrund von unzureichender Organoidmenge nicht vor.
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Tabelle 24: Nectin-4-Expression in Originaltumor Tabelle 25: Trop-2-Expression in Originaltumor

von Probe 6 mittels IFL von Probe 6 mittels IFL
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Tabelle 26: Negativkontrolle der IFL von Probe 6
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Das Ergebnis der Immunfluoreszenzfarbung am Originaltumor von Probe 6 (mit 10 ym-Mal}-
stab) ist in den Tabellen 24 und 25 zu sehen. Auch hier sind die Mikroskopaufnahmen zei-
lenweise zunachst mit dem Antikdrper und DAPI zusammen und anschlieRend jeweils ein-
zeln abgebildet. Dabei ist Alexa 488 der Sekundarantikdrper fir die Farbung von Nectin-4
bzw. Trop-2 und zeigt die Expression dieser mittels griner Fluoreszenz an. Durch DAPI er-
scheinen die Zellkerne in der Immunfluoreszenz blau. In der letzten Zeile der Tabellen wird
die Belichtungszeit, mit der die Aufnahmen gemacht wurden, angegeben. Diese wurde von
dem zum Fluoreszenzmikroskop gehdérigen Computerprogramm ermittelt und Ubertragen.
Die Tabelle 26 zeigt die dazugehorige Negativkontrolle ohne Primarantikorper, welche auf
die gleiche Weise lediglich mit einer Spalte fur das Ergebnis mit dem Antikérper und DAPI

zusammen dokumentiert wurde.

Bei der Analyse der Markerexpression in dem Originaltumor (Tabellen 24+25)
wurde eine starke Nectin-4- und Trop-2-Expression festgestellt, die vor allem
membran-betont war. Das Ergebnis der Negativkontrolle (Tabelle 26) wurde als
negativ und somit verwendbar bewertet, da kein grines Fluoreszenzsignal de-

tektiert wurde.
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3.4.7 Patientenprobe 7: BCO #300 P5

Diese Probe entstammte von einem mannlichen Patienten mit positiver Raucher-
anamnese, bei dem im Alter von 56 Jahren die Diagnose eines Harnblasenkar-
zinoms gestellt wurde. Mittels TUR-B wurde der Primartumor entfernt. Bei dem
Eingriff lag eine positive Urinzytologie vor und der Tumor wurde von der Patho-
logie als G2 low grade eingestuft. Das TNM-Stadium war pT1a (weitere Angaben
lagen nicht vor).

Die HE-Farbung des Originaltumors (Abb. 86-88) zeigte entsprechend der patho-

logischen Befundung einen nicht muskel-invasiven Blasentumor mit low-grade
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g 86: HE-Fdrbung des low grade NMIBC von Abbildung 87: HE-Firbung des low grade NMIBC von
Probe 7 mit 2,5x-VergréfSerung Probe 7 mit 10x-VergréfSerung

A )

E-Férbung des low grade NMIBC von Probe 7 mit 40x-Vergréf3erung

Abbildung 88: H
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In den Abbildungen 86 - 88 ist ein Ausschnitt des HE-gefarbten Tumorpraparates von Probe 7
mit verschiedenen VergroRerungen zu sehen. Durch die HE-Farbung erscheinen die Zellkerne
blaulich/lila, wahrend das Zytoplasma und das Kollagen rétlich/rosa angefarbt sind. Der Tumor
wurde als low grade und nicht-muskelinvasiv eingestuft, da maligne Eigenschaften, wie Aufhe-
bung der Urothel-typischen Epithelarchitektur, vergrofRerte Kern-Plasma-Relation und mo-
nomorphes Zellbild als Zeichen des reduzierten Differenzierungsgrades erkennbar sind (bspw.
weiller Pfeil in Abb. 88). Die epithelbegrenzende Basalmembran wird von den Tumorzellen
weitestgehend eingehalten und ggf. nur bis zum subepithelialen Bindegewebe (bspw. schwar-
zer Pfeil in Abb. 88) Uberschritten (pT1).

Die Organoide, die aus dieser Tumorprobe in der 3D-Kultur gewachsen sind, er-
reichten teilweise eine Grofle von 100 um und konnten bis in die 15. Passage
kultiviert werden (Abb. 89).

s

Abbildung 89: BCOs von Probe 7 wdhrend der Kultivierung in der 11. Passage an Tag 11

In der Abbildung 89 ist ein Foto der Organoide von Probe 7 (bspw. weil3er Pfeilin der 11. Pas-
sage am 11. Tag unter dem Mikroskop mit einem 100 um — Mafstab unten rechts am Bildrand
zu sehen. Da es sich um eine Mikroskopie einer 3D-Kultur handelt, sind im Hintergrund weitere

Zellformationen unscharf zu erkennen (bspw. schwarze Pfeilspitze).

Fir die Analyse der Markerexpression lagen Paraffinschnitte von dem Original-
tumor und den Organoiden in der 5. Passage vor (Tabellen 27-29).
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Alexa 488 Alexa 488 + DAPI

DAPI

B0 1500 ms 1472 ms

Zeit

Tabelle 27: Nectin-4-Expression in Originaltumor (Spalte 1) und BCOs (Spalte 2) von Probe 7 mittels IFL

1500 ms 1500 ms

Alexa 488 Alexa 488 + DAPI

DAPI

Bel.-
Zeit

Tabelle 28: Trop-2-Expression in Originaltumor (Spalte 1) und BCOs (Spalte 2) von Probe 7 mittels IFL
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Patientenprobe 7

(low grade, NMIBC) REU AU ES

Alexa 488 + DAPI

Bel.-
Zeit

Tabelle 29: Negativkontrolle der IFL von Probe 7

1500 ms 1500 ms

In den Tabellen 27 und 28 ist das Farbeergebnis der Immunfluoreszenzfarbungen auf Nectin-
4 und Trop-2 an dem Originaltumor (mit 10 um-Mafstab) und den Blasentumororganoiden (mit
5 ym-Maldstab) von Probe 7 zusammengetragen. Eine Spalte steht jeweils fur die Originaltu-
mor- bzw. BCO-Probe, wahrend die Mikroskopaufnahmen zeilenweise zunachst den Antikor-
per und DAPI zusammen und anschlieRend jeweils einzeln abbilden. Dabei ist Alexa 488 der
Sekundarantikorper fur die Farbung von Nectin-4 bzw. Trop-2 und zeigt die Expression dieser
mittels griner Fluoreszenz an. Durch DAPI erscheinen die Zellkerne in der Immunfluoreszenz
blau. In der letzten Zeile der Tabellen wird die Belichtungszeit, mit der die Aufnahmen gemacht
wurden, angegeben. Diese wurde von dem zum Fluoreszenzmikroskop gehérigen Computer-
programm ermittelt und Ubertragen. Die Tabelle 29 zeigt die dazugehoérige Negativkontrolle
ohne Primarantikorper, welche auf die gleiche Weise lediglich mit einer Spalte fur das Ergebnis

mit dem Antikdérper und DAPI zusammen dokumentiert wurde.

Den Tabellen 27 und 28 lasst sich entnehmen, dass der Originaltumor Nectin-4
und Trop-2 leicht exprimierte, wahrend die dazugehoérigen Organoide beide Mar-
ker stark aufwiesen. Dabei war das Expressionsmuster membran-betont und
wies untereinander Ahnlichkeit auf. Die dazugehérige Negativkontrolle (Tabelle
29) wurde erfolgreich durchgefuhrt. Die leichte Granfarbung wurde als Farbear-

tefakt durch am Objekttrager hangengebliebenem Sekundarantikérper bewertet.
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3.5 Nachweis der Nectin-4- u. Trop-2-Expression in den BCOs mit-

tels gRT-PCR

Die etablierten Protokolle fur die gRT-PCR mit Nectin-4- und Trop-2-Primern wur-
den angewendet, um die vorliegende RNA bzw. cDNA der BCOs bezuglich ihrer
Expression von Nectin-4 und Trop-2 zu analysieren. Die Ergebnisse dieser PCR-
Analysen sind in den Abbildungen 90 — 92 zu sehen.

Insgesamt standen flr die gqRT-PCR 15 Proben zur Verfiigung. Bei der Auswer-
tung der PCR ist zu sehen, dass Trop-2 in allen Proben mehr exprimiert wurde
als Nectin-4 (Abb. 92). Der Mittelwert der Target-Reference-Ratio war bei Trop-
2 0,4 und bei Nectin-4 0,04. Dabei lagen bei Trop-2 (Abb. 91) die Werte von
sechs Proben oberhalb des Mittelwerts und bei Nectin-4 (Abb. 90) war dies bei
vier Proben der Fall. Innerhalb einer Organoidreihe veranderten sich die Werte
in den verschiedenen Passagen unregelmafig. Es fiel auf, dass sich dabei die
Werte von Nectin-4 und Trop-2 verhaltnismaRig parallel zueinander veranderten
(Abb. 92). Bei einer Probe war der Wert in der mittleren Passage (#140 P7) am
hdchsten. Zwei Proben veranderten im Verlauf die Expression leicht aufsteigend
(#154 P2-P24) bzw. leicht absteigend (#270 P4-P10). Sowohl in der Organo-
idreihe #267, als auch bei #287, wurde in den spaten Passagen (#267 P12-15
bzw. #287 P14) eine deutlich geringere Expression im Vergleich zu den friihen
Passagen (#267 P8 bzw. #287 P1) festgestellt (Abb. 92).
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Abbildung 90: Nectin-4-Gen-Expression der BCOs
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Abbildung 91: Trop-2-Gen-Expression der BCOs
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Abbildung 92: Vergleich der Nectin-4- und Trop-2-Gen-Expression der BCOs

In den Abbildungen 90-92 sind die Ergebnisse von den PCR-Analysen der BCOs zu sehen.
Dabei wurden die BCO-Proben mit ihnrer Nummer und Passage nebeneinander auf der x-Achse
aufgelistet und ihre jeweiligen Target-Reference-Ratios als Saulen mit der entsprechenden
Hohe auf der y-Achse dargestellt. Eine Target-Reference-Ratio beschreibt die Expression des
Zielgens im Verhaltnis zu der Expression von sogenannten Housekeeping-Genen, wie bei-
spielsweise GAPDH und beta-Actin, die in jeder Zelle exprimiert werden. Die Expression von
Nectin-4 wird mittels roter Sdulen und die von Trop-2 mittels griner Saulen dargestellt. Um
einschatzen zu kénnen, ob die Markerexpression besonders niedrig oder hoch ist, wurde je-
weils ein Mittelwert aus den Target-Reference-Ratios von Nectin-4 und Trop-2 gebildet und
dieser zum Vergleich als blaue, gestrichelte Linie in dem Saulendiagramm aufgetragen (Abb.
90 und 91). In Abbildung 92 wurden dann die Target-Reference-Ratios von Nectin-4 und Trop-

2 jeder Probe nebeneinander abgebildet und verglichen.
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3.6 Ubersicht der Ergebnisse

Insgesamt betrachtet zeigten unsere Ergebnisse (Tabelle 30), dass die Original-
tumore meistens kein bzw. leicht Nectin-4 exprimierten. Lediglich die Proben der
low grade Tumore zeigten eine starke Nectin-4-Expression. Trop-2 exprimierten
die meisten Originaltumore leicht. Auch hier stammten die Proben mit mehr Trop-
2-Expression von low grade Tumoren ab.

Alle Organoide exprimierten Nectin-4 und Trop-2. Dabei war die Expression in
den Organoiden stets starker als in den Originaltumoren. Auf RNA-Ebene lag die
jeweilige Target-Reference-Ratio meistens unterhalb des Mittelwerts aus allen
Target-Reference-Ratios. Erhdhte Werte wurden in einer 1., 4., 8. und 10. Pas-

sage gemessen.

Patient Originaltumor Organoide
Nr. Patient Tur
—— Y P2
Miannlich * High-grade G3
1 - B2 - pTl P7
. hi . 2 |
Raucher Pos. Zytologie P11
P2
+  Minnlich «  High-grade G3 -
il e
2 |- e . pT3b Mzell | HG | Kizell | HG 2 P7
. Raucher . Pos. Zytologie
Mannlich . High-grade G3
3 2 730 L pT1 LG HG 14
Raucher . Pos. Zytologie P12+15
. Weiblich - High-grade G3 L 2 4
a |- 86l - pl2a HG HG 30
. Raucher . Pos. Zytologie o
+  Mannlich «  High-grade G3
5 . 551, ' pT1
Raucher - Pos. Zytologie
Weiblich «  Low-grade G2
6 . 571, . pTla
Nichtraucher |+  Neg. Zytologie
Mannlich W Low-grade G2
7 . 561 - pTla
Raucher . Pos. Zytologie

+ IFL: Farbintensitat Keine Expression Mittelstarke Expression Starke Expression h.a =
= RNA: x-faches vom M <0,5 1,1-15 =15 not available

Tabelle 30: Ubersicht der Ergebnisse

Leichte Expression
05-10

In der Tabelle 30 sind die Ergebnisse zusammengetragen. Links stehen zunachst Daten Uber
den Patienten (Probennummer, Geschlecht, Alter, Raucherstatus) und das Tumorstadium
(Staging, Grading, Urinzytologie). Dann folgt in den nachsten Spalten die Auswertung der Im-
munfluoreszenzfarbung (IFL) an den Originaltumoren unterteilt in Nectin-4 und Trop-2. Dabei
wurde entsprechend der Histologie zwischen low grade (LG), high grade (HG) und kleinzellig
(kl. zell.) unterschieden. Rechts ist die Auswertung der Untersuchungen an den Organoiden
zu sehen, welche die maximal erreichte Passage und dann jeweils fur Nectin-4 und Trop-2
Immunfluoreszenzfarbungen- und PCR-Ergebnisse umfasst. Bei den Organoiden ist immer die

Passage der untersuchten Probe angegeben. Die Darstellung der Expression erfolgte an der
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unten zu sehenden Farbskalierung. In orange sind die Ergebnisse beziiglich der Nectin-4-Ex-
pression dargestellt, wahrend die Ergebnisse der Trop-2-Expression in blau abgebildet wer-
den. Je starker die Expression detektiert wurde, desto starker wurde die Farbintensitat gewahlt.
Fir die Auswertung der Expression auf RNA-Ebene, wurde ein Mittelwert aus den Target-Re-
ference-Ratios gebildet und dann die Farbskalierung anhand des Verhaltnisses zum Mittelwert

festgelegt.
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4 Diskussion

Unsere Ergebnisse zeigten, dass die Originaltumore die untersuchten Marker
Nectin-4 und Trop-2 tendenziell wenig exprimierten. Die Proben mit vermehrter
Expression stammten von low grade Tumoren. Die Organoide exprimierten Nec-
tin-4 und Trop-2 immer in einem starkeren Ausmal als ihre Ursprungstumore.
Auf RNA-Ebene zeichnete sich kein eindeutiger Trend ab, da erhohte Expressi-
onen sowohl in frihen, als auch in spateren Passagen, sowie sowohl in low
grade, als auch in high grade Tumoren detektiert wurden.

Bezuglich der Frage, welche Passagen ahnlicher zum Originaltumor sind, schie-
nen fruhere Passagen ahnlicher zu sein. Die untersuchten frihen Passagen zeig-
ten meistens weniger und damit ahnlichere Expression von Nectin-4 und Trop-2.
Wahrend ab der 5. Passage Uberwiegend eine starkere Expression detektiert
wurde.

Ein moglicher Grund fur die abweichenden Expressionsmuster in den Organoi-
den konnte die Heterogenitat der Tumore sein. In einer Tumorprobe kdnnen in
verschiedenen Bereichen die Zellen unterschiedlich stark entartet sein. So kann
eine Probe low-grade und nicht-invasiv sein und einige Millimeter weiter ist der
Tumor moglicherweise schon fortgeschrittener und invasiv. Dies spiegelt sich
auch in den Organoiden wider, die ebenfalls eine Heterogenitat bei Histologie-
und Immunfluoreszenz-Analysen aufwiesen (Meijer, 2021). Von einem Patienten
kénnen mehrere Organoidlinien kultiviert werden, die sich aufgrund der intratu-
moralen Heterogenitat in ihren Eigenschaften unterscheiden. Beispielsweise
konnen die Organoide die Zytokeratine CK 5 und CK 20 unterschiedlich stark
exprimieren (Mullenders et al., 2019). Auch eine variierende Nectin-4- und Trop-
2-Expression ware dadurch eventuell erklarbar. Dass die Organoide diese Hete-
rogenitat des Ursprungtumors bewahren, ist wichtig, um als Tumormodell zu fun-
gieren (Minoli et al., 2023, Meijer, 2021). Andererseits schrankt es madglicher-
weise auch die Vergleichbarkeit der Organoide zum Originaltumor ein, wenn
durch die Organoidlinie nicht die Mehrheit des Originaltumors reprasentiert wird
(Mullenders et al., 2019).

Wahrend der Kultivierung der aufbereiteten Tumorzellen zu Organoiden selektie-

ren sich eventuell die Zellen mit hoher Nectin-4- und Trop-2-Expression heraus.
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Organoide zeigten wahrend der Kultivierung ein klonales Wachstum, welches
mdglicherweise durch Selektionsdruck und die Aktivitat von Onkogenen beein-
flusst wird. Die genauen Prozesse, die zu dem klonalen Wachstum fuhren, mus-
sen in weiteren Studien untersucht werden. Dabei konnen Organoide mit experi-
mentellen Manipulationen zum Einsatz kommen (Lee et al., 2018). Es kdnnte
darauf beruhen, dass Nectin-4 als Adhasionsprotein férderlich fur die Formation
von Zellverbanden wirkt und Trop-2 proliferativ und antiapoptotisch (Banerjee
and Southgate, 2019). Folglich ware dies auch ein Argument fur die Bevorzugung
frGherer Passagen von BCOs als Tumormodell, wenn der Selektionseffekt noch
madglichst wenige Auswirkungen hatte und die Expressionsmuster dem Original-
tumor noch ahnlicher sind.

Jene phanotypische Plastizitat im Laufe der Kultivierung von Organoiden wurde
bereits in anderen Publikationen beschrieben und konnte ein naturlicher Prozess
der Tumorprogression sein. Im Rahmen dessen scheinen sich einige Blasentu-
more vom luminalen zum basalen Subtyp umzuwandeln (Lee et al., 2018). CK 5
ware dabei ein Marker fur den basalen Subtyp und CK 20 hingegen fur den lumi-
nalen. Die meisten Organoide scheinen wahrend der Kultivierung ihre luminalen
Eigenschaften zu verlieren und eher basale Merkmale aufzuweisen (Said, 2019).
Beim Umsetzen in Xenografts wurde ein Wandel zurlick zum luminalen Subtyp
beobachtet (Lee et al., 2018). Ein mdglicher Schluss daraus ist, dass das Stroma
und die in vivo existierende Extrazellularmatrix fur die Expression luminaler Mar-
ker von Noéten zu sein scheinen (Lee et al., 2018). Dies ware ebenfalls ein Argu-
ment fur den experimentellen Einsatz von friheren Passagen der Organoide,
wenn jene den Subtyp des Originaltumors noch mdglichst gut abbilden. AulRer-
dem koénnte ein Kulturansatz inklusive Stromazellen die Ubereinstimmung der
Expressionsmuster in den Organoiden mit denen im Originaltumor steigern.
Denn die abweichenden Expressionsmuster konnen auch dadurch entstehen,
dass die Tumorzellen im Rahmen der Kultivierung in ein anderes Milieu gelan-
gen. Es wird bei der Kultvierung darauf geachtet, dass das Milieu moglichst ahn-
lich ist, zum Beispiel durch die Verwendung von speziellem Kulturmedium, wel-
chem u.a. Wachstumsfaktoren, nicht-essenzielle Aminosauren und ein Antibioti-

kum zugefugt wurden. Allerdings befinden sich in der 3D-Kultur keine Immun-
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und Nervenzellen und nur wenige Stroma- und Endothelzellen, die in vivo even-
tuell das Tumorwachstum beeinflussen. Dass sich die Organoide teilweise unter-
einander mehr ahneln als ihren Originaltumoren, konnte ebenfalls an der gerin-
gen Dichte von dieser Zellen oder auch am Medium und BME liegen (Lee et al.,
2018). Um dem entgegenzuwirken, sollte die Mdglichkeit einer Kultivierung inklu-
sive dieser anderen Zelltypen etabliert werden. Dies wirde dann aulerdem der
Erforschung des Effekts der Extrazellularmatrix bei der Tumorprogression dienen
(Wang et al., 2017).

Es lasst sich nicht ausschliel3en, dass sich in einer Organoidkultur bereits sowohl
urotheliale, als auch stromale Zellen befinden, da beim Ansetzen einer Organo-
idkultur die vollstandige Tumorprobe zunachst in einzelne Zellen zerteilt und die
gesamte Zellsuspension kultiviert wird (Mullenders et al., 2019). Analysen zeig-
ten, dass die Organoide urotheliale Zellen mit Zytokeratinen und Blasentumor-
Vorlauferzellen mit Stammzellmarkern (z.B. CD24, CD44), wie auch mesen-
chymale Zellen mit Vimentin und endotheliale Zellen mit Phalloidin enthalten (Wei
et al., 2022).

Mehr Ahnlichkeit zwischen Organoiden und ihrem Originaltumoren wurde in an-
deren Studien festgestellt. Diese untersuchten allerdings andere Marker, die
madglicherweise weniger durch die Kultivierung beeinflusst werden. Beispiels-
weise detektierten Lee et al. eine koharente Expression von CK 5, CK 7, CK 8,
Ki 67 und p53 beim Vergleich der Immunfluoreszenzfarbungen an den Organoi-
den und ihren Originaltumoren (Lee et al., 2018).

Andere Studien verwendeten eventuell auch andere Protokolle fur die Kultivie-
rung der Organoide. Um hier eine Vergleichbarkeit sicherzustellen, ware es wich-
tig, die Protokolle fur die Kultivierung von Blasentumororganoiden zu optimieren
und in allen Laboren zu standardisieren (Wang et al., 2017).

In unserer Studie wurden die Organoide flur die Immunfluoreszenzfarbung nach
Extraktion aus dem Dome mit 4%igem Paraformaldehyd Uber Nacht inkubiert und
anschlielend in Histogel eingebettet. Um das Histogelpellet herum wurde dann
nach der Entwasserung der Paraffinblock gegossen. Die Originaltumore hinge-
gen, wurden in Formalin fixiert, entwassert und um die Probe herum der Paraf-

finblock gegossen. Es lasst sich in unserer Studie nicht ausschlieen, dass die
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unterschiedliche Aufbereitung der Proben einen Einfluss auf die Immunfluores-
zenzfarbung haben und so zu den unterschiedlichen Farbeergebnissen beigetra-
gen haben.

In der Literatur wurde oftmals eine Assoziation zwischen einer hohen Expression
von Nectin-4 bzw. Trop-2 und einem fortgeschrittenem Tumorstadium beschrie-
ben (Chatterjee et al., 2021, D'Angelo et al., 2022). Auch die Wirkung der neuen
Antikorper-Wirkstoff-Konjugate Enfortumab-Vedotin und Sacituzumab-Govite-
can, die Nectin-4 bzw. Trop-2 binden, beruht darauf, dass diese Marker in Bla-
senkarzinomen oft erhéht sind. In unserer Studie wurde die héchste Expression
von Nectin-4 und Trop-2 in Proben der low-grade Tumore festgestellt. Mdglich-
erweise liegt es an der kleinen Probenanzahl, dass sich an dieser Stelle die Er-
gebnisse unterscheiden. Andererseits wurde im September 2023 eine Studie von
Klimper et al. veroffentlicht, die zu dem Ergebnis kam, dass sich die Expression
von Nectin-4 im Laufe der Tumorprogression reduziert und bei mehr als einem
Drittel der untersuchten Patienten mit metastasierten Urothelkarzinomen sogar
fehlt (Klimper et al., 2023). Dem gegenuber stehen Untersuchungen von Vul-
steke et al., die ergaben, dass die Therapie mit Enfortumab-Vedotin an Blasen-
tumor-Patienten mit Gehirnmetastasen eine ricklaufige Entwicklung der Gehirn-
metastasen herbeiflihren kann. Dies wirde den Schluss nahelegen, dass die Ge-
hirnmetastasen durchaus auch Nectin-4 exprimieren (Vulsteke et al., 2023). Ak-
tuell ist fur die Gabe von Enfortumab-Vedotin keine Analyse der Nectin-4-Expres-
sion vorgeschrieben, da von einer ausreichenden Expression ausgegangen wird.
Da allerdings eine schwache bzw. fehlende Nectin-4-Expression die Wirkung von
Enfortumab-Vedotin reduziert bzw. aufhebt und Studien zufolge nicht immer eine
ausreichende Nectin-4-Expression gegeben ist, sollte in Erwagung gezogen wer-
den, vor der Enfortumab-Vedotin-Gabe den Nectin-4-Rezeptorstatus anhand von
immunhistochemischen Untersuchungen oder zukinftig moglicherweise mit Nec-
tin-4-PET/CT oder anhand von patientenabgeleiteten Organoiden zu bestimmen.
Dadurch kdnnte resourcensparender therapiert werden und bei Patienten mit un-
zureichender Nectin-4-Expression im Tumor direkt andere Therapeutika, wie z.B.
das Sacituzumab-Govitecan, angewendet werden (Klimper et al., 2023).
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Bei einer Analyse der Nectin-4- und Trop-2-Expression in Gewebeproben mit
Korrelation zum histologischen Subtyp, wurde festgestellt, dass alle aul3er dem
neuroendokrinen Subtyp beide Marker moderat stark exprimieren. Die Immun-
histochemiefarbung zeigte neben der zu erwartenden membrandsen Expression
von Nectin-4 und Trop-2 auch eine starke Anfarbung der Marker im Zytoplasma.
Auch in unserer Studie zeigte sich eine zytoplasmatische Expression von Nectin-
4 und Trop-2 in den Organoiden. Dies konnte relevant sein fur die Evaluation der
Medikamente Enfortumab-Vedotin und Sacituzumab-Govitecan, die fur ihre Wir-
kung die membrandse Expression von Nectin-4 bzw. Trop-2 nutzen. Ist in einem
Tumor lediglich die zytoplasmatische Expression von Nectin-4 und Trop-2 erhoht,
so ist wahrscheinlich von einer reduzierten Wirkung der Antikorper-Wirkstoff-
Konjugate auszugehen. Die Relevanz der zytoplasmatischen Lokalisation der
Medikamententargets sollte in weiteren Studien untersucht werden (Ghali et al.,
2023).

Die Auswirkungen einer Nectin-4-Expression analysierten Boylan et. al. Sie stell-
ten fest, dass Zellen mit Nectin-4-Knockdown keine Spharoide formten, sowie
langsamer migrierten und proliferierten als Zellen mit moderater Nectin-4-Expres-
sion. Letztere bildeten groRe und kompakte Spharoide innerhalb von 24h. Inte-
ressanterweise flhrte wiederrum eine erhdhte Nectin-4-Expression zu ahnlichen
Ergebnissen wie bei den Nectin-4-Knockdown-Zellen. Nectin-4 scheint demnach
auf diese biphasische Weise an der Migration, der Proliferation und der Forma-
tion von Zellverbanden beteiligt zu sein. Dass die Ursprungszellen mit moderater
Nectin-4-Expression mehr epitheliale als mesenchymale Marker im Vergleich zu
Nectin-4-Knockdown-Zellen exprimierten, konnte auf eine Beteiligung von Nec-
tin-4 beim Wandel von epithelialen zu mesenchymalen Zellen zurtckzufihren
sein (Boylan et al., 2017). Auch in unseren Ergebnissen zeigt sich die Nectin-4-
Expression forderlich fur die Formation von Zellverbanden, da alle Organoide
Nectin-4 exprimierten.

Trotz dieser Herausforderungen, die die Kultivierung und Anwendung von Orga-
noiden bereithalten, eignen sie sich dennoch gut als Tumormodell. Im Gegensatz
dazu weisen Tumorzelllinien einige Einschrankungen, wie zum Beispiel geneti-

sche Veranderung durch die Langzeitkultivierung oder die begrenzte Abbildung
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der Verhaltnisse in vivo, auf. Von Patienten abgeleitete Xenografts eignen sich
schon besser als Tumormodell. Sie spiegeln die Histologie und das Medikamen-
tenansprechen ausreichend wider, aber sind aufgrund unter anderem hoher Kos-
ten, speziesspezifischer Unterschiede und eingeschrankter Zuganglichkeit fur
genetische Manipulationen begrenzt geeignet fur Blasentumorforschung (Wang
et al., 2017).

Langfristig sollen Blasentumororganoide der individuellen Medizin dienen, in dem
an ihnen das Ansprechen auf Medikamente getestet und so die optimale Thera-
pie flir den Patienten zusammengestellt werden kann. Voraussetzung daflr ist,
dass die Organoide in vitro das Medikamentenansprechen des Tumors im vivo
abbilden. Ob dem so ist, muss in weiteren Studien belegt werden (Lee et al.,
2018). Werden Blasentumororganoide verschiedenen Zytostatika ausgesetzt,
zeigen sie individuelles Ansprechen auf die Medikamente. Dies zeigt, dass Or-
ganoide durchaus das Potenzial haben, das individuelle Therapieansprechen
vorherzusagen (Said, 2019). Des Weiteren konnen Organoide fur die Testung
neuer Medikamente zum Einsatz kommen (Mullenders et al., 2019). An Organo-
iden kdnnen Marker flr das Medikamentenansprechen identifiziert werden, wie
z.B. Mutationsprofile, die die Wirksamkeit der Medikamente beeinflussen. Minoli
et. al. verwendeten auch die erste Passage der Organoide, um die Ubereinstim-
mung der Organoide mit dem Originaltumor auf Genom- und Transkriptomebene
zu bewahren. Sie fuhrten eine Longitudinalstudie durch, die bestatigte, dass die
vom Tumor des Patienten abgeleiteten Organoide das Medikamentenanspre-
chen des Patienten widerspiegelten und Tumorevolution in vitro abbildeten (Mi-
noli et al., 2023)

In Zukunft kbnnen aulRerdem Fortschritte im Bioingenieurwesen, wie beispiels-
weise mikrofluidische Gerate und Bioprinter, zur Standardisierung und erweiter-
tem Einsatz von Organoiden beitragen (Medle et al., 2022). Doch auch schon
jetzt kdnnen Organoide der Erforschung von Urothel dienen. So kénnen die Re-
gulation von Wachstum und Differenzierung in normalem und entarteten Urothel
untersucht werden und die Signalwege zwischen Epithel und Stroma in den Bla-
sentumororganoiden mit denen in normalen Urothel verglichen werden (Banerjee
and Southgate, 2019).
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Insgesamt lassen sich die festgestellten Expressionsmuster in dieser Studie gut
erklaren durch die Tumorheterogenitat in Blasenkarzinomen und dem Selektions-
effekt durch unter anderem Nectin-4 und Trop-2 als Adhasions- und Proliferati-
onsmolekdle.

Es zeichnete sich die Tendenz zur Bevorzugung friherer Organoid-Passagen ab,
um die Auswirkungen des Selektionseffekts und dem veranderten Milieu (in vivo
vs. in vitro), sowie dem Wandel vom luminalen zum basalen Subtyp vorzubeu-
gen.

Organoide kénnen zuversichtlich als Tumormodell dienen und bieten u.a. die
Madglichkeit die Evolution von Tumoren zu erforschen und Medikamente zu tes-
ten. Eine Vergleichbarkeit zum Originaltumor ist Voraussetzung fur das Langzeit-
ziel in der individuellen Therapieplanung zum Einsatz zu kommen und wurde be-
reits in oben genannten Studien erfolgreich untersucht. Fir die Etablierung im
klinischen Alltag bedarf es noch weitere Forschung, um die Kultivierung schneller
und effizienter zu gestalten.

Die Ergebnisse erganzen aulierdem das Wissen Uber die Auswirkungen der Nec-
tin-4- und Trop-2-Expression, welche férderlich fur die Kultivierung von Organoi-
den zu sein scheint.

Um die Wirksamkeit von Enfortumab-Vedotin und Sacituzumab-Govitecan zu
steigern, bedarf es weitere Analysen der Target-Expression. Dabei ist relevant
bei welchen Tumorstadien die Expression erhoht ist, um mdglicherweise die Zu-
lassung der Medikamente auch fiir die Therapie von weniger fortgeschrittenen
Urothelkarzinomen zu erweitern. Beachtet werden sollte auch, ob sich die Nectin-
4- bzw. Trop-2-Expression in der Membran oder im Zytosol befindet, da wahr-
scheinlich nur die membranaren Molekule fur die Antikdrper-Wirkstoff-Konjugate

zuganglich sind.
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5 Zusammenfassung

Das Harnblasenkarzinom gehort zu den haufigsten Tumoren sowohl in Deutsch-
land, als auch weltweit (IARC, 2020). Die Therapiemdglichkeiten sind inzwischen
vielfaltig. Dennoch bedarf es weiterhin viel Forschung, um die Tumorgenese bes-
ser zu verstehen und weitere Ansatzpunkte flr eine Therapie zu entwickeln
(Wang et al., 2017). Dafur kommen von Patienten abgeleitete Organoide zum
Einsatz, die als in-vitro-Tumormodelle die individualisierte Medizin unterstutzen
sollen. Die in dieser Arbeit untersuchten Marker sind Nectin-4 und Trop-2 — die
Zielstrukturen der Antikdrper-Wirkstoff-Konjugate Enfortumab-Vedotin und Saci-
tuzumab-Govitecan.

Wie ist das Expressionsmuster von Nectin-4 und Trop-2 in den Organoiden, so-
wie in den Originaltumoren und in welchen Passagen weisen die Organoide die
meisten Ahnlichkeiten zum Originaltumor auf? Hat die Expression dieser Marker
einen Einfluss auf die Kultivierung bzw. wie ist sie mit dem Tumorstadium asso-
Ziiert?

Es wurden mehrere Organoide kultiviert und parallel Paraffinschnitte und RNA-
Extrakte angefertigt, um jene hinsichtlich ihrer Expression von Nectin-4 und Trop-
2 mittels Immunfluoreszenzfarbungen und qRT-PCR zu untersuchen. Die dazu-
gehorigen Originaltumoren wurden ebenfalls mittels Immunfluoreszenzfarbun-
gen hinsichtlich ihrer Expression der beiden Marker analysiert.

Die Originaltumore exprimierten Nectin-4 und Trop-2 tendenziell wenig. Die Pro-
ben mit vermehrter Expression stammten von low grade Tumoren. Die Organoide
wiesen immer eine starkere Expression als ihre Ursprungstumore auf. Weniger
und damit ahnlichere Expression wurde in frliheren Passagen detektiert. Auf
RNA-Ebene zeichnete sich kein eindeutiger Trend ab.

Die festgestellten Expressionsmuster in dieser Studie lassen sich gut erklaren
durch die Tumorheterogenitat in Blasenkarzinomen und dem Selektionseffekt
durch Nectin-4 und Trop-2 als Adhasions- und Proliferationsmolekiile. Es zeich-
nete sich die Tendenz zur Bevorzugung friherer Organoid-Passagen ab, um die
Auswirkungen des Selektionseffekts und dem veranderten Milieu (in vivo vs. in
vitro), sowie dem Wandel vom luminalen zum basalen Subtyp vorzubeugen.

Dass diese Studie eine erhéhte Nectin-4- und Trop-2-Expression eher bei low
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grade Tumoren feststellte, liegt moglicherweise an der kleinen Probenanzahl
oder zeigt einen ahnlichen Trend wie in der Studie von Kliumper et al. beschrieben
(Klmper et al., 2023). Nectin-4 scheint, wie von Boylan et al. beschrieben
(Boylan et al., 2017), forderlich flr die Formation von Zellverbanden zu sein, da
bei den Analysen alle Organoide Nectin-4 exprimierten.

Organoide kdnnen als in-vitro 3D-Tumormodell dienen und eignen sich vor allem
in den frthen Passagen fur einen Vergleich zum Originaltumor. Nectin-4 und
Trop-2 wirken sich positiv auf den Zusammenhalt von Organoiden aus. Wie die
Expression dieser beiden Marker mit dem Tumorstadium assoziiert ist, lasst sich

aus diesen Ergebnissen nicht eindeutig schlielen und bedarf weitere Studien.
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