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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Das Urothelkarzinom der Harnblase

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Der Blasenkrebs (bladder cancer, BCa) ist der 4. haufigste Tumor beim Mann' und
der 5. haufigste Tumor insgesamt. Tabakrauch und Exposition gegenuber anderen
Karzinogenen wie zum Beispiel Nitrosaminen stellen die groten Risikofaktoren dar.
Zusatzlich sind soziobkomische Faktoren sowie das Geschlecht und der ethnische
Hintergrund zu nennen.? Dadurch gibt es weltweit groRe Unterschiede in der
Inzidenz.® So zeigen Manner eine ca. vierfach hohere Inzidenz als Frauen
(9,6/100.000 vs. 2,4/100.000).# Ebenfalls zeigt sich, dass die Erkrankungsraten in
westlichen Landern um ein vielfaches hdher sind als in armeren Regionen, wie
Sudostasien oder Afrika.3®> Zum einen sind Risikofaktoren und Karzinogene, wie
Ubergewicht, Tabakrauch und aromatische Amine in entwickelten Regionen, wie
Europa, mehr vertreten. Zum anderen sind die diagnostischen Mittel fortgeschrittener
und es werden mehr Karzinome in friihen Stadien entdeckt.3 Zusatzlich gibt es in den
Industrielandern eine hohere durchschnittliche Lebenserwartung und das Risiko am
BCa zu erkranken steigt mit dem Lebensalter. Durch die steigende Lebenserwartung

wird prognostiziert, dass die Inzidenz des Blasenkrebses in Zukunft weiter zunimmt.3

1.1.2 Einteilung

Das BCa kann in verschiedene Histologien eingeteilt werden. Mit ca. 90 % weist das
Urothelkarzinom den groRten Anteil auf?® Daneben sind noch das
Plattenepithelkarzinom (3-5 %), das Adenokarzinom (2 %) und das kleinzellige
Karzinom (ca. 1 %) zu nennen.®

Das Urothelkarzinom wird in Karzinome des oberen und des unteren Harntraktes
unterteilt. Die Karzinome des oberen Harntraktes befinden sich im Nierenbecken und
im Ureter, die des unteren Harntraktes treten in der Harnblase und der Urethra auf.
Am Haufigsten sind sie in der Harnblase zu finden.” Im weiteren Verlauf bezieht sich
diese Studie nur auf das Urothelkarzinom der Harnblase.

Das Staging des BCa erfolgt entsprechend der TNM-Klassifikation anhand der
Infiltrationstiefe. Klinisch ist die Unterteilung in nichtmuskelinvasive (non muscle

invasive bladder cancer, NMIBC) und muskelinvasive Blasentumore (muscle invasive
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bladder cancer, MIBC) aufgrund der damit verbundenen Prognose besonders
relevant. Zu den NMIBC zahlen die Stadien CIS (carcinoma in situ), Ta (nichtinvasive
papillare Neoplasie) und T1 (Infiltration der Basalmembran). Ab Stadium T2 infiltriert
der Tumor die Muskelschicht und gilt als MIBC.% ° Ab einem T3 Stadium erreicht der
Tumor zusatzlich das perivesikale Fettgewebe und sobald er Nachbarorgane
infiltriert, liegt ein T4-Stadium vor. Die NMIBC weisen bei Erstdiagnose einen Anteil

von ca. 70 % auf.®

Fettkapsel

Muskelschicht

Bindegewebe

Urothel

Abbildung 1: T-Stadien des Urothelkarzinoms der Harnblase

Ta = nichtinvasive papillarer Tumor; Cis = flachige Neoplasie; T1 = Infiltration der
Basalmembran; T2 = Infiltration der Muscularis; T3 = Infiltration der Fettkapsel; T4 =
Infiltration von Nachbarorganen

Beim Grading kommen unterschiedliche Klassifikationen zum Einsatz. Nach der
WHO-KIlassifikation von 1973 wird das BCa in G1 bis G3 unterteilt, wobei G1 einen
hohen und G3 einen niedrigen Grad der Differenzierung anzeigt.'® Seit 1998 wird
zwischen dem PUNLMP (papillary urothelial neoplasia of low malignant potential),
low-grade (LG) und high-grade (HG) Tumoren unterschieden.'® ' Dabei kénnen
frihere G2 Tumore entweder den LG oder HG Karzinomen zugeteilt werden. Das
PUNLMP bezeichnet eine nicht invasive Neoplasie, die histologisch mit wenig
Atypien einhergeht und ein sehr geringes Progressionsrisiko aufzeigt. Ein high-grade
Tumor weist ein aggressives Wachstum mit vielen Zellatypien und Mitosen auf. Beim
NIMBC wird zwischen LG oder HG unterschieden, wahrend das MIBC seit der WHO-

Klassifikation von 2016 als HG Tumor definiert ist.'0 12, 13
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G1 | G2 | G3
WHO 1973 | |

Low-Grade | High-Grade
WHO 1998

Abbildung 2: Grading des Urothelkarzinoms

Die WHO-KIlassifikation von 1973 unterscheidet beim Grading zwischen G1, G2 und
G3. Mit der neuen Klassifikation von 1998 wird nur zwischen low-grade und high-
grade unterschieden. Friihere G2-Tumore werden je nach Befund in low- oder high-
grade eingeteilt.

1.1.3 Prognose

Zur besseren Therapieplanung empfiehlt die European Association of Urology (EAU)
die Einteilung in verschiedene Risikogruppen hinsichtlich der Progression zu einem
MIBC sowie der Rezidivwahrscheinlichkeit. Die Einteilung erfolgt anhand eines
Score-Systems, das Sylvester et al. 2006 entwickelt haben.' In den Score flieRen
die Grolke und Anzahl der Neoplasie, das T-Stadium und das Grading, ein
eventuelles Rezidiv, sowie ein begleitendes CIS ein. Als Niedrig-Risiko gelten alle
Tumore, die primar und solitar auftreten und maximal als TaT1 LG/G1 einzustufen
sind. Erreicht ein Karzinom das Stadium T1 HG/G3 gilt es als Hoch-Risiko-Tumor. Da
CIS endoskopisch nicht sanierbar sind werden auch sie mit einem hohen Risiko
eingestuft. Neoplasien, die in keine der Gruppen einzuordnen sind, haben ein
mittleres Risiko."" In der Hochrisikogruppe findet sich eine Rezidivwahrscheinlichkeit
von 61 % nach einem Jahr und 75 % nach 5 Jahren, wahrend in der
Niedrigrisikogruppe die Wahrscheinlichkeit bei 15 % bzw. 30 % liegt. Das
Progressionsrisiko variiert je nach Gruppe von 0,2 % nach einem Jahr und 0,8 %
nach 5 Jahren bei niedrigem Risiko, bis 17 % bzw. 45 % bei hohem Risiko.™

In Europa liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate des BCa im Durchschnitt bei 70 %.* Die
Prognose ist jedoch stark abhangig vom Stadium. Bei einem frihen Stadium (bis T1)
liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei ca. 75 %. Sobald der Tumor muskelinvasiv
wachst (T2), sinkt die Rate auf unter 50 %.'> '® Mit dem Vorhandensein von
Fernmetastasen fallt die Wahrscheinlichkeit nach 5 Jahren noch zu leben auf unter
20 % ab.'®

Durch das hohe Rezidiv- und Progressionsrisiko bringt das BCa hohe finanzielle
Kosten mit sich. So betrugen die therapiebedingten Kosten, die durch

Urothelkarzinome im Jahre 2012 in der europaischen Union verursacht wurden,
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annahernd 5 Milliarden Euro.'” Aufgrund der steigenden Inzidenz durch die
demographische Entwicklung erscheint es naheliegend, dass die Kosten in Zukunft

noch hoher sein werden.

1.1.4 Therapie

Zur Diagnose des BCa ist eine Zystoskopie mit transurethraler Resektion (TUR-B)
verdachtiger Lasionen indiziert. Je nach initialem Befund wird nach einem Intervall
von 2-6 Wochen eine zystoskopische Kontrolle oder eine Revision mit eventuell
weiterer Resektion empfohlen.’® Abhangig von der histopathologisch gesicherten
Ausbreitung des Karzinoms bestehen unterschiedliche Therapieoptionen. Beim
NMIBC kann je nach Risikoprofil des Patienten nach der Abtragung der Neoplasie
eine intravesikale Instillation von Bacillus Calmette-Guérin (BCG) oder einem
Chemotherapeutikum (meist Mitomycin C) indiziert sein. Bei Niedrig-Risiko Patienten
wird eine einmalige Instillation empfohlen, wahrend bei mittlerem Risiko weitere
Behandlungen Uber den Zeitraum von einem Jahr angezeigt sind. Handelt es sich
um Hoch-Risiko Patienten werden regelmalige BCG-Instillation fur drei Jahre
empfohlen. Alternativ kann die radikale Zystektomie (RC) als Therapieoption
erwogen werden.'> '8 Aufgrund der hohen Rezidivrate sind regelmaRige
Nachuntersuchungen mit zystoskopischen Kontrollen indiziert. Wahrend diese bei
Niedrig-Risiko Patienten nach 5 Jahren durch nicht-invasive Methoden ersetzt
werden konnen werden sie bei mittlerem und hohen Risiko lebenslanglich
empfohlen.'!. 13,19

Beim Nachweis eines MIBC ist die radikale Zystektomie mit bilateraler
Lymphadenektomie die Therapie der Wahl.?% 2" Eine neoadjuvante, Cisplatin-
basierte Chemotherapie steigert zusatzlich die 5-Jahres-Uberlebensrate um ca. 8 %
auf 58 %.%2 22 Sind Fernmetastasen vorhanden, wird eine Operation nur zur
Symptomlinderung empfohlen (zum Beispiel Harnableitung bei stenosierendem
Tumor).?? 23 Stattdessen ist als Erstlinientherapie eine palliative Cisplatin-basierte
Chemotherapie indiziert.?* Eine Erhaltungstherapie mit dem programmed cell death
ligand 1 (PD-L1) Inhibitor Avelumab kann das Gesamtlberleben zusatzlich steigern.
Die 1-Jahres-Uberlebensrate wurde somit von 58,4 % auf 71,3 % gesteigert.2®

Sind die Patienten aufgrund von Vorerkrankungen (z.B. Nieren- oder
Herzinsuffizienz) nicht fur eine Therapie mit Cisplatin geeignet oder zeigte eine
Cisplatin-basierte Therapie keinen Erfolg wird seit 2021 eine Immuntherapie mit dem

programmed cell death protein 1 (PD-1) Inhibitor Pembrolizumab empfohlen. 2017

6
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zeigte eine Studie ein medianes Gesamtuberleben von 10,4 Monaten mit
Pembrolizumab, wahrend dieses mit der klassischen Zweitlinientherapie bei 7,4
Monaten lag.?® 23 Die Immuntherapie nutzt die hohe Expression von PD-L1 im BCa.
PD-L1 ist ein Oberflachenprotein, welches durch Bindung an PD-1 die T-Zell-
vermittelte Immunantwort hemmt.?” Durch eine Bindung der monoklonalen Antikérper
an PD-L1 (z.B. Avelumab) oder PD-1 (z.B. Pembrolizumab) wird eine Bindung der
zwei Proteine verhindert und somit die Immunevasion des Karzinoms gestoppt.?®
Nach erfolgreicher Therapie sind regelmaflige CT Kontrollen notwendig, da nach 2

Jahren bis zu 50 % der Patienten ein Rezidiv entwickeln.22 24

1.1.5 Genetischer Hintergrund

Wie in anderen Karzinomen auch, sind im BCa diverse Mutationen von
Tumorsuppressorgenen und Proto-Onkogenen zu finden. Den groten Einfluss auf
die Karzinogenese des BCa haben wahrscheinlich Mutationen in den Genen TP53
und RB1.28 2° Zysétzlich sind haufig Mutationen in den RAS-Signalkaskaden und den
dazugehdrigen Tyrosinkinasen (fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3),
epidermal growth factor receptor (EGFR), human epidermal growth factor receptor 2
(Her2)) zu finden.?®> 30 Diese Mutationen kénnen als potentielle Therapieziele fiir
spezifische Inhibitoren und Antikdrper genutzt werden.3'

In den letzten 10 Jahren gelang es verschiedenen Gruppen, das BCa anhand des
individuell vorliegenden Genexpressionsmusters in verschiedene molekulare
Subtypen zu unterteilen.?® 31 32 Die zwei Haufigsten sind der basale und der luminale
Subtyp. Die verschiedenen Typen unterscheiden sich nicht nur in der Expression
verschiedener Gene, sondern korrelieren auch haufig mit unterschiedlichen T-
Stadien und zeigen somit verschiedene Prognosen auf.?® Karzinome vom luminalen
Subtyp finden sich haufig in niedrigeren TNM Stadien (T1-T2) und neigen seltener zu
einer Progression. Dies kann mit der typischerweise verstarkten Expression der
Marker fir die urotheliale Differenzierung (GATA3, FOXA1) zusammenhangen.33
Keratin 20 (KRT20) zeigt im luminalen Typ eine verstarkte Expression und dient
somit als luminaler Indikatormarker.3?

Der basale Subtyp hingegen kann haufiger in fortgeschrittenen Stadien (T3-4)
nachgewiesen werden und zeigt eine Assoziation mit dem weiblichen Geschlecht.3*
Die Prognose ist aufgrund der hdheren Infiltrationstiefe schlechter als beim luminalen
Subtyp. Der basale Subtyp zeigt jedoch insgesamt ein besseres Ansprechen auf eine

Cisplatin-basierte Chemotherapie.?® 34 Zusatzlich weist er eine deutlich erhdhte
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Expression von PD-L1 auf.3? Dies beglinstigt ihn flr eine Immuntherapie wie zuvor
beschrieben.?® Den Indikatormarker fiir den basalen Subtyp stellt Keratin 5 (KRT5)
dar.3? Die fur praklinisch durchgefiihrte Studien genutzten humanen Blasenzelllinien
zeigen zum Teil auch typische Expressionsmuster fur den basalen und den luminalen
Subtyp und kénnen molekulargenetisch eingeteilt werden. Ein typisches Beispiel fur
eine Zelllinie des luminalen Subtyps ist RT112, wahrend z.B. SCaBER dem basalen
Subtyp zugeordnet werden kann.3® So konnen die Urothelkarzinomzelllinien als
Modelle fur die unterschiedliche Progression und Invasion der molekularen Subtypen
genutzt werden.

Bezogen auf die Molekulargenetik weist das BCa Parallelen zum Mammakarzinom
auf. So werden beide Karzinome anhand ahnlicher Expressionsmuster in
verschiedene Subtypen unterteilt.3* 2018 untersuchten Kriegmair et al. bereits im
Mammakarzinom etablierte prognostische Marker im MIBC. Hierbei zeigte sich, dass
ahnlich wie beim Mammakarzinom, auch im Urothelkarzinom die Expression von
Her2 und Ki67 mit einem signifikant verminderten krebsspezifischen Uberleben

assoziiert ist.3®
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1.2 Humane endogene Retroviren
1.2.1 Entstehung und Aufbau

Retroviren sind Viren mit Einzelstrang-RNA. Nach Infektion einer Wirtszelle
synthetisiert das Virus mittels einer eigenen reversen Transkriptase eine DNA-Kopie
(Provirus) und integriert diese in das Genom des Wirts (Abb. 4A).3¢ Das Genom des
Virus besteht aus den Elementen group-specific antigen (gag), Protease (pro),
Polymerase (pol), die die reverse Transkriptase und die Integrase kodiert, und
envelope (env), welches das Oberflachen- und das Transmembranprotein kodiert.
Flankiert werden diese Elemente von sogenannten Long Terminal Repeats (LTRs)
(Abb.4B).3¢-38 Diese beinhalten Promoter- und Enhancer-Regionen und haben somit

regulatorische Eigenschaften fir die Transkription.36: 39

A
A Integrase
@» Reverse Transkriptase
"N_  RNA
<:> Kapsid
: Oberflichenprotein
B

5°LTR Gag Pro Pol Env 3‘LTR

Abbildung 3: Aufbau eines Retrovirus

A: Mit dem Oberflachenprotein penetriert das Virus die Wirtszelle. Die Reverse
Transkriptase synthetisiert aus der RNA das Provirus, welche mittels der Integrase in
das Wirtsgenom eingefugt wird.

B: Das Provirus besteht aus den Abschnitten Gag, Pro, Pol und Env, welche von 2
LTRs flankiert sind



Einleitung

Infiziert ein Retrovirus eine Keimzelle kann es sein, dass die virale DNA vererbt wird.
Im Laufe der Evolution wurde durch diesen Mechanismus so viel retrovirales Genom
in das menschliche Genom integriert, dass es heute einen Anteil von ca. 8 %
aufweist.4® Diese DNA-Abschnitte retroviralen Ursprungs werden als endogene
Retroviren (ERV) bezeichnet. Durch eine Vielzahl von Mutationen und Deletionen
unserer DNA sind die Genloci der ERV nicht mehr intakt.®: 37 Dadurch haben sie die
Funktion verloren, neue Viren zu bilden. Oftmals bleiben durch Rekombination nur
die LTRs, wodurch die meisten ERV heute hauptsachlich genregulatorische

Eigenschaften besitzen.3? 41 42

1.2.2 Induktion

Viele ERV zeigen nur noch schwache Expressionsmuster. Diversen
Forschungsgruppen ist es jedoch gelungen, die Expression der ERV zu induzieren.
Da viele Gene durch Cytosin-Methylierung epigenetisch stiligelegt werden, liegt es
nahe, dass die DNA-Methylierung auch einen Einfluss auf retrovirale Elemente hat.*?
Dies wurde auch von Forschungsgruppen sowohl bei murinen als auch bei humanen
ERV gezeigt. So wiesen in einer Studie Maus-Embryonen, denen das fur die fur
Methylierung zustéandige Protein DNA-Methyltransferase-1 fehlte, 50-100-fach
hohere RNA-Level von ERV auf.* Einer anderen Forschungsgruppe gelang es in
Teratokarzinomzellen ERV LTRs durch den Methyltransferaseinhibitor Decitabin zu
reaktivieren.*>

In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass ERV auch uber sogenannte
glucocorticoid response elements durch Glucocorticoide auf ein 85-faches aktiviert
werden konnen.*® Zellen, die fir 5 h mit Dexamethason behandelt wurden, zeigten
eine Veranderung der Expressionsmuster muriner ERV im Vergleich zu nicht
behandelten Kontrollzellen. Zusatzlich scheinen HERV durch interferon-stimulated
response elements (ISRE) aktiviert zu werden.*”- 48 Diese Elemente sind in den LTRs
der ERV zu finden und induzieren ihre Transkription. Die Stimulation der ISRE erfolgt
durch Transkriptionsfaktoren wie interferon-regulatory factors (IFRs) und nuclear
factor kappa b (NF-kB).#” Auch der durch Interferon aktivierte Transkriptionsfaktor
STAT1 kann an die LTRs binden und ERV somit aktivieren.48 49

Hu et al. zeigten 2016, dass ERV auch durch eine Hypoxie mit folgender
Reoxygenierung induziert werden konnen.® Der Mechanismus basiert auf dem
hypoxia-inducible factor 1 (HIF1). Dieser Faktor besteht aus den zwei Untereinheiten

HIF1a und HIF1B.5" Die a-Untereinheit ist zwar ubiquitdr vorhanden, wird jedoch

10
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aufgrund von Hydroxyl-Gruppen vom Proteasom abgebaut. Unter hypoxischem
Stress werden die OH-Gruppen abgespalten und beide HIF1 Untereinheiten kénnen
sich im Nukleus verbinden und als Transkriptionsfaktor dienen.? Mit einem
verminderten Sauerstoffgehalt steigen die Level der HIF1 Untereinheiten exponentiell
an.%® Unter den von HIF1 beeinflussten Genen sind u.a. Wachstumsfaktoren, wie
VEGF und auch der Glukosetransporter GLUT1.% Dadurch wird die Angiogenese
gefordert (VEGF) und durch ein verbessertes Glucoseangebot (GLUT1) die
Glykolyse unterstiitzt. Diese Mechanismen dienen dem Uberleben der Zelle unter
hypoxischen Bedingungen, wie sie z.B. im Tumor zu finden sind. So wurde in der
Vergangenheit in Blasenkrebszellen gezeigt, dass eine verstarkte Expression von
HIF1a die Angiogenese und Proliferation des Tumors férdern kann, und mit einer

schlechteren Prognose vergesellschaftet ist.5% %

1.2.3 Klassifizierung

Die Klassifizierung der einzelnen ERV erfolgt nach verschiedenen Systemen. Zum
einem werden sie durch den Wirt spezifiziert. So gibt es die HERV (human), MERV
(murin), PERV (porcin) und Weitere.%” Ein anderes System bezieht sich lediglich auf
die erste Aminosaure der t-RNA, die an die Primerbindungsstelle bindet, um die
reverse Transkription zu starten. Dies wird mittels Buchstaben dargestellt (z.B.
HERV-K).5” Diese Nomenklatur ist die verbreitetste und gliedert die ERV in 22
Familien.3® Bei allen Systemen besteht das Problem, dass ERV in Gruppen
zusammengefuhrt werden, obwonhl sie sehr wenig Gemeinsamkeiten aufzeigen. Eine
strukturierte, einheitliche Einteilung ist bisher noch nicht etabliert, wird aber in Zukunft
notig sein, um die ERV besser voneinander abzugrenzen.3": %7

Die jungsten ERV gehoren zur Familie der ERV-K (-RNA Aminosaure Lysin) und
sind vor ca. 3 Mio. Jahren in das menschliche Genom integriert worden. Sie lassen
sich nochmals in 11 Gruppen unterteilen (HML1-HML11).3° 58 Die Untergruppe der
HML-2 sind die einzigen HERV, die noch intakte offene Leseraster (open reading
frames, ORF) besitzen.3® Sie kdnnen anhand einer 292 Basenpaare langen Deletion
im Bereich des env Elements nochmals unterteilt werden. Im Bereich dieser Deletion
liegt die Sequenz zur Steuerung des SpleilRvorgangs. Normalerweise wird durch den
ORF des HML-2 das Protein Rec kodiert. Liegt jedoch die Deletion vor, so wird der
ORF anders gespleilt und das Provirus kodiert nun das Protein Np9.58-60 Rec wird in
gesundem Gewebe exprimiert und unterstitzt den Transport von viralem Material

aus dem Nukleus in das Zytoplasma.®' 62 Np9 wird Uberwiegend in Tumorgewebe

11
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exprimiert und hat hier Einfluss auf das Tumorwachstum.®? In Leukamiezellen wurde
nachgewiesen, dass das Protein verschiedene onkogene Signalkaskaden, wie
ras/ERK und Notch1, aktiviert.?3 Zusatzlich wirkt es negativ auf die Hemmung des
Protoonkogens c-myc und  fihrt zu einer  Uberproduktion  dieses
Transkriptionsfaktors. Dadurch werden ebenfalls das Tumorwachstum und die

Proliferation gefordert.4

1.2.4 Funktion

Seit ihrer Entdeckung in den 1970er Jahren wird die Expression der ERV genauer
untersucht. Dabei wurde klar, dass HERV in vielen verschiedenen Geweben
exprimiert werden.5>68 Dabei zeigen sich groRe Unterschiede zwischen den
einzelnen Familien: Die altesten HERV zeigten die geringste Expression, wahrend
jungere Familien noch vermehrt transkribiert werden. Jedoch stellt sich weiterhin die
Frage, welche Funktion ERV haben, beziehungsweise inwiefern sie Einfluss auf
unser Gewebe nehmen. Neben den bereits erwahnten genregulatorischen
Eigenschaften sind auch Proteine mit retroviralem Ursprung bekannt.®® Das am
haufigsten beschriebene Protein ist das Syncytin-1. Es wird vom env Element eines
HERV-W kodiert und von Trophoblasten in der Plazenta exprimiert. Dort fordert es
die Bildung des Synzytiums, welches in der Embryogenese von grof3er Bedeutung
ist.36. 69 Zusatzlich wird dies durch ERV-3 Uber eine B-hCG Stimulation unterstitzt.”®
Ein weiteres Beispiel fur eine symbiotische Funktion ist die von der Parotis
sekretierte Amylase. Sie wird ebenfalls von einem ERV codiert (HERV-E) und kdnnte
der Menschheit mit der Verdauung von langkettigen Kohlenhydraten einen
evolutionéren Vorteil verschafft haben.4? 7

Humane endogene Retroviren sind jedoch auch mit verschiedenen Pathologien
vergesellschaftet. Zum Beispiel zeigte sich, dass in neurodegenerativen
Erkrankungen, wie der multiplen Sklerose oder der amyotrophen Lateralsklerose und
auch bei der Schizophrenie verschiedene HERV erhohte Expressionsmuster
aufwiesen und mit einer Progression der Erkrankung assoziiert sind.”> 73

Auch ein Zusammenhang zwischen HERV und malignen Neoplasien wird immer
deutlicher.3® 4! Insbesondere HERV-K zeigt in verschiedenen Tumoren im Vergleich
zum Normalgewebe eine erhdohte Expression. Dies wurde unter anderem im
Melanom’ 75, im Brustkrebs’®’® und einigen weiteren Krebserkrankungen’®: 80
festgestellt. Im Mammakarzinom untersuchten Zhou et al. durch einen shRNA

vermittelten Knockdown des ERV-K envelope Proteins den genauen Einfluss des
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ERV auf den Tumor.8' Dadurch konnte festgestellt werden, dass die Expression im
Tumor nicht nur erhdht war, sondern dass dadurch die Proliferation und die Migration
verstarkt wurden. Zusatzlich entdeckte die Forschungsgruppe eine Veranderung der
zellularen Signalkaskaden durch das virale Protein. Onkogene Signalwege, wie zum
Beispiel die Ras-Kaskade, wurden durch HERV vermehrt aktiviert, wahrend
Tumorsuppressorgene, wie TP53 vermindert exprimiert wurden. Dadurch scheint
HERV-K env die Tumorgenese zu férdern. Das ERV scheint im Mammakarzinom
auch eine Antigen-vermittelte Immunantwort auszulésen. Ca. 50 % der Patientinnen
mit Brustkrebs wiesen 1gG Antikorper gegen das von HERV-K kodierte Np9 auf.
Auch die T-Zellproliferationsrate war nach Kontakt mit dem Antigen erhdht. Dies
konnte in Zukunft als Target fiir eine spezifische Therapie genutzt werden.”” Die
gebildeten Antikorper gegen das HERV-K envelope Protein kdonnten zusatzlich als
Marker flir eine friihzeitige Diagnose des Brustkrebses dienen.”® Auch im
Pankreaskarzinom konnten durch einen ERV-Kenv Knockdown das Tumorwachstum
und die Metastasierung vermindert werden. Einen Einfluss auf intrazellulare
Signalkaskaden wurde hier ebenfalls nachgewiesen. Durch die Hemmung des
HERV-K wurden auch Protoonkogene, wie Ras und c-myc, herunterreguliert.8? In
Gewebeproben von Sarkompatienten konnte zudem ein Zusammenhang zwischen
der ERV Expression und dem Uberleben der Patienten festgestellt werden.8 Je
héher die Expression von HERV-K war, desto schlechter war das Uberleben der
Patientenkohorte.

Auch im BCa wurde die Expression verschiedener ERV-Stamme nachgewiesen.8+ 8
Jedoch wurden bis dato keine signifikanten Unterschiede zwischen Karzinomzellen
und normalem Gewebe festgestellt. Anhand von Daten der TCGA wurde allerdings
ein Einfluss der ERV-Expression auf das Uberleben festgestellt. Bei einer hohen
Expression von ERV-3 zeigte sich eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 35 % wahrend

bei einer niedrigen Expression die Uberlebensrate 44 % betrug.
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Uberlebensrate

1,01
0,9 ——  Hohe Expression (n=134)

0,8- ——  Niedrige Expression (n=272)
0,7
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0,4
0,3
0,2+
0,1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Zeit (Jahre)

Abbildung 4: Uberlebensrate abhangig von der ERV-3 Expression

Die Uberlebensrate der Patienten mit BCa unterscheidet sich, je nach Expression des
endogenen Retrovirus ERV-3. Der Cut-Off zwischen niedriger und hoher Expression
liegt bei 4,59 fragments per kilobase million.

Quelle: https://www.proteinatlas.org/ENSG00000213462-ERV3-1/pathology/urothelial
+cancer
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1.3 Fragestellung

In Anbetracht der bisherigen Erkenntnisse insbesondere im Brustkrebs und der
molekulargenetischen Ahnlichkeit zwischen Urothel- und Mammakarzinom scheint
auch im Blasenkrebs ein bisher ungeklarter Zusammenhang zwischen ERV-
Expression und dem Tumorgeschehen mdglich. Deshalb war das Ziel dieser Studie
die Expression verschiedener ERV in unterschiedlichen Zelllinien des
Urothelkarzinoms zu untersuchen. Dabei wurden die Expressionen im
Zusammenhang mit den molekularen Subtypen und anderen auf das Karzinom
Einfluss nehmender Gene verglichen, um einen mdéglichen Einfluss der ERV auf das

BCa herauszufinden und folgende Fragen zu klaren:

- Werden endogene Retroviren in malignen und benignen Blasenzelllinien
exprimiert?

- Unterscheiden sich die ERV in ihren Expressionsmustern in urologischen
Blasenkarzinomzelllinien?

- Besteht ein Zusammenhang zwischen den Expressionsmustern der ERV und
den fur die molekularen Subtypen des BCa typischen Zelllinien?

- Gibt es eine Assoziation zwischen den ERV und dem Immunsystem und
konnten sie somit die PD-L1 getriggerte Immunevasion des Tumors

begunstigen?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Die verwendeten Gerate sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Verwendete Gerate

Gerit

Modell

Firma

Fluorometer

Quibit 3
Fluorometer

Thermo Fischer Scientific,

Waltham, MA USA

Gefrierschrank -20 °C

Comfort NoFrost

Liebherr, Bulle, D

Gefrierschrank -80 °C

MDF-DUS00VH

Panasonic, JP

Geldokumentationssystem GelDoc XR+ Bio-Rad, Miinchen, D
Gelelektrophorese Netzteil Consort E143 Consort, Turnhout, BE
Gelkammer B1A PeqglLab, Erlangen, D

Inkubator B5060 Heraeus, D

Inkubator Hypoxie B6060 Heraeus, D
Mikroskop Axioskop 2plus Zeiss, Oberkochen, D
Mikrowelle M'kr‘g;”;‘f FM Moulimex, Alecon, FR
Nanophotometer Nanodrop 1000 VWR, Darmstadt, D

Pipettierhilfe

Pipetus-akku

Hirschmann, D

Real-Time PCR Gerat

StepOnePlus

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA USA

Sterilwerkbank

Herasafe KSP 18

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA USA

Thermocycler cDNA FlexCycler 2 Analytikjena, Jena, D
Thermocycler PCR T100 Thermal Bio-Rad, Munchen, D
Cycler

Tischzentrifuge Minispin Eppendorf, Hamburg, D
Vortex MS1 Minishaker IKA, Staufen, D
Wasserbad 1083 GFL, Burgwedel, D
LUNA dual
Zellzahler fluorescence cell Logos Biosystems, KR
counter
Zentrifuge Centrifuge 5804 Eppendorf, Hamburg, D
Zentrifuge Rotina 420 R Hettich, Tuttlingen, D
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Material

Firma

MicroAmp Fast 96-Well-Reaction Plate (0,1 ml)

Thermo Scientific, Waltham, MA USA

Optical adhesive cover

Thermo Scientific, Waltham, MA USA

Pipettenspitzen mit Filter (1000 pul, 200 pl, 100 pl,
20 pl, 10 pl)

STARLAB GmbH, Hamburg, D

Pipettenspitzen ohne Filter (20 pl, 10 pl)

STARLAB GmbH, Hamburg, D

Reaktionsgefale (2 ml, 1,5 ml, 0,5 ml, 0,2 ml)

Biozym, Oldendorf, D

Serologische Pipetten (25 ml, 10 ml, 5 ml, 2 ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D

Zellkulturflaschen (75 cm?, 25 cm?)

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D

Zentrifugenréhrchen (50 ml, 15 ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D

2.1.3 Reagenzien und Kits

Die verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 3 aufgelistet.
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Tabelle 3: Verwendete Reagenzien

Reagenz Firma
0,1 MDTT Invitrogen, Waltham, MA USA
10 mM dNTPs Thermo Scientific, Waltham, MA USA

100 bp DNA-Leiter

Thermo Scientific, Waltham, MA USA

10x PCR-Puffer

Thermo Scientific, Waltham, MA USA

5x First Strand Puffer ohne MgCl;

Invitrogen, Waltham, MA USA

Agarose Biozym, Oldendorf, D
Dimethylsulfoxid (DMSQO) Sigma, Darmstadt, D
DMEM GIBCO, Waltham, MA USA

dNTPs (25 mM)

Thermo Scientific, Waltham, MA USA

Ethanol vergalt 96 %

Roth, Karlsruhe, D

Fast SYBR Green Master Mix

Thermo Scientific, Waltham, MA USA

FBS

GIBCO, Waltham, MA USA

MgClz (50 mM)

Thermo Scientific, Waltham, MA USA

Midori Green direct

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, D

MinELute PCR Purification Kit

Qiagen, Hilden, D

m-MLV-reverse Transkriptase (200 U/ul)

Invitrogen, Waltham, MA USA

Nuklease freies Wasser

BRAUN, Melsungen, D

pdN6 random primer

Roche Life Science, Mannheim, D

RNAse OUT (40 U/pl)

Invitrogen, Waltham, MA USA

RNeasy MiniKit

Qiagen, Hilden, D

RPMI

GIBCO, Waltham, MA USA

TAE-Puffer

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, D

Taqg Polymerase

Thermo Scientific, Waltham, MA USA

TagMan fast advanced Master Mix

Thermo Scientific, Waltham, MA USA

Trypsin-EDTA 0,25 %

GIBCO, Waltham, MA USA

Tryptanblau

GIBCO, Waltham, MA USA

B-Mercaptoethanol

Sigma, Darmstadt, D

2.1.4 Zelllinien und Medien

Die fur den Hypoxieversuch verwendeten Zelllinien waren RT112, SCaBER und

UROtsa. Ziel dabei war es, die molekularen Subtypen des luminalen (RT112) und

basalen (SCaBER) BCa zu vergleichen. Des Weiteren ist RT112 urothelialen

Ursprungs, wahrend SCaBER von Plattenepithel abstammt. Die Zelllinie UROtsa

diente als benigne Kontrolle.

Die Zellen wurden in dem vom Hersteller empfohlenen Medium kultiviert. Den
Medien wurde vor Verwendung 10 % (DMEM) bzw. 5 % (RPMI) fotales Kalberserum

(FBS) zugegeben (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Verwendete Zelllinien

Zelllinien Firma Medium
RT112 ECACC, Salisbury, GB DMEM + 10 % FBS
SCaBER ATCC, Wesel, D DMEM + 10 % FBS
UROtsa | RWTH, Universitat Aachen, D RPMI + 5 % FBS

2.1.5 Software

Die verwendete Software ist in Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Verwendete Software

Software Firma
ImageLab software Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, D
ND 1000 Nanodrop software Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Prism 5 GraphPad Software LLC, US
Stepone software 2.2.2 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

2.1.6 Primer und Sonden

Es wurden 12 Gene sowie die laborinternen Housekeeping-Gene Calmodulin
(CALM) und B-Glucoronidase (GUS) als Referenzgene analysiert.?¢ Der Fokus lag
auf den ERV HERV-3, HERV-W und HERV-K. Um bei HERV-K die codierten
Proteine Np9 und Rec vergleichen zu kdnnen, wurde HERV-Kpol aus einer Sequenz,
die die 292 Basenpaare lange Deletion enthalt, designed. Das Primerpaar fir HERV-
Kenv liegt im Bereich der Deletion und dient somit als Referenz fur Rec. Hypoxia-
inducible factor 1a (HIF1A) und der Glukosetransporter 1 (GLUT1) wurden als
Kontrollen fur die Hypoxie verwendet. Zur Differenzierung der molekularen Subtypen
dienten GATA binding protein 3 (GATA3) und KRT20 fir den luminalen sowie KRT5
fur den basalen Subtyp. Der Interferon-y Rezeptor (IFNGR) und PD-L1 sollten
Aufschluss Uber den Einfluss auf das Immunsystem geben, und die receptor-
interacting serine/threonine-protein kinase 3 (RIPK3) diente als Marker fur die
Nekroptose. Die Primer fir CALM, GUS, KRT5 und KRT20 wurden vom Labor
bereitgestellt. Alle weiteren Primer und Sonden wurden anhand von Gensequenzen
der Datenbanken ensembl.org und girinst.org/repbase manuell oder mit Hilfe von
NCBI Primer-Blast (https.//www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) entworfen. Dabei

wurde darauf geachtet, dass einer der Primer oder die Sonde auf einer Exon-Exon-
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Grenze lag, um ausschliel3lich mRNA zu erfassen. Da bei den ERV der Fokus nicht
auf dem Protein, sondern auf der generellen Expression lag, und zusatzlich
Informationen Uber Exone in den Gensequenzen fehlen, wurde hier auf Exon-Exon-
Grenzen verzichtet. Die jeweiligen Primer und Sonden durften eine Lange von 25
bzw. 40 Basenpaaren nicht Uberschreiten. Als Kriterium galt zusatzlich eine
Schmelztemperatur (Tm) von 60 + 2 °C fur die Primer sowie eine ca. 10 °C hohere
Tm flr die zugehdrige Sonde. Zur Validierung wurden sie mittels NCBI Primer-Blast
kontrolliert und per qualitativer und quantitativer PCR Uberpraft. Die Tm ergeben sich
aus den Berechnungen der Webseite tmcalculator.neb.com. Die Primerpaare und die
Sonden wurden von Eurofins genomics (Eurofins genomics, Deutschland)
synthetisiert und anschlieRend mit RNAse-freiem Wasser auf eine Konzentration von
100 pmol/pl verdinnt. Die schon vorhandenen laborinternen Primerpaare und
Sonden CALM und GUS wurden als Referenzgene verwendet und im Rahmen dieser
Studie nicht nochmals validiert. Alle verwendeten Primer und Sonden sind in den

Tabellen 6 und 7 zusammengefasst.
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Tabelle 6: Verwendete Primer

Bezeichnung Exon Sequenz (5°-39) Tm
CALM forward 1 GAGCGAGCTGAGTGGTTGTG 61 °C
CALM reverse 1/2 AGTCAGTTGGTCAGCCATGCT 60 °C
ERV-3 forward CCATGGGAAGCAAGGGAACT 59 °C
ERV-3 reverse CTTTCCCCAGCGAGCAATAC 59 °C
ERV-Kenv forward GGGCACAACTAAAGAAGCTGACG 61 °C
ERV-Kenv reverse GGCATAGGGAGACTTACCACC 62 °C
ERV-Kpol forward GGGCTGTAAACGCCGTAATTC 59 °C
ERV-Kpol reverse CTGCTCTGCCAGAGGGATG 61 °C
ERV-W forward GAGCCAGTTCTCATACCTGGAC 60 °C
ERV-W reverse GAAATTTAAGAGCGCTTGGGTGGC | 62 °C
GATAZ3 forward 3/4 CCGGTCCAGCACAGAAGG 62 °C
GATAS reverse 4 GTGTCCCGTGCCATCTCG 62 °C
GLUT1 forward 7/8 CTGTCGTGTCGCTGTTTGTG 60 °C
GLUT1 reverse 8 CTAGCGCGATGGTCATGAGT 60 °C
GUS forward 11 GAAAATAYRTGGTTGGAGAGCTCATT | 60 °C
GUS reverse 12 CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA 58 °C
HIF1A forward 5/6 CATGGAAGGTATTGCACTGCAC 59 °C
HIF1A reverse 6 GGGTGAGGAATGGGTTCACA 60 °C
IFNGR forward 4/5 GAATGAACGGAAGTGAGATCCAGT | 59°C
IFNGR reverse 5 GTAAGACTCCTTCTGCTGAAACACAG | 60 °C
KRT20 forward 1 GCGACTACAGTGCATATTACAGACAA| 59°C
KRT20 reverse 2 CACACCGAGCATTTTGCAGTT 59 °C
KRT5 forward 7 CGCCACTTACCGCAAGCT 61 °C
KRT5 reverse 8/9 | ACAGAGATGTTGACTGGTCCAACTC | 61°C
PD-L1 forward 3/4 | CAATGCCCCATACAACAAAATCAACC | 60 °C
PD-L1 reverse 4 GGACTTGATGGTCACTGCTTGTC 61 °C
RIPK3 forward 7/8 TGCTGTCTCCACGGTAAAGG 60 °C
RIPK3 reverse 8 ATTTCTGTCCCTCCTTGGCC 60 °C
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Tabelle 7: Verwendete Sonden

Bezeichnung Sequenz (5°-3Y) Tm
CALM Probe [VIC]I-TCGCGTCTCGGAAACCGGTAGC-[BHQ1] 66 °C
[FAM]-
ERV-3 Probe GCCCCAAGATAATTTCACACTAACCGCCTCTTCCCTCG- |70°C
[BHQ1]
[FAM]-
ERV-Kenv Probe | GATACAATCATCAAGGCTGCAAGCAGCATACTCTCTGGGG |70 °C
-[BHQ1]

ERV-Kpol Probe [FAM]-CCCATGGGGCCTCTCCAACCCG-[BHQ1] 72 °C
ERV-W Probe [FAM]-GATGGCACAAGGTTTCTGAACGGGCGGC-[BHQ1] |71°C
GATA3 Probe [FAM]-CAGGGAGTGTGTGAACTGTGGGGCAACC-[BHQ1] |70°C
GLUT1 Probe [FAM]-TGGAGCGAGCAGGCCGGC-[BHQ1] 71°C

GUS Probe [VIC]-CCAGCACTCTCGTCGGTGACTGTTCA-[BHQ1] 68 °C
[FAM]-

HIF1A Probe CAGCACCAAGCAGGTCATAGGTGGTTTCTTATACCCAC- (69 °C
[BHQ1]
[FAM]-

IFNGR Probe | CTGAGAATTCAGTGAGGATACTGGAATCGCTAACTGGCAC- |68 °C
[BHQ1]

KRT20 Probe [FAM]-TTGAAGAGCTGCGAAGTCAGATTAAGGATGCT- 65 °C
[BHQ1]

KRT5 Probe [FAM]-TGGAGGGCGAGGAATGCAGACTCA-[BHQ1] 67 °C

PD-L1 Probe [FAM]-CAGATGACTTCGGCCTTGGGGTAGCC-[BHQ1] 68 °C
[FAM]-

RIPK3 Probe GACTCTGGGATAGAAAATCTCCTATTGCTGCTCCTGAGC- |68 °C
[BHQ1]
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2.2 Zellkultur gemal’ den laborinternen Protokollen

Fur die Zellkultur wurden die BCa-Zelllinien RT112 und SCaBER, sowie die benigne
Urothelzelllinie UROtsa verwendet. Die Zellen wurden in 75 cm? Flaschen mit 10-15
ml Medium oder in 25 cm? Flaschen mit 5 ml Medium kultiviert. Inkubiert wurden die
Zellen im Brutschrank bei 37 °C mit 5 % CO2. Die Medien wurden im Wasserbad bei

37 °C, das Trypsin-EDTA 0,25 % bei Raumtemperatur erwarmt.
2.2.1 Mediumwechsel

Das Medium (DMEM + FBS oder RPMI + FBS, siehe Tabelle 3 und Tabelle 4) wurde
alle 2-3 Tage gewechselt. Dafur wurde das alte Medium mit einer serologischen

Pipette abgenommen, verworfen, und frisches Medium in die Flaschen gegeben.
2.2.2 Subkultur adharenter Zellen

Eine Subkultur der Zellen erfolgte, sobald 80-90 % der Flasche konfluent waren.

Hierfur wurde das Medium abpipettiert und verworfen. 2-3 ml (75 cm? Flaschen) bzw.
1 ml (25 cm? Flaschen) 0,25 % Trypsin-EDTA wurden hinzugegeben und die Flasche
fur 3-5 min im Brutschrank, bis alle Zellen gelést waren, inkubiert. Die
Trypsinreaktion wurde mit der gleichen Menge serumhaltigen Mediums gestoppt. Die
Zellsuspension wurde in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen uberfuhrt und 5 min bei 300 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1 ml frischem
Medium resuspendiert. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde in eine neue Flasche

mit frischem Medium tberfuhrt.
2.2.3 Herstellung von Zelllysat

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden die Zellen vom Flaschenboden geldst, wie in
3.2.2 beschrieben. Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in 700 oder 1400 ul Lysepuffer (1 ml RLT-Puffer und 10 pl B-
Mercaptoethanol) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf jeweils 700 pl in 2 ml
ReaktionsgefalRe aufgeteilt. Das Lysat wurde durch mehrmaliges Auf- und Abziehen
durch eine 20 G Kanulle homogenisiert und anschlieRend bei -80 °C eingefroren oder

zur RNA-Isolation weiterverwendet.
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2.2.4 Herstellung von Zellstock

Fir das Einfrieren von Zellstocks wurde das Kulturmedium mit 10 % DMSO versetzt.
Die Zellen wurden wie zuvor beschrieben aus der Flasche gelést und zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 5 ml 10 %-igem DMSO-versetzten
Medium resuspendiert.

Jeweils 1 ml Zellsuspension wurde in ein Kryoréhrchen uberfuhrt, und bei -80 °C

gelagert.
2.2.5 Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Die Suspension wurde in ein
15 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und fir 5 min bei 300 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 1 ml Medium resuspendiert.
Anschlielend wurden die Zellen in eine Flasche mit frischem Medium Uberfuhrt und

im Brutschrank inkubiert. Nach einem Tag erfolgte ein Mediumwechsel.
2.2.6 Zellzahlbestimmung

Zur automatischen Zellzahlbestimmung mit dem LUNA dual fluorescence cell counter
(Logos Biosystems, KR) wurden die Zellen, wie in 3.2.2 beschrieben, vom
Flaschenboden geldst und zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellen in 1 ml Medium resuspendiert. Von der Zellsuspension wurden 10 pl
abgenommen und mit 10 pl Tryptanblau versetzt. Danach wurden 10 pl der
Tryptanblau-Zellsuspension auf einen Trager fur LUNA gegeben und vom Gerat

automatisiert optisch ausgezahit.
2.2.7 Hypoxie

Um die Expression der ERV zu induzieren, wurden die benignen und malignen
Urothelzelllinien einer Hypoxie ausgesetzt. Damit die Studie zusatzlich die
Physiologie im Tumor widerspiegelt, war das Ziel den Sauerstoffgehalt an den im
Tumor anzupassen. In der Literatur fanden sich Sauerstoffkonzentrationen im
endkapillaren Blut von 45-50 mmHg (ca. 6 %). Die bendtigte Konzentration zur ATP
Synthese liegt bei ca. 8 mmHg (1 %).8” Da der Sauerstoffgehalt im Tumor variieren
kann, und kein genauer Wert in der Literatur gefunden wurde, wurde in dieser Studie

ein Wert zwischen den 6 % des endkapillaren Blutes und dem 1 % als Minimum zur
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ATP Synthese gewahlt. Somit wurden die Zellen in 3 % O2 (ca. 22 mmHg) inkubiert.
FiUr die Induktion durch Hypoxie wurden die Zellen in 25 cm? Flaschen mit 5 ml
Medium kultiviert. Die Versuchsflaschen wurden im Inkubator bei 37 °C mit einem
Gasgemisch aus 3% 0O2, 5 % CO2 und 92 %Nz kultiviert. Nach 48 h erfolgte ein
Mediumwechsel und die Flaschen wurden in einen Inkubator mit einer O2-
Konzentration von 21 % Uberfuhrt. Die Kontrollen wurden durchgehend bei einem O2-
Gehalt von 21 % kultiviert. Die Zellen wurden nach 3, 6, 12, 24, 48 und 72 h
Reoxygenierung entsprechend des Protokolls aus 3.2.6. ausgezahlt, in 350 pl
Lysepuffer (siehe 3.2.3) lysiert und die Genexpression, wie in 3.3 beschrieben,

analysiert. Zur Erhéhung der Datenmenge wurde der Versuch dreimal durchgefihrt.
2.3 Expressionsanalysen gemal den laborinternen Protokollen

Fir die Expressionsanalysen wurden die in 2.1.6 genannten Primer und Sonden mit

RNAse-freiem Wasser auf eine Konzentration von 10 pmol/ul verdunnt.
2.3.1 RNA-Isolation und Quantifizierung

Die RNA wurde aus Zelllysat mit dem RNeasy mini Kit nach der Anleitung des
Herstellers isoliert und in RNAse-freiem Wasser eluiert. Die RNA-Konzentration
wurde nach Kalibrierung des Gerats nanophotometrisch bestimmt. Dabei wurden
jeweils 1,2 ul eluierte RNA eingesetzt und bei einer Wellenlange von 260 nm
gemessen. Zur Qualitatskontrolle wurde der Quotient der Messwerte bei 260 nm und

28 Onm bestimmt, der bei ca. 2,0 lag. Die Konzentration wurde in ng/pl angegeben.
2.3.2 Synthese komplementarer DNA (cDNA)

Die cDNA-Synthese erfolgte mit einer M-MLV reverse Transkriptase und random
priming. Es wurden 2ug RNA verwendet, die mit RNAse freiem Wasser auf ein
Volumen von 10 pl verdinnt wurden. Bei jeder cDNA-Synthese wurde als
Negativkontrolle RNAse-freies Wasser statt RNA verwendet. Die RNA und die
Kontrolle wurden fir 10 min bei 65 °C denaturiert. Der Mastermix wurde, wie in
Tabelle 8, beschrieben hergestellt. Zusatzlich wurde ein Mastermix ohne reverse

Transkriptase als RT-negative Kontrolle angesetzt.
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Tabelle 8: Mastermix der cDNA-Synthese gemaf dem laborinternen Protokoll

Reagenz Menge 1x
5x First Strand (M-MLV)-Puffer 4 ul
0,1 MDTT 2 ul
10 mM dNTP Mix 1l
5 mg/ml pdNe Random primer 1ul
RNaseOUT 1ul
M-MLV RT 1l

Zu jeder RNA-Probe wurden 10 pyl Mastermix hinzugegeben und der Ansatz im
Thermocycler nach folgendem Protokoll inkubiert: 120 min bei 37 °C, 15 min bei 70
°C, kihlen auf 4 °C. Die cDNA wurde bei -20 °C eingefroren und gelagert.

2.3.3 Qualitative PCR und Gelelektrophorese

Die Reagenzien wurden im Kihlblock aufgetaut und der Mastermix (n + 1 Proben)
nach dem Schema aus Tabelle 9 angesetzt.

Tabelle 9: Mastermix der qualitativen PCR gemaR dem laborinternen Protokoll

Reagenzien 1x
H-O 17,65 pl
10xPCR Puffer ohne MgCl. 2,5 pl
MgCl> 50 mM 1,5 pl
dNTPs (25 mM) 0,25 pl
Primer forward (10 pmol/ul) 0,5 ul
Primer reverse (10 pmol/ul) 0,5 ul
Taq Polymerase 0,1 ul

Zu jeweils 23 pl Mastermix wurden 2 yl cDNA-Template bzw. RNAse-freies Wasser
als Negativkontrolle hinzugefugt.

Die PCR lief im T100 Thermal Cycler nach dem in Tabelle 10 zusammengefassten
Protokoll.

26



Material und Methoden

Tabelle 10: Laborinternes Protokoll der qualitativen PCR

Schritt Temperatur Zeit
1 95 °C 2 min 1Xx
2 95 °C 30s
3 60 °C 45s 35 Zyklen
4 72°C 60 s
5 72 °C 5 min 1x
6 10 °C o0 1x

Fir die Gelelektrophorese wurde ein 2-4 % Agarosegel mit 1xTAE-Puffer hergestellt.
Es wurden jeweils 1 pl Midori Green mit 5 pl DNA-Leiter bzw. 10 pl PCR-Produkt
aufgetragen und fir 30-60 min bei 90-100 V laufen gelassen. Das Gel wurde mit

Geldoc (Biorad) und ImageLab ausgewertet.
2.3.4 TagMan fast SYBR Green qPCR

Die Primer fur die PCR wurden im Kuhlblock aufgetaut. Der Mastermix (n + 1

Proben) wurde, wie in Tabelle 11 beschrieben, hergestellt:

Tabelle 11: Mastermix der SYBR Green gemaf dem laborinternen Protokoll

Reagenzien 1x

Fast SYBR green Mastermix 5 ul
Nuklease-freies Wasser 1,25 pl
Primer Forward 0,375 pl
Primer Reverse 0,375 pl

In eine 96-Well Platte wurden pro Well 7 ul Mastermix und 3 pl cDNA pipettiert. Jede
Probe wurde als Doppelbestimmung analysiert. Als Negativkontrollen wurden
RNAse-freies Wasser (PCR-negative Kontrolle) und die cDNA-Negativkontrolle in
Doppelbestimmung verwendet.

Die Platte wurde mit Folie verschlossen und fur 5 min bei 1600 g zentrifugiert.

Die PCR lief im StepOne Plus nach dem in Tabelle 12 zusammengefassten
Protokoll. Nach den PCR-Zyklen folgte eine Schmelzkurve von 60 °C bis 90 °C
(siehe Tabelle 12, Schritt 4).
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Tabelle 12: Laborinternes Protokoll der SYBR Green

Schritt Temperatur Zeit
1 95 °C 20s 1x
2 95 °C 3s
40 Zyklen
3 60 °C 30s
4 60 °C-90°C 0,5 °Cl/s 1x

2.3.5 TagMan fast advanced qPCR

Die Primer und Sonden fur die PCR wurden im Kuhlblock aufgetaut und der

Mastermix (n + 1 Proben) nach dem Schema aus Tabelle 13 angesetzt.

Tabelle 13: Mastermix der TagMan gemaf dem laborinternen Protokoll

Reagenzien 1x
TagMan® Fast advanced PCR Master Mix 5ul
Nuklease freies Wasser 1l

Primer Forward 0,375 ul

Primer Reverse 0,375 ul

Hydrolysis Probe 0,25 ul

In eine 96-Well Platte wurden pro Well 7 yl Mastermix und 3 ul Template pipettiert.
Jede Probe wurde als Doppelbestimmung analysiert. Als Negativkontrollen wurden
RNAse-freies Wasser und die cDNA-Negativkontrolle in Doppelbestimmung
verwendet. Die Platte wurde mit Folie verschlossen und fir 5 min bei 1600 g

zentrifugiert. Die PCR im StepOne Plus lief nach folgendem Protokoll (Tabelle 14).

Tabelle 14: Laborinternes Protokoll der TagMan

Schritt Temperatur Zeit
1 95 °C 20s 1Xx
2 95 °C 3s
40 Zyklen
3 60 °C 30s
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2.4 Statistik
2.4.1 Effizienzbestimmung
Aus der Verdunnungsreihe wurde logarithmisch eine Gerade erstellt und die
Steigung bestimmt. Daraus wurde die Effizienz anhand folgender Formel berechnet:
Effizienz = 1* (-1/-Steigung)
2.4.2 Normalisierung der Genexpression
Die Ct-Werte wurden mit folgender Formel normalisiert:
ACt = Ct(x) - Ct(CALM)

Damit ein hdherer Wert eine hdhere Expression anzeigt wurde der ACt-Wert vom

maximalen Wert 40 subtrahiert und somit als 40-ACt angegeben.

2.4.3 Fold Change

In der Auswertung wurden die Expressionen der Zellen, die unter Hypoxie wuchsen,
direkt mit der Expression der Kontrollzellen verglichen und als fold change
angegeben. Die Werte lassen sich wie folgt berechnen:

Fold change = 2-(ACt(Oy) - ACYO,+))
2.44 Korrelation

Zur Korrelationsanalyse wurde der Spearman-Koeffizient berechnet. Als

Signifikanzniveau wurde ein Wert von p < 0,05 gewahit.

2.4.5 Signifikanz

Die Signifikanz der Ergebnisse wurde anhand des Mann-Whitney-Tests Uberprift.

Als Signifikanzniveau wurde ein Wert von p < 0,05 gewahlt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Primeretablierung

Die Primeretablierung wurde mit der Zelllinie RT112 durchgeflhrt. Fur die qualitative
PCR wurde unverdinntes Template genutzt, fur die Intra- und Interassayvariation
wurde die cDNA auf 1:100 verdinnt. Die Verdunnungsreihe zur Bestimmung der
Effizienz und des Detektionslimits wurde von 1 bis 1:10° durchgefiihrt. Alle Werte

sind in Tabelle 15 zusammengefasst.

Tabelle 15: Zusammenfassung Primeretablierung
In der Tabelle sind die Ergebnisse aller Analysen der in dieser Studie verwendeten
Primer zusammengefasst.

Primer Amplikonldnge Threshhold Detection Limit Ct Effizienz Slope Intraassayvariation Interassayvariation

ERV-3 144 0,2 38,44 100,98% 0,9903 0,3444 0,6506
ERV-W 112 0,2 38,27 100,68% 0,9932 0,2554 0,5455
ERV-Kenv 130 0,2 39,29 102,43% 0,9763 0,4099 1,027
ERV-Kpol 137 0,3 38,45 100,28% 0,9972 0,502 0,5669
HIF1A 127 0,3 37,14 100,77% 0,9924 0,1514 0,5346
GLUT1 105 0,3 39,02 100,31% 0,9969 0,1489 0,3776
GATA3 82 0,2 37,27 101,13% 0,9888 0,228 0,333
IFNGR 135 0,3 36,85 100,09% 0,9991 0,1942 0,4246
PDL1 134 0,3 37,06 100,69% 0,9931 0,2418 0,3632
KRT5 78 0,1 37,66 100,35% 0,9965 0,2306 0,2387
KRT20 81 0,1 37,78 102,74% 0,9733 0,3043 0,394
RIPK3 93 0,1 38,97 105,32% 0,9495 0,2417 0,9389

3.1.1 Qualitative PCR

Die qualitative PCR zeigte flir jedes analysierte Gen eine Einfachbande auf der Héhe
der AmplikongroRe. Jedes Primerpaar zeigte in der RT-Negativkontrolle nur eine
Bande, die den Primerdimeren entsprach. ERV-Kenv und KRT20 wiesen diese
Bande auch beim Template auf (Abb. 6).
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Abbildung 5: qualitative PCR

Die Abbildung zeigt die qualitative PCR zur Kontrolle der verwendeten Primerpaare.
Die linke Spalte jedes Gens stellt die PCR in RT112 Zellen dar, die rechte Spalte ist
die PCR negative Kontrolle mit RNAse freiem Wasser. Jeweils zu den Seiten ist eine
DNA-Leiter zur Kontrolle der Amplikonlangen

3.1.2 Verdunnungsreihe zur Effizienzbestimmung

Je nach Gen wurden unterschiedliche Verdunnungen erreicht, bevor es nicht mehr
detektierbar war. Fur die ERV, sowie PD-L1 und KRT20 betrug das eine Verdinnung
von 1:10%. IFNGR und RIPK3 wurden bis zu einer 1:10* Verdiinnung detektiert,
GATAB3, HIF1A, GLUT1 und KRT5 zeigten bis zu einer Verdiinnung von 1:10° ein
Signal.

Die Effizienzen der Primerpaare lagen zwischen 100,09 % (IFNGR) und 105,32 %
(RIPK3). Es wurden Effizienzen von 90 - 110 % akzeptiert.
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Effizienzbestimmung IFNGR

45

/ 40

35

/ =@=Ctmean
30

o s

20

Linear (Ctmean)

Ctmean

15

10

5 y = 3,4193x + 18,514
R? = 0,9991

I T T T T T T 0
1 0,1 0,01 0,001  0,0001 0,00001 0,000001
Verdiinnung

Abbildung 6: Effizienzbestimmung am Bsp. IFNGR

Die Effizienz der Primerpaare wurde anhand einer Verdlinnungsreihe berechnet. Die
Ct-Werte wurden logarithmisch aufgetragen und die Effizienz anhand der Steigung
berechnet.

3.1.3 Detektionslimit

FUr jedes Primerpaar wurde mit der grotmoglichen Verdinnung eine 10-fach
Bestimmung durchgeflhrt, um das Detektionslimit zu ermitteln. Aus den Ct-Werten
wurde der Median berechnet und als Detektionslimit festgelegt. Die Werte waren
zwischen 36,85 (IFNGR1) und 39,29 (ERV-Kenv). Die Ct-Werte, die oberhalb des

Detektionslimits lagen, wurden aus den Expressionsanalysen ausgeschlossen.

3.1.4 Intra- und Interassayvariation

Zur Ermittlung der Variation der Primerpaare wurde zum einem eine 10-fach
Bestimmung (Intraassay) und zum anderen 5 Laufe mit einer Doppelbestimmung
(Interassay) durchgefuhrt. Aus den Ct-Werten wurden jeweils der Mittelwert sowie die
Standardabweichung berechnet. Die folgenden Werte beziehen sich auf die
Standardabweichungen.

Die mittlere Intraassayvariation betrug SD = 0,271 + 0,104. Die groflte Variation
zeigte ERV-Kpol mit SD = + 0,502, die Geringste hatte GLUT1 mit SD = + 0,1489.
Die Interassayvariation zeigte bei jedem Primerpaar einen grolkeren Wert als die
Intraassayvariation. Sie belief sich im Mittel auf SD = 0,533 + 0,24. Die grofite
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Abweichung hatte hier ERV-Kenv mit SD = + 1,027, die Geringste zeigte KRT5 mit
SD =+ 0,2387.

Amplification Plot
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Abbildung 7: Aplification Plot am Bsp. IFNGR zur Bestimmung der Intraassayvariation
Die Intraassayvariation wurde mittels einer 10-fach Bestimmung der Primerpaare
berechnet. In Grin hervorgehoben ist die Bestimmung des IFNGR. Die grauen
Kurven sind den anderen in dieser PCR untersuchten Genen zugehdrig.

3.2 Expressionsanalysen

Alle Expressionsanalysen des Hypoxieversuchs wurden bei einer 1:10 Verdlinnung

der jeweiligen cDNA durchgefuhrt.
3.2.1 Expression der verschiedenen Gene

Bei Betrachtung der Expression aller analysierten Gene in allen Zelllinien lagen die
Ct-Werten zwischen 15,20 (KRT5) und 38,82 (RIPK3). Die SD variierten zwischen %
0,515 (CALM) und % 3,356 (KRT20). Die ERV wiesen mit einem mittlerem Ct-Wert
von 30,30 eine niedrige Expression auf. Dabei wurde ERV-Kpol signifikant héher
exprimiert als die restlichen ERV (p < 0,0001). ERV-Kenv zeigte die niedrigste
Expressionsrate auf (Abb. 8). Alle ERV zeigten jedoch mit Standardabweichungen
zwischen SD = £ 0,916 (ERV-W) und SD = = 1,239 (ERV-Kenv) eine &ahnlich
konstante Expression Uber die drei Zelllinien.

Die molekularen Marker GATA3, KRT5 und KRT20 zeigten die starksten Variationen
in der Expression (SD = + 1,993 bis + 3,356).
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CALM und GUS unterschieden sich deutlich in ihrer mittleren Expression und SD
(20,07 = SD = 0,515 bei CALM vs. 24,51 + SD = 1,187 bei GUS) (Abb. 8). Da die

Expression von CALM Uber die Versuche konstanter war, wurde es in den folgenden

Analysen als Referenzgen zur Normalisierung verwendet.
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Abbildung 8: Expression aller Gene in allen untersuchten Zellen

Zu sehen sind die einzelnen Messwerte sowie MW + SD.

Unter den ERV zeigt ERV-Kpol das signifikant starkste Expressionsmuster. Im
Vergleich zu allen Genen wurde KRT5 um starksten und RIPK3 am schwachsten
exprimiert. Die SD von GUS war mit SD = +1,19 héher als die von CALM mit SD =
10,52.
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3.2.2 Expression in den verschiedenen Zelllinien

Zur Analyse der Expressionen in den verschiedenen Zelllinien wurden die Werte mit
derin 3.4.1. beschriebenen 40-ACt Methode normalisiert.

ERV

Bei Betrachtung der ERV war zu sehen, dass alle ERV sowohl in SCaBER als auch
in der benignen Zelllinie UROtsa eine signifikant hdhere Expression aufwiesen als in
RT112 (p < 0,0001, Abb. 9). Wurde SCaBER mit UROtsa verglichen, konnte gezeigt
werden, dass ERV-3 in UROtsa (p = 0,0091) und ERV-Kenv (p = 0,0038), sowie
ERV-Kpol (p < 0,0001) in SCaBER hoher exprimiert wurden. In ERV-W war kein

signifikanter Unterschied zwischen beiden Zelllinien festzustellen.
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Abbildung 9: Vergleich der Genexpression von ERV-3 (A), ERV-W (B), ERV-Kenv (C)
und ERV-Kpol (D) unter normalen Bedingungen in den Blasenzelllinien RT112,
SCaBER und UROtsa. Zu sehen sind die einzelnen Messwerte sowie MW £ SD.

Alle ERV zeigten in RT112 geringere Expressionsmuster als in SCaBER und
UROtsa. Diese zwei Zelllinien zeigten Unterschiede in der Expression der ERV.

A: ERV-3 wies eine signifikant héhere Expression in UROtsa als in SCaBER auf. B:
Zwischen den zwei Zelllinien war kein Unterschied zu sehen. C/D: In SCaBER
zeigten ERV-Kenv und ERV-Kpol starkere Expressionsmuster als in UROtsa.

Hypoxiemarker
HIF1A und GLUT1 zeigten in den malignen Zelllinien eine signifikant starkere
Expression (p < 0,0001). Zwischen RT112 und SCaBER war dabei bei HIF1A kein
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signifikanter Unterschied zu sehen, wahrend GLUT1 in RT112 starker exprimiert

wurde (Abb. 10).
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Abbildung 10: Vergleich den Genexpression von HIF1A (A) und GLUT1 (B) unter
normalen Bedingungen in den Blasenzelllinien RT112, SCaBER und UROtsa. Zu
sehen sind die einzelnen Messwerte sowie MW + SD.
HIF1A und GLUT1 zeigten beide ein starkeres Expressionsmuster in den malignen
RT112 und SCaBER Zellen als in UROtsa. Zwischen den malignen Zelllinien zeigte
HIF1A keine Unterschiede, GLUT1 wurde in RT112 starker exprimiert.
Molekulare Subtypen
Die Expression der molekularen Marker stimmte mit den in der Literatur genannten
Zuordnungen der Zelllinien Uberein (Abb. 11). So war die Expression der luminalen
Marker GATA3 und KRT20 in RT112 signifikant héher als in den anderen Zelllinien (p
< 0,0001, Abb. 11A + B). Ebenfalls war zu sehen, dass beide Marker in UROtsa
héher exprimiert wurden als in der basalen Zelllinie SCaBER (GATA3: p < 0,0001;
KRT20: p = 0,002). Die Expression von KRT20 lag in den SCaBER Zellen nahe dem
Detektionslimit, sodass in dieser Zelllinie keine verlasslichen Aussagen zu dem Gen
getroffen werden konnten. Der basale Marker KRT5 war dem molekularen Subtyp
entsprechend in RT112 am geringsten exprimiert (Abb. 11C). Interessanterweise

zeigte UROtsa jedoch eine hohere Expression des Markers auf als SCaBER (p =
0,0142).
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Abbildung 11: Vergleich der Genexpression von GATA3 (A), KRT20 (B) und KRT 5
(C) unter normalen Bedingungen in den Blasenzelllinien RT112, SCaBER und
UROtsa. Zu sehen sind die einzelnen Messwerte sowie MW + SD.

Die Marker fir den luminalen Subtyp GATA3 und KRT20 wiesen in RT112 ein
starkeres Expressionsmuster auf als in den anderen Zelllinien. Beide Marker zeigten
in UROtsa-Zellen ebenfalls eine starkere Expression als in SCaBER Zellen (A und B).
KRT5 wies in RT112 die geringste Expression auf. In UROtsa zeigte der Marker eine
Tendenz zum héheren Expressionsmuster als in SCaBER (C).

Immungene

In UROtsa zeigte IFNGR1 eine signifikant hohere Expression als in RT112 (p <
0,0001) und SCaBER (p = 0,0119). Die Expression war in SCaBER auch hdher als in
RT112, jedoch war der Unterschied nicht signifikant (p = 0,0721, Abb. 12A).

Im Gegensatz dazu zeigte PD-L1 sowohl eine erniedrigte Expression in der benignen
Zelllinie als auch eine signifikant hohere Expression in SCaBER im Vergleich zu
RT112 (p = 0,0333, Abb. 12B).
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Abbildung 12: Vergleich der Genexpression von IFNGR (A) und PD-L1 (B) unter
normalen Bedingungen in den Blasenzelllinien RT112, SCaBER und UROtsa. Zu
sehen sind die einzelnen Messwerte sowie MW + SD.

A: IFNGR wies in UROtsa Zellen das starkste Expressionsmuster auf. In SCaBER
hatte das Gen eine Tendenz zur starkeren Expression als in RT112, der Unterschied
war jedoch nicht signifikant. B: PD-L1 zeigte in SCaBER ein signifikant hoheres
Expressionsmuster als in RT112 und UROtsa. Die Expression in UROtsa war

schwaéacher als in RT112.

RIPK3
Der Marker fir den programmierten Zelltod, RIPK3, zeigte in allen Zelllinien

signifikante Unterschiede (p < 0,0001). Die hoéchste Expression war in RT112 zu
sehen, die geringste in SCaBER (Abb. 13).

39



Ergebnisse

30- b p<0,0001 |
T 1 <0,0001 ,
28- o:: °
o
g
o
I 26-
(32 ]
X .
o
14
244 ot
22

RT112 -
SCaBER A
UROtsa -

Abbildung 13: Vergleich der Genexpression von RIPK3 unter normalen Bedingungen
in den Blasenzelllinien RT112, SCaBER und UROtsa. Zu sehen sind die einzelnen
Messwerte sowie MW + SD.

Das Expressionsmuster von RIPK3 war in allen Zelllinien signifikant unterschiedlich.
Die starkste Expression zeigte sich in RT112, die schwachste in SCaBER.

3.2.3 Veranderung der Expression unter Hypoxie

ERV

Beim Vergleich der Expression unter Norm- und Hypoxie fiel auf, dass die Zelllinien
unterschiedlich auf den Sauerstoffmangel reagierten.

Unter Hypoxie schienen SCaBER Zellen die Expression von ERV-3 zu steigern (p =
0,1329), wahrend bei RT112 und UROtsa Zellen keine Anderung zu sehen war (Abb.
14A). Im Gegensatz dazu wurde ERV-W in RT112 verstarkt exprimiert (p = 0,0155)
und in UROtsa herunterreguliert (p = 0,0556). In SCaBER war kein Unterschied
zwischen den Sauerstoffkonzentrationen zu sehen (Abb. 14B).

Sowohl ERV-Kenv als auch ERV-Kpol zeigten keine signifikanten Unterschiede
zwischen Norm- und Hypoxie. RT112 zeigte eine Steigerung von ERV-Kenv unter
Hypoxie, diese war aber nicht signifikant (p = 0,0847) (Abb. 14C + D).
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Abbildung 14: Vergleich der Genexpression von ERV-3 (A), ERV-W (B), ERV-Kenv
(C) und ERV-Kpol (D) unter normalen (O2+) und hypoxischen (O2-) Bedingungen in
den Blasenzelllinien RT112, SCaBER und UROtsa. Zu sehen sind die einzelnen
Messwerte sowie MW + SD.

A: ERV-3 zeigte in SCaBER-Zellen unter hypoxischen Bedingungen eine Tendenz
zur Expressionssteigerung. B: In Hypoxie wurde ERV-W in RT112 verstarkt und in
UROtsa vermindert exprimiert. C: ERV-Kenv zeigte in RT112 verstarkte Expression
unter Hypoxie. D: Zwischen den Kontroll- und Versuchszellen war kein Unterschied in
der Expression von ERV-Kpol zu sehen.

Hypoxiemarker

Auch die Marker der Hypoxie HIF1A und GLUT1 unterschieden sich zwischen den
Zelllinien in ihrer Expression. HIF1A wurde durch die Hypoxie in RT112 verstarkt
exprimiert, blieb in SCaBER jedoch unverandert (Abb. 15A). GLUT1 hingegen wurde
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in SCaBER starker exprimiert, wahrend es in RT112 keine Veranderung zeigte (Abb.
15B). In UROtsa waren beide Marker gleichbleibend.

A B

40+ 40- D|=0,_005|‘31
p=0,0327 .
—

w
©
1
w
i

GLUT1 (40-ACt)
. |..‘.'_.'.|.‘_._..| .

HIF1A (40-ACt)
w
(<]

X
3

% .

36

36

L L L L L L I D B . |

+ & & * + & o+ 4 o+
N N N N N N
838383 838382
S - K ow @ 2 S - B ow @ 2
E £ o @ & 9 E Em @ &5 O
¥x o© S 14 ¥ ® 8 4
x S o g 35 © S o & 35

n O > n O 2

Abbildung 15: Vergleich der Genexpression von HIF1A (A) und GLUT1 (B) unter
normalen (O2+) und hypoxischen (O2-) Bedingungen in den Blasenzelllinien RT112,
SCaBER und UROtsa. Zu sehen sind die einzelnen Messwerte sowie MW £ SD.
A: HIF1A zeigte unter Hypoxie eine signifikante Steigerung des Expressionsmusters
in RT112 Zellen. GLUT1 zeigte ahnliche Veranderungen in SCaBER-Zellen (B).
Molekulare Subtypen
Die Marker zur Unterscheidung des molekularen Subtyps wurden durch den
Sauerstoffmangel unterschiedlich beeinflusst. RT112 zeigte unter Hypoxie einen
Ruckgang der Expression von GATA3 und KRT20 (GATAS3: p = 0,0642; KRT20: p =
0,0302) und eine Steigerung von KRT5 (p < 0,0001, Abb. 16).
In SCaBER (p = 0,0480) und UROtsa (p = 0,0382) wurde GATA3 unter Hypoxie
signifikant vermindert exprimiert (Abb. 16A). KRT5 und KRT20 hingegen zeigten bei

beiden Zelllinien keinen Unterschied (Abb. 16 B + C).
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Abbildung 16: Vergleich der Genexpression von GATA3 (A), KRT20 (B) und KRT5
(C) unter normalen (O2+) und hypoxischen (02-) Bedingungen in den Blasenzelllinien
RT112, SCaBER und UROtsa. Zu sehen sind die einzelnen Messwerte sowie MW +
SD.
A: GATAS zeigte in allen Zelllinien unter hypoxischen Bedingungen ein vermindertes
Expressionsmuster. KRT20 wies in hypoxisch kultivierten RT112 Zellen eine
signifikant verminderte Expression auf (B). C: In RT112 wies KRT5 unter hypoxischen
Bedingungen eine verstarkte Expression auf.
Immungene
Das im Vergleich zu den benignen UROtsa Zellen schon geringere
Expressionsmuster vom IFNGR schien unter hypoxischen Bedingungen sowohl in
RT112 als auch in SCaBER weiter vermindert, der Unterschied war jedoch nicht
signifikant (RT112: p = 0,1419; SCaBER: p = 0,0905) (Abb. 17A). In UROtsa war sie
unverandert. PD-L1 zeigte im Gegensatz dazu unter hypoxischen Bedingungen eine
signifikante Steigerung in UROtsa (p = 0,0020), wahrend das Gen in RT112 und

SCaBER keine veranderte Expression aufzeigte (Abb. 17B).
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Abbildung 17: Vergleich der Genexpression von IFNGR (A) und PD-L1 (B) unter
normalen (O2+) und hypoxischen (O2-) Bedingungen in den Blasenzelllinien RT112,
SCaBER und UROtsa. Zu sehen sind die einzelnen Messwerte sowie MW £ SD.

A: Wahrend IFNGR in RT112 und SCaBER unter hypoxischen Bedingungen eine
Tendenz zur verminderten Expression zeigte, war keine Veranderung in UROtsa-
Zellen zu sehen. In dieser Zelllinie zeigte PD-L1 in den Versuchszellen eine
Expressionssteigerung (B).

RIPK3

Bezogen auf RIPK3 war der programmierte Zelltod unter Hypoxie in SCaBER Zellen
gesteigert (p < 0,0001). In RT112 und UROtsa blieb die Expression auf dem gleichen
Level (Abb. 18).
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Abbildung 18: Vergleich der Genexpression von RIPK3 unter normalen (O2+) und
hypoxischen (O2-) Bedingungen in den Blasenzelllinien RT112, SCaBER und
UROtsa. Zu sehen sind die einzelnen Messwerte sowie MW + SD.

RIPK3 wies nur in SCaBER eine verstarkte Expression unter Hypoxie auf.

3.2.4 Beobachtung der Expressionsveranderung im Zeitverlauf
ERV
In den RT112 Zellen fiel auf, dass unter hypoxischen Bedingungen alle ERV bis auf

ERV-Kpol im Zeitverlauf eine Tendenz zur Expressionssteigerung aufwiesen (Abb.
19A-D).
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Abbildung 19: Zeitlicher Verlauf der Genexpression von ERV-3 (A), ERV-W (B), ERV-
Kenv (C) und ERV-Kpol (D) unter normalen (O2+) und hypoxischen (O2-)
Bedingungen in RT112 Zellen, aufgetragen als MW £ SD

AuBer ERV-Kpol zeigten alle ERV in RT112 Zellen unter hypoxischen Bedingungen
eine Tendenz zur Expressionssteigerung nach Reoxygenierung.

Besonders bei Betrachtung der Expressionsunterschiede zwischen 24 h und 72 h

nach Reoxygenierung wurde dies deutlich (Hypoxie: p = 0,1 vs. Normoxie: p = 1,0
(ERV3) und p = 0,7 (ERV-Kenv), Abb. 20)).
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Abbildung 20: Dynamik der Genexpression von ERV-3 (A), und ERV-Kenv (B) unter
normalen (O2+) und hypoxischen (O2-) Bedingungen in RT112 Zellen bei 24 und 72
h nach Reoxygenierung, aufgetragen als MW + SD

ERV-3 und ERV-Kenv zeigten beim Zeitvergleich unter hypoxischen Bedingungen
eine gesteigerte Expression.
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In den SCaBER Zellen waren bei Beobachtung des Zeitverlaufs bei den ERV keine
Unterschiede zu sehen. Die Expression von ERV-Kpol stieg in den Zellen sowonhl
unter normoxischen als auch unter hypoxischen Bedingungen an (p = 0,1), die
Kurven verliefen jedoch nahezu parallel (Daten nicht gezeigt).

Auch in den UROtsa Zellen bot die Inbezugnahme der Zeit bei den ERV keine
Unterschiede. Alle ERV schienen im Zeitverlauf sowohl in Normoxie als auch in
Hypoxie eine Expressionssteigerung zu zeigen (Abb. 21). Bei 72 h nach
Reoxygenierung wirkte diese unter Hypoxie weniger ausgepragt als bei normalen
Bedingungen, jedoch war diese Tendenz nur bei ERV-3 und ERV-W im
Signifikanztest nach Mann-Whitney ersichtlich (p = 0,1). Zu den friheren
Auswertungszeitpunkten war kein Unterschied zwischen den hypoxischen und den
normoxischen Zellen zu sehen.
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Abbildung 21: Zeitlicher Verlauf der Genexpression von ERV-3 (A), ERV-W (B), ERV-
Kenv (C) und ERV-Kpol (D) unter normalen (O2+) und hypoxischen (02-)
Bedingungen in UROtsa Zellen, aufgetragen als MW + SD
In UROtsa zeigten alle ERV in den Kontroll- und Versuchszellen Uber die Zeit einen
Anstieg der Expressionsmuster.

Hypoxiemarker

In RT112 nahm die Expression von HIF1A unter Hypoxie bis 12 h nach

Reoxygenierung ab, stieg im weiteren Verlauf jedoch wieder deutlich an. Die
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Kontrollzellen zeigten einen ahnlichen, aber weniger starken Verlauf (Abb. 22A). Bei

GLUT1 war in der Zelllinie Uber die Zeit keine Veranderung zu sehen.

Im Gegensatz dazu war wie zuvor beschrieben in SCaBER unter Hypoxie eine

Anderung der GLUT1 Expression zu sehen. Zu Beginn der Analysen zeigten die

hypoxischen Zellen eine verstarkte Expression (p = 0,1), die sich im Zeitverlauf der

Expression der Kontrollzellen anpasste (Abb. 22B + C).
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Abbildung 22: Dynamik der Genexpression von HIF1A in RT112 Zellen (A) und
GLUT1 in SCaBER Zellen (B+C) unter normalen (O2+) und hypoxischen (O2-)
Bedingungen in Abhangigkeit des Zeitpunktes nach Reoxygenierung, aufgetragen als
MW £ SD
A: HIF1A zeigte in RT112-Zellen im Zeitverlauf zuerst einen Abfall, dann eine
Steigerung des Expressionsmusters. B: In hypoxischen SCaBER-Zellen wies GLUT1
zu Beginn der Analysen ein starkeres Expressionsmuster auf als nach 48h. In den
Kontrollzellen war zwischen den Zeitpunkten kein signifikanter Unterschied zu sehen

(C).

Molekulare Subtypen

Bei Betrachtung des zeitlichen Verlaufs zeigte die Expression von KRT5 in keiner der

Zelllinien eine signifikante Veranderung. In RT112 tendierte KRT20 im Zeitverlauf zu

steigen, jedoch verliefen die Kurven der hypoxisch und normoxisch kultivierten Zellen

nahezu parallel (Abb. 23A).
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GATAS3 zeigte in UROtsa unter Hypoxie im Zeitverlauf eine Zunahme der
Expressionsminderung. Zu Beginn der Analysen, insbesondere bei 6 h nach
Reoxygenierung war kein Unterschied zwischen den Zellen unter hypoxischen, und
denen unter Normalbedingungen zu sehen. Die Expression stieg Uber die Zeit jedoch
bei beiden an (Abb. 23C). In den malignen Zelllinien tendierte das Gen ebenfalls zu
einer verminderten Expression unter Hypoxie (Abb. 23B).
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Abbildung 23 Zeitlicher Verlauf der Genexpression von KRT20 in RT112 Zellen (A)
und GATAS3 in SCaBER (B) und UROtsa (C) Zellen unter normalen (O2+) und
hypoxischen (O2-) Bedingungen, aufgetragen als MW £ SD

A: KRT20 wies in Versuchs- und Kontrollzellen der Zelllinie RT112 im Zeitverlauf eine
Expressionssteigerung auf. GATA3 zeigte unter hypoxischen Bedingungen in
UROtsa und SCaBER Zellen eine Tendenz zur verminderten Expression (B, C).

PD-L1

Bei Betrachtung von PD-L1 war zu Beginn der Analysen eine vermehrte Expression
in den hypoxisch kultivierten RT112 Zellen zu sehen. Diese nahm uber die Zeit ab
und glich sich der Expression in den Kontrollzellen an (Abb. 24A).

Auch in UROtsa waren bei dem Gen Unterschiede abhangig von den
Kultivierungsbedingungen zu sehen. Wahrend die Kontrollzellen das Gen im
Zeitverlauf unverandert exprimierten, sah man bei den Zellen unter hypoxischen

Bedingungen zu Beginn der Analyse eine Tendenz zur verstarkten Expression (p =
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0,1, Abb. 24B). Diese nahm stetig ab, bis die Expression sich der in den Kontrollen
anglich.

In SCaBER Zellen sah man sowohl in Norm- als auch in Hypoxie im zeitlichen
Verlauf einen schwachen Riuckgang der Genexpression, zwischen den

Kultivierungsbedingungen zeigte sich jedoch kein Unterschied (Abb. 24C).
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Abbildung 24: Zeitlicher Verlauf der Genexpression von PD-L1 in RT112 Zellen (A),
UROtsa Zellen (B) und SCaBER Zellen (C) unter normoxischen (O2+) und
hypoxischen (O2-) Bedingungen, aufgetragen als MW + SD

PD-L1 wies unter hypoxischen Bedingungen in RT112 und UROtsa eine verstarkte
Expression auf, welche sich im Zeitverlauf den Kontrollzellen anglich (A, B). In
SCaBER zeigte das Gen in Norm- und Hypoxie eine parallele Expressionsminderung
(C).
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RIPK3

RIPK3 zeigte in hypoxischen SCaBER Zellen eine Tendenz zur verstarkten
Expression (p = 0,1). Diese wies einen Peak zwischen 6 und 12 h nach
Reoxygenierung auf und nahm im weiteren Zeitverlauf ab. Bei 72 h nach
Reoxygenierung gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den hypoxischen
und den Kontrollzellen (Abb. 25).

In RT112 und UROtsa zeigte das Gen keine signifikanten Veranderungen.
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Abbildung 25: Zeitlicher Verlauf der Genexpression von RIPK3 in SCaBER Zellen
unter normoxischen (O2+) und hypoxischen (O2-) Bedingungen, aufgetragen als MW
+ SD

Zu Beginn der Analysen zeigte RIPK3 eine verstarkte Expression unter hypoxischen
Bedingungen, die Expressionsmuster glichen sich ab 48 h nach Reoxygenierung
denen der Kontrollzellen an.

3.2.5 Vergleich Normoxie und Hypoxie

Im nachsten Schritt wurden die Expressionen wie in 3.4.2. beschrieben als fold
change angegeben. Berechnet wurden alle Zeitpunkte (siehe Abb. 26A). Zur
Ubersicht wurden in den folgenden Graphen nur die Zeitpunkt 3, 24 und 72 h nach
Reoxygenierung angegeben.

ERV

Die Expression von ERV-3 in UROtsa weist, im Vergleich zu den Kontrollen, in den
Zellen unter hypoxischen Bedingungen eine Expressionsminderung von ca. 40 %
auf. Zu Beginn der Analysen lag der fold change bei 1,07. Er sank im Verlauf bis auf
0,62 bei 72 h nach Reoxygenierung. Auch in den SCaBER Zellen zeigte das Gen
einen Abfall des Expressionsmusters von einer zu Beginn der Untersuchung ca. 30
% erhdhten Expression auf ein gleiches Expressionsmuster in Versuchs- und
Kontrollzellen bei 72 h nach Reoxygenierung. In RT112 zeigte das Gen eine leichte

Expressionssteigerung (Abb. 26B).
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Im Gegensatz dazu veranderte sich ERV-W in RT112 von einer anfanglichen
gleichen Expression in Versuchs- und Kontrollzellen (fold change = 1,1) Uber die Zeit
zu einer Verdopplung der Expression in den Zellen unter hypoxischen Bedingungen
(fold change = 2,3). In SCaBER und UROtsa blieben die Expressionen des Genes in
Hypoxie und Normoxie nahezu gleich (Abb. 26A). Ahnliches war auch bei ERV-Kenv
zu beobachten (RT112: fold change = 1,0 bei 3 h; fold change = 2,2 bei 72 h, Abb.
26C).

ERV-Kpol wurde in RT112 zu Beginn unter hypoxischen Bedingungen zu ca. 35 %
vermindert exprimiert. Im Verlauf nahm dies bis zu einem 1,3-fachen der Expression
der Kontrollzellen zu. In UROtsa Zellen zeigte das Gen einen Wandel von einer
anfanglich 20 % erhdhten auf eine 30 % reduzierte Expression am Ende der
Analysen (Abb. 26D). In SCaBER hatte das Gen, passend zu den in 4.2.4.
beschriebenen parallelen Kurven eine gleichbleibende Expression in Norm und
Hypoxie (MW + SD = 1,0310,09).
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Abbildung 26: Dynamik der Expression von ERV-W (A), ERV-3 (B), ERV-Kenv (C)
und ERV-Kpol (D) in unter hypoxischen Bedingungen kultivierten RT112, SCaBER
und UROtsa Zellen als fold change zu unter Normalbedingungen kultivierten
Kontrollzellen, aufgetragen als MW + SD

ERV-W und ERV-Kenv zeigten in RT112-Zellen zum Ende der Versuche eine
doppelte Expression im Vergleich zu den Kontrollzellen (A, C). ERV-3 zeigte im
Zeitverlauf in SCaBER und UROtsa unter hypoxischen Bedingungen einen relativen
Abfall der Expression um ca. 30 % (B). ERV-Kpol wies in hypoxisch kultivierten
RT112 Zellen eine relative Expressionssteigerung, in UROtsa eine -verminderung
auf(D)
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Hypoxiemarker

Die Betrachtung der hypoxischen Marker HIF1A und GLUT1 bestatigte die bisherigen
Ergebnisse. Die Expression beider Gene blieben in UROtsa nahezu unverandert.
HIF1A zeigte in hypoxisch kultivierten RT112 Zellen einen Anstieg von einer 17 %
erhdhten Expression zu Beginn der Analysen auf eine Erhdhung von Uber 80 % bei
der Auswertung nach 72 h (Abb. 27A).

GLUT1 wurde in SCaBER Zellen unter Hypoxie im Vergleich zu normoxischen
Bedingungen ca. 2,5-fach starker exprimiert. Diese Induktion liel3 im Zeitverlauf nach,
sodass am Ende der Versuchsreihe die Expression in Hypoxie und Normoxie nahezu
identisch waren (Abb. 27B). In RT112 zeigte das Gen unter hypoxischen
Bedingungen in der letzten Auswertung eine Steigerung um 40 % im Gegensatz zu

den unter normoxischen Bedingungen kultivierten Kontrollzellen.
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Abbildung 27: Dynamik der Expression von HIF1A (A) und GLUT1 (B) in unter
hypoxischen Bedingungen kultivierten RT112, SCaBER und UROtsa Zellen als fold
change zu unter Normalbedingungen kultivierten Kontrollzellen, aufgetragen als MW
+ SD
A: Die hypoxisch kultivierten RT112 Zellen zeigten im  Zeitverlauf
Expressionssteigerung von HIF1A. B: Die Expression von GLUT1 in SCaBER nahm
von einem 2,5-fachen in den Versuchszellen zu Beginn auf gleiche
Expressionsmuster zum Ende der Versuche ab.
KRTS5
Beim Fold change zeigte sich eine Expressionssteigerung von KRTS in RT112 Zellen
unter hypoxischen Bedingungen (Abb. 28). Das Gen wurde durch die Hypoxie bis zu
einer Verdoppelung der Expression induziert (MW + SD = 1,81 + 0,06). Wie zuvor
beobachtet zeigte der basale Marker sehr geringe Veranderungen in SCaBER und

UROtsa (SCaBER: MW + SD = 0,94 + 0,08; UROtsa: MW + SD = 1,12 + 0,13).
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Abbildung 28: Dynamik der Expression von KRT5 in unter hypoxischen Bedingungen
kultivierten RT112, SCaBER und UROtsa Zellen als fold change zu unter
Normalbedingungen kultivierten Kontrollzellen, aufgetragen als MW + SD

KRT5 zeigte in RT112 Zellen unter hypoxischen Bedingungen konstant eine fast 2-
fache Expression.

PD-L1

PD-L1 wurde unter hypoxischen Bedingungen vermehrt exprimiert. Sowohl in RT112
als auch in UROtsa war die cDNA-Menge zu Beginn der Analysen ca. doppelt so
hoch wie in den Kontrollzellen. Im Verlauf des Versuchs passte sich diese wieder der
Kontrolle an, sodass nach 72 h Reoxygenierung eine gleiche Expression in Hypoxie
und Normoxie zu beobachten war (Abb. 29). In SCaBER schien die Genexpression

durch die Hypoxie nahezu unbeeinflusst.
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Abbildung 29: Dynamik der Expression von PD-L1 in unter hypoxischen Bedingungen
kultivierten RT112, SCaBER und UROtsa Zellen als fold change zu unter
Normalbedingungen kultivierten Kontrollzellen, aufgetragen als MW + SD

Die zweifach verstarkten Expressionsmuster von PD-L1 in hypoxisch kultivierten
RT112 und UROtsa Zellen normalisierten sich im Zeitverlauf.

RIPK3

Bei Betrachtung des Fold change schien RIPK3 in diesem Versuch in allen Zelllinien
Unterschiede zwischen den Kultivierungsbedingungen zu zeigen. In SCaBER nahm

das Gen von einer anfangs verdoppelten Expression und einem Peak von 345 % bei
6 h (Daten nicht gezeigt) nach Reoxygenierung auf das Level der Kontrollzellen ab

(Abb. 30). Auch in UROtsa war die Expression unter Hypoxie zu Beginn der
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Analysen erhoht. Von einer 70 % -igen Steigerung glich sich die cDNA-Menge
ebenfalls den Kontrollzellen an. In RT112 zeigte die Expression kleine
Schwankungen, im Mittel zeigte sich jedoch eine leicht verstarke Expression unter
Hypoxie (MW + SD = 1,24+0,18).
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Abbildung 30: Vergleich der Expression von RIPK3 in unter hypoxischen
Bedingungen kultivierten RT112, SCaBER und UROtsa Zellen als Fold change zu
unter Normalbedingungen kultivierten Kontrollzellen, aufgetragen als MW + SD
RIPK3 zeigte zu Beginn der Analysen neben SCaBER auch in UROtsa Zellen eine
verstarkte Expression im Vergleich zu den unter Normalbedingungen Kkultivierten
Kontrollzellen

3.2.6 Korrelationen der Expressionsveranderung

Zur Analyse der Korrelationen wurden die 40-ACt Werte verschiedener Gene
gegeneinander in einem Graphen aufgetragen und der Spearman-Koeffizient
berechnet. Dabei wurden die Expressionsveranderungen der ERV mit allen
untersuchten Genen verglichen.

Molekulare Subtypen

Wurden alle Zelllinien in einem Graphen aufgetragen kam es zur Bildung von
Subgruppen (Abb. 31). Dies zeigte sich insbesondere bei den Markern des luminalen
und des basalen Subtyps. Die Korrelation der ERV mit GATA3 zeigte in allen
untersuchten Zelllinien Spearman-Koeffizienten von rho = -0,52 (ERV-3, Abb. 31A)
bis rho = -0,74 (ERV-Kenv, Abb. 31C).
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Abbildung 31: Korrelationen der 40-ACt Werte von ERV-3 (A), ERV-W (B), ERV-Kenv
(C) und ERV-Kpol (D) mit GATA3 in den Zelllinien RT112, SCaBER und UROtsa. Zu
sehen sind die einzelnen Messwerte.

Zur Differenzierung wurden die unterschiedlichen Zelllinien farbig markiert. Bei
Betrachtung aller Zelllinien zusammen ergaben sich ausschlieBlich negative
Korrelationskoeffizienten. Bei Untersuchung der einzelnen Zelllinien zeigten sich auch
positive Korrelationen.

RT112 zeigte bei der Analyse von ERV-3 zu GATAS3 einen Sperman-Koeffizienten
von rho = 0,43 (Tabelle 16). Die Korrelationen von GATA3 mit ERV-W und beiden
ERV-K zeigten niedrigere Koeffizienten und waren nicht signifikant (ERV-W: rho =
0,095, ERV-Kenv: rho = 0,274, ERV-Kpol: rho = -0,133, Tabelle 16).

Die Korrelationen in SCaBER zeigte, dass in dieser Zelllinie nur ERV-Kpol mit einem
Spearman-Koeffizienten von rho = 0,33 eine signifikante Korrelation aufwies (p =
0,0492).

Die starkste Korrelation der ERV mit GATA3 war in UROtsa zu erkennen. Die
Spearman-Koeffizienten lagen in dieser Zelllinie zwischen rho = 0,56 (ERV-Kenv)
und rho = 0,78 (ERV-W, Tabelle 16).

Bei KRT 5 und KRT20 zeigte sich ein dhnliches Bild. In SCaBER zeigte keines der
ERV mit den KRT eine signifikante Korrelation. In RT112 zeigte ERV-3 eine
signifikant positive Korrelation mit KRT20 auf (rho = 0,439, p = 0,0074), wahrend
ERV-Kpol eine signifikant positive Korrelation mit KRT5 (rho = 0,429, p = 0,0091) und
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eine negative mit KRT20 (rho = 0,367, p = 0,0279, Tabelle 16) hatte. ERV-Kenv
zeigte eine geringe, jedoch signifikante Korrelation mit KRT20 (rho = 0,354, p =
0,0343). In UROtsa zeigten auRer ERV-Kpol mit KRT5 alle ERV mit den KRT eine
signifikante Korrelation auf, wobei KRT5 positiv und KRT20 negativ war (Tabelle 16).

Tabelle 16: Korrelationskoeffizienten rho und zugehérige p-Werte der 40-ACt Werte
der ERV mit den Markern fur den molekularen Subtyp
Signifikante Korrelationen sind markiert.

,f6’>~
% GATA3 KRT5 KRT20
<
/)
ERV-3 [rho=0,429 p=0,0089 (rho=0,055 p=0,7480 |rho=0,439 p=0,0074
RT112 ERV-W [rho=0,095 p=0,5806 [rho=0,196 p=0,2529 |rho=0,313 p=0,0635

ERV-Kenv [rho=0,274 p=0,1053 |rho=0,170 p=0,3204 |[rho=0,354 p=0,0343
ERV-Kpol |rho=-0,133p =0,4391 |rho=0,429 p=0,0091 [rho=-0,367 p =0,0279
ERV-3 |rho=0,180 p=0,2923 [rho=0,292 p=0,0841 [rho=0,251 p =0,2508
ERV-W |rho=0,254 p=0,1353 [rho=-0,295 p =0,0813 |rho =-0,212 p =0,3083
ERV-Kenv [rho =-0,042p =0,8057 |rho=-0,229 p =0,1785 |rho =-0,098 p =0,6422
ERV-Kpol |rho=0,330 p=0,492 |rho=0,297 p=0,0788 [rho=0,197 p=0,3454
ERV-3 [rho=0,658 p<0,0001 |rho=0,727 p<0,0001 |rho=-0,536 p=0,0008
ERV-W |rho=0,775 p <0,0001 (rho=0,728 p<0,0001 |rho=-0,476 p =0,0033
ERV-Kenv [rho =0,559 p=0,0004 [rho=0,913 p<0,0001 |rho=-0,578 p =0,0002
ERV-Kpol |rho=0,625 p <0,0001 |rho=0,648 p <0,0001 [rho=-0,754 p <0,0001

SCaBER

UROtsa

Hypoxiemarker

In RT112 ergaben sich signifikante Korrelationen zwischen den ERV und HIF1A bis
auf ERV-Kpol (ERV-3, ERV-W und ERV-Kenv: p < 0,0001, ERV-Kpol: p = 0,9063,
Tabelle 17). In SCaBER war bei ERV-W und ERV-Kenv keine signifikante Korrelation
zum Hypoxiemarker zu erkennen. Bei UROtsa Zellen hingegen zeigten alle ERV mit
HIF1A einen signifikant positiven Spearman-Koeffizienten (p < 0,0001, Tabelle 17).
Mit GLUT1 korrelierte in der benignen Zelllinie keines der ERV signifikant. Dieser
Hypoxiemarker hatte in RT112 mit ERV-3 (rho = 0,61, p < 0,0001) und ERV-Kenv
(rho = 0,571, p = 0,0003) und in SCaBER mit ERV-3 (rho = 0,633, p < 0,0001) und
ERV-Kpol (rho = 0,445, p = 0,0066) signifikante Korrelationskoeffizienten.
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Tabelle 17: Korrelationskoeffizienten rho und zugehérige p-Werte der 40-ACt Werte
der ERV mit den Markern fur Hypoxie
Signifikante Korrelationen sind markiert.

)
%
‘%O HIF1A GLUT1

S
ERV-3 ([rho=0,683 p<0,0001 |(rho=0,610 p<0,0001
RT112 ERV-W |rho=0,604 p<0,0001 |rho=0,327 p=0,0514
ERV-Kenv(|rho=0,789 p<0,0001 |rho=0,571 p=0,0003
ERV-Kpol |[rho=0,020 p=0,9063 |rho=-0,135 p=0,4333
ERV-3 ([rho=0,690 p<0,0001 |(rho=0,633 p<0,0001
SCaBER ERV-W |rho=0,058 p=0,7361 |rho=0,143 p=0,4050
ERV-Kenv(|rho=0,133 p=0,4409 [rho=0,179 p=0,2972
ERV-Kpol [rho=0,691 p<0,0001 ([rho=0,445 p=0,0066
ERV-3 ([rho=0,694 p<0,0001 |[rho=0,234 p=0,1696
URGtsa ERV-W |rho=0,591 p=0,0001 |rho=0,188 p=0,2725
ERV-Kenv|rho=0,613 p<0,0001 |rho=0,267 p=0,1148
ERV-Kpol [rho=0,472 p=0,0037 |rho=0,102 p=0,5552

Immungene

Die Spearman-Koeffizienten von IFNGR und PD-L1 mit den ERV unterschieden sich
stark. IFNGR zeigte hauptsachlich positive Korrelationen (Tabelle 18). In UROtsa
korrelierte IFNGR mit jedem der ERV signifikant und hatte Korrelationskoeffizienten
von rho = 0,477 (ERV-Kpol) bis rho = 0,758 (ERV-3). ERV-3 zeigte auch in beiden
malignen Zelllinien eine signifikante Korrelation, jedoch mit geringeren Werten
(RT112: rho = 0,368, p = 0,0295, SCaBER: rho = 0,636, p < 0,0001). In SCaBER
korrelierte IFNGR zusatzlich noch mit ERV-Kpol signifikant positiv (p < 0,0001, rho =
0,619, Tabelle 18).

PD-L1 hingegen wies grofdtenteils negative Korrelation auf. Die einzige signifikante
Ausnahme war ERV-Kpol in RT112 Zellen (p = 0,0032, Tabelle 18). Hier berechnete
sich ein Spearman-Koeffizient von rho = 0,478. In dieser Zelllinie wiesen auch die
anderen ERV eine signifikante Korrelation auf. Diese lagen zwischen rho = -0,346
(ERV-3, p = 0,0391) und rho =-0,38 (ERV-W, p = 0,0223). In UROtsa korrelierte PD-
L1 mit ERV-W und beiden ERV-K signifikant negativ. In SCaBER Zellen zeigte das

Immungen keinen signifikanten Zusammenhang mit den ERV.
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Tabelle 18: Korrelationskoeffizienten rho und zugehérige p-Werte der 40-ACt Werte
der ERV mit IFNGR und PD-L1

Signifikante Korrelationen sind markiert.

RIPK3

,féés
%s. IFNGR PD-L1
%
ERV-3 |rho=0,368 p=0,0295 |rho=-0,346 p=0,0391
RT112 ERV-W |rho=0,065 p=0,7119 (rho=-0,379 p=0,0223
ERV-Kenv |rho=0,261 p=0,1303 |rho=-0,375 p=0,0242
ERV-Kpol |rho=0,167 p=0,3370 |[rho=0,478 p =0,0032
ERV-3 |rho=0,636 p<0,0001 [rho=-0,165 p=0,3436
SCaBER ERV-W |rho=0,035 p=0,8417 |[rho=0,144 p=0,4093
ERV-Kenv |rho=-0,048 p=0,7816 |rho=0,219 p=0,2067
ERV-Kpol |rho=0,619 p<0,0001 |rho=-0,156 p=0,3716
ERV-3 |rho=0,758 p<0,0001 [rho=-0,293 p=0,0824
URGtsa ERV-W |rho=0,567 p=0,0003 |rho=-0,557 p=0,0004
ERV-Kenv |rho=0,714 p<0,0001 |rho=-0,349 p=0,0366
ERV-Kpol |rho=0,477 p=0,0033 |rho=-0,475 p=0,0034

Das Gen fur die programmierte Nekroptose zeigte besonders in RT112 und UROtsa

signifikante Korrelationskoeffizienten. In UROtsa wies das RIPK3 mit jedem ERV
eine signifikante Korrelation auf (ERV-3: p < 0,0001, ERV-W: p = 0,0009, ERV-Kenv:
p < 0,0001, ERV-Kpol: p = 0,0356, Tabelle 19). In den RT112 Zellen war nur der
Zusammenhang mit ERV-Kpol nicht signifikant (rho = 0,073, p = 0,6729). Fur die
anderen ERV berechneten sich signifikante Spearman-Koeffizienten zwischen rho =
0,427 (ERV-Kenv, p = 0,0094) und rho = 0,442 (ERV-3, p = 0,0069).
In SCaBER zeigte sich lediglich mit ERV-3 eine signifikante Korrelation. Der
Koeffizient hierbei lag bei rho = 0,438.
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Tabelle 19: Korrelationskoeffizienten rho und zugehdrige p-Werte der 40-ACt-Werte
der ERV mit RIPK3
Signifikante Korrelationen sind markiert.

'fé/}
%, . RIPK3

%o

/)
ERV-3 rho=0,442 p=0,0069
RT112 ERV-W |rho=0,410 p=0,0130
ERV-Kenv [rho=0,427 p=0,0094
ERV-Kpol [rho=0,073 p=0,6729
ERV-3 rho=0,438 p=0,0076
SCaBER ERV-W |rho=-0,212 p=0,2137
ERV-Kenv |rho=-0,081 p=0,6372
ERV-Kpol [rho=0,187 p=0,2745
ERV-3 rho=0,681 p <0,0001
ERV-W |rho=0,528 p=0,0009

UROtsa

ERV-Kenv |rho=0,664 p <0,0001
ERV-Kpol [rho=0,351 p=0,0356

ERV-K

Bei Betrachtung der Korrelationen von ERV-Kenv und ERV-Kpol fallen starke
Unterschiede zwischen den Zelllinien auf.

Alle Zelllinien zusammengenommen zeigte sich ein Korrelationskoeffizient von rho =
0,807 (Abb. 32A). Wurde jedoch jede Zelllinie einzeln analysiert, zeigten die zwei
viralen Genomabschnitte in RT112 und in SCaBER einen Spearman-Koeffizient von
rho = 0,101 und rho = 0,263 (Abb. 32B/C). Nur UROtsa Zellen wiesen einen
signifikanten positiven Zusammenhang auf (rho = 0,684, p < 0,0001, Abb. 32D).
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Abbildung 32: Korrelationen der 40-ACt-Werte von ERV-Kenv mit ERV-Kpol als
Ubersicht (A) und in den Zelllinien RT112 (B), SCaBER (C) und UROtsa (D). Zu
sehen sind die einzelnen Messwerte.

ERV-Kenv und ERV-Kpol zeigten in den malignen Zelllinien keinen signifikanten
Zusammenhang (B, C). Der Korrelationskoeffizient in UROtsa Zellen lag bei rho =
0,684.

3.3 Proliferationsassay

In einem Vorversuch wurden fur die Zelllinien die Zellzahl zum Versuchsstart
ermittelt. Diese betrugen fur RT112 300.000, fur SCaBER 200.000 und fur UROtsa

100.000 Zellen. Die folgenden Versuche wurden mit diesen Zellzahlen durchgefihrt.
3.3.1 Vergleich der Zelllinien

Beim Vergleich der Zellen unter normoxischen Bedingungen der jeweiligen Zelllinien
war bei RT112 eine starkere Proliferation im Vergleich zu SCaBER und UROtsa zu
sehen (Abb. 33). Nach 72 h ab Versuchsstart lagen die Zellzahlen bei 3,47x10°
(RT112), 1,27x10% (SCaBER) und 2,03x10¢ (UROtsa). Somit wies UROtsa ebenfalls

eine starkere Proliferation als SCaBER auf.
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Abbildung 33: Vergleich der Proliferation von RT112, SCaBER und UROtsa Zellen
unter normoxischen Bedingungen anhand der gemessenen Zellzahlen, aufgetragen
als MW £ SD

RT112 zeigte die starkste Proliferation auf.

3.3.2 Vergleich von Norm- und Hypoxie

Im nachsten Schritt wurden die Zelllinien separat auf Proliferation unter Norm- und
Hypoxie verglichen.

Die Unterschiede waren in keiner der Zelllinien signifikant, jedoch war in RT112 und
UROtsa eine Tendenz zur Proliferationssteigerung unter hypoxischen Bedingungen
zu erkennen (Abb. 34). In RT112 betrug die letzte ausgewertete Zellzahl unter
hypoxischen Bedingungen im Mittel 3,71x10%, wahrend die Zellen unter
normoxischen Bedingungen im Mittel 3,47x108 z&hlten (Abb. 35A). In UROtsa zeigte
sich ein ahnliches Bild, jedoch war der Unterschied geringer (2,06x10° vs. 1,93x10°,
Abb. 34B).

SCaBER Zellen hingegen schienen unter Hypoxie eine verminderte Zellteilungsrate
aufzuweisen. Hier betrug die finale Zellzahl bei 72 h nach Reoxygenierung unter
Normbedingungen 1,5x108 und in hypoxisch kultivierten Zellen 1,34x10¢ (Abb. 35B).
Auffallig in dieser Zelllinie war der Unterschied der Zellzahlen zwischen 24 und 48 h
nach Reoxygenierung. Unter Normalbedingungen zeigte sich hier ein starkerer
Unterschied als unter hypoxischen Bedingungen (p=0,100 vs. p=0,400).

Alle Proliferationsassays wiesen vor allem zum Ende der Analysen hin eine starke
SD auf. Die starkste Abweichung errechnete sich fur hypoxische RT112 Zellen bei 72
h nach Reoxygenierung mit ca. SD = 718000.
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Abbildung 34: Vergleich der Proliferation von RT112 (A), UROtsa (B) und SCaBER
(C) Zellen unter normoxischen (O2+) und hypoxischen (O2-) Bedingungen anhand

der gemessenen Zellzahlen, aufgetragen als MW + SD

Wahrend RT112 und UROtsa unter hypoxischen Bedingungen eine leicht verstarkte
Proliferation aufzeigten (A+B), war das Zellwachstum in SCaBER durch den

Sauerstoffmangel vermindert (C).
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4 DISKUSSION

4.1 Oxygenierungsabhangige Veranderung urologischer Tumorzellen

Um den Einfluss der ERV auf die Expression anderer Gene zu untersuchen, muss
die Expression der ERV selbst verandert werden. Verandern sich die
Expressionsmuster der anderen Gene ebenfalls, kdnnen  eventuelle
Zusammenhange zwischen ERV und anderen Genen evaluiert werden. Dazu haben
verschiedene Forschungsgruppen wie zuvor in 1.2.2 beschrieben in der
Vergangenheit Methoden untersucht, um die Expression der ERV zu induzieren.#3-4%
Als eine Moglichkeit konnte das Kultivieren der Zelllinien unter hypoxischen
Bedingungen gezeigt werden.®® Das unter Sauerstoffmangel stabilisierte Protein
HIF1a dient mit HIF1B als Transkriptionsfaktor um das Uberleben der Zelle unter
hypoxischen Bedingungen zu gewahrleisten. Dadurch verstarkt exprimierte Gene
sind unter Anderem VEGF und GLUT1. Aber auch ERV zeigten unter hypoxischen
Kultivierungsbedingungen eine erhohte Expression. So wurden die in dieser Studie
untersuchten Blasenzelllinien unter hypoxischen Bedingungen Kkultiviert. Um zu
verifizieren, dass die untersuchten Zelllinien auf die Hypoxie reagieren, wurden die
Expressionsmuster von HIF1a und GLUT1 ebenfalls untersucht.

Hierbei zeigten sich groRe Diskrepanzen zwischen den Zelllinien. Wahrend die
benignen UROtsa Zellen keine Veranderung in den Hypoxiemarkern zeigten, anderte
sich das Expressionsmuster von GLUT1 in den SCaBER Zellen signifikant. RT112
hingegen wies keine Veranderung bei GLUT1 auf, aber die Expression von HIF1a
verdoppelte sich in den Versuchszellen. Interessanterweise kam die Veranderung im
Expressionsmuster erst im Verlauf der Reoxygenierung und hatte ihren Héhepunkt
am Ende des Versuchs. Wang et al. untersuchten 1995 in Leberzellkarzinomzellen
die RNA- und Protein-Level von HIF1a und HIF1B unter 1 % Sauerstoff und nach
Reoxygenierung mit 20 % Sauerstoff. Hierbei zeigte sich, im Gegensatz zu dieser
Studie, eine Normalisierung sowohl der RNA als auch des Proteins innerhalb von 15
min nach Reoxygenierung.®!

Im Rahmen der in dieser Studie durchgefuhrten Hypoxieversuche zeigten zusatzlich
zur Expressionssteigerung von HIF1a in der Tumorzelllinie RT112 bis auf ERV-Kpol
alle endogenen Retroviren eine signifikante positive Korrelation mit dem
Hypoxiemarker. Zusatzlich war in dieser Zelllinie eine Verdopplung der Expression
von HERV-W und HERV-Kenv gegenuber den Kontrollen zu sehen. Wahrend ERV-

64



Diskussion

Kenv erst zum Ende des Versuches eine Expressionssteigerung aufzeigte, war bei
HERV-W schon nach 12h Reoxygenierung ein erster Peak zu sehen. Ein zweiter
Anstieg war nach 72h Reoxygenierung zu erkennen. In einer Studie von Hu et al. von
2016 wurde die Expressionsanderung von HERV-W in hypoxisch kultivierten
Neuroblastomzelllinien untersucht. Hier zeigte sich ebenfalls ein Anstieg der
Expression, jedoch war der Hohepunkt schon nach 8h Reoxygenierung erreicht und
danach normalisierte sich die Expression schnell und erreichte nach 48h
Reoxygenierung wieder das urspriingliche Level.®® Die Unterschiede zwischen den
Studien konnten durch die verschiedenen untersuchten Gewebe erklart werden. Eine
gewebsspezifische Expression der ERV wurde schon in der Vergangenheit
aufgezeigt.%®

Die benigne Zelllinie UROtsa wies ebenfalls signifikante Korrelationen zwischen den
ERV und HIF1a auf. Ein &hnliches Ergebnis war in SCaBER anhand der
Expressionssteigerung von GLUT1 und den signifikant positiven Korrelationen mit
ERV-3 und ERV-Kpol zu sehen. Als Schlussfolgerung scheint es nahezuliegen, dass

die Induktion per Hypoxie erfolgreich war.

4.2 Die Expressionsmuster der ERV korrelierten mit dem Subtyp

In friheren Studien wurde in verschiedenen Geweben die Aktivitat von HERV
nachgewiesen. Insbesondere in der Plazenta zeigten u.a. ERV-3 und ERV-W ein
starkes Expressionsmuster.%®: 67. 8 Auych in anderen Geweben, wie z.B. dem
zentralen Nervensystem, verschiedenen sekretorischen Organen, wie der
Schilddrise, der Prostata oder den Brustdrisen, und reproduktiven Organen, wie
den Eierstocken und den Hoden, wurde die Aktivitat endogener Retroviren
festgestellt.?> Laut verschiedenen Forschungsgruppen zeigen demnach ca. 7 bis 30
% aller ERV ein Expressionsmuster in menschlichen Geweben.: % Zusatzlich zeigte
sich, dass im Vergleich zum Normalgewebe die Expression in Tumoren oftmals
erhoht ist.%" 9 Insbesondere HERV-K scheint in Tumoren, wie dem
Mammakarzinom, dem Ovarialkarzinom und dem Melanom aktiv zu sein.®> 93 Da
bisher wenig Informationen zum Expressionsmuster der HERV im BCa erhoben
wurden, wurde dies in dieser Studie untersucht. Hierbei zeigte sich generell eine
schwache Expression der retroviralen Elemente. Interessanterweise war das
niedrigste Expressionsmuster nicht in der benignen Zelllinie UROtsa, sondern zeigte
sich in der malignen Zelllinie RT112. In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass der

luminale Subtyp haufig einen héheren Grad der Differenzierung und oftmals niedrige
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TNM-Stadien aufweist.®* In Anbetracht dieser Tatsache kann dieses Ergebnis der
Expressionsanalysen darauf hindeuten, dass die Expression der ERV mit der
Entdifferenzierung und dem Progress des Tumors zunimmt. Im Gegensatz zu der
luminalen Zelllinie zeigte die basale Zelllinie SCaBER dementsprechend eine
signifikant hohere Aktivitat aller untersuchten ERV. Auch die Analysen von Kreimer et
al. zur HERV-K Expression in verschiedenen urologischen Tumorzelllinien zeigten
bei den meisten HERV-K Stammen ebenfalls ein hdheres Expressionsmuster in
SCaBER als in RT112.85 Zusatzlich wurde in dieser Studie beobachtet, dass RT112
im Hypoxieversuch eine Veranderung der molekularen Marker aufwies. Wahrend die
Marker flr den luminalen Subtyp herunterreguliert wurden, zeigte KRT 5 als Marker
fir den basalen Subtyp eine Verstarkung des Expressionsmusters. Aulerdem war
insbesondere im Zeitverlauf in den RT112-Zellen unter hypoxischen Bedingungen
eine Tendenz zur Expressionssteigerung der ERV zu erkennen. Dies deutet
ebenfalls daraufhin, dass die Expression der ERV im basalen Subtyp des BCa
starker ist als bei den luminalen Tumoren. Es ware sogar denkbar, dass eine

verstarkte Expression der ERV die Auspragung des basalen Subtyps fordert.

4.3 ERV-Kpol (Np9) war aktiver als ERV-Kenv (Rec)

Auch zwischen den HERV-Stammen waren Expressionsunterschiede zu sehen.
ERV-Kpol wies die starkste und ERV-Kenv die schwachste Expression auf. Dies
kann mit den jeweils exprimierten Proteinen zusammenhangen. Das von ERV-Kpol
abgebildete Np9 zeigte in Expressionsanalysen in der Vergangenheit im Tumor eine
vermehrte Aktivitat im Gegensatz zu dem von ERV-Kenv kodiertem Rec.?

In mehreren Studien wurde bisher der Einfluss von Np9 auf die Tumorgenese
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass onkogene Signalkaskaden wie ERK, Notch1, 3-
catenin, und Ark durch Np9 aktiviert werden.®3 % Zudem kann durch die Interaktion
von Np9 mit als Tumorsuppressor agierenden Zinkfingerproteinen die Hemmung des
Protoonkogens c-myc aufgehoben werden.%* Zusatzlich zeigten
Teratokarzinomzellen unter einer Suppression von Np9 eine verstarkte
Chemosensitivitat fur Bleomycin und Cisplatin. Auch die Migration der Tumorzellen
wurde durch das Fehlen des Proteins gehemmt.®

Bei Betrachtung der in dieser Studie analysierten Expressionsmuster von ERV-Kpol
in den unterschiedlichen molekularen Subtypen des BCa finden sich einige
Parallelen. Der basale Typ weist oftmals eine starkere Infiltration auf und ist

aggressiver als der luminale Typ.34 In den basalen Zellen wurde in dieser Studie eine
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deutlich hohere Expression von ERV-Kpol nachgewiesen. Im Gegensatz dazu steht
jedoch die Chemosensitivitat der basalen Karzinome. Diese sprechen meist besser
auf eine Cisplatin-basierte Chemotherapie an.?® Inwieweit diese Merkmale
tatsachlich mit der Aktivitdt von Np9 als von ERV-Kpol kodiertes Protein
zusammenhangen bleibt noch ungeklart. Dazu ware ein Knockdown des Proteins

eine mogliche Untersuchungsmethode.
4.4 |IFNGR und PD-L1 waren in malignen urologischen Zelllinien verandert

In den untersuchten Zelllinien waren veranderte Expressionen von PD-L1 und IFNGR
zu sehen. IFNGR zeigte in den malignen Zelllinien eine signifikant verminderte
Aktivitat, wahrend PD-L1 ein verstarktes Expressionsmuster aufwies. Wie in der
Literatur beschrieben, zeigte auch in dieser Studie PD-L1 in der Zelllinie des basalen
BCa ein starkeres Expressionsmuster als in der des luminalen Subtyps.32

Sowohl der IFNGR als auch PD-L1 sind wichtige Bestandteile der Immunevasion von
Tumoren. Bindet Interferon-y (IFN-y) an den Rezeptor werden Uber JAK und STAT
Signalkaskaden aktiviert.®”> ® Dies fiuhrt zu einer Prasentation von zellularen
Antigenen und zur Erkennung des Tumors durch das Immunsystem. PD-L1 wirkt
durch die Bindung an PD-1 hemmend auf T-Zellen und fordert somit die
Immunevasion des Tumors.?”> ¥ Um dem Immunsystem zu entgehen, verandern
viele Karzinome die Expressionsmuster von IFNGR und PD-L1.% So zeigen sie
oftmals eine verstarkte Expression von PD-L1 sowie eine Inaktivitat des IFNGR
Signalweges.

Unter hypoxischen Bedingungen wurde PD-L1 im Vergleich mit den Kontrollzellen
zusatzlich in den RT112 Zellen vermehrt exprimiert. Dies passte sich im Verlauf der
Reoxygenierung wieder an die Kontrollen an. Um zu erdrtern, ob diese Veranderung
auf die ERV zurtckzufuhren war, wurde jeweils der Spearman-Koeffizient berechnet.
Dieser zeigte nur eine signifikant positive Korrelation von ERV-Kpol und PD-L1 in
den RT112 Zellen. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen den anderen
untersuchten ERV und PD-L1 konnte nicht gezeigt werden. Interessanterweise
zeigten in UROtsa alle ERV eine signifikant positive Korrelation mit dem IFNGR. Dies
sollte nicht als Einfluss der ERV auf den IFNGR gewertet werden, sondern konnte
auf eine IFN-y abhangige Induktion der ERV hindeuten. Wie zuvor beschrieben
kénnen Uber die Interferon-y getriggerte JAK-STAT-Signalkaskade retrovirale LTRs

aktiviert werden.*®
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In der Vergangenheit zeigten Morozov et al. hingegen, dass HERV-K die Expression
von Interleukin-10 (IL-10) aktiviert.’® Das Zytokin wirkt antiinflammatorisch und wird
oft in Tumoren Uberexprimiert.’® Im Lungenkarzinom ist eine hohe Expression von
IL-10 mit einem schlechteren krankheitsspezifischen Uberleben assoziiert.’%® Auch
im Serum von Urothelkarzinomzellen konnte IL-10 nachgewiesen werden. Zusatzlich
zeigte die IL-10 Produktion eine Hemmung des Immunsystems. In Anwesenheit des
Zytokins zeigten Makrophagen eine verstarkte Expression von PD-L1.1% IL-10 kann
uber eine PD-L1 Produktion auf den Zellen des Immunsystems diese hemmen.
Zusatzlich hemmt das Zytokin die durch IFN-y gesteuerte Rekrutierung von T-
Zellen.'® Dies kann darauf hindeuten, dass ERV das Immunsystem nicht durch den
IFNGR und PD-L1 direkt beeinflussen, sondern sich eine IL-10 vermittelte
Immunsuppression zunutze machen.

T-Zellhemmung

T I -
T-Zelle ' PD-L1
IL-10 —_— ' o
® NG
Makrophage +— Hemmung
// N — Aktivierung

Antlgenprasentatmn

Abbildung 35: Der Einfluss von IL-10 auf PD-L1 und IFN-y

Die Bindung von PD-L1 an PD-1 fuhrt zur Hemmung der T-Zellen. Bindet Interferon-y
an den Rezeptor, werden die Makrophagen zur Antigenprasentation angeregt und
somit die T-Zellen aktiviert.

IL-10 fuhrt zu einer vermehrten PD-L1 Expression auf Makrophagen und hemmt die
IFN-G gesteuerte Rekrutierung der T-Zellen.

4.5 RIPK3 hemmte die Proliferation in SCaBER-Zellen

Die Analyse der Proliferationsassays zeigte keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Zelllinien. Auffallig war jedoch, dass RT112 und UROtsa unter
hypoxischen Bedingungen eine Verstarkung der Proliferation aufwiesen. Der niedrige
Sauerstoffgehalt im Tumor fordert dessen Wachstum.'% Wie zuvor erwahnt wird
durch die Hypoxie der Transkriptionsfaktor HIF1 aktiviert. Dadurch werden

Wachstumsfaktoren und andere Gene, wie z.B. GLUT1 aktiviert. Diese fordern
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wiederum das Uberleben der Tumorzellen, die Angiogenese, sowie den
Glukosemetabolismus der Zellen.>*

SCaBER hingegen wies als einzige Zelllinie eine Tendenz zu reduzierter Proliferation
unter Hypoxie auf. Gleichzeitig war es die Einzige unter den untersuchten Zelllinien,
die unter hypoxischen Bedingungen ein verstarktes Expressionsmuster des
Nekroptoseaktivators RIPK3 aufweist. Durch RIPK3 scheinen vermehrt Zellen in die
Nekroptose zu gehen und somit der Proliferation entgegenzusetzen. Ein
Zusammenhang zwischen RIPK3 und den ERV st jedoch fraglich, da eine
Korrelationsanalyse zwischen den ERV und RIPK3 in SCaBER nur bei ERV-3 ein
signifikant positives Ergebnis hervorgebracht hat. Interessanterweise waren in RT112
bei ERV-3, ERV-W und ERV-Kenv signifikant positive Korrelationen mit RIPK3 zu
sehen. In UROtsa zeigten alle ERV einen signifikant positiven Koeffizienten mit dem
Nekroptoseaktivator. In allen drei Zelllinien wies ERV-3 den grofBten
Korrelationskoeffizienten auf. Da die ERV das Tumorwachstum jedoch begtinstigen
ware eine retroviral gesteuerte Induktion der Nekroptose abwegig. Ein mdglicher
Zusammenhang zwischen RIPK3 und ERV-3 sollte aber weiter untersucht werden.
Hierfir waren andere Arten der Induktion der retroviralen Expression, z.B.
Demethylierung oder mittels Vektors, moglich. Auch ein Knock-down des ERV und

die Untersuchung der RIPK3 Expression in diesem Zusammenhang ware denkbar.

4.6 Ausblick: ERV im Kontext klinischer Anwendungen

Unter Betrachtung der Ergebnisse dieser Studie, kann man davon ausgehen, dass
HERV-K unter den ERV den gréfliten Einfluss auf das Tumorgeschehen hat. Dies
entspricht auch den Ergebnissen der Forschungsgruppe von Wang-Johanning et al.,
die HERV-K im Mammakarzinom untersucht hat. Studien der Gruppe zeigten, dass
HERV-K im Brustkrebs signifikant aktiver ist als im benignen Mammagewebe.”5 77- 106
Zusatzlich scheint das kodierte envelope Protein das Immunsystem zu triggern,
sodass neben einer verstarkten T-Zellantwort auch Antikdrper gegen das Protein
gebildet werden. Diese Antikdrper konnten als frGher Marker zum Screening des
Mammakarzinoms genutzt werden.”® AuBerdem zeigte die Forschungsgruppe in vitro
und an Mausen, dass eine Therapie mit HERV-K spezifischen Antikdrpern das
Tumorwachstum reduzieren und die Apoptose der Tumorzellen induzieren kann.1%6
Diese Ergebnisse kdonnten auch genutzt werden, um eine Impfung als Pravention

gegen das Mammakarzinom zu entwickeln.””
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In dieser Studie zeigten alle untersuchten ERV in der Dbasalen
Urothelkarzinomzelllinie ein signifikant starkeres Expressionsmuster als in der
luminalen Zelllinie und der benignen Kontrollzelllinie. Dass das basale BCa
aggressiver zu sein scheint, und oft hdheren TNM-Stadien vorzufinden ist, deutet
darauf hin, dass die Expression der ERV mit dem Progress des Tumors korreliert. Im
Einklang dazu deutete sich bei den luminalen RT112 Zellen mit einer verstarkten
Expression der ERV ein Wechsel zum basalen Subtyp an. Dies kénnte man sich zu
Nutze machen, und die Expressionsmuster der ERV als Verlaufsparameter
verwenden, und somit einen Progress des Karzinoms rechtzeitig zu identifizieren.
Auch eine Hemmung der ERV kdnnte eine erfolgsversprechende Therapieerganzung
darstellen. Insbesondere das von HERV-K codierte Np9 scheint einen Einfluss auf
das Tumorgeschehen zu nehmen. Bisherige Erkenntnisse zeigen, dass das Protein
onkogene Signalkaskaden aktiviert, und sogar die Chemosensitivitat gegenuber
Cisplatin reduziert.53 % % |n dieser Studie lasst sich eine positive Korrelation
zwischen ERV-Kpol als Referenz fir Np9 und PD-L1 erahnen. Gelingt es in der
Zukunft, das retrovirale Protein zu inhibieren, konnte die PD-L1 Synthese des
Karzinoms ebenfalls reduziert werden. Dies kdnnte die schon etablierte Therapie mit
PD-L1 bzw. PD-1-Inhibitoren zusatzlich unterstutzen.

Im praklinischen Zellkulturmodell dieser Studie wurde ein potenzieller Einfluss der
ERV auf das BCa aufgezeigt. Die ERV scheinen das Potential zu haben, die
Auspragung des molekularen Subtyps und damit auch die Progression der Tumoren
zu beeinflussen und zusatzlich die Immunantwort im Tumor insbesondere durch PD-
L1 zu modifizieren. Um den Einfluss zu verifizieren, sollte diese Thematik in Zukunft
weiterhin untersucht werden. Hierfur waren in silico Analysen, z.B. der Datensatze
der TCGA, hilfreich. Auch weitere Expressionsanalysen in Verbindung mit einem
Knockdown der retroviralen Elemente konnten neue Erkenntnisse aufdecken, die zu
einem besseren Verstandnis der Thematik beitragen und gegebenenfalls neue

Ansatzpunkte zur Therapieoptimierung des BCa liefern.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Urothelkarzinom der Harnblase gehort zu den flunf haufigsten malignen Tumoren
weltweit. Unterteilt wird es klinisch in nicht-muskelinvasive und muskelinvasive
Urothelkarzinome. Anhand der Einteilung unterscheidet sich auch die Therapie.
Wahrend bei nicht-muskelinvasiven Stadien eine lokale Therapie moglich ist, ist ab
einer Infiltration der Blasenmuskulatur eine radikale Zystektomie die Therapie der
Wahl. In  Abhangigkeit des  Tumorstadiums ist eine  systemische
chemotherapeutische und/oder immunmodulatorische Behandlung angezeigt. Bei
Patienten mit lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem BCa betragt die 5-Jahres-
Uberlebensrate trotz leitlinienkonformer Therapie je nach Risikoprofil 0 - 33 %.

Das Urothelkarzinom der Harnblase wird je nach Expressionsmuster
molekulargenetisch in verschiedene Subtypen unterteilt werden. Hierzu zahlen
insbesondere der basale und der luminale Subtyp. Der luminale Subtyp tritt haufiger
in niedrigen TNM-Stadien auf und weist seltener eine Progression auf. Der basale
Subtyp zeigt sich wiederum haufiger in héheren TNM-Stadien und hat eine
schlechtere Prognose.

Molekulargenetisch  weist das Urothelkarzinom einige Parallelen zum
Mammakarzinom auf, bei dem humane endogene Retroviren eine prognostische
Relevanz zu haben scheinen.

Humane endogene Retroviren sind Retroviren, die sich im Laufe der Evolution durch
Infektion von Keimzellen und darauffolgender Vererbung in das menschliche Genom
integriert haben. Bis dato sind ca. 8 % des menschlichen Genoms viralen Ursprungs.
Viele dieser viralen Genabschnitte sind mittlerweile nicht mehr funktional, jedoch
zeigen einige noch Aktivitat und codieren zum Teil noch Proteine. In den letzten
Jahren zeigten Studien, dass endogene Retroviren in malignen Zellen eine verstarkte
Aktivitat aufweisen. Die reaktivierten Genabschnitte kénnen  onkogene
Signalkaskaden aktivieren und Tumorsupressorgene inhibieren und somit unter
anderem die Proliferation und Migration des Tumors férdern.

Ziel dieser Studie war es, die Expressionsmuster verschiedener retroviraler
Elemente, sowie deren Assoziation mit dem Urothelkarzinom unter den im Tumor
bestehenden hypoxischen Bedingungen zu untersuchen. Hierfir wurden zwei
maligne (RT112, SCaBER) und eine benigne (UROtsa) Urothelzelllinie fir 48

Stunden einer Hypoxie (3 % Sauerstoff) ausgesetzt und anschlie®end die zellulare
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RNA nach 3, 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden Reoxygenierung mittels Real-Time PCR
untersucht. Als Kontrolle wurden die gleichen Zelllinien in Normoxie (21 %
Sauerstoff) kultiviert. Neben vier verschiedenen retroviralen Genabschnitten (ERV-3,
ERV-W, ERV-Kenv und ERV-Kpol) wurden Marker fur eine erfolgreiche Hypoxie
(HIF1a, GLUT1), Marker far den molekularen Subtyp (Keratin 5, Keratin 20, GATA3),
immunmodulatorische Gene (PD-L1, Interferon-y Rezeptor) und der Marker fur die
Nekroptose RIPKS3 analysiert.

Hierbei zeigte sich in allen Zelllinien ein schwaches Expressionsmuster der
endogenen Retroviren. Dabei wies ERV-Kpol die starkste Expression auf.

Bei den hypoxisch kultivierten Zellen war nur in RT112 bei ERV-W und ERV-Kenv
eine signifikanter Expressionssteigerung zu erkennen. HIF1A und GLUT1 bestatigten
durch ein verandertes Expressionsmuster jedoch eine gelungene hypoxische
Kultivierung.

Durch die Marker flir den molekularen Subtyp konnten die Zelllinien den in der
Literatur vorbeschriebenen Subtypen zugeordnet werden. Hierbei zeigte sich, dass
alle endogenen Retroviren eine signifikant starkere Expression im basalen als im
luminalen Subtyp aufwiesen. Zusatzlich wies die hypoxisch kultivierte, luminale
Zelllinie eine verstarkte Expression der basalen Marker auf. Hierbei zeigten sich
signifikant positive Korrelationen zwischen dem Marker fir den basalen Subtyp und
den endogenen Retroviren. Dies kdnnte auf einen retroviral getriggerten Progress
des Karzinoms hindeuten.

Die malignen Zelllinien zeigten im Vergleich zu den benignen Zellen eine verminderte
Expression des Immunantwort férdernden Interferon-y Rezeptors und eine verstarkte
Expression des T-Zell hemmenden PD-L1. In den RT112 Zellen wies PD-L1 unter
hypoxischen Bedingungen eine Steigerung des Expressionsmusters auf. In dieser
Zelllinie wies das Protein zusatzlich eine signifikant positive Korrelation mit ERV-Kpol
auf.

Die vorliegenden Daten sprechen flr eine mogliche Involvierung der endogenen
Retroviren in die urotheliale Tumorgenese. Sie scheinen in héheren Tumorstadien
verstarkt exprimiert zu werden. So konnten sie durch eine Induktion der PD-L1
Expression zur Immunevasion und Tumorprogression beitragen. Als Umkehrschluss
ist es mdglich, dass eine Hemmung der ERV die Expression von PD-L1 vermindert.
Antiretrovirale Medikamente kdonnten so im Rahmen eines multimodalen Ansatzes

aktuelle Therapiekonzepte moglicherweise sinnvoll erganzen.
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