Inhaltsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis ... Vil
TEINIGIUNG ...t e e e 1
1.1 Harnblasenkarzinom ..........cccceevimninsceiienncrin e 1
1.1.1  Neoplasien der Harnblase ............ccoovviiiiiivininniins 1

1.1.2 Epidemiologie des Harnblasenkarzinoms ............cccccvvnneee. 1

1.1.3 Atiologie des Harnblasenkarzinoms ............cocecveeinnineiiccrenns 2

1.1.4 Symptome des Harnblasenkarzinoms ..........ccccccocvivninnnn. 3

1.1.5 Klassifikation des Harnblasenkarzinoms .........cc.occcceeiiiiiis 3

1.1.6 Diagnostik des Harnblasenkarzinoms .........ccccccoeveieiiinnine 5

1.2 Histologische und molekulare Subtypen des Harnblasenkarzinoms . 6

1.3

1.4

1.2.1  Urothelkarzinom ..o 8

1.2.1.1 Mikroskopie und Diagnostik des Urothelkarzinoms 8

1.2.1.2 Prognose des Urothelkarzinoms ...........ccccovvniennee 9
1.2.1.3 Therapie des Urothelkarzinoms .............ccccevvvnneanen. 9
1.2.2 Plattenepithelkarzinom der Harnblase ..........ccccocovvinnninnnns 10
1.2.2.1 Plattenepithel-Metaplasie ..........cccocceivininiiniinne 10
1.2.2.2 Plattenepitheliales Carcinoma in situ ...................... 12
1.2.2.3 Pathogenese des Plattenepithelkarzinoms ............ 13

1.2.24 Mikroskopie und Diagnostik des Plattenepithel-

KarZinOmS .....cooecirrerririiesie e 14

1.2.2.5 Prognose des Plattenepithelkarzinoms .................. 15

1.2.2.6 Therapie des Plattenepithelkarzinoms ................... 15

1.2.3 Urothelkarzinom mit plattenepithelialer Differenzierung ........ 16
Molekulare Tumorgenese der Subtypen der Harnblase ................... 17
1.3.1  Allgemeine TUMOIGENESE .......covvveiiiiiiiicieieeinie e 17
1.3.2 Onkogene und TUMOrSUPPresSSOrgene .......cccvueriensenrsennnns 17
1.3.3  EPIgenetik ....coocereeiiiiiiiii i 18
Grainyhead Like Transcription Factor Familie (GRHL) ..................... 22
1.4.1 Der Transkriptionsfaktor GRHLT ........cccoviviiiiiniiniiienies 24
1.4.2 Der Transkriptionsfaktor GRHLZ ..........cccoovviieiiivicinnnennne 25

1.4.3 Der Transkriptionsfaktor GRHL3 ..........cccccovvvmimniniiinciinnen. 27



2ZielSetZUNG ..ot e 32
3 Material und Methoden .............coocoiiiioiiiiieeee e 34
3.1 Klinische Patientenproben ..., 34
3.1.1  Formalinfixiertes paraffineingebettetes Gewebe (FFPE) ...... 37
3.1.2 Kryokonserviertes GEwebe .........ccoccoviiiiniiiinnenevee e 38
B2 GEIALE ottt e e e et e e et a e e nnee 39
3.3 Materialien ..o 40
3.4 Chemikalien, Lésungsmittel und Enzyme ......ccccconmmiininnncinenccenneee. 41
3.5 KIS coriiier ettt s et e e e neeenren 43
3.6 Puffer Und LOSUNGEN ...ccocoiiiieiriieeir et reit e seeean s 44
BO T A 4111 (o 1 1= O TP RO PPP PRI 45
3.8 OligonUKIEOLAE .....c..eeeiieiiireriiee et 45
3.9 Zellkuturmedien ...t e 46
3.10 Humane Zelllinien ........c.ccocieriiieicce e 46
BT B IO V1 o] =T o OO R OO 46
3.12 Medien fir die Anzucht von E. COli .ooviniiiniiiiiicici s 47
3.13 Software und Datenbanken ............ccccoiiiiiicinnic e 48
3.14 Molekularbiologische Methoden ..........cooccoiiiiiiiinieceeas 49
3.14.1 RNA-Isolation aus FFPE-Material ........cccc.ccoviiiiiiinnniinninnns 49
3.14.2 RNA-isolation aus Kryo-Gewebe .........cocovevriieiiciiiccnniinnne 49
3.14.3 RNA-Isolation aus humanen Zelllinien .........cccccccoiveninianne 50
3.14.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nuklein-
SAUMEN ..eeetieriieireres et ee e e s st s esr s b e ns e sret e s ane s sane e sbassiensanns 50
3.14.5 Reverse Transkription der RNAINcDNA ... 51
3.14.6 Reverse Transkription semiquantitative Echtzeit-Polymerase

3.14.7

Kettenreaktion (RT-qPCR)

3.14.6.1 Schmelzkurven-AnalytiK .......cccovcevviiiiiiicrecieenes 53
3.14.6.2 Berechnung der relativen Genexpression .............. 53
3.14.6.3 Spezifisches Vorgehen ..........cccccoveiiivvviveerreeccnnnn. 54
3.14.6.4 Agarose-Gelelektrophorese ........cccocecivievnccrnnneen. 54
Vektor-Transformation .......ccoecovveeecnniceniinnceecccee e 55
3.14.7.1 Transformation von E. cofi ......cccoevnrnrnincvininrenne. 55
3.14.7.2 Vorkultur der transformierten E. coli ...........ccu..c..... 55



3.15

3.16

3.17

3.14.7.3 Plasmid-Maxi-Praparation zur Plasmid-Isolation .... 56

3.14.7.4 Plasmid-Sequenzierung ...........cccccevnccicnninennnens
Proteinchemische und immunologische Methoden
3.15.1 Herstellung von Gewebeschnitten aus FFPE-Material .......... 57
3.15.2 Herstellung von Gewebeschnitten aus Kryo-Material ........... 57
3.15.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung von Gewebeschnitten .............. 57

3.15.4 Entparaffinierung und Methylenblau-Farbung der Gewebe-

SCHNIE .. 58
3.15.5 Methylenblau-Farbung von FFPE-Gewebeschnitten ............ 58
3.15.6 Kresylviolett-Farbung von Kryo-Gewebeschnitten ................ 59
3.15.7 Tissue microarray (TMA)-Konstruktion...........cccocvvvveenncnnenn. 59
3.15.8 Immunhistochemie ...........ccccoiieeiiieccn e 60
3.15.9 IMMUNZYOIOGIE ....oereriiiiiee e e 63
3.15.10 Herstellung von Protein-Lysaten aus humanen Zelllinien ..... 63

3.15.11 Lithiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

(LDS-PAGE) ..ottt ettt e 64
3.15.12Western Blot und Immundetektion ..........c.cccocoiviiiininnnens 64
3.15.13 Zytoplasma-Kern-Fraktionierung von Proteinen in vitro

kultivierter Zelllinien .........ccccovovinncniinninncieesee 65
Zellbiologische Methoden ..........cccvvveiivcieeiiir e 66
3.16.1 Kultivierung humaner Zelllinien .......coocccvereireviiinnenincn e 66
3.16.2 Passagieren humaner Zelllinien ................. e 67
3.16.3 Kryokonservierung humaner Zelllinien .... 67
3.16.4 Ernte humaner Zelllinien ............. ... 68
3.16.5 Transfektion humaner Zelllinien 68

3.16.5.1 Transiente Uberexpression von GRHL3 ...... ... 68

3.16.5.2 G418-Konzentrationsbestimmung ........c..cccoceeeiene 69

3.16.5.3 Stabile Uberexpression von GRHL3 .........c.ccceeemnn. 70

3.16.5.4 Stabile, genetisch-verdnderte Einzelzellklone mit

stabiler GRHL3-Uberexpression .......c.ccevveeevenns 71
Funktionelle in vitro ANalySen ..........ccovceciieiieenies e 72
3.17.1 ZellZahl-ASSAY ....cocvviveeiieeie sttt 72
3.17.2 XTT-ASSAY wrreceeeeeiiririiirresir st et srse s s s s seas s serae s 72



3.18 Next Generation Sequencing (NGS)
3.19 Statistische Methoden

4 Ergebnisse

4.1

4.2

4.3
4.4
45

4.6
47

3.17.3 ApPODIOSE-ASSAY ...vereermiiiienrirernireeseieresesenieneseresaseeseseersaneean
3.17.4 Colony Formation Assay
3.17.5 Scratch-ASSay .......ccccoiiiiiiiiir e
3.17.6 Boyden Chamber Assay

3.17.7 Adhésions-Assay

3.17.8 Invasions-Assay

Charakterisierung der GRHL3 mRNA-Expression in humanem
Gewebe der Hamblase ...
411 GRHL3 zeigt kontrare Expressionslevel in Plattenepithel-

und UrothelkarzinOmen .........cccccoooivnnincniiie e
41.2 GRHL1 mit erhohter Expression in plattenepithelialer

Metaplasie .......cocoveriirreiir e e
Bestatigung von  Subgruppen-spezifischen  Expressionsunter-
schieden mithilfe eines unabhangigen TCGA-Datensatzes ................
Charakterisierung der GRHL3 Protein-Expression in der Harnblase ..
Vergleich von GRHL3 Protein- und mRNA-Expression ...
GRHL3-Expression beeinflusst klinisch-pathologische Parameter im
PatientenkolleKtiv ..o
Prognostischer Einfluss von GRHL3 im TCGA-Datensatz ................
Charakterisierung der funktionellen Bedeutung von GRHL3 im
transienten Modell sowie im stabilen Pool mit GRHL3-
Uberexpression in den Zelllinien EJ28, J82 und HCV29 ...
4.7.1 Transientes GRHL3-Uberexpressions-Modell in  den

Zelllinien EJ28, J82 und HCV29
4.7.2 Stabiler Pool mit GRHL3-Uberexpression in den Zelllinien

EJ28, J82UNd HCV2D ...t

4.7.3 Funktionelle Analysen im transienten Modell sowie im

stabilen Pool mit GRHL3-Uberexpression in den Zelllinien
EJ28, J82Und HCV29 ..ottt
4.7.3.1 Proliferative Eigenschaften von Harnblasen-

karzinomzelllinien .....ccooceeeeicccnet e eee e

78

79

80

83

84

88

89

95

96

97



4.7.3.2 Koloniebildungsverhalten von Harnblasen-

Karzinomzellen .........cccovveereiiees s, 104
4.7.3.3 Migrationsverhalten von Harnblasenkarzinom-
b4 1= o PSR PTPOUS 106
4.8 Charakterisierung der funktionellen Bedeutung von GRHL3 in
stabilen Einzelzelikionen mit GRHL3-Uberexpression in den
Zelllinien EJ28 und SCaBER ... 108
4.8.1 Stabile Einzelzellkione mit GRHL3-Uberexpression in den
Zelllinien EJ28 und SCaBER ........cccoovvevenicerecee e 108
4.8.2 Funktionelle Analysen im GRHL3-Uberexpression-Modell
anhand von stabilen Einzelzellklonen .........ccccovmmnrcnienenne 109
4.8.2.1 Proliferative Eigenschaften von stabilen Einzelzell-
klonen mit GRHL3-Uberexpression ............ceeev... 109
4.8.2.2 Koloniebildungsverhalten von stabilen Einzelzell-
klonen mit GRHL3-Uberexpression ........oecvveeenens 114
4.8.2.3 Migrationsverhaiten von stabilen Einzelzellklonen
mit GRHL3-Uberexpression ..........c.coveeecseuenns 115
4824 Zel-Matrix-Adhasion von stabilen Einzelzellklonen
mit GRHL3-Uberexpression ..........c...cccoveveevecunnecens 119
4825 Zellinvasion von stabilen Einzelzellklonen mit
GRHL3-UDEreXpression .........ceeeveveereecoeranesons 120
49 Next Generation Sequencing der GRHL3-Uberexpressions-
Einzelzellklone von EJ28 und SCaBER ... 121
5 DESKUSSION ..ot e e ee s ebs et s et et ans stnssan s e e e srenanes 125
5.1 Charakterisierung der Subtyp-spezifischen Expression des Subtypen
Transkriptionsfaktors GRHL3 in histologischen und molekularen der
HAMMBIBSE .ot 125
5.2 Prognostische und klinische Relevanz von GRHL3 in Abhéngigkeit
vom histologischen Subtypen des Harnblasenkarzinoms ................... 130
5.3 Subtyp-spezifische funktionelle Bedeutung von GRHL3 in

histologischen Subtypen des Harnblasenkarzinoms ...........cocccccceunn. 132



5.4 GRHL3-spezifische Genmuster in Next Generation Sequencing und

AUSDIICK L.ttt ees s et s e 137

6 ZuSAMMENTASSUNG ....oooiiiiieiiiaririiitereecrereersee s ereeaeee e seeesenreesimersssreesennne 141
7 Literaturverzeichnis ... 142
B ANNANG ... e e e 172
8.1 Tabellenverzeichnis ...........cccoov et 172
8.2  AbbildungSVerzeiChnis .........cccieeviniririiniinitii s 174
8.3 COPYNGE e e s 176
8.4 Publikationsliste ........cccooiiiiiiiiee e 178
8.5 DANKSAGUNG . ..oeiriiiriceicrree e siee e ceee st s e s sas e s sa e aa e 183
8.6 Erklarung zur Datenaufbewahrung .......cccecceveeiinininininncne 185
8.7 Eidesstattliche ErkIArung .........cccovieeeviineie e 186
8.8 CUrCUIUM VItAE ..ot et 187

Vi



