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Abkirzungsverzeichnis

A. Arteria

Aqua bidest.  Aqua bidestillata

bp Basenpaar(e)

°C Grad Celsius

cDNA complementary Desoxyribonukleinsédure
CHO Chinesische Hamsterovarialzellen

CK Cytokeratin

cm Centimeter

dest. destilliert

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

EDTA Ethylendiamintetraacetat

g Gramm

G Erdschwerebeschleunigung: G = 9,81ms
G1-G3 Grading; histopathologischer Dysplasiegrad
h Stunde(n)

HRA Humanes Beta-Actin

Histo Histopathologie

kb Kilobase

kDa Kilo-Dalton

I Liter

LEA Lymphadenektomiestudie Eingeschrankt vs. Ausgedehnt
LK Lymphknoten

mA Milli-Ampere

mg Milligramm

Mg?* Magnesium

min Minute(n)

ml Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar

M-MLV Moloney Murine Leukemia Virus

MRNA Messenger Ribonukleinsaure
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MUC Muzin

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

UM Mikromolar

NEA Nicht-essenzielle Aminosédure

ng Nanogramm

nm Nanometer

Nr. Nummer

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung

PCR Polymerase-Kettenreaktion

RNA Ribonukleinsaure

rpm Drehzahleinheit fur Umdrehungen pro Minute: 1rpm = 1/60sek
RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Reverse Transkriptase

sek Sekunde(n)

Taq (Bakterium) Thermus aquaticus

TBE Tris-Borat-Ethylendiamintetraacetat
TU Technische Universitéat

U Unit; Einheit fur die Aktivitat von Enzymen
uUiCC Union Internationale Contre le Cancer
UP Uroplakin

USA United States of America

uv Ultraviolett

Vv Volt

z.B. zum Beispiel
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1 Einleitung

1.1 Das Harnblasenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Ungefahr 3% aller bdsartigen Tumore des Menschen entfallen auf das
Harnblasenkarzinom. Im Jahr 2008 lag die weltweite Inzidenz bei ca. 380000
Neuerkrankungen (Globocan, 2010). Bei Frauen ist es der haufigste maligne Tumor
des Urogenitalsystems, bei Mannern nach dem Prostatakarzinom der
zweithaufigste. In Deutschland steht diese Tumorerkrankung an vierter Stelle aller
malignen Tumorerkrankungen der mannlichen Bevolkerung und an siebter Stelle
aller malignen Tumorerkrankungen der weiblichen Bevolkerung (Husmann, 2010).
Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 72 Jahren fir Manner und bei 74 Jahren fur
Frauen. Insgesamt erkrankten im Jahr 2006 deutschlandweit 27453 Menschen an
einem Harnblasentumor, wobei Manner mit einer Fallzahl von 19360 mehr als
doppelt so haufig betroffen waren wie Frauen. Die Erkrankungsrate bei Mannern ist
seit Mitte der 1990er Jahre ricklaufig, wahrend die Erkrankungsrate bei Frauen
eher stagniert. Im Jahr 2006 verstarben in Deutschland 3549 Manner und 1893
Frauen an einem Harnblasenkarzinom. Bei einer Pravalenz von 105000
Harnblasenkarzinompatienten im Jahr 2006 war dies ein Anteil von ca. 5% aller
Erkrankten. Die Mortalitdt lag bei ca. 7 Todesféllen je 100000 Einwohner
deutschlandweit, der weltweite Durchschnitt liegt bei ca. 4 Todesfallen je 100000
Einwohner (Husmann, 2010). Es gibt sowohl in Deutschland als auch weltweit
deutliche regionale Unterschiede bezogen auf Mortalitat und Inzidenz. Auch die
Ethnienzugehdrigkeit scheint ein wichtiger Faktor zu sein. Menschen mit
europaischer Abstammung erkranken beispielsweise mit einer Inzidenz von 21 pro
100000 Einwohnern doppelt so haufig an einem Harnblasenkarzinom wie
Menschen mit schwarzer Hautfarbe (Morrison et al., 1976). Letztendlich sind auch
die gesundheitsdkonomischen Faktoren dieser Erkrankung von grof3er Bedeutung.
Die Behandlungskosten fur das Harnblasenkarzinom sind héher als flir jede andere
Krebserkrankung, da sowohl die Diagnostik als auch die Nachsorge aufwandig und
teuer sind (Botteman et al., 2003, Sievert et al., 2009).
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1.1.2 Atiologie

Atiologische Bedeutsamkeit beim Harnblasenkarzinom hat besonders die
Exposition gegenuber verschiedenen chemischen Substanzen. Hauptrisikofaktor ist
dabei der Nikotinabusus (Golka et al., 2006). Etwa die Halfte der heutigen
Blasenkarzinome wird durch das Rauchen verursacht (Harris et al., 1990, Nieder et
al., 2008). Eine wichtige Rolle spielen dabei Substanzen wie die aromatischen
Amine, beispielsweise das beim Rauchen inhalierte 2-Naphtylamin. Die Exposition
gegenuber industriell genutzten biogenen Aminen (wie R-Naphtylamin oder
Benzidin), wie sie bei Berufsgruppen vorkommt, die mit der Herstellung von Farben,
Gummi und Textilien beschaftigt sind, ist ebenfalls ein bestatigter Risikofaktor
(Case et al., 1954, Claude et al., 1988, Yamaguchi et al., 1991). Ein mdglicher
Zusammenhang zwischen der Exposition mit Anilin und der Entstehung von
Harnblasenkarzinomen wurde erstmals 1895 beschrieben (Rehn, 1895). Auch
wenn viele der genannten Chemikalien in den Industrienationen mittlerweile
verboten wurden oder nur noch unter Einhaltung geeigneter SchutzmalRnahmen
verwendet werden durfen, treten bedingt durch die lange Latenzzeit zwischen
Exposition mit der Chemikalie und der Tumorentstehung (bis zu 40 Jahre) auch
heute noch Harnblasenkarzinome auf, welche die genannten berufsbedingten
Ursachen haben. Auch Nitrosamine sind bei der Entstehung von
Harnblasenkarzinomen von Bedeutung. Sie stehen im Zusammenhang mit
chronischen Harnwegsinfektionen (z.B. Dimethylnitrosamin) (Calmels et al., 1985).
Chronische Infektionen mit Schistosoma haematobium mit dem Krankheitsbild der
Bilharziose konnen zu Plattenepithelkarzinomen fiuihren (Mustacchi et al., 1958,
Schwartz, 1981, Mostafa et al., 1994). Auch Patienten mit einer sogenannten
'‘Balkannephropathie’ (ausgelost durch einen saprophytisch wachsenden Pilz auf
Lagergetreide, welcher karzinogene Mykotoxine und Nephrotoxine bildet)
erkranken im Vergleich mit der Normalbevélkerung haufiger an einem
Harnblasenkarzinom (Rubben, 2009). Die Einnahme bestimmter Medikamente
steht ebenfalls im Zusammenhang mit der Entstehung von Harnblasenkarzinomen.
Nachgewiesen wurde dies sowohl fur das Zytostatikum Cyclophosphamid als auch
fur das Polyzythamie-Therapeutikum Chlornaphazin (Schmahl et al., 1982, Baker et
al., 1987). Das Analgetikum Phenacetin wurde ebenfalls als Ausléser fir

Urothelkarzinome identifiziert und deshalb vom deutschen Markt genommen
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(Mccredie et al., 1983). Auch eine Strahlentherapie, beispielsweise zur Behandlung
eines Zervixkarzinoms bei Frauen, ist mit einem erhdhten Risiko fir ein

Harnblasenkarzinom verbunden (Arai et al., 1991).
1.1.3 Pathogenese

Bei 95% aller Harnblasenkarzinome handelt es sich histopathologisch um ein
Urothelkarzinom. Diese werden in der Literatur auch als Transitionalzellkarzinome
bezeichnet. Die maligne Transformation geht hierbei vom Ubergangsepithel
(=Transitionalzone) aus. 3-6% der Blasenkarzinome entfallen  auf
Plattenepithelkarzinome, 0,2-2% auf Adenokarzinome. Sehr selten sind kleinzellige
Karzinome oder sarkomatoide Karzinome (Rubben, 2009). Der Uberwiegende Tell
der Blasentumore (70-80%) wachst oberflachlich und ist auf die Mukosa oder die
Lamina propria beschrankt (Ta, Tis, T1). Bei 20-30% aller Patienten liegt bei
Erstdiagnose bereits ein muskelinvasives Stadium vor (T2-T4). Ein papillares
Wachstumsmuster  zeigen hauptsachlich die  oberflachlich  wachsenden
Blasentumore. Die muskelinvasiven Tumore weisen dagegen eher ein solitares
Wachstumsmuster auf. Eine Besonderheit ist das Carcinoma in situ (Cis/Tis),
welches zwar oberflachlich, aber dafiir meist multifokal wéachst und zusatzlich einen
geringen Differenzierungsgrad aufweist. Generell ist die Rezidivrate bei
oberflachlich wachsenden Blasentumoren nach transurethraler
Blasentumorresektion (TUR-B) mit 50% als hoch einzustufen (Cookson et al.,
1997). Eine weitere Besonderheit sind Tumore mit dem Stadium pT1G3, mit
ebenfalls geringem Differenzierungsgrad bei oberflachlichem Wachstum. Hier sind
die Progressionsrate und die Tendenz zur Metastasierung hoch (Jocham et al.,
2001).



1.1.4 Klinik

Leitsymptom des Harnblasenkarzinoms ist die schmerzlose Makrohdmaturie. Auch
eine im Rahmen einer medizinischen Untersuchung festgestellte schmerzlose
Mikrohédmaturie oder eine Leukozyturie kbnnen Hinweise auf einen Blasentumor
sein, ebenso wie das Auftreten rezidivierender Harnwegsinfekte oder anhaltende
Miktionsbeschwerden wie Dysurie, Pollakisurie oder eine Urge-Symptomatik. Im
fortgeschrittenen  Krankheitsstadium  kénnen neben der fir maligne
Tumorgeschehen typischen B-Symptomatik weitere  Spatsymptome  wie
Blasenschmerzen, Beinschwellungen  durch  Lymphddeme  oder eine
Harnstauungsniere (bedingt durch Tumorinfiltration der Ureterostien) mit
Flankenschmerzen und postrenalem Nierenversagen auftreten (Hautmann, 2010).
Zum Ausschluss eines Harnblasenkarzinoms sollte grundsétzlich bei jeder
schmerzlosen Hamaturie sowie bei anhaltenden Miktionsbeschwerden eine

eingehende Diagnostik erfolgen.
1.1.5 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung (Staging) des Harnblasenkarzinoms in dieser Arbeit erfolgte
nach der Nomenklatur der 'Union International Contre le Cancer' (UICC) von 2002
(Sobin et al., 2002). Dabei ist zu beachten, dass die Stadieneinteilung durch die
kontinuierliche Erweiterung und den standigen Fortschritt von Wissen und
Forschung einem permanenten Wandel unterliegt und, wie schon in der
Vergangenheit, auch in Zukunft Anderungen unterliegen kann. Der Malignitatsgrad
(Grading) wurde anhand der histologischen und zytologischen Differenzierung
bestimmt und erfolgte nach der Einteilung der WHO von 2004. Die vorherige
Einteilung in die Grade G1-G3 von 1997 wurde durch die Unterscheidung zwischen
hochdifferenziertem (Low Grade) und niedrigdifferenziertem (High Grade)
Tumorgewebe ersetzt (Eble et al., 2004). Dabei ist zu beachten, dass die neue
Definition alle Blasentumore im Stadium ‘Carcinoma in situ' (Cis) grundséatzlich als
'High Grade' klassifiziert. Fur eine Klassifizierung als 'High Grade'-Tumor ist ein
kleines Areal mit hochgradig atypischen Zellen innerhalb des insgesamt
entnommenen Gewebes ausreichend. Die einzelnen Tumorstadien sind in Tabelle
1 und Abbildung 1 dargestelit.



T-Klassifikation

Lokalisation

TX Primartumor nicht beurteilbar

TO kein Anhalt fir Priméartumor

Ta oberflachlich im Urothel, nicht invasiv, papillar
Tis Carcinoma in situ (,flat tumor”)

T1 erreicht das subepitheliale Bindegewebe
T2a erreicht die innere Muskulatur

T2b erreicht die &ulRere Muskulatur

T3a reicht mikroskopisch bis ins Fettgewebe
T3b reicht makroskopisch bis ins Fettgewebe
T4a infiltriert Prostata, Uterus, Vagina

T4b infiltriert andere Nachbarorgane (Beckenwand)

N-Klassifikation

NXx Lymphknotenbefall nicht beurteilbar

NO keine Lymphknotenmetastasen

N1 solitare Lymphknoten-Metastasen bis 2cm

N2 solitare Lymphknoten-Metastasen von 2-5¢cm,
multiple Lymphknoten-Metastasen bis 5cm

N3 Lymphknoten-Metastasen gré3er als 5cm

M-Klassifikation

Mx Einschatzung von Fernmetastasen nicht moglich
MO keine Fernmetastasen
M1 mit Fernmetastasen
Grading
Low Grade Hochdifferenziert
High Grade Niedrigdifferenziert

Tabelle 1: UICC-Klassifikation des Harnblasenkarzinoms mit
Staging (UICC von 2002) und Grading (WHO von 2004)




Perivesikales
Fettgewebe

Muskulatur

subepitheliales
Bindegewebe

Urothel

Abbildung 1: Darstellung der Tumorlokalisation gemaf UICC 2002

1.1.6 Diagnostik und Therapie

Die Diagnostik des Harnblasenkarzinoms stitzt sich im Besonderen auf die
Urethrozystokopie (Retz et al., 2001). Dabei werden exophytisch wachsende
Tumore leichter diagnostiziert als Tumore im Schleimhautniveau, wie
beispielsweise ein Carcinoma in situ. Seit einigen Jahren kommt deshalb eine
Methode zum Einsatz, welche ein Fluoreszenzverfahren nutzt, um die Tumore im
Schleimhautniveau signifikant besser erkennbar zu machen (Geavlete et al., 2008,
Jocham et al., 2008, Ray et al., 2009). Eine nichtinvasive Methode zur Diagnostik
ist die Urinzytologie, welche aber hinsichtlich der Zystoskopie sowohl von der
spezifischen als auch der sensitiven Aussagekraft unterlegen ist. Ebenso besteht
ein deutlicher Unterschied in Bezug auf die Nachweisquote, je nachdem welche Art
von Blasentumor vorliegt (Konety et al., 2001, Feil et al., 2003). Eine
Vorsorgeuntersuchung wird gegenwartig nicht empfohlen. Mit der Diagnostik zum
Ausschluss eines Harnblasenkarzinoms wird in den meisten Fallen dann begonnen,

wenn die unter Punkt 1.1.4 beschriebenen Symptome auftreten.
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Die Standardtherapie bei oberflachlich wachsenden Harnblasentumoren (pTa, pTis,
pT1l) besteht in der transurethralen Blasentumorresektion (TUR-B). Trotz
kompletter Resektion entwickelt der Grof3teil der Patienten (bis zu 70%) nach
wenigen Jahren ein Rezidiv, welches dann durch eine erneute Resektion behandelt
werden muss (Herr, 1999). Die Therapie der Wahl bei den lokal fortgeschrittenen
und muskelinvasiven Harnblasentumoren ist die radikale Zystektomie zusammen
mit einer regionalen Lymphadenektomie. Mehrere Studien konnten den Vorteil
einer adjuvanten Polychemotherapie nach radikaler Zystektomie beziglich der
Tumorprogression und des Langzeitiberlebens belegen (Skinner et al., 1991,
Stockle et al,, 1995, Freiha et al., 1996), allerdings gibt es noch kein
standardisiertes  Verfahren beziglich der Patientenauswahl oder der
einzusetzenden Chemotherapeutika (Lehmann et al., 2003). Eine neoadjuvante
Therapie vor dem operativen Eingriff der radikalen Zystektomie verbessert laut
einer Studie von 2003 die postoperative Prognose (Grossman et al., 2003) und wird
mittlerweile fir die Behandlung von muskelinvasiven Blasentumoren empfohlen
(Herr et al., 2007, De Vere White, 2008).

1.1.7 Prognose

Die wichtigsten Prognosefaktoren fiir das Uberleben von Patienten mit einem
Harnblasentumor sind zum einen die Infiltrationstiefe des Tumors (pT-Stadium) und
zum anderen das Vorliegen von Metastasen (Cookson et al., 1997, Leissner et al.,
2002). Bei muskelinvasiven Harnblasentumoren ohne regionale
Lymphknotenmetastasen und ohne Fernmetastasen, welche durch eine radikale
Zystektomie behandelt wurden, konnte durch mehrere Studien der Zusammenhang
zwischen pT-Stadium und 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit belegt werden.
Eine Studie aus dem Jahr 2005 zeigte eine Uberlebensrate von 67% bei radikaler
Zystektomie nach 5 Jahren bei Patienten mit lokal begrenzten Harnblasentumoren
in den Stadien pT1 und pT2 (Nieuwenhuijzen et al., 2005). Eine deutsche
Arbeitsgruppe zeigte, dass das progressionsfreie Uberleben nach radikaler
Zystektomie im Stadium pT2a noch 82,5% betrug. Im Stadium pT2b/pT3a fiel
dieser Wert schon auf 61,9%. Im Stadium pT3b waren nur noch 53,1% der
Patienten nach 5 Jahren progressionsfrei (Hautmann et al., 2006). Auch frihere

Studien bei Harnblasentumorpatienten mit muskelinvasiven Tumoren ohne



Lymphknotenmetastasen zeigten, dass die 5-Jahresiuberlebensrate nach radikaler
Zystektomie lediglich 30 bis 55 Prozent betrug (Stockle et al., 1996, Bassi et al.,
1999, Stein et al, 2001). Eine japanische Arbeitsgruppe zeigte, wie die
progressionsfreie 5-Jahres-Uberlebensrate von 67% (Stadium pT2) auf bis zu 38%
sank (Stadium pT4) (Takahashi et al., 2004). Wurde ein Patient histopathologisch
als pN1 klassifiziert, sank unabhangig vom T-Stadium des Tumors die 5-Jahres-
Uberlebensrate auf 20-30% (Stein et al., 2001, Lehmann et al., 2002, Takahashi et
al., 2004, Hautmann et al., 2006).

Das Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen zum Operationszeitpunkt
bedeutet fur alle Tumorstadien eine erhebliche Prognoseverschlechterung. Trotz
radikaler Zystektomie mit begleitender Lymphadenektomie betrug die
progressionsfreie 5-Jahres-Uberlebensrate in mehreren Untersuchungen nur noch
20% bis 35% (Stein et al., 2001, Madersbacher et al., 2003, Hautmann et al.,
2006). Auch fur andere Tumorentitaten wie das kolorektale Karzinom konnte ein

entsprechender Zusammenhang aufgezeigt werden (Liefers et al., 1998).

Auch die Anzahl der Lymphknotenmetastasen scheint einen entscheidenden
Einfluss auf die Prognose zu haben. Liegt die rezidivfreie Uberlebensrate nach 10
Jahren bei Patienten mit maximal 4 Lymphknotenmetastasen nach den
Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Stein noch bei 41%, sinkt sie bei finf oder mehr
Lymphknotenmetastasen im gleichen Zeitraum auf 24% ab (Stein et al., 2001). Es
konnte gezeigt werden, dass die Lymphadenektomie einen entscheidenden
Einfluss auf die Prognose der Erkrankung hat. Eine Untersuchung aus dem Jahr
2002 zeigte, dass eine Entnahme von mindesten 16 Lymphknoten wahrend der
Zystektomieoperation die 5-Jahres-Uberlebensrate entscheidend verbessern
konnte, sowohl bei Patienten mit tumorfreien Lymphknoten als auch bei Patienten
mit Lymphknotenmetastasen (Leissner et al., 2000, Leissner et al., 2002). Auch
andere Studien konnten einen Zusammenhang zwischen steigender Anzahl der
entfernten Lymphknoten und einer Prognoseverbesserung aufzeigen (Stein et al.,
2001, Herr et al., 2002, Herr, 2003). An dieser Stelle ist allerdings zu erwédhnen,
dass noch nicht abschlieBend gekléart ist, ob die Lymphadenektomie zu einer
Prognoseverbesserung fuhrt, weil auch mehr okkulte Tumorzellen entfernt wurden,

oder ob die Ursache in der damit verbundenen haufigeren histopathologischen



Detektion von Mikrometastasen zu suchen ist, wodurch die Patienten vom
Tumorstadium her anders klassifiziert und somit einer anderen Therapie zugefuhrt
werden (Suttmann et al., 2007). Weiterhin konnte in verschiedenen Studien gezeigt
werden, dass sowohl die adjuvante (Skinner et al., 1991, Sttckle et al., 1995,
Freiha et al., 1996, Takahashi et al., 2004), als auch die neoadjuvante
Chemotherapie (Grossman et al., 2003, Herr et al., 2007, De Vere White, 2008) die
Prognose fur Patienten mit muskelinvasivem Harnblasenkarzinom verbessern

kann.

Bis zu 50% der Patienten mit lokal begrenzter Tumorausbreitung sowie
histopathologisch tumorfreien Lymphknoten nach radikaler Zystektomie entwickeln
eine systemische Tumorprogression. Ursache hierfur konnten disseminierte
Tumorzellen sein, welche zum Operationszeitpunkt bereits zu einer hAmatogenen
oder lymphogenen Metastasierung gefuhrt haben, aber weder klinisch noch
histopathologisch nachweisbar sind (Gusterson, 1992, Pantel et al., 1997, Liefers et
al., 1998, Stein et al., 1998, Weitz et al., 1999, Retz et al., 2004). Diese Vermutung
sowie der bewiesene Zusammenhang zwischen dem Vorliegen von
histopathologisch nachgewiesenen Lymphknotenmetastasen und einer deutlichen
Prognoseverschlechterung zeigen, dass eine friihzeitige, erfolgreiche Detektion von
(Mikro-)Metastasen in Lymphknoten auf die individuelle Behandlung des Patienten
groBen Einfluss haben kann. Durch die Entwicklung molekularbiologischer
Techniken zur erfolgreichen ldentifizierung von Hochrisikopatienten kdnnte diese
Patientengruppe von einer frilhzeitigen adjuvanten Polychemotherapie profitieren
(Lehmann et al., 2002). In einer Untersuchung von 2003 konnte gezeigt werden,
dass bei Patienten mit histopathologisch nachgewiesenen Lymphknotenmetastasen
durch den Einsatz einer Polychemotherapie das Risiko, tumorbedingt zu

versterben, halbiert werden konnte (Frank et al., 2003).

Zusammengefasst  ist  festzustellen, dass der  Therapieerfolg des
Harnblasenkarzinoms in besonderem MalRe von der erfolgreichen Detektion von
Mikrometastasen beziehungsweise okkulten Tumorzellen in Lymphknoten abhéngig
zu sein scheint, da ein korrektes Tumorstaging eine Grundvoraussetzung fir eine
adaquate Therapie darstellt (Dhar et al., 2006). Der heutige diagnostische Standard
bezlglich der Detektion von Mikrometastasen in Lymphknoten ist in dieser Hinsicht



noch unzureichend. Préaoperativ konnen bildgebende Verfahren wie die
Computertomographie, die Magnetresonanztomographie oder die Positronen-
Emissions-Tomographie eingesetzt werden. Trotz modernster Bildgebungstechnik
gelingt der Nachweis von Lymphknotenmetastasen dabei nur in sehr begrenztem
Umfang (Voges et al., 1989, Paik et al., 2000, Schoder et al., 2004). Postoperativ
werden entnommene Lymphknoten der histopathologischen Schnittuntersuchung
zugefuhrt. RoutinemaRig werden hierbei aber nur einzelne histologische Schnitte
untersucht, wodurch einzelne Tumorzellen oder Mikrometastasen haufig
unentdeckt bleiben (Weitz et al., 1999).

Die Untersuchung verschiedener epithelialer Marker hinsichtlich ihrer Eignung fur
den molekularbiologischen Nachweis okkulter Tumorzellen in pelvinen
Lymphknoten von Blasenkarzinompatienten sowie die Etablierung einer geeigneten
Nachweismethodik waren die Aufgaben unserer Arbeitsgruppe. In der vorliegenden
Arbeit wurde als potentieller epithelialer Marker das humane Muzin 7 (MUCY7)

untersucht.

1.2 Metastasierung des Harnblasenkarzinoms

Unter dem Begriff Metastasierung versteht man eine hypothetische Absiedlung
eines Tumors in entferntem Gewebe. Der Begriff wird daneben auch fur die
Streuung eines Infektionsherdes verwendet. Tumorzellen, welche sich vom
Primartumor l6sen, kdnnen sich Uber den hamatogenen oder den lymphogenen
Weg im Korper ausbreiten. Einen ersten Erklarungsansatz fir die Metastasierung
findet man bereits in einer Verdffentlichung aus dem Jahre 1889, welche eine
Interaktion zwischen einzelnen, freien Tumorzellen und dem Mikrozellmilieu des
Sekundarorgans annimmt (Paget, 1889). Spater wurden dann physikalische
Eigenschaften, wie die Mechanik der anatomischen Gegebenheiten des
Gefal3systems als zugrunde liegende Ursachen fur die Art der Metastasierung
postuliert (Ewing, 1928). Aktuelle Forschungen gehen davon aus, dass
Metastasierung durch ein Zusammenspiel vieler verschiedener Faktoren bestimmt
wird. Sehr wahrscheinlich ist das Mikrozellmilieu in den Sekundérorganen ebenso
bedeutsam wie die anatomische Beschaffenheit des Organismus (Fidler, 2003).

Des Weiteren scheinen einzelne biochemische Ablaufe ebenfalls eine wichtige
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Rolle zu spielen. Beispielhaft dafir kann eine Studie aus dem Jahr 2000 genannt
werden. Die Stimulation von Blasentumorzellen mit dem Chemokinliganden CXCL8
fuhrte hier zu einer verstarkten Tumorzellinvasion. Gleichzeitig wurde die
Neoangiogenese im Tumorgewebe stimuliert. Im Mausmodell konnten CXCL8-
aktivierte  Blasentumorzellen eine spontane lymphogene Metastasierung
hervorrufen (Inoue et al., 2000). Passend dazu zeigte eine weitere Studie eine
Korrelation zwischen dem Anstieg der Konzentration von CXCL8 im Urin und dem

Anstieg des Tumorstadiums (Sheryka et al., 2003).

1.3 Charakterisierung der Muzine

1.3.1 Allgemeiner Aufbau der Muzine

Muzine (MUC) sind hochmolekulare Glykoproteine, welche an der Oberflache
verschiedener epithelialer Zellen vorkommen. Dazu gehdren neben dem
Urogenitaltrakt der Gastrointestinal- und Respirationstrakt (Dekker et al., 2002). Bis
heute wurden 23 verschiedene Muzine in der Literatur beschrieben. Die
internationale Nomenklatur bezeichnet die Muzine mit MUC1, MUC2 (Gum et al.,
1989, Gendler et al., 1990, Gum et al., 1990, Gendler et al., 1991, Kraus et al.,
2002), MUC3A, MUC3B (Pratt et al., 2000), MUC4, MUC5AC (Guyonnet Duperat et
al., 1995, Porchet et al., 1995), MUC5B (Nielsen et al., 1997), MUC6 (Bartman et
al., 1998), MUC7 (Bobek et al., 1996), MUC8 (Shankar et al., 1997), MUC9
(Lapensee et al.,, 1997), MUC10 (Melnick et al., 2001), MUC11 (Williams et al.,
1999), MUC12 (Matsuyama et al.), MUC13 (Williams et al., 2001), MUC14
(Kinoshita et al., 2001, Rose et al., 2006), MUC15 (Pallesen et al., 2002, Pallesen
et al., 2008), MUC16 (Perez et al., 2008, Goodell et al., 2009), MUC17 (Moniaux et
al., 2006), MUC18 (Hampel et al., 1997, Filshie et al., 1998, Wu et al., 2001),
MUC19 (Chen et al., 2004, Kerschner et al., 2009), MUC20 (Higuchi et al., 2004)
und MUC21 (Itoh et al., 2008). Zwei dieser Muzine, MUC10 und MUC14, konnten
bisher nur bei der Maus identifiziert werden (Melnick et al., 2001, Leikauf et al.,
2002). Alle Muzine bestehen aus einem von Kohlenhydraten umgebenen
Proteinkern. Dieser Proteinkern, welcher auch als Apomuzin bezeichnet wird, ist in

der Regel reich an den Aminoséauren Serin, Prolin und Threonin. Das Proteingerust
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der Muzine beinhaltet eine zentrale Doméne, in welcher sich eine variable Anzahl
von Aminosauresequenzen findet. Diese auch als VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats) bezeichnete Region wird von nichtrepititiven
Aminosauresequenzen eingerahmt. Die VNTR-Sequenzen sind fir die jeweiligen
Muzine spezifisch (Toribara et al., 1991, Vinall et al., 1998). Das Molekulargewicht
der Muzine liegt zwischen 400 bis 1000 kDa. Der Kohlenhydratanteil macht dabei
Uber 80% des Gewichtes aus. Das Proteingertst und die Kohlenhydratseitenketten
sind durch O-glykosidische Bindungen zwischen Serin- und Threoninresten
verbunden. An diesen O-glykosidischen Bindungen sind funf verschiedene Zucker
beteiligt: N-Azetylgalaktosamin, N-Azetylglukosamin, N-Azetylneuraminséaure,
Galaktose und Fucose (Bobek et al., 1993). Grundsatzlich kann zwischen
membrangebundenen und sezernierten Muzinen unterschieden werden. Eine
spezielle Eigenschaft einiger sezernierter Muzine ist die Madoglichkeit, eine
Gelformation zu bilden. Dies geschieht durch die Ausbildung von intermolekularen
Disulfidbricken in zystinreichen Regionen (Gipson et al., 1997). Die gelbildenden
Muzine bedecken dabei die Oberflache der sezernierenden Epithelzellen. Andere
sezernierte Muzine, zu welchen unter anderem auch MUC7 zahlt, liegen als
I6sliche, solartige, kolloidale Teilchen frei vor, beispielsweise im menschlichen
Speichel (Nielsen et al., 1997, Bolscher et al., 1999).

1.3.2 Allgemeine Funktion der Muzine

Die wichtigste Aufgabe der Muzine liegt in ihrer protektiven Funktion, welche sie als
integraler Bestandteil von Schleimhautoberflachen erflllen. Dort erschweren sie die
Besiedlung sowie das Eindringen pathogener Mikroorganismen in die Schleimhaut.
Des Weiteren schiitzen Muzine vor mechanischen und chemischen Schadigungen
(Wu et al., 1994, Hattrup et al., 2008). Muzine wirken aufl3erdem proteolytischen
Enzymen entgegen (Shrom et al., 1978). Die von Muzinen bedeckte Oberflache der
Harnblase bildet eine physikalische Barriere zwischen den Urothelzellen und dem
Urin. Die Urothelzellen werden dadurch vor starken Anderungen des pH-Wertes
sowie der hohen Osmolaritat des Urins geschuitzt. Die Anheftung von Bakterien und
Urinkristallen wird erschwert oder verhindert (Parsons et al., 1978, Shrom et al.,
1978). In einer Arbeit von 1986 konnte gezeigt werden, dass eben diese

antiadhasive Wirkung der Muzinschicht far den antibakteriellen
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Schutzmechanismus der Blasenschleimhaut verantwortlich ist. Nach Entfernung
der Muzinschicht zeigte sich eine verstarkte Adhasion von Bakterien an die
Blasenschleimhaut (Ruggieri et al.,, 1986). Spater wurde gezeigt, dass im
Besonderen der sulfatierte Zucker der Muzine fur den antiadh&asiven Effekt

verantwortlich ist (Ruggieri et al., 1992).
1.3.3 Charakterisierung des humanen Muzins 7 (MUC?7)

Das humane Muzin 7 (MUC7) wurde erstmals 1993 aus dem menschlichen
Speichel isoliert und anschlie3end die vollstdndige Struktur und Nukleotidsequenz
analysiert und beschrieben (Bobek et al., 1993). MUC7 wird als solartiges, I6sliches
Muzin von verschiedenen Subpopulationen serdser Drisen exprimiert. Dazu
gehoren die Glandulae submandibularis, sublingualis und palatina (Nielsen et al.,
1997, Bolscher et al., 1999). Aul3erdem wurde die Expression von MUCY bisher in
serbésen submukodsen Drisen der Bronchien, in Pankreasgewebe, in Zellen des
Gallengangskarzinoms sowie in den Zellen der Konjunktiva nachgewiesen (Sharma
et al.,, 1998, Sasaki et al., 1999, Jumblatt et al.,, 2003). Des Weiteren zeigt die
Expression von MUC7 altersbiologische Unterschiede (Sonesson et al., 2008). Wie
auch die anderen Muzine erfullt MUC7 protektive Aufgaben (Bruno et al., 2005).
Die elektronenmikroskopische Untersuchung von isolierten MUC7 Glykoproteinen
zeigte kurze, flexible, spiralférmige Strukturen mit einer Lange zwischen 30 nm und
120 nm. Es konnte gezeigt werden, dass sich die MUC7 Glykoproteine durch
Selbstassoziation zusammenlagern konnen und neben der hauptsachlich
vorkommenden Monomerstruktur auch Dimere oder Tetramere bilden kdnnen
(Mehrotra et al., 1998). MUC7 gehort mit einem Gewicht von 150 bis 250 kDa zu
den kleinsten sekretorischen Muzinen. Der Proteinanteil, das Apomuzin, besteht
aus 377 Aminoséauren und hat ein Molekulargewicht von 39 kDa (Bobek et al.,
1993). Es konnen funf verschiedene Doménen innerhalb des MUC7 Apomuzins
unterschieden werden: Eine N-terminale Region mit 144 Aminosauren, ein
Signalpeptid mit 20 Aminosauren, die Zentralregion (VNTR) mit 138 Aminosauren
bestehend aus sechs nahezu identischen Wiederholungssequenzen mit jeweils 23
Aminosauren, und eine C-terminale Region mit 75 Aminosauren (Liu et al., 1999).
Schon vor ldentifizierung des MUC7 Gens wurden zwei Isoformen des MUC7

Glykoproteins beschrieben (MG2a und MG2b), welche sich bei einer identischen
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Aminosauresequenz durch den Gehalt an N-Azetylneuraminsdure und Fucose im
Kohlenhydratanteil unterschieden (Ramasubbu et al., 1991). Das MUC7 Gen liegt
auf dem langen Arm des Chromosoms 4, in der Region 4q13.3 (Abbildung 2).
Dieses Gen mit einer Gré3e von 10 kb kodiert fur zwei Introns und drei Exons. Die
fur das sekretorische Protein kodierende Basensequenz liegt auf dem dritten Exon
und umfasst ca. 2200 Basen (NCBI Gene ID: 4589, NCBI Reference Sequence:
NG_012348.1) (Bobek et al., 1996).
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Abbildung 2: Lokalisation des MUC7 Gens auf Chromosom 4 (Markierung)
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1.3.4 Expression der Muzine im Urogenitaltrakt

Muzine im Urogenitaltrakt wurden bisher Uberwiegend im Rahmen
immunhistochemischer Studien untersucht. Im Jahr 1998 konnte eine voneinander
abweichende Expression von MUC1 und MUC2 in normalem Prostatagewebe, in
Prostatakarzinomen und deren Lymphknotenmetastasen nachgewiesen werden
(Zhang et al., 1998). Eine Studie aus dem Jahr 2002 zeigte einen signifikanten
Zusammenhang zwischen einer steigenden MUC1 Proteinexpression bei
gleichzeitig zunehmendem Tumorstadium und der Tumorprogression des
Nierenzellkarzinoms (Kraus et al., 2002). Im Jahr 1994 wurde die Expression von
MUC1 und MUC2 im normalen Urothelgewebe der Harnblase sowie beim
Urothelkarzinom untersucht. MUC1 war im normalen Urothelgewebe nur in der
oberen Zellmembran der Superfizialzellen nachweisbar. Im Tumorgewebe konnte
MUC1 dagegen auch im Zytoplasma lokalisiert werden. MUC2 wurde im normalen
Urothelgewebe nicht gefunden, wurde aber bei 40% der Blasenkarzinomproben
nachgewiesen, wobei kein Zusammenhang zwischen der Expression von MUC2
und dem Tumorstadium beziehungsweise der Tumordifferenzierung bestand
(Walsh et al., 1994). Spater konnte ebenfalls gezeigt werden, dass MUC1 in
Harnblasenkarzinomen nahezu doppelt so haufig exprimiert wird wie in hormalem
Urothelgewebe (Syrigos et al., 2000). Eine weitere Untersuchung aus demselben
Jahr beschaftigte sich ebenfalls mit der Proteinexpression von MUC1 und MUC2
bei Harnblasenkarzinomproben. MUC1 war dabei mehr als doppelt so haufig in
Tumorgewebe nachweisbar wie MUC2. Die MUC1 Proteinexpression war in
entdifferenzierten und muskelinvasiven Tumoren deutlich hoéher als in gut

differenzierten, oberflachlichen Tumoren (Cardillo et al., 2000).

1.3.5 Verédnderung der Muzinexpression und der Muzinstruktur bei der

Tumorentstehung

Neoplastisches Gewebe kann gegeniber dem gesunden Ursprungsgewebe in
Bezug auf die Muzinexpression sowie auf die Muzinstruktur verdndert sein. Die
Veranderungen der Expression umfassen eine vermehrte, verminderte oder auch
fehlende Expression von Muzinen in Tumorgewebe, wobei umgekehrt auch die
Expression im gesunden Ursprungsgewebe fehlen kann (Ho et al., 1993, Kim et al.,

1996). Die Muzinstruktur kann sich durch Veranderungen in der
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Kohlenhydratstruktur dahingehend verandern, dass neue Epitope gebildet oder
Proteingerlste freigelegt werden (Mcguckin et al.,, 1995). Mit zunehmender
Metaplasie konnen alle Veranderungen im Verlauf variieren (Reis et al., 1999). Eine
Verdnderung der Muzinexpression oder der Muzinglykosylierung unter dem
Einfluss von Infektionen oder exogenen Faktoren wie z.B. Zigarettenrauch wurde
ebenfalls beobachtet (Li et al., 2006, Kang et al., 2008, Linden et al., 2008, Fan et
al., 2010).

In mehreren Arbeiten wurde bereits die tumorassoziierte, veranderte Expression
und divergente Kohlenhydratstruktur von Muzinen beschrieben (Singhal et al.,
1990, Devine et al., 1992). Dadurch kommt es zu mehreren fur die Tumorzelle
vorteilhaften Veranderungen. Die verédnderte Kohlenhydratstruktur ermdglicht der
neoplastischen Zelle eine effektivere Bindung an das GefaRendothel, was eine
Metastasierung beglnstigen konnte. Weiterhin  kénnte die veranderte
Antigenstruktur der Zelloberflache einen effektiven Schutz vor Angriffen des
Immunsystems darstellen, da dieses die Tumorzellen nicht mehr als solche
erkennen kann. Moglicherweise weisen Tumore mit einer alterierten
Muzinexpression somit eine starkere Progressions- und Metastasierungstendenz
auf. Im Jahr 1993 konnte dieser Zusammenhang zwischen dem Mammakarzinom
und einer MUC2 Genexpression gezeigt werden (Walsh et al., 1993). Eine weitere
Studie aus dem Jahr 1998 konnte eine ahnliche Korrelation bei Magenkarzinomen
mit einer MUC1 Proteinexpression zeigen. Patienten ohne MUC1
Proteinexpression hatten eine signifikant hohere Uberlebenszeit als Patienten mit

einem MUCL1 positiven Tumor (Utsunomiya et al., 1998).

In Bezug auf das Blasenkarzinom gibt es einen interessanten Zusammenhang
zwischen der therapeutisch angewandten Instillation von Bacillus Calmette-Guerin
(BCG) und der Muzinexpression der Blasenschleimhaut. BCG wird als
Immuntherapeutikum zur Behandlung oberflachlicher Blasentumore und nach der
transurethralen Resektion zur Rezidivprophylaxe eingesetzt (Nishino et al., 1999).
Die BCG-Instillation fUhrt zu einer humoralen und zellularen Immunantwort, welche
langerfristig in der Harnblasenwand persistiert (Bohle et al., 2001). In einer Arbeit
von 1992 konnte gezeigt werden, dass die Anheftung von BCG an die

Blasenschleimhaut insbesondere vom Glykosylierungszustand der muzinbildenden
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Urothelschicht abhéngt. Nach Entfernung der Muzinschicht konnte eine verstarkte
Bindung von BCG an die Blasenschleimhaut beobachtet werden (Badalament et
al., 1992).

1.3.6 MUCY7 als diagnostischer und prognostischer Tumormarker

Muzine stehen schon langer als Tumormarker im Fokus der medizinischen
Diagnostik und gelten daneben auch als mdgliche Ansatzpunkte in der
Krebstherapie (Hollingsworth et al., 2004). Das humane Muzin 7 wurde bis heute
nur von wenigen Studien als moglicher Tumormarker untersucht. Eine japanische
Arbeitsgruppe konnte 2004 mit Hilfe der MUC7 RT-PCR den Nachweis einer MUC7
Expression in peripheren Blutproben von Blasenkarzinompatienten erbringen. Bei
Patienten mit oberflachlichem Blasentumor war bei 38% ein MUC7 Produkt im Blut
nachweisbar. Bei Patienten mit einem muskelinvasiven Tumor lag der MUC7
Nachweis mit 78% deutlich hoher. Im Gegensatz dazu konnte bei keinem der
gesunden Kontrollpatienten eine MUC7 Expression im Blut nachgewiesen werden
(Kinjo et al., 2004). Eine Untersuchung aus dem Jahr 1998 erbrachte, dass MUC7
eine konstante Genexpression bei invasiv wachsenden Urothelkarzinomen sowie
dem Carcinoma in situ der Harnblase zeigt. Auch in vier Blasenkarzinomzelllinien
konnte eine MUC7 Genexpression nachgewiesen werden. Die MUC7
Genexpression fehlte dagegen in normalem Urothelgewebe sowie in oberflachlich
wachsenden Blasentumoren. Die Genexpression von MUC7 scheint daher im
Rahmen der malignen Entartung des Urothelgewebes aufzutreten (Retz et al.,
1998). Eine weitere Studie untersuchte die MUC7 Genexpression in Lymphknoten
bei Patienten mit einem Harnblasenkarzinom. Es konnte gezeigt werden, dass
MUC7 mit Hilfe der MUC7 RT-PCR im Gewebe aller funf Lymphknoten mit
histologisch gesicherten Lymphknotenmetastasen nachgewiesen werden konnte.
Zusatzlich dazu konnte in 46 von 160 histologisch tumorfreien Lymphknoten eine
MUC7 Genexpression nachgewiesen werden (Retz et al., 2004). Dagegen konnte
eine Genexpression von MUC7 in Lymphknoten von gesunden Patienten nicht
nachgewiesen werden, was eine wichtige Voraussetzung zur Eignung von MUC7
als Marker zum Nachweis von Tumormetastasen in Lymphknoten darstellt (Retz et

al., 2004). Des Weiteren existiert eine Untersuchung zur Muzinexpression in
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Mukoepidermoidkarzinomen der Speicheldriisen. Eine Expression von MUC7
konnte nur sehr selten in diesen Tumoren nachgewiesen werden (Alos et al., 2005).

1.4 Detektionsmethoden zum Nachweis vereinzelter Tumorzellen in

Lymphknoten von Tumorpatienten

Zum Nachweis von Tumorzellen in Lymphknoten wird heutzutage standardmafig
eine histopathologische Schnittuntersuchung durchgefiihrt. Dabei ist zu beachten,
dass dabei eine Detektionsgrenze existiert und aus 6konomischen Grinden in der
Routinediagnostik nur einige wenige Schnitte von Gewebeproben angefertigt
werden konnen. Unabhangig von der histopathologischen Untersuchung wurden
nach aktuellem Stand der Literatur bis heute hauptséachlich zwei weitere
verschiedene Methoden zum Nachweis vereinzelter Tumorzellen in Lymphknoten
angewandt. Auf der einen Seite wurde die Proteinexpression von Epithelmarkern
mit der klassischen Immunhistochemie untersucht, zum anderen wurde diese
Proteinexpression mit der Reversen Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-
PCR) analysiert. Bis heute existieren erst wenige Arbeiten, welche mit den beiden
zuletzt genannten Methoden den Nachweis vereinzelter Tumorzellen in

Lymphknoten bei Blasentumorpatienten untersucht haben.

Eine Arbeitsgruppe untersuchte im Jahr 1999 mit Antizytokeratin-Antikdrpern (CAM
5,2 und AE1/AE2) 159 histopathologisch tumorfreie Lymphknoten von Patienten mit
einem Blasenkarzinom. Dabei konnte nur ein einziger Lymphknoten mit der
Immunhistochemie zusatzlich als Metastase klassifiziert werden, welche
anschlieend in der histopathologischen Reevaluierung ebenfalls gefunden wurde
(Yyang et al., 1999). Diese Methode konnte somit keine signifikant hohere
Nachweisrate einer Lymphknotenmetastasierung  beziehungsweise einer

Mikrometastasierung erbringen.

Demgegenuber steht die zweite Methode, bei welcher die Detektion vereinzelter
Tumorzellen auf dem molekularbiologischen Nachweis epithelialer Marker mit Hilfe
der RT-PCR beruht. Im Jahr 2002 wurden 85 histopathologisch tumorfreie
Lymphknoten von Kolonkarzinompatienten mit der spezifischen CK-20-PCR

untersucht, wobei 52% eine positive CK-20 Genexpression zeigten. Die Erhebung
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der Nachsorgedaten erbrachte, dass die 5-Jahres-Uberlebensrate bei Patienten mit
positiver CK-20 Genexpression in den Lymphknotenproben bei 77,9% lag, fur die
Patienten mit negativer CK-20 Genexpression hingegen bei 94,7% (Rosenberg et
al.,, 2002). In einer Arbeit aus dem Jahr 2001 wurden Lymphknoten von
Osophaguskarzinompatienten auf eine CEA-Genexpression (Carcinoembryonales
Antigen) hin untersucht, wobei ein signifikanter Unterschied bezuglich der
progressionsfreien Uberlebenszeit zwischen Patienten mit und ohne CEA-
Genexpression bestand (Godfrey et al., 2001). In einer Arbeit von Seraj und
Mitarbeitern aus dem Jahr 2001 wurden erstmals Lymphknoten von
Blasentumorpatienten untersucht. Der in der RT-PCR zugrunde liegende
Epithelmarker war das Uroplakin 2 (UP-II). Bei der geringen Probenanzahl von 19
untersuchten Lymphknoten wurden alle drei histopathologisch nachgewiesenen
Lymphknotenmetastasen auch in der spezifischen UP-II-RT-PCR positiv getestet.
Daneben konnte in 4 von 16 histopathologisch tumorfreien Lymphknoten eine

Uroplakin-lIl Genexpression nachgewiesen werden (Seraj et al., 2001).

Die bis heute einzige Arbeit zur Detektion vereinzelter Tumorzellen in Lymphknoten
von Blasentumorpatienten mit der spezifischen MUC7 RT-PCR wurde im Jahr 2004
publiziert, und umfasste ein Patientenkollektiv von 25 Personen mit einer
untersuchten  Gewebeprobenanzahl  von  insgesamt 166  geeigneten
Lymphknotenproben. Dabei zeigte sich, dass 29% der 160 histopathologisch
tumorfreien Lymphknoten eine positive MUC7 Genexpression aufwiesen. Funf der
sechs histopathologisch positiven Lymphknoten zeigten eine positive MUC7
Genexpression, wobei die histopathologische Reevaluierung des sechsten
Lymphknotens einen Tumorbefall in einer anliegenden Vene und nicht im

Lymphknoten selbst zeigte (Retz et al., 2004).
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1.5 Fragestellung

Das Ziel unserer Arbeitsgruppe war die Prifung und mdgliche Etablierung neuer
diagnostischer und prognostischer Tumormarker fur Patienten mit lokal
fortgeschrittenem Urothelkarzinom der Harnblase. Der in dieser Arbeit untersuchte
Epithelmarker war das humane Muzin 7 (MUC7). Weitere von unserer
Arbeitsgruppe untersuchte Epithelmarker waren CK-20, UP-II und MUC5b. Im
ersten Teil der Arbeit wurden Zelllinien von Urothelkarzinomen mit verschiedenen
Differenzierungsgraden sowie Blutproben gesunder Probanden auf eine
Genexpression von MUC7 hin untersucht. Zur Bestimmung der Sensitivitat wurden
mehrfach Verdinnungsreihen mit der MUC7 positiven Harnblasenkarzinomzelllinie
T24 durchgefihrt. Im zweiten Teil der Arbeit wurden insgesamt 790
Lymphknotenproben von 41 Patienten mit lokal fortgeschrittenem Urothelkarzinom
der Harnblase untersucht, welche im Rahmen der Zystektomie mit begleitender
Lymphadenektomie enthnommen worden waren. Die Untersuchung erfolgte anhand
der spezifischen MUC7 Reversen Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion und
diente der Detektion okkulter Tumorzellen. Alle Lymphknoten wurden wahrend der
Operation aus genau definierten anatomischen Regionen entnommen und

entsprechend katalogisiert.

Das Hauptziel dieser Arbeit war der Vergleich zwischen der histopathologischen
und der hier durchgefihrten molekulargenetischen Detektion von Metastasen in
den Lymphknotenproben. Weiterhin wurde eine Korrelation zwischen dem
pT-Stadium des Primartumors und dem Anteil der jeweils entnommenen
Lymphknoten mit positiver MUC7 Genexpression untersucht. Zum Schluss wurde
die Verteilung der MUC7 positiven Lymphknotenproben in Bezug auf die definierten
anatomischen Regionen untersucht. Die Bewertung von MUC7 als Prognosemaker
fur das rezidivfreie Uberleben wird Gegenstand einer zukiinftigen Untersuchung

sein.
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2 Material und Methoden

2.1 Allgemeine Materialien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Materialien, die bei verschiedenen
Arbeitsabschnitten verwendet wurden, werden im Folgenden aufgeftihrt. Spezielle
Materialien und Gerate sowie alle Reagenzien werden im jeweiligen Abschnitt
genannt. Bei allen Laborarbeiten wurden grundsatzlich ein Laborkittel sowie
Einmal-Arbeitshandschuhe aus Naturlatex getragen. Wenn nétig, wurden zuséatzlich
eine Schutzbrille sowie ein Mundschutz getragen. Die Arbeiten im Operationssaal
wurden in Operationskleidung mit sterilem Kittel, sterilen Handschuhen,
Mundschutz und Schutzbrille durchgefunhrt.

Pipetten pegpette Peglab, Erlangen

Grofien:

0,5-10pl, 2-20ul, 20-200ul, 100-1000pl
Pipettenspitzen Biozym, Hessisch Oldendorf
Sterile Pipettenspitzen Biozym, Hessisch Oldendorf

Sterile Pipettenspitzen mit Filter (DNase/RNase-frei) Biozym, Hessisch Oldendorf
GroRRen aller Pipettenspitzen:
10ul, 20ul, 100ul, 200pl, 2000ul

Reaktionsgefal3e 1,5ml SLG GmbH, Gauting
Reaktionsgefal3e 1,5ml (steril) SLG GmbH, Gauting
ReaktionsgefalRe 1,5ml (DNase/RNase-frei) SLG GmbH, Gauting
ReaktionsgefalRe 0,5ml (DNase/RNase-frei) Biozym, Hessisch Oldendorf
Reaktionsgefal3e 0,2ml (DNase/RNase-frei) SLG GmbH, Gauting
Arbeitshandschuhe Sempercare aus Naturlatex Semperit, Wien
Tischzentrifuge QikSpin (Mod. QS7000) Edwards Instruments
Schuttelgerat Minishaker KS1 IKA Works Inc., USA
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2.2 Zellkulturen

2.2.1 Reagenzien

RPMI 1640 Medium mit Phenolrot
mit stabilem Glutamin
und Natriumhydrogenkarbonat (2g/1)
Fotales Kalberserum
Antibiotikamischung Penicillin-Streptomycin
bestehend aus 10000U Penicillin/mi
und 10mg Streptomycin/ml
Nicht essenzielle Aminosauren
PBS Dulbecco (Phosphatgepufferte Salzlésung)
Trypsin/EDTA (0,05% / 0,02%) in PBS
Trypanblau 0,5%
RNazol (Trizol-Reagent)

2.2.2 Materialien und Laborgerate

Steril-Werkbank Herasafe KS12
Brutschrank Heraeus CO2-Auto-Zero
Brutschrank Heraeus B6030
Zellkulturschalen

Zentrifuge Rotina 35R
Zentrifugenrohrchen (steril) 10ml
Pipettierhilfe Pipetboy acu
Serologiepipetten (1/2/5/10/25ml)
Absaugpumpe Atmolit 16N
Glaspipetten (steril)

Brenner Fireboy eco

Mikroskop Axiovert 135
Zahlkammer nach Neubauer

Wasserbad
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Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin

Invitrogen, Karlsruhe

Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin
Sigma-Aldrich, Hamburg

Thermo Scientific, Karlsruhe
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

BD Falcon, Heidelberg
Hettich, Tuttlingen

BD Falcon, Heidelberg
Integra Biosciences, Fernwald
BD Falcon, Heidelberg
Atmos, Lenzkirch

BD Falcon, Heidelberg
Integra Biosciences, Fernwald
Zeiss, Gottingen

Marienfeld, Lauda

Memmert, Schwabach



2.2.3 Permanente Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten permanenten Zelllinien wurden von der
'‘Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH' in

Braunschweig bezogen und sind in Tabelle 2 aufgefuhrt.

Bezeichnung Ursprungsgewebe Grading

RT-4 Humanes Urothelkarzinom Gl

RT-112 Humanes Urothelkarzinom G2
647-V Humanes Urothelkarzinom G2
J-82 Humanes Urothelkarzinom G3
T-24 Humanes Urothelkarzinom G3
CHO Chinesische Hamsterovarialzellen

JURKAT Humane T-Zell-Leukédmiezellen

Tabelle 2: Zelllinien und deren Ursprungsgewebe

2.2.4  Kultivierung permanenter Zelllinien

Die Kultivierung der in dieser Arbeit verwendeten permanenten Zelllinien erfolgte
als Monolayer auf Zellkulturplatten unter Zugabe von auf 37°C erwarmten RPMI
1640 Medium. Diesem Kulturmedium wurden vor Verwendung anteilmafiig 10%
hitzeinaktiviertes fotales Kalberserum sowie jeweils 1% NEAs (Nicht-essenzielle
Aminosauren) und 1% der Antibiotikamischung aus Penicillin und Streptomycin
hinzugegeben. Die Zugabe der Antibiotika diente der Verhinderung einer
bakteriellen Uberwucherung der Kultur. Das Kulturmedium wurde bis zur
Verwendung bei 6°C im Kihilschrank gelagert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte
im Brutschrank bei einer Temperatur von 37°C in einer feuchten 5%igen CO2-

Atmosphare.

2.2.5 Erstellung neuer Zellpassagen und Uberfilhrung von Zellen aus der

Zellkultur in RNazol (Trizol-Reagent)

Die Erstellung neuer Zellpassagen erfolgte wéhrend der gesamten Kultivierung in
einem konstanten Zeitfenster von 48-72h nach der Aussaat einer neuen Passage.
Um eine optimale Ausgangssituation fiur die neuen Passagen zu gewadhrleisten,

wurden pro Aussaat jeweils 1x10% Zellen der Vorgéangerpassage in 10ml RPMI
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Medium (inkl. Zusatzen, Punkt 2.2.4) kultiviert. Bei der Erstellung einer neuen
Passage wurden die Zellkulturschalen nach der Entnahme aus dem Brutschrank
zunachst mikroskopisch untersucht, um die Konfluenz zu Uberprifen, die Kulturen
auf Kontaminationen zu untersuchen und um das Wachstumsmuster sowie den
Anteil der toten Zellen zu bestimmen. Alle Zellpassagen, die nicht zweifelsfrei fur
die Weiterverarbeitung geeignet waren, wurden verworfen. Die Weiterverarbeitung
der Zellkulturen erfolgte stets unter sterilen Bedingungen unter einer Steril-
Werkbank. Zunachst wurde das Medium von der Platte abgesaugt und verworfen.
Danach wurden zwei Mal hintereinander 10ml PBS vorsichtig auf die Platte
pipettiert, anschlieRend wieder abgesaugt und ebenfalls verworfen. Danach wurden
2ml Trypsin / EDTA - 0,05% / 0,02% auf die Zellkulturplatte pipettiert und diese fir
5 Minuten im Brutschrank bei 37°C in einer 5%igen CO2-Atmosphéare inkubiert,
wodurch sich die Zellen vom Boden der Zellkulturschale ablosten. Der
Ablésevorgang wurde anschlie3end mikroskopisch kontrolliert. Danach wurden 8ml
RPMI Medium hinzugegeben und die nun insgesamt 10ml Flissigkeit inklusive der
darin geldsten Zellen in ein steriles 10ml Zentrifugenréhrchen (Falcon) tUberfihrt.
Die Zellsuspension wurde nun fur 5min bei Raumtemperatur und 250G
abzentrifugiert. Dadurch bildeten die Zellen ein Pellet am Boden des Rohrchens.
Der Uberstand wurde komplett abgehoben und verworfen. Das Zellpellet wurde
anschlieend in 1ml neuem Nahrmedium resuspendiert. Aus dieser gut gemischten
Zellsuspension wurden 50ul in ein 1,5ml Reaktionsgefald tberfuhrt, dort im
Verhdaltnis 1:1 mit Trypanblau gemischt und in eine Neubauer-Zahlkammer
Uberfahrt, mit welcher unter dem Mikroskop die Anzahl der Zellen in der
Zellsuspension ermittelt wurde. Im Anschluss daran wurden 1x10° Zellen fur die
neue Passage aus der Zellsuspension enthommen, zusammen mit 10ml RPMI
Medium (plus Zusatze) auf eine neue Zellkulturschale gegeben und wieder
kultiviert. Der andere Teil der Zellsuspension wurde entweder im Rahmen einer
Zellverdunnungsreihe weiterverarbeitet (Punkt 2.7.8.1) oder im Gesamten erneut
abzentrifugiert, das Uberstehende Medium verworfen und das Zellpellet in 1ml
RNazol (Trizol) resuspendiert. Letzteres diente der Herstellung von Kontrollen fur
die PCR-Analysen.
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2.3 Gewebeproben

2.3.1 Auswahl des Patientenkollektivs

Die Auswahl des Patientenkollektivs erfolgte im Rahmen einer Studie der
Arbeitsgemeinschaft Urologische Onkologie (AUO) mit dem Titel: "Prospektiv
randomisierte Studie zum Vergleich einer ausgedehnten mit einer eingeschrankten
pelvinen Lymphadenektomie bei der operativen Therapie des
Harnblasenkarzinoms" (Kurzform: LEA-Studie). Die fur diese Studie von der AUO
vergebene Studiennummer lautet AB 25/02. Alle Ein- und Ausschlusskriterien der
LEA-Studie sind Tabelle 3 zu entnehmen. Daneben wurden auch
Lymphknotenproben von Patienten untersucht, welche trotz eines oberflachlichen
Harnblasentumors mit einer Zystektomie und begleitender Lymphadenektomie
behandelt wurden. Dies war immer dann der Fall, wenn ein multifokaler
oberflachlicher Tumor vorlag oder eine Resektionsbehandlung nicht durchgefihrt

werden konnte.

23.11 Studienziele der LEA-Studie und wissenschaftliches

Begleitprogramm

Primares Studienziel ist der Vergleich zwischen ausgedehnter und eingeschrankter
Lymphadenektomie bei der radikalen Zystektomie und die Auswirkungen auf die
progressionsfreie Uberlebensrate zur Definierung eines Operationsstandards.
Gegenstand dieser Arbeit war eine die LEA-Studie begleitende wissenschaftliche
Untersuchung, mit dem Ziel der molekularbiologischen Detektion von
Mikrometastasen in den entnommenen Lymphknoten anhand des Nachweises
verschiedener Gewebemarker. Es wurde eine vergleichende Untersuchung
zwischen dem Nachweis der Gewebemarker und der histopathologischen
Untersuchung der entnommenen Lymphknoten durchgefuhrt. Das Ziel ist die
mogliche Etablierung neuer prognostischer Tumormarker, welche den Nachweis
okkulter Tumorzellen in Lymphknoten ermdglichen. Der in dieser Arbeit untersuchte
Gewebemarker war das humane Protein Muzin 7 (MUC7). Die Studie wurde von
der klinischen Ethikkommission der Technischen Universitat Minchen genehmigt.
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Die Untersuchungen erfolgten ausschlie3lich nach ausfuhrlicher Aufklarung und

entsprechender Einverstandniserklarung der Patienten.

Einschlusskriterien der LEA-Studie

histologisch gesichertes, muskelinvasives Harnblasenkarzinom, lokal komplett resektabel
(T2-T4a, Nx)

Alter >= 18 Jahre

Schriftliche Einwilligungserklarung des Patienten

Patienten-Compliance und geographische Néhe, die ein adaquates Follow-Up ermdglichen

Ausschlusskriterien der LEA-Studie

Histologisch oder durch bildgebende Diagnostik gesicherte Organmetastasen

Radiologischer Nachweis von vergréRerten Lymphknoten (>1 cm) oberhalb der Aortenbifurkation in

Verbindung mit pelvinen Lymphknotenmetastasen

Radiologischer oder sonstiger Nachweis eines T4b-Tumors (Infiltration der Beckenwand oder

anderer Organsysteme)

Zustand nach neoadjuvanter Polychemotherapie des Blasenkarzinoms

Zustand nach friherer pelviner Lymphadenektomie

Zustand nach Radiotherapie des Beckens

Internistische oder anasthesiologische Risikofaktoren, die eine kurze Operationszeit erforderlich

machen

Palliative Zystektomie (z.B. Bulky-Disease, Infiltration benachbarter Strukturen)

Nachweis eines weiteren Tumors, der die Lebenserwartung des Patienten fiihrend einschrankt

Tabelle 3: Ein- und Ausschlusskriterien der LEA-Studie

2.3.2 Gewinnung von Gewebeproben

Die Gewinnung aller in dieser Arbeit verwendeten Gewebeproben erfolgte im
Rahmen der Zystektomie der Patienten durch einen der behandelnden Operateure
der Urologischen Klinik und Poliklinik des Klinikums rechts der Isar der
Technischen Universitat Minchen. Alle in dieser Arbeit untersuchten Lymphknoten
wurden bei der zur Zystektomie gehdrenden Lymphadenektomie gewonnen. Die
Entnahme der Lymphknoten erfolgte nach im Rahmen der LEA-Studie definierten
anatomischen Regionen, im Folgenden Felder genannt und in Tabelle 4 sowie
Abbildung 3 dargestellt. Die ausgedehnte Lymphadenektomie umfasste alle
definierten anatomischen Felder, die eingeschrankte Lymphadenektomie nur die
Felder 5, 7, 9, 11, 13 und 14. Jeder praparierte Lymphknoten wurde mit einem
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eindeutigen, nur ihm zugehorigen Terminus katalogisiert, welcher auch fir alle
folgenden Arbeitsschritte beibehalten wurde, um jede Lymphknotenprobe jederzeit

eindeutig identifizieren zu kénnen. Dieser Terminus setzte sich zusammen aus:

1. Ziffer: Feld, aus dem der Lymphknoten entnommen wurde

2. Buchstabe: Aufsteigende alphabetische Bezeichnung der Lymphknoten eines
Feldes

3. Ziffer: Aufsteigende lateinische Nummerierung, falls ein Lymphknoten aufgrund
seiner Grol3e in mehrere Stlicke aufgeteilt werden musste. In allen anderen

Fallen wurde diese Ziffer nicht verwendet.

Bei der Weiterverarbeitung im Labor wurde, falls nétig, noch eine rémische Ziffer an
den Lymphknotenterminus angefigt, falls die Probe aufgrund einer gréReren, zum

Auflésen bendtigten RNazol-Menge aliquotiert werden musste.

Feld Bezeichnung
1 Paracavale Gruppe rechts
2 Interaortocavale Gruppe
3 Paraaortale Gruppe links
4 Gruppe A. iliaca communis rechts
5 Gruppe A. iliaca externa rechts
6 Gruppe A. iliaca communis links
7 Gruppe A. iliaca externa links
8 Prasakrale Gruppe
9 Obturatorische Gruppe rechts
10 Tiefe obturatorische Gruppe rechts
11 Obturatorische Gruppe links
12 Tiefe obturatorische Gruppe links
13 Gruppe A. iliaca interna rechts
14 Gruppe A. iliaca interna links

Tabelle 4: Definition der anatomischen Felder fur die Lymphadenektomie
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Abbildung 3: Anatomische Aufteilung der Lymphadenektomie-Felder

2.3.2.1 Reagenzien

Flussigstickstoff (N2)
Formaldehydlésung, 4%
Gewebefarbstoffe

Bouin’sche Lésung
2.3.2.2 Materialien

OP-Kittel (steril)
OP-Handschuhe (steril)
Einmalpinzetten (steril)
Einmalskalpelle (steril)
Kompressen (steril)

Folie aus Aluminium (autoklaviert)
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2.3.3 Lymphknotengewebe

Das bei der Lymphadenektomie entnommene Gewebe wurde im Operationssaal an
einem separaten Tisch unter sterilen Bedingungen aufgearbeitet. Dabei wurden die
im Gewebe enthaltenen Lymphknoten vorsichtig ertastet und das umliegende
Binde- und Fettgewebe mit einem sterilen Skalpell entfernt, ohne die Lymphknoten
zu verletzen. Dabei wurden nur Lymphknoten mit einer Grof3e von mindesten 7mm
bearbeitet. Fir jedes Gewebestiick und jeden Lymphknoten wurden neue sterile
Handschuhe, eine neue sterile Einmalpinzette und ein neues steriles Einmalskalpell
verwendet. Als Unterlage dienten sterile Kompressen, die ebenfalls fir jede
Gewebeprobe und jeden Lymphknoten erneuert wurden. Jeder préparierte
Lymphknoten wurde in der Mitte geteilt, wobei die erste Halfte (Abbildung 4, Teil 1)
mit Gewebefarbe markiert, in Bouin’scher Losung fixiert und zur Konservierung in
einem Gewebeprobengefald in eine Formaldehydlésung Uberfuhrt wurde. Von der
anderen Halfte wurde ein kleiner Teil der Gegenseite (Abbildung 4, Teil 3) des
Lymphknotens entfernt, mit Gewebefarbe markiert, in Bouin’scher Losung fixiert
und ebenfalls in ein Gewebeprobengefald in einer Formaldehydlésung konserviert.
Der ubrig gebliebene Teil des Lymphknotens (Abbildung 4, Teil 2) wurde
flussigkeitsdicht in autoklavierte Alufolie verpackt und in Flussigstickstoff
tiefgefroren.  Alle drei Teile wurden mit demselben eindeutigen
Lymphknotenterminus versehen. Die pathologische Aufarbeitung der in
Formaldehydlésung gelagerten Lymphknotenteile wurde vom Pathologischen
Institut des Klinikums rechts der Isar der TU Minchen tbernommen. Alle Proben
wurden im Hinblick auf die Gewebedignitat untersucht. Die in Flussigstickstoff
tiefgefrorenen Proben wurden zur weiteren Lagerung bei einer Temperatur von

-80°C eingelagert.

Abbildung 4: Aufteilung eines Lymphknotens
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2.3.4 Urothelgewebe und Tumorgewebe der Harnblase, Binde- und
Fettgewebe

Die Harnblase mit Urothel- und Tumorgewebe wurde im Anschluss an die
Zystektomie als Praparat an das Pathologische Institut des Klinikums rechts der
Isar der TU Munchen Ubergeben, um die Gewebedignitat zu untersuchen und den
Tumor gemafd der UICC-Richtlinien zu klassifizieren. Das von allen makroskopisch
feststellbaren Lymphknoten befreite Binde- und Fettgewebe wurde zur

Untersuchung ebenfalls an das Pathologische Institut weitergeleitet.
2.3.5 Lagerung der Proben

Die Lagerung der Proben erfolgte je nach Anforderung im Hinblick auf den
bestmdglichen Schutz und Erhalt der Probe. Alle Gewebeproben, in RNazol geldste
Zellbestandteile sowie die aus den Proben extrahierte RNA wurden tiefgefroren bei
-80°C in einem Spezialtiefkiihlschrank gelagert. Komplementdre DNA sowie
samtliche PCR-Produkte wurden tiefgefroren bei -20°C in einem Tiefkiihlschrank
gelagert. Wahrend der Verarbeitung wurden die Proben grundsatzlich in einem auf

Crushed-Eis aufliegenden Tray aufgetaut und dort gelagert.

2.3.6  Vorbereitung der Lymphknotenproben fir die spatere RNA-Extraktion

2.3.6.1 Reagenzien

Flussigstickstoff (N2)
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich, Hamburg
RNazol (Trizol-Reagent) Sigma-Aldrich, Hamburg

2.3.6.2 Materialien

Mikro-Dismembrator U Braun, Melsungen
Dismembrator-Teflongefalle (3ml und 5ml)
Metallkugeln (5mm Durchmesser)

Metallspatel
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Zentrifugenrohrchen (steril) 50ml BD Falcon, Heidelberg

Feinmechanik-Prazisionshammer

2.3.7 Mechanische Zerkleinerung der Lymphknoten und Uberfiihrung in

RNazol (Trizol-Reagent)

Die zur Weiterverarbeitung ausgewahlten Lymphknoten wurden aus der Lagerung
bei -80°C entnommen und in ein mit Flissigstickstoff gefllltes Transportgefald
Uberfiihrt, ohne den tiefgefrorenen Zustand der Proben zu unterbrechen. Die
Verarbeitung der Lymphknoten erfolgte einzeln unter sterilen Bedingungen.
Wahrend des gesamten Vorgangs wurden sterile Handschuhe getragen, die fur
jede Probe gewechselt wurden. Des Weiteren wurden ein Laborkittel, ein
Mundschutz, eine Kopfhaube sowie eine Schutzbrille getragen. Alle fir die
Gewebezerkleinerung benotigten Materialien wurden vor ihrer Verwendung mit
Diethylpyrocarbonat behandelt und autoklaviert. Diese Malinahmen dienten dem
Schutz vor Verunreinigungen der Proben mit Fremd-RNA. Die bendtigten
Dismembrator-TeflongefalRe, die Metallkugeln sowie die Metallspatel wurden in
einem zweiten Gefal3 mit Flussigstickstoff vorgekihlt, damit wahrend des Kontakts
mit den Proben ein Auftauen des Gewebes so weit wie mdglich verhindert werden
konnte. Nach Entnahme eines Lymphknotens aus dem Flussigstickstoff wurde die
jeweilige noch in Alufolie verpackte Probe durch einen Schlag mit dem Hammer
grob zerkleinert. Danach wurden die Lymphknotenbruchstiicke mit Hilfe eines
Metallspatels aus der Alufolie in ein Dismembratorgefa? dberfihrt und eine
Metallkugel hinzugegeben. Das Gefald wurde umgehend in den Dismembrator
eingespannt, in welchem die Probe innerhalb von 70s bei 1800rpm zu einem feinen
Pulver zermahlen wurde. Dieses Pulver wurde sofort im Anschluss in ein bereits
vorbereitetes mit RNazol (Trizol-Reagent) gefllltes Zentrifugenrohrchen (50ml,
Falcon) Uberfihrt. Je nach Probengréf3e wurden 1-5ml RNazol verwendet. Die
Probe wurde anschlieRend bis zur vollstandigen Auflésung mit einer Pipette so
lange vorsichtig gemischt, bis makroskopisch keine festen Bestandteile mehr
sichtbar waren. Bei mehr als 1ml verwendetem RNazol wurden die Proben zu je
1mlin 1,5ml Reaktionsgefal3en aliquotiert und eindeutig beschriftet. Bis zu weiteren

Verarbeitung wurden die Proben bei -80°C tiefgefroren gelagert.

-31-



2.3.8 Peripher vendse Blutproben von gesunden Probanden

Zur Kontrolle auf MUC7 Genexpression in Blutzellen wurden vendse Blutproben
von 15 gesunden freiwilligen Probanden untersucht, die keine bekannte Erkrankung
oder Tumoranamnese hatten. Das Gruppenkollektiv bestand dabei aus sechs
weiblichen und neun mannlichen Probanden. Das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt
der Untersuchung lag bei 28 Jahren (19-52 Jahre). Alle Probanden dieser
Kontrollgruppe wurden uber den Zweck der Blutentnahme und der folgenden
Untersuchung aufgeklart und gaben ihre mindliche Einwilligung. Die Entnahme
erfolgte durch fur diese MalRBhahme ausgebildete Fachkrafte. Zunachst wurden 5ml
Blut entnommen, die anschlieRend verworfen wurden, um eine mogliche
Kontamination der Blutprobe durch kutane Zellen zu verhindern, welche wahrend
des Einstichs der Kanile durch die Haut in die Probe hatten gelangen kénnen. Dies
war notig, da die Proben im Rahmen der Arbeitsgruppe auch auf andere
Tumormarker wie z.B. CK-20 untersucht wurden. CK-20 zeigt eine Genexpression
in kutanen Merkel-Zellen, was zu falsch positiven Ergebnissen bei der
Genamplifikation hatte fuhren kénnen (Moll et al., 1992). Fur MUCY ist keine kutane
Genexpression beschrieben. Ohne die Kanule zu wechseln, wurden nun 10ml Blut
in eine EDTA-Blutmonovette (Sarstedt) entnommen. Die Proben wurden umgehend
im Labor weiterverarbeitet. Jede Blutprobe wurde zundchst in einem
Zentrifugenroéhrchen (50ml, Falcon) im Verhéltnis 1:1,5 mit PBS verdinnt. Diese
Suspension wurde danach in einem neuen Zentrifugenréhrchen (50ml, Falcon)
vorsichtig auf 20ml Ficoll-Losung aufpipettiert, ohne die beiden Phasen zu
vermischen. Durch eine anschlieRende Zentrifugation fir 20min und 250G bei
Raumtemperatur bildete sich eine opake, die mononuklearen Blutzellen
enthaltende Interphase, welche abpipettiert und in ein weiteres mit 45ml PBS
gefulltes Zentrifugenréhrchen (50ml, Falcon) dberfihrt wurde. Nach erneuter
Zentrifugation fir 10min und 500G bei Raumtemperatur wurde der Uberstand
komplett abgehoben und das sich am Boden befindende Zellpellet in 1ml PBS
resuspendiert. Anschlie3end wurde mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer die Anzahl
der Zellen innerhalb der Suspension ermittelt. Danach wurde die Suspension
wieder fir 10min und 500G bei Raumtemperatur abzentrifugiert, um das PBS
komplett abzuheben und die Zellen in 1ml RNazol (Trizol-Reagent) zu

resuspendieren. Anschlie3end erfolgte die RNA-Extraktion (Punkt 2.4.3) oder die
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Lagerung bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung. Nach Extraktion der Zell-RNA
wurde diese mit Hilfe der Reverse-Transkriptase Reaktion in cDNA umgeschrieben

und danach mit der MUC7 nested-PCR auf eine MUC7 Genexpression untersucht.

2.4 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion dieser Arbeit wurde mit der 1987 von Chomczynski und Sacchi
beschriebene  Phenol-Chloroform-Methode  (Chomczynski et al., 1987)
durchgefiihrt. Bei dieser Methode ist es moglich, durch Zentrifugation eine
Phasentrennung herbeizufihren, wobei eine der Phasen dann nahezu samtliche in
der Flussigkeit vorhandene RNA enthélt und abgehoben werden kann. Andere
Zellbestandteile wie DNA, Proteine und Lipide befinden sich innerhalb der anderen
Phasen und kénnen verworfen werden. Die RNA wird bei der Weiterverarbeitung
mit Hilfe von Isopropanol préazipitiert, und am Ende des Arbeitsdurchgangs in
RNase-freiem Wasser resuspendiert. Bei allen Arbeitsschritten mit RNA wurden
grundsatzlich RNase- und DNase-freie Materialien und Reagenzien verwendet um

die Proben vor einem ungewollten Verdau zu schitzen.

2.4.1 Reagenzien

Chloroform Klinikapotheke MRI, Minchen
Isopropanol Klinikapotheke MRI, Minchen
Athanol 95% Klinikapotheke MRI, Miinchen
Athanol 75% Klinikapotheke MRI, Miinchen
DNase-/RNase-freies Aqua bidest. Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

2.4.2 Materialien und Laborgerate

Zentrifuge Centrifuge 5215R Eppendorf, Hamburg
Thermomixer comfort 5355 Eppendorf, Hamburg
Vakuum-Exsikkator mit Wasserstrahlpumpe Glaswerke Wertheim
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2.4.3 RNA-Extraktion aus Zellkulturen und Gewebeproben

Um die konservierte und freigesetzte RNA der in 1ml RNAzol (Trizol-Reagent)
aufgelosten Zellen der jeweiligen Zelllinie aus der Zellkultur oder einer
Gewebeprobe (Blut, Lymphknotengewebe) zu extrahieren, wurden die bei -80°C
tiefgefrorenen 1,5ml Reaktionsgeféal3e zunéachst fir 5min bei 30°C und 300rpm zum
Auftauen inkubiert. Um die Phasentrennung einzuleiten, wurden anschlie3end
200u! Chloroform hinzupipettiert. Die Deckel der Reaktionsgefal3e wurden dann mit
einem Verschlussring gesichert und fir 15sek kraftig mit der Hand geschuttelt.
Danach wurden die Proben wieder fir 3min bei 25°C und Orpm im Thermomixer
inkubiert. Die Reaktionsgefal3e wurden anschliel3end in der Zentrifuge fir 15min bei
12.000g und 4°C abzentrifugiert. Durch diesen Vorgang kam es zu einer
Auftrennung der Flissigkeit in drei Phasen (Abbildung 5). Die oberste Phase stellte
die wassrige Phase dar, in der sich die RNA befand. In der Interphase und der
unteren organischen Phase befanden sich die DNA beziehungsweise Proteine und
Lipide. Von der oberen Phase wurde nun vorsichtig mdglichst viel (500-700ul) in ein
neues 1,5ml| Reaktionsgefald Uberfuhrt, wobei die Interphase nicht mit erfasst
wurde. Um die RNA zu fallen, wurden 500ul Isopropanol hinzupipettiert und die
Flissigkeit mit einer Pipettenspitze gemischt. AnschlieBend wurden die Proben
erneut fur 10min bei 25°C und Orpm inkubiert, und danach fir 10min bei 12.000g
und 4°C abzentrifugiert. Dadurch bildete sich am Boden des Reaktionsgefal3es ein
RNA-Pellet. Um die nun am Boden verbliebene RNA zu waschen, wurde der
Uberstand bis auf das Pellet abgehoben und 1ml Athanol 75% hinzupipettiert. Im
Anschluss wurden die Proben fur 5min bei 4°C und 7.600G abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde danach komplett abgehoben. Um die RNA wieder aufzuldsen,
wurden die Proben zunachst far 5min einer Vacuumtrocknung im
Wasserstrahlpumpen-Exsikkator unterzogen. Danach wurden 30ul DNase-/RNase-
freies Aqua bidest. hinzupipettiert, und die Reaktionsgefalle mit der Hand leicht
geschuttelt, bis das Pellet nicht mehr sichtbar war. Um die RNA vollstéandig zu
resuspendieren, wurden die Proben danach fur 10min bei 55°C und 500rpm im
Thermomixer inkubiert und anschlieend zum Schutz der RNA sofort auf Eis

gelagert.
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wassrige Phase

Interphase

organische Phase

Abbildung 5: Phasentrennung nach Zentrifugation

2.5 Bestimmung der RNA-Konzentration

2.5.1 Reagenzien

DNase-/RNase-freies Aqua bidest. Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

RNasin plus (40U/pl) Promega, Mannheim
2.5.2 Materialien und Laborgerate

Biophotometer Eppendorf, Hamburg
Einmal-Photometerkiivetten Brand, Wertheim

2.5.3 Bestimmung der RNA-Konzentration

Zur photometrischen Konzentrationsbestimmung wurden zunachst 2ul von jeder
RNA-Probe zusammen mit 98ul DNase-/RNase-freiem Aqua bidest. in ein 1,5ml
Reaktionsgefald gegeben, dort mit der Pipettenspitze gemischt und anschlie3end
im Gesamten in eine Einmal-Photometerkiivette dberfihrt. Fir die
Absorbtionsmessung im BioPhotometer wurden zunéchst 100l reines DNase- und
RNase freies bidest. Aqua als Leerwert gemessen. Die Messung der Extinktion der
Proben erfolgte im UV-Licht bei 260nm Wellenlange. Eine zweite Messung bei
280nm Wellenlange diente der Erfassung von Verunreinigungen, welche durch den
Messwertquotienten bei 260nm und 280nm bestimmt wurde. Ein Quotient unter 1,8
wies dabei auf eine Verunreinigung der Probe durch Proteine hin. Proben, die
weniger als 200pg/ml RNA enthielten wurden nicht weiterverarbeitet. Zum Schutz
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der RNA wurde nach der Messung zu allen Proben 1pl RNasin plus (40U/ul)
hinzupipettiert. Durch die Konzentrationsbestimmung war es moglich, in den
darauffolgenden Arbeitsschritten bei jeder einzelnen Gewebeprobe die gleiche

Menge an RNA einzusetzen, um die spateren Ergebnisse vergleichbar zu machen.

2.6 Reverse Transkriptase-Reaktion

2.6.1 Prinzip der Reversen Transkriptase-Reaktion

Die 'Reverse Transkriptase-Reaktion' ermdglicht die Synthese komplementéarer
doppelstrangiger DNA (sog. cDNA) aus RNA. Dadurch ist es moglich, die
Transkription eines bestimmten Zellgens nachzuweisen, da diese cDNA, welche
spater als Ausgangsprodukt fir die PCR dient, aus der in der Zelle enthaltenen
MRNA synthetisiert wurde. Im Gegensatz zu genomischer DNA, aus welcher
grundsatzlich jedes Gen amplifiziert werden kann, ist mRNA in einer Zelle nur bei
einer tatsachlichen Genexpression vorhanden. Der Reaktionsansatz besteht aus
der extrahierten RNA der zu untersuchenden Zellen, Random-Primern, einer
ausreichenden Menge an desoxygenierten Nukleinsauren sowie dem fir die
Reaktion bendtigten Reverse Transkriptase-Enzym und einem Puffer. Random-
Primer sind Oligonukleotide, bestehend aus 8 Basen. Um fir jede aus jeweils acht
Basen bestehende Basensequenz jeder mdglichen DNA-Probe einen passenden
Primer zur Verfligung stellen zu kénnen, bestehen die Random-Primer aus 48 =
65.536 Primerkombinationen (Feinberg et al., 1983). Das Reverse Transkriptase-
Enzym, welches in dieser Arbeit verwendet wurde, stammt aus dem Moloney
Murine Leukemia Virus (M-MLV). Fir den ersten Schritt der Reaktion werden die
RNA sowie die Random-Primer in das Reaktionsgefal3 dberfuhrt, welches
anschlieend fur funf Minuten auf 70°C erhitzt wird. Dies denaturiert die RNA-
Molekile und entfaltet die Sekundarstruktur der RNA. Um die neue Entstehung der
Sekundarstruktur zu verhindern, werden die Proben sofort auf Eis gelagert und
dann die weiteren Reaktionskomponenten hinzugefiigt. Der nun komplette
Reaktionsansatz wird zunachst fur 10min auf 25°C erhitzt. Bei der anschliel3enden
Erwarmung auf 48°C fur 50min kommt es zunachst zur Synthese des

Hybridstranges. Danach wird das Reaktionsgemisch fur 15min auf 70°C erhitzt.
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Dadurch denaturiert der Hybridstrang und die DNA-Polymerase bildet den
Sekundarstrang der cDNA. Im Anschluss werden die Proben bei 4°C

zwischengelagert oder bei -20°C tiefgefroren.

2.6.2 Reagenzien

Random Primer (50ng/ul) Promega, Mannheim
dNTP-Mix (10mM) Promega, Mannheim
M-MLV RT (200U/ul) Promega, Mannheim
M-MLV RT 5x Reaction Buffer Promega, Mannheim
DNase-/RNase-freies Aqua bidest. Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

2.6.3 Materialien und Laborgerate
Cycler Peltier Thermo Cycler 200 MJ Research, USA
2.6.4  Durchfuhrung der Reversen Transkriptase-Reaktion

Die RNA-Proben und die Reagenzien wurden auf Eis aufgetaut, gemischt, mit der
Tischzentrifuge abzentrifugiert und anschlieBend wieder auf Eis gelagert. Alle
Reagenzien mit Enzymaktivitdt wurden durchgehend in Kihlblécken bei -20°C
aufbewahrt, und auch wahrend der Verarbeitung nicht daraus entnommen, um die
Enzyme zu schitzen. Je Probe wurden 2,5ug RNA mit 2ul Random Primer
(50ng/pl) in einem PCR-Softtube 0,5ml gemischt, und mit DNase-/RNase-freiem
Aqua bidest. erganzt, so dass ein Gesamtvolumen von 14ul resultierte.
Anschlieend wurden die 0,5ml Reaktionsgefal3e im Multicycler nach folgendem

Programm (Tabelle 5) inkubiert:

Zeit Temperatur
5 min 70°C
5 min 4°C

Tabelle 5: Programm fiir Schritt 1 der cDNA-Synthese

Direkt im Anschluss wurden die Proben auf Eis zwischengelagert. Fur die weitere
Verarbeitung wurde nun das Reaktionsgemisch Nr. 1 (Tabelle 6) vorbereitet, fur
jede Probe bestehend aus:
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Menge Substanz
ul M-MLV RT (200U/ul)
5ul M-MLV RT 5x Reaction Buffer
0,5ul RNasin plus (40U/ul)
1,254l dNTP-Mix (10 mM)
3,25pl DNase-/RNase-freies Aqua bidest.

Tabelle 6: Reaktionsgemisch Nr. 1 fir cDNA-Synthese

Zu jeder auf Eis gelagerten Probe wurden 11pul des Reaktionsgemisches
hinzupipettiert, so dass ein Gesamtvolumen von 25ul entstand. AnschlieRend

wurden die Proben nach folgendem Programm (Tabelle 7) im Multicylcer inkubiert:

Zeit Temperatur
10 min 25°C
50 min 48°C
15min 70°C
10min 4°C

Tabelle 7: Programm fur Schritt 2 der cDNA-Synthese

Im Anschluss wurden die Proben entweder direkt weiterverarbeitet oder bei -20°C
fur die spatere Verarbeitung tiefgefroren. Die Konzentration der fertigen cDNA

betrug 100ng/pl.
2.6.5 Beta-Actin PCR als Kontrolle fur die Reverse Transkriptase-Reaktion

Fur jede Probe wurde das Gelingen der Reverse Transkriptase-Reaktion mit Hilfe
einer Amplifikation des Beta-Actin Gens kontrolliert (Prinzip der PCR, Punkt 2.7.1).
Beta-Actin ist ein in allen eukaryotischen Zellen als Bestandteil des Zytoskeletts
vorkommendes Strukturprotein, weshalb es auch als ,Housekeeping-Gen*
bezeichnet wird. Die Beta-Actin PCR bestand aus 32 Schritten, wobei die ersten 30
Schritte das Produkt amplifizierten, Schritt 31 die Reaktion beendete und Schritt 32
eine temperaturgerechte Verwahrung der Proben im Cycler gewahrleistete. Die

Beta-Actin spezifischen Primer (Human-B-Actin-3' und -5°) sowie das Zeit-
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Temperaturprofil-Protokoll der Beta-Actin-PCR sind in den Tabellen 8 und 9
dargestellt. Die Primer wurden von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) synthetisiert.
Die PCR erfolgte je Probe mit 1ul cDNA (100ng/ul) sowie 12,5ul Go-Taq PCR-
Master-Mix, 6,5ul DNase-/RNase-freies Aqua bidest. und jeweils 2,5ul HRA-3'-
Primer (10pM) und HRBA-5-Primer (10uM). Das Produkt der Beta-Actin PCR

bestand aus 838 Basenpaaren.

Bezeichnung Basensequenz
HBA-3* 5-CGTCATACTCCTGCTTGCTGATCCACATCTGC-3
HRA-5* 5-ATCTGGCACCACACTTCTACAATGAGCTGCG-3

Tabelle 8: Nukleotidsequenzen der spezifischen Beta-Actin-Primer

Schritt | Zyklusanzahl Denaturierung Annealing Extension
Zeit [ Temperatur | Zeit / Temperatur Zeit /| Temperatur

1-30 30 20sek / 95°C 1min/ 60°C Imin/72°C
31 1 5min/72°C
32 1 forever / 4°C

Tabelle 9: Zeit-Temperaturprofil-Protokoll der spezifischen Beta-Actin-PCR

2.7 MUCTY nested-PCR

2.7.1 Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde 1985 von Kary Mullis entwickelt (Mullis et al.,
1986). Die Methode dient der in-vitro Vervielfaltigung eines genau definierten DNA-
Strangs. Neben der Original-DNA-Probe, welche den zu vervielfaltigenden
Abschnitt, das sog. Template, enthalt, bendtigt die Reaktion mehrere
Komponenten. Dazu gehdren eine ausreichende Menge zweier definierter Primer,
welche an den beiden DNA-Einzelstrangen die Startpunkte der Synthese festlegen.
Die eingesetzte DNA-abhangige DNA-Polymerase muss hohe Temperaturen
tolerieren konnen, ohne dabei zu denaturieren und somit funktionsunféhig zu

werden. Dazu wird haufig, wie auch in dieser Arbeit, die sog. Tag-Polymerase
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verwendet, eine DNA-Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus. Des
Weiteren werden dem Reaktionsansatz eine ausreichende Menge von
Desoxyribonukleosidtriphosphaten,  Mg?*-lonen  sowie eine  Pufferlésung
hinzugeflugt. Die DNA-Amplifikation erfolgt in einem Thermocycler durch einen sich
mehrfach wiederholenden Zyklus, welcher drei unterschiedliche Reaktionsschritte
beinhaltet. Zunachst wird die doppelstrangige DNA bei einer hohen Temperatur
denaturiert. AnschlieRend erfolgt die Anlagerung der Primer an die DNA-
Einzelstrange, das sog. Annealing, bei Temperaturen zwischen 55-65°C. Der dritte
Schritt, die Elongation, findet beim Temperaturoptimum der verwendeten
Polymerase statt. Durch mehrfache Zykluswiederholungen vervielfaltigt sich die
DNA exponentiell (Abbildung 6). Theoretisch ist es somit moéglich, aus einem

einzigen DNA-Strang 230-240 Kopien zu synthetisieren.
2.7.2 Prinzip der Nested-PCR

Eine Nested-PCR ermdoglicht die Erhéhung der Nachweis-Sensitivitat, indem das
Produkt aus einer ersten Polymerase-Kettenreaktion in einem zweiten PCR-
Durchlauf weiter vervielfaltigt wird (Baier et al., 1993). Die zweite PCR wird mit
einem neuen Primerpaar durchgefiihrt, welches sich innerhalb des Produktes aus
dem ersten PCR-Ansatz anlagert. Das zweite PCR-Produkt ist somit kleiner als das
Produkt der ersten PCR. Eine Verwendung derselben Primer wie beim ersten
Durchlauf ware ebenfalls moglich, dann wirde die PCR allerdings als Doppel-PCR
bezeichnet werden. Um eine Amplifikation eventuell vorhandener genomischer
DNA mdglichst zu verhindern, wird fur die erste PCR ein sog. ,exon-spanning“-
Primer eingesetzt. Wahrend der Prozessierung einer mRNA werden die
enthaltenen Introns entfernt und die verbleibenden Exons miteinander verbunden.
Nach der Umwandlung der mRNA in cDNA mit Hilfe der Reverse-Transkriptase
Reaktion erfolgt wahrend der PCR die Bindung dieses speziellen Primers an einer
Stelle der cDNA, welche die Enden zweier Exons des zu amplifizierenden Gens
darstellt. Somit ist es fur den Primer nur moglich, an eine zur mRNA
komplementdre DNA zu binden, da genomische DNA noch das Intron enthalten

wurde und somit keine passende Bindungsstelle vorlage.
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DNA-Doppelstrang

Denaturierung bei 94°C

Anlagerung der Primer -
(Annealing) bei 55-65°C  _

Elongation bei 72°C

n-fache Zykluswiederholung

Abbildung 6: Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion

2.7.3 Reagenzien

Go-Tag PCR Master-Mix Promega, Mannheim
Primer 10F, 6As, 5S, 9Rev (jew. 10uM) Invitrogen, Karlsruhe
DNase-/RNase-freies Aqua bidest. Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

2.7.4 Materialien und Laborgerate

Cycler iCycler Biorad, Minchen

Cycler T-Personal 48 Biometra, Gottingen

2.7.5 Durchfuhrung der MUC7 nested-PCR

Bei der spezifischen MUC7 nested-PCR wurde die cDNA aus der Reverse

Transkriptase-Reaktion in zwei aufeinander folgenden PCR-Reaktionen amplifiziert.

Das fur diese Arbeit verwendete Zeit-Temperatur-Protokoll war fur die erste und

zweite PCR identisch und wird in Tabelle 10 dargestellt. Die Nukleotidsequenzen

der spezifischen MUC7 Primer werden in Tabelle 11 dargestellt. Alle Primer wurden
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von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) synthetisiert. Fir den ersten PCR-Ansatz
wurden 5ul cDNA (100ng/ul) mit 12,5ul Go-Taq PCR-Master, 2,5ul DNase-/RNase-
freiem Aqua bidest. und jeweils 2,5ul 10F-Primer (10uM) und 6As-Primer (10uM) in
ein  0,2ml Reaktionsgefald pipettiert, vorsichtig gemischt und mit einer
Tischzentrifuge abzentrifugiert. Das Produkt der ersten PCR bestand aus einem
299 Basenpaare langen DNA-Fragment. Fur die anschlieBende zweite PCR
wurden 2,5ul des Produktes aus dem ersten Durchlauf mit 12,5ul Go-Taq PCR-
Master, 5ul DNase-/RNase-freiem Aqua bidest. und jeweils 2,5ul 5S-Primer
(10pM) und 9Rev-Primer (10uM) in ein 0,2ml Reaktionsgefal3 pipettiert und wieder
vorsichtig gemischt sowie mit einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Die Lange der

PCR-Produkte betrug 299bp aus der ersten und 211bp aus der zweiten PCR.

Schritt | Zyklusanzahl Denaturierung Annealing Extension
Zeit [ Temperatur | Zeit / Temperatur Zeit [ Temperatur
1 1 3min/94°C
2 1 30sek / 94°C 30sek / 61°C 30sek / 72°C
3 1 30sek / 94°C 30sek / 60°C 30sek / 72°C
4 1 30sek / 94°C 30sek / 59°C 30sek / 72°C
5 1 30sek / 94°C 30sek / 58°C 30sek / 72°C
6 1 30sek / 94°C 30sek / 57°C 30sek / 72°C
7-37 31 30sek / 94°C 30sek / 56°C 30sek / 72°C
38 1 7min / 72°C
39 1 forever / 10°C

Tabelle 10: Zeit-Temperaturprofil-Protokoll der spezifischen MUC7 PCR

Primer Nukleotidsequenz
10F 5-GCACCAGGAGACATCAGAAAG-3*
B6AS 5-GTTTAGGTGGCTGGTGAGGA-3*
5S 5-CACTGAGTGCTTGCTTCTCG-3*
9Rev 5-GGGGGGTTATTAGGTGAAGG-3*

Tabelle 11: Nukleotidsequenzen der spezifischen MUC7 Primer
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2.7.6  Kontrollen fur die PCR-Analysen

2.76.1 Positivkontrolle

Als Positivkontrolle fur die MUC7 Amplifikation wahrend der MUC7 nested-PCR
wurden jeweils 250ng cDNA der Harnblasenkarzinom-Zelllinie T24 parallel zu
jedem PCR-Reaktionsansatz amplifiziert, da die T24-Zelllinie eine konstante
Genexpression fur das MUC7 Gen aufzeigt. Die T24-RNA wurde aus einer
Zellsuspension mit T24-Zellen extrahiert, welche im Rahmen der Erstellung einer

neuen Zellpassage in der Zellkultur in RNazol (Trizol-Reagent) Gberfihrt wurden.
2.7.6.2 Negativkontrolle

Als Negativkontrolle wurden fiir jeden PCR-Ansatz der MUC7 nested-PCR 500ng
cDNA der Zelllinie CHO verwendet, welche keine Genexpression fir das MUC7
Gen aufzeigt. Die CHO-RNA wurde aus einer Zellsuspension mit CHO-Zellen
extrahiert, die im Rahmen der Erstellung einer neuen Zellpassage in der Zellkultur
in RNazol (Trizol-Reagent) tberfuhrt wurden. Die Negativkontrolle der Beta-Actin

PCR erfolgte mit DNase-/RNase-freiem Aqua bidest, welches die cDNA ersetzte.
2.7.7 Sequenzierung der PCR-Produkte

Um zu verifizieren, dass die Darstellung der PCR-Produkte im Agarosegel
tatsachlich einer MUC7 Genexpression entsprach, wurden ausgewahlte auf der
Laufthéhe von 211 Basenpaaren dargestellte Banden sequenziert. Weitere Banden
auf anderen Laufth6hen wurden ebenfalls zur Kontrolle sequenziert. Die Gelbanden
wurden zunachst unter UV-Kontrolle mit einem Skalpell aus dem Gel
herausgetrennt und die im Gel enthaltenen PCR-Produkte mit Hilfe des QIAgen
Gel-Extraction Kits extrahiert und aufgereinigt. Im Anschluss daran wurden die
DNA-Fragmente bakteriell kloniert (TOPO TA Cloning Kit, Invitrogen Karlsruhe).
Nach der Uberpriifung der Klonierung wurden passende bakterielle Klone
ausgewahlt und die enthaltene Plasmid-DNA extrahiert. Die Sequenzierung der

Proben erfolgte durch die Firma GATC Biotech, Konstanz.
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2.8 Sensitivitat der MUC7 RT-PCR

2.8.1 Zellverdinnungsreihe mit der Zelllinie T24

Die Sensitivitat der MUC7 RT-PCR wurde mit Hilfe von verschiedenen
Verdunnungsreihen untersucht. Im Rahmen der Zellverdinnungsreihe wurde die
Gesamt-RNA der T24-Zelllinie fur verschiedene Zellmengen extrahiert und
anschlieBend 500ng RNA jeder dieser Proben mit der MUC7 nested-PCR
amplifiziert. Die eingesetzten Zellmengen betrugen dabei: 10.000, 7.500, 5.000,
2.500, 1.000, 500 und 0.

2.8.2 cDNA-Verdinnungsreihe mit RNA aus der Zelllinie T24

Im Rahmen der cDNA-Verdinnungsreihe wurde die aus der Harnblasenkarzinom-
Zelllinie T24 extrahierte RNA in Stufen zwischen 500ng bis 0,5ng durch die
Reverse Transkriptase-Reaktion in komplementare DNA umgewandelt und dann
mit der MUC7 nested-PCR amplifiziert.

2.9 Darstellung der PCR-Produkte

2.9.1 Prinzip der Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine haufig angewandte analytische Methode zur
Trennung von Molekilen. In dieser Arbeit wurden mit Hilfe der Agarose-
Gelelektrophorese verschieden lange DNA-Fragmente getrennt. Das Prinzip dieser
Methode basiert auf der Anlage eines elektrischen Feldes an ein Gel mit einer
Gelmatrix aus Kohlenhydratmolekilen. Das Gel liegt dabei in einer ionischen
Pufferlosung. Die negativ geladene DNA durchwandert die Gelmatrix von der
negativ geladenen Kathode in Richtung der positiv geladenen Anode. Kleine
Fragmente wandern dabei schneller als grol3ere Fragmente. Das ebenfalls im Gel
enthaltene Ethidiumbromid interkaliert die DNA-Fragmente, wéhrend diese das Gel
durchwandern. Dadurch verandert sich das Absorptionsspektrum der DNA, welche

somit spater unter UV-Lichteinstrahlung sichtbar gemacht werden kann.
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2.9.2 Reagenzien

Agarose (UltraPure)

1XTBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer)
Laborwasser, dest.

DNA-Ladder Benchtop (100bp)
Ethidiumbromidlésung (10mg/ml)

2.9.3 Materialien und Laborgerate

Gelkammer 40-0911

Gelkammer GNA 200

Geltray mit KAmmen
Mikrowellenfolie

Mikrowelle NN-5256

Feinwaage

Magnetriihrer lkamag RCT
Gleichstromgenerator EPS 601
Molecular Imager ChemiDOC®XRS

Invitrogen, Karlsruhe

eigene Herstellung
Promega, Mannheim

Sigma-Aldrich, Hamburg

Peglab, Erlangen
Amersham Biotech, Sweden
Amersham Biotech, Sweden
Toppits, Minden

Panasonic, Hamburg
Sartorius, Goéttingen

IKA Labortechnik, Staufen
Amersham Biotech, Sweden

Biorad, Miinchen

2.9.4  Durchfuhrung der Gelelektrophorese

Das Agarose-Gel firr die Gelelektrophorese wurde in einer 1,5%igen Konzentration
hergestellt, um eine optimale Lauffahigkeit der DNA-Fragmente zu gewahrleisten.
Dazu wurden 1,5g Agarose pro 100ml 1xTBE-Puffer in einem Erlenmeyerkolben
miteinander vermischt, mit einer luftdurchléassigen Folie verschlossen und in einem
Mikrowellenherd bis zum Erreichen des Siedepunktes erhitzt. Dann wurde die
flissige Gelmischung mehrmals kurz geschwenkt und erneut erhitzt, bis die
Flussigkeit durchsichtig war und mit bloRem Auge keine Agarosefragmente mehr
erkennbar waren. Vor dem Befiullen der Gelkammer wurde das flussige Gel fur
15min zur Abkihlung auf einen Magnetrihrer gestellt. Die dann folgenden
Arbeitsschritte wurden unter dem Abzug durchgefiihrt. Zunachst wurde zu je 20ml
Agarosegelflissigkeit 1ul Ethidiumbromidlésung (10mg/ml) hinzupipettiert und
untergertihrt. Dann wurde die Agarosegelfliissigkeit in eine Gelform gegossen, und
mit Gelkdmmen versehen, welche bei der Aushartung des Gels die spéateren

Geltaschen aussparten. Nach einer Stunde wurde die Gelform mit dem
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ausgeharteten Gel aus dem Abzug herausgenommen und in die Gelkammer
gestellt. Als Anodenpuffer diente 1xTBE-Puffer, mit welchem die Kammer genau so
weit befullt wurde, dass das Gel mit einer 2-3mm dicken 1xTBE-Pufferschicht
Uberzogen war. AnschlieBend wurden die Kamme entfernt, wodurch sich die
Geltaschen mit TBE-Puffer fillten. Das Beladen der Geltaschen erfolgte immer in
der gleichen Reihenfolge: Positivkontrolle, Negativkontrolle, PCR-Proben, DNA-
Ladder (100bp). Die Fullmenge betrug 15ul je PCR-Probe, sowie 6ul je DNA-
Ladder. Dabei wurde jede Probe mit einer Pipette in die Geltasche eingefihrt und
am Boden der Geltasche entladen, so dass keine Verunreinigung anderer Taschen
erfolgen konnte. Die angelegte Stromspannung betrug 140V, die Stromstarke
350mA. Um eine ausreichende Auflésung der Banden innerhalb des Gels zu
gewahrleisten, wurde das elektrische Feld fur 80min aufrechterhalten. Das Gel
wurde anschlieend unter UV-Lichtbestrahlung fotografiert, und das Ergebnis
sowohl in Druckform als auch in digitaler Form als Bild archiviert.

2.10 Auswertung der PCR-Ergebnisse

Die Auswertung der PCR Ergebnisse erfolgte anhand der Fotografien, auf welchen
die unter UV-Licht dargestellten Gelbanden abgebildet waren. Jeder Bande liel3
sich mit Hilfe des standardisierten Molekularmarkers (100bp DNA-Ladder) die
entsprechende DNA-Fragmentgrof3e in Basenpaaren zuordnen (Abbildung 7,
Beispielbild einer Beta-Actin PCR im Agarosegel). Als Nachweis einer validen Beta-
Actin Genamplifikation wurde dabei ein Produkt von 838 Basenpaaren, bei MUC7
ein Produkt von 211 Basenpaaren gewertet. Nur Proben, die einen Beta-Actin
Nachweis aufzeigten, wurden in die endgultige Auswertung tUbernommen. Jede
Probe wurde, ausgehend von derselben cDNA, mit Hilfe der spezifischen MUC7
RT-PCR zwei Mal unabhangig voneinander auf eine MUC7 Genexpression hin
untersucht. Kam es dabei zu Abweichungen zwischen den beiden Durchlaufen,
wurde die Probe ein drittes Mal untersucht. Bei mindestens zwei validen
Nachweisen einer MUC7 Genexpression wurde die Probe als MUC7 positiv, in
allen anderen Fallen als MUC7 negativ gewertet. Die Ergebnisse wurden detailliert
in eine fur diese Studie erstellte Datenbank eingetragen, damit sie auch in Zukunft

fur weitere mdgliche Auswertungen zur Verfigung stehen. Alle Daten wurden
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ebenfalls in eine Excel-Tabelle (Microsoft Office 2007) eingetragen, anhand derer
die Auswertungen fur diese Arbeit erfolgte.

Abbildung 7: Beispielbild einer Beta-Actin PCR
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die Genexpression von MUC7 in Lymphknoten bei Patienten
mit lokal fortgeschrittenem Urothelkarzinom der Harnblase, in verschiedenen
Zelllinien von Urothelkarzinomen der Harnblase sowie in peripher vendsen
Blutproben gesunder Probanden untersucht. Die zugrunde liegende
Untersuchungsmethode war die spezifische MUC7 Reverse-Transkriptase-PCR.
Ziel war dabei die Detektion okkulter Tumorzellen und somit von Mikrometastasen.
Das Urothel- und Tumorgewebe der Harnblase (Prim&rtumor) sowie Teile der
untersuchten Lymphknoten wurden vom Pathologischen Institut des Klinikums
rechts der Isar der TU Minchen im Hinblick auf die Gewebedignitat untersucht. Die
Ergebnisse der Laboruntersuchungen wurden im Anschluss mit den Ergebnissen

der Pathologie verglichen.
3.1 Sensitivitat der MUC7 RT-PCR Methode

Die Sensitivitat der MUC7 RT-PCR Methode wurde durch wiederholte
Verdunnungsreihen untersucht. Mindestens vier Wiederholungen wurden fir jede
Verdinnungsreihe durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Verdinnungsreihen waren
reproduzierbar. In der Zellverdinnungsreihe mit Zellen der Harnblasenkarzinom-
Zelllinie T24 waren Zellkonzentrationen von mindestens 2500 Zellen fir einen
positiven Nachweis einer MUC7 Genexpression notwendig (Abbildung 8). In der
Verdunnungsreihe mit Gesamt-RNA der Harnblasenkarzinom-Zelllinie T24 war eine
Konzentration von mindestens 2,5ng T24-RNA flr einen sicheren positiven

Nachweis einer MUC7 Genexpression notwendig (Abbildung 9).
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MUCT nested-PCR Beta-Actin PCR

Abbildung 8: Zellverdiinnungsreihe (mit Anzahl der Zellen) der T24 Harnblasenkarzinom-Zelllinie

Abbildung 9: Verdunnungsreihe mit Gesamt-RNA (in ng) der Harnblasenkarzinomzelllinie T24

3.2 Sequenzierung der PCR-Produkte

Die Sequenzierung ausgewahlter Agarosegelbanden erfolgte zur Uberprifung
eines validen MUC7 Nachweises. Die Sequenzierung aller Banden mit 211 bp
bestétigte die bekannte mMRNA-Sequenz von MUC7 aus der Gendatenbank (NCBI
Reference Sequence: NM_001145006.1). Die Sequenzierung weiterer teilweise
vorhandener Banden mit Amplifikationsprodukten anderer Basenpaarlangen zeigte

Gensequenzen von genomischer DNA (Abbildung 10).
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Amplifikationsprodukte
genomischer DNA

MUCT7 (211bp)
Amplifikationsprodukt

Abbildung 10: Auswahl von PCR-Produkten (Banden) zur Sequenzierung;

Ergebnis der Sequenzierung

3.3 Kontrollen

3.3.1 Uberpriifung der Reversen Transkriptase-Reaktion

Die erfolgreiche Durchfuhrung der Reversen Transkriptase-Reaktion wurde durch
eine positive Beta-Actin Amplifikation mittels PCR Uberpriift. Dieser Nachweis
gelang bei allen Proben aus Zelllinien (Verdinnungsreihen und Herstellung von
Kontrollen fur die MUC7 nested-PCR) und bei allen peripher ventésen Blutproben
gesunder Probanden. Ein positiver Beta-Actin Nachweis gelang bei 790 von 793
Lymphknotenproben inklusive der Lymphknotenteilsticke. Nur Proben mit
positivem Beta-Actin Nachweis wurden in die weiteren Untersuchungen
eingeschlossen. Als Positivkontrolle fir die Beta-Actin PCR wurden grundsatzlich
250ng in cDNA transkribierte T24-RNA mit amplifiziert. Als Negativkontrolle fur die
Beta-Actin-PCR wurde Aqua bidest. statt Proben-cDNA verwendet. Bei allen Beta-
Actin  PCR-Durchgédngen wiesen die Positivkontrollen eine dem Beta-Actin
Amplifikationsprodukt (838bp) entsprechende Bande auf, alle Negativkontrollen

waren negativ.
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3.3.2 Positivkontrollen der MUC7 nested-PCR

Parallel zu allen MUC7 nested-PCR-Reaktionsanséatzen wurden als Positivkontrolle
250ng in cDNA transkribierte RNA der Harnblasenkarzinom-Zelllinie T24 mit
amplifiziert, welche eine konstante Genexpression fir MUC7 zeigt. Bei allen PCR-
Reaktionsansatzen gelang der Nachweis der MUC7 Genexpression in der
Positivkontrolle, wodurch das Gelingen der jeweiligen MUC7 nested-PCR bestatigt

werden konnte.
3.3.3 Negativkontrollen der MUC7 nested-PCR

Zum Ausschluss von Kontaminationen wurden alle PCR-Reaktionen zusammen mit
einer Negativkontrolle durchgefuhrt. Diese Negativkontrolle enthielt 500ng in cDNA
transkribierte  CHO-RNA und DNase-/RNase-freies Aqua bidest. anstelle von
Proben-RNA. Bei einer der in dieser Arbeit durchgefuihrten PCR-Reaktionen waren
in der Negativkontrolle PCR-Produkte nachweisbar. Dieser Ansatz wurde verworfen
und mit neuen Materialien wiederholt. Alle anderen Negativkontrollen zeigten keine
Amplifikationsprodukte.

3.4 MUC7 Genexpression in Zelllinien und peripher vendsen Blutproben

gesunder Probanden

3.4.1 Genexpression von MUCY7 in Zelllinien

Die Genexpression von MUC7 wurde in den Harnblasenkarzinom-Zelllinien RT4,
RT112, 647-V, J-82 und T24 mit den histopathologischen Differenzierungen
zwischen G1 und G3, sowie den Zelllinien CHO und Jurkart Uberprift. Dabei
wurden jeweils 500ng Gesamt-RNA der jeweiligen Zelllinie eingesetzt. Alle
Harnblasenkarzinom-Zelllinien zeigten eine positive MUC7 Genexpression mit
einem Amplifikationsprodukt von 211bp. Die Zelllinien CHO und Jurkart zeigten
keine Genexpression fur MUCY.

-51-



3.4.2 Genexpression von MUCY in peripher ventsen Blutproben gesunder
Probanden

Es wurden die mononuklearen Zellen 15 peripher vendser Blutproben gesunder
Probanden mit der spezifischen MUC7 RT-PCR auf eine Genexpression von MUC7
untersucht. Bei keiner Blutprobe konnte eine MUC7 Genexpression nachgewiesen

werden.

3.5 Ausschluss von Proben

Die insgesamt 1583 Lymphknotenproben aller 41 in diese Arbeit eingeschlossenen
Patienten wurden im Rahmen der Lymphadenektomie entnommen, welche
begleitend zu jeder Zystektomie durchgefihrt wurde. Voraussetzung fir die
Weiterverarbeitung war eine MindestgroBe von 7mm Durchmesser pro
Lymphknoten, damit bei der spéteren mechanischen Aufarbeitung der Teilstlicke
genug Material fur die RNA-Extraktion zur Verfigung stand. Daher wurden 779
Proben schon wahrend der Operation nicht weiter verarbeitet und direkt im
Anschluss an die Zystektomie zur Staging-Untersuchung an das Pathologische
Institut des Klinikums rechts der Isar (bersandt. Von den Ubrigen 804
Lymphknotenproben wurden wahrend der spateren Verarbeitung im Labor
diejenigen ausgeschlossen, welche mindestens eines der folgenden Merkmale
erfullten (Tabelle 12):

Ausschlusskriterium Probenanzahl
Weniger als 0,2 pg/ul Gesamt-RNA nach RNA-Extraktion 11
Zweifacher negativer Beta-Actin Nachweis (PCR) nach der RT-Reaktion 3

Tabelle 12: Ausschlusskriterien fiir Lymphknotenproben

Somit wurden insgesamt 14 Lymphknotenproben ausgeschlossen. Die Auswertung
erfolgte anhand der Ubrigen 790 Lymphknotenproben. Alle Proben, die aus
Zelllinien der Zellkultur gewonnen wurden, sowie alle peripher venésen Blutproben,

konnten in die Auswertung tlbernommen werden.
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3.6 MUCY7 Genexpression in Lymphknotengewebe

Wie unter Punkt 2.10 beschrieben, wurde jede Lymphknotenprobe bei der
spezifischen MUC7 nested-PCR zweimal unabhangig voneinander untersucht. Bei
Abweichungen im Ergebnis wurde ein dritter Durchgang durchgefihrt. Bei
mindestens zwei positiven Nachweisen einer MUC7 Genexpression wurde die
Probe als positiv gewertet. Die Haufigkeitsverteilung der Ergebnisse der MUC7

nested-PCR aller Lymphknotenproben ist Tabelle 13 zu entnehmen.

Ergebnis | Ergebnisse der MUC7 nested-PCR Lymphknotenanzahl
positiv positiv / positiv 316
positiv / negativ / positiv 118
negativ positiv / negativ / negativ 126
negativ / negativ 230

Tabelle 13: Haufigkeitsverteilung der Ergebnisse der MUC7 nested-PCR aller Lymphknotenproben

546 der 790 Lymphknotenproben wurden durch die MUC7 nested PCR eindeutig
als positiv oder negativ klassifiziert, was einem Anteil von 69% entspricht.
244 Lymphknotenproben (31%) konnten in den ersten zwei Durchgangen der PCR
nicht eindeutig zugeordnet werden und wurden deshalb ein drittes Mal untersucht.
Abbildung 11 zeigt eine reprasentative Darstellung der spezifischen MUC7 nested-
PCR mit einem Amplifikationsprodukt von 211 bp. Als Negativkontrolle wurde die
Proben-cDNA durch DNase-/RNase-freies Aqua bidest. mit 500ng CHO-cDNA
ersetzt. Als Positivkontrolle dienten 250ng T24-cDNA.

3q0Id-)1
3Q0Id-11
3q0Id-)
3q0Id-)]
3q0Id-)]
8G0Id-MT]
3GOId-Y]
3G0Id-]
3G0Id-Y]
8q0Id-)1
8q0Id-)1

Abbildung 11: Reprasentative Darstellung der spezifischen MUC7 nested-PCR
bei 11 Lymphknotenproben
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3.6.1 Charakteristika des Patientenkollektivs

Das untersuchte Patientenkollektiv dieser Arbeit bestand aus 41 Patienten, welche
vor der Operation randomisiert wurden. 21 Patienten wurden der Gruppe
"ausgedehntes Feld" zugeordnet wund Lymphknoten aus allen 14
Lymphadenektomiefeldern (Punkt 2.3.2) entnommen und untersucht. Die anderen
20 Patienten wurden der Gruppe "eingeschranktes Feld" zugeordnet, wobei nur
Lymphknoten aus den Feldern 5, 7, 9, 11, 13 und 14 (Punkt 2.3.2) entnommen und
untersucht wurden. Der Zeitraum der Probenentnahme begann im Mai 2007 und
endete im Juli 2008. Unter den Patienten waren 33 Manner und acht Frauen. Das
Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Operation betrug 67,2 Jahre (40-84 Jahre). Im
Rahmen der Lymphadenektomie wurden insgesamt 1583 Lymphknoten
entnommen. Einige Lymphknoten mussten aufgrund ihrer GroRe in mehrere
Teilstiicke von bis zu 1lcm Durchmesser pro Stick aufgeteilt werden. Jedes
Teilstiick wurde bei der Auswertung als einzelne Probe betrachtet und ebenso
behandelt. Die Genexpression von MUC7 wurde nach dem Ausschluss
ungeeigneter Proben (Punkt 3.5) bei insgesamt 790 Lymphknotenproben
untersucht (Tabelle 14). Im Durchschnitt wurden somit bei jeder
Lymphadenektomie 19,3 Lymphknoten entfernt, welche spater auch fir die weitere

Untersuchung im Hinblick auf eine MUC7 Genexpression geeignet waren.
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Patient | Anzahl LKs | Patient | Anzahl LKs | Patient | Anzahl LKs
1 14 15 (eg) 8 29 42
2 (eg) 11 16 10 30 (eg) 17
3 25 17 16 31 27
4 (eg) 12 18 (eg) 10 32 21
5 (eg) 13 19 40 33 18
6 (eg) 9 20 (eg) 18 34 (eq) 13
7 21 21 8 35 (eg) 14
8 (eg) 11 22 (eq) 20 36 (eg) 25
9 21 23 31 37 (eg) 10
10 23 24 (eg) 13 38 15
11 42 25 19 39 19
12 22 26 (eg) 21 40 19
13 (eg) 9 27 39 41 (eg) 25
14 (eg) 15 28 (eq) 24

Tabelle 14: Patientennummer (eg = eingeschrankte Lymphadenektomie)

und Anzahl der untersuchten Lymphknoten (inkl. Teilstlicke)

Die detaillierten Charakteristika des Patientenkollektivs sind in Tabelle 15
dargestellt. Die Tabelle beinhaltet neben der Patientennummer das Patientenalter,
das Geschlecht sowie die genaue UICC-Klassifikation (von 2002) des
Harnblasenkarzinoms bei Erstdiagnose des Urothelkarzinoms mit Angabe von T-,
N-, M- und G-Stadium.
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Pat. Alter und UICC-Klassifikation | Pat. Alter und UICC-Klassifikation
Geschlecht T N|M|G Geschlecht T N|M|G
1 80-m 3a 0 0 3 22 41 —m 2a, Cis 0 0 3
2 77 —-m 2 0 0 3 23 66 —m 1, Cis 0 0 3
3 61-m 3a 2 0 3 24 81-m 4a, Cis 0 0 2
4 79 —w Cis, a 0 0 3 25 78 —-m 1 0 0 3
5 82-m 3a 0 0 3 26 59 —w 3b 0 0 3
6 73—-m Cis, a 0 0 3 27 55-m 3b 0 0 3
7 81-w 3b 0 0 2 28 84 -m 3a 0 0 3
8 78 —w Cis, a 0 0 3 29 57 -m 3b 1 0 3
9 64 —-m Cis, a 0 0 2 30 71 -w 2a 0 0 3
10 71-m 4a 0 0 3 31 73—-m 2a 0 0 1
11 53-m 2a 0 0 3 32 66 —w 1, Cis 0 0 3
12 65 —-w 3b 0 0 3 33 65—-m 2a 0 0 3
13 83-m 4a, Cis 0 0 3 34 59-m 1 2 0 3
14 58 -m 2a, Cis 0 0 3 35 57-m 1 0 0 3
15 71-m 3a 2 0 3 36 40-m Cis 0 0 3
16 76 —m 2a, Cis 0 0 3 37 8l-m 4a 2 0 3
17 84 -m 1, Cis 0 0 3 38 55-m 1 0 0 3
18 80-m 3b 1 0 3 39 53-m 3b 0 0 3
19 70 —w 2a 0 0 3 40 44 —m 2a 0 0 3
20 52-m 3b, Cis 0 0 3 41 53-m 3b 2 0 3
21 80-m 3b 0 0 3

Tabelle 15: Patientennummer, Alter und Geschlecht,

UICC-Klassifikation (von 2002) bei Erstdiagnose (mit T, N, M und G)

Bei allen 41 untersuchten Patienten lag das M-Stadium O vor, weshalb dieses

Stadium bei der Einordnung nicht beriicksichtig wurde.
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3.6.2 Histopathologische Auswertung der Lymphknotenproben

Die histopathologische Auswertung der pelvinen Lymphknotenproben erfolgte
durch das pathologische Institut des Klinikums rechts der Isar der Technischen
Universitat Minchen. Dabei wurde zwischen einer Lymphknotenprobe ohne Befund
und einer Lymphknotenprobe mit Tumorzellen (Mikrometastase) unterschieden.
Eine Lymphknotenprobe galt immer dann als positiv, wenn mindestens eines der
beiden durch das pathologische Institut untersuchten Sticke (Punkt 2.3.3) als
positiv klassifiziert wurde. Bei sechs der 41 Patienten wurden histopathologisch
insgesamt 27 Lymphknoten als positiv (Lymphknotenmetastase) klassifiziert. Dies
entspricht einem Anteil von 3,4%. Eine Ubersicht ist Tabelle 16 zu entnehmen. Bei

allen anderen Patienten waren samtliche Lymphknotenproben histopathologisch

unauffallig (pNO).

Pat.-Nr. | Gesamt-LKs | Anzahl histol.-pos. LKs % TNMG-Klassifikation
3 25 16 64% pT3a, pN2, cMO, G3
15 8 2 25% pT3a, pN2, cMO, G3
29 42 1 2% pT3b, pN1, cMO, G3
34 13 4 31% pT1, pN2, cMO, G3
37 10 2 20% pT4a, pN2, cMO, G3
41 25 2 8% pT3b, pN2, cMO, G3

Tabelle 16: Patientennummer, Gesamtanzahl der entnommenen Lymphknoten,

Anzahl der histopathologisch positiven Lymphknotenproben (alle Zahlen inkl. LK-Teilstucke),

prozentualer Anteil, TNMG-Klassifikation
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3.6.3
tumorfreien Lymphknoten

Ergebnisse der spezifischen MUC7 nested-PCR der histopathologisch

Eine detaillierte Ubersicht tber die Ergebnisse der MUC7 nested-PCR der

histopathologisch tumorfreien Lymphknoten

Insgesamt wurden 763 als pNO klassifizierte Lymphknoten untersucht.

ist Tabelle 17 zu entnehmen.

Patient 1

TNMG-Klassifikation pT3a, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 14

Anteil MUCY7 positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 6 43%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - 3 1 1 2 1 4 - 2 - - -
MUCY7 pos. 1 0 0 1 0 3 1

Patient 2

TNMG-Klassifikation pT2, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 11

Anteil MUCY7 positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 4 36%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 2 - 4 - - 2 - - -
MUCTY pos. 1 2 1 0

Patient 3

TNMG-Klassifikation pT3a, pN2, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 9

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 6 67%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 2 1 - - - 2 1 - -
MUCY7 pos. 1 1 3 1 0

Patient 4

TNMG-Klassifikation pTa/Tis, pNO, cMO, G3
Entnommene Lymphknoten insgesamt 12

Anteil MUCY7 positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 6 50%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - - - - - 5 - 7 - - -
MUCY7 pos. 3

Tabelle 17: Ergebnisse der spezifischen MUC7 RT-PCR der

histopathologisch tumorfreien Lymphknoten
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Patient

5

TNMG-Klassifikation

pT3a, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 13

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 9 69%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 4 - 4 - - 3 - - -
MUCY7 pos. 2 4 1 2

Patient 6

TNMG-Klassifikation pTa/Tis, pNO, cMO, G3
Entnommene Lymphknoten insgesamt 9

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 4 44%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 2 - 1 - 2 - 3 - - 1
MUCY7 pos. 1 0 0 2 1
Patient 7

TNMG-Klassifikation pT3b, pNO, cMO, G2

Entnommene Lymphknoten insgesamt 21

Anteil MUCY7 positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 6 29%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - 1 1 - 6 7 3 - - - - -
MUCTY pos. 0 0 3 2 0 1 0

Patient 8

TNMG-Klassifikation pTa/Tis, pNO, cMO, G3
Entnommene Lymphknoten insgesamt 11

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 8 73%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 1 - 2 - - 3 - 3 1
MUCY7 pos. 1 1 0 3 2 1
Patient 9

TNMG-Klassifikation pTa/Tis, pNO, cMO, G2
Entnommene Lymphknoten insgesamt 21

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 12 57%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14
Gesamt LKs 2 - 1 3 3 2 3 - - 3 - 1 -
MUCY7 pos. 0 1 0 2 2 1 1

Tabelle 17 (Fortsetzung)
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Patient

10

TNMG-Klassifikation

pT4a, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 23

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 5 22%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs 1 1 4 2 2 1 6 - - 2 - 1 -
MUCY7 pos. 1 0 1 0 1 0 2 0 0 0
Patient 11

TNMG-Klassifikation pT2a, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 42

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 26 62%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs 1 5 3 4 4 3 4 3 1 9 - - -
MUCY7 pos. 1 0 0 4 2 1 2 3 5 0 8

Patient 12

TNMG-Klassifikation pT3b, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 22

Anteil MUC7 positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 17 7%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - 3 2 3 - 7 - - 3 - - -
MUCY7 pos. 3 2 2 7 2

Patient 13

TNMG-Klassifikation pT4a/pTis, pNO, cMO, G3
Entnommene Lymphknoten insgesamt 9

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 5 56%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 1 - 2 - - 2 - 1
MUCY7 pos. 1 2 0 2 0 0
Patient 14

TNMG-Klassifikation pT2a/pTis, pNO, cMO, G3
Entnommene Lymphknoten insgesamt 15

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 6 40%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 2 - 6 - 1 - 2 - 2 2
MUCY7 pos. 2 1 1 0 1 1

Tabelle 17 (Fortsetzung)

-60 -




Patient

15

TNMG-Klassifikation

pT3a, pN2, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 6

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 3 50%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 2 - 1 - - 2 - - -
MUCY7 pos. 2 0 0 1

Patient 16

TNMG-Klassifikation pT2a/pTis, pNO, cMO, G3
Entnommene Lymphknoten insgesamt 10

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 2 20%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - 2 - 2 1 1 1 - 1 1 1 - - -
MUCY7 pos. 0 1 0 0 0 1 0 0

Patient 17

TNMG-Klassifikation pT1/pTis, pNO, cMO, G3
Entnommene Lymphknoten insgesamt 16

Anteil MUCY7 positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 6 38%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - 1 2 1 2 2 1 - 1 - 3 - 2
MUCY7 pos. 0 1 0 1 2 0 1 0 0 1
Patient 18

TNMG-Klassifikation pT3b, pN1, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 10

Anteil MUC7 positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 2 20%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 3 - 3 - 4 - - - - -
MUCY pos. 1 0

Patient 19

TNMG-Klassifikation pT2a, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 40

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 19 48%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14
Gesamt LKs 2 1 1 4 6 2 1 1 3 8 - 2 1
MUCY7 pos. 0 0 1 2 2 0 0 0 7 1 1

Tabelle 17 (Fortsetzung)
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Patient

20

TNMG-Klassifikation

pT3b/pTis, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt

18

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 10 56%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 8 - 4 - - 1 - 2 -
MUCY7 pos. 4 1 3 1 1
Patient 21

TNMG-Klassifikation pT3b, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 8

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 1 13%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - 2 - 3 1 - - 1 - 1 - - -
MUCY7 pos. 0 0 1 0 0

Patient 22

TNMG-Klassifikation pT2a/pTis, pNO, cMO, G3
Entnommene Lymphknoten insgesamt 20

Anteil MUCY7 positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 0 0%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 9 - 3 - - 4 - - -
MUCTY pos. 0 0

Patient 23

TNMG-Klassifikation pT1/pTis, pNO, cMO, G3
Entnommene Lymphknoten insgesamt 31

Anteil MUC7 positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 17 55%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs 3 1 4 4 2 3 3 - 3 - 5 - 3 -
MUCY7 pos. 3 1 2 4 1 1 2 1 1 1
Patient 24

TNMG-Klassifikation pT4a/pTis, pNO, cMO, G2
Entnommene Lymphknoten insgesamt 13

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 0 0%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 3 - 4 - - 1 - 1 1
MUCY7 pos. 0 0 0 0 0

Tabelle 17 (Fortsetzung)
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Patient

25

TNMG-Klassifikation

pT1, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 19

Anteil MUCY7 positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 14 74%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - 1 1 3 3 3 1 3 - 1 -
MUCY7 pos. 1 0 2 3 2 1 1 0 3 1
Patient 26

TNMG-Klassifikation pT3b, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 21

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 12 57%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 4 - 7 - - 4 - 1 -
MUCY7 pos. 2 4 3 3 0
Patient 27

TNMG-Klassifikation pT3b, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 39

Anteil MUCY7 positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 18 46%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs 3 - 3 5 2 4 3 - 11 - - 1 1
MUCY7 pos. 1 1 3 0 3 1 4 4 0 1
Patient 28

TNMG-Klassifikation pT3a, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 24

Anteil MUC7 positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 14 58%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 6 - 5 - - 4 - 1
MUCY7 pos. 3 4 3 3 0
Patient 29

TNMG-Klassifikation pT3b, pN1, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 41

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 18 44%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - 1 3 2 5 1 11 - 8 2 4 4
MUCY7 pos. 0 0 2 3 0 5 5 1

Tabelle 17 (Fortsetzung)
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Patient

30

TNMG-Klassifikation

pT2a, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 17

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 13 76%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - 1 5 - 1 - - 4 - 2 1
MUCY7 pos. 1 4 1 3 2 1 1
Patient 31

TNMG-Klassifikation pT2a, pNO, cMO, G1

Entnommene Lymphknoten insgesamt 27

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 24 89%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14
Gesamt LKs 1 - 2 2 3 1 2 1 - 5 1 2 1
MUCY7 pos. 1 2 1 3 1 2 1 5 4 1 2 1
Patient 32

TNMG-Klassifikation pT1/pTis, pNO, cMO, G3
Entnommene Lymphknoten insgesamt 21

Anteil MUC7 positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 21 100%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - 1 2 2 3 2 2 3 - 2 1
MUCY7 pos. 1 2 2 3 2 1 2 2 3 2 1
Patient 33

TNMG-Klassifikation pT2a, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 18

Anteil MUC7 positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 17 94%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs 2 - 1 2 3 4 1 - 2 - 1 - 1
MUCY7 pos. 2 1 2 3 4 1 2 1 0 1
Patient 34

TNMG-Klassifikation pT1, pN2, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 9

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 5 56%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 4 - - - - 2 - - -
MUCY7 pos. 3 1

Tabelle 17 (Fortsetzung)

-64 -




Patient

35

TNMG-Klassifikation

pT1, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt

14

Anteil MUCY7 positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 11 79%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 1 - 3 - 3 3 2 - -
MUCY7 pos. 0 2 2 3 2 2

Patient 36

TNMG-Klassifikation pTis, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 25

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 17 68%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 5 - 7 - - 5 - 1 2
MUCY7 pos. 4 6 3 2 1 1
Patient 37

TNMG-Klassifikation pT4a, pN2, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 8

Anteil MUCY7 positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 6 75%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 1 - 1 - - 1 - - 1
MUCY7 pos. 1 0 1 1
Patient 38

TNMG-Klassifikation pT1, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 15

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 10 67%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs 1 - 1 - 2 2 1 - 2 - 4 1 1 -
MUCY7 pos. 1 0 1 0 0 2 4 1 1
Patient 39

TNMG-Klassifikation pT3b, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 19

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 8 42%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs 2 - 2 1 3 2 3 - 1 - 1 2 1 1
MUCY7 pos. 0 1 1 0 1 2 0 1 0 1 1

Tabelle 17 (Fortsetzung)

-65 -




Patient 40

TNMG-Klassifikation pT2a, pNO, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 19

Anteil MUCY7 positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 11 58%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - 2 2 3 1 6 - 2 1 1 1 - -
MUCY7 pos. 1 1 2 1 3 1 1 0 1

Patient 41

TNMG-Klassifikation pT3b, pN2, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 23

Anteil MUCY positiver Lymphknoten insgesamt (mit %-Anteil) 13 57%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 5 - 5 - 6 - 4 - 1 2
MUCY7 pos. 4 2 3 3 1 0

Tabelle 17 (Fortsetzung)

Von den insgesamt 763 histopathologisch tumorfreien Lymphknoten zeigten 412
eine positive MUC7 Genexpression. Dies entspricht einem Anteil von 54,0%. Bei

zwei Patienten waren alle untersuchten Lymphknotenproben MUC7 negativ.

3.6.4 Vergleich der pT-Klassifikation des Primartumors mit dem Anteil der
histopathologisch tumorfreien Lymphknoten mit positiver MUC7

Genexpression

Ausgehend vom pT-Stadium des Primartumors kann ganz grundsatzlich zwischen
oberflachlichen (pTa, pTis, pT1l) und muskelinvasiv wachsenden Tumoren
(pT2 - pT4) unterschieden werden. Teilt man das Patientenkollektiv dahingehend
auf, ergeben sich die in Tabelle 18 abgebildeten Werte. In den histopathologisch
tumorfreien Lymphknotenproben von Patienten mit einem oberflachlichen Tumor
wurde ofter eine positive MUC7 Genexpression nachgewiesen, als bei Patienten
mit muskelinvasiv wachsenden Tumoren. Patienten mit den Primartumorstadien

pTa, pT2b und pT4b kamen im Patientenkollektiv dieser Arbeit nicht vor.
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pT-Stadium | Anzahl Patienten | Anzahl Lymphknoten | MUC7 positiv (%)
pTa, pTis, pT1 12 203 131 64,5%
pT2 — pT4 29 560 281 50,2%

Tabelle 18: Anteil der histopathlogisch tumorfreien Lymphknoten mit positiver MUC7 Genexpression

mit Patientenanzahl und Anzahl der Lymphknoten in Bezug auf ein oberflachliches oder

muskelinvasives pT-Stadium

Betrachtet man das Carcinoma in situ dabei als prainvasiven Tumor mit deutlicher

Progressionsneigung und ordnet es den muskelinvasiven Tumoren hinzu, ergeben

sich die in Tabelle 19 dargestellten Werte.

pT-Stadium Anzahl Patienten | Anzahl Lymphknoten | MUC7 positiv (%)
pTa, pT1 4 57 40 70,2%
pTis, pT2 — pT4 37 706 372 52,7%

Tabelle 19: Anteil der histopathlogisch tumorfreien Lymphknoten mit positiver MUC7 Genexpression
mit Patientenanzahl und Anzahl der Lymphknoten in Bezug auf ein oberflachliches oder

muskelinvasives pT-Stadium (inkl. pTis)

Einzeln betrachtet kdnnen neun verschieden pT-Stadien unterschieden werden
(Tabelle 20). Lagen bei einem Patienten mehrere Stadien vor, galt fir die Einteilung

immer das hochste Stadium.

pT-Klassifikation
pTa pT2a pT3b
pTis pT2b pT4a
pT1l pT3a pT4b

Tabelle 20: pT-Klassifikation des Harnblasenkarzinoms nach UICC 2002

Die nachfolgende Tabelle (Tabelle 21) beinhaltet die Ubersicht iiber die TNMG-
Klassifikationen der Patienten, sowie den Anteil der histopathologisch tumorfreien

Lymphknoten mit positiver MUC7 Genexpression des jeweiligen Patienten.
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Patient TNMG- Gesamt LKs | MUCY positiv | Anteil der MUC7 positiven LKs
Klassifikation

1 pT3a, pNO, cMO, G3 14 6 43%
2 pT2a, pNO, cMO, G3 11 4 36%
3 pT3a, pN2, cMO, G3 9 6 67%
4 pTa/Tis, pNO, cMO, G3 12 6 50%
5 pT3a, pNO, cMO, G3 13 9 69%
6 pTa/Tis, pNO, cMO, G3 9 4 44%
7 pT3b, pNO, cMO, G2 21 6 29%
8 pTa/Tis, pNO, cMO, G3 11 8 73%
9 pTa/Tis, pNO, cMO, G2 21 12 57%
10 pT4a, pNO, cMO, G3 23 5 22%
11 pT2a, pNO, cMO, G3 42 26 62%
12 pT3b, pNO, cMO, G3 22 17 77%
13 pT4a/pTis, pNO, cMO, G3 9 5 56%
14 pT2a/pTis, pNO, cMO, G3 15 6 40%
15 pT3a, pN2, cMO, G3 6 3 50%
16 pT2a/pTis, pNO, cMO, G3 10 2 20%
17 pT1/pTis, pNO, cMO, G3 16 6 38%
18 pT3b, pN1, cMO, G3 10 2 20%
19 pT2a, pNO, cMO, G3 40 19 48%
20 pT3b/pTis, pNO, cMO, G3 18 10 56%
21 pT3b, pNO, cMO, G3 8 13%
22 pT2a/pTis, pNO, cMO, G3 20 0 0%

23 pT1/pTis, pNO, cMO, G3 31 17 55%
24 pT4al/pTis, pNO, cMO, G2 13 0 0%

25 pT1, pNO, cMO, G3 19 14 74%
26 pT3b, pNO, cMO, G3 21 12 57%
27 pT3b, pNO, cMO, G3 39 18 46%
28 pT3a, pNO, cMO, G3 24 14 58%
29 pT3b, pN1, cMO, G3 41 18 44%
30 pT2a, pNO, cMO, G3 17 13 76%
31 pT2a, pNO, cMO, G1 27 24 89%
32 pT1/pTis, pNO, cMO, G3 21 21 100%
33 pT2a, pNO, cMO, G3 18 17 94%
34 pT1, pN2, cMO, G3 9 5 56%
35 pT1, pNO, cMO, G3 14 11 79%
36 pTis, pNO, cMO, G3 25 17 68%
37 pT4a, pN2, cMO, G3 8 6 75%
38 pT1, pNO, cMO, G3 15 10 67%
39 pT3b, pNO, cMO, G3 19 8 42%
40 pT2a, pNO, cMO, G3 19 11 58%
41 pT3b, pN2, cMO, G3 23 13 57%

Tabelle 21: Ubersicht iber TNMG-Klassifikation die Anzahl und den Anteil der

histopathologisch tumorfreien, MUC7 positiven Lymphknoten in der MUC7 nested-PCR
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Die Haufigkeitsverteilung der histopathologisch tumorfreien Lymphknotenproben

mit nachgewiesener MUC7 Genexpression im Vergleich mit dem pT-Stadium des

Primartumors ist Tabelle 22 zu entnehmen.

pT- Anzahl Gesamt MUC7 Anteil MUCY pos. Lymphknoten in %
Stadium | Patienten LKs positiv (Mittelwert und [Range])

pTa - - - -

pTis 5 78 47 60,3% [44-73%)]

pT1 7 125 84 67,2% [38-100%]

pT2a 10 219 122 55,7% [0-94%]

pT2b - - - -

pT3a 5 66 38 57,6% [43-69%]

pT3b 10 222 105 47,3% [13-77%]

pT4a 4 53 16 30,2% [0-75%)]

pT4b - - - -

Tabelle 22: Haufigkeitsverteilung der histopathologisch tumorfreien,

MUCY7 positiven Lymphknoten nach pT-Stadien

Bei Bericksichtigung des N-Stadiums in der TNMG-Klassifikation, wobei alle

Patienten mit N>0 einem weiteren Stadium zugeordnet wurden, ergaben sich

folgende Ergebnisse, welche Tabelle 23 zu entnehmen sind.

pT- Anzahl Gesamt MUC7 Anteil MUCY7 pos. Lymphknoten in %
Stadium | Patienten LKs positiv (Mittelwert und [Range])
pTa - - - -
pTis 5 78 47 60,3% [44-73%]
pT1l 6 116 79 68,1% [38-100%]
pT2a 10 219 122 55,7% [0-94%]
pT2b - - - -
pT3a 3 51 29 56,9% [43-69%)]
pT3b 7 148 72 48,6% [13-77%)]
pT4a 3 45 10 22,2% [0-56%]
pT4b - - - -
jedes T 7 106 53 50,0% [20-75%]
mit N>0

Tabelle 23: Haufigkeitsverteilung der histopathologisch tumorfreien, MUC7 positiven Lymphknoten

nach pT-Stadien bei Berticksichtigung des Stadiums N>0 (jedes T)
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Das Stadium "Jedes T mit N>0" bezieht sich hier auf Patienten, bei denen
histopathologisch positive Lymphknotenproben in weiteren Gewebeproben entdeckt
wurden. Alle Lymphknoten dieser Patienten, welche sowohl von unserer
Arbeitsgruppe im Labor als auch von der Pathologie untersucht wurden, waren

histopathologisch negativ.

Bei Aufteilung des Patientenkollektivs in zwei Gruppen, je nachdem ob eine
ausgedehnte oder eingeschrankte Lymphadenektomie durchgefihrt wurde,
ergaben sich fur die Haufigkeitsverteilung der histopathologisch tumorfreien
Lymphknotenproben mit nachgewiesener MUC7 Genexpression im Vergleich mit

dem pT-Stadium des Primartumors die in den Tabellen 24 und 25 dargestellten

Ergebnisse:
pT- Anzahl Gesamt MUC7 Anteil MUCY pos. Lymphknoten in %
Stadium | Patienten LKs positiv (Mittelwert und [Range])
pTa - - - -
pTis 1 21 12 57,1% [57,1%)]
pT1 5 102 68 66,7% [38-100%)]
pT2a 6 156 99 63,5% [20-94%)]
pT2b - - - -
pT3a 2 23 12 52,2% [43-67%)]
pT3b 6 150 68 45,3% [13-77%]
pT4a 1 23 5 21,7% [21,7%)]
pT4b - - - -

Tabelle 24: Haufigkeitsverteilung der histopathologisch tumorfreien, MUC7 positiven Lymphknoten

nach pT-Stadien bei ausgedehnter Lymphadenektomie (21 Patienten)
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pT- Anzahl Gesamt MUC7 Anteil MUCY pos. Lymphknoten in %
Stadium | Patienten LKs positiv (Mittelwert und [Range])

pTa - - - -

pTis 4 57 35 61,4% [44-73%)]

pT1 2 23 16 69,6% [56-79%]
pT2a 4 63 23 36,5% [0-76%]
pT2b - - - -

pT3a 3 43 26 60,5% [50-69%]
pT3b 4 72 37 51,4% [20-57%)]
pT4a 3 30 11 36,7% [0-75%]
pT4b - - - -

Tabelle 25: Haufigkeitsverteilung der histopathologisch tumorfreien, MUC7 positiven Lymphknoten

nach pT-Stadien bei eingeschrankter Lymphadenektomie (20 Patienten)

Bei Bericksichtigung des N-Stadiums in der TNMG-Klassifikation, wobei alle

Patienten mit N>0 einem weiteren Stadium (10) zugeordnet wurden, ergaben sich

folgende Ergebnisse, welche den Tabellen 26 und 27 zu entnehmen sind.

pT- Anzahl Gesamt MUC7 Anteil MUCY pos. Lymphknoten in %
Stadium | Patienten LKs positiv (Mittelwert und [Range])
pTa - - - -
pTis 1 21 12 57,1% [57,1%)]
pT1l 5 102 68 66,7% [38-100%)]
pT2a 6 156 99 63,5% [20-94%)]
pT2b - - - -
pT3a 1 14 6 42,9% [42,9%)]
pT3b 5 109 50 45,9% [13-77%)]
pT4a 1 23 5 21,7% [21,7%)]
pT4b - - - -
jedes T 2 50 24 48,0% [44-67%]
mit N>0

Tabelle 26: Haufigkeitsverteilung der histopathologisch tumorfreien, MUC7 positiven Lymphknoten

nach pT-Stadien und bei N>0 (ausgedehnte Lymphadenektomie, 21 Patienten)
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pT- Anzahl Gesamt MUC7 Anteil MUCY pos. Lymphknoten in %
Stadium | Patienten LKs positiv (Mittelwert und [Range])
pTa - - - -
pTis 4 57 35 61,4% [44-73%)]
pT1 1 14 11 78,6% [78,6%)]
pT2a 4 63 23 36,5% [0-76%]
pT2b - - - -
pT3a 2 37 23 62,2% [58-69%]
pT3b 3 49 24 49,0% [20-57%]
pT4a 2 22 5 22,7% [0-56%]
pT4b - - - -
jedes T 4 46 27 58,7% [50-75%]
mit N>0

Tabelle 27: Haufigkeitsverteilung der histopathologisch tumorfreien, MUC7 positiven Lymphknoten

nach pT-Stadien und bei N>0 (eingeschrankte Lymphadenektomie, 20 Patienten)

Auch hier gilt, dass sich das Stadium 10 "Jedes T mit N>0" auf Patienten bezieht,
bei denen histopathologisch positive Lymphknotenproben in  weiteren
Gewebeproben entdeckt wurden. Alle Lymphknoten dieser Patienten, welche
sowohl von unserer Arbeitsgruppe im Labor als auch von der Pathologie untersucht

wurden, waren histopathologisch negativ.

3.6.5 Vergleich der pT-Klassifikation des Primartumors mit der MUC7

Genexpression aller Lymphknotenproben

Bei der Aufteilung des Patientenkollektivs in zwei Gruppen mit oberflachlichen (pTa,
pTis, pT1) und muskelinvasiv wachsenden Tumoren (pT2 — pT4) kann die Rate der
MUC7 Genexpression mit dem Primartumorstadium verglichen werden. Werden
nun unabhangig von der Histologie alle MUC7 positiven Lymphknotenproben
betrachtet, ergeben sich im Gegensatz zu Punkt 3.6.4, wo nur die histopathologisch

negativen Lymphknoten einbezogen wurden, die in Tabelle 28 dargestellten Werte.
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pT-Stadium | Anzahl Patienten | Anzahl Lymphknoten | MUC7 positiv (%)
pTa, pTis, pT1 12 207 134 64,7%
pT2—pT4 29 583 301 51,6%

Tabelle 28: Anteil der Lymphknoten mit positiver MUC7 Genexpression mit Patientenanzahl und

Anzahl der Lymphknoten in Bezug auf ein oberflachliches oder muskelinvasives pT-Stadium

Betrachtet man auch bei diesem Vergleich das Carcinoma in situ als prainvasiven

Tumor mit deutlicher Progressionsneigung und ordnet es den muskelinvasiven

Tumoren hinzu, ergeben sich die in Tabelle 29 dargestellten Werte.

pT-Stadium Anzahl Patienten | Anzahl Lymphknoten | MUCY7 positiv (%)
pTa, pT1 4 61 43 70,5%
pTis, pT2 — pT4 37 729 392 53,8%

Tabelle 29: Anteil der Lymphknoten mit positiver MUC7 Genexpression mit Patientenanzahl und

Anzahl der Lymphknoten in Bezug auf ein oberflachliches oder

muskelinvasives pT-Stadium (inkl. pTis)

Der Anteil MUC7 positiver Lymphknoten ist somit in allen Fallen in bei den

oberflachlich wachsenden Tumoren hdher als bei den muskelinvasiven Tumoren.
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3.6.6 Ergebnisse der spezifischen MUC7 RT-PCR der histopathologisch
positiven Lymphknoten

In 27 von 790 untersuchten Lymphknoten wurden histopathologisch Tumorzellen
nachgewiesen. Eine detaillierte Ubersicht tber die Ergebnisse der spezifischen
MUC7 RT-PCR der histopathologisch positiven Lymphknoten
(Lymphknotenmetastasen) ist Tabelle 30 zu entnehmen.

Patient 3

TNMG-Klassifikation pT3a, pN2, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 25

Histologisch positiv klassifizierte Lymphknoten insgesamt 16

Anteil MUC7 positiver LKs an den histologisch positiven LKs 13 82%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - 2 5 2 - 2 10 - 2 1 - 1
Histo pos. - - - 2 3 1 - 2 7 - - - - 1
Histo+MUCY7 pos. 2 2 1 1 6 1
Patient 15

TNMG-Klassifikation pT3a, pN2, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 8

Histologisch positiv klassifizierte Lymphknoten insgesamt 2

Anteil MUCY7 positiver LKs an den histologisch positiven LKs 2 100%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 3 - 1 - 1 - 2 - 1 -
Histo pos. - - - - 1 - - - - - - - 1 -
Histo+MUC7 pos. 1 1
Patient 29

TNMG-Klassifikation pT3b, pN1, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 42

Histologisch positiv klassifizierte Lymphknoten insgesamt 1

Anteil MUC7 positiver LKs an den histologisch positiven LKs 1 100%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - 1 3 2 5 1 12 - 8 2 4 4
Histo pos. - - - - - - - - 1 - - - - -
Histo+MUCY7 pos. 1

Tabelle 30: Ergebnisse der spezifischen MUC7 RT-PCR der

histopathologisch positiven Lymphknoten
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Patient

34

TNMG-Klassifikation

pT1, pN2, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 13

Histologisch positiv klassifizierte Lymphknoten insgesamt

Anteil MUCY positiver LKs an den histologisch positiven LKs 75%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 10 | 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 6 - 1 - 3 - 2 - 1 -
Histo pos. - - - - 2 - 1 - - - - - 1 -
Histo+MUCY7 pos. 1 1 1
Patient 37

TNMG-Klassifikation pT4a, pN2, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 10

Histologisch positiv klassifizierte Lymphknoten insgesamt 2

Anteil MUC7 positiver LKs an den histologisch positiven LKs 2 100%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 1 - 2 - 5 - 1 - - 1
Histo pos. - - - - - - 1 - 1 - - - - -
Histo+MUCY pos. 1 1

Patient 41

TNMG-Klassifikation pT3b, pN2, cMO, G3

Entnommene Lymphknoten insgesamt 25

Histologisch positiv klassifizierte Lymphknoten insgesamt 2

Anteil MUCY7 positiver LKs an den histologisch positiven LKs 2 100%

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 13 14
Gesamt LKs - - - - 5 - 5 - 8 - 4 - 1 2
Histo pos. - - - - - - - - 2 - - - - -
Histo+MUC7 pos. 2

Tabelle 30 (Fortsetzung

Die spezifische MUC7 RT-PCR ergab bei 23 der 27 histologisch positiven
Lymphknoten ein positives Ergebnis, was einem Anteil von 85,2% entspricht. Bei

vier der sechs Patienten mit histopathologisch positiven Lymphknoten waren alle

als Lymphknotenmetastasen klassifizierten Proben auch MUC7 positiv.

Die Haufigkeitsverteilung der Ergebnisse der spezifischen MUC7 RT-PCR bei den

histologisch als positiv klassifizierten Lymphknoten ist Tabelle 31 zu entnehmen.
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Ergebnis | Ergebnisse der MUC7 nested-PCR Lymphknotenanzahl
positiv positiv / positiv 11
positiv / negativ / positiv 12
negativ positiv / negativ / negativ 2
negativ / negativ 2

Tabelle 31: Haufigkeitsverteilung der Ergebnisse der MUC7 nested-PCR

bei den histologisch als positiv klassifizierten Lymphknoten

Somit zeigten 11 der 27 histologisch positiven Lymphknoten eine MUC7
Genexpression in jeder durchgefihrten PCR, was einem Anteil von 40,7%
entspricht. Alle anderen histologisch positiven Lymphknoten zeigten in mindestens

einem der PCR-Durchgéange keine MUC7 Genexpression.

3.7 MUCY7 Genexpression in Lymphknoten-Feldern

Die positive MUC7 Genexpression in Lymphknotenproben der einzelnen
Lymphknoten-Felder im Gesamten, sowie aufgeteilt nach ausgedehnter und
eingeschrankter Lymphadenektomie, ist den folgenden Tabellen und Abbildungen
zu entnehmen. Hierbei wurden die histopathologisch positiv und negativ
klassifizierten Lymphknoten gemeinsam betrachtet und zusammen ausgewertet.
Wird die Unterscheidung zwischen eingeschrankter und ausgedehnter
Lymphadenektomie nicht bertcksichtigt, ergeben sich fur die Verteilung der MUC7
positiven Lymphknoten folgende Zahlen, die Tabelle 32 und Abbildung 12 zu

entnehmen sind.

Lymphadenektomie (41 Patienten)

Entnommene Lymphknoten insgesamt 790
MUCY7 positive Lymphknoten insgesamt 435
Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gesamt LKs 18 | 12 | 34 | 44 | 133 | 47 | 122 | 13 | 151 | 13 | 125 | 13 | 39 | 26
MUCTY pos. 10| 1 |17 | 27 | 68 | 29 | 63 | 8 | 82 | 9 77 6 23 | 15
Anteil in % 56 8 50 | 61 | 51 | 62 | 52 | 62 | 54 | 69 62 | 46 | 59 | 58

Tabelle 32: MUC7 Genexpression in den Lymphknoten-Feldern
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10 von 18 17 von 34

(56%)

68 von 133 63 von 122

Abbildung 12: Prozentuale Verteilung der MUC7 positiven Lymphknoten des jeweiligen Feldes
(790 Proben insgesamt, davon 435 Proben MUC7 positiv)

Ohne Berucksichtigung der Felder 2 und 8, da diese in der Kdrpermitte liegen,
ergibt sich hier fur die rechte Korperhélfte (Felder 1, 4, 5, 9, 10, 13) ein prozentualer
Anteil von 55,0% MUC7 positiven Lymphknoten. Insgesamt wurden dort 398
Lymphknotenproben entnommen (davon waren 219 Proben MUC7 positiv). Fur die
linke Korperhalfte (Felder 3, 6, 7, 11, 12, 14) ergibt sich ein prozentualer Anteil von
56,4% MUC7 positiven Lymphknoten. Insgesamt wurden dort 367
Lymphknotenproben entnommen (davon waren 207 Proben MUCT7 positiv).
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Betrachtet man die Lymphknotenproben nur bei Patienten mit ausgedehnter

Lymphadenektomie, ergeben sich folgende in Tabelle 33

dargestellten Werte:

und Abbildung 13

Ausgedehnte Lymphadenektomie (21 Patienten)

Entnommene Lymphknoten insgesamt 498
MUCY7 positive Lymphknoten insgesamt 284
Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 11 | 12 | 13 | 14
Gesamt LKs 18 | 12 | 34 | 44 | 62 | 47 | 57 | 13 | 84 | 13 | 68 13 20 13
MUC7 pos. 10| 1 |17 | 27 |30 | 29 | 31| 8 |48 | 9 | 48 6 11 9
Anteil in % 56 | 8 | 50 | 61 | 48 | 62 | 54 | 62 | 57 | 69 | 71 | 46 | 55 | 69

Tabelle 33: MUC7 Genexpression in den Lymphknoten-Feldern bei ausgedehnter

Lymphadenektomie

Abbildung 13: Prozentuale Verteilung der MUC7 positiven Lymphknoten des jeweiligen Feldes bei

ausgedehnter Lymphadenektomie (498 Proben insgesamt, davon 284 Proben MUCT7 positiv)
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Betrachtet man die Lymphknotenproben nur bei Patienten mit eingeschrankter
Lymphadenektomie, ergeben sich folgende Werte (Tabelle 34, Abbildung 14):

Eingeschrankte Lymphadenektomie (20 Patienten)

Entnommene Lymphknoten insgesamt 292
MUCY positive Lymphknoten insgesamt 151
Feld 5 7 9 11 | 13 | 14
Gesamt LKs 71 | 65 | 67 | 57 | 19 | 13
MUCTY pos. 38 (32 34|29 | 12| 6
Anteil in % 54 | 49 | 51 | 51 | 63 | 46

Tabelle 34: MUC7 Genexpression in den Lymphknoten-Feldern bei eingeschrankter

Lymphadenektomie

Abbildung 14: Prozentuale Verteilung der MUC7 positiven Lymphknoten des jeweiligen Feldes bei
eingeschrankter Lymphadenektomie (292 Proben insgesamt, davon 151 Proben MUC7 positiv)
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Der Mittelwert der MUC7 Genexpression in allen 14 Feldern bei ausgedehnter
Lymphadenektomie betragt 57% [Range: 8-71%]. Der Mittelwert der MUCY
Genexpression in allen sechs Feldern bei eingeschrankter Lymphadenektomie
betragt 52% [Range: 46-63%].

Des Weiteren wurde der Anteil der MUC7 positiven Lymphknoten vergleichend
zwischen rechter und linker Korperhélfte untersucht. Die ausgedehnte und die
eingeschrankte Lymphadenektomie wurden dabei getrennt voneinander betrachtet.
Da bei der ausgedehnten Lymphadenektomie die Felder 2 und 8 in der Kdrpermitte

liegen, wurden diese nicht in die Untersuchung mit eingeschlossen.

Bei der ausgedehnten Lymphadenektomie ergibt sich fur die rechte Korperhalfte
(Felder 1, 4, 5, 9, 10, 13) ein prozentualer Anteil von 56,0% MUC7 positiven
Lymphknoten. Insgesamt wurden dort 241 Lymphknotenproben entnommen (davon
waren 135 Proben MUC7 positiv). Fur die linke Korperhalfte (Felder 3, 6, 7, 11, 12,
14) ergibt sich ein prozentualer Anteil von 60,3% MUCT7 positiven Lymphknoten.
Insgesamt wurden dort 232 Lymphknotenproben entnommen (davon waren 140
Proben MUC7 positiv). Analog dazu ergibt sich bei der eingeschrankten
Lymphadenektomie fur die rechte Korperhélfte (Felder 5, 9, 13) ein Anteil von
53,5% MUC7 positiver Lymphknoten. Insgesamt wurden dort 157
Lymphknotenproben entnommen (davon waren 84 Proben MUC7 positiv). Fir die
linke Korperhalfte (Felder 7, 11, 14) ergibt sich ein Anteil von 49,6% MUCY7 positiver
Lymphknoten. Insgesamt wurden dort 135 Lymphknotenproben entnommen (davon
waren 67 Proben MUC7 positiv).
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Betrachtet man die prozentuale Verteilung der 435 MUCY7 positiven Lymphknoten

bei 790 entnommenen Proben aus allen Feldern, ohne zwischen eingeschrankter

und ausgedehnter Lymphadenektomie zu unterscheiden, ergeben sich folgende

Zahlen, die Tabelle 35 und Abbildung 15 zu entnehmen sind.

Lymphadenektomie (41 Patienten)

MUCY7 positive Lymphknoten insgesamt 435

Feld 1 2 3 4 5 6 7 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14
MUCTY pos. 10| 1 |17 | 27 | 68 | 29 | 63 82 9 77 6 | 23 | 15
Anteil in % 23102 |39|6,2|156|6,7 145|118 |189 |21 |17,7 |14 |53 | 35

Tabelle 35: Anteil der MUC7 positiven Lymphknoten des jeweiligen Lymphknotenfeldes

10 (2,3%)

27 (6,2%)

68 (15,6%)

18,9%)

9 (2,1%)

17 (3,9%)

15 (3,5%)

29 (6,7%)

6 (1,4%)

77 (17,

63 (14,5%)

Abbildung 15: Prozentuale Verteilung der MUC7 positiven Lymphknoten des jeweiligen

Lymphknotenfeldes (435 MUC7 positive Lymphknoten insgesamt)
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3.8 Verteilung der histopathologisch positiven Lymphknoten

Betrachtet man den Anteil der histopathologisch positiven Lymphknoten an allen

entnommenen Lymphknoten des jeweiligen Lymphknotenfeldes,

ohne dabei

zwischen eingeschrankter und ausgedehnter Lymphadenektomie zu unterscheiden

(aufgrund der geringen Anzahl von 27 Lymphknoten) ergeben sich folgende

Zahlen, die Tabelle 36 und Abbildung 16 zu entnehmen sind.

Lymphadenektomie (41 Patienten)

Entnommene Lymphknoten insgesamt 790

Histologisch positive Lymphknoten insgesamt 27

Feld 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 13 14
Gesamt LKs 18 | 12 | 34 | 44 | 133 | 47 | 122 | 13 |151 | 13 | 125| 13 | 39 | 26
Histo pos. - - - 2 6 1 2 2 11 - - - 2 1
Anteil in % 0 0 0 45 |45 | 21| 16 | 154 | 7,3 0 0 0 51| 38

Tabelle 36: Histologisch positive Lymphknoten in den einzelnen Lymphknotenfeldern

0von 18 Ovon 12 0 von 34
(0%) (0%) (0%)
2von 44 1 von 47
(4,5%) (2,1%)

2von13
(15,4%),
{ 2von39 1von26
(5,1%) (3,8%)

6 von 133 2von 122
(4,5%) (1,6%)
11 von 151 0von ‘.25
(7,3%) (0%)
Ovon13 Ovon13

(0%)

(0%)

Abbildung 16: Prozentualer Anteil der histologisch positiven Lymphknoten des jeweiligen Feldes

(790 Proben insgesamt, davon 27 Proben histologisch positiv)
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Die Verteilung der histopathologisch positiven Lymphknoten (27 Stick) der
jeweiligen Lymphknotenfelder insgesamt, ohne dabei zwischen eingeschrankter
und ausgedehnter Lymphadenektomie zu unterscheiden, ist Tabelle 37 und
Abbildung 17 zu entnehmen.

Histologisch positive Lymphknoten insgesamt

Histo pos. - - - 2 6 1 2 2 11 - - - 2 1
Anteil in % 0 0 0 |74 1222|3774 | 74 |408]| O 0 0 | 74| 37

Tabelle 37: Verteilung der histopathologisch positiven Lymphknoten

0 (0%) 0 (0%)

2 (7,4%) 1(3,7%)

6 (22,2%) 2 (7,4%)

0 (0%)

(0%)

Abbildung 17: Prozentuale Verteilung der histopathologisch positiven Lymphknoten
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Damit liegen 22 der 27 histopathologisch positiven Lymphknoten im
eingeschrankten Lymphadenektomiefeld, was einem Anteil von 81,5% entspricht.
Die restlichen 5 histopathologisch positiven Lymphknoten liegen in den Feldern 4, 6
und 8 des ausgedehnten Lymphadenektomiefeldes, was einem Anteil von 18,5%
entspricht. In den Feldern 1, 2, 3, 10, 11 und 12 wurden histopathologisch keine
Lymphknotenmetastasen nachgewiesen.

3.9 MUCY7 Genexpression der histopathologisch tumorfreien Lymphknoten
in den Differenzierungsgraden G1-G3

Der Malignitats- oder auch Differenzierungsgrad des Primartumors aller in dieser
Arbeit untersuchten Patienten wurde durch das Pathologische Institut des Klinikums
rechts der Isar bestimmt. Von insgesamt 41 Patienten wurde bei einem Patient ein
Tumor im Differenzierungsstadium G1 diagnostiziert, drei weitere Patienten zeigten
Tumore im Stadium G2. Die Primartumore der restlichen 37 Patienten wurden mit
dem Stadium G3 Klassifiziert. Die jeweiligen prozentualen Anteile der MUC7
positiven Lymphknoten sind Tabelle 38 zu entnehmen. Es ist anzumerken, dass
seit Einfihrung der neuen WHO-Klassifikation die Malignitdtsgrade nicht mehr mit
G1-G3, sondern nur noch als 'High Grade' und 'Low Grade' angegeben werden
(Eble et al., 2004).

Grading | Anzahl Patienten | Anzahl LKs | MUCY7 positiv in % [Range]
G1 1 27 24 89,0% [89,0%)]
G2 3 55 18 32,7% [0-57%)]
G3 37 681 370 54,3% [0-100%]

Tabelle 38: MUC7 Genexpression in den Differenzierungsgraden G1 bis G3, mit Anzahl der
Patienten, Anzahl der histopathologisch tumorfreien Lymphknoten, Anzahl und Anteil (in %) der

MUCY7 positiven Lymphknoten
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3.10 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im ersten Teil der Arbeit wurde in verschiedenen Harnblasenkarzinomzelllinien mit
den Differenzierungsgraden G1-G3 eine MUC7 Genexpression nachgewiesen. Die
Zelllinien CHO und Jurkart waren MUC7 negativ, ebenso wie alle peripher vendsen
Blutproben der gesunden Kontrollprobanden. Die Nachweisgrenzen der
spezifischen MUC7 RT-PCR lagen bei mindestens 2,5ng Gesamt-RNA von
Tumorzellen beziehungsweise einer Minimalanzahl von 2500 Tumorzellen in der

untersuchten Probe.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden insgesamt 790 Lymphknotenproben von 41
Patienten untersucht. Zum einen wurde jede Probe histopathologisch auf
Tumorzellen und somit das Vorliegen von (Mikro-)Metastasen Uberprift. Zum
anderen wurde jeder Lymphknoten mit der spezifischen MUC7 RT-PCR auf eine
MUC7 Genexpression hin analysiert. Insgesamt zeigten 435 Lymphknoten und
somit 55,1% aller 790 untersuchten Proben eine positive MUC7 Genexpression.
Bei der histopathologischen Untersuchung wurden in 27 der 790 Lymphknoten
Tumorzellen nachgewiesen, was einem Anteil von 3,4% entspricht. Von den
tbrigen 763 histopathologisch tumorfreien Lymphknoten zeigten 412 eine positive
MUC7 Genexpression. Dies einspricht einem Anteil von 54,0%. Im direkten
Vergleich wurde gegeniber der Histopathologie durch die spezifische MUC7 RT-
PCR die ca. 1l6-fache Menge an Lymphknoten positiv getestet. Von den 27
histopathologisch positiven Lymphknoten waren 23 auch MUC7 positiv. Das
entspricht einem Anteil von 85,2% und zeigt gleichzeitig die Sensitivitdt der in

dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchung.

Im Vergleich mit dem pT-Stadium des Primartumors zeigten 64,5% aller
Lymphknoten von Patienten mit einem oberflachlichen Harnblasentumor
(pTa, pTis, pT1) eine positive MUC7 Genexpression. Im Vergleich dazu zeigten nur
50,2% aller Lymphknoten von Patienten mit muskelinvasiven
Harnblasenkarzinomen (pT2 — pT4) eine positive MUC7 Genexpression. Ordnet
man das Carcinoma in situ der Gruppe der muskelinvasiven Tumoren zu, zeigten
67,2% aller Lymphknoten von Patienten mit einem oberflachlichen
Harnblasentumor (pT1) eine positive MUC7 Genexpression. Im Vergleich dazu
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zeigten nur 51,4% aller Lymphknoten von Patienten mit muskelinvasiven

Harnblasenkarzinomen (pT2 — pT4) eine positive MUC7 Genexpression.

Der Anteil der MUC7 positiven Lymphknoten in den Lymphadenektomiefeldern,
betrug in allen 14 Feldern bei ausgedehnter Lymphadenektomie 57%
[Range: 8-71%]. Der Mittelwert der MUC7 Genexpression in allen sechs Feldern

bei eingeschrankter Lymphadenektomie betrug 52% [Range: 46-63%].
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4 Diskussion

Das Ziel unserer Arbeitsgruppe war die Prifung und Etablierung mehrerer
geeigneter epithelialer Tumormarker zur Detektion okkulter Tumorzellen in
Lymphknoten bei Harnblasenkarzinompatienten. Solch ein diagnostisches
Verfahren, mit deutlich gesteigerter Sensitivitdt und Spezifitdit gegentber den
herkdbmmlichen Methoden wiirde es erlauben, alle Hochrisikopatienten einfacher
und mit einer hoheren Trefferquote zu identifizieren, damit diese einer
aggressiveren Therapie und engmaschigeren Nachsorge zugefihrt werden kdnnen,
um letztendlich die Prognose des Krankheitsverlaufs zu verbessern. Der in der
vorliegenden Arbeit getestete epitheliale Marker war das humane Muzin 7 (MUC?7).

Bis heute wurde erst eine Arbeit vertffentlicht, in welcher die MUC7 Genexpression
mit der spezifischen MUC7 RT-PCR in normalem und neoplastischem
Harnblasengewebe untersucht wurde (Retz et al., 1998). Eine Untersuchung von
Lymphknoten bei Patienten mit Harnblasenkarzinom mit der spezifischen MUC7
RT-PCR wurde bis heute ebenfalls nur von der Arbeitsgruppe um Retz untersucht
(Retz et al., 2004).

Als Voraussetzung fir eine Eignung von MUCT7 als epithelialem Tumormarker zur
Detektion disseminierter Tumorzellen in Lymphknotengewebe muss gewahrleistet
sein, dass MUC7 in anderen Geweben wie lymphatischem Gewebe, Bindegewebe,
Muskelzellen und Zellen des hamatopoetischen Systems nicht exprimiert wird.
Bisher konnte die Expression von MUC7, wie in der Einleitung unter Punkt 1.3.3
beschrieben, in Subpopulationen seréser Drisen, in den Bronchien, in
Pankreasgewebe, in Zellen der Konjunktiva und in Zellen des

Gallengangskarzinoms nachgewiesen werden.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die MUC7 Genexpression in Zelllinien von
Blasenkarzinomen unterschiedlicher Differenzierungsgerade untersucht. Alle
Blasenkarzinomzelllinien zeigten dabei eine konstante MUC7 Genexpression.
Weiterhin wurden 15 Blutproben gesunder Probanden mit der spezifischen MUC7
RT-PCR untersucht. In keiner dieser untersuchten Proben war eine Genexpression

nachweisbar. Diese Daten stimmen mit den bereits erwahnten Ergebnissen der

-87 -



Arbeitsgruppe um Retz Uberein. Dort konnte mit der spezifischen MUC7 RT-PCR
ebenfalls eine MUC7 Genexpression in Zelllinien von Harnblasenkarzinomen
nachgewiesen werden (Retz et al., 1998). Dagegen zeigte keine der untersuchten
vendsen Blutproben gesunder Probanden einen MUC7 Nachweis (Retz et al.,
2004). Die Arbeitsgruppe um Retz konnte weiterhin zeigen, dass MUC7 konstant in
invasiv wachsenden Harnblasenkarzinomproben sowie beim Carcinoma in situ der
Harnblase nachweisbar ist. Proben von oberflachlich wachsenden Karzinomen

sowie von normalem Urothelgewebe zeigten ebenfalls keine MUC7 Genexpression.

Die Arbeitsgruppe um Kinjo konnte zeigen, dass MUC7 in peripher vendsen
Blutproben von Harnblasenkarzinompatienten nachweisbar ist und mit dem
Invasionsstadium des Primartumors korreliert. Blutproben von Patienten mit
Harnwegsinfekten oder anderen nicht-malignen Erkrankungen zeigten keine MUC7

Genexpression (Kinjo et al., 2004).

Vom Gesamtbild der in dieser Arbeit durchgefuhrten Voruntersuchungen und den in
der Literatur beschriebenen Ergebnissen betrachtet, erfallt MUC7 die
Voraussetzungen als potentieller epithelialer Tumormarker. Daher konnte die
klinische Anwendung von MUC7 zur Detektion von disseminierten Tumorzellen in
Lymphknotengewebe von Patienten mit Urothelkarzinom mit der spezifischen
MUC7 RT-PCR getestet werden.

4.1 Sensitivitat und Spezifitat der Nachweismethode

Zur Bestimmung der Sensitivitdit wurden in dieser Arbeit reproduzierbare
Verdinnungsreihnen mit der Gesamt-RNA der T24 Harnblasenkarzinomzelllinie
erstellt. Der Nachweis einer MUC7 Genexpression gelang ab einer Menge von
2,5ng T24-RNA. In der Zellverdinnungsreihe, bei welcher Proben mit
verschiedenen Konzentrationen von T24-Zellen erstellt wurden, wurde eine
Mindestmenge von 2500 Zellen benétigt, um ein MUC7 Amplifikationsprodukt
nachzuweisen. Die Arbeitsgruppe um Kinjo zeigte im Gegensatz dazu eine
wesentlich hohere Sensitivitat beim Nachweis von MUC7 positiven Zellen. Dort
gelang in 1ml Blut der Nachweis bereits ab zwei Zellen, welche das MUC7 Gen
exprimierten (Kinjo et al.,, 2004). In einer Arbeit aus dem Jahr 2004 war eine

positive MUC7 Genexpression erst ab einer Gesamt-RNA-Menge von 30ng
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erkennbar (Retz et al., 2004). Die Sensitivitat der MUC7 RT-PCR in der
vorliegenden Arbeit war mit 2,5ng zwdlffach hoher, als in der von Retz publizierten
Studie. Dadurch lasst sich moglicherweise auch der mit 54% hier wesentlich héhere
Anteil der histopathologisch tumorfreien, MUC7 positiven Lymphknoten erklaren. In
der Arbeit von Retz waren mit 29% nur ungeféhr halb so viele der histopathologisch
tumorfreien Lymphknoten MUC7 positiv. Dieser Unterschied der Detektionsrate
kénnte in den unterschiedlichen RT-PCR Versuchsbedingungen begriindet liegen.
Dies betrifft beispielsweise die Primer-Auswahl oder auch das PCR-Temperatur-
Zeitprofil (Retz et al., 2004). Weiterhin bleibt zu bedenken, dass disseminierte
Tumorzellen nicht grundsétzlich mit einer Metastasierung gleichzusetzen sind,
selbst wenn sie molekularbiologisch detektiert werden kénnen. Tatsachlich fuhren
nur 0,02% aller zirkulierenden Tumorzellen zu einer histologisch nachweisbaren
Metastase (Chambers et al, 2002). Die Bedingungen, warum es in
mesenchymalem Gewebe zu einer Tumorzellproliferation kommt, sind bis heute
noch weitgehend unklar. Analysen an einzelnen Tumorzellen konnten zeigen, dass
viele der disseminierten Tumorzellen nicht proliferieren, sondern als ruhende

Tumorzellen lange Zeit im Gewebe verharren kdnnen (Pantel et al., 1997).

Zur Uberprifung der Spezifitat wurden in dieser Arbeit 15 Blutproben von gesunden
Probanden untersucht. Keine dieser Proben zeigte eine MUC7 Genexpression.
Dieses Resultat stimmt mit den Ergebnissen der bereits erwahnten Arbeiten von
Retz und Kinjo dberein, in welchen die untersuchten Blutproben gesunder
Probanden MUCTY negativ waren (Kinjo et al., 2004, Retz et al., 2004).

4.2 Genexpression von MUC7 in pelvinen Lymphknoten von Patienten mit

Urothelkarzinom der Harnblase

Die Genexpression von MUC7 in pelvinen Lymphknoten von Patienten mit
Urothelkarzinom der Harnblase wurde mit der spezifischen MUC7 RT-PCR bei
insgesamt 790 Lymphknotenproben von 41 Patienten untersucht.
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42.1 MUC7 Genexpression der histopathologisch tumorfreien pelvinen
Lymphknoten (pNO)

Von den insgesamt 790 in dieser Arbeit untersuchten Lymphknotenproben waren
763 Proben (96,6%) histopathologisch tumorfrei (pN0). Von diesen 763
Lymphknoten zeigten 412 eine positive MUC7 Genexpression, was einem Antell

von 54,0% entspricht.

Das Patientenkollektiv umfasste zwolf Patienten mit einem oberflachlichen
Harnblasenkarzinom, von denen insgesamt 203 Lymphknoten mit der spezifischen
MUC7 RT-PCR untersucht wurden. Davon waren 131 Lymphknoten (64,5%) MUC7
positiv. Bei den restlichen 29 Patienten mit einem invasiven Blasenkarzinom
wurden insgesamt 560 histopathologisch tumorfreie Lymphknoten mit der
spezifischen MUC7 RT-PCR untersucht. Davon waren 281 Lymphknoten (50,2%)
MUCT? positiv. Wirden Patienten mit einem Carcinoma in situ der Harnblase der
Gruppe der Patienten mit muskelinvasiven Tumoren hinzugerechnet werden,
wirden zu den verbliebenen sieben Patienten mit einem oberflachlichen
Harnblasentumor (alle im Stadium pT1) insgesamt 125 Lymphknoten zahlen,
wovon 84 MUCY7 positiv (67,2%) waren. Bei den anderen 34 Patienten mit einem
Carcinoma in situ oder einem muskelinvasiven Primartumor (Stadium pT2a-pT4b)
waren von insgesamt 638 Lymphknoten 328 MUC?7 positiv (51,4%). Somit war die
Detektionsrate von MUC7 bei Patienten mit muskelinvasiven Harnblasentumoren
und dem Carcinoma in situ niedriger als bei Patienten mit oberflachlich

wachsenden Harnblasentumoren.

Auch unter Einbeziehung der histopathologisch positiven Lymphknoten war die
MUC7 Detektionsrate bei den oberflachlich wachsenden Harnblasentumoren
grundsatzlich héher als bei den muskelinvasiven Tumoren, auch unabhangig davon

zu welcher Gruppe das Primartumorstadium pTis gerechnet wurde.

Der MUC7 Nachweis in Lymphknotenproben war in dieser Arbeit somit unabhangig
vom Tumorstadium (Punkt 3.6.5). Dieses Ergebnis stimmt teilweise mit den
Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Retz von 1998 Uberein, in welcher mit Hilfe der
spezifischen MUC7 RT-PCR der Nachweis von  Tumorzellen in

Knochenmarksproben von Harnblasenkarzinompatienten untersucht wurde. Die
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MUCT7 Detektionsrate stand dabei in keinem Zusammenhang zum Tumorstadium.
Im Gegensatz dazu konnte die Arbeitsgruppe um Retz 2004 zeigen, dass MUC7 in
nur 18% der histopathologisch tumorfreien Lymphknoten bei Patienten mit
oberflachlich wachsendem Harnblasenkarzinomen (pT1 und pTis) nachweisbar
war, aber in 32% der Lymphknoten bei Patienten mit invasivem
Harnblasenkarzinom (Retz et al., 2004).

Die niedrigste Nachweisrate MUC7 positiver Lymphknoten lag erstaunlicherweise
bei den Patienten mit Primartumoren im Stadium pT4. Eine Erklarung daftr wére
die bei diesen Tumoren mogliche fortgeschrittene Entdifferenzierung des
Tumorgewebes und somit der eventuelle Verlust einer MUC7 Genexpression. Eine
weitere mogliche Erklarung dieser unerwarteten Ergebnisse wéare die Detektion
einer MUC7 Genexpression in Zellen des hamatopoetischen Systems, welche bei
jeder Lymphknotenprobe zwangslaufig mit verarbeitet wurden. Wahrend der
Aufarbeitung der Lymphknoten im Rahmen der Zystektomie konnte das
Lymphknotengewebe zwar vom umliegenden Fett- und Bindegewebe befreit
werden, eine vollstandige Befreiung von Blut war jedoch nicht méglich. Auch wenn
in dieser Arbeit und in anderen bereits erwahnten Studien aus der Literatur gezeigt
wurde, dass peripher ventse Blutproben gesunder Probanden keine MUCY
Genexpression aufweisen, galt dies nicht fir das Patientenkollektiv dieser Arbeit.
Wie bereits erwéahnt, konnte die Arbeitsgruppe um Kinjo im Jahr 2004 zeigen, dass
MUC7 in peripher vendsen Blutproben von Harnblasenkarzinompatienten
nachweisbar ist (Kinjo et al., 2004). Es ware daher denkbar, dass aufgrund einer
Kontamination mit Blut und darin enthaltenen zirkulierenden Tumorzellen einige der

getesteten Lymphknotenproben eine falsch positive MUC7 Genexpression zeigten.

Neben MUCT7 untersuchten die Arbeitsgruppen um Retz 2004 und Ribal 2006 auch
andere epitheliale Marker in Lymphknoten von Harnblasenkarzinompatienten. Retz
et al. untersuchten die Genexpression von CK20 und MUC2, Ribal et al. die
Genexpression von CK20. Die Arbeitsgruppe um Retz konnte in Bezug auf das
Humane Muzin 2 (MUC2) zeigen, dass von 217 histopathologisch negativen
Lymphknoten zwar 69 Proben eine MUC2 Genexpression aufwiesen (31,8%), dies
aber in keinem Zusammenhang zum Tumorstadium stand und auf der anderen

Seite bei den 33 histopathologisch als Metastasen klassifizierten Lymphknoten nur
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21 (64%) MUC2 positiv waren. Weiterhin wurde der epithelie Marker CK20
untersucht. Dabei zeigten drei der funf histopathologisch als Metastasen
klassifizierten Lymphknoten eine positive CK20 Genexpression. Der zwei anderen
Lymphknoten wurden histopathologisch reevaluiert. Dabei zeigte eine der
Lymphknotenproben eine Metastase im paranodalen Fettgewebe, die andere Probe
aber eine eindeutige Metastase im Lymphknoten selbst. Trotzdem konnte bei
diesem Lymphknoten auch eine wiederholte RT-PCR keine CK20 Genexpression
nachweisen. Von 151 histopathologisch tumorfreien Lymphknoten zeigten 20

(13,2%) eine positive CK20 Genexpression,

Die Arbeitsgruppe um Ribal konnte zeigen, dass bei 24 von 54 untersuchten
Patienten  histopathologisch  positive  Lymphknoten nachweisbar waren,
demgegenuber aber 40 von den 54 Patienten eine positive CK20 Genexpression in
den untersuchten Lymphknoten aufwiesen. Des Weiteren konnte eine Korrelation
zwischen Tumorstadium und der Genexpression von CK20 nachgewiesen werden.
Wahrend 20% der Patienten mit einem Primartumor im Stadium T2 CK20 positive
Lymphknoten hatten, waren es bei den Patienten mit muskelinvasivem Primartumor
in den Stadien T3 und T4 80% (Ribal et al., 2006).

Die Arbeitsgruppe um Kinjo konnte zeigen, dass bei Patienten mit einem
oberflachlichen Blasentumor bei 38% der peripher vendsen Blutproben eine
positive MUC7 Genexpression auftrat. Bei Patienten mit einem muskelinvasiven
Blasentumor gelang der MUC7 Nachweis sogar bei 78% aller Blutproben
(p = 0,042). Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der MUC7 Genexpression
und jedem einzelnen Tumorstadium war allerdings nicht nachweisbar (p > 0,05)
(Kinjo et al., 2004).

In Bezug auf das Grading (G1-G3) war die MUC7 Detektionsrate in der hier
vorliegenden Arbeit aktuell unabhangig vom jeweiligen Stadium (Punkt 3.9), wobei
das Ergebnis fur die Stadien G1 und G2 aufgrund der sehr geringen
Patientenanzahl und somit geringen Stichprobengrof3e kritisch betrachtet werden
muss. Die grol3e Streubreite der Ergebnisse spricht ebenfalls gegen einen
Zusammenhang zwischen Malignitatsgrad und Anteil der MUC7 positiven
Lymphknoten. Die Arbeitsgruppe um Kinjo konnte hingegen bei den untersuchten

periphervendsen Blutproben einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
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Stadium G1 und G3 (p = 0,007) sowie dem Stadium G2 und G3 (p = 0,025)
nachweisen (Kinjo et al., 2004).

42.2 MUC7 Genexpression der histopathologisch als Metastasen

klassifizierten pelvinen Lymphknoten (pN1, pN2)

Von den insgesamt 790 in dieser Arbeit untersuchten Lymphknotenproben konnten
27 Proben (3,4%) histopathologisch als Metastase klassifiziert werden.
Maoglicherweise wiirde sich dieser Anteil erhbhen, wenn zur histopathologischen
Untersuchung Serienschnitte des kompletten Lymphknotens eingesetzt werden
wurden (Ibcsg, 1990). Von den histopathologisch positiven Lymphknoten zeigten 23
eine positive MUC7 Genexpression. Dies entspricht einem Anteil von 85,2%,
welcher somit hoher ist als die MUC7 Genexpressionsrate der histopathologisch
tumorfreien Lymphknoten mit 54,0%. Diese Ergebnisse stehen den Ergebnissen
der Arbeitsgruppe um Retz gegenuber, in der alle funf histopathologisch als
Metastase klassifizierten Lymphknoten auch eine positive MUC7 Genexpression
zeigten (100%). Allerdings ist der Stichprobenumfang sehr gering und das
Untersuchungsergebnis muss deshalb kritisch betrachtet werden (Retz et al.,
2004).

Der Einsatz von MUCT7 als geeignetem epithelialen Tumormarker zur Detektion
okkulter Tumorzellen in Lymphknoten ist fragwirdig, wenn histopathologisch
eindeutig als Metastasen klassifizierte Lymphknoten in der spezifischen MUC7 RT-
PCR nicht ebenfalls als positiv identifiziert werden kdnnen. Weiterhin zeigten zwolf
der 23 molekularbiologisch positiven Lymphknoten in mindestens einem der PCR
Durchgange keine MUC7 Genexpression. Die mdglichen Grunde fur diese

Ergebnisse werden im Folgenden erlautert.
A. Verlust der MUC7 Genexpression bei entdifferenzierten Tumorzellen:

Entdifferenzierte = Tumorzellen  kdénnen im  Vergleich zum  normalen
Ursprungsgewebe oder auch zu hochdifferenzierten Tumorzellen teilweise ein
vollstandig verandertes Genexpressionsmuster aufweisen, wie zahlreiche Daten
aus der Literatur belegen (Ho et al., 1993, Kim et al.,, 1996, Reis et al., 1999).
Theoretisch konnten diese Verdnderungen zu einem Verlust der Genexpression

von MUCY fuhren. Dies kdnnte ein Grund fur die fehlende MUC7 Genexpression in
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vier der histopathologisch positiven Lymphknoten sein. Mdglicherweise ist dies
auch der Grund fur den niedrigen Anteil der MUC7 positiven Lymphknoten bei
Patienten mit lokal sehr weit fortgeschrittenen Blasentumoren (pT4-Stadium).
Gegen diese Argumente spricht, dass im ersten Teil dieser Arbeit alle getesteten
Blasenkarzinomzelllinien unabh&ngig vom Differenzierungsgrad eine konstante

MUC7 Genexpression aufwiesen.
B. Fokalitat der Tumorzellen im Lymphknoten:

Durch die Teilung der untersuchten Lymphknoten ist es mdglich, dass nur eine der
beiden Lymphknotenhélften eine Tumorinfiltration aufwies und somit nur dieser Teil
als Metastase Kklassifiziert werden konnte. Mdglicherweise ist dies der Grund,
warum vier der histopathologisch als Metastase klassifizierten Lymphknoten keine
MUC7 Genexpression aufwiesen. Eine molekularbiologische Untersuchung des
gesamten Lymphknotens ware daher winschenswert, wobei aber dann auf eine
histopathologische Untersuchung verzichtet werden muisste. Eine mdgliche
Alternative ware die RNA-Extraktion von Lymphknotengewebe aus Paraffinblocken,
nachdem im ersten Schritt die konventionelle histopathologische Untersuchung des
Lymphknotens durchgefuhrt wurde. Nachteil dabei ist die erfahrungsgeman
geringere Ausbeute an Gesamt-RNA im Gegensatz zur RNA-Extraktion aus

Frischgewebe.
C. Punktmutationen im Primerbindungsbereich:

Eine Mutation oder ein Polymorphismus im Bereich der Primerbindungsstelle wirde
die Amplifikation der cDNA wahrend der PCR verhindern, da eine Hybridisierung
der Primer mit der cDNA nur unzureichend stattfinden konnte. Um diese Problem
auszuschlieBen, wére eine Sequenzanalyse der Primerbindungsstellen auf der

Ebene der genomischen DNA eine mdgliche Option.

Auch wenn die Ergebnisse dieser Arbeit den Einsatz von MUC7 zur Detektion von
Mikrometastasen in Lymphknoten nicht unterstitzen, sollte die Methodik an sich
weiterhin untersucht und evaluiert werden. Unserer Arbeitsgruppe gelang
beispielsweise mit einem anderen epithelialen Marker, dem Cytokeratin 20 (CK20),
bei allen histopathologisch als Metastase klassifizierten Lymphknoten auch einen

Tumorzellnachweis mit Hilfe der RT-PCR zu erbringen.
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4.3 Bedeutung der Verteilung der Lymphknotenmikrometastasen

Im Hinblick auf die Behandlungsstrategie des Harnblasenkarzinoms stellt sich die
Frage, ob es die Prognose des Krankheitsverlaufs signifikant verbessert, wenn die
begleitende Lymphadenektomie bei der Zystektomie sich nicht auf das
Standardlymphadenektomiefeld beschrankt, sondern im erweiterten
Lymphadenektomiefeld durchgefuhrt wird. Ausschlaggebend ist dabei die
Verteilung der Lymphknotenmikrometastasen. Zu beachten ist, dass eine Erh6hung
der Morbiditat bei einer ausgedehnten Lymphadenektomie im Vergleich mit der
Standardlymphadenektomie in den bislang dazu publizierten Untersuchungen nicht
nachgewiesen werden konnte und somit diese erweiterte chirurgische Therapie
selbst zu keiner Prognoseverschlechterung fuhrt (Leissner et al., 2000, Leissner et
al., 2004, Steven et al., 2007).

Die bislang publizierten Untersuchungen in Bezug auf die Grof3e des
Lymphadenektomiefeldes bei der Zystektomie wurden retrospektiv und ohne
Vergleichsgruppe erhoben. Dennoch zeigte sich in jeder dieser Erhebungen ein
deutlicher Uberlebensvorteil fur die Patientengruppe mit ausgedehnter
Lymphadenektomie (Leissner et al., 2004, Dhar et al., 2008). Dabei ist noch unklar,
ob fur dieses Phanomen die Entfernung nicht entdeckter Lymphknotenmetastasen
eine Rolle spielt oder ob es durch eine Stadien-Migration (Will-Rogers-Effekt) zu
einer vermeintlichen Uberlebensverbesserung kommt, wenn Patienten durch mehr
entdeckte Lymphknotenmetastasen einer anderen Prognosegruppe und somit

maoglicherweise effektiveren Therapie zugefuhrt werden.

Die LEA-Studie der Arbeitsgemeinschaft Urologische Onkologie der deutschen
Krebsgesellschaft, in deren Rahmen unter anderem diese Arbeit entstand,
untersucht erstmals prospektiv und randomisiert Zystektomiepatienten, im Hinblick
auf die progressionsfreie Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der Ausdehnung des
Lymphadenektomiegebietes (eingeschrankte Versus ausgedehnte

Lymphadenektomie).

In dieser Arbeit weist die Verteilung der histopathologisch nachgewiesenen
Lymphknotenmetastasen deutliche Unterschiede im Vergleich mit der Verteilung

der MUC7 Genexpression aller untersuchten Proben auf. Der Groldteil der
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histopathologisch nachgewiesenen Lymphknotenmetastasen lag mit 81,5% im
eingeschrankten Lymphadenektomiegebiet (Felder 5, 7, 9, 11, 13, 14). Es konnten
weiterhin keine Lymphknotenmetastasen oberhalb der lliacabifurkation sowie in den
tiefen obturatorischen Gruppen nachgewiesen werden (Abb. 17, Seite 83). Der
Nachweis einer MUC7 Genexpression in den Lymphknoten als moglicher Nachweis
einer vorliegenden Mikrometastasierung gelang demgegenuber in Proben aus allen
14 Lymphknotenfeldern. Im Durchschnitt waren in jedem Feld 57,1% der
untersuchten Lymphknoten MUC7 positiv [Range: 46-69%]. Einzige Ausnahme
bildete dabei das Lymphknotenfeld 2 (interaortocavale Gruppe), wo nur 8% der dort
entnommenen Proben eine MUC7 Genexpression aufwiesen (Abb. 12, Seite 77).

Ein Vergleich mit anderen Arbeiten zur Lokalisation von Mikrometastasen in
Lymphknoten ist schwierig, da es kein einheitliches Schema gibt, nach welcher die
Lymphknoten exakten topographischen Feldern zugeordnet werden. Die in dieser
Arbeit verwendete Einteilung der Felder nach der Schema der LEA-Studie findet
sich in ahnlicher Form nur in den Arbeiten von Leissner (Leissner, 2005) und
Jensen (Jensen et al., 2010).

Ein signifikanter Unterschied in der Detektionsrate von MUC7 positiven
Lymphknoten zwischen dem ausgedehnten (284 von 498 Lymphknoten = 57%) und
eingeschrankten (151 von 292 Lymphknoten = 52%) Lymphadenektomiefeld
konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Die Arbeitsgruppe um Seiler
konnte ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang zwischen
histopathologischem Befund und Entnahmeort von Lymphknoten feststellen (Seiler
et al., 2010).

Ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der MUC7 Genexpression zwischen
der linken und der rechten Korperhélfte konnte mit dieser Arbeit nicht
nachgewiesen werden. Auf der rechten Seite wurden insgesamt 398 Lymphknoten
entnommen, von denen 219 MUC7 positiv waren (55%). Auf der linken Seite
wurden insgesamt 367 Lymphknoten entnommen, von denen 207 MUC7 positiv
waren (56,4%). Die in der Mitte liegenden Felder 2 und 8 wurden fur den
Seitenvergleich nicht beriicksichtigt. Auch andere Arbeiten fanden keinen Hinweis
darauf, dass Metastasen bevorzugt eine Korperseite befallen. Allein Leissner

konnte zeigen, dass je nach Lokalisation des Primartumors ein bestimmter
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Metastasierungsweg erfolgt, wobei dies fur die rechte und linke Koérperhélfte
gleichermalRen gilt (Leissner, 2005).

Einzig die Unterscheidung zwischen histopathologischer Detektionsrate von
Mikrometastasen und der MUC7 Genexpressionsrate der untersuchten
Lymphknoten zeigte in dieser Arbeit einen signifikanten Unterschied. Wahrend von
790 untersuchten Lymphknoten 27 histopathologisch positiv waren (3,4%), waren
435 Lymphknoten MUC7 positiv (55%). Dies ist aber nicht weiter verwunderlich, da
eine nested RT-PCR ein hochsensitives Verfahren ist, mit welchem bereits

minimalste Mengen eines amplifizierten Gens nachgewiesen werden kdénnen.

Wenn zukinftige Untersuchungen die Eignung von MUC7 als prognostischem
epithelialem Tumormarker zeigen, wirden die Ergebnisse dieser Arbeit dafir
sprechen, im Rahmen des chirurgischen Behandlungskonzeptes des
Harnblasenkarzinoms, die ausgedehnte Lymphadenektomie durchzufihren, da die
Detektionsrate von MUC7 in den Feldern der ausgedehnten Lymphadenektomie

ahnlich hoch war wie in den Feldern der eingeschrankten Lymphadenektomie.

4.4 Prognostische Bedeutung der Genexpression von MUC7 in pelvinen

Lymphknoten von Patienten mit Urothelkarzinom der Harnblase

Die MUC7 Genexpressionsrate der in dieser Arbeit untersuchten
Lymphknotenproben konnte aufgrund des noch zu geringen Zeitintervalls noch
nicht mit den klinischen Nachsorgedaten der Patienten verglichen werden. Ein
besonderes Augenmerk ware dabei auf die progressionsfreie Uberlebensrate, die
tumorspezifische Uberlebensrate sowie die Gesamtiiberlebensrate zu richten. Um
die prognostische Bedeutung einer Detektion disseminierter Tumorzellen in
Lymphknoten mit der spezifischen MUC7 RT-PCR zu beurteilen, bleibt der
Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit den noch 2zu erhebenden

Nachsorgedaten tber einen Zeitraum von funf oder zehn Jahren abzuwarten.

Auch wenn die vorliegenden Ergebnisse nicht fir einen Einsatz von MUC7 als
diagnostischem Tumormarker zur Detektion disseminierter Tumorzellen in
Lymphknoten von Harnblasenkarzinompatienten sprechen, bleibt ein sinnvoller
Einsatz dieses epithelialen Markers zu Prognosezwecken weiterhin moéglich. Die

Arbeitsgruppe um Copp konnte 2006 zeigen, dass Patienten mit einem
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Harnblasenkarzinom bei einem positiven Uroplakin 1l Nachweis (UPII) in den bei
der Zystektomie entnommenen Lymphknoten eine deutlich héhere Rezidiv- und
Progressionsrate aufwiesen als Patienten ohne UPIlI Genexpression (Copp et al.,
2006). Die Arbeitsgruppe um Rosenberg konnte im Jahr 2002 eine Korrelation
zwischen einem positiven Cytokeratin 20 Nachweis (CK-20) in Lymphknoten bei
Kolonkarzinomen und einer damit einhergehenden niedrigeren

5-Jahrestiberlebensrate herstellen (Rosenberg et al., 2002).

Der Vergleich einer MUC7 Genexpression in Lymphknoten von Tumorpatienten mit
den dazugehdrigen klinischen Nachsorgedaten wurde bis heute noch in keiner
Arbeit untersucht. Die Arbeitsgruppe um Retz evaluierte MUC7 in
Knochenmarksproben von Harnblasenkarzinomen als Prognosemarker in Bezug
auf die Gesamtiberlebensrate. Auch wenn die Ergebnisse keinen signifikanten
Unterschied zeigten, so war der MUC7 Nachweis paradoxerweise bei denjenigen
Patienten hoher, die im Verlauf einen gunstigeren Krankheitsverlauf zeigten. Der
ebenfalls untersuchte Marker CK20 zeigte zwar eine hohere progressionsfreie und
tumorspezifische Uberlebensrate bei CK20-negativen Patienten, allerdings war der
Unterschied zur CK20-positiven Patientengruppe ebenfalls nicht statistisch
signifikant (p = 0,092) (Retz et al., 2004).

45 Limitierende Faktoren

An dieser Stelle werden die mdglichen limitierenden Faktoren dieser Arbeit
diskutiert, welche eine Erklarung fur die teilweise unerwarteten Ergebnisse liefern
konnen. Jegliche angewandte Methodik wurde zum Ausschluss von Fehlerquellen
im Vorhinein ausfuhrlich getestet als auch wéahrend des laufenden Projektes

reevaluiert.

45.1 Effekte und methodische Problematik der Materialgewinnung sowie

der Materialaufarbeitung

Die Blutentnahme fiir die in dieser Arbeit untersuchten 15 Blutproben gesunder
Probanden erfolgte durch eine fur diese Mal3hahme ausgebildete Fachkraft. Somit
bestanden keine Qualitdtsunterschiede zwischen den verschiedenen Proben.

Obwohl fur MUC7 keine kutane Genexpression beschrieben ist, wurden die ersten
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5ml jeder Blutprobe grundsatzlich verworfen, um eine Kontamination mit anderen

Zellen, welche nicht zum hamatopoetischen System gehoren, auszuschliel3en.

Die Entnahme der Lymphknoten erfolgte wahrend der Zystektomie als
standardisiertes Verfahren durch den jeweils diensthabenden Operateur und stets
unter sterilen Bedingungen. Da wahrend einer laufenden Operation kein Austausch
der Arbeitswerkzeuge erfolgte, konnte eine Verschleppung von Tumorzellen,
gerade bei einer Verletzung von Lymphknotengewebe, von einem Lymphknotenfeld
zum anderen nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Die anschliel3ende
unmittelbare Aufarbeitung wurde nach einem festgelegten Schema von jeweils
einer Person aus unserer Arbeitsgruppe durchgefihrt. Die Weiterverarbeitung jeder
Lymphknotenprobe erfolgte innerhalb von 10 Minuten nach der Entnahme durch
den Operateur. Nach der Befreiung des jeweiligen Lymphknotens von
Uberschissigem Binde- und Fettgewebe wurden eine Vermessung und eine
Katalogisierung durchgefuhrt. Die GroRe der Lymphknotenproben musste
mindestens 7mm betragen, da sie sonst fur die Halbierung und die zusatzliche
Abtrennung eines kleinen Seitenteils fur die histopathologische Untersuchung zu
klein gewesen waren. Jeder Lymphknoten wurde mit einem neuen sterilen Skalpell
geteilt und die fur die Histopathologie bestimmten Anteile in Formalin fixiert. Durch
die festgelegte Mindestgrof3e von 7mm pro Lymphknoten, wodurch ein mindestens
3mm grol3er Anteil im Labor weiterverarbeitet werden konnte, war die extrahierte
RNA-Menge nur bei 11 der 804 Lymphknoten zu gering um eine RT-PCR
durchzufihren. Dennoch besteht in dieser MindestgroBenanforderung ein
grundsatzliches Problem, da natirlich auch in kleineren Lymphknoten eine
Mikrometastasierung vorliegen kann. Fur die Zukunft wére eine verbesserte

Technik zur Aufarbeitung von kleineren Proben wiinschenswert.

Der fur die Weiterverarbeitung im Labor bestimmte Teil der Lymphknotenprobe
wurde in autoklavierter Aluminiumfolie flussigkeitsdicht verpackt und in
Flussigstickstoff kryokonserviert. Dies sollte eine Degradation von RNA so weit wie
maoglich verhindern, ebenso wie die bis zur RNA-Extraktion durchgefuhrte Lagerung
der Lymphknotenproben bei -80°C. Wéahrend der RNA-Extraktion wurden die
tiefgefrorenen Proben grundsatzlich einzeln und so schnell wie moglich verarbeitet,

um eine RNA-Degradation weitestgehend zu verhindern. Um eine Kontamination
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der Proben untereinander auszuschlie@en, wurden ausschlie3lich in
Diethylpyrocarbonat (DEPC) autoklavierte Materialien verwendet, welche nach
jeder Lymphknotenprobe ausgetauscht wurden. Obwohl alle verwendeten GefalRe
und Arbeitswerkzeuge vor ihrer Verwendung in Flassigstickstoff gekihlt wurden,
konnte bis zur Uberfiihrung in RNazol ein kurzzeitiges Auftauen der Probe, und
somit eine RNA-Degradation, vor allem wahrend der ZerstoBung im

Mikrodismembrator, nicht immer vollstandig verhindert werden.

Grundsatzlich kann eine Tumorinfiltration einer Gewebeprobe nicht nur in dem im
Fokus stehenden Gewebestlck sondern sowohl in den umliegenden GefalR3en als
auch im paranodalen Fettgewebe vorliegen. Daher sollte fur zukinftige
Untersuchungen diskutiert werden, ob eine RNA-Extraktion immer das die Probe
umgebende gefaRdurchsetzte Gewebe miteinbezieht, um eine eventuelle

Tumorinfiltration dieser Strukturen zu erfassen.
452 Methodische Problematik der RT-PCR Methode

Die Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) ist trotz der
heutzutage standardisierten Technik sowohl in der Ausfilhrung als auch in der
Auswertung der Ergebnisse durchaus kritisch zu beurteilen. Allein schon aufgrund
der hohen Anzahl der einzelnen Arbeitsschritte sind grof3te Sorgfaltigkeit und
Konzentration wahrend des gesamten Arbeitsablaufs obligat. Die PCR ist eine
hochsensitive Methode, mit welcher durch Vervielféaltigung bereits kleinste Mengen
einer spezifischen Nukleotid-Sequenz nachgewiesen werden konnen. Eine
Verdoppelung des PCR-Zyklus, wie bei der in dieser Arbeit angewandten nested-
PCR fuhrt zu einer weiteren Erhohung der Sensitivitidt. Bereits geringste
Kontaminationen mit anderen Nukleinsauren in einer der verwendeten Reagenzien
kénnen zu einem falsch positiven Ergebnis fuhren. Daher wurde zu jedem PCR-
Ansatz grundsatzlich eine Negativkontrolle durchgefiihrt, bei welcher die Proben-
cDNA durch CHO-cDNA und Aqua bidest. ersetzt wurde. Bei allen durchgefihrten
Versuchen zeigte eine einzige Negativkontrolle PCR-Produkte in der Auswertung.
Dieser Ansatz wurde verworfen und mit neuen Materialien wiederholt. Im zweiten
Durchgang war diese Negativkontrolle dann ohne Amplifikationsprodukte. Eine
Kontamination der fur diese Arbeit verwendeten Reagenzien ist damit

unwahrscheinlich.
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Des Weiteren kann eine minimale Kontamination mit genomischer DNA trotz einer
exakten Ausfuihrung der standardisierten RNA-Extraktionsmethode nie géanzlich
ausgeschlossen werden. Deshalb wurde ein sogenannter "Exon-spanning”-Primer
verwendet, in diesem Fall der Primer 10F (Punkt 2.7.5), welcher eine Intron-Exon-
Grenze Uberspannte. Somit konnte gewahrleistet werden, dass eine Kontamination
mit genomischer DNA anhand der unterschiedlichen Gro3en der PCR-Produkte
von cDNA und genomischer DNS sicher erkannt werden konnte. Einige wenige
Proben zeigten mehrere PCR-Produkte, welche durch Sequenzierung als
genomische DNA identifiziert werden konnte (Punkt 3.2). Aufgrund der geringeren
Laufh6he war eine Verwechselung mit der MUC7-Bande aber nicht mdglich.

Neben einer Verunreinigung der Probe besteht aber auch die Mdglichkeit der
Degradation oder des Verlustes von RNA, was sich in einem falsch negativen
Ergebnis ausdriicken wirde. Des Weiteren kénnen Fehler wéhrend der RT-
Reaktion oder der PCR auftreten und zu einem verfalschten Ergebnis fihren. Um
solche Fehler weitgehend ausschlielen zu konnen, wurde zunachst die
erfolgreiche Durchfihrung jeder RT-Reaktion mit einer Beta-Actin-PCR Uberprift.
Dies gelang bei allen Proben aus den Zelllinien und allen peripher vendsen
Blutproben der gesunden Probanden. Drei der 804 im Labor untersuchten
Lymphknotenproben (0,37%) zeigten keine Beta-Actin-Genexpression und wurden
deshalb nicht weiter verarbeitet.

45.3 Methodische Problematik der Auswertung

Die Auswertung der spezifischen MUC7 RT-PCR erfolgte durch die
Gelelektrophorese anhand der Darstellung der Amplifikationsprodukte. Eine
Schwierigkeit stellten dabei die manchmal nur sehr schwach abgebildeten Banden
dar. Die Darstellung der Banden ist grundsatzlich abhangig von verschiedenen
Faktoren, wie der Gelstarke, dem Interkalierungsgrad der Proben-DNA mit
Ethidiumbromid sowie der Belichtungszeit mit UV-Licht. Trotz der standardisierten
Methodik kdénnen minimale Abweichungen dieser Parameter zwischen
verschiedenen Agarosegelen nicht ausgeschlossen werden. Im Rahmen der
Auswertung wurden die kaum erkennbaren Banden nur dann als positiv gewertet,
wenn sie in beiden voneinander unabhangigen Durchgangen der MUC7 RT-PCR

zu erkennen waren. Traf dies nur auf einen Durchgang zu, wurde die
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Lymphknotenprobe als MUC7 negativ klassifiziert und kein dritter Durchgang
durchgefuhrt. Die Unterscheidung zwischen einer schwachen und einer starken
Auspragung der Bandendarstellung unterliegt dabei der subjektiven Entscheidung
des Betrachters. Aus diesem Grund ist nicht auszuschliel3en, dass einige wenige
Proben moglicherweise falsch klassifiziert wurden. Im Zweifelsfall wurden die
Ergebnisse auch von anderen in der Technik der PCR erfahrenen Personen

gesehen und bewertet.

Um die MUC7 Genexpression jeder Lymphknotenprobe maoglichst genau
analysieren zu konnen, wurden, wie unter Punkt 2.10 beschrieben, immer
mindestens zwei voneinander unabhangige Durchgange der MUC7 RT-PCR
angefertigt. Bei Abweichungen zwischen den Durchgédngen wurde eine dritte
Analyse durchgefiihrt, welche das endgiltige Ergebnis festlegte. Dabei ist
anzumerken, dass weitere voneinander unabhangige Untersuchungen der jeweils
selben Lymphknotenprobe das Ergebnis auch wieder verandern kénnten und dabei
die Anzahl der Durchgange nur durch die Endlichkeit des Probenmaterials limitiert
gewesen ware. Die hier verwendete Methodik der Auswertung sollte daher in

Zukunft weiterhin diskutiert und wenn erforderlich auch modifiziert werden.

Eine Mdglichkeit fur zukinftige Untersuchungen einer MUC7 Genexpression in
Lymphknoten oder anderen Gewebeproben stellt die Methode der quantitativen
PCR dar, eine Weiterentwicklung der qualitativen PCR. Im Gegensatz zu der in
dieser Arbeit eingesetzten qualitativen PCR, welche fur den alleinigen Nachweis
einer Genexpression ausreicht, kann mit der quantitativen PCR zusatzlich die
Menge der urspringlich eingesetzten Templates bestimmt werden. Dadurch lasst
sich ermitteln, in welchem Ausmal und in welcher Form ein Gen abgelesen wird
(Higuchi et al., 1992, Higuchi et al., 1993). Dies kdnnte der Festlegung einer
objektiven Nachweisgrenze dienen, wenn sich herausstellt, dass nicht nur das
alleinige Vorhandensein sondern auch eine bestimmte Mindestgrof3e sowie die Art
der MUC7 Genexpression fur die Prognose des individuellen Krankheitsverlaufes
eine entscheidende Rolle spielen.
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4.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Der aktuelle Standard des Lymphknotenstagings bei einer Tumorerkrankung ist
nach wie vor die histopathologische Untersuchung. Das humane Muzin 7 (MUC7)
scheint nach den vorliegenden Daten aus dieser Arbeit nur begrenzt als
diagnostischer Epithelmarker zur Detektion okkulter Tumorzellen in Lymphknoten

beim Harnblasenkarzinom geeignet zu sein.

Neben den Ergebnissen dieser Arbeit und den Daten der Arbeitsgruppe um Retz
liegen in der aktuellen Literatur noch keine weiteren Studien zur Detektion
disseminierter Tumorzellen mit der spezifischen MUC7 RT-PCR in Lymphknoten
bei Harnblasenkarzinomen vor. Aufgrund dieser vergleichsweise noch geringen
StichprobengréRe und den Ergebnissen aller bisher durchgefiihrten
Untersuchungen zur Eignung von MUCTY erscheint eine weitere Analyse dieses
Muzins als potentieller epithelialer Tumormarker beim Harnblasenkarzinom sowohl

in diagnostischer als auch prognostischer Hinsicht sinnvoll.

Die prognostische Bedeutung von Lymphknoten mit positiver MUC7 Genexpression
bei Blasenkarzinompatienten nach radikaler Zystektomie wird erst in nachfolgenden
Langzeitbeobachtungen an einem grol3eren Patientenkollektiv beurteilbar sein.
Dabei stellt sich vor allem die Frage, ob es einen Zusammenhang zwischen dem
MUC7-Nachweis und der Rezidivrate gibt. Auch der Zeitpunkt des Rezidivs kénnte
maoglicherweise in Korrelation zur MUC7-Detektion stehen. Sollte sich MUC7 in
einer multivarianten Analyse dabei als unabhéngiger Prognosefaktor herausstellen,
konnten die qualitative MUC7 RT-PCR Technik oder auch die quantitative real-time
MUC7 RT-PCR in Zukunft ergdnzend zur Kklassischen histopathologischen
Untersuchung eingesetzt werden, um besonders die Hochrisikopatienten besser zu

erkennen und einer geeigneten Behandlung zufiihren zu kénnen.

Da diese Arbeit im Rahmen der LEA-Studie durchgefuhrt wurde, stellt sich auch die
Frage, ob die ausgedehnte Lymphadenektomie zu einer Outcomeverbesserung
fuhrt und ob der MUC7-Nachweis die zum jetzigen Zeitpunkt noch offene

Schlussfolgerung unterstitzt.
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5 Zusammenfassung

Das Harnblasenkarzinom ist mit einem Anteill von 3% aller malignen
Tumorerkrankungen nach dem Prostatakarzinom die zweithaufigste bosartige
Tumorerkrankung des Urogenitalsystems. Trotz modernster diagnostischer und
therapeutischer Moglichkeiten der Urologie, insbesondere im operativen Bereich,
entwickeln  bis zu 50% der Patienten mit lokal fortgeschrittenem
Harnblasenkarzinom nach radikaler  Zystektomie eine systemische
Tumorprogression. Mdgliche Ursache hierfir kdénnte eine zum Zeitpunkt der
Operation bereits vorhandene lymphogene oder hamatogene Metastasierung sein,
welche weder klinisch noch histopathologisch nachweisbar ist und deshalb auch
nicht durch lokale TherapiemalRnahmen beeinflusst werden kann. Der friihzeitige
Nachweis disseminierter Tumorzellen in Lymphknoten von
Harnblasenkarzinompatienten zur Identifizierung von Hochrisikopatienten ist
deshalb von entscheidender therapeutischer und prognostischer Relevanz. So
kbnnte man diese Gruppe beispielweise schon frihzeitig einer adjuvanten
Chemotherapie zufiihren. Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer
molekularbiologischen Detektionsmethode zum Nachweis von disseminierten
Tumorzellen in pelvinen Lymphknoten von Harnblasenkarzinompatienten nach der
radikalen Zystektomie. Als potentieller epithelialer Marker wurde das humane
Muzin 7 (MUC7) gewahlt. Mittels der spezifischen MUC7 RT-PCR wurde die
Genexpression von MUC7 in den Lymphknotenproben der

Harnblasenkarzinompatienten analysiert.

MUCY ist ein hochmolekulares Glykoprotein und gehort zur Gruppe der Muzine,
welche zum gegenwartigen Zeitpunkt 23 verschiedene Typen umfasst. Muzine sind
integraler Bestandteil vieler Schleimhautoberflachen, werden aber auch von
verschiedenen Driusen sezerniert. Die Hauptaufgabe der Muzine liegt in ihrer
protektiven Funktion. MUC7 gehdrt zur Gruppe der sezernierten Muzine und ist
beispielsweise Bestandteil des menschlichen Speichels. Eine Expression von
MUC7 kommt im normalen Urothel, oberflachlichen Blasentumoren sowie

mesenchymalem Gewebe, Blut oder Lymphknoten normalerweise nicht vor. Nur bei
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invasiv wachsenden Harnblasenkarzinomen sowie dem Carcinoma in situ der

Harnblase konnte eine konstanten MUC7 Genepxression nachgewiesen werden.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die MUC7 Genexpression zunachst in
Blasenkarzinomzelllinien verschiedener Differenzierungsgrade sowie in den
Vergleichszelllinien CHO und Jurkart und in peripher vendsen Blutproben gesunder
Probanden untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass MUC7 eine konstante
Genexpression in allen Blasenkarzinomzelllinien der Differenzierungsgrade G1 bis
G3 aufwies. Demgegeniber konnten in den Kontrollzelllinien sowie den peripher

vendsen Blutproben keine PCR Amplifikationsprodukte nachgewiesen werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde zur Detektion disseminierter Tumorzellen die
MUC7 Genexpression in insgesamt 790 Lymphknotenproben aus einem
Patientenkollektiv von 41 Patienten analysiert. Die erste Aufarbeitung der
Lymphknoten erfolgte dabei wahrend der Zystektomie mit begleitender
Lymphadenektomie. Dabei wurden nach der Entfernung des umliegenden Binde-
und Fettgewebes eine Halfte des Lymphknotens sowie ein kleines Stick der
anderen Halfte in Formalin fixiert, um spater durch die konventionelle
Histopathologie auf Lymphknotenmetastasen untersucht zu werden. Der
verbleibende Teil des Lymphknotens wurde kryokonserviert, um anschlieend nach
der erfolgreichen RNA-Isolierung mit Hilfe der spezifischen MUC7 RT-PCR die

Genexpression von MUC7 zu analysieren.

Von den 790 untersuchten Lymphknoten wurden 27 Lymphknoten (3,4%) in der
klassischen Histopathologie als Metastase klassifiziert. Von diesen 27
Lymphknoten zeigten 23 Lymphknoten (85,2%) eine positive MUC7
Genexpression. Die anderen vier histopathologisch als Metastase klassifizierten
Lymphknoten zeigten auch nach wiederholten PCR-Analysen kein MUC7
Amplifikationsprodukt. 763 der 790 Lymphknotenproben waren in der klassischen
Histopathologie tumorfrei. Trotzdem zeigten 412 der 763 histopathologisch
negativen Lymphknoten eine positive MUC7 Genexpression (54,0%), wobei nur
zwei der 41 untersuchten Patienten ganzlich ohne MUC7 Nachweis in den
untersuchten Lymphknoten waren. Die Detektionsrate von MUC7 war dabei aktuell

unabhangig vom jeweiligen Primartumorstadium (pT) und ebenfalls unabhangig
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vom Malignitatsgrad, wobei manche Ergebnisse je nach Einordnung aufgrund der
teilweise geringen Stichprobengrof3e kritisch zu betrachten sind.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen nicht daftir, dass die Detektion okkulter
Tumorzellen mit der spezifischen MUC7 RT-PCR in pelvinen Lymphknoten von
Blasentumorpatienten die klassische Histopathologie ersetzen kann. Trotzdem
erscheint eine weitere Analyse von MUC7 als epithelialer Tumormarker zur
Detektion disseminierter Tumorzellen sinnvoll, da im Vergleich zu den Ergebnissen
dieser Arbeit die Daten der Arbeitsgruppen um Retz und Kinjo eine mdgliche
Eignung von MUCY7 erkennen lassen und bis heute insgesamt noch keine weiteren
Daten in der Literatur dazu vorliegen. Ein Vergleich der Ergebnisse der
spezifischen MUC7 RT-PCR mit den klinischen Nachsorgedaten steht noch aus. Im
Langzeitverlauf muss sich in multivarianten Analysen zeigen, ob die zuséatzliche
MUC7 RT-PCR, sei es im quantitativen oder qualitativen Ansatz, zusatzlich zur
Histopathologie eine geeignete Methode zur besseren Einschéatzung der Prognose
darstellt. Eine stetige Verbesserung der RT-PCR Technik sowie
Eignungsuntersuchungen weiterer epithelialer Tumormarker zur Detektion
disseminierter Tumorzellen in Lymphknoten von Harnblasenkarzinompatienten

erscheinen auch in Bezug auf andere Daten aus der Literatur sinnvoll.
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