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1. Klinik der Harnblasenkarzinome

1.1 Epidemiologie der Harnblasenkarzinome

Jedes Jahr fiihren bosartige Neubildungen der Harnblase laut “Arbeitsgemeinschaft
Bevoilkerungsbezogener Krebsregister in  Deutschland” (1997) zu 18.000
Neuerkrankungen. Mit 12.500 jéhrlichen Neuerkrankungen sind mehr als doppelt so
viele Ménner von Blasenkrebs betrofffen wie Frauen (5.100). Die Harnblase ist bei
den Minnern die vierthdufigste Krebslokalisation. Die Inzidenz der
Harnblasenkarzinome nimmt nach dem 40. Lebensjahr zu und erreicht im 6. und 7.
Dezenium ihren Hohepunkt (Raghavan and Huben, 1995). An diesem Tumorleiden
verstarben im Jahr 1996, 6.490 Patienten. Dies entspricht einer Mortalitdt von 7,9 pro
100.000 Einwohner.

Insgesamt erkranken laut Statistischen Bundesamt jihrlich 333.000 Personen neu an
Krebs. An diesem Leiden verstarben im Jahr 1996, 212.888 Patienten. Damit sind
3,05% der durch Krebs verursachten Todesfille auf Harnbasenkarzinome

zuriickzufiihren.

1.2 Athiologie der Harnblasenkarzinome

Ursache fiir die hohere Erkrankungsrate bei Ménnern konnte die ldngere
Urinkarzinogen-Expositionsdauer beim Mann mit obstruktiver Prostatahyperplasie
und der hohere Raucheranteil sein. Der Zusammenhang zwischen Rauchen und
Harnblasenkrebs ist schon seit vielen Jahren bekannt, etwa 80% der Patienten mit
Harnblasenkarzinomen haben in ihrer Vergangenheit geraucht (Morrison et al., 1984).
Das Erkrankungsrisiko scheint allerdings nur nach sehr langer Rauchergeschichte

(mehr als 20 Jahre) erhoht zu sein (Silverman et al., 1992).

Ein weiterer Risikofaktor ist die Exposition mit Anilinfarbstoffen und einigen

aromatischen Aminen, wie z. B. 2-Naphthylamine, Benzidine, 4-Aminobiphenyl, 4,4-



Methylene bis(2-Chloraniline) und O-Toluidine. Personen die mit Leder, Gummi,
Farbstoffen oder Aluminium arbeiten haben deshalb ein erhohtes Risiko an

Harnblasenkarzinomen zu erkranken (Silverman et al., 1992).

Weiterhin ist festgestellt worden, da3 Patienten mit chronischer Urinstauung eine
erhohte Inzidenz fiir Harnblasenkrebs haben. Ob hierflir die Stase selbst oder die
meist mit einer Urinstauung einhergehende chronische Infektion verantwortlich ist, ist
noch nicht gekldrt (Raghavan and Huben, 1995). Inwieweit Entziindungen der
Harnblase bei der Entstehung von Blasenkrebs eine Rolle spielen, ist ebenfalls noch

Ziel weiterer Forschungen (Kroft and Oyasu, 1994).

Eine weitere Form der chronischen Entziindung, verursacht durch die Implantation
der Eier von Schistosoma haematobium in der Harnblasenwand, geht in Regionen mit
endemischem Vorkommen dieser Organismen, mit einer erhdhten Inzidenz fiir
Harnblasentumore einher (El-Bokainy, 1983). Allerdings sind mehr als 70% dieser
Tumoren Plattenepithelkarzinome, welche in den USA nur 2% der Harnblasentumore

ausmachen (Silverman et al., 1992).

Weitere Faktoren die das Risiko an Harnblasenkrebs zu erkranken erhohen, sind der
GenuB3 von Kaffee, chloriertem Wasser und kiinstlichen Siilstoffen (Raghavan and

Huben, 1995).

1.2.1 Ursache multipler Harnblasenkarzinome

Fast die Hilfte aller Karzinome in der Harnblase wachsen multifokal. Man vermutet
daf3 multiple Tumore entweder die Nachkommenschaft einer einzigen transformierten
Zelle sind oder daf} sie voneinander unabhéngig aus getrennten Klonen entstanden
sind. Letztere Moglichkeit geht von einem Feldeffekt der Harnblasenmukosa aus. Das
Phéanomen des Feldeffekts konnte mit der Vermutung erkldrt werden, daBl ein
bestimmter karzinogener Stimulus zu einer spezifischen Antwort des gesamten
Urothels fiihrt (Kroft and Oyasu, 1994). Die Idee eines Feldeffekts wird durch die
Tatsache bekréftigt, dal Karzinoma in situ auch auflerhalb der Harnblase zu finden
sind und hdufig multifokal im Nierenbecken, in den Ureteren, in der Uretra oder in

der Prostata auftreten (Crawford, 1996). Weiterhin werden Karzinoma in situ nur in



10% der Félle isoliert gefunden; 90% der CIS sind sichtbaren papilldren Tumoren
benachbart (Hudson and Herr, 1995).

Die andere Moglichkeit, dal multiple Tumoren aus demselben neoplastischen Klon
entstanden sein konnten, erkldrt man durch eine intramukdse Migration der
neoplastischen Zellen von ihrem Ursprungsort weg. Bei den Karzinoma in situ konnte
eine laterale Ausbreitung entlang der Basalmembran beobachtet werden. Es wurde
auch herausgefunden, dal Dysplasien und Karzinoma in situ hdufiger in naher
Umgebung zum exophytischen Tumor gefunden werden als weiter von ihm entfernt
(Kroft and Oyasu, 1994). Das iiberzeugenste Argument fiir die Monoklonalitit von
multiplen Harnblasentumoren kommt von zwei Studien, die molekulargenetische
Techniken bei verschiedenen Patienten mit multiplen Tumoren anwandten. Dabei
konnten dieselben genetischen Defekte (p53 Mutationen, LOH 9 und 17p) in der
Mehrzahl der multiplen Tumoren eines gegeben Patienten gefunden werden (Kroft

and Oyasu, 1994).

1.3 Diagnostik der Harnblasenkarzinome

Als Erstsymptom weisen etwa 80% der Patienten mit Harnblasenkarzinomen eine
Mikro- oder Makrohdmaturie auf, die anfangs meist schmerzlos und intermittierend
auftritt. Die restlichen 20% haben die Symptome einer Blasenentziindung, wie
standiger Harndrang, Pollakisurie, Dysurie, Nykturie oder Inkontinenz (Raghavan and

Huben, 1995; Cummings et al., 1992).

Zur diagnostischen Abkldrung werden Ureterozystoskopie, Urinzytologie,
Urographie, Sonographie, CT, und histopathologische Untersuchung einer
Tumorbiopsie verwendet (Soloway, 1992). In ca. 70% der Félle sind
Harnblasenkarzinome an der Hinter- bzw. Seitenwand lokalisiert. Im Trigonum/
Blasenhalsbereich kommen 20% und im Blasendach 10% der Karzinome vor
(Thomas, 1998). Knapp die Hélfte der Malignome wéchst multifokal, daher ist eine

komplette endoskopische Beurteilung der gesamten Blase erforderlich.



2. Histologie der Harnblasenkarzinome

Es gibt aufler einigen sehr seltenen Neoplasien der Harnblase, drei verschiedene
Formen von Karzinomen die in der Harnblase vorkommen. Das Urothelkarzinom, das

Adenokarzinom und das Plattenepithelkarzinom.

Nur etwa 5% der Harnblasenkarzinome gehen in den westlichen Industrienationen
vom Plattenepithel aus (Sen et al., 1985). Gehdufter findet man diesen Tumortyp in
Gebieten mit endemischem Vorkommen von Bilharziose, hier machen
Plattenepithelkarzinome bis zu 70% aller Harnblasenkarzinome aus (Silverman et al.,

1992).

Auch Adenokarzinome machen nur weniger als 5% der Harnblasenkarzinome aus
(Sen et al., 1985). Sie gehen von den Urachusresten des Blasendaches
(Urachuskarzinom) oder von den periurethralen und periprostatischen Driisen aus

(Riede and Schaefer, 1995).

Die héufigsten malignen Tumoren der ableitenden Harnwege sind Urothelkarzinome:
iiber 90% der Harnblasenkarzinome gehen vom Ubergangsepithel aus (Riede and
Schaefer, 1995; Raghavan and Huben, 1995). Sie konnen rein papilldr oder in solider
Form auftreten (Riede and Schaefer, 1995).

In dieser Studie wurde nur das am haufigsten vorkommende Urothelkarzinom

untersucht.

2.1 Gesundes Urothel

Das gesunde Urothel ist mehrschichtig und kann bis zu 7 Zellagen dick sein. Da es
Flichen mit wechselnder Ausdehnung, wie die Harnblase, iiberzieht, kann es
unterschiedlich stark gedehnt sein. Zum Lumen hin besitzt das Urothel eine
abschlieBende Schicht charakteristischer groBer Deckzellen, auch “umbrella cells”
genannt. Diese Deckzellen konnen Kernatypien aufweisen, welche nicht als
Dysplasien mifigedeutet werden sollten (Bucher and Wartenberg, 1989; Epstein et al.,
1998).



2.2 Prainvasive Urothelkarzinome

Karzinome entstehen aus der heutigen Sicht der Tumorigenese nicht direkt aus
gesundem Gewebe, sondern entwickeln sich progressiv iiber mehrere Stufen zum
malignen Tumor. Dem invasiven, zur Metastasierung fdahigen Harnblasenkarzinom
gehen folglich prineoplastische oder nicht-invasive Lésionen voraus (siehe

Abbildung 1) (Riede and Schaefer, 1995).

Urothel

Lamina propria
Innere Muskularis
Aussere Muskularis

Normales Urothel

e ]
Nicht-invasives Karzinoma in situ
papillares

Urothelkarzinom

——)p hohes Risiko

Oberflachlich der Progression

invasives

Urothelkarzinom _____ 4 geringes Risiko

der Progression

Muskelinvasives
Urothelkarzinom

Abbildung 1: Die beiden prianeoplastischen Lasionen der Harnblasenkarzinome besitzten ein
unterschiedlich hohes Risiko sich in ihrem Verlauf zu einem invasiven
Urothelkarzinom zu entwickeln.

Diese prianeoplastischen Lésionen kann man grundsétzlich in zwei verschiedene Arten
mit sehr unterschliedlicher Morpholgie und Prognose unterteilen: die Karzinoma in

situ (pTis) und die nicht-invasiven papilliren Urothelkarzinome (pTa). Beiden
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Lisionen gemeinsam ist jedoch, daf3 sie ein unvorhersagbares Potential besitzen sich
in ihrem Verlauf zu einem invasiven Karzinom zu entwickeln. 70% bis 80% aller
Patienten mit Harnblasenkrebs weisen bei ihrer Erstvorstellung einen oberflédchlichen
Tumor auf und in 10-15% dieser Fille entwickeln sich diese Tumoren zu einem
invasiven Karzinom (Abel et al., 1988; Kroft and Oyasu, 1994). Aus diesem Grund

wurden diese beiden priainvasiven Neoplasien in dieser Studie untersucht.

2.2.1 Karzinoma in situ

Karzinoma in situ sind flache, nicht-invasive Lisionen die endoskopisch nur durch
diskrete Schleimhautverdnderungen wie eine samtartige Verdickung oder eine
Entziindung auffallen (Cummings et al., 1992). Sie kdnnen sich aus Urotheldysplasien
entwickeln, progressieren in zwei Drittel der Fille zu invasiven Karzinomen und

weisen eine hohe Rezidivfrequenz (63-92%) auf (Ozen, 1995).

Histologisch findet man ein mehr als sieben Zellreihen betragendes Urothel, das von
Tumorzellen durchsetzt ist und bei dem die reihenartige Anordnung nicht mehr
nachweisbar ist (siche Abbildung 2). Einzelne Zellen zeigen Nukleolenvergroflerung,
Zellkernhyperchromasie, eine verdnderte Kern-Plasma-Relation zugunsten des
Zellkerns und eine erhdhte Mitoserate. Das umgebende Gewebe kann normal
aussehen, 6dematos verdndert sein, oder als Zeichen einer Entziindung Lymphozyten,
Plasmazellen und Monozyten aufweisen. Suburothelial kann auch eine ausgeprigte
Angioneogenese vorliegen, welche zytoskopisch als Entziindung imponiert (Catalona,
1991; Riede and Schaefer, 1995). Ein weiterer charakteristischer Befund ist die
verminderte Zellkohdsion. Durch die verlorengegangene Zytokohisivitit 16sen sich
die Zellen leichter aus dem Urothelverband. Dies ist ein Grund warum die
Spiilzytologie in mehr als 90% der Félle der Carcinoma in situ positiv ist (Cummings

etal., 1992).

Da Karzinoma in situ meist keine typischen klinischen Symptome hervorrufen und
25% der Patienten asymptomatisch sind, stellen sich Karzinoma in situ zur Zeit der
Diagnose meist schon als Grad 3 Lésionen dar. Sie sind Vorstufen des soliden Grad 3

Karzinoms und weisen somit eine hohe maligne Potenz auf (Crawford, 1996).
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Abbildung 2: HE Schnitt eines Karzinoma in situ, welches ein von Tumorzellen durchsetztes
Urothel zeigt. Eine Invasion der Basalmembran und des darunterliegenden Stromas
ist nicht zu erkennen.

2.2.2 Nicht-invasive papillire Urothelneoplasien

Das am héufigsten auftretende Harnblasenneoplasma ist das papilldre
Urothelkarzinom. Etwa 80% der Harnblasenkarzinome sind bei ihrer Erstdiagnose

nicht-invasive (pTa) oder oberflichlich invasive (pT1) papilldre Karzinome.

Oftmals werden diese Tumoren zusammen als oberflichliche Harnblasenkarzinome
bezeichnet, da sie von den Urologen in gleicher Weise therapiert werden. Ein weiterer
Grund fiir die gemeinsame Bezeichnung ist die Schwierigkeit der Diagnose einer
Invasion der Lamina propria. Durch beispielsweise tangentiale Schnitte der
Tumorfragmente kann eine Stromainvasion nicht immer sicher ausgeschlossen
werden. Allerdings gibt es groe Unerschiede in der Genetik und der Klinik der
beiden Tumoren. Nicht-invasive papillire Tumoren (pTa) sind benigne und
progressieren ~ wesentlich  seltener als  oberflachlich  invasive  papilldre

Harnblasenkarzinome (pT1). Dies verdeutlicht wie wichtig die korrekte
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Diagnosestellung der beiden Tumoren ist, um beispielsweise pT1 Tumoren

aggressiver therapieren zu konnen.

Die Beziehung der beiden Tumoren zueinander ist immer noch nicht eindeutig klar.
Einige Autoren bevorzugen die Hypothese, da3 pT1 Karzinome aus pTa Tumoren
entstehen, wihrend andere Autoren es auch fiir moglich halten, da8 pTa und pTl

Tumoren zu verschiedenen Tumorentitdten gehdren (Sauter, 1998).

In dieser Studie wurde versucht nur nicht-invasive papilldre Urothelkarzinome (pTa)

zu untersuchen.

Abbildung 3: HE Schnitt eines oberflichlichen papilliren Urothelkarzinoms, in welchem die
papilldre Filtelung der Mukosa und das verbreiterte Urothel deutlich zu erkennen
sind.

Die Entwicklung der papilliren Urothelkarzinome erfolgt meist nicht aus einer
Urotheldysplasie, sondern aus einer einfachen Hyperplasie oder aus “gesundem”

Urothel (Ozen, 1995; Riede and Schaefer, 1995).

Haufig 146t sich bereits makroskopisch die papilldre Struktur des Tumors erkennen.

Histologisch findet man beim papilldren Urothelkarzinom vom Grad 1 eine papilldre
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Fiéltelung der Mukosa, deutlich mehr als sieben Zellreihen, Zellkernanomalien,
Verlust der Zellpolaritit, Riesenzellen, prominente Nukleoli und eine erhohte
Mitoserate (siche Abbildung 3) (Catalona, 1991).

2.3 Invasive Urothelkarzinome

Histologische Kennzeichen eines malignen Blasentumors sind ein mehr als sieben
Zellagen dickes Epithel, Verlust der Zellpolaritit wund des typischen
Oberflachenepithels (“umbrella cells”), Zellkernanomalien, Riesenzellen, erhohtes
Zellkern-Zytoplasma Verhéltnis, prominente Nukleoli, abnormes Chromatin und eine

erhohte Mitoserate (Ro et al., 1992).
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Abbildung 4: HE Schnitt eines invasiven Urothelkarzinoms, welches ein infiltrierendes Muster von
Tumorzellnestern zeigt.

Diese histologischen Verdnderungen werden bei invasiven jedoch auch bei nicht-
invasiven Blasentumoren, wie z.B. nicht-invasiven papilldren Urothelkarzinomen und
Karzinoma in situ, gefunden und sichern damit nicht die Diagnose eines invasiven

Harnblasenkarzinoms. Hauptunterscheidungsmerkmal stellt die Beurteilung der
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Basalmembran dar. Gutartige pathologische Neubildungen zeichnen sich durch eine
intakte Basalmembran aus, die das Epithel vom Stroma trennt. Invasive Karzinome
sind dagegen durch eine defekte Basalmembran und in das Stroma eindringende

Tumorzellen charakterisiert (Liotta et al., 1986).

2.4 TMN-Klassifikation der Urothelkarzinome

Um Ubersicht iiber das gesamte Wachstumsspektrum eines Harnblasenkarzinoms zu
erhalten, wird dieses nach dem TNM-System klassifiziert. Das TNM System
beriicksichtigt die Eindringtiefe des Primértumors (T), den Lymphknotenbefall (N),
und die An-oder Abwesenheit von Metastasen (M) und korreliert das Tumorstadium,
auch ,,Staging® genannt, mit der Prognose (Raghavan and Huben, 1995). So haben
z.B. Patienten mit Invasion der Lamina propria eine 5-Jahres-Uberlebensrate von iiber
80%, die bei Invasion der oberflachlichen Muskelschicht auf 30-60% sinkt (siche
Tabelle 1).

Die am Haufigsten verwendeten “Staging” Schemen sind die des American Joint
Committee of Cancer und der International Union Against Cancer. Diese TNM
Schemen betrachten Ta und T1 Lésionen als oberflachlich und T2-T4 werden als
invasiv angesehen. Die meisten oberflichlichen Tumoren haben einen papilldren
Autbau, wahrend sich die muskelinvasiven Lasionen meistens nicht-papillar (nodulér)

darstellen (Kroft and Oyasu, 1994).
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Stadium Histologie S-Jahres-

Uberlebensrate
Tis Karzinoma in situ >80%
Ta Nicht-invasiver papillirer Tumor >80%
T1 Tumor infiltriert Lamina propria >80%
T2 Tumor infiltriert innere Muskularis 30-60%
T3a Tumor infiltriert Auflere Muskularis 20-50%
T3b Tumor infiltriert Perivesikalgewebe 20-40%
T4a Tumor infiltriert Prostata, Uterus, Cervix, <10-40%
Vagina
T4b Tumor infiltriert Nachbarorgane 0-25%
Tabelle 1: TNM - Klassifikation der urothelialen Harnblasentumoren (AJCC, 1993)

Ein weiteres histologisches Kriterium ist der pathologische Differenzierungsgrad,
auch “Grading” genannt, welcher mit dem Grad der Zellanaplasie und dem Verlust
der Differenzierung zunimmt. Der Differenzierungsgrad gibt Aufschlufl iiber die
Malignitidt des Tumors (siche Tabelle 2). “High-grade” Tumoren sind mit einer

erhohten Mortalitit assoziiert (Abel et al., 1988; Cancer, 1988).

Tumor Grad Differenzierungsgrad

1 gut differenziert
2 miBig differenziert
3/4 schlecht differenziert oder
undifferenziert
Tabelle 2: Differenzierungsgrad der Harnblasenkarzinome (Cancer, 1988)
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Eindringtiefe des Primirtumors und Differenzierungsgrad sind eng miteinander
verkniipft. In einer Studie wurde herausgefunden, daB3 nur 6% aller Grad 1 Lasionen
invasiv waren, verglichen mit 52% der Grad 2 Lisionen und 82% der Grad 3

Tumoren (Kroft and Oyasu, 1994).

3. Bedeutung der Histologie fur den klinischen Verlauf

Die histologische Diagnose ist fiir die Therapie der Harnblasenkarzinome von
entscheidener Bedeutung. Jedoch ist es in einigen Fillen nicht ganz einfach zu einer
sicheren Diagnose zu gelangen. Winzige histologische Nuancen konnen entscheidend
sein um z. B. ein Karzinoma in situ von einem sich gerade zum invasiven Karzinom
entwickelnden Tumor zu unterscheiden (Huben and Gaeta, 1996). Gerade
oberfldchlichen Lésionen sollte hohe Aufmerksamkeit gegolten werden, kann es sich
doch um Vorstufen eines invasiven Karzinoms handeln. In einer Studie von Abel et
al. (1988) wurde 99 Schnitte von Harnblasenkarzinomen von unterschiedlichen
Pathologen beurteilt. Dabei wurden 14 Félle in eine andere pT Kategorie eingeteilt,
wovon 6 Fille von invasiven zu oberflichlichen Karzinomen abgestuft wurden. Bei
13 Féllen wurde der pathologische Differenzierungsgrad anders beurteilt (Abel et al.,
1988). Diese Studie macht die Schwierigkeiten der histologischen Klassifizierung und
Charakterisierung der Harnblasenkarzinome deutlich. Doch gerade die korrekte
Einteilung in Differenzierungsgrad und Stadium gibt Aufschluf {iber die
Aggressivitdt des Tumors und bestimmt damit die Art der Therapie und der
Weiterbehandlung des Patienten. Die optimale, auf den Patienten abgestimmte
Therapie, wirkt sich wiederum erheblich auf seine Prognose aus (Huben and Gaeta,

1996).
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3.1 Prognose der oberflachlichen Harnblasenkarzinome

Wie bereits schon beschrieben sind oberfldchliche papilldre Urothelkarzinome die
hiufigste Erstdiagnose bei Patienten mit Harnblasenkrebs. Obwohl 80% dieser
Patienten erfolgreich mit transurethraler Resektion behandelt werden konnen, sind
Riickfille hiufig. Die Riickfallraten variieren von 30-85%. In 10-30% dieser Fille
kommt es zu einer Verschlechterung des Differenzierungsgrades und in 10-15% zu

einer Verschlechterung des Tumorstadiums (Kroft and Oyasu, 1994).

Da nicht-invasive papillare Urothelkarzinome ein unvorharsagbares Risiko aufweisen
zu progressieren, wire es von groflem Vorteil den Anteil der Patienten herauszufinden
die in ithrem Krankheitsverlauf ein invasives Karzinom entwickeln werden. Mit
diesem Wissen konnte bei solchen Patienten zu einer radikaleren Therapie gegriffen
werden und die lebensbedrohliche systemische Krebserkrankung verhindert werden.
Leider gibt es bislang jedoch noch keine eindeutigen Marker die das Verhalten dieser

Léasionen vorhersagbar machen konnen.

Die Karzinoma in situ haben mit 63-92% ebenfalls eine sehr hohe Rezidivfrequenz.
Die Progressionsrate ist wie auch bei den oberflichlichen Urothelpapillomen nicht
vorhersagbar, wobei sie bei den Karzinoma in situ hoher ist als bei den
oberfldchlichen Urothelkarzinomen. Weiterhin ist die Progressionsrate je nach
Wachstumsmuster der Karzinoma in situ sehr unterschiedlich. So haben Karzinoma in
situ die sichtbaren papilldren Tumoren benachbart sind ein Risiko von 42-83% sich
zu einem muskelinvasiven Tumor zu entwickeln, verglichen mit einem Risiko von 20-
349% bei isoliert auftretenden CIS (Hudson and Herr, 1995). Weiterhin spielt auch das
Auftreten von multifokalen Karzinoma in situ fiir die Progressionsrate eine Rolle.
78% der Patienten mit diffusen, auch aullerhalb der Harnblase auftretenden
Karzinoma in situ, entwickelten innerhalb von 16 Jahren ein invasives Karzinom,

verglichen mit 8% der Patienten mit fokalen Karzinoma in situ (Crawford, 1996).

Trotz der Erkenntnisse iiber den Zusammenhang des Wachstumsmusters und der
Progressionsrate von Karzinoma in situ, ist deren Verhalten immer noch
unvorhersagbar und wird von manchen Autoren sogar als “tiickisch” bezeichnet

(Orozco et al., 1994).
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3.2 Therapie der Harnblasenkarzinome

Die Standardtherapie bei oberfldchlichen Harnblasenkarzinomen ist die
organerhaltende transurethrale Resektion (TUR). Hierbei wird der Tumor
endoskopisch durch eine Hochfrequenzstrom fiihrende Schlinge abgetragen (Alken
and Walz, 1992). Da bei gut differenzierten pTa-Tumoren die Progressionsrate unter
5% liegt, ist diese Therapie meist ausreichend (Alken and Walz, 1992). Wichtig ist
allerdings, die Patienten zu erkennen, die rezidivgefdhrdeter sind. Alle Patienten
konnten mit radikalen chirurgischen Maflnahmen geheilt werden, doch wire dies eine
Uberbehandlung von etwa 80% der Patienten, die keine invasiven Tumoren
entwickelt hdtten und bei denen die Standarttherapie ausreichend gewesen wire

(Kroft and Oyasu, 1994).

Bei Tumoren mit hoherem Progressions- oder Rezidivrisiko wird haufig eine
Instillationsprophylaxe verwendet. Bei dieser intravesikalen Chemotherapie werden
zytotoxische oder biologisch aktive Substanzen mittels Katheter in die Blase
instilliert. Der Vorteil der intravesikalen Chemotherapie gegeniiber der systemischen

Chemotherapie liegt in den geringeren Nebenwirkungen (Crawford, 1996).

Ein Drittel bis die Hélfte der Patienten, die mit Blaseninstillitionen behandelt wurden,
hatten eine komplette Regression der nach inkompletter Resektion noch vorhandenen
papilliren Tumoren aufzuweisen. Fiir die intravesikale Chemotherapie werden
unterschiedliche Chemotherapeutika verwendet: der Alkylant Thiotepa und die
Antibiotika Doxorubicin und Mitomycin (Crawford, 1996).

Die Immuntherapie mit dem modifizierten Tuberkuloseimpfstoff Bacille Calmette-
Gueron (BCG) ist bei Karzinoma in situ und T1, Grad 3 Tumoren das Mittel der
Wahl. Der Lebendimpfstoff wird hierbei kurzfristig in die Harnblase instilliert und
verursacht dort eine Entziindung der Mukosa. Die Entziindungsreaktion konnte fiir die
Wirkung auf die Tumorzellen verantwortlich sein. Der genaue Wirkmechanismus ist

allerdings noch nicht geklart (Crawford, 1996).

Bei muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen ist die radikale Zystektomie mit pelviner
Lymphadenektomie indiziert (Hall and Dinney, 1996). Trotz dieser aggressiven

Therapie treten bei 50% der Patienten mit pT3 und pT4 Tunoren innerhalb von zwei
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Jahren Fernmetastasen auf. Lange Zeit ging man davon aus, dal3 lokale Kontrollen
nach radikaler Zystektomie ausreichend wiren, doch die lokale Riickfallrate ist
kleiner als 10% und das weit groere Problem stellen die bereits frith vorhandenen

Mikrometastasen dar (Hall and Dinney, 1996).

Da das invasive Harnblasenkarzinom durch die Metastasierung sehr schnell zu einer
systemischen Erkrankung wird, ist die alleinige lokal aggressive Therapie nicht
ausreichend (Hall and Dinney, 1996). In klinischen Studien konnte jedoch gezeigt
werden, daB3 weder mit neoadjuvanter noch mit adjuvanter Chemotherapie eine
Verlingerung  der  Uberlebenszeiten fir ~ Patienten @ mit  invasiven

Harnblasenkarzinomen erreicht wurde (Hall, 1997).

4. Biologie der Harnblasenkarzinome

Um die Diagnostik der Harnblasenkarzinome zu erleichtern und damit den einzelnen
Patienten die fiir sie optimale Therapie zukommen zu lassen, ist es wichtig ein
grofleres Verstidndnis des Tumorverhaltens zu bekommen. Das Aufschliisseln der
einzelnen Schritte der Tumorigenese und der daran beteiligten Faktoren, konnte
helfen, das Verhalten von Harnblasenkarzinomen besser vorhersagen zu kénnen und

die Patienten mit diesem Wissen frithstmoglich entsprechend zu behandeln.

4.1 Prognostische Marker im Versuch

4.1.1 p53

Den héufigsten Gendefekt beim Harnblasenkarzinom stellt die Mutation des p53
Tumor Suppressor Gens dar. Dieses Gen liegt auf dem Chromosom 17p13.1 und
kodiert ein 53 kDa Protein. Das p53 Protein reguliert die Zellteilung um Zeit fiir DNA
Reparaturen zu gewihrleisten, bewirkt einerseits bei DNA Schidden die Apoptose der
Zelle und verhindert andererseits die Weitergabe von DNA Schédden auf die nichste

Tochterzelle. Liegt eine Mutation des p53 Gens vor, so findet sich im Zellkern eine
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Anreicherung des abnormen Proteins das immunhistochemisch angefarbt werden

kann (Caliskan et al., 1997).

Vor allem Karzinoma in situ weisen haufig pS3 Mutationen auf (siche Abbildung 5),
welche fiir eine schlechte Prognose sprechen. In einer Studie von Sarkis et al. betrug
die Progressionsrate der CIS, bei denen mehr als 20% der Zellen diese Mutation
aufwiesen, 86,7% im Vergleich zu 16,7% bei CIS mit geringerer Mutationsrate
(Sarkis et al., 1994). Dies zeigt, dall p53 bei Karzinoma in situ als prognostischer

Marker geeignet wire.

In pTa Tumoren findet man seltener p5S3 Mutationen. In einer Studie von Spruck et al.
wiesen nur 3% dieser Tumoren p53 Mutationen auf, verglichen mit 65% der
Karzinoma in situ und 51% der T2- T4 Tumoren (Spruck et al., 1994). In einer Studie
von Pycha et al. wurden rezidivfreie pTa Tumoren auf diese Mutation hin untersucht.
In keinem dieser Tumoren wurden p53 Mutationen gefunden (Pycha et al., 1997). Da
laut Caliskan et al. (1997) auch nur 3 - 5% aller pTa Tumoren zu muskelinvasiven
Karzinomen werden, stellt sich die Frage, ob sich dies mit den p53 Mutationen in
Zusammenhang bringen 1a8t. Wire dies der Fall, so wére p53 auch bei pTa Tumoren

als prognostischer Faktor geeignet (Kroft and Oyasu, 1994).

Allerdings wird die Zuverlédssigkeit  und Aussagekriftigkeit der
immunhistochemischen Technik zum Nachweis von p53 Mutationen in einigen
Studien angezweifelt (Kroft and Oyasu, 1994). So sind beispielsweise falsch negative
Ergebnisse ein grofes Problem, da “nonsense mutations®, “frame shifts* und Verlust
des p53 Gens nicht zu einer Produktion eines abnormalen p53 Proteins fiihren,
welches folglicherweise dann auch nicht immunhistochemisch sichtbar gemacht
werden kann. Im Vergleich zwischen der immunhistochemischen Technik und der
Sequenzierung gehen die Meinungen in den Studien auseinander. So waren in einer
Studie von Bodner et al. (1992) bei einer Gruppe von p53 Mutationen in Lungenkrebs
nur 48% dieser Mutationen in der Immunhistochemie detektierbar. Dalbagni et al.
(1993) fand dagegen eine gute Korrelatione zwischen der Immunhistochemie und der

PCR-SSCP Analyse bei p5S3 Mutationen in Harnblasenkrebs.
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4.1.2 Chromosom 9 Defekt

Bei pTa Tumoren ist der “Verlust der Heterozygotie® im Chomosom 9 hiufiger als
p53 Mutationen (siche Abbildung 5). 34% der pTa Karzinome wiesen in einer Studie
von Spruck et al. diesen Defekt auf. Man vermutet daB die Onkogenese der
Harnblasenkarzinome auf zwei verschiedenen Schienen verlduft. Verdnderungen des
Chromosoms 9 scheinen hauptsidchlich fiir das Entstehen von oberflichlichen
Harnblasenkarzinomen verantwortlich zu sein. Weiterhin haben pTa Tumoren mit
diesem Defekt hdufig Rezidive, werden jedoch seltener zu muskelinvasiven
Karzinomen. Erst eine zusitzliche p53 Mutation 1t die oberflichlichen Tumoren

invasiv werden (Spruck et al., 1994).

4.1.3 Retinoblastoma Surpressor Gen

Ein weiterer prognostischer Faktor ist das Retinoblastoma Supressor Gen. Eine
Mutation dieses Gens scheint bei der Entstehung des Harnblasenkrebs eine wichtige
Rolle zu spielen. Vor allem Blasentumoren hdheren Stadiums mit kiirzerer
Uberlebenszeit weisen diese Mutation auf. So hatten in einer Studie von Logothetis et
al., Patienten mit fortgeschrittenem Blasenkrebs (T2 - T4) und dieser Mutation eine
kiirzere 3-Jahres-Uberlebenszeit. Dies spricht dafiir, daB ein Defekt des
Retinoblastoma Supressor Gens ein prognostischer Faktor bei fortgeschritten

Harnblasenkarzinomen sein konnte (Liebert and Seigne, 1996).

4.1.4 E-cadherin

E-cadherin wird in normalen Urothelzellen an den Zell-zu-Zell Grenzen exprimiert.
Dort ist es fiir den Zusammenhalt der Zellen verantwortlich und verhindert ein
Abwandern einzelner Zellen (Liebert and Seigne, 1996). Bei einem Verlust der E-

cadherin Expression konnen sich die Urothelzellen von ihrem Epithelverband l6sen,
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was eine Vorraussetzung fiir die Bildung von Metastasen ist. In einigen Studien

konnte gezeigt werden, daBl ein Defekt in der E-cadherin Expression mit einer

verkiirzten Uberlebenszeit bei Patienten mit muskelinvasiven Blasenkarzinomen und

mit einer hoheren Rezidiv-und Progressionsrate bei Patienten mit oberflichlichen

Harnblasenkarzinomen verbunden ist (Griffiths et al., 1996).

Karzinoma in situ

Abbildung 5:

Gesundes Urothel

EGF
Dysplasie
p53, EGF, 9-, EGF,
ABO ABO
Nicht-invasives
papillares
Urothelkarzinom
p53
T1
9-
E-cadherin
FGF
Kollagen IV T2
Laminin
uPA
Rb+
T3
T4

Modell der Karziogenese der Harnblasenkarzinome (Kroft and Oyasu, 1994; Liebert
and Seigne, 1996).
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4.1.5 Blutgruppenantigene

Der Verlust der Blutgruppenantigene ist bei Harnblasenkarzinomen schon seit
langerer Zeit bekannt. Dieser Defekt ist hier relativ hdufig zu finden und scheint keine
relevanten prognostischen Informationen zu geben (Liebert and Seigne, 1996). In
einer Studie von Das et al. wiesen 44,4% aller Grad 1 Tumoren diesen Verlust auf,
verglichen mit 94,1% bei Grad 3 Tumoren. Aulerdem wurde bei 80% der Patienten
mit oberflichlichen Karzinomen mit Progression dieser Defekt festgestellt, im
Vergleich zu 75% der Patienten mit oberfldchlichen Karzinomen ohne Progression
(Das et al.,, 1985). Dies zeigt das der Verlust der Blutgruppenantigene keine

prognostische Information in Bezug auf die Progression zu bieten hat.

4.1.6 Epidermaler Wachstumsfaktor

Der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) ist ein 6000-dalton Protein das in vielen
Korperfliissigkeiten und Geweben des menschlichen Korpers zu finden ist (Kroft and
Oyasu, 1994). Es stimuliert die Prolieferation von Epidermiszellen und einer Vielzahl
anderer Korperzellen. Weiterhin fungiert es als ein Induktionssignal bei der
Embryogenese (Alberts et al., 1989). Sein Rezeptor (EGFr) befindet sich in den
meisten Epithelzellen, so auch in der Harnblase, wobei er hier nur auf den Basalzellen
gefunden wurde. In karzinomatdosen Harnblasen wurde EGFr allerdings in allen
Zellagen und in wesentlich hoheren Konzentrationen als in gesundem Gewebe
gefunden (Liebert and Seigne, 1996). Es wurde herausgefunden, dafl die Krebszellen
EGF und einen weiteren Wachstumsfaktor (TGF-) produzieren. In gesunden
Stromazellen konnten diese Faktoren jedoch nicht gefunden werden (Kroft and
Oyasu, 1994). Klinisch korreliert die Uberproduktion von EGFr mit dem
Tumorstadium und ist v.a. bei Tumoren niedrigeren Stadiums mit einer schlechten
Prognose verbunden. Man fand auch auBlerhalb von Tumoren im normal
erscheinenden umliegenden Urothel hohe Konzentrationen von EGFr. Dies 1463t die
Vermutung zu, daB3 die EGFr Expression ein frithes Ereignis darstellt, und vielleicht

in prakanzerdsen Zellen auftritt (Liebert and Seigne, 1996).
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4.2 Invasion als zentrales Problem

Das Hauptproblem bei Harnblasenkarzinomen stellt die Invasion dar. Erst die
Invasion der Basalmembran ermoglicht es den Tumorzellen in umliegendes,
histologisch fremdes Gewebe einzudringen und damit den Zutritt zum Blut-und
Lymphgefasystem zu erhalten. Durch diesen Zutritt konnen die Tumorzellen sich im
Korper ausbreiten und somit zu einer lebensbedrohlichen systemischen Erkrankung

fiihren (Liotta et al., 1983; Aznavoorian et al., 1993).

Folglich ist es von grofter Wichtigkeit Karzinome mit beginnender Invasion so friith
wie moglich zu erkennen. Wie bereits im vorigen Kapitel beschrieben, ist dies in der

histologischen Diagnostik jedoch nicht immer sicher moglich.

Ein weiterer Punkt ist, da3 die histopathologische Untersuchung zwar Aufschluf3 iiber
die zum Zeitpunkt der Biopsie bestehende Eindringtiefe des Tumors gibt, nicht aber
iiber die Wahrscheinlichkeit oberflachlicher Tumoren in nichster Zukunft zu einem
invasiven Karzinom zu werden. Hierfiir briuchte man Marker die am invasiven

Geschehen mitbeteiligt sind und die diesem vorausgehen.

4.2.1 Basalmembran Antigene

Die Basalmembran fungiert als physikalische Barriere zwischen Epithel und
darunterliegendem mesenchymalen Stroma. Somit ist sie, wie bereits im vorigen
Kapitel beschrieben, wichtig fiir die Verhinderung der Tumorzellinvasion und der
Metastasierung. Sie besteht aus einem Kollagen-IV-Netzwerk, das in die
Grundsubstanz, bestehend aus Proteoglykanen und Glykoproteinen, eingebettet ist
(Liotta et al., 1983). Bei der histologischen Beurteilung von Harnblasentumoren wird
auf die Intaktheit der Basalmembran geachtet, doch bei manchen Friihformen sind die
ersten Zeichen einer Mikroinvasion noch nicht sichtbar. In einer Studie von Abou
Farha et al. (1993) wurde Laminin, ein Glykoprotein der Basalmembran,
immunhistochemisch bei verschiedenen Harnblasentumoren untersucht. Dabei
wurden fokale Unterbrechungen der Basalmembran bei 2 von 6 Karzinoma in situ,

und bei 7 von 25 pTa Tumoren gefunden. Die Tumoren mit
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Basalmembranunterbrechungen waren mit einer hoheren Rezidivrate und einem
kiirzeren rezidivfreien Intervall vergesellschaftet (Abou Farha et al., 1993). In einer
Studie von Daher et al. wurde Kollagen IV auf seine Intaktheit untersucht. Von einer
Gruppe von 13 Patienten, die ein invasives Harnblasenkarzinom hatten und bei denen
man Unterbrechungen des Kollagens fand, war nach 3 Jahren keiner mehr am Leben.
Im Vergleich dazu lebten noch 11 von 16 Patienten die ebenfalls ein invasives
Karzinom hatten, jedoch keinen Defekt des Kollagens aufwiesen. Dies bedeutet, daf3
sogar bei Tumoren hoheren Stadiums die Intaktheit der Basalmembran von

prognostischer Bedeutung ist (Liebert and Seigne, 1996).

4.2.2 Proteasen

Proteasen sind Enzyme die fiir die Zerstérung der Basalmembran verantwortlich sind.
Damit spielen sie bei dem Prozel3 der Invasion eine entscheidende Rolle. Da sie die
Lyse der Basalmembran bewirken, miifiten sie bereits vor einer mikroskopisch

sichtbaren Basalmembraninvasion in erhdhter Konzentration vorliegen.

Es  wurden bereits verschiedene  Untergruppen von  Proteasen  bei
Harnblasenkarzinomen entdeckt (Liebert and Seigne, 1996). Proteasen kommen in
sehr niedrigen Konzentrationen auch in gesundem Gewebe vor, da das Gewebe kein
starres Gebilde ist, sondern einem stindigen Auf-und Abbau unterliegt, welcher sich
im Gleichgewicht befindet. Diese Proteolyse ist jedoch zeitlich begrenzt und
unterliegt einer genauesten Regulation. Nicht die Proteolyse selbst ist folglich
spezifisch fiir eine maligne Entartung, sondern die unkonntrollierte, im

Ungleichgewicht stehende Proteolyse (Stetler-Stevenson, 1996; Liotta et al., 1991).

Eine Gruppe der Proteasen sind die Matrixmetalloproteinasen (MMP) die aus 13
verschiedenen Enzymen bestehen, die wiederum in fiinf Gruppen eingeordnet werden
konnen (siehe Tabelle 3): intestinale Kollagenasen, Typ IV Kollagenasen
(Gelatinasen), Stromelysine, Elastasen und eine Gruppe neuer Mitglieder, wie die
Membran Typ Matrixmetalloproteinasen (MT-MMP) und Stromelysin-3 (Stetler-
Stevenson, 1996). Die verschiedenen Matrixmetalloproteinasen unterscheiden sich

u.a. durch ihre Substratspezifitit. Die intestinale Kollagenasen schneiden
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hauptsédchlich Kollagen I, wahrend Typ IV Kollagenasen v. a. Kollagen IV schneiden.
Elastasen schneiden Elastin und die Stromelysine schneiden eine Vielzahl von
Matrixbestandteilen, wie Proteoglykane, Laminin, Fibronektin und die nicht-

kollagenen Doménen des Kollagen IV (Matrisian and Bowden, 1990).

Gruppe ‘ Name ‘ MMP Nummer Substrate
Intestinale Intestinale Kollagenase MMP-1 Kollagen III>>1
Kollagenasen PMN Kollagenase MMP-8 Kollagen I >>I11

Kollagenase-3 MMP-13 Kollagen
Typ IV Kollagenasen 72-kd Typ IV MMP-2 Kollagen IV, V,
Kollagenase MMP-9 Gelatin
92-kd Typ IV Kollagen IV, V,
Kollagenase Gelatin
Stromelysine Stromelysin-1 MMP-3 Laminin, Fibronektin
Stromelysin-2 MMP-10 Laminin, Fibronektin
Matrilysin MMP-7 Laminin, Fibronektin
Elastasen Metalloelastase MMP-12 Elastin
MMP: Sezernierter Stromelysin-3 MMP-11 vermutlich Alpha-1-
Typ antitrypsin
MMP: Membran Typ MT-MMP-1 MMP-14 Progelatinase-A
MT-MMP-2 ? ?
MT-MMP-3 ? Progelatinase-A
Tabelle 3: Die Gruppe der Matrixmetalloproteinasen (Stetler-Stevenson, 1996)

Allerdings weill man iiber die genaue Substratspezifitit in vivo noch relativ wenig
(Stetler-Stevenson, 1996). Wihrend in gesundem Gewebe niedrige Konzentrationen
an Typ IV Kollagenase von normalen Zellen produziert wird, findet man in invasiven
Karzinomen eine deutlich erhohte Aktivitidt der Typ IV Kollagenase (Liotta et al.,
1991). Matrixmetalloproteinasen konnen durch natiirliche Inhibitorproteine, die vom
Gastgewebe, aber auch von den Tumorzellen selbst produziert werden, inhibiert

werden. Diese Proteinasen Inhibitor Proteine, “Tissue Inhibitors of
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Metalloproteinases* (TIMPs), konnten als Metastasensupressionsproteine wirken und

damit die die Tumorzellinvasion inhibieren (Gottesman, 1990).

Neben den Matrixmetalloproteinasen gibt es noch die Serinproteasen. Zu ihnen zéhlt
der Urokinase-Typ-Plasminogenaktivator (uPA), welcher bei Tumoren die
Fibrinolyse fordert und somit an der Matrixdegradierung beteiligt ist. Weiterhin ist
Urokinase Plasminogen Aktivator an der Aktivierung anderer proteolytischer
Enzyme, einschlieBlich Matrixmetalloproteinasen, beteiligt, was wiederum zur

Invasion beitragt (siche Abbildung 6).

Degradierte

. Extrazelluldre Matrix
Plasminogen

wPA ——» /
Plasmin / \O

L
4—
Prokollagenase » Kollagenase \j/ TIMP
v
Prostromelysin — Stromelysin >
v . /
Inaktive Elastase ——» Aktive Elastase \
Extrazelluldre
Matrix
Abbildung 6: Die Degradierung der Extrazelluliren Matrix durch Matrixmetalloproteinasen

(Mignatti and Rifkin, 1993; Matrisian and Bowden, 1990; Matrisian, 1992).

Die Expression von uPA korrelierte mit dem Stadium bei Harnblasenkarzinomen und
niedrige uPA Expressionen waren mit einer lingeren Uberlebenszeit verbunden

(Liebert and Seigne, 1996).
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5. Stromelysin-3

Stomelysin-3 gehort zu der Gruppe der Matrix Metalloproteinasen (MMP-11) und
wurde 1990 erstmals von Paul Basset beschrieben, der es im Gewebe von
Mammakarzinomen entdeckte (Basset et al., 1990). Das Stromelysin-3 Gen wird von
den meisten invasiven Karzinomen exprimiert, und konnte auch in einigen nicht-
invasiven Karzinomen mit einem hohen Invasionsrisiko gefunden werden. Dagegen
kommt es bei Sarkomen oder anderen nicht-epithelialen Tumoren nicht vor (Rouyer
et al., 1995). Das Gen fiir Stomelysin-3 liegt auf dem langen Arm des Chromosoms
22 nahe dem BCR-Gen, welches mit der chronisch myelotischen Leukidmie in
Zusammenhang gebracht wird. Das Sromelysin-3 Gen umfaf3t 11.5kb und hat 8 Exons
und 7 Introns (Basset et al., 1993; von Anglard et al., 1995). Aufgrund
Sequenzéhnlichkeiten zu Stromelysin-1 (40%) und Stromelysin-2 (38%) und der
Unkenntnis der Substratspezifitit, wurde diese Protease ‘“Stromelysin-3“ (ST3)

getauft.

5.1 Aufbau

Stomelysin-3 ist ein Protein bestehend aus 488 Aminosduren, aufgeteilt in 4
Dominen, dem Preenzym, dem Proenzym, der katalytischen Einheit und der
hemopexinartigen Doméne. Weiterhin besitzt Stromelysin-3 als einzige
Matrixmetalloproteinase noch eine zusitzliche Sequenz von 10 Aminosduren, an der
Schnittstelle zwischen Proenzym und der katalytischen Einheit (siche Abbildung 7)
(Basset et al., 1990; Basset et al., 1993). Stromelysin-3 wird als inaktive Vorstufe, ein
65kDa Zymogen, synthetisiert, aber nicht wie die anderen Matrixmetalloproteinasen
in diesem inaktiven Zustand sezerniert, sondern bereits intrazellulir in die
enzymatisch aktive Form iiberfiihrt. Dieser intrazelluldre proteolytischen Schritt, der
wihrend der Sekretion stattfindet, wird durch die zusétzliche Sequenz von 10
Aminosduren die vor der katalytischen Einheit liegen, reguliert. Dieses Inset ist ein
Substrat fiir Furin, eine Golgi-assoziierte Serinprotease, die Stromelysin-3 bereits

intrazelluldr aktiviert (Pei and Weiss, 1995). Das reife Protein ist ein 45kDa Enzym,
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welches bei Phenylalanin 98 beginnt und in seinem katalytischen Zentrum die fiir die
Matrixmetalloproteinasen typische Zinkbindungsstelle aufweist (212-225), fiir dessen
Aktivierung Ca-lonen notwendig sind (Basset et al., 1990; Matrisian and Bowden,

1990; Pei et al., 1994).

Abbildung 7: Zeichnung des Aufbaus von Stromelysin-3 (Basset et al., 1993).

5.2 Substratspezifitat

Im Gegensatz zu allen anderen Matrixmetalloproteinasen zeigt proST3 keine
proteolytische Aktividt in Kasein- oder Gelatinezymogrammen und degradiert keine
der charakteristischen Komponenten der extrazelluldren Matrix. Trotz allem nimmt
man, aufgund der Sequenzhomologien zu den anderen Matrixmetalloproteinasen, an,
dal Stromelysin 3 als Protease agiert und das erste Mitglied einer neuen Untergruppe
von Matrixmetalloproteinasen ist, welches einzigartige enzymatische Chatakteristiken
und eine sehr enge Substratspezifitit aufweist (Basset et al., 1993; Pei et al., 1994).
Die genaue Substratspezifitdt fiir Stromelysin 3 in vivo ist noch unbekannt. Pei et al.
konnte als ein Substrat fiir Stromelysin 3, den Serinproteaseninhibitor, Alpha-1-
Proteaseinhibitor (Alpha-1-Antitrypsin), identifizieren. (Pei et al., 1994). Stromelysin
3 kann dessen antiproteolytische Aktivitdt zerstoren, indem es die aktive Schleife
zwischen Ala-350 und Met-351 schneidet. Dies zeigt da8 der Serinproteaseinhibitor
als ein mdgliches physiologisches Ziel bei der Degradierung der extrazelluldren
Matrix fungiert. Weiterhin wurden kleine Mengen einer aktiven 30kDa Form des
Proteins gefunden, die Fibronektin-, Gelatin- und Vitronectindegradierende
Eigenschaften zeigten. Somit konnten verschiedene Prozessierungsschritte die
Substratspezifitit von Stromelysin 3, von einer hochspezifischen Alpha-1-
Proteaseinhibitor schneidenden Protease zu einem Matrix-degradierendem Enzym mit

einem weiten Substratspektrum, verdndern. Dies zeigt, dall sich Stromelysin 3 von
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allen anderen Matrixmetalloproteinasen unterscheidet und ihm mdoglicherweise eine
besondere Rolle bei der Matrixdegradierung zukommt (Pei et al., 1994). Die
Proteolyse von Alpha-1-Proteaseinhibitor durch Stromelysin 3 konnte durch die
natiirlichen Inhibitoren der Matrixmetalloproteinasen, TIMP1 und TIMP2 komplett
gehemmt werden (Pei and Weiss, 1995).

5.3 Vorkommen

Stromelysin 3 kommt physiologisch in Geweben vor, in denen ein Gewebeumbau
stattfindet. So konnten hohe RNA Level von Stromelysin 3 im Uterus, der Placenta,
in Embryonen, und wihrend der Entziindungsphase bei der Wundheilung gefunden
werden (Basset et al., 1993). Daneben ist es bei fast allen menschlichen Karzinomen
zu finden (Rouyer et al, 1995). Bisher wurde Stromelysin 3 in
Mammakarzinomgewebe (Basset et al., 1990; Wolf et al, 1993), in
Plattenepithelkarzinomen des Hals- und Kopfbereichs (Muller et al., 1993), in
Colonkarzinomen (Johnson et al., 1996), in Plattenepithel- und Adenokarzinomen der
Lunge, in Basalzellkarzinomen der Haut, in Karzinomen des Pankreas, des Ovars ,
des Endometriums, der Cervix und der Blase (Rouyer et al., 1995) (Wolf et al., 1992;
Wagner et al., 1992) gefunden.

Interessant ist, da Stromelysin 3 nicht von den Tumorzellen, sondern von den
Fibroblasten die in unmittelbarer Nachbarschaft zu den Karzinomzellen liegen,
sezerniert wird (Basset et al., 1990). Dies ist ungewohnlich, denn bis vor kurzem ging
man davon aus, dal3 der GroBteil der Proteolysefaktoren bei der Tumorinvasion von
den Krebszellen selbst produziert wird. Inzwischen hat man herausgefunden, daf3
auch intestinale Typ I Kollagenase, 72kDa Typ IV Kollagenase und die Urokinase

von Fibroblasten sezerniert werden konnen (Basset et al., 1993).

Die Expression von Stromelysin-3 wird durch Faktoren, die von den Karzinomzellen
sezerniert werden, stimuliert. Zu diesen Faktoren gehoren Wachstumsfaktoren wie der
epidermale Wachstumsfaktor (EGF), der Plittchenwachstumsfaktor (PDGF), der
Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF), Cytokine und Tumorpromotoren, wie TPA

(tissue plasminogen aktivator). Am stirksten stimuliert der
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Fibroblastenwachstumsfaktor (basic FGF) die Stromelysin-3 Expression. Die
Faktoren PDGF, TPA und bFGF werden von Karzinomzellen in vitro sezerniert

(Basset et al., 1990).

EGF, FGF,
PDGF, TPA

Karzinomzelle _— > Fibroblast —» Stromelysin-3

Abbildung 8: Die Karzinomzelle sezerniert Faktoren, welche den Fibroblasten zur Expression von
Stromelysin-3 stimulieren.

Die Stromelysin-3 Expression ist charakteristisch fiir maligne Tumoren. In einer
Studie von Basset et al. wurde Stromelysin-3 in 95% der invasiven Mammakarzinome
gefunden, aber nur in 5% der benignen Fibroadenome (Basset et al., 1993). Im
Vergleich dazu wurden Stromelysin-1 und -2, 72K Typ IV Kollagenase und Pump-1
RNA, auch in Fibroadenomen exprimiert. Typ I Kollagenase und 92K Typ IV
Kollagenase wurden wie Stromelysin-3 nur in invasiven Mammakarzinomen
gefunden, doch war das Expressionsmuster nicht sehr deutlich zu erkennen und nur
Stromelysin-3 RNA konnte in allen Karzinomen klar dargestellt werden (Basset et al.,

1990).

Stromelysin-3 wird auch in den Carcinoma in situ der Brust exprimiert, die ein hohes
Invasionsrisiko aufweisen. So wurde Stromelysin-3 in einer Studie von Basset et al.
bei den duktualen In-situ-Carcinomen vom Komedotyp, die bekanntlich das grofite
Progressionsrisiko haben, am haufigsten (61%) gefunden. Im Vergleich dazu, konnte
Stromelysin-3 bei den lobuldren In-situ-Carcinomen, welche selten zu invasiven

Karzinomen werden, nur in 3% der Fille gefunden werden (Basset et al., 1993).

Weiterhin wurde Stromelysin-3 in Tumormetastasen gefunden. Stromelysin-3 RNA
konnte bei Mammakarzinommetastasen in 85% der Lymphknotenmetastasen und in
53% der Metastasen anderer Organe detektiert werden. Dabei scheint die Gewebeart
fiir die Stromelysin-3 Expression nicht determinierend zu sein, da das Stromelysin-3
Gen in allen Typen der Brustkrebsmetastasen, wie Lymphknoten, Knochen, Haut,
Pleura und Leber gefunden wurde (Basset et al., 1993).

Die hochsten Stromelysin-3 Konzentrationen werden bei stark invasiven Karzinomen

gefunden. So konnten z. B. hohe Stromelysin-3 RNA Level bei den lokal sehr
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aggressiven, doch kaum metastasierenden Basalzellkarzinomen gefunden werden
(Basset et al., 1993; Wagner et al., 1992; Wolf et al., 1992). Auch bei den hochst
invasiven Karzinomen des Hals- und Kopfbereichs konnten hohe Stromelysin-3
Konzentrationen nachgewiesen werden, die mit der lokalen Aggressivitit korrelierten

(Basset et al., 1993; Muller et al., 1993).

Diese Studien deuten darauf hin, dafl Stromelysin-3 als prognostischer Faktor fiir
bestimmte Krebsarten, wie z. B. Brustkrebs geeignet sein konnte, wie auch als Marker

fur frihinvasive Karzinome.

Allerdings gibt es auch Untersuchungen, die die Wertigkeit von Stromelysin-3 als
Marker fiir Invasion in Frage stellen. So wurden in einer Studie von Mueller et al.
Frithkarzinome (pT1) und Pseudoinvasive Karzinome des Colons auf Stromelysin-3
Expression untersucht. Dabei wurden die invasiven Karzinome widerum nach ihren
Wachstumsmustern in zwei Gruppen eingeteilt: in Karzinome mit diffusem,
infiltrativen Wachstumsmuster und in Karzinome mit expansivem Wachstumsmuster.
Alle Karzinome mit infiltrativem Wachstumsmuster zeigten eine Expression von
Stromelysin-3, dagegen wurde bei keinem der Karzinome mit expansivem
Wachstumsmuster und bei keinem der Tumoren mit Pseudoinvasion eine
Stromelysin-3 Expression gefunden. Dies zeigt, da3 Stromelysin-3 zwar ein Indikator
fiir Invasion ist, allerdings schlieft die Abwesenheit von Stromelysin-3 eine Invasion
nicht aus (Mueller et al., 1997). Ein weiterer interessanter Gesichtspunkt dieser Studie
ist, daBB die unterschiedliche Stromelysin-3 Expression je nach Wachstumsmuster
zeigt, daB} es verschiedene Formen der Invasion gibt. So scheinen, bei den infiltrativ
wachsenden Karzinomen, Proteasen wie Stromelysin-3 ein wichtige Rolle zu spielen,
wihrend sie bei den expansiv wachsenden Karzinomen von untergeordneter
Bedeutung zu sein scheinen. Ob das unterschliedliche Wachstumsmuster mit einem
unterschliedlich aggrssiven Verhalten und damit mit einer unterschiedlichen Prognose
korreliert, ist noch Gegenstand weiterer Forschungen. Desweiteren stellt sich die
Frage ob Stromelysin-3 fiir das infiltrative Wachstunsverhalten mitverantwortlich ist
und ob somit die Anwesenheit von Stromelysin-3 zu einer stirkeren Zellabsiedelung
der Tumorzellen fiihrt. Inwieweit noch andere Faktoren zum infiltrativen

Wachstumsmuster beitragen, ist ebenfalls noch nicht geklart.
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Es gibt folglich noch eine Reihe bislang unbeantworteter Fragen auf dem Gebiet der
Proteasen und im speziellen der Protease Stromelysin-3. Besonders die Rolle von
Stromelysin-3 bei der Invasion von Tumorzellen in umliegendes Gewebe und damit

der moglichen Relevanz als prognostische Marker, ist von gro3em Interesse.
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6. Ziel der Studie

Nachdem Stromelysin-3 von den meisten invasiven Karzinomen exprimiert wird, war in dieser
Studie von Interesse, ob auch bei invasiven Urothelkarzinomen der Harnblase eine Stromelysin-
3 Expression zu finden ist und ob sie bei einer hohen Prozentrate invasiver Harnblasenkarzinome

auftritt oder nur bei einem kleinen Teil.

Als nichstes wurde die Frage der Verteilung von Stromelysin-3 im Gewebe gestellt. Findet man
auch bei den Harnblasenkarzinomen Stromelysin-3 nur in den Fibroblasten in unmittelbarer
Nachbarschaft zu den Karzinomzellen, oder verhédlt sich die Stromelysin-3 Verteilung beim
Urothelkarzinom anders? Da vermutet wird daBl Stromelysin-3 zur Degradierung der
extrazelluldren Matrix beitrdgt, stellt sich weiterhin die Frage ob man an der Invasionsfront

invasiver Tumore eine erhohte Stromelysin-3 Expression findet.

Wie bereits in der FEinleitung, Kapitel 5.3 beschrieben, konnte in einigen Studien fast
ausschlieBlich bei invasiven Karzinomen eine Stromelysin-3 Expression nachgewiesen werden
(Basset et al., 1993). Da dies fiir Stromelysin-3 als einen spezifischer Marker fiir Invasion
spriache, ist es sehr interssant herauszufinden, ob es einen Unterschied in der Stromelysin-3

Expression zwischen invasiven und nicht-invasiven Harnblasenkarzinomen gibt.

Weiterhin wire es fir die invasiven Harnblasenkarzinome wissenswert, inwiewiet die
Stromelysin-3 Expression mit den histopathologischen Parametern, wie Differenzierungsgrad,
Eindringtiefe des Tumors und LymphgefaBinfiltration, welche eine grofle prognostische
Aussagekraft haben, korreliert. Ebenfalls sollte in dieser Studie die Stromelysin-3 Expression
mit infiltrierenden zu expansiven (verdringendem) Invasionsmustern verglichen werden,
nachdem in einer Studie von Mueller et al. signifikante Unterschiede zwischen den beiden

Wachstumsmustern gefunden werden konnten (Mueller et al., 1997).

Ein sehr wichtiges Ziel dieser Studie war es herauszufinden, ob es einen Unterschied der
Stromelysin-3 Expression bei den Karzinoma in situ der Harnblase und den nicht-invasiven
papillomatosen Harnblasenkarzinomen gibt. Nachdem Stromelysin-3 in einer Studie von Basset
et al. (1993) am hiufigsten in den Karzinoma in situ der Brust mit dem gréf3ten
Progressionsrisiko gefunden wurde, und nachdem bekannt ist daB3 oberflachliche papillomatose
Harnblasenkarzinome und Karzinoma in situ der Harnblase eine unterschiedliche
Wahrscheinlichkeit, jedoch beide ein unvorhersagbares Potential haben sich in ihrem Verlauf zu

einem invasiven Karzinom zu entwickeln, wire es interessant herauszufinden, ob die
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Stromelysin-3 Expression mit der Wahrscheinlichkeit der Progression der pridinvasiven Lisionen
korreliert. Es wére von entscheidender Bedeutung prognostische Marker zu finden die das
Verhalten dieser Lésionen vorhersagbarer machen konnten. Ein weiterer Punkt ist, daB3 die
eindeutige histologische Diagnose leider nicht immer moglich ist. Die korrekte Diagnose ist
jedoch entscheidend fiir das weitere therapeutische Vorgehen und damit fiir die Prognose des
Patienten. Folglich wire es von groem Vorteil Marker zu finden welche die Diagnostik
erleichtern und exakter werden lassen. Nachem man vermutet, dall Proteasen invasive Vorgédnge
mitermoglichen, wére es ein groer Fortschritt wenn man Proteasen, und in diesem Fall
Stromelysin-3, zur Fritherkennung beginnender invasiver Vorgidnge sichtbar machen konnte,

bevor mikroskopisch iiberhaupt eine Invasion erkennbar ist.
Zusammenfassend sind die beiden Hauptziele dieser Arbeit, folgende Fragen zu beantworten:

1. Eignet sich Stromelysin-3 als Marker zur Fritherkennung beginnender invasiver Vorgédnge bei

histologisch nicht eindeutigen oder noch nicht-invasiven Harnblasenkarzinomen?

2. Korreliert die Stromelysin-3 Expression bei invasiven Harnblasenkarzinomen mit anderen
histopathologischen Parametern und besitzt somit eine gewisse Aussagekraft iiber die

Aggressivitit und den weiteren Verlauf der Tumorerkrankung?
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7. Material und Methoden

7.1 Patienten

In dieser Arbeit wurden insgesamt 106 Patienten mit Harnblasenkarzinomen
immunhistochemisch untersucht. In 5 Féllen wurde noch eine In-situ-Hybridisierung
durchgefiihrt. Die Patienten bestanden aus 31 Frauen und 75 Ménnern (Verhéltnis von 1:2,4) mit
einem Durchschnittsalter von 70,3 Jahren ( von 43 bis 89). Weiterhin setzten diese 106 Patienten
sich aus 56 Patienten mit invasiven Harnblasenkarzinomen (siehe Tabelle 5), 27 Patienten mit
papillomatdsen, nicht-invasiven Harnblasenkarzinomen (pTa) und 27 Patienten mit Karzinoma

in situ der Harnblase (pTis) zusammen (siehe Tabelle 6 und 7).

Ein Patient hatte 2 Karzinome und ein Karzinoma in situ, 2 Patienten wiesen 2 Karzinoma in situ

auf und 1 Patient ein Karzinoma in situ und ein oberfldchliches Papillom.

Die Karzinomgewebe setzten sich zusammen aus 6 Biopsien, 42 Curettagen und 8

Cystektomien.

Die exakte histologische Stadieneinteilung der Karzinome war beschriankt durch die limitierten
Gewebeproben bei Biopsien und Curettagen. Dennoch wurden 23 Lisionen als mindestens pT1,
23 als pT2, ein Fall als pT3a, 7 Félle als pT3b und 2 Fille als pT4 (beide Cystektomien)
beschrieben (siehe Tabelle 4).

Differenziert waren 2 der Fille gut (G1), 14 miBig (G2), 4 miBig bis schlecht (G2-3), 35
schlecht (G3) und ein Fall undifferenziert (G4). In 12 der Fille war eine Invasion in die

Lymphgeféafle nachweisbar.

Die Patienten wurden an der Urologischen Klinik des Klinikums rechts der Isar der Technischen

Universitit Miinchen (TUM) im Zeitraum von 1990 bis 1995 biopsiert, bzw. operiert.

Die pathologische Begutachtung fand im Pathologischen Institut der Technischen Universitét

Miinchen statt.
Die Gewebe wurden in Formalin fixiert und in Paraffinblocke eingebettet.

Bei der Auswahl der Schnitte war wichtig, daB3 sie von einer Primédrbiopsie (Erstdiagnose)
stammten und das Gewebe somit nicht durch Therapiemallnahmen (systemische oder

intravesikale Chemotherapie) verdndert war.
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Bei der Beurteilung unter dem Mikroskop wurden die Schnitte nach ihrem Wachstumsmuster
ausgewahlt. Da Stromelysin-3 in bisherigen Studien immer nur in Fibroblasten im direkt an den
Tumor grenzenden Gewebe zu finden war, wurden bei dieser Arbeit Schnitte mit mdglichtst
grofler Tumor-Stroma-Grenze ausgewdihlt. Stromaarme, fast nur aus Tumorzellen bestehende
Karzinome, waren folglich ungeeignet, geeigneter waren dagegen Karzinome mit Tumorinseln
zwischen Stromazellen. Auch bei Papillomen und Karzinoma in situ wurde auf eine deutliche

Tumor-Stroma- Grenze geachtet.

Da eine Stromelysin-3 Expression auch bei entziindlichen Prozessen beschrieben wurde, wurden
Schnitte mit moglichst geringer Infiltration von Entziindungszellen ausgewihlt um falsch-

positive Ergebnisse zu vermeiden.

Nicht-invasive

it i Karzinoma Invasive Total
. in situ Urothelkarzinome
Neoplasien
n 27 27 56 110
Priparat :
Biopsie 1 18 6 25
Curettage 26 9 42 77
Cystektomie 0 0 8 8
Grade (WHO):
High (I1I) 18 27 - 45
Low (I) 9 - - 9
Differenzierung:
G3 36 36
G2 18 18
Gl1 2 2
T-Klassifikation :
Nicht-invasiv 27 27 54
>pT1 23 23
>pT2 23 23
>pT3 8 8
pT4 2 2
Tabelle 4: Histopathologische Daten der Tumorpréparate.
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Stromelysin-3
Expression

Muster

T

Geschlecht Praparat

Alter

Nummer
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52 81 w R 3b 3 0 | 3
53 80 m R 3b 3 0 I 1
54 64 m B 3b 4 1 I 3
55 88 w R 4a 2.5 0 I 3
56 70 m R 4a 3 1 I 1
Tabelle 5: Die Stirke (Prozentrate) der Stromelysin-3 Expression an der Tumor-Stroma Grenze bei invasiven
Harnblasenkarzinomen verglichen mit anderen histopathologischen Parametern wie der
Eindringtiefe des Primirtumors (T), des Differenzierungsgrades (G), der Lymphgeféssinvasion
(L) und dem Invasionsmuster (E: expansiv, I: infiltrativ). : Curettage, B: Biopsie, R: Resektion
Nummer Alter Geschlecht Praparat G SItEromers_m-S
Xpression
1 73 w C 1 0
2 59 m C 1 0
3 73 m C 1 0
4 70 m C 1 0
5 67 w C 1 1
6 83 m C 1 0
7 73 m C 1 1
8 58 w C 1.5 0
9 45 m C 1.5 0
10 77 m B 2 0
11 50 w C 2 0
12 72 m C 2 0
13 68 m C 2 0
14 73 m C 2 0
15 75 m C 2 0
16 87 m C 2 0
17 68 m C 2 1
18 77 m C 2 0
19 88 m C 2 0
20 80 w C 2 0
21 83 w C 2 0
22 84 m C 2 0
23 76 m C 2 0
24 65 m C 2 0
25 55 m C 2 0
26 78 m C 2.5 1
27 76 m C 3 0
Tabelle 6 Die Stromelysin-3 Expression im Tumor-Stroma Bereich bei nicht-invasiven papilldren

Urothelkarzinomen.

Stromelysin-3

Nummer Alter Geschlecht Praparat (€] E .
xpression
1 70 m B 1 0
2 63 w Z 1 0
3 70 m B 1 0
4 79 m B 1 0
5 81 m B 1 0
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6 54 m A 1 0

7 50 m B 1 0

8 53 m B 1 0

9 67 m B 1 0
10 43 m B 1 0
11 72 m B 1 0
12 77 m Z 2 0
13 57 m B 2 0
14 73 m B 2 0
15 60 m Z 2 0
16 57 m B 2 0
17 57 m B 2 0
18 47 m A 2 0
19 73 w B 2 0
20 61 w B 3 0
21 72 m Z 3 0
22 55 w B 3 0
23 74 w Z 3 0
24 80 m Z 3 0

Tabelle 7: Die Karzinoma in situ der Harnblase zeigten keine Stromelysin-3 Expression.

7.2 Immunhistochemie

Bei der Immunhistochemie 143t man das gesuchte Antigen mit einem spezifisch gegen das
Antigen gerichteten Antikorper reagieren. In diesem Fall wurde die Avidin-Biotin-Methode
verwendet, welche sich gut fiir in Paraffin eingebettetes Material eignet. Dabei ist der
Primédrantikdrper  gegen  Stromelysin-3  gerichtet. Der mit Biotin  konjugiertem
Sekundirantikorper bindet sich an den Erstantikorper. Das dritte Reagens ist ein Peroxidase-
konjugierter Avidin-Biotin-Komplex. Die freien Stellen des Avidinmolekiils ermdglichen die
Bindung an das Biotin des Sekundirantikorpers. Das Enzym Peroxidase, und damit das gesuchte

Enzym Stromelysin-3, wird mit einem Chromogen sichtbar gemacht (Taylor, 1978).

Bindungsstelle

NH2 COOH

Pro Katalytische Einheit Hemopexinartige Doméne

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Bindungsstelle des Antikorpers von Stromelysin-3.
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Dazu wurden die einparaffinierten Gewebestiicke im Mikrotom in 6um diinne Scheiben
geschnitten und auf silanisierte Objekttrager aufgebracht. Bei 50°C wurden die Schnitte iiber
Nacht inkubiert (getrocknet).

Als néchstes wurden die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreithe (100%, 95%, 75%, 50%

Ethanol) entparaffiniert.

Um unspezifische Farbungen zu vermeiden, wurde die endogene Peroxidase, die vorzugsweise
in roten und weilen Blutkorperchen zu finden ist, mit einer Wasserstoffperoxydldsung Losung

(3 ml Wasserstoffperoxid, 7 ml Aqua dest., 40 ml Methanol) blockiert.

Als néichstes wurden die Schnitte 3 x 5 Minuten in einer Citratpufferlosung bei 750W in der

Mikrowelle gekocht, um das Gewebe fiir die Antikorper leichter zugédnglich zu machen.

AnschlieBend wurden die Schnitte in eine feuchte Kammer gelegt und der monoklonale
Primédrantikérper 5ST-4A9 (Prof.Chambon, StraBburg, Frankreich), der spezifisch gegen
Stromelysin-3 gerichtet ist (sieche Abbildung x), wurde in einer Verdiinnung von 1:1000 (1%
BSA in PBS) aufgetragen. Um unspezifische Hintergrundfirbung zu vermeiden wurde 1%
Rinderserumalbumin (BSA) hinzugefiigt. Die Schnitte wurden in der feuchten Kammer bei 4°C

uber Nacht inkubiert.

Am nidchsten Tag wurde der mit Biotin konjugierte Sekunddrantikdrper auf die Schnitte
aufgetragen und diese wurden wieder in einer feuchten Kammer 30 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert (1ml PBS und 5pul 2. Antikorper fiir 10 Schnitte).

Das dritte Reagenz war ein Peroxidase-konjugierter Avidin-Biotin-Komplex. Die freien Stellen
des Avidinmolekiils ermdglichen die Bindung an das Biotin des Sekunddrantikérpers (Taylor,
1978). Dieser ABC-Komplex wurde auf die Schnitte aufgetragen, welche wiederum 30 Minuten

in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert wurden.

Als néichstes wurde das Enzym Peroxidase - und damit das gesuchte Antigen Stromelysin-3 - mit
dem Chromogen Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (DAB) sichtbar gemacht. Dazu wurde
DAB (500ul DAB; 1,5 ml Tris-Puffer 0,05M, pH 7,4; 20ul H202 {290ul A.d., 10ul 30%
H202}) auf die Schnitte aufgetragen und diese 8 Minuten in einer feuchten Dunkelkammer

inkubiert.
Gegengetfiarbt wurden die Schnitte in Himalaun.

Als néchstes wurden sie in einer aufsteigende Alkoholreihe dehydriert (50%, 75%, 95%, 100%)
und in Xylol gekldrt. Zum Schlufl wurden die Schnitte mit Eukitt eingedeckelt.
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Die Auswertung der Stromelysin-3 Farbung erfolgte semiquantitativ. Es wurden drei Ebenen der

Anfarbung unterschieden:

1. die Starke der Zytoplasmafirbung

2. die Prozentrate der gesamten Stromelyins-3 positiven Zellen

3. die Prozentrate der Stromelysin-3 positiven Tumor-Stroma Bereiche
(0% neg., <30% schwach, 30-70% mittelstark, >70% stark)

Als Kontrollen wurden bei jeder immunhistochemischen Féarbung jeweils eine Negativkontrolle,
und eine Positivkontrolle, bei der bereits eine positive spezifische Farbung bekannt war,

verwendet.

7.3 In situ Hybridisierung

Bei der in situ Hybridisierung kann ein gewiinschter Abschnitt der m-RNA oder der DNA direkt
im biologischen Préparat sichtbar gemacht werden. Dieser Abschnitt ist in diesem Falle die
Nukleinsduresequenz, die Stromelysin-3 kodiert. Um unspezifische Hintergrundreaktionen zu
vermeiden, wurde die mRNA in diesem Fall nicht mit einer RNA hybridisiert, sondern mit einer
cDNA. Da nur hochspezifische Bindungen nach den Waschungen bestehen bleiben und
DNA:RNA Hybride weniger stabil sind als RNA:RNA Hybride, konnen nach den Waschungen
Hintergrundsignale geringer gehalten werden (Hofler et al., 1998).

T :
z Linearization Cold Transcription

/ > g Sense
‘ RNA

400 bp ST-3 insert

jTB Reverse

/ : Transcription
\...___,,/ goo 20 g

p Bluescript SK+ cDNA Probe 355 Labeled dNTPs

Abbildung 10:  Schematische Darstellung der cDNA Sonde fiir die in situ Hybridisierung.

Dazu wurde eine 400 Basenpaare lange Plasmid DNA, die Stromelysin-3 kodiert (von Prof.
Chambon, StraBBburg), mit Hilfe einer Restriktionsendonuklease linearisiert und mit einer T3
(sense) und T7 (antisense) RNA Polymerase abgeschrieben (kalte Transkription) (siche
Abbildung 10).
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Die RNA wurde nun in einer reversen Transkription mit 35S markierten dNTPs
(Desoxynukleosidtriphosphate) zu einer 35S markierten komplementdren DNA (cDNA) Sonde
transkripiert. Diese Sonde lies man in situ mit der mRNA fiir Stromelysin-3 hybridisieren. Die

Schnitte wurden dazu folgendermallen prapariert:

die Paraffinblocke wurden in 9um diinne Scheiben geschnitten, auf 2% silanisierte Objekttragen
aufgebracht und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Als ndchstes wurden sie 30
Minuten bei 37°C mit Proteinase K permeabilisiert um das Gewebe fiir die Sonde zugénglich zu
machen (1pg/ml Proteinase K in 100 mM Tris (pH 8.0), S0mM EDTA) (Hofler and Mueller,
1994). Zum Abstoppen der Reaktion wurden die Schnitte bei Raumtemperatur 30s in 0,2%
Glycin in PBS und 10 mM DTT gelegt und anschlieBend 20 Minuten in 4% Paraformaldehyd in
PBS fixiert. Um positiv geladene Molekiile zu neutralisieren wurden die Schnitte nun 10

Minuten acetyliert (0,25 Acetic Anhydrid, 100 mM Triethanolamin, 10 mM DTT).

Die Hybridisierung wurde mit der bereits oben beschriebenen 35 S markierten cDNA Sonde in
einer Pufferlosung durchgefiihrt. Die Pufferlosung bestand aus 10 mM Tris-HCI (pH 8,0),10 mM
NaPO4 (pH 6,8), 5 mM EDTA (pH 8,0), 300 mM NaCl, 0,02% Ficoll 400, 0,02%
Polyvinylpyrrolidon, 50% deinoisiertem Formamid, 10% Dextransulfat, 1pg/ml tRNA und
0,02% BSA. Vor der Hybridisierung wurde die Sonde in 4ul 50% Formamid und 10 mM DTT
vorverdiinnt und bei 100°C denaturiert. Die Schnitte wurden iiber Nacht bei 52°C in einer mit
Hybridisierungspuffer und Formamid befeuchten Kammer hybridisiert. Der Waschung (3x2 h
unter Schiitteln bei 52°C in 300 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM NaPO4 (pH 6,8), 5 mM
EDTA, 50% deionisiertes Formamid, 10 mM DTT) folgte die Dehydrierung in einer
aufsteigenden Alkoholreihe mit 300 mM Ammoniumacetat. Fiir die Autoradiographie wurden
die Objekttriger in einer Dunkelkammer mit Kodak NTB-2 Emulsion beschichtet und 10 Tage
bei 4°C exponiert. Nach der Entwicklung wurden die Schnitte mit Hiamalaun gegengeférbt

(Mueller et al., 1997; Leitch et al., 1994).

Die Auswertung unter dem Lichtmikroskop erfolgte nach derselben Methode wie fiir die

Immunhistochemie
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8. Ergebnisse

8.1 Muster der Stromelysin-3 Expression

Es konnte eine sehr enge Korrelation zwischen der Expression des Proteins
Stromelysin-3 in der Immunhistochemie und der mRNA in der in situ Hybridisierung

gesehen werden.

Wie in Abbildung 11 dargestellt, konnte Stromelysin-3 nicht im Tumorgewebe,
sondern nur in den Fibroblasten die direkt an das Tumorgewebe grenzen,

nachgewiesen werden.

Abbildung 11:  Immunhistochemie fiir Stromelysin-3 bei einem invasiven Karzinom. Man sieht
Stromelysin-3 im Zytoplasma von Fibroblasten die an Tumorzellnester grenzen. Die
Tumorzellen selbst sind Stromelysin-3 negativ.

Ein dhnliches Expressionsmuster wurde auch in der in situ Hybridisierung gefunden,

in welcher Signale (Abbildung 12) im Zytoplasma von an Tumorgewebe grenzenden

Fibroblasten gefunden wurden.
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Abbildung 12:  a) Die Hellfeldphotographie der in situ Hybridisierung zeigt Signale in Fibroblasten
die an Tumorzellen grenzen. Diese Signalverteilung entspricht dem
Expressionsmuster von Stromelysin-3 welches in der Immunhistochemie gefunden
wurde.

b) Dunkelfeldphotographie des selben Ausschnitts wie in Abbildung a.
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Die Auswertung der drei Ebenen der Stromelysin-3 Anfiarbung ergab folgendes: die
Stiarke der Zytoplasmafarbung war mit einer sehr starken Anfiarbung bei allen
Tumoren gleich intensiv. Dagegen konnten Unterschiede in der Prozentrate der
gesamten Stromelysin-3 positiven Zellen festgestellt werden, wobei Stromelysin-3
immer nur punktuell an der Tumor-Stroma Grenze anzutreffen war. Auch die
Prozentrate der Stromelysin-3 positiven Tumor-Stroma Bereiche varriierte von einer

fokalen bis zu einer starken Expression.

Bei den invasiven Karzinomen die Stromelysin-3 exprimierten, konnte Stromelysin-3
gleichmidfBig verteilt an den Tumor-Stroma Grenzen gefunden werden, wobei an der

Invasionsfront keine starkeren Konzentrationen zu finden waren.

8.2 Stromelysin-3 Expression der verschiedenen Gruppen

In der Immunhistochemie exprimierten 41 von 56 (73,2%) der invasiven Karzinome
Stromelysin-3, verglichen mit nur 4 von 27 pTa Tumoren (14,8%) und keiner der 27

Karzinoma in situ (Graph 1).
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0
CIs pTa Ca

A ST-3 negativ 27 27 15
E ST-3 positiv 0 4 41

Graph 1: Die Verteilung von Stromelysin-3 bei nicht-invasiven und invasiven Harnblasenkarzinomen.

Weiterhin zeigten 30 (53,6%) der invasiven Karzinome und alle 4 der pTa Lésionen
nur eine fokale Stromelysin-3 Expression (weniger als 33% der Tumor-Stroma

Flache) (Abbildung 13).
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Fiinf invasive Karzinome zeigten eine mittelstarke Expression (34-66% der Fliche)
und in 6 Féllen konnte eine starke Expression (Abbildung 14) nachgewiesen werden

(mehr als 66% der Tumor-Stroma Fléche) (Graph 2).

Abbildung 13:  Immunhistochemie fiir Stromelysin-3 bei einem nicht-invasiven papilldren
Urothelneoplasma. Man sieht Stromelysin-3 positive Fibroblasten im Stroma
unterhalb des Tumorepithels.

pT1 pT2 pT3 pT4
B stark 0 3 2 1
E mittelstark 2 3 0 0
schwach 1" 12 6 1
Onegativ 10 5 0 0

Graph 2: Die Stirke der Stromelysin-3 Expression verglichen mit der Eindringtiefe des Primértumors.
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Abbildung 14:  Dasselbe invasive Harnblasenkarzinom wie in Abbildung 17, zeigt eine starke
Expression von Stromelysin-3 in den an die Tumorzellen grenzenden Fibroblasten.

8.3 Stromelysin-3 Expression: Vergleich mit histopathologischen

Parametern

In der Gruppe der invasiven Karzinome, wurde die Expression oder nicht-Expression
und die Stdrke der Stromelysin-3 Expression in den positiven Fillen mit einer Anzahl
histopathologischer Parameter verglichen. Zu diesen Parametern zéhlten der
Differenzierungsgrad, die Eindringtiefe des Tumors, das Vorhandensein oder nicht-
Vorhandensein einer Lymphgefdfinvasion und das Wachstumsmuster an der

Invasionsfront (infiltrativ oder expansiv).

Zwischen dem Differenzierungsgrad und der Stromelysin-3 Expression konnte keine
Korrelation gefunden werden (p = 0.32), obwohl 31 der 41 positiven Félle schlecht
differenziert waren und nur 10 gut differenziert (Graph 3).
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P

G1 G2 G25 G3 G4

St-3 neg 1 5 1 8 0
B St-3 pos 1 9 3 27
Graph 3: Die Verteilung von Stromelysin-3 bei verschiedenen Differenzierungsgraden.

Von den 4 Stromelysin-3 positiven pTa Lésionen, waren 2 gut differenziert und 2

schlecht differenziert.

Alle 11 Falle mit LymphgefaBinvasion wiesen eine Expression von Stromelysin-3 auf
(Abbildung 15), welches eine statistisch signifikante Korrelation darstellt (Chi square,
two-tailed Fisher’s exact test, p = 0,026) (Graph 4).

Abbildung 15:  HE Schnitt eines invasiven Urothelkarzinoms mit Lymphgefainvasion.
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Graph 4: Die Stromelysin-3 Expression bei Tumoren mit und ohne LymphgefaBinvasion.

Eine &hnlich stark signifikante Korrelation konnte zwischen der Stromelysin-3
Expression und den Invasionsmustern gefunden werden (siche Abbildung 16 und 17).
Von den 26 Fillen mit einer signifikanten infiltrativen Komponente an der
Invasionsfront, wiesen 24 eine Stromelysin-3 Expression auf, verglichen mit nur 17

von 30 Fillen mit einem expansiven (verdrangenden) Muster (p = 0,00267) (Graph

5).

Abbildung 16:  HE Schnitt eines invasiven Urothelkarzinoms mit expansivem Invasionsmuster.
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Abbildung 17:  HE Schnitt eines invasiven Urothelkarzinoms mit infiltrierendem Invasionsmuster.
Man sieht viele kleine zerstreute Tumorzellnester innerhalb der glatten Muskelzellen.
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Infiltrativ Expansiv Gesamt
St-3 negativ 2 13 15
H St-3 positiv 24 17 41
Graph 5: Vergleich der unterschiedlichen Invasionsmuster mit der Stromelysin-3 Expression bei

invasiven Urothelkarzinomen.
Keine signifikante Korrelation konnte zwischen der UICC pT Kategorie und der

Stromelysin-3 Expression gefunden werden, obwohl alle der 10 pT3, oder pT4

Tumoren eine Stromelysin-3 Expression zeigten, so daB3 eine deutliche Differenz der
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pT1-2 zu den pT3-4 Tumoren auffiel (Chi square, Fisher’s exact test, two-tailed, p =
0,048).

Die Charakterisierung der Stirke der Stromelysin-3 Expression (fokal, mittelstark,

stark), zeigte keine statistisch signifikante Korrelation zu einer der untersuchten

histopathologischen Parameter.
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9. Diskussion

9.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Das Ziel dieser Untersuchung war, die Expression von Stromelysin-3 in
verschiedenen Harnblasentumoren zu untersuchen. Hierbei wurde Stromelysin-3 nicht
im Tumorgewebe, sondern ausschlieBlich in den angrenzenden Fibroblasten
nachgewiesen. Dies steht in guter Ubereinstimmung zu anderen Studien (Basset et al.,

1990; Escot et al., 1996).

Im Rahmen dieser Studie konnte nachgewiesen werden, da3 die Exprimierung der
mRNA von Stromelysin-3 die Synthese des Proteins Stromelysin-3 zur Folge hatte.
Hierbei war die mRNA an denselben Sellen und in dhlicher Konzentration zu finden

wie das Protein Stromelysin-3. Das Protein konnte nur intrazelluldr detektiert werden.

Hauptaufgabe dieser Studie war es, die Expression von Stromelysin-3 in drei Typen
von Harnblasenkarzinomen, den invasiven Karzinomen, den nicht-invasiven

papillomatdsen Urothelkarzinomen und den Karzinoma in situ, zu vergleichen.

Als Ergebnis der immunhistochemischen Untersuchung an 56 invasiven Karzinomen,

konnte Stromelysin-3 in 73,2% der Fille nachgewiesen werden.

Erstaunlicherweise waren 14,8% der 27 oberfldachlichen papillomatdosen Harnblasen-
karzinomen Stromelysin-3 positiv. Dagegen konnte Stromelysin-3 bei keinem der 27

Karzinoma in situ der Harnblase dedektiert werden.

Bei den invasiven Harnblasenkarzinomen konnte keine Korrelation zwischen dem
Differenzierungsgrad und der Eindringtiefe des Tumors und der Stromelysin-3
Expression gefunden werden. Dagegen konnte aber ein Zusammenhang zwischen der
Stromelysin-3 Expression und der Lymphgefafinvsion und dem Invasionsmuster

hergestellt werden.
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9.2 Begriindung der Ergebnisse

9.2.1 Verhiiltnis des Proteins Stromelysin-3 zur mRNA

Ein interessantes Ergebnis dieser Untersuchung war, dal bei der In situ-
Hybridisierung die mRNA fiir Stromelysin-3 an denselben Stellen zu finden war, wie
das Protein Stromelysin-3 in der Immunhistochemie, nimlich nur intrazelluldr. Da das
Protein Stromelysin-3 von Fibroblasten synthetisiert und normalerweise, wie in der
Einleitung Kapitel 5.1 beschrieben, ins umliegende Stroma sezerniert wird, wire
anzunehmen, daf3 das Protein Stromelysin-3 nicht in den Fibroblasten, sondern im
umliegenden Stroma zu finden ist. Bei dieser Untersuchung konnte das nicht-
Vorhandensein des Proteins Stromelysin-3 im freien Stroma, dagegen aber innerhalb
der Fibroblasten, noch nicht gekldrt werden. Es wire allerdings vorstellbar, dal3
Stomelysin-3 in aktiver Form sezerniert wird, innerhalb des Stromas jedoch schnell
proteolytisch verdndert oder inaktiviert wird. Somit wiirde es stdndig nachgebildet
werden, was die gleichzeitig hohe intrazellulire Konzentration der mRNA und des

Proteins Stromelysin-3 erkldren konnte.

9.2.2 Stromelysin-3 bei invasiven Harnblasenkarzinomen

Wie bereits in der Einleitung in Kapitel 5.3 beschreiben, konnte Stromelysin-3 in fast
allen menschlichen invasiven Karzinomen nachgewiesen werden (Rouyer et al.,
1995). Aufgrund dieser Studien wurde auch bei dieser Untersuchung eine positive
Reaktion flir Stromelysin-3 bei invasiven Harnblasenkarzinomen erwartet, welche mit
73,2% Stromelysin-3 positiver Félle auch erfiillt wurde. Andererseits wiesen zwar
eine Vielzahl, jedoch nicht alle invasiven Harnblasenkarzinome eine Stromelysin-3
Expression auf, was zeigt, dal Stromelysin-3, zumindest in den detektierbaren Leveln

nicht immer in den Prozef3 der Invasion bei Harnblasenkarzinomen involviert ist.
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Weiterhin konnten in frithreren Studien, die hochsten Stromelysin-3 Konzentrationen,
bei stark invasiv und lokal sehr aggressiv wachsenden Karzinomen gefunden werden
(Basset et al., 1993). Somit wurde eine positive Relation zwischen der Invasionstiefe
des Tumors und der Stirke der Stromelysin-3 Expression erwartet. In dieser Studie
konnte zwar keine signifikante Korrelation gefunden werden, jedoch zeigte sich eine

deutliche Differnz der pT1-2 zu den pT3-4 Karzinomen.

Dagegen zeigt die Stromelysin-3 Expression, wie auch schon bei den
Kolonkarzinomen beschrieben (Mueller et al., 1995), eine positive Relation mit dem
Invasionsmuster. ~ Hochstwahrscheinlich  spielt  Stromelysin-3 ~ bei  der
Stromadegradierung einzelner Tumorzellen eine Rolle, welche nétig ist, um einzelnen
Zellen oder kleinen Zellgruppen die Verteilung ins Stroma zu ermoglichen. Hingegen
bedienen sich grofle Zellansammlungen invasiver Tumore mit breiten, expansiven
Invasionsfronten wohl anderer Invasionsmechanismen, und damit anderer Faktoren
und Proteasen als Stromelysin-3. Der Unterschied der Invasionsmuster von Tumoren
ist vom histopathologischen Gesichtspunkt aus sehr interssant, es konnte z.B. gezeigt
werden, dal Magenkarzinome mit iiberwiegend infiltrierendem Wachstumsmuster
eine signifikant schlechtere Prognose aufwiesen (Gabbert et al., 1992). Trotz allem ist
die Molekularbiologie und im speziellen die Rolle der verschiedenen Proteasen und
ihrer Inhibitoren bei der Entstehung dieser morphologischer Muster ein sehr

komplexes Gebiet welches bisher nur teilweise erforscht ist.

Ein weiterer interssanter Aspekt war die Tatsache, daB3 die Stromelysin-3 Expression
eine deutliche Korrelation mit der Lymphgefa3invasion aufweist, ein Faktor von dem
man weill, daB er ein Indikator fiir eine schlechte Prognose beim
Harnblasenkarzinomen ist, da die Lymphgefdlinvasion mit Lymphknoten- und

Fernmetastasen assoziiert ist.

Nach diesen Ergebnissen kann vermutet werden, da3 Stromelysin-3 mdglicherwiese
einen Indikator fiir aggressivere und damit prognostisch ungiinstigere

Harnblasenkarzinome darstellt.
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9.2.3 Stromelysin-3 bei nicht-invasiven Harnblasenkarzinomen

Wie bereits in der Einleitung erwihnt, entwickeln sich etwa 10% der oberflachlichen
papillomatosen Harnblasenkarzinome 1m Laufe der Zeit zu invasiven
Harnblasenkarzinomen (Kroft and Oyasu, 1994). Nachdem Stromelysin-3 zu der
Gruppe der Matrix-metalloproteinasen gehort, welche eine entscheidende Rolle beim
Proze3 der Tumorinvasion spielen und eine Stromelysin-3 Expression auch bei
frilhinvasiven Karzinomen beschrieben wurde (Basset et al., 1990; Basset et al.,
1993), konnte man eine positive Stromelysin-3 Expression in etwa 10% dieser Fille
erwarten. Dabei muf} allerdings beachtet werden, dall zwar 10% der Patienten mit
Papillomen im Laufe ihres Lebens ein invasives Karzinom entwickeln werden, aber
nicht 10% aller Papillome zur Zeit der Biopsie im Begriff stehen, invasiv zu werden
und somit Proteasen wie Stromelysin-3 exprimieren. Ein nicht-invasives
papillomatoses  Urothelkarzinom das irgendwann zu einem invasiven
Urothelkarzinom wird, exprimiert nicht von Anfang an Proteasen. Stromelysin-3
konnte zwar ein Marker fiir Invasion sein, bevor morphologische Verdnderungen
unter dem Mikroskop sichtbar werden, allerdings nur in dem relativ begrenzten
Zeitrahmen, in dem Stromelysin-3 sezerniert wird. Nachdem die Tumorentwicklung
nicht de novo geschieht, sondern in mehreren Schritten, entwickelt sich aus gesundem
Harnblasengewebe aufgrund von Mutationen erst eine praneoplastische Lision, in
diesem Falle ein oberfldchliches Papillom, und durch weitere Anhdufung bestimmter
genetischer Defekte ein invasives Karzinom (Riede and Schaefer, 1995). Einige
Autoren gehen davon aus, daf} fiir oberfléchliche papillomatdse Harnblasenkarzinome
vor allem Chromosom 9 Mutationen verantwortlich sind, und erst eine weitere
Mutation des p53 Tumorsupressorgens ein nicht-invasives papillomatoses
Urothelkarzinom zu einem invasiven Karzinom werden la6t (Ozen, 1995). Es gibt
jedoch noch eine Reihe weiterer Faktoren die bei der Entwicklung der
Harnblasenkarzinome eine Rolle spielen, wie bereits teilweise in der Einleitung,

Kapitel 4.1 beschrieben.

Fiir die Karzinoma in situ der Harnblase gilt dhnliches wie fiir die oberfldchlichen

papillomatosen Harnblasenkarzinome. Auch hier wiirde Stromelysin-3 nur kurze Zeit
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exprimiert werden, was die Wahrscheinlichkeit Stromelysin-3 positive Tumoren zum
Zeitpunkt der Biopsie zu erwischen gering werden 1483t. Allerdings progressieren die
Karzinoma in situ in etwa zwei dritteln der Fille zu invasiven Karzinomen (Ozen,
1995). Aus diesem Grund erwartet man bei den Karzinoma in situ eine hohere
Prozentrate  Stromelysin-3  positiver Félle als bei den oberflichlichen
Urothelpapillomen. Weiterhin wurde in einer Studie herausgefunden, daf
Stromelysin-3 v.a. in den Karzinoma in situ zu finden ist, die ein besonders hohes
Invasionsrisiko aufweisen (Basset et al., 1993). Dies konnte weiter fiir eine

prognostische Bedeutung von Stromelysin-3 bei Karzinoma in situ sprechen.

Aufgrund dieses Hintergrundes war die Stromelysin-3 Expression bei 14,8% (4 von
27) der oberfldchlichen papillomatosen Harnblasenkarzinome, dagegen bei keinem

der Karzinoma in situ, sehr iberraschend.

Allerdings ist es vielleicht doch moglich, daB bei den wenigen oberflichlichen
papillomatdsen Harnblasenkarzinomen bei denen Stromelysin-3 exprimiert wurde,
Stromelysin-3 ein Marker fiir die ersten Phasen der Invasion ist. Auch die fokale
Verteilung von Stromelysin-3 im Gewebe der oberflachlichen papillomatdsen
Harnblasenkarzinome spricht eher fiir eine spezifische Reaktion wie sie bei einer

beginnenden Invasion zu erwarten wiére.

Nachdem das Urothel von wellenartiger Beschaffenheit ist, ist die
Wabhrscheinlichkeit, da3 das Epithel bei der Histologie tangential geschnitten wird,
groB3, was zu dem altbekannten Problem, der Unterscheidung zwischen invasiven
Tumorinseln und Artefakten von gesundem Epithel fiihrt. In einem Fall einer pTa
Liasion die Stromelysin-3 Expression zeigte, bestand aufgrund des HE-Schnittes der
Verdacht einer Invasion. Aber auch nach zahlreichen Schnitten konnte dieser
Verdacht nicht bewiesen werden. Es ist durchaus moglich daB in Féllen von
oberflachlichen papillomatésen Harnblasentumoren bei denen der Verdacht einer
Invasion besteht, Stromelysin-3 als ein geeigneter Marker fungieren konnte. Dies ist
selbstverstindlich von entscheidender Bedeutung, da invasive papillomatise
Harnblasenkarzinome (pT1) ein geringes metastasierendes Potential aufweisen,

wihrend nicht-invasive Tumore als nicht metastasierend angesehen werden.

Andererseits spricht die Statistik gegen eine Eignung von Stromelysin-3 als

Tumormarker bei nicht-invasiven Harnblasenkarzinomen. Geht man davon aus, dal3
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Stromelysin-3 als Protease wihrend der Tumorzellinvasion fungiert und Karzinoma in
situ in einem wesentlich hoheren Prozentsatz zu invasiven Karzinomen werden als
oberflachlichen Papillome, miifite sich das Ergebnis fiir die beiden nicht-invasiven

Karzinome eher umgekehrt verhalten.

Die in der vorliegenden Untersuchung gefundenen Ergebnisse werfen nun die Frage
auf, warum keines der Karzinoma in situ, deren Wahrscheinlichkeit relativ hoch ist
invasiv zu werden, Stromelysin-3 exprimiert, dagegen aber 14,8% der oberflachlichen

Papillome.

9.3 Stromelysin-3 bei Umbauvorgangen

Man kann versuchen das Nichtvorhandensein von Stromelysin-3 bei den Karzinoma
in situ, dafiir aber bei 14,8% der oberfldchlichen Papillome anhand der folgenden

Hypothese zu erkldren.

Das Ergebnis konnte moglicherweise mit den morphologischen Unterschieden der
Karzinoma in situ und der oberflachlichen Papillome erkldrt werden. Das Stroma
welches das Epithel der Karzinoma in situ und der oberfldchlichen papillomatdsen
Harnblasenkarzinome umgibt unterscheidet sich in der Art und Weise, da3 das
Stroma bei den Karzinoma in situ nicht direkt am Tumoraufbau beteiligt ist, sondern
schon vor der Entstehung dieser Lésion vorhanden war; bei den Karzinoma in situ ist
vor allem das Urothel pathologisch verdndert. Bei den oberflachlichen Papillomen
wird das Stroma dagegen als Teil des neoplastischen Prozesses neu gebildet und ist
damit direkt am Tumoraufbau mitbeteiligt (Basset et al., 1990; Riede and Schaefer,
1995).

Diese Hypothese geht von einem weiteren Ansatzpunkt aus, dem Auftreten von
Stromelysin-3 bei verschiedenen Formen der Degradierung. Wie bereits in der
Einleitung, Kapitel 5.3 erwdhnt wurde, fungiert Stromelysin-3 nicht nur bei der
Tumorprogression als Protease, sondern spielt auch in gesundem Gewebe bei
Umbauprozessen eine wichtige Rolle (Basset et al., 1993). Besonderes Interesse gilt
hierbei dem Vergleich der Verdnderungen der Extrazelluliren Matrix bei Invasion

und Metastasierung mit Verdnderungen wihrend physiologischer Umbauprozesse.
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Eine mdgliche Begriindung des Ergebnisses wire, fiir die Stromelysin-3 Expression

nicht einen invasiven Prozel3, sondern Umbauvorgédnge verantwortlich zu machen.

Im Folgenden soll auf die drei moglichen Erklarungen nédher eingegangen werden.

9.3.1 Morphologische Unterschiede der Karzinoma in situ und der

nicht-invasiven papilliren Harnblasenneoplasien

Wie bereits in Kapitel 2.2.1 beschrieben stellen sich Karzinoma in situ morphologisch
als flache Léasionen dar, die makroskopisch oft nur durch diskrete
Schleimhautverdnderungen auffallen (Cummings et al., 1992). Thr Wachstumsmuster
ist endophytisch. Das umgebende Gewebe kann normal aussehen, allerdings kann
suburothelial auch eine ausgeprigte Angiogenese vorliegen (Catalona, 1991; Ro et
al., 1992; Riede and Schaefer, 1995). Dies bedeutet, dal vor allem das Urothel

pathologisch verindert ist.

Bei den exophytisch wachsenden oberflachlichen Papillomen verhélt es sich dagegen
anders. Bereits makroskopisch ist die papillire Struktur des Tumors erkennbar.
Histologisch zeigt sich dies durch eine papilldre Féltelung der Mukosa (Catalona,
1991). Dies bedeutet, daB bei den Papillomen nicht nur das Urothel fiir die
Tumormorphologie verantwortlich ist, sondern auch das darunterliegende Stroma
direkt am Tumoraufbau mitbeteiligt ist. Im Unterschied dazu ist das Stroma bei den

Karzinoma in situ am Tumoraufbau relativ unbeteiligt.

Nachdem Stromelysin-3 nicht im Tumorgewebe selbst, sondern immer nur im
umgebenden Stroma gefunden wurde (Basset et al., 1990), konnten diese
morphologischen Unterschiede eine Erklarung fiir das Ergebnis geben. Weiterhin
kann man sich liberlegen welche Art von Stromaumbau fiir die Verdnderungen des
Stromas, wie sie bei den Papillomen zu sehen sind, verantwortlich ist. Hierbei stellt
sich die Frage, ob die Stromelysin-3 Expression bei den Papillomen nicht das Resultat
von Invasions- sondern von normalen Umbauprozessen des Stromas ist. Die
Mechanismen des normalen Gewebeumbaus und der Invasion gleichen sich jedoch,
was bei der Betrachtung der Verdnderungen der extrazelluldren Matrix deutlich zu

erkennen ist.
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9.3.2 Die Bedeutung von Stromelysin-3 fiir die Extrazelluliire Matrix

Die Extrazelluldre Matrix ist ein dichtes Netzwerk aus Kollagen- und Elastinfasern
die in die Grundsubstanz, bestehend aus Proteoglykanen und Glykoproteinen,
eingebettet sind. Sie fungiert als ein Stiitzgeriist, das Gewebekompartimente separiert,
die zelluldre Proliferation, Differenzierung, Migration und Adhésion beeinfluf3t und
als ein selektiver makromolekularer Filter fungiert (Liotta, 1986; Matrisian, 1992). Es
ist normalen Zellen nicht moglich von einem Gewebe durch das Stroma in ein anderes
Gewebekompartiment zu gelangen. Die extrazellulire Matrix wird nur bei
Entziindungen, bei der Wundheilung und Neoplasien fokal fiir Zellen permeabel
(Liotta, 1986). Die frithere Ansicht, die extrazellulire Matrix wire ein starres Gebilde
ist inzwischen iiberholt. Man weill heute, dal sie sich in einem Gleichgewicht
zwischen Aufbau und Degradierung befindet. Wie bereits schon in der Einleitung,
(Kapitel 4.2.2), angesprochen, ist diese kontrollierte physiologische Degradierung
Aufgabe der Mitglieder der Matrix-Metalloproteinasen. Man geht davon aus, da3 die
Matrix-Metalloproteinasen die natiirlichen, physiologischen Mediatoren der Matrix
Degradierung sind (Stetler-Stevenson, 1996; Matrisian, 1992). Auch Stromelysin-3
konnte in Geweben in denen Umbauprozesse stattfinden in erhdhter Konzentration
gefunden werden. So konnten hohe RNA Level von Stromelysin-3 in Embryonen, im
Uterus, in der Placenta, und wihrend der Entziindungsphse bei der Wundheilung
gefunden werden (Basset et al., 1993). Zwar handelt es sich bei den Papillomen weder
um eine Entziindung noch um eine Phase wéhrend der Wundheilung oder
Embryogenese, aber es wurde von verschiedenen Autoren bereits die Ahlichkeit
dieser physiologischen Prozesse mit der Tumorentstehung und -morphologie
beschreiben. Als ein Beispiel sind hier die Trophoblasten zu nennen, die zur
Entwicklung der Placenta die Basalmembran und das Stroma des Endometriums
penetrieren und in Blutgefile eindringen um Anschlul an den miitterlichen
Blutkreislauf zu bekommen. Zur Uberwindung der Gewebeschranken bedienen sie
sich der degradierenden Eigenschaften der Proteasen (Stetler-Stevenson et al., 1993;
Mignatti and Rifkin, 1993). Fisher et al. (1989) zeigte, dal menschliche

Cytotrophoblasten wihrend des ersten Trimesters der Schwangerschaft einen
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komplexen Satz an Matrixmetalloproteinasen synthetisieren, wie er von nicht-
invasiven Zellen nicht sezerniert wird. Deshalb dhnelt auch das mikroskopische Bild

einer Placenta dem eines Tumors.

Dvorak et al. beschreibt, dal Tumoren Verdanderungen des Stromas bewirken, wie sie
auch bei der Wundheilung auftreten, mit dem Unterschied, dal “Tumoren Wunden

sind die nicht heilen” (Dvorak et al., 1986).

Der Unterschied zwischen Umabauvorgingen und den Prozessen wihrend einer
Tumorinvasion besteht im Kontrollverlust {iber die normale Degradierungsprozesse
(Stetler-Stevenson et al., 1993). Dies zeigt sich auch dadurch, da3 extrem hohe Level
von Matrix-Metalloproteinasen, wie sie bei physiologischen Umbauprozessen nicht
vorkommen, nur unter pathologischen Bedingungen, z.B. bei der Rheumatoider
Arthritis und bei Krebs zu finden sind (Matrisian, 1992). Auch in dieser
Untersuchung konnte bei der Mehrzahl der invasiven Karzinome eine sehr hohe
Stromelysin-3 Expression festgestellt werden. Bei den oberflachlichen Papillomen
waren die Stromelysin-3 Level dagegen allesamt sehr niedrig. In gesundem Gewebe
wird die Aktivitdit der Matrix-Metalloproteinasen durch Aktivatoren wie
Wachstumsfaktoren und Cytokine und durch Inhibitoren wie die TIMPs exakt
koordiniert (Matrisian, 1992). Erst die unkontrollierte Aktivitit der Matrix-
Metalloproteinasen die die Balance zwischen Synthese und Degradierung zugunsten
der Degradierung aus dem Gleichgewicht wirft, ist flir die Invasion der natiirlichen
Gewebebarrieren verantwortlich und ermoglicht die Metastasierung der Tumorzellen
(Stetler-Stevenson et al., 1993). Dieser Prozef3 soll im ndchsten Kapitel ndher erldutert

werden.

9.3.3 Stromelysin-3 bei Invasion und Metastasierung

Der Prozel der Invasion und Metastasierung ist ein komplexer Vorgang der in
mehrere Schritte eingeteilt werden kann. Von Bedeutung ist hierbei vor allem die
Proteolyse der Gewebeschranken, aber auch angiogenetische und immunologische

Vorginge, unkontrollierte Proliferation durch Verlust der Wachstumsregulation,
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Tumorzellbewebung und Neuformation im Zielorgan der Metastasierung spielen eine

grof3e Rolle (Liotta et al., 1991).

Zuerst ist fiir das Wachstum der Tumorzellen eine addquate Vaskularisierung notig.
Ohne Sauerstoff- und Nihrstoffdiffusion bleiben Tumoren diinne asymptomatische
Liasionen. Vaskularisierte Tumoren konnen dagegen wachsen und metastasieren, da
sie iiber die Blutgefdfle einen Eintritt zum Rest des Korpers haben. Der hierfiir notige
Proze3 der Endothelzellmigration ist auch mit einer Degradierung der endothelialen
Basalmembran und der extrazelluliren Matrix verbunden. In einigen Studien wurde
herausgefunden, dal stimulierte Endothelzellen degradierende Proteinasen
sezernieren konnen und auf dieselbe Art und Weise in die extrazelluliren Matrix
eindringen, wie dies bei der Tumorzellinvasion der Fall ist. Stimuliert wird die
Angionese durch Wachstumsfaktoren, z. B. basic FGF. Dieser hat drei verschiedene
Wirkungen auf die Endothelzellen. Erstens bewirkt er die Motilitdt der Endothelzellen
zu ihrem angiogenetischen Stimulus, zweitens die Proteolyse um in neues Gewebe
einzudringen, und drittens die Proliferation um neue GefiBe zu bilden. Die
Angiogenese bedient sich folglich der gleichen Methoden wie die Tumorzellinvasion
(Liotta et al., 1991). Interessant ist, daB auch die Stromelysin-3 Expression, wie
bereits in der Einleitung, Kapitel 4.3.3 beschrieben, am stdrksten von basic FGF
stimuliert wird und daB basic FGF auch von Karzinomzellen in vitro sezerniert wird
(Basset et al., 1990). Weiterhin wurde herausgefunden, da3 die Inhibitoren der
Matrixmetalloproteinasen, TIMP1 und TIMP2 antiangiogentisch wirken und es wird
angenommen dall Stromelysin-3 eine wichtige Rolle bei der Angiogenese spielen

(Basset et al., 1994).

Weiterhin fallt auf, dal bei den Karzinoma in situ zwar eigentlich nur das Urothel
pathologisch verdndert ist, in einigen Féllen jedoch auch eine ausgeprigte
suburotheliale Angioneogenese beschrieben wird, die makroskopisch als Entziindung
imponiert (Riede and Schaefer, 1995). Ein Ziel weiterer Untersuchungen wire,
herauszufinden ob die subunrotheliale Angioneogenese bei den Karzinoma in situ mit
der Stromelysin-3 Expression positiv korreliert. Weiterhin muB {iberlegt werden, ob
eine Angiogenese nicht doch schon fiir eine Stromamitbeteiligung spricht, jedoch

nicht im Sinne von Umbauprozessen wie bei den Papillomen sondern als ersten
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Schritt zur Tumorexpansion. In diesem Falle konnte man vielleicht schon allein aus

der histopathologischen Untersuchung das Invasionsrisiko erkennen.

Nach der Angiogenese und dem damit verbundenen Wachstum des Tumors, miissen
die Tumorzellen als néchsten Schritt zum Blut- und LymphgefaB3system gelangen. Da
die Basalmembran und die extrazellulire Matrix, wie bereits in der Einleitung,
Kapitel 4.2 beschrieben, normalerweise fiir Zellen undurchlissig sind, miissen sich
die Tumorzellen erst einen Weg durch diese Gewebe verschaffen. Diesen Prozel hat
Liotta (Liotta, 1986) in drei Schritte eingeteilt. Zuerst erfolgt die Bindung der
Tumorzelle an die Oberflachenrezeptoren der Zellen, die Matrixbestandteile wie
Laminin (Basalmembran) oder Fibronektin (Stroma) spezifisch binden. Als nédchstes
sezernieren die Tumorzellen hydrolysierende Enzyme oder induzieren die Wirtszellen
zu dessen Sezernierung. Diese Enzyme fithren zur Lyse der Kontaktstelle und zur
Degradierung der Matrix. Meist findet diese Lyse in der unmittelbaren Umgebung der
Tumorzellen statt. Auf diese Lyse hin erfolgt dann die Bewegung der Tumorzellen in
Richtung der proteolytisch verdnderten Matrix (Liotta, 1986). Auch in dieser Studie
konnte bei der Mehrzahl der invasiven Karzinome (73%) die Protease Stromelysin-3
dedektiert werden. Stromelysin-3 wurde hier ebenfalls nur in den Fibroblasten, die in

unmittelbarer Nachbarschaft zu den Karzinomzellen lagen, gefunden.

Nach erfolgter Invasion der Basalmembran und der extrazelluldren Matrix, miissen
die Tumorzellen das Gewebe iiber das Blut- oder Lymphgefaf3system verlassen.
Hierbei gilt es, das mechanische Trauma des Blutstroms und die Immunabwehr zu
iiberleben. Danach verlassen die Tumorzellen das Blut- oder Lymphgefasystem
wieder, um dann in einem Gewebe, das sich von ihrem Ursprungsgewebe
unterscheidet, einzudringen und in diesem zu wachsen (Liotta et al., 1983; Liotta et
al., 1986; Liotta et al., 1991; Aznavoorian et al., 1993). Nur einem sehr kleiner
Prozentsatz der zirkulierenden Tumorzellen (<0.01%) gelingt es jedoch zu Metastasen

zu werden (Stetler-Stevenson et al., 1990).

Diese Verdnderungen des Stromas bei der Tumorinvasion und Metastasierung
bewirken zum einen eine ausgeprigte Degradierung des Stromas. Zum anderen
konnte aber auch die Synthese eines spezifischen Tumorstromas beobachtet werden.
Alle Tumoren bendtigen das Stroma um zu wachsen, das Stroma sorgt fiir die

vaskuldire Versorgung welche der Tumor fiir seine Erndhrung, den
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Sauerstoffaustausch und den Abtransport von toxischen Metaboliten benétigt (Dvorak

et al., 1986; lozzo, 1995). Darauf soll im Folgenden nidher eingegangen werden.

9.3.4 Die Bedeutung des Stromas fiir die Tumorzellen

Bei vielen Tumoren wird die Synthese eines spezifischen Tumorstromas beobachtet,
welches eine Anhdufung bestimmter verdnderter Matrixkomponenten aufweist.
Dieses Tumorstroma kann das Tumorwachstum entweder behindern oder ihm
forderlich sein. Bisher ging man von einer unspezifischen Reaktion der Wirtszellen
aus, die mit Hilfe dieses verdnderten Stromas den Tumor abzugrenzen versuchen und

damit das Tumorwachstum negativ beeinflussen (Stetler-Stevenson, 1996).

Andererseits konnte ein spezifisches Tumorstroma dem Neoplasma von Vorteil sein,
wenn es z. B. um die Erndhrung und den Abtransport von toxischen Metaboliten geht.
Ebenso konnten sich die Tumorzellen tiiber die Verdnderung der
Stromazusammensetzung ein Milieu schaffen, welches ihr Wachstum fordert und die

Invasion erleichtert (Iozzo, 1995).

Im Tumorstroma von Kolonkarzinomen wurde z.B. vor allem eine erhdhte Expression
von Proteoglykanen, Fibronektin und Tenascin beobachtet und eine Verdnderung von
CD44 gefunden. Diese veridnderte Synthese von extrazelluldren Matrixkomponenten
konnte dem Tumor die Metastsierung durch eine verdnderte Adhdsion (CD44) oder
die Tumorzellproliferation (Tenascin) erleichtern (Stetler-Stevenson, 1996). Basset et
al. (1990) fand eine interessante Parallele zwischen der Expression des Gens von
Tenascin und Stromelysin-3 bei Brustkrebs. Tenascin konnte regelmdfig im Stroma
von Brustkrebsgewebe nachgewiesen werden, und scheint von Fibroblasten sezerniert
zu werden. Basset et al. (1990) vermutet, dal Stromelysin-3 und Tenascin wéhrend

der invasiven Phase bei Brustkrebs zusammen arbeiten.

MacDougall und Matrisian (1995) nehmen sogar an, daf} Verdnderungen der
Gewebsarchitektur fiir die Induktion der Matrixmetalloproteinasen im Stroma von
Tumoren verantwortlich sein konnten. So konnte Werb et al. zeigen, dal3
Verdanderungen der Zellform und der zelluldren Interaktionen der Integrine, die
Produktion von intestinaler Kollagenase und Stromelysin induzieren konnen

(MacDougall and Matrisian, 1995).
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Dvorak beschreibt in seiner Studie die Ahlichkeiten zwischen der Entstehung des
Tumorstromas und der Wundheilung. Bei einigen Karzinomen, wie z.B. denen der
Brust, kann das Tumorstroma {iiber 90% der Tumormasse ausmachen. Dieses
Tumorstroma &dhnelt dem Granulationsgewebe welches bei der Wundheilung
vorkommt. Zur Erzeugung dieses Stromas aktiviert der Tumor die
Wundheilungsprozesse seines Wirtsgewebes. Zuerst sezernieren die Tumorzellen den
“Vascular Permeability Faktor” welcher ein Plasmaleck der Blutgefdfle bewirkt.
Dabei ergiefit sich Plasma in die extrazelluliren Rdume und 16st damit die
Gerinnungskaskade aus. Fibrinogen wird zu quervernetztem Fibrin. Als néchstes
folgt die Fibrinolyse, das Fibrin-Fibronektin Gel wird in eine vaskularisierte
kollagene Matrix umgewandelt. Dazu sezernieren die Tumorzellen die Protease
Plasminogen-Aktivator welche Plasminogen zu Plasmin aktiviert und Fibrin spaltet.
Es folgt die Tumorangiogenese und die Einwanderung und Vermehrung von
Fibroblasten. Das Ergebnis ist ein zellreiches, hoch vaskularisiertes Gewebe, das dem
Granulationsgewebe der Wundheilung stark &hnelt. Tumoren bedienen sich folglich
der normalen Wundheilungsprozesse des Wirtes, um das Stroma zu erwerben,

welches sie fiir ihr Wachstum benétigen (Dvorak et al., 1986).

Anhand dieses Beispieles wird deutlich, dal der grole Unterschied zwischen
Tumoren und physiologischen Prozessen des Korpers nicht in den Methoden liegt,
derer sich die Tumoren bedienen, sondern im Kontrollverlust. Der
“Wundheilungsproze” der Tumoren ist nicht selbstlimitiert, sondern findet
kontinuierlich statt (Dvorak et al., 1986). Auch das Auftreten von Proteasen spricht
noch nicht fiir ein malignes Geschehen, sondern erst deren unregulierte Aktivitit und
Zusammenspiel. So kommt bei der Wundheilung die Protease Plasminogen-Aktivator
vor, welche selbst wiederum ein Aktivator fiir die Matrixmetalloproteinasen sein
kann. Matrisian et al. (1990) konnte z.B. bei gutartigen Tumoren, wie benignen
Papillomen entweder Plasminogen-Aktivator oder eine Matrixmetalloproteinase wie
Stromelysin finden. Maligne Plattenepithelkarzinome exprimierten dagegen beides:
matrixdegradierende Proteasen und deren Aktivatoren. Matrisian nimmt an, da3 nur
deren gemeinsames Auftreten eine Invasion der Basalmembran ermoglicht, was zur
Mehrschritt-Theorie der Tumorprogression passen wiirde (Matrisian and Bowden,
1990). Dies verdeutlicht, da3 das Auftreten von Stromelysin-3 noch nicht spezifisch

fiir Invasionsvorgidnge sein mufl. Die Expression von Stromelysin-3 kann zwar einen
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invasiven Prozel3 oder eine beginnende Invasion aufzeigen, es kann sich jedoch auch

um Umbauvorginge handeln.

Zusammenfassend spricht in dieser Studie das Ergebnis der Stromelysin-3 Expression
bei 14,8% der oberflidchlichen Papillome und bei keinem der Karzinoma in situ nicht
fiir einen InvasionsprozeB3. Natiirlich ist es letztendlich vielleicht doch mdoglich, daf3
bei den Stromelysin-3 positiven nicht-invasiven papillomatdsen
Harnblasenkarzinomen, Stromelysin-3 ein Marker fiir die ersten Phasen der Invasion
ist, besonders, da in einem Fall einer solchen Lision aufgrund des HE Schnittes der
Verdacht einer Invasion bestand, welcher nicht sicher bewiesen werden konnte und
auch das fokale Expressionsmuster von Stromelysin-3 fiir Umbauvorginge untypisch
ist. Andererseits spricht gegen die Eignung von Stromelysin-3 als Marker fiir
Frithinvasion, dall die oberflichlichen Papillome wesentlich seltener zu invasiven
Karzinomen werden, als die Karzinoma in situ. Dagegen kann das Auftreten von
Stromelysin-3 bei den oberflichlichen Papillomen aufgrund ihrer morphologischen
Unterschiede zu den Karzinoma in situ erkldrt werden. Stromelysin-3 kommt nur im
Stroma vor, welches bei den oberflachlichen Papillomen direkt am Tumoraufbau
mitbeteiligt ist, bei den Karzinoma in situ jedoch kaum pathologisch verdndert ist.
Diese Stromamitbeteiligung am Tumoraufbau der Papillome setzt Umbauprozesse
voraus, welche wiederum die Anwesenheit von Proteasen wie Stromelysin-3 erkléren.
Nachdem Stromelysin-3 auch bei normalen Umbauprozessen zu finden ist, und sich
die Mechanismen der Tumorinvasion und der physiologischen Verdnderungen des
Stromas &dhneln, kann das Auftreten von Stromelysin-3 bei den oberflachlichen
Papillomen auf Stromaumbauvorginge im Rahmen ihres normalen Tumoraufbaus
zuriickzufilhren sein. Stromelysin-3 kann demnach bei den nicht-invasiven
papillomatosen Harnblasenkarzinomen nicht als sicherer prognostischer Marker fiir

Frithinvasion verwendet werden.
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9.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Studie wurden eine Reihe neuer Fragestellungen aufgezeigt. Um
beispielsweise eine wirklich klare Antwort auf die Frage zu erhalten, inwieweit die
Stromelysin-3 Expression bei nicht-invasiven papilliren Harnblasenkarzinomen
tatsdchlich nur als Teil von Umbauvorgingen des Stromas zu verstehen ist, oder in
einigen Fillen doch ein Marker fiir Frithinvasion ist, stehen noch weitere Forschungen
aus. Es wire beispielsweise interessant, Stromelysin-3 positive nicht-invasive
papillomatose Urothelkarzinome auf weitere prognostischen Marker, wie z.B. p53
Mutationen oder die Expression der Protease Plasminogen-Aktivator (uPA)
(Einleitung, Kapitel, 4.1.1 und 4.2.2) hin zu untersuchen, um eine groBere Aussage

uber die Wahrscheinlichkeit einer Frithinvasion zu erhalten.

Nachdem man bei Karzinoma in situ von einer nicht-Mitbeteiligung des Stromas
ausgegangen ist, wire es weiterhin interessant, Karzinoma in situ auf das
Vorhandensein einer suburothelialen Angiogenese hin zu untersuchen. Da
angenommen wird daBl Matrixmetalloproteinasen bei der Tumorangiogenese eine
Rolle spielen, wire es von Interesse herauszufinden, ob bei den Karzinoma in situ die
Stromelysin-3 Expression mit dem Vorhanden-, bzw. Nichtvorhandensein einer

suburothelialen Angiogenese korreliert.

Auch auf dem Gebiet der invasiven Harnblasenkarzinome und der Stromelysin-3
Expression ist noch vieles im Unklaren. Zwar wies die Mehrzahl der invasiven
Karzinome eine Stromelysin-3 Expression auf, jedoch nicht alle, was bedeutet daf}
Stromelysin-3 nicht immer an dem Prozel3 der Invasion beteiligt sein muf3. Es scheint
folglich unterschiedliche Abldufe von Tumorzellinvasionen zu geben, die bisher noch
nicht erforscht wurden. Auch das Ergebnis der Diskrepanz der Stromelysin-3
Expression zwischen den unterschiedlichen Wachstumsmustern deutet darauf hin.
Hierbei wére weiter zu untersuchen ob Stromelysin-3 fiir das infiltrative
Wachstumsmuster mitverantwortlich ist und somit die Expression von Stromelysin-3
zu einer stirkeren Zellabsiedelung von Tumorzellen und moglicherweise auch zu

einer schlechteren Prognose fiihrt.
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Viele Entdeckungen auf dem Gebiet der Proteasen und im speziellen der Stromelysin-
3 Expression und ihrer Rolle bei der Stromadegradierung bei Umbauvorgidngen und
der Tumorinvasion stehen noch aus. Ist Stromelysin-3 zusammen mit anderen
Faktoren daran beteiligt, ein spezifisches Tumorstroma zu schaffen, welches dem
Neoplasma von Vorteil ist, oder ist Stromelysin-3 moglicherweise keine Protease die
Matrixbestandteile degradiert, sondern die andere matrixdegradierende Proteasen
inaktiviert und somit einen Eindimmungsversuch des Gewebes darstellt, welches sich
gegen die Invasion wehrt. Diese Fragen zu kldren, wire noch Ziel weiterer

Forschungen.
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10. Zusammenfassung

In dieser Studie wurde die Expression von Stromelysin-3 bei invasiven und nicht-

invasiven Urothelkarzinomen der Harnblase untersucht.

Stromelysin-3 wurde erstmals 1990 entdeckt und gehort zur Gruppe der
Matrixmetalloproteinasen, von welchen man annimmt, daf} sie bei der Degradierung
der Extrazelluliren Matrix eine wichtige Rolle spielen. Die genaue Substratspezifitit
fiir Stromelysin-3 ist bisher noch unbekannt. Stromelysin-3 konnte bei
physiologischen Prozessen wie der Wundheilung und der Embryogenese gefunden
werden. Daneben wurde die Expression von Stromelysin-3 bei einer Vielzahl von

Karzinomen beschrieben.

Die  Untersuchung der  Stomelysin-3  Expression bei  nicht-invasiven
Urothelkarzinomen war von grofBem Interesse, da sowohl Karzinoma in situ der
Harnblase wie auch nicht-invasive papilldre Urothelkarzinome préinvaisive Lisionen
sind, welche ein unvorhersagbares Potential haben, sich in ithrem Verlauf zu invasiven
Karzinomen zu entwickeln. Hierbei haben die Karzinoma in situ eine hohere
Wahrscheinlichkeit zu  progressieren als die nicht-invasiven papilldren

Urothelkarzinome.

Ziel dieser Studie war es herauszufinden, ob Stromelysin-3 sich zur Identifizierung
priainvasiver Ldsionen mit einem hohen Risiko der spdteren Invasion eignet, und als
diagnostische Hilfe zur Friiherkennung beginnender invasiver Vorginge bei
histologisch nicht eindeutigen oder noch nicht-invasiven Harnblasenkarzinomen
fungieren konnte. Ein weiteres Ziel war, die Stromelysin-3 Expression bei bereits
invasiven Harnblasenkarzionem mit anderen histopathologischen Parametern und

damit mit der Agressivitdt der Tumore zu korrelieren.

In dieser Studie wurde die Stromelysin-3 Expression bei 56 invasiven
Harnblasenkarzinomen, 27 Karzinoma in situ der Harnblase und 27 nicht-invasiven
papilliren Harnblasenkarzinomen immunhistochemisch untersucht. In ausgewaihlten

Féllen wurde eine situ Hybridisierung durchgefiihrt.

In Ubereinstimmung mit anderen Studien konnte Stromelysin-3 auch in dieser Studie

nicht im Tumorgewebe, sondern nur in den angrenzenden Fibroblasten nachgewiesen
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werden. Weiterhin konnte gezeigt werden daB die Exprimierung der mRNA von
Stromelysin-3 die Synthese des Proteins Stromelysin-3 zur Folge hatte. Bei den
invasien Harnblasenkarzinomen konnte Stromelysin-3 in 41 von 56 (73,2%) Fillen,
bei den nicht-invasiven papillomatdsen Harnblasenkarzinomen in 4 von 27 (14,8%)
Fillen und bei den Karzinom in situ in keinem Fall nachgewiesen werden. Bei den
invasiven Harnblasenkarzinomen zeigte sich eine deutliche Differenz der pT1-2 zu
den pT3-4 Karzinomen und der Stromelysin-3 Expression (p=0,048). Ebenfalls
konnte eine Korrelation zwischen der Stromelysin-3 Expression und der
LymphgefaBinvasion (p=0,026) und dem Invasionsmuster (p=0,0027) gesehen
werden. Stromelysin-3 stellt somit moglicherweise einen Indikator fiir aggressivere

und damit auch prognostisch ungiinstigere Harnblasenkarzinome dar.

Bei den priinvasiven Harnblasenkarzinomen spricht das Ergebnis der Stromelysin-3
Expression bei 14,8% der oberfldchlichen Papillome und bei keinem der Karzinoma

in situ, gegen die Eignung von Stromelysin-3 als Indikator fiir Frithinvasion.

Letztendlich kann zwar nicht sicher ausgeschlossen werden, daf3 Stromelysin-3 im
Falle der nicht-invasiven papillomatosen Harnblasenkarzinomen, nicht doch ein
Marker fiir die ersten Phasen der Invasion ist. Allerdings spricht hiergegen die
Statistik, da sich die nicht-invasiven papilliren Urothelkarzinome mit etwa 10%
wesentlich seltener zu invasiven Karzinomen entwickeln werden, als die zu etwa zwei
dritteln progressierenden Karzinoma in situ. Dagegen kann das Auftreten von
Stromelysin-3 bei den nicht-invasiven papillomatdsen Harnblasenkarzinomen
aufgrund ihrer morphologischen Unterschiede zu den Karzinoma in situ erklart
werden. Stromelysin-3 kommt nur im Stroma vor, welches bei den nicht-invasiven
Papillomen direkt am Tumoraufbau mitbeteiligt ist, bei den Karzinoma in situ jedoch
kaum pathologisch verdndert ist. Diese Stromamitbeteiligung am Tumoraufbau der
Papillome setzt Umbauprozesse voraus, welche wiederum die Anwesenheit von

Proteasen wie Stromelysin-3 erkldren konnte.

Damit konnte das Auftreten von Stromelysin-3 bei den nicht-invasiven
papillomatosen Harnblasenkarzinomen auf Stromaumbauvorginge im Rahmen ihres
normalen Tumoraufbaus und nicht eines beginnenden Invasionsprozesses
zurlickzufiihren sein. Dies bedeutet daB3 sich Stromelysin-3 nicht als sicherer Marker

fiir Frithinvasion bei praneoplastischen Harnblasenkarzinomen eignet.
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