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ZUSAMMENFASSUNG
Die Expression der Endothelin-Achse in Harnblasenkarzinomen
Yamini
Johann
Endothelin-1 (ET-1) und seine Rezeptoren ETA,R and ETgR, zusammengefasst zur
sogenannten Endothelin-Achse (ET-Achse), spielen eine bedeutende Rolle bei

Karzinomen.

In dieser Arbeit wurde die Expression der ET-Achse immunhistochemisch an durch

radikale Zystektomien entfernten Harnlasenkarzinomproben untersucht.

157 Gewebeproben wurden immunhistochemisch mit ET-1-Antikdrpern, ETaR-
Antikoérpern and ETgR- Antikdrpern behandelt. Nach semiquantitativen Analysen der
Expressionsstarken wurden die Farbungsergebnisse mit klinischen und pathologischen

Parametern und den Uberlebenszeiten der Patienten korreliert.

Es zeigte sich eine Uberexprimierung von ET-1, ETAR and ETgR in 26.8%, 58.8% and
76.9% der Falle, normales Urothelgewebe blieb in allen Féllen negativ.
Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem TNM-Stadium oder dem histologischen

Grading aufgezeigt werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte aber gezeigt werden, dass Patienten mit einer ETgR-
Exprimierung zu organbegrenzten Tumoren (p=0,16) und zu keiner Gefassinvasivitat
(p=0,09) neigten. Dies war insbesondere in der Untergruppe der Patienten mit G3-
Tumoren statistisch signifikant (p=0,02). Die ETgR-Uberexpression wurde mit einer

guinstigen krankheitsfreien Uberlebensrate assoziiert (p=0,04).

Die ET-Achse ist im Harnblasenkarzinom Uberexprimiert. ETgR scheint im
Harnblasenkarzinom vorzuherrschen, und sein Vorkommen ist mit einer ginstigen
Prognose assoziiert. Weitere Studien sind bereits eingeleitet, um die Rolle der ET-
Achse und den eventuellen Nutzen als molekulares Angriffsziel beim

Harnblasenkarzinom zu charakterisieren.

Tag der mindlichen Prufung: 30. April 2007
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1 EINLEITUNG

1.1 Das Harnblasenkarzinom

1.1.1  Epidemiologie

Das Harnblasenkarzinom ist der hdufigste Tumor im harnableitenden System. Es macht
etwa 3% aller malignen Tumoren aus. Bei Ménnern ist es das vierthdufigste Karzinom,
nach Prostata-, Lungen- und Kolorektalem Karzinom, bei Frauen der achthédufigste
maligne Tumor [55]. Die Inzidenz wurde in den USA auf 60.240 neu aufgetretene Fille
im Jahr 2004 geschitzt [1]. In Deutschland erkranken jdhrlich 15.000 Menschen an
Harnblasenkrebs. Ménner erkranken 2,5 mal so haufig wie Frauen [55].

Das Harnblasenkarzinom kann generell in jedem Alter auftreten, sogar im Kindesalter.
Es findet sich aber eine altersabhiingige Inzidenz: Vor dem 45. Lebensjahr werden
Harnblasenkarzinome nur selten beobachtet. Die Inzidenz betrdgt fiir Méanner im Alter
von 45-50 Jahren 3 Erkrankungen/100.000 Einwohner und steigt bei der Gruppe der
>80-Jahrigen auf >200 Erkrankungen/100.000 Einwohner [128]. Ebenso steigt die
Mortalitdit mit zunehmendem Alter an. Seit 1950 ist die Inzidenz des
Harnblasenkarzinoms um ca. 50% gestiegen. Es ist anzunehmen, dass dieser Trend mit
der Erhohung der durchschnittlichen Lebenserwartung weiter zunimmt. Im Vergleich
dazu ist die Mortalitét aber im selben Zeitraum um 33% gesenkt worden.

Bei Jugendlichen und Patienten, die jlinger als 30 Jahre alt sind, findet man héufig
oberflachliche Tumoren mit einem hohem histologischem Differenzierungsgrad und
entsprechend besserer Prognose als bei élteren Patienten [105]. Da das
Progressionsrisiko aber genauso hoch einzustufen ist wie bei Patienten aus einer
hoheren  Altersgruppe, mit oberflichlichem Karzinom und der gleichen
Differenzierungsstufe, wird kein Unterschied bei der Therapie beziiglich des Alters

gemacht [176].
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1.1.2  Atiologie

Fiir die Entstehung von Harnblasenkarzinomen wird ein multifaktorieller, mehrstufiger
Prozess angenommen, bei dem komplette bzw. inkomplette Faktoren die maligne
Transformation in der Urothelzelle verursachen (Inition) und
proliferationsstimulierende Mediatoren in einem zweiten Schritt bzw. mehreren
Schritten das Tumorwachstum realisieren (Promotion).

Mit genetischen Untersuchungen wurden verschiedene chromosomale Verdnderungen
beim Harnblasenkarzinom nachgewiesen. Danach stellt der Verlust von Chromosom 9
ein frithes genetisches Ereignis in der Tumorgenese dar, weshalb auf diesem
Chromosom die Lokalisation eines nicht nidher charakterisierten Tumorsupressorgens
vermutet wird. Alterationen des p53-Tumorsupressorgens auf dem kurzen Arm von
Chromosom 17 (17p) und des Retinoblastom/Rb-Gens auf Chromosom 13 sind mit
einem Tumorprogress assoziert [57,129].

Erste Beobachtungen iiber den Zusammenhang zwischen einer Schadstoffexposition
und der Induktion eines Blasenkarzinoms finden sich bereits Ende des 19. Jahrhunderts
[143]. Hueper flihrte 1938 den ersten experimentellen Beweis, dass aromatische Amine
Blasenkarzinome verursachen [67]. Diesem Zusammenhang wird inzwischen Rechnung
getragen, indem die Blasentumorerkrankung bei Exposition mit aromatischen Aminen
in entsprechenden Betrieben als Berufskrankheit nach Nr. 1301 der
Berufskrankheitenverordnung anerkannt wird. Gesicherte Blasenkarzinogene aus der
Gruppe der aromatischen Amine sind: 2-Naphthylamin, Benzidin, 4- Aminobiphenyl,
Dichlorobenzidin, Orthodianisidin, Phenazetin, Chlornaphazin und Cyclophosphamid.
Intensitdt und Dauer ihrer Exposition korrelieren positiv mit dem Erkrankungsrisiko

[149].

Patienten nach Cyclophosphamid-Behandlung haben ein bis zu 9fach erhohtes Risiko,
ein Blasenkarzinom durch eine chemische Zystitis zu entwickeln [113]. Die meisten
dieser Tumore weisen einen hohen Differenzierungsgrad auf und wachsen bereits meist
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung muskelinvasiv [174]. Seit Einfiihrung der
Zystitisprophylaxe durch Uromitexan, einem protektiven Stoff fiir das Urothel, ist die

Therapie mit Cyclophosphamid als Blasentumorrisiko zu vernachlissigen.
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In zahlreichen Studien wird fiir Raucher ein bis zu 4fach hoheres Risiko beschrieben
[27,113]. Das erhohte Risiko wurde bei beiden Geschlechtern beobachtet. Stoppt man
den Nikotinabusus, verringert sich auch das Risiko an Harnblasenkrebs zu erkranken
[6]. Die Analyse des Zigarettenrauchs erbrachte vor allem den Nachweis von 2-
Naphthylamin [65].

Chronische Infektionen, verbunden mit einer dauerhaften Besiedlung des Harntrakts mit
Ureasebildnern oder der Reiz durch intraluminale Katheter induzieren eine Metaplasie
des Urothels [76,106]. Ein dhnlicher Mechanismus wird fiir die auf dem Boden einer
Bilharziose, welche in weiten Teilen Afrikas und in arabischen Lindern endemisch

auftritt, entstandenen Blasenkarzinome diskutiert [63].
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1.1.3  Pathologie

1.1.3.1 Hyperplastische, dysplastische und metaplastische Veranderungen

Das normale Harnblasenepithel wird auch als Urothel oder Ubergangsepithel
bezeichnet. Es ist eine spezielle Epithelschicht, welche die ableitenden Harnwege
auskleidet und wie jedes Epithel einer Basalmembran aufliegt. Es besteht aus drei bis
sieben Zellschichten. Der Basalmembran sitzen kleine kubische Basalzellen auf. Die
proliferierten und differenzierten Zellen wandern zum Lumen der Harnblase hin, wobei
sie sich vergrossern und schirmartig dem Urothel aufliegen, als sogenannte Umbrella-

Zellen [88]. Sie werden durch Desquamation mit dem Urin ausgeschwemmt [59].

Das normale Epithel kann durch verschiedene Ursachen, z.B Entziindungen oder
Karzinogene, proliferativ oder metaplastisch verédndert sein. So unterscheidet man die
Hyperplasie von Metaplasie und Dysplasie.

Durch Proliferation kann es zu unterschiedlichen Wachstumsmustern im Sinne von
Hyperplasien kommen. Die einfache Hyperplasie kann fokal oder diffus zu einer
Verbreiterung des normalen Epithels fithren und teilweise Atypien aufzeigen. Durch
papillire Hyperplasien ist oft eine Abgrenzung zu den sogenannten gutartigen
Papillomen bzw. gutdifferenzierten Karzinomen schwierig. Dariiberhinaus kann durch
Invagination eine zystische Transformation auftreten. Als Extremform tritt die Zystitis
zystica auf.

Als weitere benigne urotheliale Hyperplasie sind die von Brunnerschen Zellnester zu
nennen. Sie gehen wahrscheinlich von Basalzellen aus und tauchen in der Submucosa
auf [40].

Der Zystitis zystica dhnlich ist die Zystitits glandularis, die aber durch eine glandulédre
metaplastische Verdnderung der von Brunnerschen Zellnester gekennzeichnet ist. Diese

Metaplasie wird als typische Praneoplasie fiir Adenokarzinome diskutiert [40].

Bei zunehmenden Atypien kommt es zum Bild der Dysplasie des Urothels. Die
Dysplasien selber werden in drei Stufen unterteilt (DI-III), wobei die Uberginge

fliessend sind. Dysplasien ersten Grades sind Verdnderungen des Urothels mit
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Kernverdnderung, Anisomorphie und Hyperchromasie der Zellkerne, wobei diese
Zellkernverdnderungen reversibel sein konnen. Mit zunehmender Manifestation (DII-
DIII) bleiben diese Verdnderungen bestehen. Die urotheliale Dysplasie ist von dem
Carcinoma in situ (Cis), welches einem intraepithelialen Karzinom entspricht, mit
hochgradiger Polymorphie der Kerne und Desquamation einzelner Zellen, kaum zu

unterscheiden [96].

1.1.3.2 Karzinome

Harnblasentumoren lassen sich in primére und sekundidre Tumoren unterteilen.

Bei den epithelialen Karzinomen zeigen sich histologisch in iiber 90% Urothel-, in ca.
7% Plattenepithel- und in ca. 1-2% Adeno- bzw. undifferenzierte Karzinome [104].
Sekundére Blasentumoren entstehen durch Infiltration (weibliches Genitale, Prostata,
Kolon) und Metastasierung (Mamma-, Magen-, Bronchialkarzinom, Melanom) anderer

Tumoren und sind mit < 1% ausgesprochen selten [149].

Neubildungen papillomatoser Wachstumsformen werden aufgrund der neueren
Nomenklatur nur noch dann histopathologisch als Papillom klassifiziert, wenn die Zahl
der Zellschichten nicht mehr als 7 betriigt [145]. Diese Anderung in der Nomenklatur ist
von erheblicher Bedeutung, da sich dadurch in neueren Arbeiten, verglichen mit &lteren

Arbeiten, ein wesentlich geringerer Anteil an Papillomen ergibt.

1.1.3.2.1 Carcinoma in situ (Cis)

Das Carcinoma in situ (Cis) stellt eine Sonderform des Blasenkarzinoms dar. Es handelt
sich um eine, nicht die Lamina propria mucosae infiltrierende, intraepithelial wachsende
Dysplasie mit Zeichen einer Entdifferenzierung (G3). Histologisch zeigen sich grof3e
Zellkerne mit hohem Chromatingehalt, prominente Nukleoli und erhohte mitotische

Aktivitdt. AuBlerdem findet sich eine Erhohung der Zellagen der Schleimhaut mit
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unregelméBiger Zellanordnung. Das Carcinoma in situ kann sowohl als einzige
Tumorentitit, als auch in Kombination mit einem anderen Blasentumor vorkommen. In
38-83% entwickelt sich aus dem Carcinoma in situ innerhalb von 5 Jahren ein invasives
Karzinom [4,72]. Das Carcinoma in situ tritt in 25% bei Patienten mit

hochdifferenzierten, oberflachlichen Tumoren auf [89].

1.1.3.2.2 Urothelkarzinom

Mehr als 90% aller Harnblasenkarzinome sind Urothelkarzinome. Urothelkarzinome
manifestieren sich in unterschiedlichen Arten: Sie konnen entweder eine
plattenepitheliale oder driisige Metaplasie, sowie beide Metaplasieformen gleichzeitig
aufweisen [149]. Da sie vom Ubergangsepithel ausgehen, werden sie im internationalen

Sprachgebrauch auch als Transitionalzellkarzinome bezeichnet.

Die Mehrheit der Urothelkarzinome, ca. 75-85% [62], weisen bei Diagnosestellung ein
Tumorstadium Ta oder T1 auf, d.h. sie wachsen oberflachlich (siche Kap. ,,Tumor-
Staging und Tumor-Grading™). Ebenso sind die meisten papilldir und hoch bis méssig
differenziert, d.h. sie liegen in einem Differenzierungsgrad G1 oder G2 vor [60].
Typischerweise kommt es bei 70 bis 80% der Patienten mit derartigen papilldren
Tumoren zu wiederholten lokalen Rezidiven, wobei es in 20-30% zu einer
Tumorprogression mit Verschlechterung des histologischen Differenzierungsgrades

kommt [54].

Alle Urothelkarzinome die ein Tumorstadium von T2 oder mehr aufweisen, gelten als
invasiv. Diese Gruppe von Tumoren, die ungefdhr 30% ausmacht, hat eine vielfach
schlechtere Prognose.

Invasive Tumore konnen endo- oder exophytisch wachsen. Die endophytischen
Tumoren werden auch als ,,solide” Tumoren bezeichnet und kénnen eine nodulédre oder
ulzerierte Oberfliche aufweisen. Wie beobachtet werden konnte, wachsen

endophytische Tumoren in der Regel invasiver als exophytische [46].
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1.1.3.2.3 Plattenepithelkarzinom

Die Préivalenz des Plattenepithelkarzinoms der Harnblase ist in verschiedenen Lindern
der Welt sehr unterschiedlich. Sie wird mit 1% in England [33], tiber 3-7% in den USA
[75], bis zu 75% in Agypten beziffert. Uber 80% der Plattenepithel (PE)-Tumore in
Agypten sind aufgrund des hohen Auftretens von Schistosomiasis haematobium zu
erkldren, das die Privalenz von Plattenepithelkarzinomen erhoht [42].

Nicht durch S. haematobium ausgeloste PE-Tumore werden durch Rauchen und
hauptsdchlich durch Langzeitkatheterisierung begiinstigt bzw. induziert [18,75].
Plattenepithelkarzinome sind histologisch gekennzeichnet durch keratisierende
Zellgebiete, in denen einzelne Zellen konzentrisch von Plattenepithel umgeben werden
[88]. Die histopathologische Einteilung der Plattenepithelkarzinome orientiert sich an
den Richtlinien fiir das Urothelkarzinom. Mehr als 80% der Plattenepithelkarzinome
sind maBiggradig bis schlecht differenziert und wachsen bereits zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose muskelinvasiv [149]. Daraus ergibt sich die extrem ungiinstige Prognose.
Die Therapie der Wahl ist gewdhnlich die totale Zystektomie, die evtl. mit einer
Bestrahlungstherapie einhergeht. Chemotherapie ist fiir diese Art des Blasenkarzinoms

nicht geeignet.

1.1.3.2.4 Adenokarzinom

Adenokarzinome machen weniger als 2% aller Blasentumore aus [75,107]. Dieses
seltene Harnblasenkarzinom soll von den Urachusresten des Blasendaches (=
Urachuskarzinom) oder von den periprostatischen Driisen ausgehen. Im Gegensatz zu
den Urothelkarzinomen sind die Adenokarzinome solitdre Tumoren. Ursache fiir ihre
ebenfalls schlechte Prognose ist, dass die meisten Adenokarzinome der Harnblase bei

Diagnosestellung bereits weit fortgeschritten sind und invasiv wachsen [149].
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1.1.3.2.5 Andere Karzinome

Die seltenen mesenchymalen Tumoren der Harnblase kdnnen sowohl benigner (Fibrom,
Myxom, Leiomyom, Hdmangiom, Neurofibrom, Neurinom, Phdochromozytom) als
auch maligner (Leiomyosarkom, Fibrosarkom, Rhabdomyosarkom, retikuloendotheliale
Tumoren) Natur sein. Sie sind mit < 1% ausgesprochen selten.

Ein weiterer, seltener epithelialer Tumor der Harnblase ist das primire maligne
Melanom. Die Prognose ist ungiinstig, eine Heilung ist bis heute nicht beschrieben
worden [149].

Es gibt ebenso Harnblasenmetastasen von Magenkarzinomen und Nierenzell-

karzinomen, die aber sehr selten beobachtet werden.



Einleitung 12

1.1.4  Tumor-Staging und Tumor-Grading

Die Stadieneinteilung des Harnblasenkarzinoms erfolgt nach der TNM-Klassifikation
fiir urologische Tumoren der Union International Contre le Cancer (UICC) und nach
dem Differenzierungsgrad der Tumorzellen (Grading) (WHO).

Die histologische WHO-Klassifikation urothelialer Harnblasentumoren und abnormer
flacher Urothelldsionen wurde 1999 aktualisiert [114]. Die Klassifizierung und
Definition verschiedener flacher urothelialer Lasionen und einiger Varianten invasiver
urothelialer Karzinome wurden hinzugefiigt (s. Tab. 1.1). Die Aktualisierung war
notwendig, um der Biologie der verschiedenen Lésionen besser gerecht zu werden
sowie eine schirfere Trennung zwischen benignen und malignen urothelialen Prozessen
zu ziehen. Die Préizisierung der Terminologie soll den Vergleich von
Studienergebnissen erleichtern [58].

Ein wichtiger Klassifikationsfaktor der Harnblasenkarzinome ist die Infiltrationstiefe,
die in der Stadieneinteilung nach der TNM-Klassifikation berticksichtigt wird (s. Tab.
1.2). Im Stadium Ta ist der Tumor auf die Blasenmukosa beschrinkt. Die Infiltration
des subepithelialen Bindegewebes bis an die untere Begrenzung (Lamina propria)
heran, bezeichnet man als Stadium T1. Nach Durchbrechen des Tumors durch die
Lamina propria hindurch in die oberflachliche Muskelschicht liegt das Stadium T2 vor.
Im Stadium T3 ist das perivesikale Gewebe infiltriert, wihrend bei Infiltration der
Nachbarorgane des kleinen Beckens (Prostata, Samenblasen, Uterus, Vagina) das

Stadium T4 erreicht ist (s. Abb 1.1).

Urothel
L. prapria
Muskularis : x

= B e ?

= o o e A
e e e R e RS
Fettgeweke

Abbildung 1.1: Stadieneinteilung der Harnblasenkarzinome (aus Riibben, Otto: “Uroonkologie*;

Springer Verlag 2000)
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Normal

Normales Urothel

Hyperplasie
Flache Hyperplasie

Papilldre Hyperplasie

Flache Liisionen mit Atypien

Reaktive (inflammatorische) Atypie
Atypie unklarer Bedeutung
Dysplasie (low-grade intraurotheliale Neoplasie)

Carcinoma in situ (high-grade intraurotheliale Neoplasie)

Papilldre urotheliale Neoplasien

Papillom

Invertiertes Papillom

Papilldre Neoplasie mit niedrig-malignem Potential
Papilléres urotheliales Karzinom (low-grade)

Papilléres urotheliales Karzinom (high-grade)

Invasive Neoplasien

Invasion der Lamina propria

Invasion der Muskulatur

Tabelle 1.1: WHO/ISUP-Konsensus-Klassifikation 1999 [114]
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T = lokale Ausdehnung des Primartumors

Tx  Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO  Kein Anhalt fiir Primértumor

Ta  Nichtinvasiver papilldrer Tumor

Tis  Carcinoma in situ: ”flacher Tumor”

T1 Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe

T2 Tumor infiltriert Muskulatur

T2a  Tumor infiltriert oberfldchliche Muskulatur

T2b  Tumor infiltriert tiefe Muskulatur

T3  Tumor infiltriert perivesikales Gewebe

T3a mikroskopisch

T3b  makroskopisch

T4  Tumor infiltriert eines der folgenden Organe: Prostata, Uterus, Vagina,
Beckenwand, Bauchwand

T4a  Tumor infiltriert Prostata oder Uterus oder Vagina

T4b  Tumor infiltriert Beckenwand oder Bauchwand

Tabelle 1.2: Stadieneinteilung der Tumorausdehnung nach dem UICC TNM-System 2002 [161]

Der Zusatz (m) soll bei der entsprechenden T-Klassifizierung zusétzlich angegeben

werden, um multiple Lasionen anzuzeigen.

Die Infiltrationstiefe des Tumors hat entscheidenen Einfluss auf die spéter zu wahlende
Therapieoptionen. Im klinischen Alltag wird daher in oberflichlich wachsende
Karzinome (pTa, Cis, pT1) und invasiv wachsende (infiltriende) Karzinome (> pT2)
unterschieden. Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass nach der histopathologischen
Einteilung bereits im Stadium T1 eine Infiltration des subepithelialen Bindegewebes

vorliegt und demnach der Tumor im klinischen Sinne nicht mehr ,,oberflachlich® ist.
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N = Lymphknotenbefall

Unter regiondren Lymphknoten versteht man die Lymphknoten des kleinen Beckens,
der Gebiete der Aa. iliacae internae et externae, des Nervus obturatorius und
perivesikal, die im wesentlichem den Beckenlymphknoten unter der Bifurkation der Aa.

iliacae communes entsprechen.

Nx  Regiondre LK kénnen nicht beurteilt werden

NO  Kein Anhalt fiir regiondre LK

N1  Metastase in solitiren LK <2 cm in grofSter Ausdehnung

N2  Metastase in solitdren LK > 2 cm, aber < 5 cm in groBter Ausdehnung oder
multiple LK <5 cm

N3  Metastasen in LK > 5cm in grofter Ausdehnung

Tabelle 1.3: Stadieneinteilung des Lymphknotenbefalls nach dem UICC TNM-System 2002 [161]

M = Fernmetastasen

Die héufigen hdmatogenen Metastasenorte sind die Lunge, das Skelettsystem und die
Leber.

Mit Indices (z.B. M oss, pul, hep) sollte die Metastasenlokalisation angezeigt werden.

Mx  Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden
MO  Kein Anhalt fiir Fernmetastasen

M1  Fernmetastasen

Tabelle 1.4: Stadieneinteilung der Fernmetastasen nach dem UICC TNM-System 2002 [161]
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G = Differenzierungsgrad

Die Differenzierung des Tumors wird in vier Grade unterteilt:

16

Gl
G2
G3
G4

gut differenziert
maBig differenziert
schlecht differenziert

anaplastisches Karzinom

Tabelle 1.5: Differenzierung des Tumors

Es finden sich haufig innerhalb eines Tumors unterschiedliche Differenzierungsgrade,

wobei man sich bei der Beurteilung an dem Befund mit der am stirksten abweichenden

Zellmorphologie orientiert. Der Differenzierungsgrad des Tumors korreliert mit dem

Tumorstadium und der Uberlebenszeit [144].
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115 Klinisches Beschwerdebild

Die Mikro- oder Makrohdmaturie stellt bei bis zu 80% der Patienten das Kardinal- und
das Initialsymptom da, wobei beide Symptome héufig auch nur intermittierend
nachweisbar sind. Deshalb muf} bei jeder schmerzlosen Makrohdmaturie ein Tumor im
Urogenitaltrakt ausgeschlossen werden. In vielen Féllen finden sich zystische
Beschwerden, wie Dysurie, Pollakissurie und Urgesymptomatik.

Bei fortgeschrittenem Blasenkarzinom konnen weitere Symptome auftreten, z.B. eine
Harnstauungsniere hervorgerufen durch eine uni- oder bilateraler Obstruktion des
Ureterostiums. Konsekutiv kann dies zu Flankenschmerzen, Pyelonephritis und Fieber
flihren.

Durch eine h@matogene Metastasierung konnen Knochenschmerzen, (produktiver)
Husten, Verédnderung der Leberenzyme resultieren.

Bei einer Rektuminfiltration zeigen sich Stuhlunregelméssigkeiten in Form von
Obstipation bzw. Diarrhoe.

Ebenfalls kann sich eine B-Symptomatik durch Abgeschlagenheit, Gewichtsverlust,
Appetitlosigkeit und Andmie bemerkbar machen [172].
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1.1.6  Diagnostik

Bei der Diagnostik von Harnblasentumoren wird primér eine Unterscheidung zwischen
oberflachlichen und invasiven Wachstum angestrebt, weil dies eine unterschiedliche
Therapie zur Folge hat

Ca. 70% aller Harnblasenkarzinome weisen bei Erstdiagnose ein oberfldchliches
Tumorstadium auf. Sie kénnen multipel oder solitdr auftreten. Charakteristisch ist in
diesen Fillen das hohe Rezidivrisiko in den ersten beiden Jahren, das zwischen 50 und
70% betragt. In 10-30% dieser Fille kommt es zu einer Progression des
Tumorstadiums. Die Prognose, dargestellt in Tabelle 1.6, wird durch verschiedene
klinische Parameter (TNM-Stadium, begleitende High-grade-Neoplasien, Zeitpunkt bis
zum ersten Rezidiv etc.) und das therapeutische Vorgehen beeinflusst. Zieht man
andererseits in Betracht, dass zwar ca. 80% aller T1-Patienten fiinf Jahre iiberleben,
jedoch nur ca. 64% der T1-Tumoren mit dem Differenzierungsgrad G3 eine 5-Jahres-
Uberlebensrate aufweisen, wird die Notwendigkeit einer iiber die klinischen Parameter
hinaus gehenden therapeutischen Orientierung unter Einsatz zusétzlicher Informationen
wie Grading, molekularbiologischer und molekulargenetischer Parameter deutlich. Der
Stellenwert der molekularbiologischen und der molekulargenetischen Parameter (p53,
M344, MIB-1, Ki67, E-Cadherin, Mikrosatellitenanalyse, spezifische

Chromosomenveranderungen, etc.) muss allerdings noch in klinischen Studien validiert

werden.

Tumorstadium 5-Jahres-Uberlebensrate (%)
pTa 80-95*

pTl 53-81*

pT2 63%*

pT3b 31%*

pT4 21%*

N1 0-30

N2/3 0

M1 0

Tabelle 1.6: 5-Jahres-Uberlebenrate in Korrelation zur Tumorausdehnung [127]
* TUR-B
** Zystektomie
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Obligate Untersuchungsverfahren

Klinische Untersuchung

Durch die klinische Untersuchung kann eine Hydronephrose, eine Unterbauchtumor
oder eine Infiltration der Beckenorgane erfasst werden. Diese beinhaltet die Palpation
der Nierenlager, des Abdomens, sowie die rektale Untersuchung der Prostata und der

Ampulla recti beim Mann sowie die vaginale Untersuchung der Frau.

Urethrozystoskopie

Die Zystoskopie dient hauptsidchlich zur Inspektion und ggf. zur Biopsiegewinnung
durch eine trasurethrale Resektion (TUR) aus tumorésen Bezirken.
Durch eine histologische Begutachtung der gewonnen Biopsate kénnen genaue

Aussagen iiber den Differenzierungsgrad gemacht werden.

Ausscheidungsurographie

Mit einer Ausscheidungsurographie kann ein Tumor im Harnleiter oder Nierenbecken

diagnostiziert werden und gibt Aufschluss {iber eine etwaige Stauung der Nieren.

Die transurethrale Resektion (TUR)

Zunichst werden hierbei die exophytischen Tumoranteile reseziert, desweiteren die
Tumorbasis einschlieBlich Blasenwandmuskulatur und die Tumorrdnder. Das hierbei
gewonnene Gewebe wird anschlieBend einzeln histopathologisch untersucht. Dies
erlaubt eine Beurteilung hinsichtlich Tumorart, Differenzierung und Infiltrationstiefe. In
gleicher Sitzung entnommene Probebiopsien (Mapping) aus Blasenboden, Blasendach,
Blasenhinterwand, beiden Seitenwinden, und beim Mann der prostatischen Harnrohre,
dienen der Identifikation weiterer Tumorherde, begleitender Dysplasien, oder eines
Carcinoma in situ. Im Rahmen einer TUR-B kann mittels bimanueller Palpation in
Narkose die Beweglichkeit der Harnblase als Kriterium flir extravesikales

Tumorwachstum beurteilt werden.



Einleitung 20

Fakultative Untersuchungsverfahren

S-Aminoldavulinsdure-induzierte Floureszenzzystoskopie (AFE)

Mit der Fluoreszenzzystoskopie mit 5-Aminoldvulinsdure (5-ALA) konnen gezielte
Biopsien bzw. Resektionen flacher urothelialer Lasionen, die mit bloBem Auge schwer
oder nicht erkennbar sind, durchgefithrt werden. Hierbei wird 5-ALA intravesikal
instilliert. Mittels blauviolettem Lichtes erfolgt die Fluoreszenzanregung wobei die
Fluoreszenz unter Verwendung eines gelben Langpalfilters, welcher in das Okular der
Beobachtungsoptik des Zystokops eingebaut ist, erkannt werden kann [91].
Insbesondere flache Lésionen grenzen sich mit hohem Kontrast gegeniiber der normalen
Schleimhaut ab. In mehreren prospektiven Studien konnte eine Sensititvitdt von 90—
95% nachgewiesen werden [44,74,92,94,193]. Dariiber hinaus =zeigten zwei
multizentrische randomisierte Phase-III-Studien eine signifikante Reduktion der
Residualtumorraten nach TUR unter fluoreszenzkontrollierten Bedingungen gegeniiber

der Resektion unter WeiBllicht [93,146].

CT, MRT, Skelettszintigraphie

Bei fortgeschrittenen Tumoren der Harnblase sollten weitere Untersuchungen, wie CT,
MRT und die Skelettszintigraphie zur Bestimmung der Tumorausbreitung
angeschlossen werden. Hierdurch kann eine Beurteilung beziiglich himatogener bzw.
lymphogener Fernmetastasierung (Lunge, Leber, Knochen, ZNS) erfolgen [28,87].

Das MRT ist keine obligate Untersuchungsmethode bei der Fragestellung der lokalen
Ausbreitung (T/N-Stadium). Es gibt jedoch Hinweise auf eine diesbeziiglich héhere
Sensitivitit als bei der Computertomographie [104]. Die Invasion benachbarter Organe
kann allerdings mit einer relativ hohen Sensitivitdt und Spezifitit (80%) mit beiden
Verfahren beurteilt werden [14].

Die Inzidenz von Knochenmetastasen beim Harnblasenkarzinom wird in der Literatur
zwischen 2% und 12% je nach lokalem Tumorstadium angegeben [20,34]. Die
Indikation zur Durchfiihrung einer Knochenszintigraphie wird unterschiedlich diskutiert
und von einzelnen Autoren nur im Falle von Knochenschmerzen oder einer Erhéhung

der alkalischen Phosphatase gesehen [149].
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1.1.7  Therapie

Das therapeutische Vorgehen orientiert sich an Leitlinien, die von der Deutschen
Krebsgesellschaft und der Deutschen Gesellschaft fiir Urologie aufgestellt wurden [36].
Dabei wird zunéchst zwischen einer Therapie oberflachlicher (Ta, T1, Tis) und einer

Therapie invasiver Harnblasenkarzinome (> T2a) unterschieden.

1.1.7.1 Therapie des oberflachlichen Blasenkarzinoms (pTa, pT1, pTis)

Ein tumorfreies Uberleben mit gleichzeitigem Bestehen einer funktionsfihigen Blase ist
primédres Ziel bei der Behandlung oberfldchlicher Harnblasenkarzinome. Mittels der
beschriebenen transurethralen Resektion kann dieses Ziel errreicht werden.

GroBle (> 3 cm), multifokale und pT1-Tumoren werden innerhalb von 1 bis 4 Wochen
nachreseziert, da hier in bis zu 80% der Fille die Erstresektion unvollstindig bleibt [61].
Die derzeit giiltigen Leitlinien (Stand: Juli 2004) sehen bei einem Rezidiv eines G1-
Tumors, sowie bei primidren Tumoren des Grades G2 und hoher und entsprechenden
Rezidiven eine adjuvante Instillationstherapie = vor. Zur intravesikalen
Rezidivprophylaxe stehen Zytostatika (Doxorubicin, Mitomycin C) und der
Immunmodulator BCG (Bacillus-Calmette-Guérin) zur Verfiigung. Derzeit lautet die
Empfehlung bei Tumoren mit niedrigem Progressionsrisiko alternativ eine Chemo- oder
Immuntherapie durchzufiihren, wihrend bei Tumoren mit hohem Progressionsrisiko
(G3, Rezidiv) eine Behandlung mit BCG empfohlen wird. Bei den besonders
problematischen Tumoren der Kategorie T1/G3 ist aufgrund des hohen
Progressionsrisikos nach einem Rezidiv die radikale Zystektomie anzustreben. Eine
radikale Zystektomie ist ebenfalls bei Patienten mit rezidivierendem Carcinoma in situ

anzustreben [21].



Einleitung 22

1.1.7.2 Therapie des muskelinvasiven Blasenkarzinoms ( T 2-4 N 0 M 0)

Bei den invasiven Harnblasenkarzinomen ist, soweit es der Allgemeinzustand des
Patienten zuldBt, die radikale Zystektomie das Standardtherapieverfahren. In speziellen
Féllen, wenn eine radikale Zystektomie abgelehnt wird, oder der Zustand des Patienten
einen solchen Eingriff nicht zuldBt, kann nach vorausgegangener transurethraler
Resektion auch eine Strahlentherapie oder eine simultan durchgefiihrte Radio- und
Chemotherapie erwogen werden.

Die radikale Zystektomie beginnt mit einer beidseitigen Entfernung der pelvinen
Lymphknoten, da eine pridoperative Beurteilung mittels bildgebender Verfahren nicht
aussagekriftig ist. Beim Mann werden neben der Harnblase, auch Prostata und
Samenblasen entfernt. Bei Frauen werden Harnblase, gegebenenfalls Harnrdhre, sowie
Uterus entfernt [36].

Die Art der Harnableitung sollte dem Tumorstadium, aber auch den personlichen
Wiinschen des Patienten angeglichen werden. Die héufigste angewandte Form der
inkontinenten Harnableitung ist das intestinale Conduit, wobei die Harnleiter in ein
ausgeschaltetes Darmstiick (meist Diinndarm) implantiert werden, und das aborale Ende
als inkontinentes Stoma in die Bauchwand eingenéht wird [36].

Desweiteren kann man Darmsegmente zu Ersatzblasen (Pouch) umformen. Es ergibt
sich eine kontinente Form der Harnableitung, die entweder iiber ein Stoma, z.B. im
Nabelbereich, mit einem Katheter entleert werden kann, oder mit dem
Harnblasenstumpf anastomosiert werden kann [36].

Zusitzlich zur Zystektomie steht die systemische Chemotherapie zur Verfiigung. Bei
der zytostatischen Therapie des Harnblasenkarzinoms unterscheidet man die
neoadjuvante (préoperative), die adjuvante (postoperative) und die palliative
Chemotherapie.

Klinische Studien zeigten einen signifikanten positiven Effekt auf die Uberlebensrate
von Patienten mit fortgeschrittenem und bereits metastasiertem Tumorleiden durch
neoadjuvante Chemotherapie. Es werden kombinierte Chemotherapieschemata, wie z.B.
Methotrexat-Vinblastin-Cisplatin (CMV), Methotrexat-Vinblastin-Cisplatin-

Doxorubicin (M-VAC) oder Gemcitabine-Cisplatin verwendet.
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Studien iiber adjuvante Chemotherapien konnten bis jetzt keine statistisch messbare
Verbesserung in Bezug auf die Langzeitiiberlebensrate zeigen, was aber u.a. mit
niedrigen Fallzahlen in den Studien zusammenhingt. Eine gross angelegte
randomisierte Langzeitstudie soll Aufschluss iiber einen eventuellen Benefit einer
adjuvanten Chemotherapie geben [134,147].

Eine Radiotherapie wird nur fiir Patienten empfohlen, die nicht die Bedingungen fiir
eine radikale Zystektomie erfiillen, bzw. diese ablehnen. Weder pri- noch postoperativ
wird die Strahlentherapie momentan als Standardverfahrenverfahren eingesetzt.

Es besteht aber die Moglichkeit, in ausgewihlten Fillen die Radiotherapie mit der
Chemotherapie als sogenannte Radiochemotherapie zu kombinieren, welches Vorteile

bringt, z.B. bei makroskopischen Tumorresten nach erfolgter TUR [36].

1.1.7.3 Therapie des metastasierenden Blasenkarzinoms

Patienten mit einem metastasierten Harnblasenkarzinom haben eine  schlechte
Langzeitiiberlebensprognose. Sie ist abhhédngig vom Aussmass der Metastasierung und
schwankt zwischen 30% und 0%. Bei diesen Patienten stellt die Chemotherapie das
Verfahren der Wahl dar. Als wirksamste Einzelsubstanzen erreichen Cisplatin und
Methotrexat Gesamtremissionsraten von 30% bzw. 26-29% mit kompletten
Remissionen von je 5% und medianen Remissionsintervallen von 3-6 Monaten [188].

Zum Erreichen einer hoheren chemotherapeutischen Effizienz ist es sinnvoll,
zytostatische Substanzen mit hoher antitumoraler Aktivitit miteinander zu kombinieren.
In der Vergangenheit wurden am héufigsten Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin und
Cisplatin als sogenanntes M-VAC-Schema verwandt. Es zeigte sich aber in einer
randomisierten Vergleichsstudie der Schemen M-VAC und Gemcitabine / Cisplatin,
dass das M-VAC-Schema bei gleicher Effektivitit durch eine niedrigere subjektive
Vertrdglichkeit und hohere Komplikationsraten gekennzeichnet war, so dass das
Gemcitabine / Cisplatin Schema inzwischen an vielen Kliniken das Standardschema zur

Therapie des metastasierten Urothelkarzinoms darstellt [134,147].
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1.2 Die Endothelin-Achse

Die Endothelin-Achse, bestehend aus Endothelin-1, Endothelin-2, Endothelin-3 und den
ET-Rezeptoren ETAR und ETgR (s.u.), ist eines der wichtigsten blutdruckregulierenden
Systeme des Menschen. Sie spielt eine wichtige Rolle in der Kreislauf-Homdoostase und
bei der Entwicklung zahlreicher Erkrankungen [90,155]. Gerade in den letzten Jahren
ist Endothelin als moglicher Wachstumsfaktor bei verschiedenen Tumorerkrankungen

in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses geriickt.

1.2.1  Entdeckung des Endothelins (ET)

Im Rahmen von Forschungsbemiihungen, die Rolle des Endothels als
stoffwechselaktives Organ aufzukldren, fand man die ersten Hinweise auf die Existenz
des Endothelins.

1988 gelang es Yanagisawa et al. das Peptid aus knapp zehn Litern Kulturiiberstand von
Endothelzellen aus Schweineaorta zu isolieren, zu sequenzieren und seine Vorstufe
Priaproendothelin zu klonieren [190]. Entsprechend seinem Ursprungsort gaben sie der
Substanz den Namen Endothelin (ET). Die Entdeckung von zwei weiteren Isoformen
des Endothelins, die von unterschiedlichen Genen kodiert werden, wurde ein Jahr spéter
publiziert [69]. Die zuerst entdeckte Form heisst nun Endothelin-1 (ET-1), die weiteren
Endothelin-2 (ET-2) und Endothelin-3 (ET-3) [103].

Inzwischen hat sich gezeigt, dass Endotheline in Sdugetierorganismen weit verbreitet
sind, sie wurden inzwischen sogar in mehreren wirbellosen Spezies, sowie Fischen

gefunden [78].
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1.2.2 Die Endothelinfamilie

Die Endotheline gehoren zu einer neuen Familie von vasoaktiven Peptiden [69]. Sie
weisen folgende Gemeinsamkeiten auf: Sie bestehen aus jeweils 21 Aminoséduren,
besitzen einen C-terminalen Tryptophanrest, eine kurze Sequenz geladener
Aminosduren und vier Cysteinreste, die iiber Disulfidbriicken die Positionen 1 und 15
sowie 3 und 11 miteinander verbinden und damit zu einer charakteristischen

Haarnadelform der Molekiile beitragen.

ET-1 hat eine relative Molmasse von 2492. Es ist identisch in Mensch, Schwein und
Katze [71]. ET-2 weist nur zwei und ET-3 sechs unterschiedliche
Aminosduresequenzen im Vergleich zu ET-1 auf [51,103]. Die Abbildung 1.5 zeigt die
Primérstruktur von ET-1, ET-2 und ET-3.

In Maiusen wurde ein weiteres verwandtes Peptid gefunden, das nur in einer
Aminosdure von der Sequenz des ET-2 abweicht. Es wurde VIC (vasoactive intestinal
contractor) genannt und scheint nur lokal im Gastrointestinaltrakt zu wirken [150].

Die Tertidrstruktur der Endotheline weist eine helixartige Konformation im zentralen
Bereich der Region Lys’-Cys'> auf [43,154]. An der C-terminalen Domine befinden
sich Disulfidbriicken, die entscheidend fiir die Wirkung zu sein scheinen, da bei
Verinderungen in diesem Bereich die biologische Aktivitit stark abnimmt [82,142].
Kein anderes Peptid weist eine dhnliche Struktur wie Endothelin beim Siuger auf, es
wurden aber grosse Ahnlichkeiten mit Neurotoxinen wie dem o-Skorpion-Toxin und
dem Bienengift Apamin festgestellt, die ebenfalls mehrere Disulfidbriicken aufweisen
[189]. Es bestehen weiterhin hohe Sequenz- und Bioaktivititshomologien mit Giften der
israelischen Natter Atractaspis engaddensis, den Sarafotoxinen [85], welche zu
Herzinfarkt durch Koronarkonstriktion fithren konnen [181] und damit méglicherweise
schon zum Ableben Kleopatras (30 v. Chr.) beitrugen. Diese Gemeinsamkeit kann fiir
eine evolutiondre Gemeinsamkeit der Peptide, fiir eine sogenannte ,,Superfamilie von

Peptiden, sprechen. [102].
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Abbildung 1.2: Primérstruktur von ET-1,ET-2 und ET-3;
grau unterlegt sind die von ET-1 abweichenden Aminoséuren

1.2.3 Genetik, Regulation, Biosynthese und Elimination des ET

Alle 3 Vorldaufer der ET-Isoformen werden durch drei seperate Gene, die auf
verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind, kodiert (Praproform) [69].

ET-1 wird von dem Praproendothelin-1 (PPET-1)-Gen auf Chromosom 6 kodiert. Das
humane PPET-1-Gen beinhaltet fiinf Exons und vier Introns und erstreckt sich iiber ca
6,8 kb DNA [22,69,70,171].

In den nicht transkribierten Genbereichen findet man regulatorische DNA-Sequenzen.
So gibt es in der 5’-flankierenden Region des Gens Bindungsstellen fiir nuclear factor
1, welches iiber die Transformation von growth factor-beta die ET-1 Expression
induzieren kann. In der 3’-Region findet man poly-AUUUA-mRNA kodierende
Sequenzen. Diese regulieren die selektive Destabilisierung von PPET-1-mRNA und
beeinflussen dadurch wahrscheinlich seine relativ kurze intrazelluldre Halbwertszeit von

15 min [70,109]. Dies konnte ein moglicher Regulationsmechanismus der ET-1-
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Synthese auf Transkriptions- und Translationsebene sein. Weiterhin ist die Regulation
der Priaproendothelin-1-Genexpression durch hormonelle (z.B. Adrenalin) und
mechanische Faktoren (z.B mechanische Dehnung und ,,shear stress®) beeinflussbar
[100].

Als wichtigster Inhibitor der ET-1-Synthese ist der physiologische Gegenspieler
Stickstoffmonoxid (NO) anzusehen [25,52]. Im Gegensatz zu schwachem ,,shear stress*
fiihrt starker ,,shear stress an den GefdBwénden zur Freisetzung von NO und hemmt
dadurch die ET-1-Expression [95,111]. Sowohl Nitropréparate (NO) als auch atriales
natriuretisches Peptid (ANP) und Prostacyclin hemmen die ET-1-Synthese iiber die
second messenger cGMP bzw. cAMP [53]. ET-1 induziert {iber den ETg-Rezeptor die
kalziumabhéngige endotheliale NO-Synthase steigert damit die Synthese von NO und
tragt so wahrscheinlich selbst lokal zur negativen Riickkopplung bei [178].

ET-1 ensteht aus einer 212-Aminosdure langen Vorstufe, dem Préproendothelin-1
(PPET-1), welches der Endothelin-Vorstufe beim Schwein sehr dhnlich ist [71]. Eine
basenspezifische Endopeptidase spaltet das Prapro-ET-1 zu Proendothelin-1 (Pro-ET-
1), auch Big-Endothelin-1 genannt. Dieses wird durch ein endothelin converting
enzyme (ECE) zu reifem ET-1 aktiviert. Dieser Schritt ist unter anderem notwendig,
weil ET-1 ca. 140fach stirker wirksam ist, als seine Vorstufe [81]. Yanagisawa et al.
vermuten, dass ET-1 bei Bedarf de novo gebildet werden muss, da eine ET-1-
Produktion in Zellkulturen frithestens 30 min nach Stimulation nachweisbar war [190].
ET-1 hat nach intravendser Applikation eine Halbwertszeit von weniger als 5 min [179].
Der Abbau erfolgt iiber eine schnelle Internalisierung der ET-Rezeptorkomplexe sowie

tiber eine Metabolisierung in Lunge und Niere [37].
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1.2.4  Endothelinrezeptoren

Fiir die Peptide der Endothelin-Familie sind bisher drei Rezeptoren bekannt:

Der ETa-Rezeptor (ETaR), der ETg-Rezeptor (ETgR) und der ETc-Rezeptor (ETcR)
[17]. Der Endothelin-Rezeptor ETaR vermittelt Vasokonstriktion, wahrend der
Rezeptor ETgR gefdss- und dosisabhingig Vasodilatation, Vasokonstriktion bzw.
Entwicklungsvorgidnge induziert. Der ETc-Rezeptor wurde bisher nicht in Sdugern,
sondern lediglich in der Froschart Xenopus laevis nachgewiesen. Er hat eine besonders
hohe Affinitdt zu ET-3 [77]. Die humanen Polypeptide sind einkettig und besitzen beide
ein Molekulargewicht von ca. 50 kDa [5,151]. Die Affinitdt der ET-Isoformen zu den
Rezeptoren ist unterschiedlich. Wiahrend ET-1 und ET-2 eine héhere Affinitdt zu ETAR
besitzen als ET-3, ist die Affinitdt fiir alle drei Isoformen zu ETgR &dhnlich. Die
Endothelinrezeptoren sind G-Protein-gekoppelt (Gi/Gq) [139]. Sie gehoren zur Gruppe
der siebenfach-gefalteten Transmembran-Rezeptorproteine.

Die Rezeptoren besitzen einen Aminosdurerest (Asn59) fiir eine N-Glykosylierung, in
der C-terminalen zytoplastischen Doméne sechs Cysteinreste, von denen -einer
palmitoyliert sein kann, unterschiedliche Serinreste, die mogliche Substrate fiir eine
Serin/Threonin-Proteinkinase darstellen und eine Sequenz fiir G-Protein gekoppelte
Rezeptoren. Die Signaltransduktion erfolgt vorrangig mittels Gqg/l11 durch
PLC/IP3/DAG, wodurch eine intrazelluldre Ca++-Erhohung stattfindet [140,165].

Die Endothelin-Rezeptoren sind vor allem im kontraktilem Apparat des vaskuldren
Systems, der Lunge, der Niere, der Plazenta und dem Nervensystem verbreitet. Gewebs-
und geféalspezifisch wurden starke Unterschiede in der Expression und Lokalisation der

Endothelin-Rezeptoren ET-A und ET-B nachgewiesen [86].
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1.2.5  Vorkommen und Wirkungen des Endothelins

ET-1, und ET-3 sind in Konzentrationen im picomolaren Bereich im Plasma vorhanden
[16]. Diese Konzentration weist darauf hin, dass es sich bei Endothelin eher um einen
para- bzw. autokrinen Mediator, als um ein endokrines Hormon handelt. Wagner et al.
zeigten, dass ET-1 von Endothelzellen stirker abluminal an die umgebenden
Muskelzellen, als in das Gefdasslumen sezerniert werden [175]. Mithilfe
immunzytochemischer, immunchemischer und in-situ-Hybridisierungs-Techniken
wurde die urspriingliche Annahme, ET wire nur im Endothel vorhanden, widerlegt.

Die genannten Techniken wiesen ET und die entsprechende mRNA in einer Vielzahl

von Geweben nach:

e ET-1 ist u.a. in BlutgefdB3sen, Herz, Lunge, Pankreas, Milz, Niere, ZNS und
Harnblase, aber auch in Tumorzelllinien und Tumoren in vivo vorhanden.

e ET-2 kommt u.a. in Niere und Darm vor, aber nicht im menschlichen Plasma
[163].

e ET-3 wird vor allem im Darm und ZNS exprimiert, aber nicht im Endothel oder

in Herzmuskelzellen [66,103,110,157].

Neben der Vasokonstriktion hat Endothelin-1 noch weitere biologische Effekte, z.B.
dosisabhéngige Vasodilatation, Stimulation der Proliferation auf Muskelzellen und
Fibroblasten, sowie positiv inotrope und chronotrope Effekte auf das Myokard.
AuBerdem ist Endothelin-1 an der Entstehung von Herz-Kreislauferkrankungen, z.B.
Atherosklerose und Bluthochdruck beteiligt und spielt als Apoptose-Survival-Faktor in
Endothelzellen eine wichtige Rolle, worauf im Kapitel 1.2.4.2 noch nédher eingegangen
wird [156].

In den folgenden Kapiteln werden hauptséchlich die Wirkungen des ET-1 beschrieben,
weil dieses das bisher am intensivsten erforschte Peptid aus der Endothelin-Familie ist,
und nach den bisherigen wissenschaftlichen Veroffentlichungen zufolge den grossten

Stellenwert in der Tumorbiologie innehat.
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1.2.5.1 Endothelin als Wachstumsfaktor

Zusitzlich zu seiner Wirkung als starker Vasokonstriktor, haben die Endotheline auch
einen wichtigen Stellenwert als Faktoren zur Stimulation und Regulierung von
Wachstum, Differenzierung und Entwicklung [15,138].

ET-1 stimuliert die DNA-Synthese und die Zellproliferation von verschiedenen Zellen,
wie z.B. von glatten Muskelzellen, Osteoblasten, Mesangiumzellen, Fibroblasten und
Melanozyten.

In  ET-1-knockout-Méusen zeigten sich kraniofaziale und Kkardiovaskulédre
Missbildungen, die bei homozygoten Tieren nicht mit dem Leben vereinbar sind [97-
99]. Auch eine Mitverursachung von kongenitalen Krankheitsbildern wie dem Pierre-
Robin- oder Treacher-Collins-Syndrom wird postuliert [126].

Weiterhin wurde ein prolifererativer Effekt von ET-1 auf eine Vielzahl verschiedenster

Zelltypen in vitro nachgewiesen:

e Glatte Gefassmuskelzellen: aus Ratten- und Kaninchenaorta, Schweine- und
Rinderpulmonalaterie [16], Bronchien [131,180]

e Fibroblasten: Swiss 3t3- und Rat-1-Fibroblasten, Rattennierenfibroblasten,
humane dermale- und Bruststromafibroblasten [16].

e Sonstige Zellen: Rattenmesangiumzellen, Rattenosteoblasten, astrozytische
Rattenglia, Rindergehirn-Kapillarendothelzellen, humane Melanozyten, humane

Keratinozyten [13]

Nicht nur bei ET-1, sondern auch fiir die anderen ET-Isoformen wurden Proliferationen
beobachtet, wobei ET-2 &hnlich stark, ET-3 und das Prdendothelin weniger stark

proliferativ wirken.
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Die Endothelin-Achse scheint auch eine Bedeutung fiir benigne und maligne
Neoplasien zu haben. U.a. folgende neoplastische bzw. Karzinomzellen lassen sich

durch ET-1 in ihrer Proliferation stimulieren:

o C4-Gliomzellen und zerebelldre Astroglia [108,130]
e Bronchialkarzinom [2,49]

e Prostatazellkarzinom [121,123]

e Primére und metastatische Melanomzellen [35,80]

e Ovarialzellkarzinom [112,170]

e Kolonkarzinom [38,39]

e Zervixkarzinom [7,173]

e Mammakarzinom [186]

Bagnato et al. konnten die spontane Tumorprogression in Ovarialzellkarzinomen
mithilfe eines selektiven ETaR-Antagonisten, auf die im Kapitel 1.2.6 gesondert
eingegangen wird, aber nicht mit einem ETgR-Antagonisten, hemmen. Somit konnte
der ET-1-ETaR-pathway als verantwortlicher Signalweg fiir die Tumorzellproliferation
herausgefiltert werden [12].

Man geht davon aus, dass die mitogene Aktivitdt von ET-1 noch durch synergistische
Abhédngigkeiten mit anderen Wachstumsfaktoren, wie mit z.B. EGF, bFGF, IGF,
PDGF, TGF und IL-6, verstarkt wird [15].
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1.2.5.2 Endothelin und Apoptose

Wird die Apoptose von bestimmten Zellinien gehemmt, kann dies zu verschiedenen
Krankheitsbildern, wie z.B. zu Atherosklerose, benigner Prostatahyperplasie aber auch
zu Tumorwachstum fiihren.

ET-1 kann nicht nur Zellwachstum induzieren, wie im vorherigen Kapitel ,,Endothelin
als Wachstumsfaktor® beschrieben, sondern auch die Apoptose bestimmter Zellreihen
hemmen. Im Vordergrund steht dabei die Beobachtung einer ETs-Rezeptor-vermittelten
Abschwichung von Apoptose in Gefdssmuskelzellen und Fibroblasten und damit ET-1
als ,,apoptosis survival factor [45,156,169,182,183] .

Eberl et al. haben ET-1 und seine Wirkungsweise beim Kolonkarzinom untersucht und
herausgefunden, dass ET-1 durch seine Wirkung am ETa-Rezeptor, die durch Paclitaxel
oder FAS-Liganden verursachte Apoptose hemmt [38,39]. Ebenso hemmt ET-1 die

Paclitaxel-vermittelte Apoptose in Ovarialkarzinomzellen [170].

1.2.5.3 ET-1 und Osteogenese

Verschiedene Nachforschungen haben ergeben, dass ET-1 Knochenumbauvorginge
auslost. Osteoblasten exprimieren eine hohe Anzahl von ET-1-Rezeptoren. Die
Osteoblasten werden durch ET-1 einerseits zu einer hheren Produktion von kollagenen
und nicht-kollagenen Proteinen stimuliert, wie z.B. den Osteoblasten-messengern
Osteopontin  und Osteocalcin [158], andererseits induziert ET-1 direkt das
Osteoblastenwachstum. Weiterhin senkt ET-1 die Aktivitit und Motilitit von
Osteoklasten [3]. Nach Zugabe von exogenem ET-1 haben Nelson et al. eine Erhdhung
der alkalischen Phosphatase, einem Markerprotein fiir Knochenaufbau, festgestellt
[122]. Zusammenfassend kann postuliert werden, dass ET-1 einen Knochenaufbau

induzieren kann.
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1.2.5.4 Endothelin und Angiogenese

In einigen Studien wurde festgestellt, dass die Endothelinachse einen Einfluss auf die
Angiogenese hat. Das Wachstum von Endothelzellen scheint durch den ETg-Rezeptor
vemittelt zu werden, wohingegen die Mitogenese der Gefdassmuskelzellen und Perizyten
vorzugsweise durch Stimulation an ETAR gesteigert wird [19,153]. ET-1 spielt eine
mehrfache Rolle in der Neovaskularisation, u.a. bei der Endothelzellproliferation, bei
der Migration, Invasion von Zellen und bei der Protease-Produktion [153]. Die
vermehrte Expression von ET-1 und seinem Rezeptor ist positiv mit der Dichte der
Mikrogefisse, und der Expression von vascular endothelial growth factor (VEGF) in
ovariellen Karzinomen korreliert [152]. Es wird vermutet, dass ET-1 und VEGF jeweils
ergdnzende und koordinierende Rollen, im Hinblick auf die Neovaskularisierung
einnehmen. So wurde in Versuchen mit Ovarialtumorzellinien unter zeit- und
dosisabhédngigem Einfluss von ET-1 eine vermehrte mRNA-Translation von VEGF
gemessen. Vor allem unter Hypoxie-Bedingungen kam es hierbei zu einer erhdhten
VEGF-Expression. Die Neovaskularisation wird dabei durch den ETa-Rezeptor
vermittelt, wie Studien mit einem ETAR-Antagonisten, der diese gesteigerte Produktion

von VEGF aufhob, zeigen konnten [152].
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1.2.5.5 Die Signaltransduktion der Endothelin-Achse

Binden die Endotheline an die heptahelikalen Rezeptoren, kommt es G-Protein-
vermittelt zu einer Aktivierung der Phospholipase C (PLC). Diese spaltet
Phosphatidylinositol in Inositoltriphosphat (InsPs) und Diacylglcerol (DG) [148]. Das
zytosolische [Inositoltriphosphat fihrt zu einem schnellen Kalziumanstieg durch
Offnung von intrazelluliren Speichern [79]. Battistini et al. zeigten, dass Kalzium eine
zentrale Rolle in der Regulierung der ET-1 abhédngigen mitogenen Effekte hat [15].
Durch das membrangebundene Diacylglycerol wird die Proteinkinase C (PKC) aktiviert
[56], die den kontraktilen Apparat fiir Kalzium sensibilisiert und zu einem Anstieg des
intrazelluldren pH-Wertes fiihrt [159]. Andererseits fordert sie die verstirkte
Transkription wachstumsfordender Gene (c-FOS, ¢-MYC, ¢-JUN) [8]. Die mitogene
Wirkung von ET-1 wird ausserdem der Phosphorylierung von Tyrosinresten durch eine
Proteintyrosinkinase (PTK), sowie der Aktivierung einer mitogenaktivierten

Proteinkinase (MAPK) zugeschrieben [12,170].
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Abbildung 1.3: Die Endothelin-induzierte Signaltransduktion aus: Nelson et al.: ,,The endothelin

axis: emerging role in cancer* 2004 [118]
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1.2.6 Endothelinrezeptorantagonisten

Die Synthese und Freisetzung sowie diverse Wirkungen der Endotheline kénnen durch
Substanzen, wie NO, ANP, Prostacyclin, Kaziumkanalblocker und auch Substanz P
gehemmt werden. Diese Effekte beruhen auf unterschiedlichen, teils unbekannten
Ubertragungswegen, die entweder schon die Bildung und Freisetzung, oder erst auf
einer spateren Stufe in die Signaltransduktionskaskade des Endothelin eingreifen.

Die ersten ET-Rezeptorantagonisten waren Peptide. 1991 wurde /RL 1038 als erster
ETg-selektiver Antagonist entwickelt [168]. Versuche einen ETa-Rezeptorantagonisten
zu finden, fithrten zur Isolierung von BQ 23 aus dem Fermentationsprodukt des
Streptomyces misakiensisy [68]. Da peptidische Antagonisten ausschliesslich parenteral
verabreicht werden konnen, wurde eine neue Familie von nicht-peptidischen
Antagonisten entwickelt, zu denen auch der kombinierte ET/s-Rezeptorantagonist Ro
47-0203 oder Bosentan gehort [31]. Von diesem stammen die ersten klinischen

Erfahrungen bei Herzinsuffizienz [83].

In verschiedenen Tumoren, wie z.B. dem Prostatakarzinom, wurde entdeckt, dass es
eine vermehrte Expression von ET-1 und dem ETa-Rezeptor gibt.

In der gesunden Prostata wird ET-1 von Epithelzellen gebildet und erscheint in hoher
Konzentration in der Samenfliissigkeit. Im Rahmen des Prostatakarzinoms ist der
Abbau von ET-1 reduziert, weil wichtige Clearance-Mechanismen (ETg-Rezeptor und
Endopeptidasen) vermindert sind. Mit fortschreitender Erkrankung kommt es zu einer
vermehrten Expression des ETs-Rezeptors, sodass insgesamt eine erhohte Aktivitdt von
ET-1 am Zielorgan resultiert [50].

Der ET-1/ETsR-Pathway kann iiber unterschiedliche Angriffspunkte das Wachstum der
Tumorzellen aktivieren. Auf Prostatakarzinomzellen wirkt ET-1 (in vitro) als Mitogen
und entfaltet in Kombination mit anderen Wachstumsfaktoren synergistische Effekte.
Zudem fiihrt ET-1 zu einer Aktivierung von Osteoblasten und begiinstigt somit
wahrscheinlich die Entstehung von Knochenmetastasen (siehe auch Kap.1.2.5.3 ,ET
und Osteogenese®). Angesichts der Bedeutung von ET-1 in der Pathophysiologie des
Prostatakarzinoms konnten selektive ETa-Rezeptorblocker von therapeutischem Wert

sein. Im Rahmen einer randomisierten Phase-II-Studie wurde die Wirksamkeit von
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Atrasentan, einem selektiven ETa-Rezeptorantagonisten untersucht. Wie die Ergebnisse
dieser Studie nahe legen, verzogert eine Therapie mit Atrasentan bei Patienten mit
hormonrefraktdrem Prostatakarzinom die Zeit bis zur klinischen Progression und die
Zeit bis zu einem erneuten Anstieg des prostataspezifischen Antigens (PSA). Und das
bei einem giinstigen Nebenwirkungsprofil, das dem eines blutdrucksenkenden Mittels
entspricht [29,30,117,119,120,124,167].

Im Tierexperiment konnte die Metastasenhéufigkeit auch bei
Mammazellkarzinomzellinien, nach Gabe eines selektiven ETs-Rezeptorantangonisten

verringert werden [26,115,125,191].
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1.3 Fragestellung der vorliegenden Studie

Mithilfe immunhistochemischer Untersuchungen an Blasenkarzinompriparaten sollten

die folgenden Fragestellungen untersucht werden:

e besteht ein quantitativer Unterschied hinsichtlich der Expression des Endothelin-
1 und seiner Rezeptoren, ETAR und ETgR, in tumordsem Harnblasengewebe im
Vergleich mit nicht entartetem Harnblasengewebe?

e Besteht weiterhin ein Unterschied beziiglich der Expression der ET-Achse in
den verschiedenen Tumorarten der Harnblase: Urothelkarzinom vs.
Plattenepithelkarzinom vs. Adenokarzinom?

e kann ein tumorbiologischer Zusammenhang zwischen der Expression von
Endothelin-1 und seinen Rezeptoren im Tumorgewebe verifiziert werden?

e Besteht eine Korrelation zwischen der Expression der ET-Achse und
pathologischen Parametern?

e hat die ET-Achse Einfluss auf die Progression des Harnblasenkarzinoms?

e Besteht beim Harnblasenkarzinom ein Zusammenhang zwischen der Expression
der ET-Achse und Angiogenese?

e Hat die ET-Achse einen Einfluss auf das Uberleben der Patienten?

e Kann die Expression der ET-Achse als prognostischer Parameter fiir das

invasive Harnblasenkarzinom herangezogen werden?
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2 MATERIALIEN UND METHODIK

2.1 Untersuchungsgut und Arbeitsablauf

Von allen Patienten, die sich zwischen 1989 und 1995 einer radikalen Zystektomie oder
einer transurethralen Blasenresektion an der urologischen Klinik der WWU Miinster
unterzogen hatten, wurden die entsprechenden Akten mit den Operationsdaten und den
histologischen Daten durchgesehen. Von diesem Kollektiv ausgehend wurden
ausschliesslich zystektomierte Patienten ohne neoadjuvante Chemotherapie ausgewihit.
Es wurden schliesslich 157 Patienten (110 Ménner, 47 Frauen; Durchschnittsalter 63.2
Jahre [33-81]) selektiert. Die Dokumentation dieser Patienten umfasste die Erfassung
der Patientendaten, insbesondere der Journal-Nummern des Gerhard-Domagk-Institutes
fiir Pathologie, unter denen die jeweiligen Préparate archiviert sind, TNM-Stadium und
histologisches Grading. Die klinischen Verlaufsdaten, inklusive Informationen zum
Follow-up und zum Gesamt- bzw. krankheitsfreien Uberleben wurden ebenfalls

erhoben.

Im néchsten Schritt wurden pro Patient alle archivierten histologischen Schnitte des
Operationspraparates erneut mikroskopisch evaluiert, und jeweils ein reprisentativer
histologischer Schnitt mit ausreichend Tumorgewebe ausgewahlt.

Darauthin wurden die zugehorigen Paraffinblocke aus dem pathologischen Archiv
herausgesucht.

Mit einem Myotom wurden die Tumorblocke geschnitten (3um), das Gewebe auf
Objekttriager aufgetragen, entparaffiniert, immunhistochemisch gefdrbt und mit dem
Mikroskop semiquantitativ ausgewertet.

Die immunhistochemischen Befunde wurden mit den erhobenen pathohistolologischen

und klinischen Parametern korreliert und statistisch ausgewertet.
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2.2 Immunhistochemische Farbung — Grundlagen

2.2.1 Die Immunreaktion

Die Immunhistochemie macht sich Immunreaktionen, Reaktionen zwischen Antigenen
und Antikorpern, zunutze. Antigene besitzen zwei fiir die Immunhistochemie wichtige
Eigenschaften: Sie konnen die Bildung von Antikdrpern induzieren, weil sie einen
Fremdstoff fiir den Wirtsorganismus darstellen, gleichzeitig haben sie auch eine

spezifische Reaktivitdt, d.h. sie kdnnen mit genau diesen Antikdrpern reagieren.

2.2.2  Antikdrper

Antikorper gehdren zu einer Gruppe von Proteinen, die man Immunglobuline (Ig)
nennt. Nach abnehmender Quantitit im Serum oder Plasma aufgelistet, umfassen die
Immunglobuline 5 Hauptklassen: Immunglobulin G (IgG), IgA, IgM, IgD sowie IgE.

Die in der Immunhistochemie verwandten Antikdrper sind vorwiegend der IgG-

Fraktion zuzuordnen.
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2.2.2.1 Monoklonale Antikdrper

Monoklonale Antikdrper werden von Plasmazellklonen gebildet. Antikdrper eines
bestimmten Klons sind immunchemisch identisch und reagieren nur mit einem
spezifischen Epitop des Antigens, gegen das sie gerichtet sind. Bei monoklonalen
Antikorpern handelt es sich meistens um IgG-Antikorper. Bei der Herstellung
monoklonaler Antikorper erfolgt zunichst die Immunisierung eines Tieres, d.h. dem
Tier wird das Antigen, gegen das es die Antikérper bilden soll, injiziert. Ist der
Antikorpertiter des Tieres hoch genug, efolgt eine Splenektomie oder eine Entfernung
der Lymphknoten, da hier die Plasmazellproduktion am hochsten ist. Um die Antikorper
langer zu erhalten, werden die Lymphozyten mit Myelomzellen in vitro fusioniert. Die
Fusionsprodukte nennt man dann Hybridomzellen oder auch Hybride. Eine klonale
Vermehrung der Zellen erfolgt im Kulturmedium oder in der Peritonealhdhle

syngenetischer Méause.

2.2.2.2 Polyklonale Antikorper

Polyklonale Antikorper werden von verschiedenen B-Lymphozyten gebildet und sind
als Konsequenz davon immunchemisch unterschiedlich, sie reagieren daher auch mit
verschiedenen Epitopen des Antigens, gegen das sie gebildet wurden. Am héufigsten
werden Kaninchen zur Produktion polyklonaler Antikérper benutzt. Zur Herstellung
erfolgt zundchst die Immunisierung. Meist erfolgt die Injektion subkutan, bei Schafen,
z.B. auch intradermal oder intramuskuldr. Dieser Vorgang wird in bestimmten
Abstdnden wiederholt (,,boostern®), um somit einen hoheren AntikGrpertiter zu
erlangen. Ist der Antikorpertiter hoch genug, entnimmt man dann den immunisierten
Tieren Blut. Man ldsst das Blut anschliessend gerinnen, so dass sich das Immunserum
von den festen Bestandteilen absetzt. Alle anderen {iiberfliissigen Proteine werden
mittels Chromatographie getrennt. Die endgiiltigen Antikorperseren entstehen nach
einer Affinitdtschromatographie, die antigenspezifische Antikorper insbesondere von

Antikorpern, welche eine Kreuzreaktion erzeugen konnten, trennt.
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2.2.3 Immunhistologische Farbemethoden

2.2.3.1 Direkte Methode

Der spezifische Antikorper ist direkt mit einem Flourochrom oder einem Markerenzym,
z.B alkalische Phosphatase oder Peroxidase, konjugiert (siche Abb. 2.1). Dieser reagiert
dann mit dem Gewebsantigen und kann mit der folgenden Chromogensubstitution
sichtbar gemacht werden. Der Vorteil dieser Methode ist, dass sie schnell durchfiihrbar
ist. Der Nachteil besteht darin, dass nur ein markierter Antikorper beteiligt ist, und es
damit zu keiner Signalverstirkung kommen kann, ausserdem muss fiir jedes

nachzuweisende Antigen ein spezifisches Konjugat zur Verfiigung stehen.

Primarantik crper

VA

Ayiilicienm

Abbildung 2.1: Direkte Methode bei immunhistochemischen Farbungen (modifiziert nach:

DakoCytomation, Detektionssysteme 2004)
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2.2.3.2 Indirekte Methode

Bei dieser Methode bindet ebenfalls ein spezifischer, aber unkonjugierter
Primérantikdrper an das Antigen der Probe. Im nédchsten Schritt gibt man einen
sogenannten Sekundirantikorper zu dem bereits gebundenen Primérantikdrper. Der
Sekundérantikorper ist spezifisch gegen die Tierspezies des Primdrantikorpers gerichtet

und ist mit einem Markerenzym oder Flourochrom konjugiert (siche Abb. 2.2)

Selkvnddraniikorpes,

-

Aunitiigpem

Abbildung 2.2: Indirekte Methode bei immunhistochemischen Farbungen

(modifiziert nach: DakoCytomation, Detektionssysteme 2004)
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2.2.3.3 ABC-Methode

Die ABC-Methode (Avidin-Biotin-Komplex) macht sich die Affinitdt von Avidin zu
Biotin zunutze. In unserem Versuch sind wir auf das neuere Produkt Streptavidin,
ausgewichen, weil es bei diesem zu weniger unspezifischen Reaktionen, als beim
Avidin, kommt. Streptavidin wird aus dem Bakterium Streptomyces avidinii isoliert.

Bei der ABC-Methode verwendet man Briickenantikdrper, die mit Biotin konjugert
(biotinyliert) werden. Biotin ist ein wasserlosliches Vitamin, welches sich gut mit
Antikorpern koppeln ldsst. Es wird mit Multi-Link-Antikérpern gearbeitet. D.h. es liegt
eine Losung mit Briickenantikorper, aus verschieden Spezies (z.B. Maus, Kaninchen,
USW.) VOr.

An den biotinylierten Briickenantikorper bindet der ABC- Komplex. Der Komplex wird
so produziert, dass an drei von vier mdglichen Bindungsstellen des Avidins ein Molekiil
Biotin gebunden wird. An den Komplex ist ein Enzym gebunden (sicheAbb. 2.3).

Man kann wihlen zwischen alkalischer Phosphatase oder, wie in unserem Versuch,
Peroxidase.

Der immunologische Nachweis dieser Methode ist sehr sensitiv. Man muss aber darauf
achten, endogenes Biotin, welches im Gewebe vorhanden ist, zu blockieren, da es sonst

zu unspezifischen Bindungen und Hintergrundreaktionen kommt.
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Abbildung 2.3: Streptavidin-Biotin-Komplex Methode bei immunhistochemischen Farbungen
(modifiziert nach: DakoCytomation, Detektionssysteme 2004)
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2.2.3.4 LSAB-Methode

Bei der Labeld-Streptavidin-Biotin Methode ist ein Enzym (hier: Peroxidase) mit
Streptavidin gebunden (labeled). Das bedeutet, dass alle vier Bindungsstellen des
Streptavidins flir das am Briickenantikdrper vorhandene Biotin frei sind (siehe Abb.
2.4).

Vorteil gegeniiber der ABC-Methode ist, dass die Reaktionskomplexe kleiner sind, und
es somit nicht so schnell zu sterischen Behinderungen kommt. Der Einsatz von LSAB-
Systemen ist derzeit einer der spezifischsten und durch seine einfache Handhabung
bevorzugten Methoden. Wir nutzten diese Methode bei dem immunhistochemischen

Féarbevorgang des monoklonalen ET-1-Antikdrpers (s.u.)

Streptavidin-
Enzymkonjugat

Streptavidin-

Enzym-
Konjugat
S
L A Biatingliete

Bilcken-
arkikdper

X

Aribge

Abbildung 2.4: Labeld-Streptavidin-Biotin Methode bei immunhistochemischen Farbungen
(modifiziert nach: DakoCytomation, Detektionssysteme 2004)
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2.2.3.5 Envision™-Methode

Bei dieser Methode handelt es sich um ein Biotin-freies Detektionssystem. Es besteht
aus einem Dextran-Polymer, an das Antikérper und Enzyme gebunden sind. Die
Antikorper konnen gegen Maus-, Ratte- und Kaninchen-Priméarantikorper gerichtet sein.
Peroxidase oder alkalische Phosphatase stellen die Enzyme dar. Der Vorteil ist die hohe
Spezifitit, und der nicht vorhandene stérende Einfluss von endogenem Biotin (siehe
Abb. 2.5).

Diese Methode wurde fiir die Detektion der polyklonalen Antikorper der ETAR und
ETgR-Versuchsreihe benutzt (s.u.)

) Enzym (HRP oder AP)
;,( Dextran-Polymer
N Sekundaraniikdrper (Zege Anti-Maus oder AntiHKaninghen)

@\r\sio“'" PolymerKonjugd*

Antigen

Abbildung 2.5: Labeld-StreptAvidin Farbemethode mit Envision ™-System (modifiziert nach:
DakoCytomation, Detektionssysteme 2004)
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2.3 Material, Seren, Adjuvantien, Puffer, Primarantikorper,

Brickenantikdrper

2.3.1 Gewebeschnitte, Kontrollschnitte

Selektierte, in Paraffin eingebettete Tumorbldcke, welche Tumormaterial enthielten,
wurden mit dem Mikrotom (Rotationsmikrotom HM 355 S, Firma Microm, Walldorf,
Deutschland) in 3um Dicke geschnitten und auf Poly-L-Lysin beschichtete Superfrost
Plus-Objekttrager gegeben. Die erste Stunde wurden die Schnitte bei 56°C, dann iiber
Nacht bei 37°C im Brutschrank (Firma Memmert, Schwabach, Deutschland) getrocknet.

In allen Firbeserien wurde eine positive Kontrolle mitgefarbt, von der vorher ein
positiver Ausfall der Farbreaktion sicher bekannt war. Diese positiven Kontrollen
erlauben im Falle des Nichtgelingens der Reaktion Riickschliisse auf etwaige
Fehlerquellen.

Bei der Positivkontrolle der ET-1-Férbereihe handelte es sich um humane
Blasenkarzinompréaparate. Es handelte sich bei der positiven Kontrolle fiir die ETAR-
Férbereihe, um histologische Schnitte von Prostatakarzinomgewebe, das sicher ETAR
(s.u.) exprimierte.

Fiir die ETgR-Férbereihe wurde glattes Muskelgewebe mit bekannter ETgR -Expression
gewidhlt.
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2.3.2 Xylol, Alkohol

Vor der Inkubierung mit den verschiedenen Antikérpern mussten die Gewebeschnitte
entparaffiniert und anschliessend rehydriert werden. Die Entparraffinierung wurde so
gewihlt, dass die Préparate 10 min in einem 99%igen Xylolbad (Entparaffinierung)
verblieben, um das Paraffin vollstindig aus dem Gewebe herauszulésen. Darauthin
wurden die Schnitte fiir jeweils mehrere Sekunden in 5 verschiedenen Alkoholbddern
rehydriert. Diese lagen in einer absteigenden Konzentration von 99—-70 Vol% vor. Zum

Schluss wurden sie in einem Wasserbad belassen.

2.3.3 Citrat-Puffer

Der Citratpuffer wurde aus zwei Stammldsungen zusammengestellt.

Stammlosung A: 0,1 M Citronenséure
10,5 g CsHgO7xH2O (Zitronensduremonohydrat) auf 500 ml Aqua
dest. auffiillen

Stammldsung B: 0,1 M Natriumcitrat
29,41 g C¢HsNa;07x2H,0 (Natriumcitrat-Dihydrat) auf 1000 ml
Aqua dest. aufiillen

Gebrauchslosung: 18 ml Losung A + 82 ml Losung B mischen
Diese Losung mit Aqua dest. auf 1 1 auffiillen = 10 mM
Citratpuffer
Mit 1 M Natronlauge auffiillen, bis der pH von 6,0 erreicht ist.
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2.3.4 Hitzeinduzierte Demaskierung

Neben verschiedenen enzymatischen Vorbehandlungen der Schnittpréparate, die zum
Nachweis bestimmter Antigene notwendig sind, ist es zur Darstellung anderer Antigene
unumgénglich, eine hitzeinduzierte Antigendemaskierung vorzunehmen. Durch diese
Art der Antigendemaskierung knnen Antikorper auch solche Epitope erkennen, welche
zuvor, z.B. durch Aldehydvernetzungen, maskiert waren.

Die durch Formalinfixierung verursachte Proteinvernetzung wird durch Erhitzen der
Schnitte in einer kalziumprézipitierenden Losung (Citrat-Puffer pH 6,0) wieder

aufgehoben. So kann der Antikorper sein spezifisches Epitop wieder erkennen.

2.3.4.1 Steamer

Als Alternative zur Behandlung mit Mikrowelle, Schnellkochtopf oder Autoklav kann
auch ein Wasserbad zur Antigendemaskierung eingesetzt werden.

Wie bei allen hitzebedingten Demarkierungen sollten die Objekttrager mit Adhésiven
(z.B Poly-L-Lysin) beschichtet sein, um ein Abldsen der Schnitte, zu vermeiden.

Man erhitzt den Steamer (Multi-Gourmet-Steamer, BRAUN, Typ 3216) und gibt nach 5
min Aufwirmzeit eine Kiivette, gefiiiilt mit Citrat-Puffer (pH 6.0) und Objekttragern,
mit einem Deckel verschlossen, hinzu.

Der Deckel ist insofern wichtig, weil es sonst zu einer Verdampfung des Puffers
kommen kann, und vermieden werden muss, dass das am Deckel des Steamers
entstandene Kondenswasser in die Pufferkiivette tropft, beides wiirde zu
Pufferkonzentrations- und pH-Wert-Anderungen fiihren.

Die Schnitte der ET-1 Versuchsreihe wurden fiir 30 Minuten im Steamer belassen.
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2.3.5 DAKO-Autostainer

Ein vollautomatisches, immunhistochemisches Firbegerit der Firma DAKO (DAKO-
Autostainer; DAKO Diagnostics, Hamburg) wurde fiir alle weiteren Inkubationsschritte

benutzt.

2.3.6  Waschpuffer

Es wurde ein Tris-Puffer mit einem pH-Wert von 7,6 (+/-0,1), der Firma DAKO
(DAKO Wash Buffer 10x For Automated and Manual IHC Use, code no. S 3006)
benutzt, der Tween 20 enhélt, ein Stoff der die Oberflichenspannung herabsetzt und
molekulare, oberflichliche Verbindungen 16st. Der konzentrierte Puffer wurde mit
destilliertem Wasser im Verhéltnis 1:10 verdiinnt.

Zwischen jedem Inkubationsvorgang wurden die Schnitte mit diesem Puffer gespiilt.

2.3.7 Peroxidase-Block

Das Enzym Peroxidase fiir die Konjugation eines Komplexes wird aus der Wurzel des
Meerrettichs gewonnen.

Peroxidase bildet mit dem Substratpuffer, H,0, als Katalysator und dem Chromogen ein
farbiges Endprodukt. Da Peroxidase auch endogen im Gewebe vorkommen kann, wurde
bei unseren Préparaten als Peroxidaseblock, Wasserstoffperoxid (H»0,) (DAKO
ChemMate™  Peroxidase-Blocking-Solution, code no. $2023) zur Eliminierung

eventuell vorhandener Peroxidase fiir 10 min hinzugegeben.
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2.3.8  Antikorper-Verdinnung

Fiir die Verdiinnung der Primérantikdrper wurde Antikdrper-Verdiinnungs-Losung der

Firma DAKO (DAKO ChemMate™ Antibody Diluent, code-no. S 2022) benutzt.

2.3.9  Primé&rantikorper ET-1

Der monoklonale Maus-Antikdrper Anti-Endothelin-1 ( Anti-Endothelin-1 MAb, Clone
TR.ET.48.5, Affinity Bioregents, Golden, GO, USA), auch bezeichnet als ET-1, ist
immunhistologisch gegen ein Epitop des Endothelins gerichtet, dass in 3 Isoformen
(ET-1, ET-2, ET-3) vorkommt, und in den endothelialen Epithelzellen produziert wird.
Dieser monoklonale Antikorper bindet spezifisch an ein Epitop von ET-1, das durch die
Aminosduren 8-16 codiert wird, und zeigt sehr geringe Kreuzreaktivitdt zu anderen
Epitopen.

Er eignet sich besonders zur Anwendung an fixiertem, in Paraffin eingebettetem
Gewebe.

Dieser Antikorper wurde in einer Konzentration von 1:500 fiir 25 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert.

2.3.10 Sekundarantikorper fur ET-1

2.3.10.1 Goat Anti-Mouse (link HRP)

Es wurde das biotylinierte Goat Anti-Mouse Immunglobulin G (IgG) der Firma DAKO
(DAKO ChemMate™ Detection Kit, Rabbit/Mouse, code no. K 5001) als
Sekundérantikorper fir ET-1 benutzt. Fiir die Gewinnung dieses Immunglobulins
wurden als Antigene Maus-Myelom Ig-Proteine aus verschiedenen Zellreihen isoliert.
Der Antikorper gegen dieses Maus-IgG wurde aus Ziegen-Antiserum gewonnen und
wird im LSAB-Verfahren als sogenannter Sekundirantikorper benutzt. Der

Sekundérantikorper ist gekoppelt mit einem Biotin-Molekiil. Somit kann jeder
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Sekundérantikorper direkt mit mehreren Streptavidin-Molekiilen, konjugiert mit
Peroxidase, Verbindungen eingehen, dies erhoht die Sensitivitit des
Nachweisverfahrens.

Dieser Antikorper wurde fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur hinzugegeben.

2.3.11 Streptavidin Peroxidase (HRP)

Streptavidin konjugiert mit Meerrettichperoxidase (HRP) wurde von der Firma DAKO
(DAKO ChemMate™ Detection Kit, Streptavidin Peroxidase (HRP), code no. K 5001)
bezogen. Streptavidin wird aus Streptomyces avidinii isoliert und in einer Zwei-Stufen
Glutaraldehyd-Methode  mit  hochgereinigter =~ Meerrettichperoxidase ~ (HRP=
Horseradisch Peroxidase) verbunden. Die ET-1-Schnitte wurden 20 Minuten mit diesem

Enzymkomplex behandelt.

2.3.12 Priméarantikérper ETAR und ETgR

Die zwei polyklonalen Antikérper gegen den ETa-Rezeptor und den ETg-Rezeptor
(ETa-Rezeptor Antiserum, Produkt Nr. 210-507-C250; ETg-Rezeptor Antiserum,
Produkt Nr. 210-506-C250, Affinity Bioreagents, Golden, CO, USA), auch bezeichnet
als ETAR und ETgR, wurden aus Schafserum gewonnen. Als Antigen bei ETAR wurde
das endstidndige C-Peptid des Endothelin-A-Rezeptors bei der Ratte verwendet. Die 13-
Aminosdure des endstdndigen C-Atoms des Endothelin-B-Rezeptors der Ratte, wurde
als Immunisierungs-Antigen fiir ETgR benutzt.

Diese Antikorper wurden in einer Verdiinnung von 1:200 verwandt und fiir 30 Minuten

bei Raumtemperatur inkubiert.
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2.3.13 Briickenantikérper fir ETAR und ETgR

2.3.13.1 Rabbit-Anti-Goat

Als Sekundarantikorper fiir ETAR und ETgR wurde das biotylinierte Rabbit-Anti-Goat
Immunglobulin G (code No. E 0466) der Firma DAKO benutzt. Dieser Antikorper
wurde aus Ziegenserum isoliert. Aufgrund der starken Kreuzreaktivitit zwischen Schaf-
und Ziegenimmunglobulinen von iiber 80%, konnten wir diesen Antikorper als

Sekundérantikdrper nutzen. Die Inkubationzeit betrug 25 Minuten bei Raumtemperatur.

2.3.13.2 Envision HRP

Die gewdéhlte EnVisionTM—Detektions—Lésung der Firma DAKO (code no. K 5007)
enthélt ein Dextranpolymer, gekoppelt mit HRP und Ziegenantikdrper, gegen Maus-
und Kaninchenantigene gerichtet (sicheAbb 2.5).

Die Schnitte der ETAR und ETgR-Reihe wurden fiir 25 Minuten bei Raumtemperatur

mit der EnVsion™-Detektions-Losung inkubiert.
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2.3.14 Chromogen-Substrat-System

Chromogene konnen mit Hilfe des Substratpuffers und dem Katalysator H,O, einen
Farbkomplex mit Peroxidase bilden, und somit den immunhistochemischen Komplex

sichtbar machen.

2.3.14.1 HRP Substrat Puffer

Dieser Puffer (DAKO ChemMate™ Detection Kit, HRP Substrate Buffer, code no. K
5001) enthidlt H,O, , als Katalysator fiir die Reaktion zwischen DAB und Peroxidase,

und wurde gleichzeitig zur Verdiinnung von DAB angewendet.

2.3.14.2 DAB

3,3’-Diaminobenizidin-Tetrahydrochlorid (DAB) von der Firma DAKO (DAKO
ChemMate™ Detection Kit, DAB+, code no. K 5001), wurde als Chromogen-Substrat
benutzt. DAB ergibt ein braunes Farbprodukt (siche Abb 2.6).

Es hat den Vorteil, dass es in organischen Losungsmitteln unloslich ist.

Vor Benutzung verdiinnten wir das DAB Chromogen mit dem HRP-Substrat Puffer im

Verhéltnis 1:500 und inkubierten alle Schnitte zweimal fiir jeweils 5 Minuten.
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Abbildung 2.6: katalysierte Detektionsmethode mit Chromogen

2.3.15 Hamatoxylin

Zuletzt wurden die Schnitte zur histologischen Beurteilung mit Himatoxylin (DAKO
ChemMate™ Hematoxylin, code no. S 2020) gefirbt. Dabei werden die basophilen
Gewebsstrukturen (z.B. Chromatin der Zellkerne) durch das Hématoxylin blau
dargestellt. Dieser Schritt ist notwendig, weil dadurch der gesamte Schnitt erst

mikroskopisch erkennbar wird.

2.3.16 Kaiser’s Glycerin-Gelantine

Nach Beendigung der verschiedenen Farbeschritte wurden die Gewebeschnitte mithilfe
von ,,Kaiser’s Glycerin-Gelantine* eingedeckt, d.h. sie wurden hiermit beschichtet und
danach mit einem Deckglas versehen, das durch die Wirkung der Gelantine fest auf dem

Schnitt verbleibt. Das Ausbleichen der Farben wird hiermit fiir lingere Zeit verhindert.
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2.4 Immunhistochemische Farbung — Arbeitsablauf in der Ubersicht

e Schneiden und Aufziehen der Gewebeschnitte auf Lysin-beschichtete Superfrost

Plus-Objekttrager

o Entparaffinieren und Rehydrieren der Préparate in Xylol bzw. Alkohol

Nur ET1-Versuchsreihe:

e Vorbehandlung mit Steamer fiir 30 min

e Peroxidase-Block H,O, fiir 10 min

e Spiilen mit Tris Puffer

o Inkubation mit ET1-Antikorper (Verdiinnung 1:500) fiir 25 min

e Spiilen mit Tris Puffer

¢ Inkubation mit biotyliniertem Sekunddrantikdrper Link HRP Goat-Anti-Mouse
fiir 20 min

e Spiilen mit Tris Puffer

e Hinzufiigen von Streptavidin konjugiert mit Peroxidase (HRP) fiir 20 min

e Spiilen mit Tris Puffer

Nur ETAR - und ETgR -Versuchsreihe:

e Inkubation mit ETAR - bzw. ETgR -Antikérpern (Verdiinnung 1:200) fiir 30 min
e Spiilen mit Tris Puffer

e Inkubation mit Sekundarantikorper Rabbit-Anti-Sheep fiir 25 min

e Spiilen mit Tris Puffer

e Peroxidase-Block H,O, fiir 10 min bei ETAR, fiir 5 min bei ETgR

e Spiilen mit Tris Puffer

e Envision HRP fiir 25 min

e Spiilen mit Tris Puffer
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Beide Férbereihen:

¢ Hinzufiigen von Chromogen-Substrat-Losung mit Substrat Puffer fiir 5 min

e Spiilen mit Tris Puffer

¢ Erneutes Hinzufiigen von Chromogen-Substrat-Losung mit Substrat Puffer fiir 5
min

e Spiilen mit Tris Puffer

e Kerngegenfarbung mit Himatoxylin fiir 30 min

e Spiilen mit Leitungswasser

e Eindecken der Préparate mit Kaiser’s Gelatine

e Mikroskopische Auswertung

e Statistische Auswertung der immunhistochemischen Befunde und Korrelationen

mit klinikopathologischen Daten; Uberlebensanalyse
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2.5 Mikroskopische Auswertung

Die mikroskopische Auswertung erfolgte an einem Lichtmikroskop der Firma Leitz
(Wetzlar, Deutschland).

Dabei wurde insbesondere die Farbpositivitit des im Schnitt vorhandenen
Tumorgewebes untersucht und der Ausprigungsgrad der Férbeintensitit

folgendermassen klassifiziert:

= negative Anfiarbung der Priparate
= schwache Farbintensitdt der Praparate
= mittlere Farbintensitét der Priparate

= starke Farbinintensitdt der Préparate

Der Féarbegrad 0 wurde als negativ, die Farbegrade 1 bis 3 als positiv bewertet.
Weiterhin wurde die Invasivitit des Tumorgewebes in Bezug auf die Gefédsse beurteilt

und klassifiziert:

= keine Gefdssinvasion
= schwache Gefdssinvasion

= mittlere Gefdssinvasion

w N - O

= starke Gefissinvasion

Der Invasionsgrad 0 wurde als negativ, die Invasionsgrade 1 bis 3 als positiv bewertet.
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2.6 Statistische Auswertung

In einem IBM-kompatiblen Personalcomputer wurde mit Hilfe des

lTM

Tabellenkalkulationsprogrammes Microsoft Excel  (Version XP) eine Tabelle erstellt,

in der folgende Parameter erfasst wurden:

e ID-Nummer des urologischen Institutes

e Journal-Nummer des pathologischen Institutes

e Alter des Patienten

e Operationsdatum

e Tumortyp (Urothel- vs. Plattenepithel-, vs. Adeno-CA, vs. Karzionosarkom)
e TNMG-Stadium

e Metastasenstatus

¢ histologischer ET-1-Status

e histologischer ET4-R-Status

e histologischer ETgR-Status

¢ histologischer Himangiosis-carcinomatosa-Status (HC)

¢ histologischer Lymphangiosis-carcinomatosa-Status (LC)

e histologischer Carcinoma-in-situ-Status (Cis)
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3 ERGEBNISSE

3.1 Datenquelle — Stammblatt

Das folgende Datenstammblatt zeigt die im Archiv, von den Hausérzten und die
mikroskopisch ermittelten Daten bzw. Befunde der 157 Patienten, die in die Studie
eingeschlossen wurden.

Angegeben sind die ID-Nummern, unter denen die Patienten in der urologischen Klinik
gefiihrt werden, das Alter der Patienten, der ET-1, ETAR- und ETgR-Status, das TNM-
Stadium, das histologische Grading, sowie der histologische Tumortyp. Weiterhin
wurde angegeben, ob der untersuchte Tumor ein Carcinoma in situ (Cis), eine
Lymphangiosis carcinomatosa (LC) oder eine Himangiosis carcinomatosa (HC)
aufweist. Aufgefiihrt werden ausserdem klinische Parameter, die aus dem Follow up
gewonnen wurden, wie die Tumorprogressivitit, das Auftreten von Rezidiven und/oder
Metastasen und ob der Patient noch lebt oder bereits verstorben ist. Der Patientenstatus
wurde mithilfe eines Survival-Codes weiter unterteilt: 1= rezidivfrei, 2= am Tumor
verstorben, 3= an anderer Ursache verstorben, 4= lebt mit Rezidiv und 5= lost to Follow
up. Die Monate der gesamten Uberlebenszeit sind unter OAS (overall survival time)
und die Anzahl der Monate mit rezidivfreier Uberlebenszeit unter DFST (disease-free

survival time) dargestellt.

Haufigster histologischer Tumortyp war mit Abstand das Urothelkarzinom mit nahezu
90%. Das Plattenepithelkarzinom war mit 13 Fillen vertreten, weiterhin wurden drei

Adenokarzinome und ein Karzinosarkom untersucht.
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1256
1259
1261
1302
1303
1306
1311
1313
1321
1354
1355
1366
1372
1384
1398

Tabelle 3.1: Datenstammblatt

Urothelkarzinom

u
p
a

Plattenepithelkarzinom
Adenokarzinom
Cis = Carcinoma in situ

LC

Lymphangiosis carcinomatosa

Hiamangiosis carcinomatosa

HC =

gesamte Uberlebenszeit in Monaten
DFST = rezidivfreie Uberlebnszeit in Monaten

OAS =
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Dieses Datenstammblatt diente bei den folgenden statistischen Auswertungen als
Datenquelle.
Zum besseren Uberblick iiber das Kollektiv sind die Anzahlen der verschiedenen

klinikopathologischen Befunde im Folgenden nochmals zusammengefasst:

Parameter No
Tumortyp
Urothelkarzinom 140
Plattenepithelkarzinom 13
Adenokarzinom 3
Karzinosarkom 1
pT Stadium
pT1 14
pT2 20
pT3 90
pT4 28
pN Stadium
pN1-3 102
pNO 52
pM Stadium
Ml 6
MO 149
Histologisches Grading
Gl 3
G2 37
G3 109
G4 6
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Carcinoma in situ

ja 22
nein 135
Lymphangiosis carcinomatosa
ja 58
nein 67
Héamangiosis carcinomatosa
ja 13
nein 101
Tumorprogress wahrend Follow up
ja 14
nein 143
Tumorrezidiv wahrend Follow-Up
ja 57
nein 100
Lokalrezidiv wahrend Follow-up
ja 27
nein 130
Verstorben 109
Lebend 48
Survival-Code
Rezidivfrei 39
Am Tumor verstorben 90
Andere Todesursache 19
Lebt mit Rezidiv 4
Lost to Follow up 5

Tabelle 3.2: Klinikopathologische Parameter
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3.2 Auswertung der immunhistologischen Befunde fir ET-1, ETAR und
ETsR

3.2.1 Semiquantitative mikroskopische Auswertung

Bei der mikroskopischen Auswertung der Gewebeschnitte wurden vier verschiedene
Farbintensitatsgrade vergeben: 0 bis 4 (siehe auch Kap. 2.5). Der Féarbegrad 0 wurde als
negativ, die Firbegrade 1-3 als positiv klassifiziert. Aus den auf der ndchsten Seite

folgenden Tabellen sind die Befunde fiir die einzelnen Félle zu entnehmen.

Von den insgesamt 157 Patienten des gesamten Kollektivs konnten 142 Gewebeschnitte
fiir ET-1, 143 fir ETAR und 143 fiir ETgR immunhistochemisch gefarbt und
mikroskopisch ausgewertert werden. Bei den Ubrigen gingen die Gewebeschnitte
wiahrend des Férbeprozesses (z.B. durch Abschwimmen des Priparates bei der
Autoklavierung) verloren.

Eine positive Endothelin-1-Expression fand sich in 26,8% aller Félle. Die Expression
von ETAR war mit 58,8% hoher und mit 76,9% am hochsten fiir ETgR in den
untersuchten ~ Tumorgewebeschnitten.  Représentative  Ergebnisse  zeigen die
Abbildungen 3.2-3.4.

Fast alle positiv gefiarbten Tumorgewebe wiesen schwache oder mittelgradige
Expressionen auf. Eine starke Expression konnte nur bei 2 Patienten fiir ETgR gefunden
werden (sieche auch Tabelle 3.1).

Positive Farbungen wurden nur in Tumorgewebe nachgewiesen, falls normales
Urothelgewebe auf den Objekttrigern vorhanden war, ergaben sich keinerlei
Féarbungsreaktionen (siehe auch Abbildung 3.4).

In glatten Muskelzellen liess sich eine leichte Hintergrundfarbung fiir ET-1 und ETgR

nachweisen.



Ergebnisse

n %
104 73.2
35 24.6

3 2.2

0 0
104 73.2
38 26.8

n %
59 41.2
81 56.6

3 2.2

0 0.0
59 41.2
84 58.8

n %
33 23.1
88 61.6
20 13.9

2 1.4
33 23.1
110 76.9

Tabelle 3.3: Verteilung der ET-1, ETAR und ETgR-Expression auf die verschiedenen
Farbintensitatsgrade

160

140 -

120 -

100 4 On ET-negativ
80 @ n ET-positiv
60 - mn total

20

IN
o o
| !

ET-1 ETAR ETBR

Abbildung 3.1: Verteilung der ET-1, ETAR und ETgR-Expression
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In den folgenden Abbildungen sind reprisentative Beispiele von immunhistochemisch
gefarbten Blasenkarzinomschnitten mit ET-1-, ET,R- und ETgR-Expression, und ein

normales Urothelgewebe als Negativ-Beispiel dargestellt.

: _ ol

Abbildung 3.2: Urothel mit ET-1 — Anfarbung
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Anfarbung

Abbildung 3.3: Urothel mit ETAR
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Abbildung 3.4: Urothel mit ETgR-Anfarbung
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Abbildung 3.5: normales Urothel mit negativer Farbung
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3.3 Statistische Korrelationen und Auswertungen

3.3.1 Korrelation mit dem TNM-System und dem histologischen

Differenzierungsgrad

Die Expression von ET-1, ETAR und ETgR wurde jeweils mit verschiedenen
pathologischen Parametern korreliert.

Die folgenden Tabellen verdeutlichen die Verteilung der einzelnen ET-Befunde in
Abhidngigkeit des  Tumor-Stadiums, des histologischen  Gradings, des
Lymphknotenstatus (LK), dem Geféssinvasivitétsstatus (HC) und der verschiedenen

histologischen Tumortypen.



Ergebnisse

11 81.8
17 19 89.4 0.60
62 85 72.9
21 28 75.0

Tabelle 3.4: Verteilung von ET und dem T-Stadium

100

80

60

40

20

ET-1 ET-A ET-B

O n ET-positiv
@ n total

T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4

Abbildung 3.6: Verteilung von ET-1, ETAR und ETgR und dem T-Stadium
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33.3
28 35 84.6 0.79
78 101 77.2
3 4 75.0

Tabelle 3.5: Verteilung von ET und Grading

120
100
80
60
40
20

ET-1 ET-A ET-B

@ n ET-positiv|

| n total

Gl G2 G3 G4 Gl G2 G3 G4 Gl G2 G3 G4

Abbildung 3.7: Verteilung von ET-1, ETAR und ETgR und dem G-Stadium
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Tabelle 3.6: Verteilung von ET und dem Lymphknotenstatus (LK-Status)

ET-1 ET-A ET-B

100

80

60 @ n ET-positiv|

40 m n total

20

Abbildung 3.8: Verteilung von ET-1, ETAR und ETgR und dem Lymphknotenstatus
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Tabelle 3.7: Verteilung von ET und der Hdmangiosis carcinomatosa (HC-Status)

ET-1 ET-A ET-B

100

80

60 @ n ET-positiv|

40 m n total

20

HC+ HC- HC+ HC- HC+ HC-

Abbildung 3.9: Verteilung von ET-1, ETAR und ETgR und dem HC- Status
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Tabelle 3.8: Verteilung von ET und den verschiedenen Tumortypen

TCC: Transitinonal Cell Carcinoma (Urothelkarzinom)
SCC: Squamous Cell Carcinoma (Plattenepithelkarzinom)
2 Test

P = Probability (Wahrscheinlichkeit)

ET-1 ET-A ET-B

140
120
100
80
60
40
20

@ n ET-positiv

| n total

TCC SCC other TCC SCC other TCC SCC other

Abbildung 3.10: Verteilung von ET-1, ETAR und ETgR und den verschiedenen Tumortypen

TCC: Transitinonal Cell Carcinoma (Urothelkarzinom)
SCC: Squamous Cell Carcinoma (Plattenepithelkarzinom)
2 Test

P = Probability (Wahrscheinlichkeit)

78
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Wie den Tabellen zu entnehmen, fanden sich im Gesamtkollektiv keine
Zusammenhénge zwischen der Expression von ET-1 und dem Tumorstadium, dem
histologischen Differenzierungsgrad, einer Hé&mangiosis carcinomatosa oder den
verschiedenen Tumorentitidten. Es war aber eine inverse Wechselbeziehung zwischen
der ET-1-Expression und dem Lymphknotenstatus feststellbar: 30,9% (29/94) der
Patienten mit einem negativen Lymphknotenstatus, verglichen mit 16,7% (8/48) mit
einem positiven Lymphknotenstatus, wiesen eine ET-1-Expression im Tumorgewebe
auf. Diese Korrelation erreichte mit P=0.06 aber keine statistische Signifikanz (siche
Tabelle 3.6).

Weiterhin gab es keine Korrelationen zwischen dem ET-1-Status und anderen
untersuchten klinischen Parametern zum Follow-Up, wie der Tumorprogression, der

Auftretenshiufigkeit von Rezidiven und dem Auftreten von Metastasen.

Die ETAR-Expression in den untersuchten Tumorgeweben zeigte keine Assoziation mit
dem Tumor-Stadium, dem histologischen Differenzierungsgrad, dem
Lymphknotenstatus, oder mit anderen klinischen Parametern. Es fand sich aber eine
signifikante  inverse =~ Wechselbeziechung  der  ETaR-Expression  mit  der
Auftretenshiufigkeit von Tumoren, die gefassinvasiv wachsen (P=0.02) (siche Tabelle

3.7).

Fiir die ETgR-Expression fand sich ebenfalls keine signifikante Korrelation zu TNM-
Stadium oder dem histologischem Differenzierungsgrad.

Eine inverse Wechselbeziehung zwischen der ETgR-Expression und der
Gefassinvasivitit, wie bei ETaR, konnte aber sogar noch verstirkt nachgewiesen
werden: von 92 Tumoren ohne Hdmangiosis carcinomatosa, waren 70 (76,0%) ETgR-
positiv, verglichen mit 7 von 13 (53,8%) gefdssinvasiven Tumoren, die ETgR-positiv
waren (P=0,09) (siche Tabelle 3.7). Dieser Zusammenhang war noch offensichtlicher
bei Patienten mit schlecht differenzierten Tumoren (G3), bei denen 51 von 66 (77,2%)
Patienten ohne geféssinvasiven Tumoren, verglichen mit 5 von 11 (45,4%) Patienten
mit gefdssinvasiven Tumoren, eine positive ETgR-Expression aufwiesen (P=0,02).
Zusétzlich zeigte sich in einer Subanalyse bei Patienten mit organbezgrenzten Tumoren
(< pT2) eine ETgR-Uberexpression im untersuchten Tumorgewebe: 26 von 29 (89,6%)

Patienten mit nicht-organiiberschreitenden Tumoren waren ETgR-positiv. Im Vergleich
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dazu wiesen 83 von 112 (74,7%) Patienten mit organiiberschreitenden Tumoren ein
positives Ergebnis fiir ETgR auf (P=0,16).

Weiterhin gab es eine inverse Wechselbeziechung zu einigen weiteren untersuchten
klinischen Parametern: Patienten mit positver ETgR-Expression hatten wihrend des
Follow-Ups seltener einen Tumorprogress und entwickelten weniger Fernmetastasen
(fiir beides P=0,04).
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3.3.2 Kaorrelation mit den Uberlebenszeiten

Alle Patienten wurden mindestens 41 Monate (Median: 88; von 41-156 Monate)
nachboebachtet. Der Medianwert fiir die rezidivfreie Uberlebenszeit betriigt 22 (95%
Konfidenzintervall (KI): 11-33 Monate) und fiir die gesamte Uberlebenszeit 23 (95%
KI: 18-28 Monate) Monate.

Im Februar 2004 waren 109 von 157 Patienten aufgrund Ihres Tumors (n=90) oder
tumorunabhéngig (n=19) gestorben. Von den noch lebenden 41 Patienten, weisen 39
keinerlei Krankheitszeichen auf, bei vier Patienten wurde vor kurzem ein Rezidiv bzw.
ein positiver Metastasenstatus festgestellt, und fiinf Patienten sind aus dem Follow up

ausgeschieden.

Mithilfe der Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse und dem Logrank-Test zum
Vergleichen von Uberlebenskurven wurden die ET-1, ETAR und die ETgR-Expression
mit der krankheitsfreien Uberlebensrate und der Gesamtiiberlebensrate korreliert (siche

Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse fiir rezidivfreie Uberlebenszeit (DFST) und

gesamte Uberlebenszeit (OAS) in Abhéngigkeit der ET-1 (A), ETaR (B) und ETgR (C) Expression
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Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen ET-1 bzw. ETAR und dem

krankheitsfreien Uberlebens bzw. dem Gesamtiiberleben gezeigt werden.

Die Gruppe der Patienten mit positiver ETgR-Expression wiesen aber erheblich bessere
Gesamtiiberlebensraten (P=0,09) und signifikant bessere rezidivfreie Uberlebensraten
(P=0,04) auf, als Patienten ohne ETgR-Expression. In der Kaplan-Meier-
Uberlebenszeitanalyse konnte der Zusammenhang dargestellt werden (siche Abbildung
3.11).

Zur genaueren Differenzierung unterteilten wir das ETgR-Patientenkollektiv in
verschiedene Untergruppen beziiglich des TNM-Stadiums, des histologischen Gradings,
des Gefassinvasivititsstatus und dem Vorkommen von Metastasen bzw. von Rezidiven

wihrend des Follow up (siche Tabelle 3.9)
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pT1l+ pT2

84

ETsR Status

negativ

DFST

Monate (95% Kil)

13 (11-15)

Pa

0.0001
(Organbezogen) positiv 96 (64-129)
, . negativ 39 (20-57)
pT3 + pT4 (Organiberschreitend) 0.16
positiv 56 (41-71)

. negativ 42 (19-65)
Lymphknoten negativ _ 0.89
positiv 83 (63-103)
. negativ 28 (7-50)
Lymphknoten positiv 0.45
positiv 47 (26-63)

negativ 22 (7-37)

Gl+G2 0.07
positiv 77 (48-106)
negativ 39 (19-59)

G3+G4 0.19
positiv 65 (50-81)

. negativ 39 (19-58)
nicht vorhanden 0.05
positiv 69 (53-85)
negativ 17 (0-36)
vorhanden 0.94
positiv 27 (0-56)

. negativ 74 (39-108)
nicht vorhanden 0.41
positiv 120 (100-140)
negativ 17 (10-24)
vorhanden 0.62
positiv 21 (13-30)

. negativ 47 (25-69)
nicht vorhanden 0.20
positiv 86 (68-104)
negativ 12 (8-15)
vorhanden 0.03
positiv 32 (13-51)

Tabelle 3.9: Korrelation zwischen der ETgR-Expression und der krankheitsfreien Uberlebenszeit

in Verbindung mit klinischen und pathologischen Parametern

# = > Test
KI = Konfidenzintervall

DFST = disease-free survival time (Rezidivfreie Uberlebenszeit)

P = Probability (Wahrscheinlichkeit)
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Wie man der Tabelle 3.9 entnehmen kann, ist eine positive ETgR-Expression im
Gegensatz zu einer negativen ETgR-Expression mit einer lidngeren rezidivfreien
Uberlenszeit in allen Untergruppen verbunden. In der Gruppe von Patienten mit
organbegrenzten Tumoren (< pT2) hatten die Patienten mit positiver ETgR-Expression
ein mittleres rezidivfreies Uberleben von 96 Monaten, Patienten ohne ETgR-Expression
lebten im Mittel 13 Monate ohne ein Rezdiv, dies ergibt eine statistische Signifikanz
mit einem p=0,0001 (siche auch Tabelle 3.9).

Bei der Untergruppe von Patienten mit gut und mittelgradig differenzierten Tumoren
(G1,G2) ergaben sich dhnliche Beziehungen (p=0,07), wie auch bei Patienten ohne
gefdssinvasiven Primdrtumor (p=0,05). Auch bei Patienten, die lokale Rezidive
wihrend des Follow-up ausbildeten, war die rezidivfreie Uberlebenszeit mit 32
Monaten signifikant hoher, als bei Patienten mit negativer ETgR-Expression und einer
durchschnittlichen rezidivfreien Uberlebenszeit von 12 Monaten (p=0,03) (siehe Tabelle
3.9).
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4 DISKUSSION

4.1 Endothelin-1-, ETAR- und ETgR -Uberexpression und

tumorbiologischer Zusammenhang

Das invasive Harnblasenkarzinom ist eine Neoplasie, die eine agressive Therapie
bendtigt. 15% aller unbehandelten Patienten erliegen dieser Krankheit innerhalb von
zwei Jahren. Den therapeutischen Goldstandard stellt bis dato die radikale Zystektomie
dar, eine nachfolgende Rezidivfreiheit konnte bisher nur in 50% der Fille berichtet
werden [141]. Abgesehen von der Identifikation verschiedener prognostischer
Parameter, wie dem TNM-Stadium und dem histologischem Grading, sind zuverlédssige
Prognoseparameter begrenzt. Aus diesem Grund hat sich das Augenmerk des
wissenschaftlichen Interesses auf die molekulare Ebene gerichtet. Es wird intensiv an
molekularen Markern geforscht, die den Verlauf nach einer radikalen Zystektomie

besser voraussagen konnen.

Das 1988 von Yanagisawa entdeckte Peptid Endothelin-1 (ET-1) hat nicht nur
kreislaufwirksame Bedeutung, sondern besitzt auch wachstumsinduzierende
Eigenschaften in verschiedenen Tumorentitdten, wie z.B. bei Karzinomen der Prostata,
des Ovars, des Kolon, bei ZNS-Tumoren, sowie bei Melanomen, beim Kaposi Sarkom

und bei Knochenmetastasen [118].

Weiterhin  beeinflusst es die Angiogenese, die Apoptose, sowie den
Knochenstoffwechsel [8,9]. Der in vitro beobachtete proliferative Effekt auf
verschiedene neoplastische Zellen, konnte bereits teilweise durch ET-
Rezeptorantagonisten aufgehoben werden [8]. In vivo wurde bei einigen Tumoren eine
erhohte Plasmakonzentration von ET-1 und seinen Vorlduferpeptiden gemessen. Die
eigentliche Bedeutung der ET-Achse ist aber noch nicht aufgeklart und bleibt weiterhin
Gegenstand weiterfiihrender Forschungen, die seine gesamte Bedeutung fiir das
Wachstum maligner Zellen, sowie den Einfluss auf Knochenwachstum, Angiogenese

und Apoptose aufklédren sollen.
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In der vorliegenden Arbeit wurde die sogenannte ET-Achse, bestehend aus Endothelin-
1 und seinen beiden Rezeptoren ETAR und ETgR, im Harnblasentumorgewebe
charakterisiert. Im vorangehenden Ergebnisteil wurden aus einem Operationsgut von
157 Zystektomieprdparaten neben ,.klassischen* Prognoseparametern, wie Tumorgrofe,
Histologie, Lymphknotenbefall und Grading, immunhistochemisch nachweisbare
,,Markerbefunde® von ET-1, ETAR und ETgR erhoben. Die einzelnen Parameter wurden
mittels y?-Test auf signifikante Beziehung zueinander untersucht. Die Auswertung und
Diskussion der Ergebnisse erfolgte unter besonderer Beriicksichtigung
tumorbiologischer Aspekte sowie unter Einbeziehung histomorphologisch auffélliger
Befunde. Weiterhin wurden mithife der aus dem Follow up gewonnenen Daten die
rezidivfreie und die Gesamt-Uberlebenszeit mit der ET-Achse korreliert und gepriift, ob
die ET-Achse als prognostischer Parameter dienen kann.

Wir konnten feststellen, dass in der Mehrzahl der untersuchten Prdparate eine
Expression der ET-Achse vorlag. Fiir ET-1 bekamen wir in 26.8%, fiir ETsR in 58,8%
und fiir ETgR in 76,9% der Fille ein positives Ergebnis. Es gab in keinem Préparat eine
Anfiarbung von normalem Urothelgewebe.

Erhohte Expressionen des ET-Systems sind bei einer Vielzahl von malignen
Erkrankungen gemessen worden.

In einer anderen Studie {iber die ET-Achse im Harnblasenkarzinom kamen Wiilfing et
al. zu dhnlichen Ergebnissen: Sie konnten mittels RT-PCR die mRNA von ET-1 in allen
22 untersuchten Zystektomiepraparaten finden. Auch die mRNA der beiden Rezeptoren
ETAR und ETgR konnte in 22 bzw. 11 Féllen nachgewiesen werden. In vier
Urothelkarzinomzellinien konnte die mRNA von ET-1 und ETsR, nicht aber von ETgR
aufgezeigt werden. Weiterhin wurde auch in dieser Studie eine immunhistochemische
Féarbung durchgefiihrt, mit ebenfalls steigender Expression von ET-1 mit 7, iiber ETAR
mit 13 zu ETgR mit 18 positiven Ergebnissen. Eine immunhistochemische Anférbung
fand sich in dieser Arbeit ebenfalls nur im Zytoplasma der Tumorzellen, nicht aber in

normalem Urothelgewebe [184].

Unsere Arbeit bestitigt bereits publizierte Daten beziiglich des Vorkommens der ET-

Achse in anderen Tumorentititen. In mehreren untersuchten Karzinomen ist bereits
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gezeigt worden, dass die ET-Achse in die Karzinogenese involviert ist, indem sie
Apoptose, Angiogenese und die Proliferation beeinflusst [118].

Nelson et al. waren die erste Forschungsgruppe, die eine Uberexprimierung der
Endothelin-Achse in Prostatakarzinomzellen im Vergleich zu normalem Prostatagewebe
aufdeckten [123]. Alle von ihnen untersuchten Prostatakarzinomzellinien produzierten
ET-1-mRNA, und alle der untersuchten priméren Prostatakarzinome, sowie 14 von 16
untersuchter Prostatametastasen wiesen homogene ET-1-Expressionen in der
immunhistochemischen Férbung auf. In vitro stellte sich ET-1 als Mitogen fiir
Prostatakarzinomzellen dar. Dieser Effekt war in vivo nicht so stark darstellbar, aber
ET-1 wies synergistische Effekte mit anderen Wachstumsfaktoren in bestimmten
Prostatakarzinomzellinien auf. Im Rattenmodell induzierte ET-1 die schnelle
Tyrosinphosphorylierung von EGFR, auch wenn EGF nicht vorhanden war.

Dieselben Autoren postulierten, dass Endothelin-1 eine Rolle als Mediator der
osteoblastischen Reaktion beim metastasierenden Prostatakarzinom spielt. ET-1
inhibiert die Osteoklastenfunktion und nach Zugabe von exogenem ET-1 konnten
Nelson et al. eine Erhéhung der alkalischen Phosphatase, einem Markerprotein fiir den
Knochenaufbau, messen [123]. Im Mausmodell konnten sie zeigen, dass die
Knochenneubildung mithilfe eines selektiven ETaRezeptorantagonisten gesenkt werden

konnte [125].

Bei Untersuchungen an verschiedenen Ovarialkarzinomzellinien konnten Moraitis et al.
die mogliche autokrine Wachstumsférderung der Tumorzellen durch ET-1 darstellen
[112]. Beim Vergleich von normalen Ovarialzellen zu Ovarialkarzinomzellen fanden
Bagnato et al. eine 90%ige mRNA-Expression von ET-1 in den malignen Zellen. Fiir
ETAR ergab sich eine Expression von 84%, fir ETgR nur in 50% der untersuchten
Priparate. Weiterhin konnten Bagnato et al. darstellen, dass sich das Tumorwachstum
durch einen selektiven ETsRezeptorantagonisten, nicht aber durch einen ETg-
Rezeptorantagonisten, inhibieren liess [11]. Dies veranlasste sie zu der Vermutung, dass

das Tumorwachstum tiber eine ET-1- ETsR-Achse vermitttelt wiirde.

Interessanterweise scheint es eine unterschiedliche quantitative Verteilung der beiden

Rezeptoren fiir ET-1 in den verschiedenen bisher untersuchten Tumorentititen zu
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geben: Die meisten Tumore zeigen eine Uberexprimierung beider Rezeptoren, beim
Melanom hingegen ist ETAR downreguliert [118]. Weiterhin ist der im normalen
Prostatagewebe vorherrschende ETgRezeptor in den Prostatakarzinomgeweben nur
vermindert darstellbar. Da ETgR fiir den Abbau von ET-1 verantwortlich ist, kann dies
die erhohten ET-1-Konzentrationen in malignem Prostatagewebe erkldren. Die Zugabe
eines selektiven ETx-Rezeptorantagonisten verminderte das ET-1-vermittelte
Tumorwachstum [118]. Wie bereits beschrieben, ist auch beim Ovarialkarzinom ETA,R
der dominierende Rezeptor [118].

Beim Prostatakarzinom und Ovarial-Ca geht die ETaAR-Hochregulation zusdtzlich mit
einer verminderten Expression des ETgR einher. Ein Erkldrungsansatz fiir dieses
Phianomen konnte eine relativ verstarkte Methylierung des ETgR-Gens sein, die zu einer

downregulation der Transkription des ETgR-Proteins fiihrt [132].

In unserer Studie, stellten wir mittels immunhistochemischer Farbetechniken fest, dass
beide Rezeptoren in Blasentumorgewebe exprimiert werden, wobei die Expression von
ETgR stirker ausgepragt war. Inwieweit diese hohere Expressionsdichte des ETg-
Rezeptors eine signifikante biochemische Funktion beim Harnblasenkarzinom hat,

bleibt weiterhin unklar und muss in weiteren Studien evaluiert werden.

Eine ETBR-Uberexpression wurde auch in anderen Tumoren berichtet, so z.B. durch
verschiedene unabhingige Forschungsgruppen, die das maligne Melanom untersucht
haben. Ahnlich unserer Studie wurde in Melanomzellen eine erhdhte Exprimierung des
ETgRezeptors festgestellt. In einer Studie mit 159 Fillen fand die Forschungsgruppe um
Demunter et al. mithilfe immunhistochemischer und RT-PCR-Untersuchungen eine
starke ETgR-Expression in gewohnlichen Naevi, sowie in noch hoheren
Konzentrationen in dysplastischen Naevi und primdren malignen Melanomen sowie in
metastasierenden Melanomen. Die Exprimierungsrate von ETAR war hingegen zu
vernachldssigen [10,35]. Vor kurzem konnte die Arbeitsgruppe um Bagnato et al. den
ETgRezeptor als neuen Marker identifizieren, der mit einem agressiven Phénotyp in
Melanomzellen assoziiert ist [10]. Weiterhin konnten sie mit immunhistochemischen
und RT-PCR-Untersuchungen zeigen, dass ETgR ein Progressionsmarker ist, der

signifikant inhibiert werden kann durch A-192621, einem selektiven ETgR-Inhibitor.
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Dies bedeutet, dass der ETgRezeptor als molekulares Angriffsziel fiir die Behandlung
maligner Melanome in der Zukunft dienen kann. Diese Ergebnisse wurden durch
Experimente mit einem selektiven ETgR-Antagonisten (BQ788), der das
Melanomwachstum in vitro und in vivo hemmte, noch verifiziert [101].

Das Zervixkarzinom ist oft assoziiert mit humanen Papillomaviren (HPV). Venuti et al.
untersuchten den Zusammenhang zwischen dem Endothelin-System und dem HPV-
assoziierten Zervixkarzinom und stellten fest, das Endothelin-1 von den HPV-
befallenen Keratinozyten produziert wird und das Zellwachstum in diesen Zellinien
induziert, im Gegensatz zu normalen Zellinien. Alle HPV-positiven Karzinome
produzierten ET-1 und exprimierten mRNA fiir ET-1 und fiir beide seine Rezeptoren,
wobei HPV-negative Karzinomzellinien nur ETgR-mRNA exprimierten und kein ET-1
synthetisierten. Weitergehende Studien présentierten, dass in HPV-asoziierten Zellen
eine Uberexprimierung von ETAR vorlag [173]. Im Mausmodell konnte die
Tumorprogressivitit und die Angiogenese mit Atrasentan, einem selektiven ETaR-
Antagonisten gestoppt werden. ETgR-Antagonisten hatten keinen Effekt. Diese
Ergebnisse demonstrieren, dass ET-1 Einfluss auf die Progression neoplastischer Zellen
HPV-assoziierter Karzinome, bei denen ETsR iiberexprimiert ist, nimmt. Somit stellt

die ET-Achse einen Angriffspunkt fiir eine molekulare Antitumor-Therapie dar [7].

Die Hinweise, dass ET als autokriner bzw. parakriner Wachstumsfaktor in
verschiedenen humanen Tumoren wirkt, hdufen sich, so auch bei Meningeomen und
Glioblastomen. Kapillarendothelzellen, Neurone, und reaktive Astrozyten produzieren
und sekretieren ET. Egidy et al. [41] untersuchten verschiedene priméire Tumoren des
ZNS, hauptsichlich aber das Glioblastom, beziiglich einer Exprimierung von ET-1 in
Kombination mit TGF-f. Sie bestimmten zuerst die zelluldre Expressionsrate der ET-1-
mRNA in humanen Glioblastomgeweben und in Zellinien. Interessant war die
Feststellung, dass die beiden Rezeptoren in verschiedenen Geweben unterschiedlich
stark exprimiert wurden. So fand sich eine Erhohung des PPET-1, des ECE-1 und des
ETAR in Glioblastomgefisszellen, in den Tumorzellen aber hauptsichlich eine
Erhohung von ETgR. Durch andere Forschungsgruppen wurde im normalen zerebralen

Kortex, sowie in Meningeomen ETR als dominanter Rezeptor identifiziert.
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Zusitzlich wurde festgestellt, dass eine Erhohung des ET direkt mit einer Angiogenese
im Tumorgewebe einhergeht und mit dem histologischem Differenzierungsgrad
korrelierbar ist [41]. Weil ET mitogene Effekte auf endotheliale sowie auf vaskuldre
glatte Muskelzellen besitzt, unterstiitzt dies die These, dass ET ein parakriner/autokriner
Wachstumsfaktor ist. Somit besteht die Moglichkeit mittels Manipulation der ET-
Rezeptoren, in Glioblastomen die Neovaskularisierung, den Blutfluss sowie die

Replikation der Gliazellen positiv zu beeinflussen.

In unserer Studie konnten wir keine signifikante Assoziation zwischen der ET-
Expression und ,klassischen Prognosefaktoren, wie dem Patientenalter, der
Tumorausdehnung, dem Lymphknotenstatus oder dem Metastasenstatus aufdecken
[185]. Die exakte physiologische Rolle des Peptides Endothelin im Harnblasenkarzinom
bleibt weiterhin unklar. Aufgrund der Funktion des ET als autokriner Faktor mit
mitogener Aktivitdt, konnte es teilhaben an einer Entwicklung des Tumorwachstums in
der Harnblase, wie es bereits fiir andere Tumorarten postuliert wurde. Bis jetzt gibt es
keinen Beweis fiir die These, dass ET einen direkten Einfluss auf die Karzinogenese
hat, obwohl es geniigend Beweise gibt, dass ET direkt die DNA-Synthese stimuliert
[164]. Fir Endothelin wurde der mitogene Effekt auf Fibroblasten [133,166],
Melanozyten [101], glatten Muskelzellen und auf das Endothel in vitro belegt [164].
Ebenso fiihrt die Aktivierung von ET-Rezeptor-gekoppelten Stoffwechselwegen in
glatten Muskelzellen und Swiss-3T3-Zellen zu einer gesteigerten Expression der
Protoonokogene c-fos und c-myc [23,160,166]. Weiterhin wurde aufgedeckt, dass ET-1
die Expression von Plasminogenaktivator und wahrscheinlich von Kollagenase Typ IV

induziert. Beide Enzyme konnen das Durchbrechen von Basalmembranen ermdglichen.

Den Einfluss der ET-Achse auf die Apoptose wurde zuerst von WuWong et al.
beschrieben. Sie konnten als erste den Beweis erbringen, dass ET-1 die Fahigkeit besitzt
Rattenfibroblasten und menschliche Endothelzellen vor dem programmierten Zelltod,
der Apoptose, zu schiitzen [182]. Peduto Eberl et al. untersuchten die Expression von
ET-1 und Fas/Fasl im Kolonkarzinom. Sie zeigten, dass eine Inhibierung von ET-1 zu
einer Steigerung der FasL-vermittelten Apoptose in humanen Kolonkarzinomzellen

fiihrte [137]. Dieselben Autoren erbrachten in einer neueren Studie den Beweis, das
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Bosentan ein gemischter Rezeptorantagonist, der sowohl auf ETAR als auch auf ETgR
wirkt, nicht signifikant die Fas, FLIP oder Caspase-8- Expression inhibierte, was zu der
Annahme fiihrte, dass die Apoptose nicht via den Fas/FasL-Stoffwechselweg durch ET
beeinflusst wird [136].

Es wurden bisher viele Details iiber die Apoptose und die Angiogenese im
Blasenkarzinom entdeckt, aber bis dato hat sich aus diesen Forschungen kein
therapeutischer Nutzen ergeben. Man stimmt aber darin {iberein, dass die Angiogenese
einen wichtigen Einfluss auf den Ubergang vom oberflichlichem Blasenkarzinom hin
zu invasiven und metastatischen Stadien hat [162].

Aufgrund dieses Wissens wurde der Einfluss von ET-1 und seinen Rezeptoren auf die
tumorassoziierte Angiogenese ndher untersucht. ET-1 stellte sich als starkes Mitogen
flir endotheliale und glatte Muskelzellen in vitro heraus, und es steigerte die
Endothelzellproliferation, indem es VEGF, einen vaskuliren endothelialen
Wachstumsfaktor, induzierte [135]. Stiles et al. fanden bei ihren Untersuchungen von
humanen Gliomablastomen heraus, dass ET-1 und ET-3 iiber ETAR und ETgR mittels
einer Proteinkinase C die Synthese von VEGF aus glatter Gefdssmuskulatur induzierten.
VEGEF ist ein gut untersuchter und wichtiger Mediator der Angiogenese. Mithilfe von
selektiven Rezeptorantagonisten fiir ETAR (BQ-123) und fiir ETgR (IRL-1038) konnte
die VEGF-Synthese inhibiert werden.

Ebenso wurden in Mammakarzinomen erhohte Expressionen der ET-Achse assoiziiert
mit einer gesteigerten VEGF-Expression und einer verstdrkten Vaskularisierung des
Tumorgewebes durch die Forschungsgruppe um Wiilfing et al. beschrieben [186].

ET-1 kann weiterhin verschiedene andere Wachstumsfaktoren, die einen
proangiogenetischen Effekt haben, in ihrer Wirksamkeit verstiarken, so z.B. PDGF. Im
Rattenmodell konnte nachgewiesen werden, dass es die Angiogenese in der Kornea

steigerte [19].
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4.2 ETgR als prognostischer Parameter

In unseren experimentellen Untersuchungen priiften wir mithilfe der aus dem Follow-up
gewonnenen Daten, ob ETgR eine prognostische Aussagekraft fiir Patienten mit
Blasenkarzinom hat. Interessant erscheint die Paralelle zu Befunden an
Melanomengeweben, in dem ebenfalls eine deutlich erhohte ETgRezeptordichte
gemessen wurde [35]. Im Unterschied zu unseren Untersuchungen, ergab sich bei den
Melanomen aber eine schlechte Prognose bei erhohter ETgR-Dichte. Interessanterweise
konnten wir zeigen, dass, im Gegensatz zu Melanomen, die erhdhte Expressionsdichte
von ETgR assoziiert ist mit verschiedenen Parametern, die fiir weniger maligne
Tumoren und fiir eine bessere Prognose sprechen. Als wir die Uberlebenszeiten mit
bestimmten Untergruppen fiir pathologische und klinische Parameter korrelierten,
zeigten Patienten mit einer positiven ETgR-Expression eine ldngere rezidivfreie
Uberlebenszeit. Aus diesem Grund scheint es, dass ETgR eine Rolle in der
Zelldifferenzierung des Blasenkarzinoms spielt: sein Verlust konnte zu einer
schlechteren Differenzierung der Tumorzellen fiihren, welches assoziiert ist mit
schlechteren Parametern, wie z.B. héherem Tumor-Stadium, héherem histologischem

Grading und Tumorprogression.

Unseren Ergebnissen zufolge haben Patienten mit einer positiven ETgR-Expression
insgesamt eine bessere Prognose als Patienten ohne ETgR-Expression.

Wir korrelierten verschiedene klinische und pathologische Parameter mit der
Expression von ETgR und der Uberlebenszeit: In der Gruppe von Patienten mit
organbezogenen Tumoren (< pT2) hatten die Patienten mit positiver ETgR-Expression
ein mittleres Uberleben von 96 Monaten, Patienten ohne ETgR-Expression lebten im
Mittel 13 Monate, dies ergibt eine statistische Signifikanz mit einem p=0,0001 (siche
auch Tabelle 3.9).

Bei der Untergruppe von Patienten mit gut und mittelméssig differenzierten Tumoren
(G1, G2) ergab sich ein p=0,07 und bei Patienten ohne gefdssinvasiven Primértumor ein
p=0,05.

Auch bei ETgR-positiven Patienten, die lokale Rezidive wéhrend des Follow-up

ausbildeten, war die rezidivfreie Uberlebenszeit mit 32 Monaten signifikant hher, als
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bei Patienten mit negativer ETgR-Expression und einer durchschnittlichen rezidivfreien

Uberlebenszeit von 12 Monaten (p=0.03).

Es muss aber hinzugefiigt werden, dass die beiden untersuchten Kollektive beziiglich
der niedrigmalignen Tumorgrade (T1+T2), und der guten bis mittelméssigen
Differenzierungsgrade (G1-G2) mit 34 Patienten bzw. mit 40 Patienten, relativ klein
sind, und somit nur bedingt statistische Schliisse gezogen werden diirfen. Dieser geringe
Anteil an niedrigen Tumorstadien bzw. gut differenzierten Tumoren, ist damit zu
erkldren, dass es sich bei dem untersuchten Kollektiv um zystektomierte Patienten
handelt, die in der Mehrzahl fortgeschrittenere T-Stadien mit schlechtem histologischem
Differenzierungsgrad aufweisen, weil es bei Patienten mit niedrigem T- und G-Stadium

alternative Behandlungsmoglichkeiten gibt (siehe Kapitel 1.1.7 ,,Therapie®).

Beim Harnblasenkarzinom konnte die vermehrte ETg-Rezeptorexpression Faktoren wie
Sekretion, Funktion und Elimination des ET-1 beeinflussen. So wird beispielsweise bei
Ratten zumindest die Elimination des zirkulierenden ET-1 {iber ETg-Rezeptoren
vermittelt. Durch einen selektiven ETg-Rezeptorantagonisten ldsst sich die Bindung von
['®J]ET-1 in vivo inhibieren und die Infusion eines ET-Rezeptorantagonisten fiihrt zu
signifikant erhohten ET-1-Plasmakonzentrationen [48]. Weiterhin konnte durch
autokrines Feedback die ET-1-Produktion durch den ETg-Rezeptor vermindert werden
[177]. An humanen Keratinozyten konnte beobachtet werden, dass sie ausschliesslich
ETg-Rezeptoren besitzen und durch exogenes ET-1 in ihrer ET-1-Sekretion inhibiert
werden [192]. Erklért werden kdnnen diese Befunde durch eine Hemmung des ECE und
dadurch vermittelte ET-1-Synthese [116]. Im Blasenkarzinom konnte in diesem Sinne
durch die vermehrte ETg-Rezeptordichte eine verminderte ECE-Aktivitit bestehen, die
einen erniedrigten ET-1/Prd-ET-1-Quotienten verursachen wiirde. Die vermehrten ETg-
Rezeptoren konnten sowohl iiber die verdnderte ET-Regulation als auch iiber andere
Mechanismen die Tumorprogression vermindern.

Die vasodilatatorische Wirkung der Endotheline wurde in Verbindung mit NO gebracht,
dessen Produktion durch ETgR vermittelt wird, und gleichzeitig der ETsR-induzierten
Vasokonstriktion entgegenwirkt [64,178]. NO wurde als Gegenspieler von ET-1

charakterisiert und intensiv erforscht. Man fand heraus, dass NO nicht nur den ET-1
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abhingigen Gefédsstonus reguliert, sondern auf verschiedenen Ebenen angreift. NO
antagonisiert die ET-Rezeptorbindung und den daraus folgenden Kalziumanstieg, sowie
die endotheliale ET-Sekretion [24,52]. Die genaue Rolle des NO ist bis dato unerkannt,
obwohl es Hinweise auf wachstumshemmende Wirkungen gibt. Durch NO wird die
Zytotoxizitit [32] und Apoptose [84] [47] in vitro induziert, wihrend in vivo sowohl
Hemmung von Metastasenwachstum als auch Tumorwachstumsforderung beschrieben
wurde [73,187]. Ahnliche Phinomene wiren im Harnblasenkarzinom aufgrund
vermehrter ETg-Rezeptor-vermittelter NO-Synthese denkbar. Um weitere Klarheit iiber
die Funktion des ETg-Rezeptors bei Blasentumoren und seine Rolle als prognostischer
Parameter zu erhalten, sollten weiterfiihrende Studien am Urothelkarzinom initiiert

werden.
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