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1. Einleitung

Fiir viele Tumorarten wurden in den letzten Jahren immer mehr Studien zu spezifischen
Biomarkern durchgefiihrt. Als Beispiele konnen das Prostata-spezifische Antigen (PSA) fiir
den Prostatakrebs, HER2 beim Brustkrebs oder Calcitonin beim medulldren
Schilddriisenkarzinom aufgefiihrt werden. Auch bei Harnblasentumoren, welche weltweit zu
den hiufigsten Tumoren zédhlen, gibt es solche Marker. So werden verschiedene Onkogene

haufig liberexprimiert.

Bis heute gab es nur eine Studie, welche einen Zusammenhang zwischen dem
Oberflachen-Glykoprotein CD151 und dem Urothelkarzinom vermutete und untersuchte, ob

eine Korrelation besteht {Williams et al. 2011}.

In der vorliegenden Arbeit soll der Frage nachgegangen werden, ob CD151, welches zur
Transmembran 4 Superfamilie — also den Tetraspaninen — gehort, einen prognostischen
Biomarker beim Harnblasenkarzinom darstellen kann. Dazu sollen folgende Fragen

beantwortet werden:

1) Wird CD151 beim Harnblasenkarzinom exprimiert?

2) Wenn ja, gibt es eine Korrelation zwischen der Expression von CD151 und dem

Tumorstadium?

3) Kann CD151 als prognostischer Biomarker beim Harnblasenkarzinom fungieren?

4) Ist die vorliegende Arbeit mit anderen Studien zur Expression von CD151 vergleichbar?
Sollte es eine Korrelation zwischen der Expression von CD151 und dem Stadium des

Harnblasentumors geben beziehungsweise konnte CDI151 als prognostischer Marker

verwendet werden, dann miisste in weiteren Studien geklart werden, ob CD151 im Falle des

Harnblasenkarzinoms ein therapeutisches Angriffsziel darstellt.



2. Harnblasenkarzinom

2.1. Einleitung Harnblasenkarzinom

Harnblasenkarzinome sind besonders in den hoch entwickelten Regionen wie Westeuropa
und Nordamerika vertreten. In der Liste der haufigsten Krebsarten steht der Harnblasenkrebs
bereits an 7. Stelle {Eble et al. 2004}. Bei den meisten Patienten wird der Tumor allerdings
schon in friihen Stadien entdeckt, sodass potenziell kurative Therapieansdtze meist noch
moglich sind. Zigarettenrauchen oder die berufliche Exposition gegeniiber aromatischen
Aminen stellen die Hauptrisikofaktoren fiir diese Krebsart dar, welche meist mit einer
schmerzlosen Makrohdmaturie beginnt und erst im fortgeschrittenen Stadium Symptome wie
zum Beispiel Dysurie, Flankenschmerzen, Pollakisurie oder einen tastbaren Unterbauchtumor

zeigt.

Histologisch handelt es sich in iiber 90% der Félle um ein Urothelkarzinom, selten um ein
Plattenepithel- oder Adenokarzinom. Die Stadieneinteilung findet anhand der TNM-

Klassifikation (Tumorausdehnung, Lymphknotenbefall, Fernmetastasen) statt.

Therapeutisch kommen mehrere Verfahren in Betracht. Moglich sind die transurethrale
Resektion der Harnblase (TUR-B) ebenso wie intravesikale Therapien mit Mitomycin, einem
Chemotherapeutikum, oder dem Bacillus-Calmette-Guérin, einer Immuntherapie. Zuletzt
steht die radikale Zystektomie mit anschlieBender postoperativer Radiatio oder
Chemotherapie zur Wahl. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt je nach Therapieform und

Schwere der Erkrankung zwischen 20 und 80%.

2.2. Epidemiologie

Harnblasentumoren stehen in der Liste der hdufigsten Krebsarten an 7. Stelle. Pro Jahr gibt
es weltweit 260.000 Neuerkrankungen bei Ménnern und 76.000 bei Frauen {Ferlay et al.
2001}. Maénner erkranken somit im Schnitt 3,5 Mal héufiger als Frauen an
Harnblasentumoren. Das mittlere Alter der betroffenen Patienten liegt zwischen 65 und 70

Jahren {Hautmann und Huland 1997}.

3,2% aller Krebsarten entfallen auf diese Tumorart, die bei beiden Geschlechtern am
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hiufigsten in Westeuropa, Nordamerika und Australien vertreten ist {Parkin et al. 2003}. Die
hochste Prévalenz fiir die Entstehung von Harnblasentumoren liegt sowohl beim Mann als
auch bei der Frau in Nordamerika und in den Landern der Européischen Union {Ferlay et al.
2001}. Sie ist in den Industriestaaten 6 Mal hoher als in den Entwicklungslindern. Die
hiufigste Krebsform, die hierbei vorkommt, ist das Urothelkarzinom. Es ist mit iiber 90% in
den USA, Frankreich und Italien vertreten, kommt allerdings etwas seltener in Ost- und
Nordeuropa, Afrika und Asien vor {Eble et al. 2004}. Diese regionalen Unterschiede kommen
fiir das Harnblasenkarzinom vor allem aufgrund der Risikofaktoren, wie zum Beispiel des

Zigarettenkonsums, zustande.

Abbildung 1: Geschitzte altersstandardisierte Inzidenz-Raten des Harnblasenkarzinoms bei
Miénnern mit Anpassung an die weltweite durchschnittliche Altersver-

teilung (ASR) {Ferlay et al. 2001}.

84% der Harnblasentumoren bei den Mannern und 79% derjenigen bei den Frauen liegt ein
Urothelkarzinom zugrunde. Viel seltener kommen das Adenokarzinom (1,5% bei den
Miénnern und 1,9% bei den Frauen) und das Plattenepithelkarzinom vor (1,1% bei den

Miénnern und 2,8% bei den Frauen) {Parkin et al. 2003}.

Ungeféhr 75% der Patienten mit neuer Diagnose eines Harnblasentumors befinden sich im
Stadium nicht-invasiv oder frith-invasiv (Ta, Tis oder TIl). Man spricht auch vom
oberflachlichen Harnblasenkarzinom {Hautmann und Huland 1997}. 20% haben bereits ein

invasives und 5% sogar ein metastasiertes Karzinom.



2.3. Atiologie

Harnblasentumoren gehen mit einer ganzen Reihe von Risikofaktoren einher, von denen
die Wichtigsten das Zigarettenrauchen und die berufliche Exposition gegeniiber aromatischen
Aminen darstellen {Negri und La Vecchia 2001}. Dies erkldart auch zum Teil die grofle

Verbreitung dieser Krebsart in den Industriestaaten.

- Chemische Farbstoffe — Rehn 1895
2 beta Naphthylamin
1 Naphthylamin
Auramin
Fuchsin
Benzidin
Anilin (?)

4 Amino-biphenyl
Dichlorobenzidin
Phenacetin
Cyclophosphamid
Chlornaphazin
Orthotolidin

- Zigarettenkonsum (1:2 bis 1:6)
hoheres Risiko (2-beta-Naphthylamin)

- chronische HWI (Nitrosamine)

- Bilharziose

- Endemische (Balkan-)Nephropathie
(Mykotoxine)

- Medikamente
Chlornaphazin
Phenacetin
Zyklophosphamid

- Radiatio
Kaffee (?)
Siistoffe (?)

Tabelle 1: Kanzerogene beim Urothelkarzinom {Hautmann und Huland 1997}.

2.3.1. Zigarettenkonsum

Durch das Rauchen von Zigaretten steigt das Risiko an einem Harnblasentumor zu
erkranken auf 66% fiir Ménner und 30% fiir Frauen {IARC = Internationale Agentur fiir
Krebsforschung 2004b}. Gegeniiber Nicht-Rauchern haben Raucher ein 2-6fach hoheres
Risiko diese Krebsart zu erleiden {Brennan et al. 2000 und Negri und La Vecchia 2001}.

Des Weiteren steigt die Gefahr zu erkranken zum einen mit der Dauer des Rauchens (bei
6



60 Jahren und mehr ergibt sich bei Ménnern ein 6faches und bei Frauen ein 5faches Risiko)
und zum anderen mit der Anzahl der Zigaretten pro Tag (bei 40 oder mehr Zigaretten pro Tag

steigt das Risiko auf das Dreifache) {Brennan et al. 2000}.

Nach Einstellen des Rauchens vermindert sich das Risiko iiber die Jahre hinweg langsam.
15 Jahre der Abstinenz bringen den ehemaligen Raucher ungefihr auf denselben Stand wie
den Nicht-Raucher {IARC 2004b}. Dies ist bei beiden Geschlechtern dhnlich {Brennan et al.
2000}.

2.3.2. Berufliche Exposition

Der Zusammenhang zwischen beruflicher Exposition gegeniiber bestimmten Stoffen und
Harnblasentumoren wurde erstmals 1895 beobachtet. In der Anilinfarbstoffindustrie
erkrankten Arbeiter viel hdufiger an Harnblasenkrebs als in anderen Industriezweigen. Als
Risikofaktoren und damit Harnblasenkarzinogene wurden vor allem Benzidin (Azofarbstoft)
und 2-Naphthylamin (Gummiindustrie) ausgemacht {IARC 1987}. Der Kontakt zu diesen
Stoffen verursacht bis zu 25% aller Harnblasentumoren. Der tierexperimentelle Nachweis,
dass aromatische Amine Blasentumoren verursachen, gelang 1938 {Hautmann und Huland

1997}

2.3.3. Analgetika

Der chronische Gebrauch von Analgetika, die Phenacetin enthalten, wird in mehreren
Studien als Risikofaktor fiir die Entwicklung eines Urothelkarzinoms im Nierenbecken, den
Ureteren und der Harnblase angesehen. Das Risiko ist unter der stindigen Einnahme dieser
Medikamente auf das 2,4-6fache erhoht {IARC 1987}. Zusétzlich kann Phenacetin zu einer
interstitiellen Nephritis fithren {Hautmann und Huland 1997}.

2.3.4. Cyclophosphamid

Cyclophosphamid, ein Chemotherapeutikum, welches normalerweise mit Leukdmie und
Lymphomen in Verbindung gebracht wird, zeigt bei langerer Einnahme neben den bekannten
toxischen Effekten der Zytostatika wie zum Beispiel Leukozytopenie oder Alopezie ein

erhohtes Risiko fiir Plattenepithelkarzinome, welche selten in der Harnblase vorkommen, und
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Sarkome, hier speziell fiir Leiomyosarkome der Harnblase {IARC 1987}.

2.3.5. Chronische Infektionen

Der Erreger der Bilharziose, Schistosoma haematobium, welcher zur Familie der
Trematoden (Saugwiirmer) gehort und besonders in Afrika sowie im mittleren Osten weit
verbreitet ist, kann unter Umstdnden das Risiko fiir Plattenepithelkarzinome der Harnblase
erhohen. Es kommt hierbei zu einer chronischen Entziindungsreaktion (Zystitis mit
Himaturie) mit folgender Fibrosierung und Verkalkung der Harnblasenwand und
Fistelbildung. Anschlieend kann dann ein Harnblasenkarzinom entstehen. Beweisend dafiir,
dass Schistosoma haematobium letztendlich zum Plattenepithelkarzinom fithren kann, ist zum
Beispiel eine deskriptive Studie, welche zeigt, dass es eine Korrelation zwischen den zwei
Krankheiten Bilharziose und Harnblasenkarzinom in verschiedenen Bevdlkerungsgruppen

gibt {Cheever 1978}.

Auch andere Infektionen der Harnwege konnen, insbesondere bei Dauerkathetertragern,
zur Ausbildung von Plattenepithelkarzinomen der Harnblase fiihren {Hautmann und Huland
1997}. Ebenso wird die Urolithiasis, welche eine chronische Irritation der Harnblasenwand
verursachen kann, als Risikofaktor fiir die Entstehung des Harnblasenkarzinoms angesehen

{Eble et al. 2004} .

2.3.6. Arsen

In Studien konnte gezeigt werden, dass Trinkwasser, welches Chlor-Nebenprodukte enthalt
oder mit Arsen kontaminiert ist, das Risiko an Harnblasentumoren zu erkranken, erhoht
{IARC 1987}. Diese Verunreinigung des Trinkwassers ist besonders in Ballungsgebieten der
Fall. Daher erscheint in ldndlichen Gebieten das Harnblasenkarzinomrisiko vergleichsweise
niedrig. Eine Arbeitsgruppe der Internationalen Agentur fiir Krebsforschung wies nach, dass
Arsen ein Karzinogen fiir Harnblasenkrebs darstellt und diesen verursachen kann. Sie stufte
Arsen als Karzinogen der Klasse 1 ein, was bedeutet, dass es beim Menschen
Krebserkrankungen der Harnblase, der Lunge und der Haut verursachen kann. Gefestigt wird
dieses Ergebnis durch okologische Studien aus Chile und Taiwan. Untersuchungen von
groBBen Populationen, die gegeniiber kontaminiertem Trinkwasser exponiert waren, zeigten in

diesen Lindern, dass Arsen ein Risikofaktor fiir die Entstehung von Harnblasentumoren
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ist {TARC 2004a}.

2.3.7. Kaffeekonsum

In Tierversuchen wurden keine klaren Beweise fiir den Effekt von Kaffee oder Koffein auf
die Harnblase gefunden. In einigen Studien wird allerdings berichtet, dass das Risiko an
einem Harnblasenkarzinom zu erkranken bei Kaffeetrinkern gegeniiber Nicht-Kaffeetrinkern
erhoht ist {Hartge et al. 1983}. Eine andere Studie besagt, dass das Risiko bei Menschen, die
nie geraucht haben aber Kaffee trinken, ansteigt, wohingegen das Risiko bei Menschen, die
schon immer geraucht haben aber nicht erhoht ist {Woolcott et al. 2002}. Entsprechend gibt
es aber auch Studien, welche keine Ubereinstimmungen zwischen erhéhtem Kaffeekonsum
und dem Auftreten von Harnblasentumoren gefunden haben {Nomura et al. 1991}. Ob ein
erhohter Kaffeekonsum also wirklich einen Risikofaktor fiir Harnblasenkarzinome darstellt,

bleibt vorerst unklar.

2.4. Klinische Symptome

Je nach Ausdehnung und Lokalisation des Tumors, meist an der Harnblasenriick- oder
seitenwand, ergeben sich zum Teil vollig unterschiedliche Symptome, die wie bei vielen
malignen Erkrankungen eher unspezifisch sind. Bei den meisten Patienten mit
Harnblasentumoren findet sich aber zumindest eine Mikrohdmaturie oder Leukozyturie

{Hautmann und Huland 1997}.

Das hiufigste Symptom, welches bei 85% der Patienten vorkommt, ist die schmerzlose
Makrohdmaturie {Hautmann und Huland 1997}, bei der eine anschlieBende Gerinnung des
Blutes und eine schmerzhafte Miktion auftreten kdnnen. Damit stellt sie das Leitsymptom
beim Harnblasenkarzinom dar. Eine sofortige Zystoskopie sollte durchgefiihrt werden, da eine

Blutung solange als tumorverdéchtig gilt, bis das Gegenteil bewiesen worden ist.

Bei groflen Tumoren kann es aufgrund der Kapazititsminderung der Harnblase auch zu
einer Pollakisurie kommen. Daneben tritt die Pollakisurie zusammen mit Dysurie, Harndrang
und Nykturie auch bei Tumoren auf, die am Blasenhals lokalisiert sind oder eine grof3e Fldche
der Harnblasenwand bedecken. Diese Symptome kdnnen aber auch fehlen. Ebenfalls moglich

sind sie beim ausgedehnten Carcinoma in situ {Hautmann und Huland 1997
9



und Eble et al. 2004} .

Durch Tumoren, die die Uretermiindung infiltrieren und verschlieen, kann es durch den
folgenden Harnriickstau zu einer Hydronephrose, also einer Dilatation des
Nierenbeckenkelchsystems, kommen. Diese stellt ein schlechtes prognostisches Zeichen dar.
Selten zeigen sich bei ausgedehntem Befund ein tastbarer Beckentumor oder Odeme der

unteren Extremititen {Eble et al. 2004}.

Schreitet die Erkrankung fort, kommt es hédufig wie bei den meisten malignen Tumoren
zum Gewichtsverlust. Auch Intestinal- oder Knochenschmerzen konnen auftreten, die fiir eine
Metastasierung des Tumors sprechen {Eble et al. 2004}. Diese erfolgt friih in die regionalen,
also in die Lymphknoten des kleinen Beckens in der Fossa obturatoria, und in die présakralen
und iliakalen Lymphknoten {Hautmann und Huland 1997}, aber erst recht spét himatogen in
Leber, Lunge und Knochen.

Bei Harnblasentumoren kann es in weniger als 10% der Félle zusitzlich zum Auftreten von
Tumoren der oberen Harnwege kommen. Als erstes wegweisendes Zeichen ist hier wieder
eine Mikrohdmaturie moglich, wie sie bei der Nierenbecken- und Ureterinfiltration
vorkommt. 50% der Patienten zeigen allerdings eine Makrohdmaturie {Eble et al. 2004}.
Durch Obstruktionen, die durch die Blutgerinnsel hervorgerufen werden kénnen, kann es bei
diesen Patienten zu akuten und starken ureteralen Flankenschmerzen in Form von Koliken

kommen. Nicht selten wird dann die Fehldiagnose einer Urolithiasis gestellt.

Durch die Obstruktion ist auch eine Hydronephrose moglich, die allerdings klinisch
unbemerkt bleibt, falls sich diese langsam entwickelt. Sollte aber nur noch eine Niere
vorhanden sein oder hat der Patient in sehr seltenen Fillen eine beidseitige Obstruktion der
Ureteren, dann resultiert schlieBlich eine Anurie und eine Niereninsuffizienz {Eble et al.

2004}

2.5. Diagnostik

Die klinische Bildgebung dient der Auffindung und dem Staging des infiltrativen
Urothelkarzinoms. Genutzt werden hier das Ultraschall, das intravendse Urogramm, die

Computertomographie (CT) und die Magnetresonanztomographie (MRT) {Eble et al. 2004}.
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Die Zystoskopie mit anschlieender Biopsie bestitigt die Diagnose eines Tumors. Andere
Verfahren sind hierfiir nicht ausreichend. Daher ist die Zystoskopie bei schmerzloser Makro-
oder Mikrohdmaturie unerldsslich, auch wenn an erster Stelle der Untersuchungsmethoden
nicht-invasive Verfahren stehen, wie zum Beispiel die Sonographie {Hautmann und Huland
1997}. Die histologische Diagnosesicherung erfolgt dann mittels Tumorresektion in der tiefen

Muskelschicht der Blasenwand {Eble et al. 2004} .

Die transabdominelle Ultraschalluntersuchung ist schnell durchfiihrbar, nicht-invasiv,
billiger als andere bildgebende Verfahren und in den meisten medizinischen Institutionen
verfiigbar. Allerdings betrdgt die Staging-Genauigkeit weniger als 70% beim infiltrativen
Harnblasenkarzinom {Denkhaus et al. 1985}. Deshalb wird diese Untersuchung nicht fiir das
Staging verwendet. Die Sensitivitit liegt bei 63%, wihrend die Spezifitit mit 99% sehr hoch
ist {Datta et al. 2002}. Das bedeutet, dass mit diesem Verfahren nur 63% der
Harnblasentumoren iiberhaupt erkannt werden, weshalb immer noch eine weitere bildgebende

Untersuchung angeschlossen werden sollte.

Die Rate der falsch-negativen Ergebnisse ist aufgrund der Tumorlokalisation,
postoperativen Verdnderungen und bei Adipositas hoch. Allerdings erhoht sich die
Genauigkeit bei Harnblasentumoren im Stadium T2 oder T3 bis iiber 95% {Koraitim et al.

19951

Das intravendse Urogramm zur Darstellung der ableitenden Harnwege ist aufgrund des
verabreichten Kontrastmittels zuverldssig bei der Diagnose von intraluminalen Prozessen im
Ureter, den Nierenbecken und der Harnblase (hier aber weniger genau) {Eble et al. 2004}.
Allerdings kann mit dieser Methode die Ausdehnung extramuraler Tumoren nicht bestimmt
werden. Zusitzlich werden viele extraluminale pathologische Prozesse iibersehen, weil die
Weichteilstrukturen nur schwer darstellbar sind. Folglich wird das intravendse Urogramm

haufig durch das CT oder das MRT ersetzt {Eble et al. 2004}.

Die Computertomographie wird in den meisten Institutionen fiir das primdre Staging
eingesetzt, da sie besser zuginglich und kostengiinstiger ist als die Magnet-
resonanztomographie. Beide bildgebenden Verfahren versagen aber oft bei der
Differenzierung zwischen Odem nach post-transurethraler Resektion und Tumor {Eble et al.

2004}.
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Die Staging-Genauigkeit der Computertomographie fiir das Urothelkarzinom der
Harnblase liegt bei 55% {Paik et al 2000}, falsche Ergebnisse sind héufig. Durch das Spiral-
CT kann die Genauigkeit erhoht werden, da Atmungsartefakte wegfallen {Eble et al. 2004} .

Die Magnetresonanztomographie ist besser geeignet zur Beurteilung der Tiefe von
intramuralen Invasionen und extravesikalem Tumorwachstum, weil die Weichteilstrukturen

gut beurteilt werden konnen. Die Genauigkeit betrdgt immerhin 83% {Sohn et al. 1990}.

2.6. Tumorklassifikation

Die Einteilung der Harnblasentumoren erfolgt anhand der TNM-Klassifikation, welche die
Tumorausbreitung, den Lymphknotenbefall und Fernmetastasen beriicksichtigt. Mithilfe der
transurethralen Resektion von allen sichtbaren Lésionen ist eine genaue Beurteilung der Tiefe
der Tumorinvasion mdéglich. Fiir das Harnblasenkarzinom ergibt sich nach den Kriterien der

UICC (Union Internationale Contre le Cancer) folgende TNM-Klassifikation:

TO = kein Anhalt fiir Primartumor
Tis = nicht exophytisch, nicht infiltrativ (Carcinoma in situ)

Ta = exophytisch, nicht infiltrativ

T1 = Invasion in die Lamina propria

Feltkapse!

T2 = Invasion in die Muskulatur
T2a = oberflachliche Muskulatur
T2b = tiefe Muskulatur

subepilteliales
Eindegewebe

T3 = Invasion in das

perivesikale Fettgewebe

T3a = mikroskopisch

Prosiata
T3b = makroskopisch

T4 = Invasion in die Nachbarorgane Abbildung 2: Tumorausbreitung des Harnblasenkarzinoms.

T4a = Prostata, Samenblédschen,
Uterus, Vagina
T4b = Bauch- oder Beckenwand

TX = Angaben zur Infiltration konnen nicht gemacht werden
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NO = kein regionaler Lymphknotenbefall

N1 = Metastasen in einem einzigen Lymphknoten im Becken (hypogastrischer,
obturatorischer, duf3erer iliakaler oder prasakraler Lymphknoten)

N2 = Metastasen in mehreren Lymphknoten im Becken (hypogastrische,
obturatorische, dullere iliakale oder priasakrale Lymphknoten)

N3 = Metastasen in anderen iliakalen Lymphknoten

NX = regionale Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

MO = keine Fernmetastasen
M1 = Fernmetastasen

MX = das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden

Bei der Klassifizierung in pT1 und pT2 ist zu beachten, dass ein Tumor, der den Muskel
durchsetzt, nicht gleichzusetzen ist mit einer Invasion der Muscularis propria, da schmale
Muskelfaserbiindel hiufig als Muscularis mucosae in der Lamina propria vorhanden sind {Ro

etal. 1987).

Bei positiver Urinzytologie ohne erkennbare Lisionen oder ohne den Beweis fiir Tumoren
der oberen Harnwege sollten Biopsien von unterschiedlichen Orten der Harnblasenwand zur

Erkennung eines Carcinoma in situ entnommen werden {Eble et al. 2004}.

Das Carcinoma in situ wéchst
flaichenhaft nur im Schleimhautniveau
und kann zystoskopisch leicht

ubersehen werden. Harnblasentumoren

im Tis-Stadium werden als besonders
aggressiv eingeschitzt {Hautmann und Abbildung 3: Carcinoma in situ {Eble et al. 2004}.

Huland 1997},

Die Genauigkeit der bildgebenden Verfahren (CT, MRT, PET) zur Bestimmung der T-
Klassifikation ist limitiert und gibt nicht immer das genaue Stadium des Tumors wider {Paik
et al. 2000 und Shvarts et al. 2002}. Auch bei der Erkennung von Lymphknotenmetastasen
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(N-Klassifikation) erreichen diese Methoden weder eine hohe Sensitivitdt noch eine hohe
Spezifitit  {Buszello et al. 1994}. Allerdings hat der Nachweis einer

Lymphknotenvergroerung einen hohen prognostischen Wert fiir Metastasen.

Die Dissektion der Beckenlymphknoten bis zur Aortenbifurkation stellt das derzeitige
Verfahren der Wahl zur Beurteilung des N-Stadiums dar und scheint sogar therapeutisch
wirksam zu sein {Vieweg et al. 1999}. Andere Verfahren, wie die Resektion des Sentinel-
Lymphknotens oder die laparoskopische Dissektion zur Klassifikation des N-Stadiums sind

nur experimenteller Natur.

Um Metastasen der Lunge auszuschlieBen sollte ein Rontgenbild des Thorax gemacht
werden. Metastasen der Leber erkennt man mit bildgebenden Verfahren wie Ultraschall, CT
oder MRT. Um Knochenmetastasen zu diagnostizieren, muss eine Skelettszintigraphie

gemacht werden, wenn der Patient Symptome zeigt {Eble et al. 2004} .

2.7. Molekulare Grundlagen

2.7.1. Genetische Anfilligkeit

In manchen Fillen findet sich beim Urothelkarzinom eine familidre Haufung {Schoenberg
et al. 1996}, obwohl diese Form des Karzinoms nicht zu den familidren Erkrankungen gehort.
Verwandte ersten Grades haben ein 1,5 bis 2fach erhohtes Risiko ein Urothelkarzinom zu
bekommen {Goldgar et al. 1994}. Allerdings wurde bis jetzt nur in einer Familie mit
Urothelkarzinomen eine Translokation t(5;20)(p15;ql11) als genetische Verdnderung
nachgewiesen {Schoenberg et al. 1996}.

2.7.2. Chromosomenabnormalititen

Es wird angenommen, dass invasive Urothelkarzinome entweder von nicht-invasiven
hochgradigen papilliren Karzinomen oder von Urothelkarzinomen in situ abstammen.
Genetisch gesehen ist das invasiv wachsende Karzinom (pT1-4) sehr verschieden vom

niedriggradigen nicht-invasiven papillaren Karzinom {Eble et al. 2004}.

Viele unterschiedliche Chromosomenveridnderungen konnen sich bei invasiven
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Harnblasenkarzinomen finden, durchschnittlich 7-10, wie in vielen Studien beschrieben
{Simon et al. 1998 und Simon et al. 2000}. Dazu gehdren die Verluste von 2q, 5q, 8p, 9p, 9q,
10q, 11p, 18q und des Y-Chromosoms, sowie der Zugewinn von 1q, Sp, 8q und 17q. Dennoch
ist es schwierig, die einzelnen Gene jener Chromosomen zu identifizieren, welche fir die

Entwicklung und Progression von Harnblasenkarzinomen am wichtigsten sind.

Oft kommt es zu einer Co-Amplifikation und gleichzeitiger Uberexpression vieler
benachbarter Onkogene. Dadurch kann es bei der Amplifikation von CCND1 auf Chromosom
11q13 zu einer begleitenden Amplifikation von FGF4/FGF3 in 88% der Fille kommen, zu
einer Co-Amplifikation von MDM2 auf Chromosom 12q15 und CDK4 bei 11% der Patienten
{Simon et al. 2002} oder zu einer HER2-Amplifikation mit gleichzeitiger TOP2A-
Amplifikation in 15% der Félle {Eble et al. 2004} .

2.7.3. Onkogene

HER2/neu, ein membransténdiger Tyrosinkinaserezeptor, ist eigentlich bekannt geworden
als Therapieziel von Trastuzumab (Herceptin®) in der Brustkrebstherapie. Allerdings wird
dieses Protein auch bei invasiv wachsenden Harnblasentumoren in 10-20% der Falle
amplifiziert und in 10-50% der Fille iiberexprimiert {Lofts und Gullick 1992}. Im Gegensatz
zum Mammakarzinom, bei dem die HER2-Uberexpression fast immer auf eine
Genamplifikation  zurlickzufilhren ist, ist die Mehrheit der HER2-positiven

Harnblasenkarzinome nicht amplifiziert. Der Grund der Uberexpression ist hier unbekannt.

Beim H-ras, einem Protein der ras-Gruppe, wurden je nach Untersuchungsmethode in bis
zu 45% der Harnblasenkarzinome Mutationen dieses Gens in den Codons 12, 13 und 61

gefunden {Levesque et al. 1993}.

Ein weiterer membranstindiger Tyrosinkinaserezeptor, EGFR, welcher auch
therapeutisches Ziel diverser Medikamente ist, wird beim invasiv wachsenden
Harnblasentumor in 3-5% der Félle amplifiziert und in 30-50% der Fille tiberexprimiert

{Lipponen und Eskelinen 1994}.

Auch die Zyklin-abhingigen Kinasen und ihre regulatorischen Untereinheiten, die Zykline,

spielen eine Rolle bei invasiven Harnblasentumoren. Das Zyklin-D1-Gen zeigt in 10-20% der
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Harnblasenkarzinome Amplifikationen und wird in 30-50% der Karzinome iiberexprimiert

{Sgambato et al. 2002}.

MDM?2 ist ein Gen, welches fiir mehr als 40 verschiedene Splice-Varianten kodiert, von
denen 2 mit dem Tumorsuppressorgen 53 interagieren und dabei die Fihigkeit des MDM2-
Gens, die Transkription zu aktivieren, inhibieren {Bartel et al. 2002}. Im umgekehrten Fall
wird die Transkription von MDM2 durch einen Wildtyp von p53 induziert. In normalen
Zellen regulieren sich beide Gene also gegenseitig {Eble et al. 2004}. Zusétzlich ist die
MDM2-Uberexpression eine alternative Moglichkeit zur Inaktivierung von p53. In 4-6% der
invasiv wachsenden Harnblasentumoren findet sich eine MDM2-Amplifikation {Simon et al.

2002}. Die Expression von MDM?2 wurde bei 10-40% der Harnblasenkarzinome festgestellt.

2.7.4. Tumorsuppressorgene

Das Tumorsuppressorgen p53 ist in vielen verschiedenen Prozessen der Zelle involviert,
wie dem Zellzyklus, der geeigneten Antwort auf eine Beschiddigung der DNA, dem
programmierten Zelltod und der Neovaskularisation {Hickman et al. 2002}. Es ist bei invasiv
wachsenden Harnblasentumoren meist zentral am DNA bindenden Teil des Gens mutiert. 40-
60% der Karzinome zeigten bei einer Mutationsanalyse {Olivier et al. 2002} diese

Mutationen, welche zu iiber 90% in den Exons 4-9 gefunden wurden.

Auch das PTEN-Gen, welches auf Chromosom 10q23.3 lokalisiert ist, ist ein bekanntes
Tumorsuppressorgen und zeigte in einer Studie Mutationen in 23% der Félle {Wang et al.

2000}.

Genauso kann das Retinoblastomgen RB1, lokalisiert auf Chromosom 13ql14, durch
Mutationen inaktiviert sein. Dies ist in 30-80% der muskelinvasiven Harnblasentumoren der
Fall {loachim et al. 2000}. Das Retinoblastomgen ist fiir die Zellzyklusregulation von

entscheidender Bedeutung.

Fiir viele Tumorarten sind zusitzlich Verdnderungen der DNA-Reparaturgene wichtig.
Beim invasiven Harnblasenkarzinom sind Verdnderungen der Mismatch-Reparaturgene
jedoch selten. Eine Metaanalyse aus 7 Studien zeigte, dass eine Mikrosatelliten-Instabilitét

nur in 12 von 524 Fillen gefunden worden ist und daher nicht besonders die Entwicklung von
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Harnblasenkarzinomen fordert {Hartmann et al. 2002}.

Eine weitere Beobachtung lie8 erkennen, dass Verdnderungen von 9p21 und p15/16 in
nicht-invasiven niedriggradigen Neoplasien gleich hdufig oder sogar hdufiger vertreten sind

als in invasiven hochgradig wachsenden Tumoren {Eble et al. 2004} .

2.8. Therapie

Je nach Tumorstadium entscheidet sich auch die Wahl der Therapie. Die Prognose ist umso
giinstiger, je frither der Tumor diagnostiziert wird und je niedriger das Tumorstadium ist.
Therapieoptionen sind die transurethrale Resektion der Harnblase (TUR-B), intravesikale
Therapien — wie die Behandlung mit Mitomycin, einem Chemotherapeutikum, oder mit dem
Bacillus-Calmette-Guérin, einer Immuntherapie — die radikale Zystektomie mit postoperativer
Radiatio oder Chemotherapie oder die alleinige Radiatio {Meyer et al. 2007, Nishimura et al.
2009, Engel und Witjes 2009, Yafi und Kassouf 2009} .

2.8.1. Oberfliachliches Harnblasenkarzinom

Die adédquate Therapie oberflachlicher Harnblasenkarzinome (Ta G1-3, T1 G1-2, T1 G3,
Tis) ist die komplette chirurgische Entfernung {Hautmann und Huland 1997}. Es wird die
TUR-B angewandt, bei der zundchst das exophytisch wachsende Tumorgewebe abgetragen
wird und anschliefend die Tumorbasis bei einer zweiten Resektion. Eine Nachresektion bei
zystoskopisch fraglicher vollstindiger Tumorentfernung erfolgt nach 1-4 Wochen {Engel und

Witjes 20091

Sollten sich bei oberflichlichen Harnblasenkarzinomen Rezidive ergeben, dann kann
direkt nach erfolgter TUR-B Mitomycin in die Harnblase instilliert werden, was dann die
Implantation von Tumorzellen verhindert und den Zeitraum bis zum nichsten Rezidiv

verlangert {Malmstrom und Sylvester 2009}.

Auch zur Prophylaxe von Rezidiven von oberfldchlichen Harnblasenkarzinomen ist die
Therapie mit Mitomycin oder aber dem Bacillus-Calmette-Guérin, einem attenuierten
Tuberkuloseerreger, der eine komplexe lokale Immunantwort auslost, sinnvoll. Entweder

erfolgt die Behandlung als Kurzzeittherapie fiir 6-8 Wochen oder als Langzeittherapie fiir 12-
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36 Monate {Engel und Witjes 2009 und Orsola et al. 2010} .

2.8.2. Muskelinvasives Harnblasenkarzinom

Beim muskelinvasiven Harnblasenkarzinom (T2-4 Nx MO) sind potenziell kurative
Therapieansitze moglich. Zunéchst erfolgt eine bilaterale pelvine Lymphadenektomie. Beim
Mann werden wihrend der radikalen Zystektomie zusitzlich noch Prostata und Samenblasen
entfernt und bei der Frau wird noch eine Ovarektomie und eine Hysterektomie inklusive
Entfernung der vorderen Scheidenmanschette durchgefiihrt. Eine kontinente oder inkontinente

Harnableitung wird anschlieBend angelegt {Yafi und Kassouf 2009} .

Abbildung 4: Invasive Urothel-Karzinome. A Papilldres invasives Harnblasen-
Karzinom. B Invasives Urothelkarzinom mit Infiltration der mus-
kuldren Harnblasenwand. C Invasives Urothelkarzinom mit tiefer In-
filtration der Harnblasenwand. D Ulzerierendes Karzinom.

{Eble et al. 2004}

Sollte der Patient fiir eine radikale Zystektomie nicht geeignet sein oder sollte er diese
ablehnen, dann kommen eine Radiotherapie oder eine Radiochemotherapie in Betracht
{Nishimura et al. 2009}. Als giinstig erweist sich hier die vorausgegangene vollstindige
transurethrale Tumorresektion. Eine Radiotherapie kann auch im Anschluss an eine
Zystektomie erfolgen, um die Moglichkeit der Rezidivbildung zu verhindern {Kalogeras et al.
2008}.

Liegen ein T4-Tumor oder bereits Fernmetastasen vor, so scheint ein kurativer Ansatz

nicht erfolgsversprechend zu sein. Als palliative Maflnahmen empfehlen sich hier die
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Zystektomie zur Verbesserung des Allgemeinzustandes sowie eine Verhinderung von
moglichen Tumorkomplikationen. Sollte eine Zystektomie nicht moglich sein, dann kann

auch eine umfangreiche Resektion des Harnblasentumors stattfinden {Meyer et al. 2007} .

2.9. Prognose

2.9.1. Klinische Faktoren

Klinische Faktoren kdnnen nur mehr oder weniger schlecht zur Bestimmung der Prognose
von Harnblasenkarzinomen herangezogen werden. Sollte der Tumor allerdings multifokal
vorkommen, hat er mehr als 3cm Durchmesser oder gibt es begleitend ein Carcinoma in situ,
dann ist das Risiko flir ein Rezidiv und eine Progression erhoht {Rodriguez-Alonso et al.
2002}. Eine schlechte Prognose ergibt sich, wenn der Tumor bei der bimanuellen
Untersuchung auBerhalb der Harnblasenwand getastet werden kann, die Ureterenmiindungen

infiltriert sind oder Lymphknoten- oder sogar Fernmetastasen vorliegen.

2.9.2. Morphologische Faktoren

Zu den morphologischen Prognosefaktoren zéhlen vor allem das histologische Grading
und das TNM-Stadium des Tumors. Dabei ist das Grading besonders fiir pT1-Tumoren
wichtig, wihrend die meisten pT2-4 Tumoren als hochgradig einzustufen sind und somit ein

weiteres Grading hier kaum noch einen Sinn hat {Eble et al. 2004} .

Ein wichtiger Prognosefaktor ist allerdings die Tiefe der Invasion des Tumors in die
Lamina propria. Sobald die Muscularis mucosae iiberschritten worden ist, spricht dies fiir eine

hohere Progressionsrate {Eble et al. 2004} .

Sollte sich ein Tumor im Stadium T1 befinden und hochgradig sein, dann betrdgt die
Rezidivrate 80%, die Progressionsrate 60% und die 10-Jahres-Uberlebensrate 35% {Mostofi
et al. 1999}.

Auch beim Carcinoma in situ hdngt die Prognose vom Grading und vom Staging des
Tumors ab. Sollte sich hier schon eine Mikroinvasion zeigen, dann spricht dies fiir ein

aggressives Verhalten des Tumors {Lopez-Beltran et al. 2002} .
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Eine Invasion der lymphatischen oder vaskuldren Gefdfle geht mit einer herabgesetzten 5-
Jahres-Uberlebensrate von 44% bei pT1-Tumoren einher. Allerdings wird die vaskulire
Invasion hiufig iiberdiagnostiziert und ist deshalb ein fraglicher Prognoseparameter {Lapham

etal. 1997}.

Weitere Faktoren, die Einfluss auf die Prognose des Harnblasenkarzinoms nehmen, sind
die histologische Art des Tumors (zum Beispiel kleinzellig, sarkomatoid oder mikropapillér),
der Absetzungsrand nach einer Zystektomie und die Form des Tumorwachstums {Eble et al.

2004},

2.9.3. Genetische Faktoren

Zurzeit gibt es keinen ausreichend gepriiften molekularen Parameter, der anerkannten

klinischen Wert bei invasiven Harnblasentumoren hat {Eble et al. 2004}.

In einer Studie schien die Verdnderung des Tumorsuppressorgens p53 zwar mit einer
schlechteren Prognose einherzugehen {Grossman et al. 1998}, dies konnte aber durch eine
nachfolgende Studie nicht bestdtigt werden {Peyromaure et al. 2002}. Auch sind die
gebrduchlichen Methoden der immunhistochemischen Analyse des p53 im Moment noch

nicht gut genug fiir die klinische Bewertung von p53-Verdnderungen {Eble et al. 2004}.

Fiir die Regulationsproteine des Zellzyklus, p21 und p27, welche die Zyklin-abhéngigen
Kinasen inhibieren oder stimulieren, wurde in einer Studie gezeigt, dass beim Phenotyp
p53+/p21- die Prognose nach Zystektomie oder radikaler Radiatio schlechter ist als beim
Phenotyp p53+/p21+ {Qureshi et al. 2001}.

Der Einfluss der bereits beschriebenen Onkogene HER2 und EGFR, welche zum Teil
iiberexprimiert werden {Lofts und Gullick 1992 und Lipponen und Eskelinen 1994}, und das
Retinoblastomgen, welches inaktiviert sein kann {loachim et al. 2000}, auf die Prognose
konnte bis jetzt noch nicht bestitigt werden {Skriplakich et al. 1999 und Korkolopolou et al.
20004}.
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3.CD151

3.1. Einleitung

Tetraspanine sind in vielen biologischen Prozessen involviert. Als kleine
Membranproteine, die in Organismen verschiedener Arten vorkommen, sind sie beteiligt an
der Fertilisation, der parasitiren und viralen Infektion, synaptischen Kontakten bei der
neuromuskuldren Erregungsbildung, der Plittchenaggregation, der Einleitung einer
Immunantwort, aber auch in der Tumorsuppression und -progression {Zoller 2009}. Trotzdem
sind ihre genaue Funktion und der spezifische Ablauf ihrer Interaktionen bisher noch

weitgehend unaufgeklért geblieben.

Besonders die Funktion und Beteiligung am Tumorgeschehen machten einige Proteine der
Transmembran 4 Superfamilie, wie zum Beispiel CD9, CD82 und CD151, in den Studien der
letzten Jahre seit 1990 bekannt. Als Promoter der Metastasierung bei vielen Krebsarten ist es
von grolem wissenschaftlichem Interesse den genauen Aufbau, die Funktion und die

Interaktionen von CD151 zu identifizieren, um mdgliche Therapieansétze zu kreieren.

In der vorliegenden Arbeit soll gezeigt werden, dass CD151 beim Harnblasenkarzinom
einen neuen prognostischen Biomarker darstellen konnte, der bei dieser Tumorart noch nicht

beschrieben worden ist und somit Ziel therapeutischer Ansdtze werden konnte.

3.2. Aufbau

Das Oberfldchen-Glykoprotein CD151, bei welchem ,,CD* fiir Cluster of Differentiation*
steht, gehort zur Transmembran 4 Superfamilie, die auch als Tetraspanine bezeichnet werden.
Mit den iiber 20 Mitgliedern dieser Familie ist CD151 zu 25-30% homolog {Fitter et al.
1995}. Es besitzt vier hydrophobe Doménen, die die Membran durchspannen, hat mit 253
Aminosduren eine vergleichbare Grofle (202 bis 351 Aminosduren) und besitzt viele
Sequenzmuster, wie zu Beispiel CCG in den Codons 155 und 157, die mit anderen
Tetraspaninen identisch sind. Die hydrophobe Hauptdomdne von CD151 besteht aus 106

Aminosduren {Hasegawa et al. 1996}.
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Abbildung 5: Molekularer Aufbau von CD151.

Tetraspanine haben kurze zytosolische N- und C-Termini und eine kleine (EC1) und eine
groBle (EC2) extrazelluldre Schleife, von denen die grofe Schleife 78 bis 150 Aminosduren
und 4 Cysteine enthdlt {Karamatic et al. 2004}. Wichtig ist vor allem diese grof3e
extrazelluldre Schleife (EC2), die sich zwischen der dritten und vierten Transmembran-
Domine befindet, da sie fiir die Funktion und Interaktion von CD151 mit Integrinen und

anderen Mitgliedern der Transmembran 4 Superfamilie von grofler Bedeutung ist.

Zuerst entdeckt wurde CDI51 1991 unter dem Namen gp27 durch eine
Wissenschaftlergruppe um Ashman, die nachwiesen, dass gp27 auf Blutplidttchen vorkommt
{Ashman et al. 1991}. 1995 klonten Fitter et al. dieses Gen und nannten es PETA-3, fiir
Platelet-Endothelial Cell Tetraspanin Antigen 3 {Fitter et al. 1995}. PETA-3 wird in den

meisten Geweben exprimiert. Eine Ausnahme bildet das Gehirn.

Das Gen fiir CDI51 liegt auf dem langen Arm von Chromosom 11, genauer 11p15.5
{Hasegawa et al. 1997}, und besteht aus 8 Exons.

Zunichst wurde angenommen, dass CD151 nur in der Plasmamembran vorkommt, doch
eine Studie iiber die Lokalisation dieses Glykoproteins zeigte, dass 66% des exprimierten
CDI151 in intrazelluliren Kompartimenten angesiedelt ist. Die genaue Bestimmung dieses
Zellorganells wurde mit der Immun-Elektronen-Mikroskopie durchgefiihrt. Schlielich
konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem Ort des hédufigsten Auftretens von CD151 um

spite Endosomen und bzw. oder Lysosomen handelte {Sincock et al. 1999}.
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Auf der Zelloberfldache ist CD151 in der basolateralen Membran in endothelialen und
epithelialen Zellen lokalisiert {Sincock et al. 1999}.

3.3. Funktion

Die Mitglieder der Transmembran 4 Superfamilie, zu denen auch CD151 gehort, sind
mafgeblich im Rahmen der Signaltransduktion der meisten Zellen beteiligt. Sie wirken damit
regulierend auf Zellwachstum, Zellaktivierung, Zellentwicklung und Zellmotilitdt {Hasegawa
et al. 1997}. CD151 ist zudem involviert in der Zelladhdsion und kann die Motilitét, Invasion

und Metastasierung von Krebszellen steigern.

Seine Funktion vermittelt dieses Oberflichenprotein durch Interaktion mit anderen
Mitgliedern der Tetraspanine und durch Bindung an Integrine, welche Transmembran-
Rezeptoren mit a- und B-Untereinheiten darstellen {Karamatic et al. 2004}. Sie verbinden die
Extrazellulairmembran mit dem Zytoskelett durch extrazelluldire Doménen, welche wéhrend
der Biosynthese in eine schwere und eine leichte Kette gespalten werden. Bei Mutation dieser
extrazelluliren Doméne kann es nicht mehr zu dieser Spaltung kommen, wodurch stabile
Komplexbildungen mit Tetraspaninen dann nicht mehr moglich sind {Yauch et al. 2000}. Von
Bedeutung sind vor allem die Integrin-Komplexe a3p1, a6f1 und a6p4. Die Aggregation mit
diesen Integrinen und auch mit anderen Tetraspaninen fiihrt zur Ausbildung des so genannten

Tetraspanin-Netzes oder der Tetraspanin-reichen Mikrodoménen {Karamatic et al. 2004} .

Die Interaktion mit den Integrinen kann in drei Kategorien klassifiziert werden {Claas et
al. 2001}. Starke, sehr stabile Verbindungen entstehen im CD151-0331 Komplex, welche
damit Kategorie 1 entsprechen. Etwas schwichere Bindungen kommen bei den meisten
anderen Komplexen der Tetraspanine vor, wie zum Beispiel die Bindung zwischen CD151
und a6P4. Diese Verbindungen sind sehr selektiv und gehoren Kategorie 2 an. Der Komplex
CDI151-a6pB1 féllt je nach Zelltyp in Kategorie 1 oder 2. In die letzte Kategorie, also
Kategorie 3, gehoren die Verbindungen der Tetraspanine untereinander, sowie die Komplexe
zwischen Tetraspaninen und anderen Molekiilen, die nicht in die Klassen der Mitglieder der

Transmembran 4 Superfamilie oder der Integrine gehoren.

Zwischen 031 und CD151 kommt es zu einer direkten Verbindung, welche sehr stabil und

spezifisch ist {Yauch et al. 2000}. Die Funktion des a3pf1-CD151 Komplexes blieb lange
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unklar und die Aufgabe vieler anderer Tetraspanin-Integrin Verbindungen ist bis heute noch
nicht aufgeklart worden. Dennoch zeigt eine Studie, dass der a3B1-CD151-Komplex einen
hohen Beitrag zur Anzahl, Linge und Wachstum der Neuriten leistet {Stipp und Hemler
2000}. In einer anderen Forschung reguliert CD151 die Endozytose von o331 {Hasegawa et
al. 2007} und fordert damit die Zellmigration.

Fiir a6B1 wurde gezeigt, dass es sich mit CD151 zu einer funktionellen Einheit verbinden
kann. Die zytoplasmatische Seite des Integrins a6 kann so die Aktivierung der MAP-Kinasen
und die Zellmigration regulieren {Wei et al. 1998}. CDI51 =zeigt sich hier als
Verbindungsmolekiil zwischen Signalen von auflen und der Weitergabe iiber die

Signaltransduktion in die Zelle hinein.

Das Integrin a6p4 kommt vor allem in basalen Keratinozyten vor und ist hier in den
Hemidesmosomen konzentriert vorzufinden {Sterk et al. 2000}. Man unterscheidet Typ I -
Hemidesmosomen, welche in den basalen Keratinozyten von vielschichtigen Plattenepithelien
oder Urothelien vorkommen von Typ II - Hemidesmosomen, die in zylindrischen Epithelien,
wie zum Beispiel im Gastrointestinaltrakt vorkommend, enthalten sind {Uematsu et al. 1994}.
Hemidesmosomen und hier vor allem Typ I werden in der stabilen Phase der Wundheilung
geformt, was wiederum fiir eine Funktion von CD151 bei der Zellmigration spricht {Uematsu

etal. 1994},

3.4. CD151 und Tumormetastasierung

Es ist noch nicht lange bekannt, dass Tetraspanine sowohl als Tumorsuppressoren, wie
zum Beispiel CD82 {Tonoli und Barrett 2005}, als auch als Induktoren der
Tumorprogression, wie zum Beispiel CD151 {Zo6ller et al. 2006 und Lazo 2007} eine Rolle

spielen.

Wie schon beschrieben gehen die Mitglieder der Transmembran 4 Superfamilie
Bindungen untereinander sowie mit verschiedenen Integrinen ein. Zusitzlich werden sie auch
mit Cholesterol und Gangliosiden in Verbindung gebracht {Odintsova et al. 2006}, wodurch
Tetraspaninkomplexe hoherer Ordnung entstehen konnen. Man bezeichnet sie als Tetraspanin-
enriched membrane microdomains (TEMs). Diese Signalplattformen sind Ausgangspunkt fiir

die verschiedenen Wege der Signaltransduktion, die durch Tetraspanine initiiert werden.
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Fir die Tumorausbreitung und das Tumorwachstum ist vor allem die Beeinflussung
anderer Zellen durch bestimmte Signalwege notwendig. Fiir Tetraspanine wie zum Beispiel
CD151 wurde gezeigt, dass sie in groBem Mafle in Exosomen vorkommen {Sincock et al.

1999}

Es handelt sich hierbei um 30-100nm groB3e Vesikel, die in vielen Zellen vorhanden sind.
Sie werden von multivesikuldren Organellen, die mit Lysosomen oder der Plasmamembran
fusionieren, abgegeben und konnen so eine interzellulire Kommunikation, wie zum Beispiel
bei der Tumorprogression {Zoller 2006}, aufrechterhalten. Wichtig ist, dass die Proteine bei

der Prozessierung dieser Exosomen ihre Funktionen behalten.
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Abbildung 6: Die Herstellung von Exosomen durch die Zelle.

Ein weiterer bedeutender Aspekt, der darauf hinweist, dass CD151 maBgeblich an der
Invasion und Metastasierung von Tumoren beteiligt ist, wird von einer Studie iiber die
Eigenschaften von CD151 in der Karzinom-Stroma Interaktion dargestellt. Bei Zellen der
Linie HSC5 (Human epidermal carcinoma cell line 5) kam es nach Knockdown von CD151
zur Herunterregulierung der Metalloproteinasen MMP2, MMP7 und MMP9 {Hasegawa et al.
2007}. Im Gegenzug kam es bei einer Hochregulierung von CDI151 zu einer hohen

proteolytischen Aktivitidt durch die Produktion und Sekretion von Metalloproteinasen. Fiir
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MMP7 wurde zudem gezeigt, dass es zusammen mit CD151 in den Vorderseiten der
Lamellipodien wihrend der Migrationsphase der Zelle lokalisiert ist. Zu den Matrix-
Metalloproteinasen gehoren auch die Kollagenasen, welche bei hoher Expression von CD151

somit verstiarkt Kollagenfasern abbauen und dadurch die Tumorinvasion begiinstigen.

3.5. CD151, ein prognostischer Indikator bei Tumoren

In vielen verschiedenen Tumorarten kommt es zu einer Uberexpression von CD151.
Kohno et al. zeigten bereits, dass die Zellmotilitit beim Kolonkarzinom, Glioblastom und
Fibrosarkom durch solch eine Uberexpression von CD151 zunimmt {Kohno et al. 2002}. Fiir
Tumoren in der Brust, der Bauchspeicheldriise, im Kolon- und Rektumbereich und
nichtkleinzellige Tumoren der Lunge wurde festgestellt, dass die Uberexpression von CD151

zu einer schlechteren Prognose fiihrt {Z6ller 2006 und Lazo 2007}.

Auch andere Studien zeigen, dass CD151 als prognostischer Indikator fiir das Fortschreiten
des Tumors genutzt werden kann. Beim gingivalen Plattenepithelkarzinom wurde in einer
Studie festgestellt, dass der Expressionsstatus von CD151 mit dem Tumorausgang korrelierte
{Hirano et al. 2009}. Auch bei einer Studie iiber den prognostischen Wert von CD151 beim
Prostatakarzinom konnte aufgedeckt werden, dass die Prognose schlechter wurde, je hoher die
Expression von CD151 war {Ang et al. 2004}. CD151 hatte sogar einen besseren
Vorhersagewert fiir den klinischen Ausgang bei den untersuchten Patienten als das
histologische Grading nach dem Gleason-Score. Eine weitere Studie zeigt, dass die
Uberexpression von CD151 bei Mammakarzinomen mit einer hdheren Letalitéit einhergeht
{Sadej et al. 2009} . So lag die 5-Jahres-Uberlebensrate bei CD151-negativen Patientinnen bei
79,9%, wihrend sie bei CD151-positiven Patientinnen nur 45,8% betrug. Zusitzlich zeigten
sich Korrelationen zwischen CD151 und dem Metastasierungsstatus in die axilliren

Lymphknoten.

3.6. CD151 beim Harnblasenkarzinom

Der Zusammenhang zwischen CD151 und dem Urothelkarzinom wurde bis jetzt nur in
einer Studie untersucht {Williams et al. 2011}. Tumorproben von 67 Patienten, bei denen eine
radikale Zystektomie durchgefiihrt worden ist, wurden auf die Expression von CDI51

getestet. Doch obwohl sowohl das Tumorstadium als auch der Lymphknotenstatus starke
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prognostische Werte fiir die Rezidivbildung darstellten, konnte keine Korrelation zwischen

der Expression von CD151 und dem Auftreten eines Rezidivs hergestellt werden.
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4. Material und Methoden

4.1. Harnblasengewebe und Patienten

Fiir die vorliegende Studie wurde der Harnblasen-TMA (Tissue Microarray) der
Urothelkarzinome aus der Abteilung Molekulare Pathologie des Universititsspitals Basel
verwendet, welcher 686 in Paraffin eingebettete Gewebeproben von ebenso vielen Patienten
mit Urothelkarzinomen beinhaltete. Eine 0,6mm grof3e Materialprobe wurde aus jedem Fall
ausgestanzt und in ein TMA-Format transferiert. Beschrieben wurde dieser TMA von Wild PJ

et al im Jahre 2005. Einen Uberblick iiber den H&E gefirbten Array zeigt Abbildung 7.

e )

Abbildung 7: Die 4 Array Blocke mit den 686 Gewebeproben im Uberblick (H&E, 4,5 fache VergroBerung) {Wild et al.
2005}.

Alle Objekttrager wurden durch einen Pathologen iiberpriift. Tumorstadium und -grad
wurden nach der UICC und WHO definiert (Mostofi et al. 1999 und UICC 1997). Eine
Klassifikation fand hier nicht nach der aktuellen WHO-Klassifikation statt, da der Aufbau des
TMA vor dem Jahre 2004 tberpriift wurde. Stadium pT1 wurde durch die Pridsenz von

eindeutiger Tumorinvasion in das suburotheliale Stroma und tumorfreien Arealen der
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muskulidren Harnblasenwand definiert. Karzinome mit Stromainvasion aber ohne Anteile der
muskuldren Harnblasenwand in der Biopsie wurden zumindest als Stadium pT1 (pTl1-)
gewertet. Klinische Daten waren hier von 639 Patienten vorhanden. Die mittlere Follow-Up
Periode betrug 40 Monate (bei einer Spannweite zwischen 1-120 Monaten). Rezidivbildung
und Tumorprogression (zu Stadium pT2 oder hdoher) wurden ausgewihlt als Studien-
Endpunkte fiir Patienten mit Tumoren im Stadium pTa oder pTl. Die Follow-Up
Informationen wurden als vollstindig genug angesehen, um Patienten der Stadien pTa und
pT1 in die Studie einzuschlieBen, wenn Zystoskopien zumindest nach 3, 9 und 15 Monaten
und danach jdhrlich bis zum Endpunkt der Studie (Rezidiv oder letzte Kontrolle) durchgefiihrt
worden sind. Um einen Patienten zur Analyse bis hin zur Tumorprogression in die Studie
einzuschliefen, wurden ldngere zeitliche Intervalle zwischen den Kontrollen akzeptiert, wenn

die letzte Nachuntersuchung eine Tumorprogression ausschloss.

Rezidive wurden definiert als zystoskopisch sichtbare Tumoren, wéhrend eine
Tumorprogression die Prisenz einer Muskelinvasion in einer anschlieBenden Biopsie nach

sich zog (Stadium pT2 oder hoher).

4.2. TMA-Herstellung

Der Harnblasen-TMA aus der Abteilung Molekulare Pathologie des Universitétsspitals

Basel, welcher in dieser Studie verwendet wurde, wurde wie folgt hergestellt.

Zunichst wurde ein so genanntes ,,Punchfile* erstellt, in welcher die Eingangsnummern
sowie die relevanten histopathologischen und klinischen Daten der ausgesuchten
Schnittpréparate dokumentiert wurden. Zusitzlich wurde hier gleich die Anordnung der
Gewebe-Spots auf dem Tissue Microarray mithilfe eines mit Koordinaten beschrifteten
Rasters (,,Cartoon®) festgelegt, welches die Anordnung der verwendeten Schnittpréparate auf

dem Objekttriager zeigte.

Da zu den meisten Proben mehrere Schnittpréparate mit teilweise unterschiedlicher
Qualitdt vorhanden waren, wurde vom Pathologen das Priparat angefordert, welches am
besten geeignet war. Alle Schnittpriparate waren HE (Hdmatoxylin-Eosin)-gefdrbt. Auf
diesen ausgesuchten Schnitten zeichnete der Pathologe dann das Tumorareal mit

grofBtmoglichem Bereich an. Dabei stand ,,rot* fiir ,,Tumor®, ,,schwarz* fiir ,,Carcinoma in
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situ“ und ,,blau“ fiir ,,normales Gewebe“. Zur Kontrolle musste auch immer tumorfreies

Gewebe mit auf den TMA-Block gebracht werden.

Der Empfangerblock wurde aus Paraffin hergestellt, indem dieses bei 60°C geschmolzen
und in eine Metallform gegossen wurde. Danach kiihlte der Block zirka 2 Stunden bei

Raumtemperatur und weitere 2 Stunden bei 4°C aus.

Aus diesem Paraffinblock wurde nun mithilfe einer Kaniile eines Array-Stanzgerits ein
Hohlzylinder von 0,6mm Durchmesser entnommen. Dieses vorgefertigte Loch im
Empfangerblock wurde nun mit einer ebenfalls 0,6mm im Durchmesser grofen Stanze aus
dem vom Pathologen markierten Areal des Spenderblocks mit einer zweiten Kaniile
ausgefiillt. Diese Schritte wurden fiir alle Gewebeproben, welche in dem ,,Punchfile*
aufgefiihrt waren, wiederholt. Dabei war es wichtig, dass alle Gewebestanzen gleich tief in
den Empfingerblock eingebracht wurden, damit das herausragende Gewebe beim
anschlieBenden Schneiden nicht verloren ging. Nur so konnte eine hohe Qualitit des

Empfangerblocks gewahrt werden.

Nach Fertigstellung des Blockes, der nun als TMA-Block bezeichnet werden durfte, wurde
dieser bei 40°C im Brutschrank fiir 10 Minuten erhitzt. Aufgrund der Unebenheiten auf der

Oberfliache musste der Block nun noch mithilfe eines Objekttrigers geglittet werden.

Tissue Microarray Method

Slides with marked
area of interest

P-'Ilcru.-l..rl h
3

Dianar . Reclipient Microsection . Tissua Microarray
paraffin block parafTin block

Abbildung 8: Die Grundlagen der Herstellung eines Tissue MicroArrays (TMA).
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Das Rotationsmikrotom, eine Maschine mit speziell entwickeltem Schneideverfahren,
fertigte nun Schnittpridparate mit Dicken zwischen 0,3 bis 0,5mm des TMA-Blocks an, auf
den zuvor eine selbstklebende Folie aus einem ,,Tape sectioning kit* (instrumedics Inc., NJ,
USA) geklebt worden war. Der Schnitt wurde dann zusammen mit der Folie auf einen
Objekttrager tiibertragen, der mit Klebstoff versehen worden war. Um Schnitt und
Objekttrager zu verbinden, wurden beide fiir eine Minute unter eine UV-Lampe gelegt.
Anschlieend konnte die Folie mithilfe von TPC, einem speziellen Losungsmittel, entfernt

werden und das Schnittpriaparat wurde flir eine Stunde bei Raumtemperatur getrocknet.

4.3. Qualitative Immunhistochemie

Zunichst mussten die Objekttrager fiir mindestens eine Stunde in Xylol, und danach in ab-
steigender Alkoholreihe (Isopropylalkohol 100%, Ethanol 96%, Ethanol 70%) bis hin zum de-
stilliertem Wasser entparaffiniert werden. Die Schnitte wurden dann zusétzlich 5 Minuten im

TBS-Puffer (Tris gepufferte Kochsalzlosung) abgespiilt.

Ein monoklonaler Antikoérper (clone: RLM30, Novocastra, dilution 1:450) wurde fiir die
Markierung von CD151 genutzt, nachdem die Schnitte zur Vorbehandlung fiir 5 Minuten in
einem Autoklave in Citratpuffer (pH 7,8) erhitzt und anschlieend fiir nochmals 5 Minuten im
TBS-Puffer gespiilt wurden. Der Objekttrager wurde danach in 3%igem Wasserstoffperoxid in
Methanol inkubiert und zweimal jeweils 5 Minuten wieder in TBS-Puffer gespiilt, um die

endogene Peroxidase zur Verhinderung von falsch-positiven Ergebnissen zu blockieren.

Die Objekttrager wurden mit dem Antikorper in einer Verdiinnung von 1:450 ausreichend
bedeckt und anschliefend 5 Minuten im TBS-Puffer gespiilt. Das EnVision System (DAKO)
wurde fiir den Antikdrper RLM30 zur Visualisierung der Immunmarkierung benutzt.
Verwendet wurde das EnVision Polymer —HRP Rabbit (DAKO K4003), mit dem die
Objekttrager fir 30 Minuten bei 30°C versehen und anschlieBend wieder mit TBS-Puffer

zweimal jeweils 5 Minuten abgespiilt wurden.

Bei Raumtemperatur wurden die Objekttrager dann fiir 10 Minuten mit dem DAB-
Chromogen (Liquid DAB DAKO K3468) inkubiert, wobei vorher und nachher eine Spiilung
mit destilliertem Wasser fiir je 5 Minuten erfolgte. AnschlieBend wurde Haemalaun fiir 1

Minute appliziert und die Objekttrager fir 5 Minuten mit Leitungswasser gebldut. Die
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Entwisserung fand dann iiber eine aufsteigende Alkoholreihe bis hin zum Xylol statt und die

Objekttrager konnten daraufhin eingedeckelt werden.

Nur Gewebeproben, bei denen ein Harnblasen-Karzinom bestétigt wurde, wurden auch fiir
die CD151-Analyse verwendet. In diesen Proben wurde die Intensitdt der CD151 Expression
in 4 Kategorien unterteilt: 0 (keine Farbung), 1+, 2+ und 3+ (starke Farbung). Die Prozentzahl
zwischen 0 und 100 gab den Prozentwert positiver Tumorzellen an. Die Intensitédt der Farbung
und die Anzahl der positiven Tumorzellen wurden fiir jeden ,,Gewebespot* notiert. Aus diesen

beiden Parametern wurde ein ,,End-Score* entwickelt (Tabelle 2).

Die verwendeten Kriterien entsprechen den routinemdfig verwendeten Standardkriterien

des Instituts flir Pathologie im Universitédtsklinikum Hamburg-Eppendorf.

Beurteilung der Farbung Expression (End-Score)

keine Farbung (0) negativ

Farbeintensitit 1+ in bis zu 70% der Zellen

schwach positiv
oder 2+ in bis zu 30% der Zellen

Farbeintensitit 1+ in mehr als 70% der Zellen
oder 2+ in mehr als 30% aber nicht mehr als 70% [mittel positiv

der Zellen oder 3+ in bis zu 30% der Zellen.

Farbeintensitit 2+ in mehr als 70% der Zellen
stark positiv
oder 3+ in mehr als 30% der Zellen

Tabelle 2: End-Score, entwickelt aus der Intensitét der Farbung und der Anzahl der positiven Tumorzellen.
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Abbildung 9: Représentative Beispielbilder fiir die immunhistochemische Farbung von CD151 in
gutartigem und neoplastischem Urothel.
A) Starke Anfarbung von CD151 in gutartigem Urothel und Endothelialen Zellen.
B) Schwache Anfirbung von CD151 in einem Urothelkarzinom.
C) Mittlere Anfirbung von CD151 in einem Urothelkarzinom.
D) Starke Anfarbung von CD151 in einem Urothelkarzinom.

4.4. Statistische Methoden

Die statistischen Berechnungen wurden mit der JMP 8.0 Software (SAS) durchgefiihrt.
Haufigkeitskurven wurden mit dem Chi-Quadrat-Test (Fisher's Exact Test) und Mehrfel-
der-Tests berechnet, um die Beziehung zwischen dem histologischen Tumortyp, Differenzie-
rungsgrad, Stadium und der CD151 Expression zu untersuchen. Die Uberlebenskurven wur-
den mithilfe der Kaplan-Meier Methode aufgestellt und mit dem Log-Rank Test verglichen.
Abhingig vom ausgewihlten Endpunkt der Studie wurden die Patienten zur Zeit der letzten
klinischen Kontrolle, bei welcher sie keine Anzeichen der Erkrankung mehr zeigten oder zu

dem Zeitpunkt an welchem die Zystektomie durchgefiihrt wurde, begutachtet.
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5. Ergebnisse

5.1. Verwertbarkeit des Materials

Die Analyse des TMA zeigte, dass 620 Tumorproben, entsprechend 90,4%, interpretierbar

waren. Griinde fiir nicht auswertbare Fille waren das komplette Fehlen von Gewebeproben

(2,8%) oder das Fehlen von eindeutigem Tumorgewebe (6.8%) im TMA-Abschnitt.

5.2. Immunhistochemie

Die immunhistochemische Fiarbung von CD151 war in den Gewebeproben vor allem in

der Membran stark ausgeprégt. In 409 (66,0%) von 620 analysierbaren Fillen konnte CD151

in der Membran angefarbt werden. Hierbei zeigten sich folgende Unterschiede: Schwache
Farbung ergab sich in 220 (35,5%), mittlere Farbung in 101 (16,3%) und starke Férbung in 88
(14,2%) der Tumortille. Bei 211 (34,0%) der Tumortfélle wurde keine Farbung von CD151

erzielt.
n n negative | weak moderate strong p-value
on TMA | analyzable (%) (%) (%) (%)
histology urothelial | 686 620 34.0 35.5 16.3 14.2
stage pTa 315 284 28.5 36.3 15.1 20.1
pT1 160 145 37.9 33.1 16.6 12.4 0.0033
pT1- 4 4 25.0 75.0 0 0
pT2-4 207 187 39.6 353 18.2 6.9
grade Gl 82 75 22.7 333 14.7 29.3
G2 300 273 28.9 36.6 18.0 16.5
G3 304 272 423 349 15.1 7.7
stage and grade |pTa G1 82 75 22.7 333 14.7 293
pTa G2 185 166 27.1 37.4 16.2 19.3
pTa G3 48 43 44.2 37.2 11.6 7.0 <0.0001
pT1 G2 70 67 29.9 343 19.4 16.4
pT1 G3 94 82 43.9 34.2 13.4 8.5
pT2-4 G2 45 40 35.0 37.5 22.5 5.0
pT2-4 G3 162 147 40.8 34.7 17.0 7.5
growth pattern | papillary 540 483 33.1 35.6 16.2 15.1
solid 143 134 37.3 35.8 17.2 9.7

Tabelle 3: Histologische Daten sowie die Anfarbbarkeit von CD151 in der Immunhistochemie von 686

Harnblasentumoren des TMA aus dem Universitétsklinikum Hamburg-Eppendorf.
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Die Relation zwischen immunhistochemischer Farbung und Phénotyp des Tumors ist in

Tabelle 3 dargestellt.

Zusitzlich zeigen die Abbildungen 10A bis 10F die einzelnen Werte im Vergleich grafisch
dargestellt. Generell ldsst sich sagen, dass eine hohe Expression von CD151 mit einem
giinstigeren  Phiinotyp einherging. Signifikante Ubereinstimmungen wurden beim

Tumorstadium (p=0,0033) und Tumor-Grading (p<0,0001) gefunden.

Eine Anféarbbarkeit der Proben fiir CD151 gelang bei knapp zwei Drittel der Tumorfille,
wihrend ein Drittel negativ ausfiel (Abbildung 10A).

|m Analysierhare Prohen (620) |

IS
Negatire Schawvac he Miitlere Starle
Fith. (211)  Firh. (220) Firth.(101)  Firh. (3%)

Abbildung 10A: Stirke der Anfarbbarkeit von CD151 in Prozent bei allen analysierbaren Proben (n=620).

Fiir alle Tumorstadien war die Anfarbbarkeit fiir CD151 tiberwiegend schwach bis negativ.
Die pT1-negativen Tumorfille, bei denen insgesamt nur 4 Proben vorhanden waren, lieen

sich nur schwach farben (Abbildung 10B).
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Abbildung 10B: Stirke der Anférbbarkeit von CD151 in Prozent in den einzelnen Tumorstadien (n=620).

Beim Tumorgrading fiel auf, dass der Anteil an Proben, welche den Grad G1 bis G3 hatten,
bei schwacher und mittlerer Anfarbbarkeit in allen Tumorgraden ungeféhr gleich hoch war,
wihrend der Anteil von G1 in Prozent bei starker Anfarbbarkeit am hochsten war und bei G3

am niedrigsten. Genau anders herum verhielt es sich bei negativer Anfarbbarkeit (Abbildung

10C).

W Negative Firh.
B Schwache Firb.
O Mittlere Fiirb.
O Starke Firb.

p <0,0001

Gl (75) G2 (273) G3 272)

Abbildung 10C: Stirke der Anfarbbarkeit von CD151 in Prozent im Vergleich zum Tumorgrading (n=620).
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Auch fiir den Vergleich der Anfarbbarkeit von CD151 mit dem pTa-Stadium und dem
Tumorgrading konnte die Erkenntnis gewonnen werden, dass die Tumorgrade G1 bis G3 bei
schwacher und mittlerer Anfarbbarkeit dhnlich stark vertreten waren, wahrend bei starker
Anférbbarkeit der Anteil des Grades G1 am hochsten war und bei negativer Anfarbbarkeit der
Anteil des Tumorgrades G3 (Abbildung 10D).

M Negative Firb.
M Schwache Firb.
O Mittlere Firb.
O Starke Firb.

p <0,0026

pTa G1 (75) pTa G2 (166) pTa G3 (43)

Abbildung 10D: Stirke der Anfarbbarkeit von CD151 in Prozent im Vergleich zum pTa-Stadium
und Tumorgrading (n=284).

Beim Vergleich der Anférbbarkeit von CD151 mit dem pT1-Stadium und dem
Tumorgrading war die Anzahl an Proben, welche den Grad G2 und G3 hatten, bei schwacher
Anfarbung ungefihr gleich (Abbildung 10E). Es zeigte sich, dass bei mittlerer und starker
Anférbbarkeit der Anteil an Proben mit dem niedrigeren Grad, also Grad 2, hoher war als bei

den Proben mit dem Tumorgrad G3.
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Abbildung 10E: Stirke der Anfarbbarkeit von CD151 in Prozent im Vergleich zum pT1-Stadium
und Tumorgrading (n=149).

Bei den Tumorfillen in den Stadien pT2 bis pT4 war der Anteil an den Tumorgraden G2

und G3 fiir jede Intensitdt der Farbung ungefahr gleich gro3 (Abbildung 10F), wobei deutlich

zu erkennen war, dass die Anférbbarkeit bei diesen Tumorgraden eher schwach bis negativ

ausfiel.

B Negative Firb.
B Schwache Firb.
O Mittlere Firb.
O Starke Firb.

p<0,0026

NN N N N N N\

pT2-4 G2 (40) pT2-4 G3 (147)

Abbildung 10F: Stirke der Anfarbbarkeit von CD151 in Prozent im Vergleich zum pT2-4-Stadium
und Tumorgrading (n=187).
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5.3. Immunhistochemische Firbung und klinische Tumorendpunkte

Um die prognostische Rolle der immunhistochemischen Féarbung von CDI51 zu
untersuchen, wurden die Endpunkte des Harnblasentumors ausgewihlt, welche klinisch am
meisten relevant waren. Diese beinhalteten das tumorspezifische Uberleben aller invasiven
Karzinome (pT1-4), das tumorspezifische Uberleben in der Untergruppe der muskelinvasiven
Karzinome (pT2-4), die Tumorprogression von pT1 Tumoren und die Rezidive von pTa
Tumoren. Signifikante Ubereinstimmungen zwischen immunhistochemischer Firbung von
CDI51 und diesen Tumorendpunkten konnten nicht gefunden werden (Abbildungen 11A-D;
p>0,1 bei allen).

So zeigten beim tumorspezifischen Uberleben aller invasiven Karzinome (pT1-4) zwar
iiber 55% der Patienten mit starker Expression von CDI151 eine Uberlebenszeit von 100
Monaten oder mehr und bei schwacher Expression nur 5% eine Uberlebenszeit von 60
Monaten oder mehr, allerdings lie8 sich auch bei fehlender Expression von CD151 bei iiber
28% der Patienten eine Uberlebenszeit von 100 Monaten oder mehr ausmachen (Abbildung

11A).
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Gesamtiiberlebensrate

)
)
)
)
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Abbildung 11A: CD151 und das tumorspezifische Uberleben aller pT1-4 Tumoren (n=212).
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Beim tumorspezifischen Uberleben in der Untergruppe der muskelinvasiven Karzinome
(pT2-4) sahen die Ergebnisse dhnlich aus. Auch hier zeigten 60% der Patienten mit einer
starken Expression von CD151 eine Uberlebenszeit von 100 Monaten oder mehr und nur
ungefdhr 25% der Patienten mit einer schwachen Expression 50 Monate oder mehr. Doch
auch hier iiberlebten iiber 30% der Patienten ohne Expression von CD151 100 Monate oder

mehr (Abbildung 11B).

100 %
90 % |
80 %
70 %
60 %
50 %
40 %
30 %- L__Tj '
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Uberlebenszeit in Monaten

Abbildung 11B: CD151 und das tumorspezifische Uberleben in der Untergruppe der muskelinvasiven pT2-4 Tumoren
(n=185).

Bei der Untersuchung der Rezidivhédufigkeit bei pTa Tumoren konnte aufgezeigt werden,
dass es bei ca. 38% der Patienten mit einer starken Expression von CD151 nach 56 Monaten
zum Rezidiv kam, bei ca. 19% der Patienten mit mittlerer Expression von CD151 nach 55
Monaten, bei ca. 40% der Patienten mit einer schwachen Expression von CD151 erst nach 63
Monaten und bei ca. 27% der Patienten ohne Expression von CD151 kam es nach 52 Monaten
zur Rezidivbildung (Abbildung 11C). Damit konnte auch bei diesem Endpunkt keine

signifikante Ubereinstimmung gefunden werden.
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Abbildung 11C: CD151 und die Tumorrezidive in pTa Tumoren (n=248).
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Der letzte untersuchte relevante klinische Endpunkt des Urothelkarzinoms der Harnblase,

die Tumorprogression von pT1 Tumoren zu einem pT2 Tumor oder hoher, konnte auch keine

Ubereinstimmung zwischen Progression und Expression von CD151 aufzeigen. Bei ca. 82%

der Patienten mit starker Expression von CD151 ging der pT1 Tumor nach 26 Monaten oder

noch langerer Zeit in einen pT2 Tumor oder ein hoheres Tumorstadium iiber, bei schwacher

Expression bei ca. 90% der Patienten nach 23 Monaten oder ldnger und bei ca. 78% der

Patienten mit negativer Expression von CD151 nach 55 Monaten oder lianger (Abbildung

11D).
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Abbildung 11D: CD151 und Tumorprogression in pT1 Tumoren (n=94).

6. Diskussion

Das Oberflichen-Glykoprotein CD151 wird in vielen verschiedenen Tumorarten
exprimiert. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass dies auch héufig in Harnblasentumoren
der Fall ist und dass eine hohe Expression von CD151 mit einem giinstigeren Tumorstadium
und Tumorgrading einhergeht. Dies widerspricht den meisten anderen Studien tiber CD151,
welche bei einer hohen Expression von CD151 mit einem fortgeschrittenerem Tumorstadium

und einer schlechteren Prognose einhergehen.

Obwohl nur eine kleine Anzahl von Proben mit gutartigem Urothel analysiert wurde,
zeigte sich eine hohe Expression von CDI151, welche vergleichbar war mit den hdchsten
Werten, die bei diesen Tumoren gefunden worden sind. Dies l4sst den Schluss zu, dass CD151
in hochgradigen, also fortgeschrittenen Tumoren vermindert exprimiert wird, wéhrend es in
niedrigergradigen, also frithen Tumoren vermehrt exprimiert wird. Leider zeigte sich trotz der
Ubereinstimmung zwischen den niedrigen Werten von CD151 und dem hohem Tumorstadium
sowie hohem Grading, dass CD151 nicht als prognostischer Indikator in Frage kam, nachdem
die relevanten klinischen Endpunkte in den Untergruppen pTa (Zeitpunkt des Auftretens von
Rezidiven), pT1 (Progression in ein hdheres Tumorstadium) und pT2-4 (Uberleben in der
Gruppe der muskelinvasiven Karzinome) separat analysiert worden sind. Hier zeigt sich, dass

ein korrektes Tumor-Staging von grofBter Wichtigkeit ist {Tosoni et al. 2000} .

Verschiedene Tumorarten konnten bisher eine Expression von CD151 aufweisen und
einige Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen der Expression von CD151 und einer
schlechteren Tumorprognose.

In einer Studie mit 76 Prostatatumoren {Ang et al. 2004} ging die erhohte Expression von
CD151 mit einem hoéherem Tumorstadium sowie mit einer schlechteren Prognose einher.
Zusiétzlich war CDI51 prognostisch aussagekriftiger als die traditionelle histologische
Grading-Methode (Gleason-Score).

Eine weitere Studie untersuchte 145 nicht-kleinzellige Lungentumoren {Tokuhara et al.
2001}. Es stellte sich heraus, dass die Uberlebensrate der Patienten, welche CD151-positive
Tumoren hatten, wesentlich geringer war als die der Patienten mit CD151-negativen Tumoren
(51,9% gegentiber 73,1%). Daher wurde auch bei dieser Studie angenommen, dass eine hohe

Genexpression von CD151 mit einer schlechteren Prognose einhergeht.
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In der Studie von Zhu GH et al. wurden verschiedene Proteine untersucht, um die
Expression und prognostische Signifikanz dieser Proteine beim duktalen Adenokarzinom des
Pankreas zu ermitteln, darunter auch CD151 {Zhu et al. 2011}. Es zeigte sich, dass sowohl
CDI51 als auch die Integrine a3 und a6, welche zusammen zur Ausbildung des Tetraspanin-
Netz fiihren {Karamatic et al. 2004}, beim duktalen Adenokarzinom des Pankreas
iiberexprimiert werden. CD151 konnte hier ein neuer prognostischer Biomarker sein.

Zwei weitere Studien befassten sich mit hepatozelluldren Tumoren und der Expression von
CD151. Ke AW et al. fanden heraus, dass CD151 in hepatozelluldiren Tumoren gegeniiber
angrenzendem nicht-tumordsen und normalem Lebergewebe iiberexprimiert wird und fiir eine
hohere Invasivitit des Tumors spricht {Ke et al. 2009}. Shi GM et al. konnten zeigen, dass die
Hohe der Expression von CD151 in hepatozelludren Tumoren positiv mit der Expression der
Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP9) aufgrund einer Hochregulierung der Expression durch
den PI3K/Akt/GSK-3beta/Snail Signalweg korrelierte {Shi et al. 2010}. 2007 kam eine
andere Studie bereits zu diesem Ergebnis und stellte dar, dass die Metalloproteinasen fiir die
Migrationsphase der Zelle wichtig sind {Hasegawa et al. 2007}. Da auch die Kollagenasen zu
den Metalloproteinasen gehdren und bei erhdhter Expression von CD151 dadurch dann auch
mehr Kollagenfasern abgebaut werden, wird die Tumorinvasion gefordert. Ob hier
therapeutische Angriffspunkte sein konnten, miissen weitere Studien zeigen.

Eine andere Studie beschéftige sich mit 146 kolorektalen Tumoren {Hashida et al. 2003}.
Auch hier kam es bei einer hohen Expression von CDI151 zu einer verminderten
Uberlebensrate der Patienten mit kolorektalen Tumoren.

Yoo SH et al. untersuchten die Expression von CDI151 beim klarzelligen
Nierenzellkarzinom in 489 Féllen {Yoo et al. 2011}. Dabei zeigte sich, dass die Expression
von CDI151 sowohl positiv mit dem pathologischen TNM-Stadium als auch mit dem
Tumorgrading, der TumorgroBe und dem Alter des Patienten korrelierte. Im Gegensatz zur
vorliegenden Studie konnte auch gezeigt werden, dass es Ubereinstimmungen zwischen der
immunhistochemischen Fiarbung von CDI151 und verschiedenen Tumorendpunkten gab. Die
Uberlebensrate in der Gruppe mit der hohen Expression von CD151 war signifikant niedriger
(p<0,001) und auch die Progressionszeit zum néchsthoheren Tumorstadium war deutlich
kiirzer (p<0,001).

In der Studie von Suzuki et al. wurden 138 operativ entfernte Plattenepithelkarzinome des
Osophagus auf die Expression von CD151 iiberpriift {Suzuki et al. 2011}. Man fand bei 57

Féllen (51,7%) eine positive Expression von CD151. Diese war stark assoziiert mit der
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TumorgroBe, Lymphknotenmetastasen, Fernmetastasen und der lymphatischen Invasion.
Zudem war die 5-Jahres-Uberlebensrate bei diesen Patienten erheblich niedriger als bei den
Patienten, welche keine Expression von CDI151 aufzeigten. Somit kommt es bei einer
erhohten Expression von CDI51 zur Tumorproliferation wund Invasivitit von
Plattenepithelkarzinomen des Osophagus.

Eine weitere Studie untersuchte 60 intrahepatische Cholangiokarzinome {Huang et al.
2010} und stellte fest, dass auch hier die Expression von CD151 viel héher war als in
nichttumordsen Gewebeproben und in normalem Lebergewebe. AuBlerdem verloren die
Tumorzellen nach Herunterregulierung von CD151 ihre Fahigkeit zur Metastasierung und
Invasion in vitro. Die Uberexpression hingegen korrelierte signifikant mit gréoBeren Tumoren,
mangelnder Differenzierung, multipler noduldrer, mikrovaskuldrer Gallengangsinvasion und
lymphatischer Metastasierung. Somit stellt CDI51 auch beim intrahepatischen
Cholangiokarzinom einen prognostischen Biomarker dar.

Die Uberexpression von CD151 lisst sich auch bei verschiedenen Untergruppen von
invasiven Mammakarzinomen feststellen {Kwon et al. 2012}. So fanden Kwon et al. bei 127
von 886 Mammakarzinom-Patientinnen eine Uberexpression von CD151. Diese ging mit
einer vermehrten TumorgroBe, einem hoheren Lymphknotenstatus und einem hoheren
Tumorstadium einher. Daraus resultierend ergab sich eine schlechtere Uberlebensrate sowie

ein kiirzeres rezidivfreies Intervall.

Des Weiteren ist der Zusammenhang zwischen einer hohen Expression von CD151 und
einer schlechten Tumorprognose iibereinstimmend mit Studien, welche vermuten, dass
CD151 Eftekte auf die Tumorzellmigration und Metastasierung haben konnte {Testa et al.
1999, Kohno et al. 2002, Sadej et al. 2010}. Testa et al. zeigten, dass ein monoklonaler
Antikorper gegen CDI151 die Metastasierung von humanen Epidermoid-Karzinomzellen
verhindert {Testa et al. 1999}. Kohno et al. erkannten, dass die Uberexpression des Wildtyps
von CD151 die experimentelle Metastasierung sowie die Zellmotilitdt und die Invasivitdt von
Kolonkarzinom- und Fibrosarkomzellen verbesserte {Kohno et al. 2002}. Die Studie von
Sadej et al. wiederum identifizierte CD151 als einen positiven Regulator der Signalkaskade,
welche durch TGFB1 zur Aktivierung der MAP Kinase p38 initiiert wird und zeigte
zusdtzlich, dass CD151 eine wichtige Rolle bei der durch TGFB1 ausgelosten Metastasierung
beim Mammakarzinom spielt {Sadej et al. 2010} .

Die vorliegende Studie jedoch unterstiitzt im Gegensatz zu den meisten anderen Studien
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nicht die Annahme, dass eine hohe Expression von CD151 zu einer erhéhten Tumorinvasion
und Metastasierung in Harnblasentumoren beitrdgt. Die verminderte Expression von CD151
ging in dieser Studie, in der mehr als 600 Harnblasentumoren untersucht worden sind, mit
einem fortgeschrittenerem Tumorstadium und hohem Grading einher. Damit sind die Daten
vergleichbar mit den Ergebnissen von Chien et al, welcher eine verminderte Expression von
CD151 in Kolonkarzinomen im Vergleich zu normalem Tumorgewebe fand {Chien et al.
2008}. Hierfiir wurden 137 kolorektale Karzinome auf die Expression von CD151 getestet.
Zusitzlich zeigten klinische Untersuchungen, dass metastasierte Tumorzellen einen hoheren

Gehalt an CD151 verglichen mit den Zellen des Primértumors hatten.

Da CD151 entscheidend an der Zelladhdsion mitwirkt {Hasegawa et al. 2007 und Sterk et
al. 2000}, besteht die Moglichkeit, dass eine verminderte Expression von CDI151 die
Féhigkeit der Zelladhdsion schwichen konnte, was dann zu einer Tumorinvasion fiihren
konnte. Sterk et al. zum Beispiel zeigten, dass CD151 ein Bestandteil hemidesmonaler
Strukturen ist und seine Rekrutierung in die Hemidesmosomen durch das Integrin [16[4
reguliert wird {Sterk et al. 2000}. Der Verlust des [16[ 4-Integrins in Harnblasentumoren ging
mit einem invasiven Verhalten des Tumors einher. Grund hierfiir war die Beeintrdchtigung der
Bindung zwischen Tumorzellen und dem Kollagen VII der Basalmembran durch den Verlust

des Integrins {Kohno et al. 2002} .

Wie schon beschrieben werden vor allem Typ I — Hemidesmosomen in der stabilen Phase
der Wundheilung geformt und sind dadurch wichtig fiir die Zellmigration {Uematsu et al.
1994}, in die CD151 somit auch involviert ist. In der vorliegenden Studie wird bei niedriger
oder fehlender Expression von CD151 ein hoheres Tumorstadium vermutet. Ob es dadurch
auch zu einer erhdhten Tumorzellmigration kommt, muss im Falle des Harnblasenkarzinoms

noch untersucht werden.

In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass die Expression von verschiedenen
Integrinen in Harnblasentumoren mit fortgeschrittenerem Stadium und Grading verdndert und
herunterreguliert wurde {Syrigos et al. 1999}. Die angenommene Interaktion zwischen
CDI151 und dem [16[ 4-Integrin konnte mit den Ergebnissen dieser Studie verglichen werden,
welche eine verminderte Expression von CD151 in fortgeschrittenen und hochgradigen

Tumoren vermutet.
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Eine grundlegende Eigenschaft der Tetraspanin-Familie ist die Fahigkeit ihrer Mitglieder,
Querverbindungen mit vielen Partnerproteinen und untereinander zu bilden, was als
Tetraspanin-Netz oder Tetraspanin-reiche Mikrodomine bezeichnet wurde {Karamatic et al.
2004}. Die Uroplakine Ia und Ib gehdren zu dieser Protein-Familie und werden sowohl in
normalem Urothel als auch in Urothelkarzinomen exprimiert. Uroplakine bilden die
Hauptproteinbausteine des Urothelverbandes, welcher iiber 90% der Urotheloberfiche
bedeckt und das Harnblasenurothel abschlieft. Sie sind zudem gewebsspezifische und
differenzierungsabhidngige Marker fiir das Urothel und es wird angenommen, dass sie eine
Rolle bei der Stabilisierung der apikalen Zellmembran der Deckzellen wihrend der
Ausdehnung bei Fiillung der Harnblase spielen {Wu et al. 1994}.

In einer Studie konnte gezeigt werden, dass es eine zunehmende Verminderung der
Expression von Uroplakinen wihrend der Urotheltransformation und der Tumorgenese gibt.
Zusétzlich war die mangelnde Expression von Uroplakinen stark gekoppelt an ein
fortgeschritteneres pathologisches Tumorstadium, eine Lymphknotenmetastasierung, eine
Rezidivbildung und an eine hohere tumorspezifische Mortalitit {Syrigos et al. 1999}.
Dennoch wurde eine Interaktion zwischen CD151 und den Uroplakinen Ia und Ib bisher noch
in keiner Studie beschrieben, wéhrend die Verbindungen zwischen CD151 und anderen
Integrinen wie zum Beispiel (1604 oder a3p1 durchaus schon gut untersucht worden sind

{Sterk et al. 2000 und Stipp und Hemler 2000} .

Vor einiger Zeit wurde vorgeschlagen CD151 als therapeutisches Ziel bei Tumoren zu
nutzen. Aufgrund seiner Involvierung in den Bereichen der Zelladhision, des Zellwachstums,
der Zellaktivierung, der Zellentwicklung und der Zellmotilitdt scheint CD151 gut geeignet fiir
therapeutische Zwecke zu sein. Takeda et al zeigten, dass CD151 zur Tumor-Angiogenese im
Versuchstier beitrug {Takeda et al. 2007}. Da CD151 nicht essenziell fiir die Angiogenese
beim Versuchstier zu sein scheint, konnte es ein potenzielles Therapieziel reprisentieren, um

die Gefiallzufuhr und damit die Nahrstoffzufuhr zum Tumor zu unterbinden.

In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass eine vermehrte Expression von CD151 eine
Rolle bei der Resistenz gegen Trastuzumab bei HER2-positiven menschlichen
Brustkrebszelllinien spielen konnte. Folglich erhdhte das Fehlen von CD151 die Sensitivitét
zur Therapie mit Trastuzumab {Huang et al. 2007}. Harnblasentumoren gehdren zur Gruppe

von Tumoren mit einer hiufigen HER2-Amplifikation und Uberexpression. Aufgrund dieser
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Beziehung konnte ein kombiniertes Anvisieren von CD151 und HER2 von potentiellem

Interesse sein.

Eine weitere Studie zeigte bereits anhand von Experimenten an Mausen, dass verschiedene
anti-CD151 mAbs (monoklonale Antikdrper) in der Lage sind, potentielles friihes
Tumorwachstum in verschiedenen Tumorarten einschlieflich Prostata-, Lungen- und
Brustkrebs zu inhibieren {Haeuw et al. 2011}. Zusétzlich konnte in dieser Studie bei einem
Lungenkrebs-Modell die Metastasierung in vivo verhindert werden. Es wird vermutet, dass
CDI51 ein erfolgreiches Angriffsziel in vielen verschiedenen Tumorstadien sein konnte. Ob
monoklonale Antikorper gegen CD151 beim Harnblasenkarzinom auch den erwiinschten

Erfolg bringen, bleibt noch zu untersuchen.
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7. Fazit

In der vorliegenden Studie konnte anhand von iiber 600 Harnblasentumoren gezeigt
werden, dass eine erhohte Expression von CDI51 sowohl mit einem gilinstigerem

Tumorstadium als auch einem besseren Tumorgrading einhergeht.

Da CD151 mit vielen Mitgliedern der Tetraspanin-Familie und anderen Proteinen
Querverbindungen eingeht und die Hohe der Expression von CD151 deshalb auch hiufig mit
der Expression dieser Proteine korreliert, miissen hier weitergehende Studien durchgefiihrt
werden, um das ganze AusmalBl der Involvierung von CD151 im Tumorgeschehen zu

erkennen.

Auf Grundlage der Ergebnisse kann man folgern, dass das Fehlen von CD151 zur
Progression von Harnblasenkarzinomen durch eine Verminderung der Zelladhdsion beitragen

konnte.

In den klinisch definierten Untergruppen tumorspezifisches Uberleben aller invasiven
Karzinome (pT1-4), tumorspezifisches Uberleben in der Untergruppe der muskelinvasiven
Karzinome (pT2-4), Tumorprogression von pT1 Tumoren und Rezidive von pTa Tumoren

liefert die Expression von CD151 keine weiteren prognostischen Informationen.

SchlieBlich konnte CD151 in Zukunft durchaus ein therapeutisches Angriffsziel darstellen,

zum Beispiel durch den Einsatz von monoklonalen Antikorpern.
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8. Zusammenfassung

Harnblasenkarzinome stehen heute an 7. Stelle der hiufigsten Krebsarten. Meist kann der
Tumor schon im frithen Stadium entdeckt werden und ein potentiell kurativer Therapieansatz
ist noch moglich. Dennoch konnte eine grofere Auswahl an Therapieoptionen, welche
besonders in den Bereichen des GroBenwachstums und der Metastasierung eingreifen wiirden,
die Uberlebensraten erhhen. Ob eine Therapieform, welche in den Stoffwechsel von CD151

bei Harnblasentumoren eingreift bessere Erfolge erzielen kann, muss noch untersucht werden.

CD151 gehort zur Gruppe der Tetraspanine und wird in verschiedenen Tumoren
unterschiedlich exprimiert. Je nach Expression von CD151 sind bisherige Studien zu teilweise
abweichenden Prognosen hinsichtlich des Tumorausganges gekommen. Die vorliegende
Studie sollte kldren, ob eine Korrelation zwischen der Expression von CDI51 und dem
Tumorphinotyp sowie dem klinischen Ausgang von Harnblasenkarzinomen existiert.

Dazu wurde ein Harnblasenkarzinom-TMA, welcher Tumorproben von 686

Urothelkarzinomen enthielt, mittels Immunhistochemie untersucht.

CD151 konnte in 409 (66,0%) von 620 Fillen in der Membran angefarbt werden. Eine
hohe Expression von CD151 zeigte sich in normalem Urothel und in nicht-invasiven
Tumoren. Eine niedrige Expression von CD151 war mit einem ungiinstigen Tumorphinotyp
assoziiert. Bei 71,5% der 284 pTa-Tumoren, bei 62,1% der 145 pT1-Tumoren und bei 60,4%
der 187 pT2-4-Tumoren (p = 0,0033) gelang die Anfirbung von CD151. Die Anféarbbarkeit
variierte je nach Tumorgrad. Bei 77,3% der 75 Grad 1 Tumoren, bei 71,1% der 273 Grad 2
Tumoren und bei 57,7% der 272 Grad 3 Tumoren konnte CD151 nachgewiesen werden (p <
0,0001). Der Expressionsstatus von CD151 war nicht mit dem tumorspezifischen Uberleben
aller invasiven Karzinome (pT1-4), dem tumorspezifischen Uberleben in der Untergruppe der
muskelinvasiven Karzinome (pT2-4), der Tumorprogression von pTl Tumoren und den

Rezidiven von pTa Tumoren assoziiert.

Scheinbar widerspriichlich verhilt sich die vorliegende Studie zu anderen Studien, die bei
einer hoheren Expression von CD151 auch ein hoéheres Tumorstadium erwarten. Allerdings
hat sich bis zu diesem Zeitpunkt noch keine Studie mit dem Zusammenhang zwischen der
Expression von CD151 und Harnblasenkarzinomen auseinandergesetzt. Daher scheint das

Harnblasenkarzinom einen besonderen Stellenwert einzunehmen.
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10. Abbildungsverzeichnis

Abb.1: Geschitzte altersstandardisierte Inzidenz-Raten des Harnblasenkarzinoms bei Ménnern mit Anpassung an
die weltweite durchschnittliche Altersverteilung (ASR).
Aus: Ferlay J, Bray F, Pisani P, Parkin DM (2001). GLOBOCAN 2000: Cancer Incidence, Mortality and
Prevalence Worldwide. IARC Press: Lyon.
Abb.2: Tumorausbreitung des Harnblasenkarzinoms.
http://de.wikipedia.org/wiki/Blasenkrebs
Abb.3: Carcinoma in situ.
Aus: Eble JN, Sauter G, Epstein JI, Sesterhenn 1A (2004). World Health Organization Classification of Tumours.
Pathology and Genetics of Tumours of the Urinary System and Male Genital Organs. JARC Press: Lyon: 119.
Abb.4: Invasive Urothel-Karzinome. A Papilldres invasives Harnblasen-Karzinom.
B Invasives Urothelkarzinom mit Infiltration der muskuldren
Harnblasenwand.
C Invasives Urothelkarzinom mit tiefer Infiltration der Harnblasenwand.
D Ulzerierendes Karzinom.
Aus: Eble JN, Sauter G, Epstein JI, Sesterhenn IA (2004). World Health Organization Classification of Tumours.
Pathology and Genetics of Tumours of the Urinary System and Male Genital Organs. IARC Press: Lyon: 96.
Abb.5: Molekularer Aufbau von CD151.
http://www.cipf.com/public/cipf/html/en/our_projects/project.php?aid=123
Abb.6: Die Herstellung von Exosomen durch die Zelle.
http://www.laborjournal.de/rubric/archiv/stichwort/w_06 11.lasso
Abb.7: Die 4 Array Blocke mit den 686 Gewebeproben im Uberblick (H&E, 4,5 fache VergroBerung).
Abb.8: Tissue Microarray Method.
http://www.sunnybrook.ca/research/?page=sri_core _genom_equip 8
Abb.9: Reprisentative Beispielbilder fiir die immunhistochemische Farbung von CD151 in gutartigem und
neoplastischem Urothel. A) Starke Anfarbung von CD151 in gutartigem Urothel und Endothelialen Zellen.
B) Schwache Anfarbung von CD151 in einem Urothelkarzinom.
C) Mittlere Anférbung von CD151 in einem Urothelkarzinom.
D) Starke Anfarbung von CD151 in einem Urothelkarzinom.
Abb.10: 10A) Stérke der Anfarbbarkeit von CD151 in Prozent bei allen analysierbaren Proben (n=620).
10B) Stérke der Anfarbbarkeit von CD151 in Prozent in den einzelnen Tumorstadien (n=620).
10C) Stirke der Anfarbbarkeit von CD151 in Prozent im Vergleich zum Tumorgrading (n=620).
10D) Stérke der Anfarbbarkeit von CD151 in Prozent im Vergleich zum pTa-Stadium und Tumorgrading
(n=284).
10E) Stérke der Anféarbbarkeit von CD151 in Prozent im Vergleich zum pT1-Stadium und
Tumorgrading
(n=149).
10F) Stérke der Anfarbbarkeit von CD151 in Prozent im Vergleich zum pT2-4-Stadium und
Tumorgrading (n=187).
Abb.11: 11A) CD151 und das tumorspezifische Uberleben aller pT1-4 Tumoren (n=212).
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11B) CD151 und das tumorspezifische Uberleben in der Untergruppe der muskelinvasiven pT2-4
Tumoren (n=185).

11C) CD151 und die Tumorrezidive in pTa Tumoren (n=248).

11D) CD151 und Tumorprogression in pT1 Tumoren (n=94).
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