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1. EINLEITUNG

1.1 Das Urothelkarzinom der Harnblase

Mit 386300 geschatzten Neuerkrankungen pro Jahr ist Blasenkrebs die
neunthaufigste Krebsursache weltweit [2, 23, 38]. Manner sind etwa dreimal
haufiger betroffen als Frauen (weltweit geschatzte Neuerkrankungen pro Jahr:
297300 &, 89000 Q) [2, 23]. Etwa 60 % der Neuerkrankten mit mannlichem
Geschlecht (177.800 pro Jahr) leben in den entwickelten Landern, weshalb das
Harnblasenkarzinom in den Industrienationen sogar auf dem vierten Platz der
haufigsten Krebsneuerkrankungen des Mannes liegt [2]. Das Lebenszeitrisiko,
an Blasenkrebs zu erkranken, liegt in Deutschland bei 4,4 % flr den Mann und
im Gegensatz dazu nur bei 1,6 % fur die Frau. Allerdings tritt die Krankheit
meist im hoheren Lebensalter auf (mittleres Erkrankungsalter in Deutschland:
72 fur &, 74 fir Q) [78]. Jedes Jahr sterben geschatzte 150200 Betroffene an
einem Karzinom der Harnblase [2, 23, 38]. In den entwickelten Landern ist das
Blasenkarzinom mit geschatzten 55000 Verstorbenen pro Jahr fur etwa 3,6 %
der krebsbedingten Todesfalle unter den Mannern verantwortlich und belegt
damit den siebten Platz unter den haufigsten Krebstodesursachen [2]. Bei einer
stagnierenden, teilweise sogar riicklaufigen Inzidenz sind die Mortalitatsraten in
den letzten 20 Jahren deutlich gesunken, so dass die durchschnittliche relative
5-Jahres-Uberlebensrate heute in Deutschland bei 78,2 % liegt [2, 78].

Zu den Risikofaktoren fur die Entwicklung eines Blasenkrebses gehoren
das Tabakrauchen, die Exposition gegenliber aromatischen Aminen und
polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen, die Schistosomiasis, die
Chemotherapie mit Cyclophosphamid und die Bestrahlung, wobei das Rauchen
in 30 bis 66 % der Falle mit dem Auftreten eines Harnblasenkarzinoms

assoziiert ist und somit den bedeutendsten Risikofaktor darstellt [1, 8, 20, 33,
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42, 64, 67, 68]. Neben diesen auf den Organismus einwirkenden aul3eren
Risikofaktoren kdnnen auch genetische Dispositionen Ausloser der Erkrankung
sein. Hierunter fallen die genetischen Polymorphismen der N-Acetyltransferase
und der Glutathion-S-Transferase M1: beides sind Enzyme, die an der
Detoxifikation =~ aromatischer = Amine  beziehungsweise  polyzyklischer
aromatischer Kohlenwasserstoffe beteiligt sind. So weil3 man heute, dass ein
Jlangsamer‘ Acetylierungsstatus ebenso wie eine homozygote Deletion des
GSTM1-Gens ein hdheres Risiko mit sich bringt, an Blasenkrebs zu erkranken
[25, 54, 56]. Aulierdem scheint es eine erbliche Variante des Urothelkarzinoms
zu geben, wie familiar gehauft auftretende Harnblasenkrebserkrankungen

vermuten lassen [41].

In Europa handelt es sich bei Uber 95 % der Blasenkrebsfalle
histologisch um Urothelkarzinome, weshalb dieser haufigste histologische Typ

im Focus dieser Dissertationsarbeit steht [18, 67].

Papillom Gl | Gl GH
I | _

Papillom 1 Low-grade | High-grade

PUN-LMP

Abbildung 1: Vergleich der WHO-Klassifikationssysteme von 1973 und 2004

oben: WHO-Klassifikation von 1973; unten: WHO-Klassifikation von 2004. Der horizontale
Streifen reprasentiert den Verlauf des Gradings von niedrig (links) zu hoch (rechts). PUN-LMP
= papillary urothelial neoplasm of low malignant potential. [Abbildung aus 95]

Das histopathologische Grading des Blasenkarzinoms wird nach der WHO-
Klassifikation von 2004 vorgenommen. Abbildung 1 stellt sowohl die alte WHO-
Klassifikation von 1973 als auch das neue Klassifikationssystem von 2004 im
direkten Vergleich dar. Es ist bemerkenswert, dass die differenzierte
Klassifikation von 1973 durch eine pauschalere abgelost wurde. Seit 2004 wird

nur noch zwischen low-grade und high-grade Tumoren unterschieden. Die neu
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geschaffene Kategorie PUN-LMP beschreibt papillare hochdifferenzierte
Lasionen mit minimalen, die Schichtdicke betreffende und zytologische Atypien,
die in der Regel keine Progression zeigen, aber auch nicht als benigne
einzustufen sind [21, 22]. Auch wenn die WHO-Klassifikation von 2004 heute

allgemein gultig ist, ist die alte Einteilung in G1 bis G3 im deutschsprachigen

Raum noch verbreitet.

Abbildung 2: lllustration der Tumorausdehnung
T = Tumor bzw. Ausdehnung des Primartumors; 1 = Urothel; 2 = Lamina propria und
subepitheliales Bindegewebe; 3 = Muskularis; 4 = perivesikales Fett. [Abbildung aus 27]

Das Staging, also die Stadieneinteilung des Harnblasenkarzinoms, wird
mithilfe der TNM-Klassifikation bestimmt [siehe 6. Appendix Tabelle 14]. Zum
besseren Verstandnis der T-Stadien ist in Abbildung 2 die Ausdehnung des
Primartumors illustriert. Dabei versteht man unter dem Stadium Ta einen nicht
invasiven papillaren Tumor. Tis steht fir das Carcinoma in situ, welches
ebenfalls auf das Urothel beschrankt ist. T1-Tumoren infiltrieren die Lamina
propria und das subepitheliale Bindegewebe, wahrend T2-Tumoren bereits bis
in die Muskulatur vordringen. Im Stadium T3 ist die Muskulatur Uberschritten



GRUNEMAY NADINE 1. EINLEITUNG

und das perivesikale Fettgewebe infiltriert. Das Stadium T4 beschreibt die
Invasion anderer Organe wie etwa der Prostata, des Uterus, der Vagina oder
der Becken- beziehungsweise der Bauchwand [27]. Das pathologische Stadium
ist einer der wichtigsten prognostischen Faktoren beim Blasenkrebs; umso
bedeutender ist deshalb ein exaktes Staging fur die Therapieentscheidung [42,
50]. Vor allem die Diagnose eines T1-Tumors scheint haufig Probleme zu
bereiten und untersucherabhangigen Schwankungen zu unterliegen [9, 51].

70 % der Urothelkarzinome der Harnblase prasentieren sich bei der
Erstdiagnose als oberflachliche Tumoren in den Stadien Ta, Tis und T1, die
restlichen 30 % gehdren bei der Erstdiagnose bereits zu den muskelinvasiven
Tumoren in den Stadien T2 bis T4 [42].

Das haufigste Symptom beim Harnblasenkarzinom ist die schmerzlose
Hamaturie, die bei nahezu allen Patienten entweder als Mikro- oder
Makrohamaturie, beziehungsweise intermittierend, auftritt. Weitere Symptome,
mit denen sich der Blasenkrebs prasentiert, sind Dysurie, haufiges
Wasserlassen und Harndrang. Flankenschmerzen, Extremitatenddeme oder ein
palpabler Tumor kdnnen ebenfalls auf ein Karzinom der Blase hinweisen.
Gewichtsverlust und Knochenschmerzen sind dagegen selten und meistens

Zeichen einer bereits fortgeschrittenen Erkrankung [42].

Als Goldstandard in der Diagnostik eines Blasenkrebs gilt die
Zystoskopie, die Abnormalitaten in der Harnblase sichtbar macht und bereits
wichtige zusatzliche Informationen wie Gréle, Lokalisation und Gestalt des
Tumors liefern kann [42]. Von samtlichen verdachtigen Lasionen innerhalb der
Blase sollten Biopsien enthommen werden, um die Diagnose zu sichern [12,
42]. DarUber hinaus wird die Diagnostik eines Harnblasenkarzinoms durch eine
sogenannte Urinzytologie sinnvoll erganzt [12]. Vor allem bei der Erkennung
von high-grade Tumoren ist die zytologische Untersuchung des Urins sehr
hilfreich, da mit ansteigendem Grading und fortgeschrittenen Tumorstadium die
Sensitivitat der Zytologie zunimmt [26, 52, 70]. In diesem Zusammenhang spielt

die Urinzytologie besonders bei der Detektion eines Carcinoma in situ, welches
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zu den high-grade Lasionen gehort, aber mittels Zystoskopie nicht immer zu
erkennen ist, eine wesentliche Rolle [26, 98]. Im Gegensatz hierzu ist die
zytologische Urinanalyse bei low-grade Tumoren mit einer durchschnittlichen
Sensitivitat zwischen 12 und 26 % ungenlgend [52]. Da sowohl die Zystoskopie
als auch die Zytologie Schwachen bei der Detektion aufweisen, ist es eine
wichtige Aufgabe, die Diagnostik vor allem auch im Hinblick auf die notwendige

Nachsorge zu verbessern.

Da die Uberlebenschance bei Blasenkrebs entscheidend von einer
Diagnose im fruhen Stadium abhangt, ware ein funktionierendes und
aussagekraftiges Blasenkrebs-Screening ein grol3er Fortschritt [59]. Ein idealer
Screening-Test sollte billig, nicht invasiv und von hoher Spezifitat, Sensitivitat
und Genauigkeit sein. Aus diesem Grund wurden in den letzten Jahren
zahlreiche Urin-basierte Tumormarker entwickelt, die allein oder in Kombination
mit einer anderen Methode die Sensitivitdt flir die Detektion eines
Harnblasenkarzinoms erhéhen und eine frihe, nicht invasive Diagnose
ermdglichen sollen [52, 59, siehe 6. Appendix Tabelle 15].

Ein solcher neuer Marker kdnnte das bereits bei verschiedenen Tumorentitaten
beschriebene LASP-1 sein [28].
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1.2 LASP-1 - Aufbau und Funktion

LASP-1 ist ein Akronym und steht fur LIM and SH3 Protein 1. Diese
einzigartige Proteinstruktur, bestehend aus einer N-terminalen LIM-Domane
und einer C-terminalen SH3-Domane, machte LASP-1 zum ersten Vertreter
einer neuen Untergruppe der LIM-Domane-enthaltenden Proteine. Das
zugehodrige Gen wurde erstmals 1995 von TOMASETTO ET AL. in einer cDNA-
Datenbank aus axillaren Lymphknotenmetastasen von Brustkrebs identifiziert.
Das Gen liegt auf der q12-q21-Region von Chromosom 17, wo auch das c-
erbB-2-Proto-onkogen lokalisiert ist, welches in vielen Tumorentitaten, wie zum
Beispiel Brustkrebs, amplifiziert ist [90, 91].

Northern Blot Analysen ergaben, dass LASP-1-mRNA in normalem Gewebe
ubiquitar auf einem basalen Level vorhanden ist [91]. Eine physiologisch
erhohte Expression von LASP-1 wurde sowohl im zentralen Nervensystem, in
sekretorischen Geweben wie den duktalen Epithelzellen des Pankreas und der
Parotis als auch im Epithel des distalen Tubulus beziehungsweise des
Sammelrohres der Niere, in Leukozyten, in Myoepithelien, und in glatten
Gefallmuskelzellen nachgewiesen [14, 29, 30, 69].

In verschiedenen Tumorentitaten (wie Mammakarzinom, Ovarialkarzinom,
Colonkarzinom, hepatozellulares Karzinom und Medulloblastom) liegt dagegen
eine pathophysiologische Uberexpression vor [29, 31, 90, 91, 93, 96, 101].
Daruber hinaus wurde in Brustkrebsgewebe eine vermehrte Expression von
LASP-1-mRNA und auf Proteinebene festgestellt [29, 91], allerdings ist diese

Uberexpression nicht auf Genamplifikation zuriickzufiihren [24].

Dk T
1 61 133 196 261

1 |
Aktinbindungs- Linker-Region
stellen

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Proteinstruktur von humanem LASP-1
[Abbildung modifiziert nach 28, 83]
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LASP-1 besteht aus 261 Aminosauren und hat ein molekulares Gewicht
Protein-Interaktionen beteiligt [4, 19, 28, 82, 91]. Aulerdem konnte
nachgewiesen werden, dass das Zink-Finger-Modul der LIM-Domane
morphologisch  eine  unabhangige Faltungseinheit darstellt, welche
moglicherweise direkt an DNA binden konnte [34].

RAMAN ET AL. identifizierten CXCR2, einen Chemokinrezeptor, als
Bindungspartner fir die LIM-Domane. LASP-1 scheint hierbei eine
Schlisselkomponente der CXCR2-Chemosynapse darzustellen, wodurch
gerichtete Zellmigration ermoglicht wird. Daruber hinaus bindet LASP-1 ebenso
die C-terminale Domane von CXCR1, CXCR3 und CXCR4, weshalb LASP-1
vermutlich als ein genereller Mediator von CXC-Chemokin vermittelter

Chemotaxis angesehen werden kann [71].

Der LIM-Domane folgen zwei Nebulin-ahnliche Aktinbindungsstellen (R1
und R2), welche die Bindung an Aktinfilamente (F-Aktin), jedoch nicht an Aktin-
Monomere (G-Aktin), ermdglichen, und somit die direkte Interaktion zwischen
LASP-1 und dem Aktinzytoskelett in Zellauslaufern, jedoch nicht entlang der
Aktinstressfasern, vermitteln [11, 13, 40, 63, 83]. Mittels der Nebulin-dhnlichen
Aktinbindungstellen interagiert LASP-1 auch mit Krp 1, einem fokalen
Adhasionsprotein, was fur die Verlangerung von Pseudopodien und der daraus

folgenden Gewebeinvasion notwendig zu sein scheint [86].

Wie in Abbildung 3 zu sehen ist, folgt eine Linker-Region mit zwei
spezifischen Phosphorylierungsstellen an Serin 146 (S146) und Tyrosin 171
(Y171), Uber welche die Funktion und Lokalisation von LASP-1 reguliert wird
[11, 49]. So resultiert aus der Phosphorylierung an Serin 146 durch cGMP- und
cAMP-abhangige Proteinkinasen eine verminderte Affinitat zu F-Aktin, die
Ruckverlagerung des Proteins von den Zellauslaufern ins Zytoplasma und eine
damit verbundene reduzierte Zellmotilitat [11].

In den Parietalzellen des Kaninchens induziert die cAMP-abhangige

Phosphorylierung eines Serinrestes die Umverteilung von LASP-1 aus den
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basolateralen Membranregionen zu den apikal gelegenen Canaliculi, was
letztlich mit einer vermehrten Salzsauresekretion einhergeht [13, 14, 15, 37].
LIN ET AL. erbrachten den Nachweis, dass DNA-schadigende Substanzen wie
Cisplatin und oxidativer Stress die Ablson Tyrosin Kinase aktivieren, wodurch
es zur Phosphorylierung von LASP-1 an Tyrosin 171 kommt, was wiederum die
Translokation von LASP-1 zu Fokalkontakten in apoptotischen Zellen
verhindert. LASP-1 scheint somit am programmierten Zelltod mitzuwirken [49].
Von TRANKA ET AL. wurde LASP-1 als Substrat der Src Kinase in Thrombozyten
identifiziert. Hierbei findet ebenfalls eine Phosphorylierung von LASP-1 an
Tyrosin 171 durch die Src Kinase statt, was zur Verlagerung von LASP-1 vom
Zytosol in die Zellperipherie und zu den Fokalkontakten fihrt [94]. Somit
bewirken die Phosphorylierungen an Serin 146 und Tyrosin 171
entgegengesetzte Effekte.

Darlber hinaus fanden PANAVIENE ET AL. heraus, dass die Linker Region
notwendig fur die Bindung von LASP-1 zu Fokalkontakten ist [66].

Am C-terminalen Ende befindet sich die SH3-Domane, die uUber die
Bindung an Prolin-reiche Sequenzen mit Palladin, LPP, Prointerleukin-16,
VASP, Zyxin und Dynamin interagiert [28, 32, 40, 47, 65, 72, 73]. Uber die
Interaktion mit Palladin wird die Bindung von LASP-1 an Aktinstressfasern
vermittelt [72].

Die exakte Funktion von LASP-1 ist bisher noch nicht vollstandig geklart.
Allerdings konnte in mehreren Arbeiten nachgewiesen werden, dass LASP-1
ein Aktin-bindendes Gertstprotein ist und an dynamischen Aktinverbanden wie
Fokalkontakten, Adharens-Kontakten, Lamellipodien, Filopodien, Pseudopodien
und ,membrane-ruffles® beteiligt ist, weshalb es eine essenzielle Rolle in der
Organisation des Aktinzytoskeletts wahrend der Zellmigration zu spielen scheint
[13, 14, 40, 49, 63, 72, 83, 86, 91]. Die Ergebnisse von NAKAGAWA ET AL.
suggerieren, dass LASP-1 als quervernetzendes Protein Aktinbundel
stabilisiert, jedoch nicht initiiert [63]. In quergestreiften Muskelzellen wurde

LASP-1 bei Uberexpression entlang von Z-Scheiben und A-Banden detektiert,
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was eine mogliche Funktion als Strukturprotein zur myofilamentaren
Stabilisierung in kontraktilen Zellen impliziert [66]. Im zentralen Nervensystem
scheint LASP-1 an der Homozysteinsaure-induzierten Neurotoxizitat beteiligt zu
sein [85].

Wie eingangs erwahnt, ist LASP-1 in Brustkrebszellen, aber auch im
Ovarialkarzinom, im hepatozellularen Karzinom, im Kolonkarzinom und
Medulloblastom Uberexprimiert, was auf eine Funktion im Migrationsprozess
neoplastisch veranderter Zellen hinweisen konnte [29, 31, 90, 91, 93, 96, 101].
Diese Vermutung wurde in mehreren Arbeiten bestatigt. So resultierte die
Herabregulierung von LASP-1 mittels RNA-Interferenz in Krebszellen in einer
verminderten Zellproliferation beziehungsweise Migration, und in einer
Akkumulation der Zellen in der Gy-Phase des Zellzyklus, vermutlich bedingt
durch die Beeinflussung der Lokalisation von Zyxin [30, 31, 49, 96, 101].
Dementsprechend fiihrte eine kinstlich hervorgerufene Uberexpression von
LASP-1 in nicht neoplastischen Zellen zu einer erhéhten Zellmigration, zu

Tumorwachstum und Metastasierung [30, 101].

DarUber hinaus wurde von GRUNEWALD ET AL. gezeigt, dass die Starke
der LASP-1-Expression in Brustkrebszellen signifikant mit der Tumorgréfie und
dem Lymphknotenstatus korreliert, wahrend zwischen der Uberexpression von
LASP-1 und dem Grading, der HER-2/neu-, der Ostrogenrezeptor- oder der
Progesteronrezeptor-Expression kein Zusammenhang besteht.
Interessanterweise ist LASP-1 nicht nur im Zytoplasma sondern auch im
Zellkern nachweisbar. Auch hier konnte eine Korrelation zwischen nuklearer
LASP-1-Lokalisation und der zytosolischen LASP-1-Positivitat, der Tumorgrofe,
dem nodalen Status und eines reduzierten Langzeitiberlebens bestatigt
werden. Diese Ergebnisse lassen, neben der wichtigen Rolle bei Proliferation
und Migration, auf eine zusatzliche Funktion von LASP-1 als
Transkriptionsfaktor oder auch Cofaktor schlieffen. Nach der Meinung von
GRUNEWALD ET AL. kdnnte LASP-1 moglicherweise als zusatzlicher pradiktiver

Marker fir Lymphknotenmetastasen beim invasiven Mammakarzinom fungieren
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[29], beziehungsweise die nukleare LASP-1-Positivitat als negativer

prognostischer Indikator flur das Langzeituberleben dienen [24].

WANG ET AL. fanden heraus, dass p53, ein Tumorsuppressorprotein, die
Expression von LASP-1 auf Transskriptionsebene reguliert, indem es direkt an
den Promotor des LASP-1-Gens bindet. Auf diese Weise ist die LASP-1-
Transkription in Anwesenheit von p53 reduziert. Umgekehrt flhrt eine Mutation,
sowie die Inaktivierung oder der Verlust von p53, wie es in vielen
Tumorentitaten der Fall ist, zu einer Zunahme der LASP-1-Expression [96].
Auch beim Sonic Hedgehog Signalweg, dessen Kaskade in einer Reihe von
Krebsarten gestort ist, wird die Transkription von LASP-1 beeinflusst. Hierbei
induziert das Morphogen Sonic Hedgehog Uber die Signalkaskade die
Transkription von LASP-1 [36, 97].

Weitere Beobachtungen unterstiutzen die Annahme einer wichtigen Rolle
von LASP-1 in der Tumorgenese und Metastasierung. So stellt LASP-1 ein
Substrat der Abelson Tyrosin Kinase dar, die nachweislich an der Entstehung
hamatopoetischer Tumoren, insbesondere der chronisch myeloischen
Leukamie beteiligt ist [39, 49]. Auch bei der akuten myeloischen Leukamie
wurde eine veranderte LASP-1-Expression in Verbindung mit dem MLL-Gen
nachgewiesen. Hierbei kommt es durch Translokation zur Bildung des MLL-
LASP-1- Fusionsproteins [87].

E-Cadherin, ein Zell-Zell-Adhasions- und Tumorsuppressorprotein, welches
haufig in Krebszellen verandert ist, beeinflusst ebenfalls die LASP-1-Expression
[45, 46].

AuBerdem induziert IGF-1, das mit Tumorprogression, Invasion und

Metastasierung assoziiert ist, die Expression von LASP-1 [53].

Diese mit unterschiedlichen Ansatzen gewonnenen Einsichten geben
starke Hinweise auf eine groRe Bedeutung von LASP-1 fur Proliferation und
Migration von Tumoren, aber auch flr eine mdgliche Funktion als Marker fur

Tumorgenese und Metastasierung.
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1.3 Zielsetzung der Dissertationsarbeit

Grundlage dieser Dissertation bilden die bereits erlangten Erkenntnisse
uber LASP-1 in anderen Tumorentitaten. Diese sollen auf das Urothelkarzinom
der Harnblase Ubertragen werden. Ziel meiner Laborarbeit war es, die
Expression von LASP-1 in Blasenkrebs auf histologischer Ebene zu
untersuchen und eine daraus abzuleitende klinische Relevanz im Hinblick auf
prognostische oder therapeutische Mdéglichkeiten zu priufen, beziehungsweise
eine Bedeutung fur die histopathologische Befundung zu evaluieren.

Darlber hinaus war ein wichtiges Ziel, LASP-1 nicht nur in histologischen
Schnitten sondern auch im Urin mittels Western Blot-Analysen und
zytologischer Begutachtung nachzuweisen. Hierbei lag mein besonderes
Augenmerk bei der Auswertung darauf, LASP-1 hinsichtlich einer Verbesserung
der Sensitivitdt der Urinzytologie zu beurteilen oder sogar die Nutzung von
LASP-1 als moglichen neuen Urin-basierten Tumormarker fur das

Harnblasenkarzinom abzuwagen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

i
S

¥

Artikel:

Firma:

30)

Acrylamidldésung (Rotiphorese® Gel

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

antibody diluent

DAKO, Hamburg, Deutschland

Bisacrylamid

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Bromphenolblau

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

3,3 -Diaminobenzidin (DAB)

DAKO, Hamburg, Deutschland

ECL und ECL plus

Pierce, Rockford IL, USA

Eosin Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Formalin Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycerin Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Glycin Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Hamatoxylin Sigma, Taufkirchen, Deutschland

2-Mercaptoethanol

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Methanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Milchpulver (Non-Fat Dry Milk)

BIO-RAD, Hercules CA, USA

Natriumchlorid (NaCl)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Artikel: Firma:

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung
(PBS) (DulbeccoA)

Oxoid, Hampshire, UK

Ponceau S Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Proteinstandard (PageRuler™ Fermentas, St. Leon-Rot,
Prestained Protein Ladder) Deutschland
Salzsaure (HCI) Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Tetramethylendiamin (TEMED) Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Trichloressigsaure (TCA) Sigma, Taufkirchen, Deutschland
2’1[|riss(;1ydroxymethyl)-amlnomethan Merck, Darmstadt, Deutschland
Triton® X-100 Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Tween 20 Serva GmbH & Co., Heidelberg,
Deutschland
Wasserstoffperoxid (H20>) Merck, Darmstadt, Deutschland
Xylol Merck, Darmstadt, Deutschland
Ziegennormalserum DAKO, Hamburg, Deutschland
Zitronensauremonohydrat Merck, Darmstadt, Deutschland

2.1.2 Antikorper

2.1.2.1 Primarantikorper

Bezeichnung: | Antigen: | Typ: Hersteller: Verdiinnung:

immunoGlobe,
Himmelstadt, 1:1000
Deutschland

polyklonal;

LASP-1 LASP-1 Kaninchen

2.1.2.2 Sekundarantikorper

Bezeichnung: Markierung: Hersteller: Verdiinnung:
Goat-anti-rabbit | Meerrettich- BIO-RAD, Hercules 1:5000

IgG Peroxidase CA, USA '

LSAB™2 Kit Meerrettich- DAKO, Hamburg, nicht

K0675 Peroxidase Deutschland notwendig

13



GRUNEMAY NADINE

2. MATERIAL UND METHODEN

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Artikel:

Bezeichnung:

Firma:

Cytofunnel mit weilder
Filterkarte

Shandon Single White
Cytofunnel®

Thermo Electron
Corporation

24 mm Deckglaschen

Hartenstein, Wirzburg,
Deutschland

Eindeckmedium

Pertex®

Medite, Burgdorf,
Deutschland

VitroClud®

Langenbrinck,
Emmendingen,
Deutschland

Filme fur
Chemilumineszenz

X-RAY FILM Super RX

FUJI medical GmbH,
Dusseldorf,
Deutschland

Fixationsmittel

Sprayfix

Medite, Burgdorf,
Deutschland

Nitrocellulosemembran

PROTRAN® BA 85
Nitrocellulose Transfer
Membrane

Whatman GmbH,
Dassel, Deutschland

Objekttrager

Superfrost®

Langenbrinck,
Emmendingen,
Deutschland

Hartenstein, Wirzburg,
Deutschland

Pipettenspitzen

TipOne® Filterspitzen

Starlab GmbH,
Ahrensburg,
Deutschland

Pipettenaufsatze

Costar® Stripette®
2ml, 10 ml, 25 ml

Corning, New York,
USA

Reaktionsgefalle

Standard
Reaktionsgefall 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Rohrchen 15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Sicherheitshandschuhe

SafeSKIN PFE

Kimberley-Clark,
Zavantem, Belgien
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2.1.4 Gerate

Gerat:

Bezeichnung:

Firma:

Blockthermostat

Ori-Block 08-1

Techne, Jahnsdorf,
Deutschland

Blot-Kammer

TRANS-BLOT™ CELL

BIO-RAD, Hercules CA,
USA

Elektrophoresekammer

Spezialanfertigung

Noras, Wurzburg,
Deutschland

Universal und Type

Sartorius, Géttingen,

Feinwaagen 1801 Deutschland
Filmentwickler X-OMAT M 35 Kodak
Lichtmikroskop Axiovert 200 ZEISS, Jena,

Deutschland

Linearschuttler

Duomax 1030

Heidolph, Dusseldorf,
Deutschland

Magnetruhrer

IKA, Staufen,
Deutschland

Mikroinjektionsspritze

Microliter™ Syringes

Hamilton Bonaduz AG,
Bonaduz, Schweiz

Mikrowelle

Samsung Classic
Collection M8134

Samsung, Schwalbach,
Deutschland

pH-Meter

PHM 82 Standard pH
Meter

Radiometer,
Kopenhagen, Danemark

Pipette (elektrisch)

accu-jet® pro

Brand GmbH & Co. KG,
Wertheim, Deutschland

Pipette (manuell)

Eppendorf Reference®

Eppendorf, Hamburg,

2, 100, 1000 pl Deutschland
. i Brand GmbH & Co. KG,
Reaktionsgefal3stander Wertheim, Deutschland
. N . Bender & Hobein AG,
Schuttelgerat Vortex Genie 2 Ziirich, Schweiz
GraphPad Prism® 6
Microsoft® Office Word
Software 2003
Microsoft ® Windows ™
XP
. GE Healthcare, Chalfont
Electrophoresis Power St Gil K
N Supply EPS 601 L lies, U )
Spannungsgerat GrolRbritannien
BIO-RAD, Hercules CA,
PowerPac 300 USA
, . Hettich, Tuttlingen,
Zentrifuge Rotina 420 Deutschland
Zytozentrifuge Shandon Cytospin® 4 Thermo Fisher Scientific,

Waltham MA, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Probengewinnung

2.2.1.1 Gewebeproben

Mit Genehmigung der Ethikkommission der Universitat Wuirzburg
(Ethikantragnummer: 130/08) wurde unter Einhaltung des Datenschutzes sowie
aller vorgegebenen ethischen Richtlinien fir den Umgang mit Patientenmaterial
archiviertes, eingefrorenes Blasenkarzinomgewebe und benignes
Blasengewebe fur immunhistochemische Analysen aus dem Institut fur
Pathologie der Universitat Wurzburg bereitgestellt. Das Staging nach der TNM-
Klassifikation [siehe 6. Appendix Tabelle 14] und das Grading des Tumors war
zuvor von Pathologen des Institutes vorgenommen worden und konnte den
dazugehdrigen archivierten, pathologischen Befundprotokollen entnommen
werden.
Von den Gewebeproben, die aus 26 verschiedenen Blasenkarzinomgeweben
unterschiedlicher Stadien von pTa bis pT4 und aus zwei benignen

Blasengeweben stammten, wurden Paraffinschnitte angefertigt.

2.2.1.2 Urinproben

In Kooperation mit der Klinik flr Urologie der Universitat Wurzburg
wurden nach Zustimmung der Ethikkommission der Universitat Wurzburg
(Ethikantragnummer: 130/08) und unter Einhaltung aller datenschutzrechtlichen
Bestimmungen jeweils 30 ml Spontanurin von 10 Kontrollpersonen und von 10
Patienten mit Blasenkarzinom sowie Harnblasenspulflissigkeit von 9
Blasenkrebspatienten gesammelt.
Bei allen Urinproben wurde routinemaflig ein Harnscreening durchgefihrt.
Dabei wurde mittels Teststreifen der pH-Wert, Leukozyten, Nitrit, Glucose,
Protein und Erythrozyten bestimmt. AuRerdem wurde jeweils eine Urinkultur
angelegt.
Von jeder Probe wurden 10 ml fur die Western Blot-Analyse und die restlichen

20 ml zur Herstellung von Zytozentrifugenpraparaten verwendet.
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2.2.2 Immunhistochemische Methoden

2.2.2.1 Nachweis von LASP-1 in Paraffinschnitten

Um die Paraffinschnitte immunhistochemisch farben zu kénnen, wurden
die Objekttrager zweimal fur 10 min in Xylol, zweimal fur 2 min in 100 % Ethanol
und in einer absteigenden Alkoholreihe (2 x 96 % Ethanol, 1 x 70 % Ethanol,
jeweils kurz) entparaffiniert und hydratisiert. Anschlieend wurden die
Praparate mit dH,O gut gespuilt.
Zur Vorbehandlung wurden die Objekttrager in einer Pufferlosung je zweimal 5
min bei 750 W in einer Mikrowelle gekocht. Nachdem die Schnitte 30 min

abgekuhlt waren, wurden sie mit dH,O gesplilt.

Pufferlésung: Zitronensauremonohydrat 19
dH,0O 500 ml
Durch Zugabe von NaOH wurde der pH auf 6 eingestellt.

Um die endogenen Peroxidase zu blockieren, wurden die
Gewebeschnitte 10 min bei Raumtemperatur in 3%iges H>O, in Methanol

gestellt.

3%iges H207 in Methanol: 30 % H20- 30 ml
Methanol 270 mi

Damit der anti-LASP-1-Antikrper nur an LASP-1-Bindungsstellen bindet,
wurden samtliche unspezifische Antikorper-Bindungsstellen mithilfe eines
Proteinblocks neutralisiert. Dies wurde durch die Inkubation der Praparate fur
15 min bei Raumtemperatur in Ziegennormalserum in PBS in der Verdlinnung

1:5 mit nachfolgendem Abkippen des Proteinblocks erreicht.

Proteinblock (1:5): Ziegennormalserum 2ml
PBS-Ldsung 8 mi
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w enzymkonjugiertes Streptavidin = Reagenz 2

biotinylierter Sekundarantiktrper = Reagenz 1

!I Primdrantikorper

Antigen

Legende: = Sekunddrantikorper; B = Biotin; B = Streptavidin;
B =Enzym

Abbildung 4: schematischer Ablauf der LSAB-Methode

In dieser Arbeit: Antigen = LASP-1; Primarantikbrper = anti-LASP-1-Antikérper; Enzym =
Meerrettichperoxidase. [Abbildung modifiziert nach 7]

Fir die nachfolgende Immunfarbung wurden die Objekttrager mit
polyklonalen anti-LASP-1-Antikdrpern in der Verdunnung 1:1000, geldst in
antibody diluent, Gber Nacht bei 4 °C inkubiert und darauffolgend mit PBS

gewaschen.

Das Nachweissystem LSAB™2 Kit besteht aus 2 Reagenzien, einem
biotinylierten Sekundarantikorper (Reagenz 1) und dem Meerrettichperoxidase
konjugierten Streptavidin (Streptavidin-HRP = Reagenz 2). Das Prinzip basiert
auf der hohen Affinitat von Streptavidin zu Biotin.

Zunachst wurde Reagenz 1 aufgetragen, und die Schnitte darin fur 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert, so dass der biotinmarkierte Zweitantikorper mit dem
an LASP-1 gebundenen Primarantikérper reagiert. Nach 15 min wurden die
Praparate mit PBS gut gespult. AnschlieRend wurde mit Reagenz 2 auf
dieselbe Weise verfahren, wobei Streptavidin mit seinen 4 Bindungsstellen an
Biotin bindet.

Um die stattgefundenen Reaktionen sichtbar zu machen, wurde 3,3-
Diaminobenzidin (DAB) als Chromogen verwendet, welches fir die Dauer von 5

min bei Raumtemperatur aufgetragen wurde. DAB fungiert als Substrat fur die
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Meerrettichperoxidase, woraus eine Braunfarbung resultiert. Der schematische

Ablauf der sogenannten LSAB-Methode geht aus Abbildung 4 hervor.

Nach dem Waschen mit PBS, Leitungswasser und dH,O erfolgte eine
Zellkernfarbung mit Hamatoxylin als Gegenfarbung. Dazu wurden die
Objekttrager fur 30 s bei Raumtemperatur in Hamatoxylin getaucht, durch
Spulen unter Leitungswasser geblaut und kurz in dH,O gewaschen.
AnschlieRend wurden die Praparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe (1 x
70 % Ethanol, 2 x 96 % Ethanol, 2 x 100 % Ethanol, jeweils kurz) und Uber
Xylol als Intermedium entwassert und mit VitroClud® und Deckglaschen
eingedeckt.

Parallel dazu wurden nach dem Entparaffinieren und Hydratisieren der
Paraffinschnitte Hamatoxylin-Eosin-Farbungen (HE-Farbung) von jedem Schnitt
angefertigt. Hierfir wurden die Praparate 5 min in Hamatoxylin gestellt, mit
dH,0O gespdlt, 5 min in Eosin getaucht, kurz in Leitungswasser gewaschen und
Uber die aufsteigende Alkoholreihe und Xylol dehydriert. AbschlieRend wurden

die Praparate mit Deckglaschen gesichert.

2.2.2.2 Zytozentrifugenpraparation

Um eine immunhistochemische Farbung der Zellen im Urin durchfiihren
zu konnen, mussten die Urinproben mittels Zytozentrifugenpraparation
aufbereitet werden. Eine Zytozentrifugation ermdglicht die Herstellung von
Praparaten vor allem aus hypozellularen Flussigkeiten wie zum Beispiel Urin
und dient der Zellanreicherung.
Hierfir wurden 20 ml der gesammelten Urinproben 6 min bei 2500 rpm
zentrifugiert, und der Uberstand anschlieRend verworfen. Durch Zugabe
weniger Tropfen 70%igen Ethanols wurde das Pellet resuspendiert und in die
Probenkammer der Cytofunnel® Uberfuhrt. Anschlielend wurden die Proben bei

800 bis 1000 rpm fur die Dauer von 5 min in der Zytozentrifuge zentrifugiert.
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Bei solch geringen Zentrifugalkraften wird ein Zellmonolayer auf einen klar
definierten Bereich eines Objekttragers sedimentiert. Restflussigkeit kann
anschlieRend uber die Filterkarte der Probenkammer absorbiert werden.

Aus jeder Urinprobe wurden auf diese Weise vier Zytozentrifugenpraparate

hergestellt.

Jeweils zwei der vier Objekttrager liel3 man nach der Zentrifugation kurz
antrocknen, bevor sie in 70%igem Ethanol 5 min lang fixiert wurden.
AnschlieBend wurden die Zytozentrifugenpraparate luftgetrocknet und bei
— 20 °C gelagert, um sie dann in einem weiteren Schritt immunhistochemisch
gegen LASP-1 zu farben (siehe 2.2.2.3).

Gleichzeitig wurde jeweils von den anderen beiden Zytozentrifugenpraparaten
eine Vergleichsaufarbeitung mit HE-Farbung durchgefuhrt. Hierzu wurden die
Praparate mit Sprayfix fixiert, Uber Nacht luftgetrocknet, anschlieRend nach
Hamatoxylin-Eosin gefarbt und mit Pertex® und Deckglaschen eingedeckt. Das

Vorgehen bei der HE-Farbung entspricht dem in 2.2.2.1 beschriebenen.

2.2.2.3 Nachweis von LASP-1 in Zytozentrifugenpraparaten

Zu Beginn wurden die Objekttrager nach der Zytozentrifugenpraparation
zweimal mit PBS gewaschen. Anschlieend wurden die Praparate in 4%iges
Formalin in PBS 10 min bei Raumtemperatur fixiert, mit dH,O gewaschen und

zur pH-Angleichung kurz mit PBS gesplilt.

4%iges Formalin in PBS: 40 % Formalin 10 ml
PBS 90 ml

Um die Zellmembranen zu permeabilisieren wurden die Objekttrager fur
10 min bei Raumtemperatur in 0,05 % Triton® X-100 in PBS gestellt, danach mit
PBS gut gewaschen und mit dH,O gesplilt.

0,05 % Triton® X-100 in PBS:  Triton® X-100 100 l
PBS 200 ml
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Im Anschluss wurde die endogene Peroxidase durch Inkubation in
1%iges H0O, in dH,O geblockt, mit dH,O gespult und der pH-Wert durch
Waschen mit PBS angeglichen.

1%iges H,0, in dH,O: 30 % H20; 3 ml
dH0 100 ml

Um unspezifische Bindungen des anti-LASP-1-Antikorpers zu verhindern
wurden die Praparate mit einem Proteinblock behandelt. Hierfir wurde
Ziegennormalserum in PBS in der Verdiinnung 1:5 mit 0,025 % Triton® X-100 in
PBS vermischt, die Objekttrager darin 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und

anschlielend abgekippt.

Proteinblock (1:5): wie unter 2.2.2.1 beschrieben
0,025 % Triton® X-100 in PBS: 0,05 % Triton® X-100 in PBS 50 ml
PBS 50 ml

Danach wurde der Primarantikdrper im Verhaltnis 1:2500 mit PBS
verdiinnt, mit 0,025 % Triton® X-100 in PBS gemischt und die Praparate darin
fur die Dauer von 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Objekttrager mit PBS gut gespult. Der gebundene Primarantikorper
konnte durch den Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper und
der daraus folgenden Farbreaktion sichtbar gemacht werden. Dazu wurde der
Zweitantikorper im Verhaltnis 1:100 mit PBS verdinnt und mit 0,025 % Triton®
X-100 in PBS vermischt. Nach der Inkubation der Praparate fur 30 min bei
Raumtemperatur mit dem Zweitantikbrper wurden die Objekttrager mit PBS
gewaschen. Als Chromogen wurde DAB verwendet, welches 5 min bei
Raumtemperatur auf die Praparate einwirkte, wodurch es zu einer
Braunfarbung kam. Anschlieend wurden die Objekttrager mit PBS,
Leitungswasser und dH,O gespult, mit Hdmatoxylin gegengefarbt, Uber eine

aufsteigende Alkoholreihe und Xylol entwassert und letztlich mit VitroClud®
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eingedeckt. Die einzelnen Schritte entsprachen dem unter 2.2.2.1 ausfuhrlich

beschriebenen Vorgehen.

2.2.3 Histopathologische Befundung der LASP-1-Expression

Nach der immunhistochemischen Farbung der Gewebeschnitte wurde
die LASP-1-Expression unter Verwendung des LASP-1-Immunreaktiven-Score
(LASP-1-IRS) gemal® GRUNEWALD ET AL. klassifiziert [29]. Hierzu wurde jeder
Gewebeschnitt von zwei unabhangigen Untersuchern lichtmikroskopisch

(mindestens 10 high-power-fields in 40-facher Vergroflerung) begutachtet.

Der LASP-1-IRS, der von Thomas Grunewald in Analogie zum bereits
sehr gut etablierten Hormonrezeptor-Immunreaktiven-Score entwickelt wurde,
berlcksichtigt sowohl Farbeintensitat als auch den prozentualen Anteil der
gefarbten Zellen und ist somit ein Malf3 fur die Hohe der LASP-1-Expression.

Bei der Beurteilung der LASP-1-Expression wurden vier verschiedene
Farbeintensitaten unterschieden, wobei jedem Schnitt der entsprechende
Punktrangwert von 0 bis 3, der sogenannte LASP-1-Score, zugeordnet wurde.
Abbildung 5 (Seite 25) veranschaulicht nochmals die unterschiedlichen LASP-1-
Scores.

Der Anteil der LASP-1-positiv gefarbten Zellen wurde ebenfalls in Grade
eingeteilt und jedem Schnitt der entsprechende Punktrangwert von 0 bis 4
zugewiesen. In den nachfolgenden Tabellen sind die Zuordnungen von
Farbeintensitat beziehungsweise Anteil der LASP-1-positiv gefarbten Zellen und

dem entsprechenden Punktrangwert aufgefuhrt.

Der LASP-1-IRS ist das Produkt aus der Multiplikation der beiden
Punktrangwerte und generiert einen Wert zwischen 0 und 12.
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Tabelle 1: LASP-1-Score Tabelle 2: Grad-Einteilung des Anteils der
LASP-1-positiv gefarbten Zellen

Farbeintensitat | LASP-1-Score A ethroon Zolon bean” | Grad
keine 0 0-19 0
gering 1 20-39 1
malig 2 40 - 59 2
stark 3 60 -79 3

80 - 100 4

Zur besseren statistischen Diskriminierung wurden die Gewebeproben
mittels LASP-1-IRS in zwei Gruppen getrennt. Schnitte, die einen LASP-1-IRS
kleiner als 5 aufwiesen, wurden als LASP-1-negativ und Schnitte mit einem
LASP-1-IRS grofder als 5 wurden als LASP-1-positiv klassifiziert [29].

Analog zur Einstufung gegen den Proliferationsmarker Ki67 gefarbter
Gewebeschnitte wurde bei allen Schnitten der nukleare Status ermittelt. Jedes
Praparat mit mehr als 10 % LASP-1-gefarbten Kernen wurde als Nukleus-
positiv bewertet. Die Farbeintensitat der Kerne hatte bei der Bestimmung des

nuklearen Status keine Bedeutung [88].
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Abbildung 5: Inmunhistochemisch gefarbte Blasenschnittpraparate

LASP-1 (braun) und Hamatoxylin (blau) als Gegenfarbung. Unterschiedliche LASP-1-Scores: A
= LASP-1-Score 0; B = LASP-1-Score 1; C = LASP-1-Score 2; D = LASP-1-Score 3; E =
positive nukledre LASP-1-Expression.
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2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Aufbereitung der Urinproben fiir die Gel-Elektrophorese

Jeweils 10 ml der Urinproben wurden in der Zentrifuge 10 min bei 3000
rpm pelletiert, damit sich die im Urin enthaltenen Zellen als Sediment am Boden
sammelten. AnschlieBend wurde der Uberstand abpipettiert.
Danach wurde das Urinsediment in 100 pl SDS-Stop-Solution resuspendiert
und bei 95 °C 5 min erhitzt, um die darin enthaltenen Proteine zu denaturieren
und einheitlich mit einer negativen Ladung zu versehen. Dadurch wurden die
Proteine bei der nachfolgenden Elektrophorese in einem SDS-haltigen

Polyacrylamidgel in der Reihenfolge ihrer molaren Massen aufgetrennt.

SDS-Stop-Solution: 200 mM Tris/HCI pH 6,7
6 % (w/v) SDS
15 % (w/v) Glycerin
10 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
30 pg/ml Bromphenolblau
ad dH,0O

2.2.4.2 Denaturierende Gel-Elektrophorese nach Laemmli (1970) [44]
Fur die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese wurden 9 x 15 cm
Minigele mit einer Dicke von 1 mm verwendet, die aus einem Trenngel und

einem daruberliegenden Sammelgel bestanden.

10 % Trenngel (ca. 10 ml): dH,0 5,3 ml
30 % Acrylamid, 0,8 % Bis-acrylamid 3,3 ml
3 M Tris/HCI pH 8,9 1,25 ml
SDS 10 % 0,1 mi
APS 10 % 0,1 mi
TEMED 5 ul
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Sammelgel (ca. 5 ml): dH,0 3,6 ml
30 % Acrylamid, 0,8 % Bis-acrylamid 0,7 ml
0,5 M Tris/HCI pH 6,7 0,65 ml
SDS 10 % 50 pl
APS 10 % 0,2 ml
TEMED 5 ul
SDS 10 %: 10 % Natriumdodecylsulfat (w/v) in dH,0

= 10 g Natriumdodecylsulfat in 100 ml dH,0

APS 10 %: 10 % Ammoniumpersulfat (w/v) in dH,O

=1 g Ammoniumpersulfat in 10 ml dH,O

Nach dem GieRen des Minigels wurde die Gelelektrophoreseapparatur
zusammengebaut und mit Elektrophoresepuffer aufgefillt. Mit Hilfe einer
Hamilton-Spritze wurden 2 ul des Proteinstandards und jeweils 10 pl der

Proben in die Geltaschen aufgetragen.

Elektrophoresepuffer 10x: Tris 120 g
Glycin 576 g
SDS 40 g
dH,0 41

Fir die Elektrophorese wurde die Losung verdinnt und der pH mit 5 N NaOH

auf 8,9 eingestellt.

Anschlielend wurde ein elektrisches Spannungsfeld angelegt. Zunachst
wurden die denaturierten Proteine bei einer Spannung von 70 V im weitporigen
Sammelgel konzentriert, um eine mdglichst scharfe Trennung auf dem
engporigen Trenngel zu erreichen. Sobald die blaue Farbfront das Trenngel
erreicht hatte, wurde die Spannung auf 120 V erhéht, um die Proteine nach
ihren molaren Massen aufzutrennen. Die Elektrophorese war beendet, wenn

sich die Lauffront am Rand der Glasplatten befand.
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2.2.4.3 Western Blot (TOWBIN ET AL. 1979) [92]

2.2.4.3.1 Transfer auf die Nitrocellulosemembran

Nach der Elektrophorese wurde das Polyacrylamidgel vorsichtig aus den
Platten gel6st, und das Sammelgel vom Trenngel getrennt. Die
Nitrocellulosemembran wurde auf die GrolRe des Gels geschnitten.
AnschlieRend wurden in einer Schale mit Transferpuffer die einzelnen Lagen
zwischen den Platten in der Reihenfolge Kunststoffvlies, Blottingpapier,
Nitrocellulosemembran, Polyacrylamidgel, Blottingpapier, Kunststoffvlies
luftblasenfrei Ubereinander geschichtet. Danach wurde die Platte in die mit
Transferpuffer geflllte Blotkammer auf die Weise eingesetzt, dass die
Nitrocellulosemembran auf der Seite des Pluspols lag. Nach dem Anlegen
eines elektrischen Spannungsfeldes wurden die Proteine bei einer Stromstarke
von 2 A far 60 min im Kuihlraum vom Polyacrylamidgel auf die

Nitrocellulosemembran Ubertragen.

Transferpuffer: 25 mM Tris 154
192 mM Glycin 729
20 % Methanol 11
dH.0 51

Durch Zugabe von 26,5 g NaOH-Platzchen wurde der pH auf 10 eingestellt.

2.2.4.3.2 Anfarbung der Proteine auf der Nitrocellulose

Mithilfe ~ der  Ponceau-Farbung  kénnen  Proteine auf der
Nitrocellulosemembran sichtbar gemacht und die Transfereffizienz Uberprift
werden. Dazu wurde die Nitrocellulose mit Ponceau S in einer kleinen Schale
ca. 1 min gefarbt und der Hintergrund durch Waschen mit dH,O wieder entfarbt,
so dass nur noch die eingefarbten Banden zu sehen waren. Zur Dokumentation
wurde die Nitrocellulosemembran fotokopiert.

Anschliefiend wurden die eingefarbten Banden durch Waschen mit TBS wieder

vollstandig entfarbt.
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Ponceau S: Trichloressigsaure 10g
Ponceau S 19
dH,0 200 mi
TBS (Tris buffered saline) 10x: Tris 242¢g
NaCl 17,39
dH,0 21

Der pH-Wert wurde auf 7,5 eingestelit.

2.2.4.3.3 Detektion spezifischer Proteine mit Antikdrpern

Nach dem Transfer wurden die noch freien Stellen auf der
Nitrocellulosemembran mit Blockmedium abgesattigt, indem die Membran fur 1
h bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C in dem Blockmedium
geschuttelt wurde. AnschlieRend wurde die Nitrocellulosemembran mit dem in
TBS/T/Milk verdunnten Primarantikdrper fur 1 h bei Raumtemperatur oder Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Nitrocellulose dreimal
fur jeweils 5 min mit TBS/T gewaschen. Der gebundene Primarantikérper
konnte durch einen Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper und
nachfolgender Chemilumineszenz-Reaktion nachgewiesen werden. Dazu
wurde der Zweitantikorper im Verhaltnis 1:5000 mit TBS/T/Milk verdunnt, und
die Nitrocellulosemembran fur 1 h bei Raumtemperatur darin inkubiert. Nach
weiterem dreimaligen Waschen mit TBS/T fir jeweils 5 min wurde die Membran
1 min mit ECL-Detektionsmix bedeckt. Im Anschluf3 lie® man die Nitrocellulose
gut abtropfen, legte sie zwischen zwei Klarsichtfolien und exponierte sie im
Dunkelraum fur einige Sekunden bis zu mehreren Minuten einem ECL-Film, der

dann sofort entwickelt wurde.

Blockmedium: 3 % (w/v) fettfreies Milchpulver in TBS
= 3 g fettfreies Milchpulver in 100 ml TBS

TBS/T: 0,1 % Tween in TBS
=1 ml Tween in 100 ml TBS in 900 ml dH,O
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TBS/T/Milk: 3 % (w/v) fettfreies Milchpulver in TBS/T
= 3 g fettfreies Milchpulver in 100 ml TBS/T

ECL-Detektionsmix: 50 % (v/v) ECL-Reagenz 1
(Verhaltnis 1:1) 50 % (v/v) ECL-Reagenz 2

2.2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde unter Zuhilfenahme der
Computersoftware, GraphPad Prism® fiir Windows, durchgefiihrt. Hierbei
kamen der Fisher’s exact test, der Kruskal-Wallis-Test und der Mann-Whitney-
Test zur Anwendung. P-Werte, die kleiner als 0,05 waren, wurden als statistisch

signifikant betrachtet.

29



GRUNEMAY NADINE 3. ERGEBNISSE

3. ERGEBNISSE

3.1 Blasenschnittpraparate

3.1.1 LASP-1 ist uberexprimiert im Urothelkarzinom der Harnblase

Wie unter 2.2.1.1 und 2.2.2.1 beschrieben wurden fur die Beurteilung der
LASP-1-Expression in Blasenkarzinomgewebe aus 26 Gewebeproben
unterschiedlicher Tumorstadien von pTa bis pT4 und aus zwei benignen
Blasengeweben Paraffinschnitte gefertigt und immunhistochemisch gefarbt.
AnschlieBend wurden die Schnitte mit Hilfe des LASP-1-IRS von zwei
Untersuchern unabhangig voneinander histopathologisch befundet (siehe
Methodenteil 2.2.3).

Bei der Auswertung zeigte sich, dass alle 26 Tumorgewebeproben
LASP-1-positiv gefarbte Zellen enthalten. In 22 Schnitten waren 80 bis 100 %
der Zellen LASP-1-positiv gefarbt, was dem Grad 4 entspricht. Bei drei
Praparaten konnten 60 bis 79 % gegen LASP-1 gefarbte Zellen festgestellt
werden (Grad 3), und eine Probe war nur zu 40 bis 59 % LASP-1-positiv gefarbt
(Grad 2). Im Gegensatz hierzu wurden in den zwei Schnitten aus benignem

Blasengewebe keine LASP-1-positiven Zellen nachgewiesen (Abbildung 9 A auf

Seite 32).

Die meisten Proben aus malignem
Farbung auf (LASP-1-Score 3); vier pTa pT1  pT2  pT3  pT4

Blasengewebe zeigten eine maRige

Farbeintensitat, weshalb sie mit einem
LASP-1-Score von 2 beurteilt wurden.

Zwei Praparate wiesen eine starke

LASP-1-Score

Schnitte hingegen nur eine geringe Abbildung 6: Graphische Darstellung der
. Verteilung der LASP-1-Scores in den
Farbung (LASP-1-Score 1). unterschiedlichen Tumorstadien
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Unter Zuhilfenahme des Kruskal-Wallis-Tests konnte ein P-Wert von 0,4236 (P-
Wert > 0,05) berechnet werden. Folglich besteht keine statistisch signifikante
Korrelation zwischen Farbeintensitat und Tumorstadium, was Abbildung 6
illustriert (siehe auch Abbildung 9 B — F auf Seite 32).

Der hochste LASP-1-IRS war 12 und wurde von zwei Praparaten erreicht. Am
haufigsten wurde ein LASP-1-IRS von 8 vergeben. Zwei weitere Schnitte
wurden mit einem LASP-1-IRS von 6 bewertet. Die restlichen vier
Gewebeproben erhielten einen LASP-1-IRS zwischen 2 und 4. Somit hatten 22
von insgesamt 26 Praparaten einen LASP-1-IRS gréRer 5 und wurden deshalb
durch die Einteilung der Proben in zwei Gruppen in Abhangigkeit vom
erreichten LASP-1-IRS als LASP-1-positiv befundet. Dieses Ergebnis entspricht
einem Anteil von 84,6 %. In Tabelle 3 und Abbildung 7 sind diese Ergebnisse

zusammengefasst.

Tabelle 3: Verteilung der LASP-1-Expression, statistische Auswertung
n = Anzahl; SD = Standardabweichung

LASP-1- LASP-1-
positiv negativ Mit’:::lfve rt IRS SD M(I::':?an
n % n %
kein
Blasen-Ca 0 0 2 100 0 0 0
n=2
Blasen-Ca | ,, | g45| 4 [154 7,42 2,23 8
n =26
25+
g
10+ < 204
o o
. £ 1o}
< =
- ©
& 54
<
0 : 0 N
kein Blasen-Ca Blasen-Ca kein Blasen-Ca Blasen-Ca

Abbildung 7: arithmetisches Mittel des  Abbildung 8: graphische Darstellung der
LASP-1-IRS mit Standardabweichung Verteilung der LASP-1-Expression.
rot = LASP-1-positiv; blau = LASP-1-negativ
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Eine statistische Analyse mittels Fisher's exact test ergab einen P-Wert von
0,0397, damit exprimieren Urothelkarzinome signifikant (P-Wert < 0,05) mehr
LASP-1 als gesundes Blasengewebe. Dies verdeutlicht die graphische

Darstellung in Abbildung 8.

Abbildung 9: Inmunhistochemische LASP-1-Farbung von Blasenschnittpraparaten
LASP-1 (braun) und Hamatoxylin (blau) als Gegenfarbung. A = Negativkontrolle; B — F zeigen
einen LASP-1-Score von 2, jedoch in unterschiedlichen Tumorstadien: B = pTa; C = pT1; D =
pT2; E = pT3; F = pT4; G = Praparat mit positivem nukledren Status.
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Ein positiver nuklearer Status wurde nur in einer der insgesamt 26
Tumorproben gefunden. Interessanterweise zeigten vor allem die auleren
Zellen eine LASP-1-positive Kernfarbung (Abbildung 9 G auf Seite 32).

3.1.2 Beurteilung der Aussagekraft des LASP-1-IRS

Aufgrund der nachgewiesenen LASP-1-Uberexpression in den
histologischen Blasenschnitten der Urothelkarzinome wurde mittels einer Vier-
Felder-Tafel (Tabelle 4) Sensitivitat, Spezifitdt sowie positiver und negativer
Pradiktivwert errechnet, um auf diese Weise die Aussagekraft des LASP-1-IRS

in Bezug auf das Vorliegen eines Harnblasenkarzinoms zu Uberprufen.

Tabelle 4: Vier-Felder-Tafel

Blasen-Ca kein Blasen-Ca
LASP-1-positiv 22 (= A) 0(=B) 22 (= A+B)
LASP-1-negativ 4 (=C) 2(=D) 6 (= C+D)
26 (= A+C) 2 (=B+D) 28 (= A+B+C+D)
Sensitivitat =A/(A+C) =84,6%
Spezifitat =D/(B+D) =100 %

Positiver Pradiktivwert =A/(A+B) =100 %
Negativer Pradiktivwert =D/ (C+D) =33,3 %

Die Sensitivitat gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein Marker oder
Test (hier die LASP-1-Positivitdt) bei Vorliegen einer Krankheit (hier das
Vorliegen eines Urothelkarzinoms der Harnblase) auch wirklich anspricht, oder -
konkret formuliert - kranke Patienten als krank identifiziert. Diese Sensitivitat
entspricht in der hier durchgefihrten Untersuchungsreihe 84,6 %. Das
bedeutet, dass in 84,6 % der Falle ein Urothelkarzinom mittels LASP-1-IRS

erkannt wird.
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Die Spezifitat ist definiert als die Wahrscheinlichkeit, mit der ein Test (hier auf
LASP-1-Positivitdat) einen tatsachlich negativen Sachverhalt (hier kein
Urothelkarzinom der Blase) auch durch ein negatives Testergebnis
widerspiegelt. Die Spezifitat zeigt also an, wie viele gesunde Patienten als
gesund vom Test erkannt werden. In dem vorliegenden Fall liegt die Spezifitat
bei 100 %.

Der positive Pradiktivwert ist ein Mal} fur die Wirksamkeit eines Tests. Er
bezeichnet die Wahrscheinlichkeit, mit der ein positives Testergebnis auch
tatsachlich auf einer Erkrankung beruht. Fur die LASP-1-Positivitat zur
Erkennung eines Urothelkarzinoms der Harnblase betragt der positive
pradiktive Wert 100 %. Das heil’t, dass es sich bei einem LASP-1-positiv
gefarbten  Blasenschnitt mit 100%iger Wahrscheinlichkeit um ein
Urothelkarzinom handelt.

Die Wahrscheinlichkeit, dass ein negatives Testergebnis auch wirklich negativ
ist, wird negativer Pradiktivwert genannt. Das bedeutet in diesem Fall, dass der
negative pradiktive Wert die Wahrscheinlichkeit angibt, bei nachgewiesener
LASP-1-Negativitat auch tatsachlich nicht an einem Blasenkarzinom erkrankt zu
sein (hier 33 %). Im Umkehrschluss bedeutet das jedoch, dass sich in 67 % der
Falle hinter einem LASP-1-negativ gefarbten Blasenschnitt doch ein

Urothelkarzinom verbirgt.

3.1.3 Keine Korrelation zwischen LASP-1-Expression und verschiedener
klinisch-pathologischer Parameter
Die Ergebnisse der histopathologischen Befundung wurden statistisch
analysiert und mit Parametern wie Tumorstadium, Nodalstatus,
Lymphgefalieinbruch, vendser Gefalleinbruch, Grading und nuklearer LASP-1-
Lokalisation in Relation gesetzt.
Wie Tabelle 5 zeigt, waren alle mittels Fisher’s exact test und Mann-Whitney-
Test berechneten P-Werte grofRer 0,05. Somit ergaben die Auswertungen keine
statistisch  signifikante Korrelation zwischen der zytosolischen LASP-1-

Expression und den untersuchten klinisch-pathologischen Parametern.
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Tabelle 5: Korrelation der LASP-1-Expression zu verschiedenen klinisch-pathologischen
Parameter; statistische Auswertung. n = Anzahl; FET = Fisher’s exact test;
MWT = Mann-Whitney-Test

LASP-1- LASP-1- .
Total positiv negativ -

n % n % Wert

Tumor- <pT2 11 10 90,9 1 9,1 0.6137

stadium o2 15 | 12 | 80 | 3 20 | (FED

NO 11 10 90,9 1 9,1

0,1000

Nodalstatus N1 2 2 100 0 0 (MWT)
N2 3 2 66,7 1 33,3

Lymphgefag- -0 | 1 10 ] 909 | 1 %1 | 0,5459

einbruch L1 8 6 75 o o5 (FET)

venoser Vo0 12 11 91,7 1 8,3 0.5232

GefaR- (FET)
einbruch V1 7 5 71,4 2 28,6

G1 1 1 100 0 0

. 0,4000

Grading G2 10 8 80 2 20 (MWT)
G3 15 13 86,7 2 13,3

nukledre  © ! ! 1001 0 O 11,0000

Lokalisation o o5 21 84 4 16 (FET)
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3.2 Western Blot-Analyse der Urinproben
Um zu untersuchen, ob LASP-1 in Urin nachweisbar ist, wurden, wie im
Methodenteil unter 2.2.1.2 und 2.2.4 beschrieben, Urinproben gesammelt und

Western Blots durchgefihrt.

3.2.1 LASP-1 ist im Urin von Kontrollpersonen nicht nachweisbar
Die Auswertung des Western Blots zeigt, dass in keiner der 10

Kontrollurinproben LASP-1 nachgewiesen werden konnte (Abbildung 10).

LASP-1
38 kDa ==

Probe: 1 2 3 4 5 6 9 10 11 13

Leukozyten: — —_  —_— = = = = —_ — —

Abbildung 10: Western Blot aus Spontanurinproben von Kontrollpersonen. Zum direkten
Vergleich der Ergebnisse des Western Blots und des Leukozytennachweises in der Probe
wurde sowohl ein positiver (+) als auch negativer (—) Nachweis mittels Teststreifen in die
Abbildung aufgenommen.

3.2.2 Western Blot-Analyse aus Harnblasenspiilfliissigkeitsproben von

Blasenkarzinompatienten

s > - -
Probe: 8 18 20 23 27 29 33 36 3;
Leukozyten: | + — — + — — — + +
T-Stadium: | T2b T2a Ta T4a T2b T1 Ta Ta T2b
Grading: G2 G2 G2 G3 G2 G2 G2 G2 G3
Abbildung 11: Western Blot aus Harnblasenspiilflissigkeitsproben von

Blasenkarzinompatienten. Zum direkten Vergleich der Ergebnisse des Western Blots und des
Leukozytennachweises in der Probe wurde sowohl ein positiver (+) als auch negativer (—)
Nachweis mittels Teststreifen in die Abbildung aufgenommen.
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7 der insgesamt 9 Blasenspulproben von Blasenkarzinompatienten
zeigten im Western Blot eine deutliche LASP-1-Positivitat (Abbildung 11).
GRUNEWALD ET AL. haben erkannt, dass LASP-1 auch in Leukozyten
uberexprimiert ist [28], so dass bei zwei Proben (Probe 36 und 37) die LASP-1-
Positivitat des Western Blots moglicherweise durch die im Urin vorhandenen
Leukozyten hervorgerufen worden sein kénnte.

Im Gegensatz dazu waren bei den 5 restlichen im Western Blot LASP-1-
positiven Proben keine Leukozyten in der Harnblasenspulflissigkeit
nachweisbar, so dass die LASP-1-Positivitdt in diesen Fallen sehr
wahrscheinlich auf LASP-1-Uberexprimierende Tumorzellen zurtickzuflhren ist.
Interessanterweise  konnte bei den Proben 8 und 23 trotz
Leukozytennachweises mittels Teststreifen in der Blasenspulflussigkeit keine
LASP-1-Positivitat im Western Blot gefunden werden.

Vergleicht man den Western Blot mit den Tumorstadien und dem Grading, lasst
sich keine Korrelation zwischen der nachgewiesenen Intensitat der LASP-1-
Expression im Western Blot und dem Tumorstadium, beziehungsweise dem

Grading erkennen.

3.2.3 Western Blot-Analyse aus Spontanurinproben von

Blasenkarzinompatienten

LASP-1 | -
38kDa = B L e— S - -———
Probe: 7‘ 17 19 21 22 28 32 35 26 34
Leukozyten: | + o + + + + +
T-Stadium: T2b T2a Ta Tis T4a T1 Ta Ta T2b T2b
Grading: G2 G2 G2 G3 G3 G2 G2 G2 G2 G3

Abbildung 12: Western Blot aus Spontanurinproben von Blasenkarzinompatienten. Zum
direkten Vergleich der Ergebnisse des Western Blots und des Leukozytennachweises in der
Probe wurde sowohl ein positiver (+) als auch negativer (—) Nachweis mittels Teststreifen in
die Abbildung aufgenommen.
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Wie Abbildung 12 zeigt, sind 7 der insgesamt 10 Spontanurinproben von
Blasenkarzinompatienten im Western Blot deutlich und 2 Proben nur sehr leicht
LASP-1-positiv. Probe 17 wurde als negativ befundet.

Im Vergleich zum Western Blot von Harnblasenspulflissigkeitsproben wurden
hier nur 2 Proben (Probe 19 und 21) positiv auf LASP-1 im Western Blot und
gleichzeitig negativ auf Leukozyten im Urin getestet. Die restlichen 6 LASP-1-
positiven Proben wiesen hingegen Leukozyten im Urin auf. Diese Beobachtung
lasst einen Zusammenhang zwischen der LASP-1-Positivitat im Western Blot
und eines positiven Leukozytennachweises im Urin annehmen, so dass
Leukozyturie sehr wahrscheinlich flr falsch positive Ergebnisse verantwortlich
sein konnte.

Beim Vergleich der nachgewiesenen Intensitat der LASP-1-Expression im
Western Blot mit dem Tumorstadium und dem Grading kann auch hier kein

Zusammenhang festgestellt werden.

3.24 LASP-1 ist im Urinsediment von Blasenkarzinompatienten
nachweisbar
Wie man der Tabelle 7 wund 8 entnehmen kann, ist bei
Blasenkarzinompatienten LASP-1 im Urin signifikant haufiger (P-Werte < 0,05)
mittels Western Blot nachweisbar als bei gesunden Kontrollpersonen. Daruber
hinaus wurden Sensitivitat, Spezifitdt, positiver und negativer Pradiktivwert
sowohl fur die Harnblasenspulflissigkeit als auch fur die Spontanurinproben

ermittelt und mit Hinblick auf die Validitat des Tests gegenubergestellt.

Tabelle 6: Zusammenstellung der Western Blot-Ergebnisse. n = Anzahl

Western Blot Western Blot
LASP-1-positiv | LASP-1-neagtiv
n % n %
Kontro_llproben 0 0 10 100
n=10
Harnblasenspurl‘ﬂ:;&gkeltsproben 7 778 > 22.2
Spontam_lrlnproben 9 90 1 10
n=10
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Tabelle 7: Auswertung fiir Harnblasen- Tabelle 8: Auswertung fiir Spontanurin-
spiilfliissigkeitsproben. proben.

FET = Fisher’s exact test FET = Fisher’s exact test
Sensitivitat = 778% Sensitivitat = 90%
Spezifitat = 100 % Spezifitat = 100 %
Positiver Pradiktivwert = 100 % Positiver Pradiktivwert = 100 %
Negativer Pradiktivwert = 83,3 % Negativer Pradiktivwert = 90,9 %
P-Wert (FET) = 0,0007 P-Wert (FET) = 0,0001

Die Gesamtsensitivitat der Western Blots betragt 84,2 %. Vergleicht man
die Auswertung der Harnblasenspulflissigkeit mit der Auswertung der
Spontanurinproben anhand der obigen Tabellen, so stellt man fest, dass in
Spontanurinproben ein Urothelkarzinom zu 90 % mittels Western Blot detektiert
wird, wahrend bei Harnblasenspulflissigkeitsproben nur in 77,8 % der Falle das
Vorliegen eines Urothelkarzinoms mittels Western Blot-Analyse erkannt wird.
Die Tabellen 7 und 8 verdeutlichen nochmals, dass eine LASP-1-Positivitat im
Western Blot sowohl bei den Harnblasenspulflussigkeitsproben als auch bei
den Spontanurinproben mit einer Wahrscheinlichkeit von 100 % auf ein
Harnblasenkarzinom hinweist (Positiver Pradiktivwert = 100 %).

Auch in Bezug auf die Spezifitat sind beide Probenarten vergleichbar. Das
heit, von beiden Probenarten werden gesunde Patienten mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 100 % durch ein negatives Ergebnis im Western Blot als
gesund erkannt.

Anders verhadlt es sich beim negativen Pradiktivwert. Wahrend bei den
Spontanurinproben in 90,9 % der Falle eine LASP-1-Negativitat im Western Blot
auf dem Fehlen eines Urothelkarzinoms basiert, lasst sich bei der
Harnblasensplilflissigkeit nur in 83,3 % ein negatives Testergebnis im Western
Blot auch tatsachlich auf einen negativen Befund zurlckflihren. Das bedeutet,
dass bei ausschlieBlicher Untersuchung der Harnblasenspulflissigkeit ein
Restrisiko von 16,7 % verbleibt, trotz eines negativen Ergebnisses an

Blasenkrebs erkrankt zu sein.
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3.3 Auswertung der Zytozentrifugenpraparate

Wie unter 2.2.1.2, 2.2.2.2 und 2.2.2.3 beschrieben, wurden aus den
Urinproben Zytozentrifugenpraparate gefertigt, immunhistochemisch gegen
LASP-1 sowie Hamatoxylin-Eosin gefarbt und von zwei Untersuchern
unabhangig voneinander befundet.
Bei der lichtmikroskopischen Begutachtung der Praparate fanden sich neben
Tumorzellen unter anderem auch normale Urothelien, Plattenepithelien und
Granulozyten (Abbildung 13).

Abbildung 13 : Immunhistochemische Farbung gegen LASP-1 von Zytozentrifugen-
praparaten. LASP-1 (braun) und Hamatoxylin (blau) als Gegenfarbung. A = LASP-1-positiv
gefarbte Tumorzellen; B = LASP-1-positiv gefarbter Granulozyt; C = LASP-1-positiv gefarbte
Plattenepithelien.

3.3.1 Zytozentrifugenpraparate aus Spontanurin von Kontrollpersonen
In den angefertigten Zytozentrifugenpraparaten aus Spontanurin
gesunder Probanden wurden keine LASP-1-positiv gefarbten Zellen

nachgewiesen. Daruber hinaus enthielt keine der 10 Proben nach zytologischen
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Kriterien eine Tumorzelle, so dass alle 10 Proben als Negativkontrollen

geeignet waren.

3.3.2 Zytozentrifugenpraparate aus Harnblasenspiilfliissigkeitsproben
von Blasenkarzinompatienten
Von den insgesamt 9 Zytozentrifugenpraparaten konnten nur in 5 Proben
maligne Zellen bestatigt werden. Jedes dieser 5 Praparate enthielt LASP-1-
negative Tumorzellen, aber nur 3 Proben wiesen zusatzlich auch LASP-1-
positive Tumorzellen auf. In den restlichen 4 der 9 Zytozentrifugenpraparaten
konnten nach zytologischen Kriterien Uberhaupt keine entarteten Zellen
gefunden werden.
Dartber hinaus wurden in 5 Praparaten sowohl LASP-1-negative als auch
LASP-1-positive Granulozyten erkannt. LASP-1-positive gesunde Urothelien

konnten ebenfalls in 2 Proben nachgewiesen werden.

3.3.3 Zytozentrifugenpraparate aus Spontanurinproben von
Blasenkarzinompatienten
Im Gegensatz zu den Zytozentrifugenpraparaten aus
Harnblasenspulflissigkeit wiesen nur 4 der insgesamt 10 Praparate aus
Spontanurin maligne Zellen auf, die allerdings nur in 2 Proben tatsachlich
LASP-1-positiv gefarbt waren.
Auch hier konnten in der Halfte der Praparate LASP-1-positive und LASP-1-
negative Granulozyten bestatigt werden. Des Weiteren fand man in zwei

Proben gegen LASP-1 gefarbte gesunde Urothelien und Plattenepithelien.
Interessanterweise waren in allen Praparaten mit LASP-1-positiven

Zellen niemals alle Zellen gefarbt, sondern immer nur einzelne LASP-1-positive
zwischen LASP-1-negativen auffindbar.
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3.3.4 Keine Verbesserung der Sensitivitit der Urinzytologie durch
immunhistochemische Farbung gegen LASP-1
Aufgrund der immunhistochemischen Ergebnisse der histologischen
Blasenschnitte wurde bei der  statistischen Auswertung der
Zytozentrifugenpraparaten die Hypothese zugrunde gelegt, dass der Nachweis
von LASP-1 in Urothelien auf eine neoplastische Veranderung hinweist.
Deshalb wurden alle Praparate mit LASP-1-positiven Urothelien, ungeachtet

zytologischer Malignitatskriterien, als Nachweis fur ein Urothelkarzinom

angenommen.
Tabelle 9: Zusammenstellung der Ergebnisse der anti-LASP-1-gefarbten
Zytozentrifugenpraparate. n = Anzahl
Zytologie Zytologie
LASP-1-positiv | LASP-1-neagtiv
n % n %
Kontro_llproben 0 0 10 100
n=10
Harnblasenspurl‘ﬂ:ussamgkeltsproben 4 44.4 5 556
Spontam:rmproben 3 30 v 70
n=10
Tabelle 20: Zusammenstellung der Ergebnisse der HE-gefarbten
Zytozentrifugenpraparate. n = Anzahl
Zytologie Zytologie
HE - positiv HE - negativ
n % n %
Kontro_llproben 0 0 10 100
n=10
Harnblasenspurl‘fl:zﬂgkeltsproben 5 556 4 44.4
Sponta:t=|r|1r(|)proben 4 40 6 60
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Die Auswertung (Tabelle 11 und 12) verdeutlicht, dass die Sensitivitat fur
die Urinzytologie mit immunhistochemischer Farbung mit einem Wert von
36,8 % nur sehr gering ist. Verglichen mit der ermittelten Sensitivitat fur die
Urinzytologie mit HE-Farbung (Sensitivitat = 47,4 %) erkennt die Urinzytologie
mit anti-LASP-1-Farbung in 10,6 % der Falle seltener das zugrundeliegende
Urothelkarzinom. Deshalb wird durch eine immunhistochemische Farbung
gegen LASP-1 keine Verbesserung der Sensitivitat der Urinzytologie in Bezug
auf die Diagnostik eines Urothelkarzinomes erzielt.

Auch der negative Pradiktivwert fir die immunhistochemisch gefarbten
Praparate ist mit 45,5 % niedriger als der Wert fur die HE-gefarbten Praparate.
Bei der zytologischen Begutachtung mittels Immunhistochemie besteht also ein
um 4,5 % hoheres Restrisiko, trotz negativen Testergebnisses an Blasenkrebs

zu leiden als unter Verwendung der klassischen HE-Farbung.

Tabelle 11: Auswertung der anti-LASP-1- Tabelle 12: Auswertung der HE-gefarbten
gefarbten Zytozentrifugenpra- Zytozentrifugenpraparate
parate

Sensitivitat = 36,8 % Sensitivitat = 47,4 %

Spezifitat = 100 % Spezifitat = 100 %

Positiver Pradiktivwert = 100 % Positiver Pradiktivwert = 100 %

Negativer Pradiktivwert = 45,5 % Negativer Pradiktivwert = 50 %
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3.4 Vergleich der Western Blot-Analyse mit den

Zytozentrifugenpraparaten
Die Ergebnisse der Western Blot-Analyse und der zytologischen
Befundung der Zytozentrifugenpraparate wurden miteinander verglichen, um

die Ergebnisse der Western Blot-Analyse zu verifizieren.

3.4.1 Vergleich der Western Blot-Analyse und der
Zytozentrifugenpraparate aus Spontanurin von Kontrollpersonen
Die Auswertung ergab weder im Western Blot noch in den
Zytozentrifugenpraparaten einen Nachweis von LASP-1, beziehungsweise
LASP-1-positiver Zellen (Abbildung 14). Dies bestatigt das Ergebnis aus der
histologischen Untersuchung, dass LASP-1 in gesundem Blasengewebe nicht

uberexprimiert ist.

LASP-1
38 kDa >

Probe: 1 2 3 4 5 6 9 10 11 13

Leukozyten: - - = = = = = = = =

Tumorzellen: —_ _ = = = = = = = —

Granulozyten: _  —  —_- = — —m = = = =
Urothelien: L, L, — L, L, — L, L, L, L,

Plattenepithelien: | — L., — — — - —- — L, L,

Abbildung 14: Western Blot und Ergebnisse der Zytozentrifugenpriaparate aus
Spontanurinproben von Kontrollpersonen. — = keine Zellen nachweisbar; L, = LASP-1-
negativ; L, = LASP-1-positiv; Ly, = LASP-1-positiv und LASP-1-negativ; Leukozytennachweis
mittels Teststreifen, Granulozytennachweis mittels Zytologie.
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3.4.2 Vergleich der Western Blot-Analyse und der
Zytozentrifugenpraparate aus Harnblasenspiilflissigkeitsproben
von Blasenkarzinompatienten
Wie Abbildung 15 zu entnehmen ist, kann nur die LASP-1-Positivitat des

Western Blots aus Probe 29 eindeutig auf das Vorhandensein von Tumorzellen

zurtckgefuhrt werden. Sowohl Probe 27 als auch Probe 33 weisen neben

LASP-1-positiven ~ Tumorzellen  auch LASP-1-positive  Granulozyten

beziehungsweise Urothelien auf, so dass in diesen Fallen der Nachweis von

LASP-1 im Western Blot nicht ausschlie3lich in LASP-1-positiven Tumorzellen

begrindet sein muss. In den Proben 36 und 37 wurden zytologisch Tumorzellen

nachgewiesen, die jedoch nicht positiv auf LASP-1 gefarbt waren, weshalb die

LASP-1-Positivitat im Western Blot durch die LASP-1-positiv getesteten

Granulozyten hervorgerufen zu sein scheint.

LASP-1

38 kDa ™= - ana» e 9
Probe: 8 18 20 23 27 29 33 36 37
Leukozyten: + - — + e +
Tumorzellen: —_ — — — Lom Lom Lpm La Ln
Granulozyten: Lon — — Lpm Lon — —  Lpn Lom
Urothelien: Lom La L. — La Ln Lpn La L,
Plattenepithelien: | — L, L. — Li L, L, L, L,

Abbildung 15: Western Blot und Ergebnisse der Zytozentrifugenpraparate aus
Harnblasenspiilfliissigkeitsproben von Blasenkarzinompatienten. — = keine Zellen
nachweisbar; + = Zellen nachweisbar; L, = LASP-1-negativ; L, = LASP-1-positiv; L, = LASP-
1-positiv und LASP-1-negativ; Leukozytennachweis mittels Teststreifen, Granulozytennachweis
mittels Zytologie.

Interessant sind sowohl die Proben 8 und 23 als auch die Proben 18 und 20.
Trotz des zytologischen Nachweises von LASP-1-positiven Urothelien und/oder
Granulozyten in den Proben 8 und 23 war der Western Blot negativ fur LASP-1.
Allerdings besteht auch die Mdglichkeit, dass es sich bei den LASP-1-positiven
Urothelzellen in Probe 8 um Tumorzellen handelt, die nach zytologischen

Malignitatskriterien nicht als solche erkannt wurden. In Bezug auf die Proben 18
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und 20 stellt sich die Situation genau umgekehrt dar. Hier zeigte der Western
Blot ein positives Ergebnis fur LASP-1, dennoch konnten zytologisch keine

LASP-1-positiven Zellen identifiziert werden.

3.4.3 Vergleich der Western Blot-Analyse und der
Zytozentrifugenpraparate aus Spontanurinproben von
Blasenkarzinompatienten
Wie Abbildung 16 zeigt, wurden auch hier nur bei einer Probe (Probe 32)

in der zytologischen Untersuchung ausschlieRlich gegen LASP-1-gefarbte

Tumorzellen gefunden, so dass nur in diesem Fall die LASP-1-Positivitat des

Western Blots eindeutig durch LASP-1-positive Tumorzellen hervorgerufen

wurde. In der Probe 26 wurden neben LASP-1-positiven Tumorzellen auch

LASP-1-positive Granulozyten und Urothelien nachgewiesen, so dass in diesem

Fall sowohl die Tumorzellen als auch die anderen Zellen fir das LASP-1-

positive Ergebnis im Western Blot verantwortlich sein kdnnten. Bei den Proben

7, 22, 28, 34 und 35 wurden zytologisch keine LASP-1-positiven Tumorzellen,

sondern nur LASP-1-positiv gefarbte Granulozyten, Urothelien oder

Plattenepithelien identifiziert, die mdglicherweise das positive Ergebnis flur

LASP-1 im Western Blot verursacht haben konnten. Probe 34 zeigt jedoch eine

LASP-1 ‘ ; i

38 kDa ™ - e - - -
Probe: 7 17 19 21 22 28 32 35 26 34
Leukozyten: + — - - + + + + + +
Tumorzellen: — — — L — L Lom Lo Lom —
Granulozyten: Lon — — — Lpn Lo Lo Lpn Lpn Lpnm
Urothelien: Ln. L Lo Lo L Lon Lo Lo Lpm La
Plattenepithelien | L, L. L. — — Lo L Li Ln La
Abbildung 16: Western Blot und Ergebnisse der Zytozentrifugenpriaparate aus
Spontanurin von Blasenkarzinompatienten. — = keine Zellen nachweisbar; + = Zellen

nachweisbar; L, = LASP-1-negativ; L, = LASP-1-positiv; Ly, = LASP-1-positiv und LASP-1-
negativ; Leukozytennachweis mittels Teststreifen, Granulozytennachweis mittels Zytologie.
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deutlich geringere LASP-1-Positivitat im Western Blot als die tbrigen 4 Proben.
Erstaunlich sind auch die Ergebnisse der Proben 19 und 21. Denn trotz eines
Nachweises fur LASP-1 im Western Blot wurden in der zytologischen
Untersuchung keine LASP-1-positiven Zellen gefunden. Allerdings war auch
hier der LASP-1-Nachweis im Western Blot im Gegensatz zu den anderen

Proben deutlich geringer ausgepragt.

3.4.4 Auswertung des Vergleichs der Western Blot-Analyse mit den

Zytozentrifugenpraparaten

Die Auswertung in Tabelle 13 vermittelt den Eindruck, dass nurin 12,5 %
der Falle ein positives Ergebnis im Western Blot auch tatsachlich auf das
Vorhandensein von Tumorzellen zurlckzuflhren ist. Immerhin fanden sich in
62,5 % der Proben andere LASP-1-positiv gefarbte Zellen, die ebenfalls fur
einen positiven LASP-1-Nachweis im Western Blot verantwortlich sein kdnnten.
Allerdings stehen dem wiederum 25 % der Proben gegenuber, die im Western
Blot LASP-1-positiv sind und keine einzige LASP-1-positive Zelle im
zytologischen Praparat aufweisen. Umgekehrt war in 15,4 % der Falle im
Western Blot keine LASP-1-Positivitat detektierbar, obwohl LASP-1-positive
Zellen in der Urinzytologie vorhanden waren. Folglich prasentiert sich der
Vergleich von Western Blots und Zytozentrifugenpraparaten teilweise als vollig

widerspruchlich.

Tabelle 13: Zusammenstellung der Ergebnisse des Vergleichs der Western Blot-Analyse
mit den Zytozentrifugenpraparaten. n = Anzahl

Western Blot Western Blot
LASP-1-positiv | LASP-1-neagtiv
Zytozentrifugenpraparate n % n %
keine LASP-1-positiven Zellen 4 25 11 84,6
nur LASP-1-positive Tumorzellen 2 12,5 0 0
andere LASP-1-positive Zellen 10 62,5 2 15,4
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4. DISKUSSION

Zellmigration ist an vielen pathologischen Prozessen unter anderem an
der Karzinogenese beteiligt. Zu den grundlegenden Mechanismen dieses
Phanomens gehort auch die dynamische Aktinpolymerisation. Das Wissen um
und das Verstandnis fur diese oft mehrstufigen Vorgange eroffnen neue

Madglichkeiten in der effektiven Therapie unterschiedlichster Erkrankungen [76].

Bei den Untersuchungen dieser Fragestellung wurde beobachtet, dass
LASP-1 als Aktin-bindendes, fokales Adhasionsprotein in zahlreiche biologische
und pathologische Prozesse involviert ist. Auch wenn die vollstandige Funktion
von LASP-1 bisher noch nicht geklart ist, lassen doch zahlreiche
wissenschaftliche Arbeiten der letzten Jahre eine wichtige Funktion in der
Zellproliferation und Migration, beziehungsweise bei der Karzinogene und
Metastasierung, vermuten [13, 14, 30, 31, 40, 49, 63, 72, 83, 86, 91, 96, 101].
Eine der wichtigsten Erkenntnisse ist, dass in einigen Tumorentitaten,
insbesondere im Mamma- und Ovarialkarzinom aber auch im Medulloblastom,
im hepatozellularen Karzinom und beim Kolonkarzinom, eine Uberexpression
von LASP-1 nachgewiesen werden kann [29, 31, 90, 91, 93, 96, 101].

Vorrangiges Ziel dieser Arbeit war es, die bisherigen Erkenntnisse uber
LASP-1 am Urothelkarzinom der Harnblase zu Uberprifen und zu untersuchen,
inwieweit bereits vorliegende Erkenntnisse Ubertragbar sind beziehungsweise
fur diesen Untersuchungszweck modifiziert werden muissen. Hierzu wurde
mittels  immunhistochemischer = Methoden die LASP-1-Expression in
histologischen Schnitten von Blasenkrebsgewebe dargestellt. Die Auswertung
der immunhistochemisch gefarbten Blasenschnittpraparate zeigt mit einem
Anteil von 84,6 % an LASP-1-positiven und damit LASP-1-Uberexprimierenden

Gewebeproben deutlich, dass Urothelkarzinome signifikant héher LASP-1
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exprimieren als gesundes Blasengewebe. Wahrend CHIYOMARU ET AL. eine
Uberexpression von LASP-1 auf mRNA-Ebene fiir das Harnblasenkarzinom
nachweisen konnten [16], belegt diese Arbeit jetzt auch eine vermehrte
Expression von LASP-1 auf Proteinebene. Dennoch konnte keine statistisch
signifikante Korrelation zwischen der LASP-1-Expression und klinisch-
pathologischen Parameter gefunden werden. Ganz andere Ergebnisse zeigen
Untersuchungen des Mammakarzinoms. GRUNEWALD ET AL. weisen einen
Zusammenhang zwischen LASP-1-Expression und Nodalstatus nach, so dass
LASP-1 beim Mammakarzinom moglicherweise als pradiktiver Marker far
Lymphknotenmetastasen dienen konnte [29]. Als solcher Marker scheint
LASP-1 beim Urothelkarzinom der Harnblase nicht geeignet zu sein. Allerdings
lasst die bereits in low-stage Tumoren vorhandene Starke der LASP-1-
Expression vermuten, dass der Anstieg der Expression von LASP-1 ein friher
Schritt im mehrstufigen Prozess der Karzinogenese des Harnblasenkarzinoms
ist. Diese Ergebnisse stimmen auch mit den Erkenntnissen von CHIYOMARU ET
AL. Uberein und untermauern die Vermutung, dass LASP-1 eine onkogene

Funktion inne hat.

Ferner unterstutzt der bisherige Wissensstand Uber die genetischen
Veranderungen im Urothelkarzinom der Harnblase die Resultate der
Auswertung der histologischen Blasenschnittpraparate. So  konnte
nachgewiesen werden, dass bereits im Stadium Ta der lange Arm von
Chromosom 17, auf dem auch das Gen fur LASP-1 lokalisiert ist, dupliziert sein
kann [74, 75, 100]. FUr das Medulloblastom konnten TRANKA ET AL. einen
Zusammenhang zwischen der LASP-1-Expression und der Duplikation von
Chromosom 17q herstellen [93], so dass moglicherweise auch beim
Urothelkarzinom eine Korrelation zwischen der Expression von LASP-1 und der
Duplikation des langen Arms von Chromosom 17 besteht. AuRerdem liegt in
den frihen Stadien haufig eine Deletion des CDKN2A-Gens vor, welches unter
anderem den negativen Regulator des p53-Signalweges p14°7F kodiert [43].
Das Fehlen von p14°7F fiihrt letztlich Uber den Anstieg von Hdm2, einer

Ubiquitinligase, zur Inaktivierung von p53 [17, 43]. Zusatzlich ist in seltenen
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Fallen das HDM2-Gen amplifiziert, wohingegen circa 30 % der Karzinome eine
Uberexpression von Hdm2 aufweisen [48], was schlieBlich zum Abbau von p53
via Ubiquitinierung fuhrt [17, 43]. Darlber hinaus findet sich in fortgeschrittenen
Tumorstadien sehr haufig eine Deletion beziehungsweise Mutation im
dazugehdrigen TP53-Gen selbst [43]. Wie WANG ET AL. fur das hepatozellulare
Karzinom beweisen konnten, supprimiert p53 die LASP-1-Expression auf
Transkriptionsebene [96]. Umgekehrt bedingt somit ein Mangel an p53 einen
Anstieg von LASP-1. Unter Bericksichtigung der zugrundeliegenden
genetischen Alterationen konnte auch im Harnblasenkarzinom ein daraus
resultierender Verlust von p53 eine vermehrte LASP-1-Expression verursachen
und die vermutete wichtige Funktion von LASP-1 in der Karzinogenese des
Urothelkarzinoms erharten. In weniger als 5 % der Falle liegt in
muskelinvasiven Tumoren auch eine Amplifikation der Region 17921 vor [74],
der Region des langen Armes von Chromosom 17, die das Gen fur LASP-1
codiert. Allerdings konnte bei Brustkrebs die Uberexpression von LASP-1 nicht
auf Genamplifikation zurlickgefuhrt werden [24], was nach den bisherigen

Erkenntnissen auch auf das Urothelkarzinom der Harnblase zuzutreffen scheint.

Des Weiteren erdoffnen die Resultate der ausgewerteten
Blasenschnittpraparate die Madglichkeit, LASP-1 bei der histopathologischen
Befundung von Blasenschnitten in der Pathologie einzusetzen. Das
pathologische Stadium ist einer der wichtigsten prognostischen Faktoren beim
Blasenkrebs; deshalb ist ein exaktes Staging fur die Therapieentscheidung
relevant [42, 50]. Insbesondere die Diagnose eines T1-Tumors scheint haufig
Probleme zu bereiten und untersucherabhangigen Schwankungen zu
unterliegen [9, 51]. Diese Tatsachen, verbunden mit der Auffassung einiger
Urologen, T1-Tumoren ahnlich aggressiv wie im Stadium T2 mittels
Zystektomie zu behandeln [6, 84], machen das genaue Erkennen eines
T1-Stadiums noch bedeutender. In diesem Zusammenhang stellt sich immer
wieder die Frage nach einer Einteilung in Untergruppen innerhalb des
T1-Stadiums. Dabei dient die Muscularis mucosae in der Lamina propria als

Grenze zwischen den Untergruppen T1A und T1B [50, 51, 58]. Nur in
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15 bis 83 % der Falle kann die Muscularis mucosae jedoch sicher identifiziert
werden, so dass die Beurteilung der Invasionstiefe innerhalb des Stadiums T1
fur Pathologen eine schwierige Aufgabe ist [50]. Darlber hinaus erschweren
durch Kauterisierung bedingte Artefakte, Entziindungsreaktionen und Nekrose
das korrekte Staging [51, 58]. Aufgrund der Uberexpression von LASP-1 bereits
in fruhen Stadien des Blasenkrebses, konnte gerade in derart schwierigen
Fallen moglicherweise eine immunhistochemische Farbung gegen LASP-1,
eventuell auch in Verbindung mit einer Muskelzellen-Farbung gegen Desmin,
zum akkuraten Staging beitragen und die Genauigkeit der Diagnose erhohen —
wie es MHAWECH ET AL. bereits fur die Immunhistochemie mit Keratin
nachgewiesen haben [58]. Allerdings wurde bei dieser Studie ein Antikérper
verwendet, der generell auf Keratin reagiert. Keratine kommen in allen
Epithelien vor, finden sich also auch im normalen Urothel und sind somit nicht
spezifisch flir das Urothelkarzinom [60]. Insofern unterscheidet eine
immunhistochemische Farbung mit einem Antikorper gegen Keratin nicht
zwischen gesunden und neoplastisch veranderten Zellen, sondern weist
lediglich Zellen epithelialen Ursprungs nach. Basierend auf den Daten aus der
Analyse der Blasenschnittpraparate ermdglicht eine immunhistochemische
Farbung gegen LASP-1 im Gegensatz dazu auch eine Differenzierung
zwischen gesundem und maligne entartetem Gewebe, was ein zusatzlicher

Vorteil im Vergleich zur Immunhistochemie mit Keratin darstellt.

Wie einleitend konstatiert, greift man bei Diagnostik und Nachsorge eines
Urothelkarzinoms der Harnblase auf die Zystoskopie und die Urinzytologie
zurlck [3]. Trotz einiger Mangel gelten beide Methoden als Goldstandard in der
Diagnostik des Blasenkrebses [3]. So sind sowohl die Zystoskopie als auch die
Urinzytologie sehr Untersucher-abhangig [3, 98]. Darlber hinaus besteht bei
der Zystoskopie die Gefahr flache Lasionen wie das Carcinoma in situ zu
ubersehen [3, 98]. Erschwerend kommt hinzu, dass die endoskopische
Untersuchung der Harnblase ein invasives Verfahren mit nur geringer
Akzeptanz durch die Patienten ist und zusatzlich hohe Kosten generiert [70,

89]. Aufgrund der hohen Rezidivrate des Urothelkarzinoms bendtigen die
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Patienten eine regelmallige Nachsorge mittels Zystoskopie [89], so dass dieser
Umstand den Harnblasenkrebs zur sozio6konomisch teuersten Krebsentitat
Uberhaupt macht [10, 77]. Im Gegensatz dazu ist die Urinzytologie ein nicht
invasives und gunstiges Verfahren, allerdings weist die zytologische
Untersuchung des Urins die Tendenz auf, gut behandelbare low-grade
Tumoren nicht zu erkennen [3, 61]. Aus diesen Grinden wurden in den letzten
Jahren alternative Tumormarker gesucht, welche die Diagnostik unterstitzen
beziehungsweise verbessern oder sogar den heutigen Goldstandard ersetzen
kénnten. Die Tabelle 15 (in 6. Appendix) vermittelt einen Uberblick tber die
erhaltlichen Tumormarker. Die meisten dieser Tumormarker sind Urin-basiert,
gunstig und weisen eine hdhere Sensitivitat, aber eine geringere Spezifitat als
die herkdbmmliche Urinzytologie auf. Der ideale Tumormarker sollte billig, nicht
invasiv sowie von hoher Spezifitdt und Sensitivitdt sein. Dies trifft fur die
bisherigen Tumormarker nicht zu. Mdglicherweise hat LASP-1 genau diese
Eigenschaften und koénnte in diesem Fall als neuer Marker fir das

Urothelkarzinom der Harnblase dienen.

Nach den viel versprechenden Ergebnissen der ausgewerteten,
immunhistologisch gefarbten Blasenschnitte war der nachste Schritt zur
Uberpriifung dieser Hypothese, LASP-1 mittels Western Blot-Analyse im Urin
nachzuweisen. Den Ergebnissen der Western Blot-Analyse zufolge ist LASP-1
im Urin eindeutig detektierbar. Aullerdem zeigt die statistische Auswertung,
dass Urin von Blasenkarzinompatienten signifikant haufiger LASP-1 enthalt als
gesunde Kontrollpersonen. Demzufolge scheint der Nachweis von LASP-1
mittels Western Blot durchaus als diagnostische Methode einsetzbar zu sein.
Dartber hinaus enthullte der Vergleich von Harnblasenspulflissigkeit und
Spontanurin, dass Spontanurinproben sogar geeigneter fur die Diagnostik sind
als die Harnblasenspllflissigkeitsproben. Das ist eine bemerkenswerte
Beobachtung, da Harnblasenspllflissigkeit in einigen Arbeiten aufgrund der
grolReren Anzahl und besser erhaltenen Zellen als praziser angesehen und mit
einer hdheren diagnostischen Ausbeute verbunden wird als Spontanurinproben

[35, 57, 99]. Aus diesem Grund folgern einige Arbeiten, dass die zytologische
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Begutachtung von  Harnblasenspulflissigkeit, trotz  der invasiven
Probengewinnung und der verursachenden hohen Kosten, in der Nachsorge
von Blasenkrebspatienten eingeschlossen werden sollte [35, 57, 99]. Den
ermittelten Werten flr die Spontanurinproben folgend, scheint dies allerdings
nicht auf den Nachweis von LASP-1 im Urin mittels Western Blots Ubertragbar
zu sein.

Auch verglichen mit samtlichen anderen Urin-basierten Tumormarkern (siehe
Tabelle 15 in 6. Appendix) schneidet der LASP-1-Nachweis mittels Western
Blot-Analyse besser ab. Vor allem die hohen Werte fur die Sensitivitat
gereichen der LASP-1-Detektion im Urin zum Vorteil gegenuber der
Urinzytologie. Zusatzlich erbringen die ebenfalls hohen Werte flr die Spezifitat
auch einen Vorsprung gegenuber den anderen Markern, da eine hohe Spezifitat
die Anzahl an falsch positiven Ergebnissen reduziert und somit unndtige
weiterfUhrende Untersuchungen vermeidet. Diese hohen Werte fur Sensitivitat
beziehungsweise Spezifitat und die einfache, nicht invasive Gewinnung des
Probenmaterials scheinen LASP-1 zum idealen, Urin-basierten Tumormarker
fur das Urothelkarzinom der Harnblase zu machen, der entweder den
bisherigen Goldstandard der Diagnostik bestehend aus Zystoskopie und

Urinzytologie erganzen, ihn moglicherweise sogar ersetzen konnte.

Im weiteren Verlauf der Untersuchung wurden erganzend zu den
Western Blots Zytozentrifugenpraparate aus denselben Proben angefertigt.
Hierbei lag das besondere Augenmerk darauf, LASP-1 hinsichtlich einer
Verbesserung der Sensitivitat der Urinzytologie zu beurteilen.

Aufgrund der bereits erarbeiteten Erkenntnisse war eine LASP-1-positive
Farbung ausschlieRlich von Tumorzellen zu erwarten. Uberraschenderweise
offenbarte die Auswertung der Zytozentrifugenpraparate jedoch ein vdllig
anderes Bild. Neben LASP-1-positiven Tumorzellen wurde LASP-1 mittels
Immunhistochemie auch in normalen Urothelien, Plattenepithelien und
Granulozyten nachgewiesen. Die Tatsache, dass Leukozyten ebenfalls LASP-1
Uberexprimieren, ist nicht neu, sondern wurde schon von GRUNEWALD ET AL.

beschrieben [29]. Erstaunlicherweise waren niemals alle Zellen einer Zellart
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LASP-1-positiv gefarbt, sondern immer nur einzelne LASP-1-positive Zellen
zwischen vielen LASP-1-negativen Zellen auffindbar. Ferner fanden sich neben
LASP-1-positiven Tumorzellen auch immer LASP-1-negative Tumorzellen. Eine
mdgliche Erklarung hierfur liefern CHIYOMARU ET AL., die Uber eine gewisse
Diskrepanz zwischen dem LASP-1-Expressionsniveau auf mRNA-Ebene und
dem tatsachlichen LASP-1-Proteingehalt in gewissen Blasenkrebszelllinien
berichten. lhrer Meinung nach ist eine krebszelllinienspezifische
posttranslationale Ubiquitinierung oder Proteolyse flir den verminderten
LASP-1-Proteingehalt verantwortlich [16]. Dies kdnnte eine mdgliche Erklarung
dafir sein, warum LASP-1 proteinbiochemisch nicht nachgewiesen werden
kann, obwohl eine LASP-1-Uberexpression auf mRNA-Ebene vorliegt.

Moglicherweise konnen die bisherigen Erkenntnisse Uber die Expression von
E-Cadherin im Urothelkarzinom auch zur Erklarungsfindung beitragen. Bei
E-Cadherin handelt es sich um ein Zelladhasionsmolekul, welches mit Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Interaktion, Leukozytenfunktion, Tumorinvasion und
Metastasierung assoziiert ist. In Bezug auf das Harnblasenkarzinom wurde in
einigen Arbeiten ein vermehrter E-Cadherin-Verlust mit ansteigendem Grading,
beziehungsweise Staging, korreliert [80, 81]. Allerdings zeigten gut
differenzierte  Tumorzellen von papillaren Urothelkarzinomen in der
Urinzytologie einen signifikanten Anstieg von E-Cadherin [79, 80]. ROSS ET AL.
spekulierten, dass papillare Urothelkarzinome, beziehungsweise die papillaren
Anteile invasiver Blasenkarzinome, vermehrt Scherkraften innerhalb des
Blasenlumens ausgesetzt sind, wofur ein zunehmender Gehalt an
Zelladhasionsproteinen, wie E-Cadherin, bendtigt wird [79]. Es ist bekannt, dass
E-Cadherin auch die LASP-1-Expression beeinflusst. So flhrte eine
E-Cadherin-Mutation, die den Verlust des Zellkontaktes nach sich zog,
gleichzeitig zu einer erhdhten LASP-1-Expression [45]. Somit kdnnte umgekehrt
ein E-Cadherin-Anstieg eine Herabregulierung der LASP-1-Expression
verursachen. Unter Berucksichtigung der Annahme, dass sich die Zellen eines
Urothelkarzinoms innerhalb des Tumors differenzieren und gerade die
oberflachlichen Zellen, die am wahrscheinlichsten in der Urinprobe erscheinen,

differenzierter sind als die Basalzellen [61], liefert die E-Cadherin-Hypothese
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moglicherweise einen weiteren Erklarungsversuch fur den verminderten
LASP-1-Nachweis mittels Urinzytologie. Daruber hinaus lasst sich umgekehrt
mit Hilfe der E-Cadherin-Theorie der Nachweis von LASP-1 in gesunden
Urothelzellen und Plattenepithelien begrinden. Denn einer Abschilferung von
Zellen geht ein Verlust des Zell-Zell-Kontaktes voraus [26], der sich in einem
verminderten E-Cadherin-Gehalt widerspiegelt und zu einer heraufregulierten
LASP-1-Expression fuhrt, die immunhistochemisch in der Urinzytologie sichtbar
gemacht wurde. Insofern scheint der Unterschied zwischen den Resultaten der
immunhistochemisch gefarbten Blasenschnitte und Zytozentrifugenpraparate
erklarbar zu werden.

Zusammenfassend muss man aufgrund der Beobachtungen und statistischen
Berechnungen der Zytozentrifugenpraparate feststellen, dass eine
immunhistochemische Farbung gegen LASP-1 die Sensitivitat der Urinzytologie
in Bezug auf die Diagnostik eines Urothelkarzinoms der Harnblase nicht erhoht.

Hier ist die Urinzytologie mittels HE-Farbung mit 47,4 % sensitiver.

In einem weiteren Schritt wurden die Western Blots mit den
Zytozentrifugenpraparaten direkt verglichen. Dieser Vergleich sollte Aufschluss
uber die zellularen Bestandteile, die vornehmlich fur den positiven Nachweis
von LASP-1 im Western Blot verantwortlich sind, geben und die Ergebnisse der
Western Blots verifizieren. Diese Analyse fihrte zu teilweise vollig
widerspruchlichen Ergebnissen. So fanden sich in 62,5 % der Proben LASP-1-
positive Zellen, die keine Karzinomzellen waren, aber ebenfalls einen positiven
LASP-1-Nachweis im Western Blot hervorgerufen haben koénnten.
Demgegenlber standen 25 % der Falle, bei denen trotz positiven LASP-1-
Nachweises im Western Blot keine LASP-1-positiv gefarbten Zellen in der
Urinzytologie nachgewiesen werden konnten. Umgekehrt zeigten 15,4 % der
Proben keine LASP-1-Positivitat im Western Blot, obwohl LASP-1-positive
Zellen in den zytologischen Praparaten detektiert wurden. Dementsprechend
vermittelt die Auswertung den Eindruck, dass lediglich in 12,5 % der Falle dem
positiven LASP-1-Nachweis im Western Blot ausschliel3lich LASP-1-positive

Tumorzellen zugrunde liegen. Zusammenfassend muss festgestellt werden,
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dass zwischen den Resultaten der Western Blot-Analyse und der zytologischen
Begutachtung der Zytozentrifugenpraparate eine erhebliche Diskrepanz
besteht.

Eine mdgliche Erklarung fur einen positiven LASP-1-Nachweis im Western Blot
ohne gleichzeitigen Nachweis einer LASP-1-positiven Zelle in der Urinzytologie,
wie er in 25 % der Falle beobachtet wurde, kdnnte sein, dass es sich — einfach
gesagt — um suboptimale Proben fir die Urinzytologie handelte. Das wirde
bedeuten, dass in den Zytozentrifugenpraparaten mittels Immunhistochemie
keine LASP-1-positiven Tumorzellen nachgewiesen werden konnten, weil
aufgrund einer zu geringen Zellzahl oder einer schlechten Zellkonservierung gar
keine Tumorzellen in der Probe vorhanden waren. Dieses Phanomen ist ein
bekanntes Problem der Urinzytologie und haufige Ursache fur falsch-negative
Ergebnisse bei der zytologischen Beurteilung von Urinproben [5, 55, 61, 62].
Maglicherweise ist die verwendete Probenmenge von 20 ml fir die Herstellung
von 4 Zytozentrifugenpraparate, von denen wiederum nur 2 Praparate
immunhistochemisch gegen LASP-1 gefarbt wurden, zu gering. Demnach
wurden, genau genommen, nur aus 10 ml einer Urinprobe 2
immunhistochemisch gefarbte Zytozentrifugenpraparate hergestellt, was nach
der Meinung von PLANZ ET AL. haufig zu wenig Zellmaterial bietet [70]. Ferner
beginnt die Zelldegeneration bereits vor der Abschilferung in den Urin und
schreitet durch den Urinkontakt weiter fort, so dass durch eine verzogerte
Aufbereitung der Probe ein weiterer Zellverlust eintreten kann, der die Detektion
LASP-1-positiver Tumorzellen in der Urinzytologie noch weiter erschwert [61].
Bei der Western Blot-Analyse spielt die Zellkonservierung bei der Detektion
keine so entscheidende Rolle. Daruber hinaus besteht die Moglichkeit, dass
mittels Western Blot auch von Tumorzellen sezerniertes LASP-1 erkannt wird,
welches in der Urinzytologie nicht detektiert werden kann.

Ein sehr einfacher, aber doch wesentlicher Grund fir die unterschiedlichen
Ergebnisse liegt in der Methode beziehungsweise der Probengewinnung selbst.
So stammt das Untersuchungsmaterial zwar aus derselben Probe, trotzdem ist
das Material nicht identisch, da jede Probe vor der Weiterverarbeitung geteilt

wurde. Insofern stellt keine der Proben fir die Zytozentrifugenpraparate das

56



GRUNEMAY NADINE 4. DISKUSSION

genau gleiche Abbild der Proben fur die Western Blots dar, wodurch
Diskrepanzen zwischen den beiden Methoden erklarbar sind. Allein dieser
Umstand zeigt auf, dass die Urinzytologie nicht zur Verifizierung der Western
Blot-Ergebnisse geeignet zu sein scheint. Insofern sollten die Ergebnisse des
Vergleiches von Western Blot mit Zytozentrifugenpraparaten nicht tberbewertet
werden, denn schliellich erbrachte die Auswertung der Western Blots eine

Gesamtsensitivitat von 84,2 %.

Nichtsdestotrotz enthullte die gleichzeitig durchgefuhrte Urinzytologie,
dass nicht nur Tumorzellen sondern auch andere Zellen, vor allem
Granulozyten, LASP-1 Uberexprimieren und dadurch fir falsch-positive
Ergebnisse im Western Blot verantwortlich sein konnen. Deshalb sollten
Harnwegsinfektionen, die in der Regel mit einem erhdhten Leukozytengehalt im
Urin einhergehen, als Ausschlusskriterium betrachtet werden. Neben
Entzindungen stellt auch Hamaturie eine haufige Begleiterscheinung beim
Blasenkarzinom dar, die die Patienten nicht selten zum Arztbesuch veranlasst
[42]. Auch hier muss durch die Kontamination mit im Blut befindlichen Zellen mit
falsch-positiven Ergebnissen im Western Blot gerechnet werden. Wie allerdings
die 15,4 % der Falle mit negativem Ergebnis im Western Blot trotz LASP-1-
positiver Zellen vermuten lassen, spielt die Anzahl der kontaminierenden Zellen
dabei eine grof3e Rolle. Aus diesem Grund sollte in Zukunft dieses Problem im
Fokus stehen und genauer untersucht werden. Vor allem ist es wichtig, einen
Cut-off-Wert zu definieren, der die Anzahl an kontaminierenden Blut- und
Entziindungszellen beschreibt, ab dem mit falsch-positiven Ergebnissen

gerechnet werden muss.

Wichtig erscheint abschliefend der Hinweis, dass aufgrund der
mangelnden GroRe der Studie die Ergebnisse nur als vorlaufige Resultate
angesehen werden koénnen, die in einer groRer angelegten Patientenstudie

Uberprift werden missen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

m P

Das Urothelkarzinom der Harnblase ist gegenwartig die neunthaufigste
Krebsursache weltweit, dabei erkranken Manner dreimal so haufig als Frauen.
Mit 3,6 % der krebsbedingten Todesfalle unter Mannern rangiert der
Blasenkrebs auf Platz sieben der haufigsten Krebstodesursache in den

entwickelten Landern.

Zur Diagnostik eines Harnblasenkarzinoms gehort neben der
Zystoskopie als Goldstandard auch die Urinzytologie. Da beide Methoden
Nachteile aufweisen, wurden in den letzten Jahren erganzend verschiedene
Urin-basierte Tumormarker entwickelt, welche die Zuverlassigkeit der
Diagnostik verbessern und die Fruherkennung erleichtern sollen. Hinzu kommt,
dass beim einmal aufgetretenen Blasenkrebs eine hohe Rezidivrate
festzustellen ist, weshalb eine Nachsorge mittels Zystoskopie und Urinzytologie
in regelmafligen Abstanden notwendig ist. Durch diese kostenintensive
Behandlung ist das Urothelkarzinom der Blase inzwischen die sozioOkonomisch

teuerste Krebsentitat Uberhaupt geworden.

Auch aus dieser Erkenntnis entwickelten sich Problemstellung und
Thema dieser Arbeit: einen Tumormarker zu finden, der sowohl in der
Durchfihrung einfach und nicht invasiv ist, als auch in der Friherkennung und
beobachtenden Nachsorge eine grofere Sicherheit in der Diagnostik dieser

Krebsart ermdglichen kdnnte.

Ausgangspunkt war die Beobachtung, dass LASP-1, das LIM and SH3
Protein 1, ein Aktin-bindendes Gerustprotein ist, das in verschiedenen
Tumorentitdten wie dem Mammakarzinom, dem Ovarialkarzinom, dem

Colonkarzinom, dem hepatozellularen Karzinom und dem Medulloblastom
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Uberexprimiert ist. Dabei scheint LASP-1 eine essenzielle Rolle im
Migrationsprozess neoplastischer Zellen zu spielen, da seine Herabregulierung
mittels RNA-Interferenz in Krebszellen zu einer verminderten Proliferation und
Migration fuhrt. Umgekehrt verursacht eine kinstlich hervorgerufene LASP-1-
Uberexpression eine vermehrte  Zellmigration, Tumorwachstum und
Metastasierung. DarUber hinaus korreliert im Brustkrebs die Starke der LASP-1-
Expression mit der TumorgroRe und dem Lymphknotenstatus, weshalb LASP-1
beim invasiven Mammakarzinom als zusatzlicher pradiktiver Marker fur

Lymphknotenmetastasen dienen konnte.

Ubertragen auf das Urothelkarzinom ergab die Auswertung der
immunhistochemisch gefarbten Blasenschnitte, dass diese Karzinome
signifikant mehr LASP-1 auf Proteinebene exprimieren als gesundes
Blasengewebe. Allerdings konnte keine Korrelation zwischen der Starke der
LASP-1-Expression und verschiedener klinisch-pathologischer Parameter
nachgewiesen werden. Trotzdem sollte dieses Ergebnis klnftig in der
Diagnostik erganzend herangezogen werden, um LASP-1 in der
histopathologischen Befundung von Blasenkarzinomgewebe einzusetzen. Dies
konnte zur Vereinfachung beziehungsweise zur Verbesserung des korrekten
Stagings fihren, vor allem in Hinblick auf die manchmal schwierig zu

identifizierenden T1-Tumore.

Mittels Western Blot-Analysen gelang es aulderdem, LASP-1 eindeutig im
Urin und statistisch signifikant haufiger bei Blasenkarzinompatienten zu
detektieren. Ohne Bericksichtigung einer Kontamination mit LASP-1-positiven
Blut- und Entzindungszellen ist der LASP-1-Nachweis im Western Blot mit
einer Gesamtsensitivitat von 84,2 % derzeit sensitiver als die meisten
erhaltlichen Tumormarker. Dartiber hinaus ergab der Vergleich von Spontanurin
und Harnblasensplilflissigkeit Uberraschend, dass Spontanurinproben sogar
geeigneter zur Diagnostik zu sein scheinen. Diese einfache, nicht invasive und
kostenglnstige Probengewinnung zusammen mit den hohen Werten flr

Sensitivitdt und Spezifitit machen LASP-1 zum idealen Urin-basierten
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Tumormarker fur das Urothelkarzinom der Harnblase, der entweder den
bisherigen Goldstandard der Diagnostik bestehend aus Zystoskopie und

Urinzytologie erganzen oder moglicherweise sogar ersetzen konnte.

Die im Zuge dieser Arbeit ebenfalls ausgewerteten
Zytozentrifugenpraparate erbrachten keine Erhdhung der Sensitivitat der
Urinzytologie. Auch zur Verifizierung der Western Blot-Ergebnisse scheinen die
Zytozentrifugenpraparate ungeeignet zu sein. Dennoch bestatigten die
Resultate der Zytozentrifugenpraparate, dass LASP-1 auch in anderen Zellen,

wie etwa in Leukozyten, exprimiert wird.

Zukunftig sollte deshalb auf den LASP-1-Nachweis im Western Blot als
zusatzliche diagnostische Methode beim Urothelkarzinom besonderer Wert
gelegt werden. Insbesondere muss ein Cut-off-Wert fur kontaminierende Blut-
und Entziindungszellen bestimmt werden, ab dem mit falsch-positiven Werten
im Western Blot zu rechnen ist. Es ware sicher lohnend und erhellend, die
Uberprifung dieser vorlaufigen Ergebnisse in einer groRer angelegten

Patientenstudie vorzunehmen.
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6. APPENDIX

6.1 TNM-Klassifikation

Tabelle 14: TNM-Klassifikation des Urothelkarzinomes der Harnblase [modifiziert nach 27]

T = Tumor bzw. Ausdehnung des Primartumors

Tx Tumor kann nicht beurteilt werden
TO kein Anhalt fir Primartumor

Ta nicht invasiver papillarer Tumor
Tis Carcinoma in situ

Tumor infiltriert die Lamina propria und das subepitheliale
Bindegewebe

T2 Tumor infiltriert die Muskularis

T2a | Tumor infiltriert die oberflachliche Muskulatur (innere Halfte)
T2b | Tumor infiltriert die aulere Muskulatur (aul3ere Halfte)

T3 Tumor infiltriert perivesikales Fettgewebe

T3a | mikroskopisch

T3b | makroskopisch

Tumor infiltriert Prostata, Uterus, Vagina oder Becken-
/Bauchwand

T4a | Tumor infiltriert Prostata, Uterus oder Vagina
T4b | Tumor infiltriert Becken- oder Bauchwand
N = regiondre Lymphknoten

T1

T4

Nx regionare Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden
NO kein Anhalt fir regionare Lymphknoten
N1 Metastase in solitarem Lymphknoten <2 cm
Metastase in solitarem Lymphknoten > 2 cm, aber <5 cm oder

N multiple Lymphknoten < 5 cm
N3 Metastase in Lymphknoten > 5 cm

= Fernmetastasen (vor allem in Lunge, Leber und Knochen)
Mx Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
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6.2 Urin-basierte Tumormarker

Tabelle 15: Urin-basierte Tumormarker [52]

durchschnittliche Sensitivitét in % durch-
schnittliche
Marker prgsig s
gesamt | G1 | G2 | G3 | Tis | Ta | T1 | >T2 Spezg'tat in
0
Zytologie 34 (20-53) | 12 | 26 | 64 63 | 15 | 46 55 99 (83-99,7)
NMP22 73 (47-87) | 61 71 79 | 66 | 60 | 85 89 80 (58-91)
BTA test 49 (24-74) | 32 | 50 | 79 50 | 33 | 62 80 86 (66-95)
BTA stat 71(57-82) | 47 | 73 | 94 73 | 57 | 82 91 73 (61-82)

BTA TRAK 69(55-80) | 63 | 70 | 92 | 68 | 57 | 93 | 90 90 (38-98)

FDP 77(41-93) | 42 | 56 | 92 | 65 | 56 | 63 | 100 87 (77-94)

Hgb dipstick |52(27-76) | 8 | 42 | 76 | 45 | 25 | 50 | 92 | 82(62-93)

CYFRA 21-1

(CK19) 94 (74-99) | 86 | 97 | 99 | 100 | 75 | 87 | 89 69 (57-78)

UBC (CK8/18) |66(50-79) | 57 | 73 | 74 | 96 | 62 | 63 | 84 | 91(84-96)

BCA (CK8/18) |83(55-95)| 70 | 82 | 75 | 67 | 58 | 85 | 74 | 84 (45-96)

CK 20 91 (83-96) 100 | 96 | 83 | 88 | 84 (66-93)
TPA(CK 8,18,19) | 88 76 | 88 | 80 | 67 | 25 | 85 | 81 55
TPS (CK 8/CK18) | 64 84

Telomerase 77 61 82 | 93 | 99 | 74 99 (46-99)
BCLA-4 96 85
i e 67 67 | 62 | 85 | 82 | 56 63

HA 89 (67-97) 87 | 77 | 88 | 89 | 92(83-96)
HAase 82 77 | 43 | 88 | 86 84
HA-HAase 92 o4 | 88 | 94 | 97 84
ImmunoCyt test 86 84 | 84 | 90 |100| 86 | 85 | 83 79
Beta-HCG 35 100
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6.3 Rohdaten der histologischen Blasenschnitte

Tabelle 36: Rohdaten der histologischen Blasenschnitte.

@ = positiver Status, © = negativer Status
Nr. | T[N M frading | L | v S0 YRet | Sane | status
1 Negativ Kontrolle 0 0 O] (C]
2 Negativ Kontrolle 0 0 O] (C]
3 | pTa | NO | MO G1 LO | VO 2 8 @ S}
4 | pTa | NO | MO G2 LO | VO 2 8 @ S}
5 | pTa | NO | MO G2 LO | VO 2 8 @ S}
6 | pTa | NO | MO G2 Lo | VO 2 8 @ S}
7 | pTa | NO | MO G3 Lo | VO 2 8 @ S
8 | pT1 | Nx | Mx G2 Lx | Vx 2 8 @ (O]
9 | pT1 | NO | Mx G2 LO | VO 1 3 C] S}
10 | pT1 | NO | Mx G2 Lo | VO 2 8 @ S}
11 | pT1 | Nx | Mx G3 Lx | Vx 3 12 @ (C]
12 | pT1 | Nx | Mx G3 Lx | Vx 2 8 @ S}
13 | pT1 | Nx | Mx G3 LO | VO 3 12 @ S}
14 | pT2 | Nx | Mx G2 LO | VO 2 8 @ S}
15 | pT2 | Nx | Mx G2 L1 | V1 1 2 C] S}
16 | pT2 | Nx | Mx G2 Lx | Vx 2 8 @ (C]
17 | pT2 | NO | Mx G3 LO | VO 2 8 @ S}
18 | pT2 | N2 | Mx G3 L1 | V1 2 6 @ S}
19 | pT2 | Nx | Mx G3 Lx | Vx 1 4 O (C]
20 | pT3 | NO | Mx G2 L1 | VO 2 8 @ S}
21 | pT3 | N2 | Mx G3 L1 | V1 1 4 C] S}
22 | pT3 | NO | Mx G3 LO | V1 2 8 @ S}
23 | pT3 | N1 | Mx G3 L1 | V1 2 6 @ S}
24 | pT4 | N1 | Mx G2-3 L1 | V1 2 8 @ (C]
25 | pT4 | NO | Mx G3 L1 | VO 2 8 @ @
26 | pT4 | Nx | Mx G3 Lx | Vx 2 8 @ (O]
27 | pT4 | N2 | Mx G3 L1 | V1 2 8 @ ]
28 | pT4 | Nx | Mx G3 Lx | Vx 2 8 @ (O]
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6.4 Rohdaten der Urinproben

Tabelle 17: Rohdaten der Urinproben. Staging, Grading und U-Status. S = Spontanurin,
H = Harnblasenspiilflissigkeit, ® = positiver Nachweis, © = negativer Nachweis

s U-Status
robe
Urin Staging und Gradin
Nr. 9ing g pH | F8UKOS | Nitrit | Glukose | Protein | ='Y°
ul ul
1 S gesund 6 (C] (C] (C] (©] ©
2 S gesund 7 ] ] ©] ©] ©]
3 S gesund 6 ] S} ©] ©] ©]
4 S gesund 5 ] S} C] ©] ©]
5 S gesund 5 © S} ©] ©] ©]
6 S gesund 7 (©] (©] (C] (C] ©
7 S pT2b, pNO, cMO, LO, VO, R0, G2 | 5 500 ] S} 25 150
8 H pT2b, pNO, cMO, LO, VO, R0, G2 | 7 500 ] S} 25 150
9 S gesund 5 (©] (©] © © ©
10 S gesund 5 © ] ©] ©] ©]
1 S gesund 5 © ] ©] ©] ©]
13 S gesund 7 © ] ©] ©] ©]
17 S pT2a, pNO, cMO, LO, VO, R0, G2 | 5 ] ] ] ] 10
18 H pT2a, pNO, cMO, LO, VO, R0, G2 | 5 ] ] S} S} 10
19 s multifokal pTaél\le, Mo, VO, LO, 6 o o o o o
20 H multifokal pTaél\le, MO, VO, LO, 6 o o o 50
21 S pTis, pNO, cMO, LO, VO, RO, G3 5 S} S} S} S} 10
22 S pT4a, pN2, cMO, L1,V1,R0,G3 | 5 500 S} S} 75 250
23 H pT4a, pN2, cMO, L1, V1, R0,G3 | 6,5 500 ] S} S} 250
pT2b, pNO, pMx, LO, VO, RO, G2
26
S Niere rechts: pTa, G2 ’ 500 © © S 250
pT2b, pNO, pMx, LO, VO, RO, G2
27
H Niere rechts: pTa, G2 8 © © © © 25
28 S pT1, pNO, pMx, LO, VO, RO, G2 | 6,5 100 ] ] ] 10
29 H pT1, pNO, pMx, LO, VO, RO, G2 5 ] ] S} S} ©]
multilokaler pTa, NO, MO, VO,
32 S L0, G2 5 100 ] ] ] 250
multilokaler pTa, NO, MO, VO,
33 H L0, G2 5 ] ] ] ] 250
34 S pT2b, pNO, pMx, L1, V1, R0,G3 | 6 500 @ © 75 250
35 S pTa, NO, MO, LO, VO, G2 7 500 ] ] ] 250
36 H pTa, NO, MO, LO, VO, G2 7 500 ] ] ] 250
37 H pT2b, pNO, pMx, L1, V1, R0,G3 | 5 500 ] ] 75 250
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6. APPENDIX

Tabelle 18: Rohdaten der Urinproben. Auswertung der Zytozentrifugenpraparate.
X = Nachweis, pos = LASP-1-positiv, neg = LASP-1-negativ

Karzinomzellen Granulozyten Urothelien Plattenepithelien
Probe LASP-1 LASP-1 LASP-1 LASP-1
Nr. | keine keine keine keine
pos | neg pos | neg pos | neg pos | neg
1 X X X X
2 X X X X
3 X X X X
4 X X X X
5 X X X X
6 X X X X
7 X X X X X
8 X X X X X X
9 X X X X
10 X X X X
11 X X X X
13 X X X X
17 X X X X
18 X X X X
19 X X X X
20 X X X X
21 X X X X
22 X X X X X
23 X X X X X
26 X X X X X X X
27 X X X X X X
28 X X X X X X
29 X X X X X
32 X X X X
33 X X X X X X
34 X X X X X
35 X X X X
36 X X X X X
37 X X X X X
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+O

APS

BCA
BCLA-4
BTA

ca.
Ca
cAMP
cDNA
c-erbB-2
cGMP
CK

cm

C-terminal

CXC
CXCR
CXCR1
CXCR2
CXCR3
CXCR4

8. ABKURZUNGEN
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Venus-Symbol, Symbol fur eine Frau

Mars-Symbol, Symbol flr einen Mann

Ampere, Maldeinheit fur die elektrische Stromstarke

Ammoniumpersulfat

engl. bladder cancer antigen
engl. bladder cancer nuclear matrix protein

engl. bladder tumor antigen

circa

Karzinom, lat. Carcinoma

cyclisches Adenosinmonophosphat

komplementare DNA, engl. complementary
Protoonkogen, dazugehdoriges Protein HER-2/neu
cyclisches Guanosinmonophosphat

Cytokeratin, engl. cytokeratin

Zentimeter, Langenmal3einheit

Carboxy-terminal; bezeichnet jenes Ende eines Proteins,
welches eine Aminosaure mit einer freien Carboxygruppe
(COOH) besitzt

Chemokin-Familie

Chemokin-Rezeptor, CXC-Rezeptor

CXC-Rezeptor 1

CXC-Rezeptor 2

CXC-Rezeptor 3

CXC-Rezeptor 4
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°C

DAB
dH.0
DNA

ECL

F-Aktin

FDP
FET

g
G-Aktin
G1

G2

G3

HA
HAase
HCG

HCI

HE
HER-2/neu

Hgb
H20;
HRP

Grad Celsius, MalReinheit der Temperatur

3,3 ’-Diaminobenzidin, Chromogen
destilliertes Wasser

Desoxyribonukleinsaure, engl. desoxyribonucleic acid

Elektrochemilumineszenz

Aktinfilament, bestehend aus polymerisierten
Aktin-Monomeren
engl. fibrin degradation product

Fisher's exact test

Gramm, Maleinheit fur die Masse

globulares Aktin, Aktin-Monomer
Differenzierungsgrad 1, gut differenziertes Gewebe
Differenzierungsgrad 2, maRig differenziertes Gewebe

Differenzierungsgrad 3, schlecht differenziertes Gewebe

Stunde, Mal3einheit fur die Zeit

Hyaluronsaure, engl. hyaluronic acid

Hyaluronidase, engl. hyaluronidase

humanes Choriongonadotropin, engl. human chorionic
gonadotropin

Chlorwasserstoff; Salzsaure ist die wassrige Losung von
Chlorwasserstoff

Hamatoxylin-Eosin

epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor,

engl. human epidermal growth factor receptor 2
Hamoglobin, engl. hemoglobin

Wasserstoffperoxid

Meerrettichperoxidase, engl. horseradish peroxidase
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IGF-1

IRS

kDa

Ki67
Krp 1

LASP-1
LIM

LPP
LSAB

Hg
1]}
min
ml
MLL
mm
mM

mRNA
MWT

insulinahnlicher Wachstumsfactor 1, engl. insulin-like

growth factor 1
Immunglobulin G

immunreaktiver Score

Kilodalton, 1 kDa = 1000 Da (Dalton), atomare

Masseneinheit
Ki67, Protein

engl. kelch related protein 1

Liter, MaReinheit fir das Volumen
LIM- und SH3-Doménen Protein 1

Akronym, zusammengesetzt aus den Namen der

ersten 3 Proteine, die diese Domane beinhalteten:

lin-11, Isl-1, mec-3
engl. lipoma preferred partner

engl. labelled Streptavidin-Biotin

Molar, 1 M = 1 mol/l, Einheit der
Stoffmengenkonzentration
Mikrogramm, Maleinheit flr die Masse
Mikroliter, Mal3einheit fur das Volumen
Minute, Maleinheit fur die Zeit

Milliliter, MaReinheit fir das Volumen
engl. mixed lineage leukemia
Millimeter, Langenmaleinheit
Millimolar, 1 mM =1 mmol/l, Einheit der
Stoffmengenkonzentration

Boten-RNA, engl. messenger
Mann-Whitney-Test

Einheit der Aquivalentkonzentration

78

8. ABKURZUNGEN



GRUNEMAY NADINE

8. ABKURZUNGEN

NaCl
NaOH
NMP22

N-terminal

PBS

pH-Wert

PUN-LMP

P-Wert
p53
%

RNA

rpm

SD
SDS
SH3

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

engl. nuclear matrix protein 22

Amino-terminal; bezeichnet jenes Ende eines Proteins,
welches eine Aminosaure mit einer freien Aminogruppe
(NHy) besitzt

phosphatgepufferte Kochsalzlésung; engl. phosphate
buffered saline

Definition: der negative dekadische Logarithmus der
Wasserstoffionen-Aktivitat; Mal} fiir den sauren oder
basischen Charakter einer wassrigen Losung

engl. papillary urothelial neoplasm of low malignant
potential

Signifikanzwert, engl. p-value von probability

p53, Tumorsuppressorprotein

Prozent, Hilfsmaleinheit fur Verhaltnisgrofien

langer Arm eines Chromosoms

Ribonukleinsaure, engl. ribonucleic acid
Umdrehungen pro Minute, Maleinheit fur die Drehzahl

engl. revolutions per minute

Sekunde, Maldeinheit fur die Zeit

Serin

Standardabweichung, engl. standard deviation
Natriumdodecylsulfat, engl. sodium dodecyl sulfate
engl. Src homology region 3; abgeleitet von der
Proteinkinase c-Src, in der die Doméane das erste mal

beschrieben wurde
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Src

TBS
TBSI/T
TCA
TEMED
TNM

TPA
TPS

Tris

UBC
USA

\')
VASP
% (V/ V)

w
WHO

Wnt
% (wiv)

auch c-SRC; Akronym, zusammengesetzt aus cellular

und sarcoma

engl. Tris buffered saline

engl. Tris buffered saline with Tween
Trichloressigsaure, engl. trichloroacetic acid
Tetramethylethylendiamin

Klassifikation zur Stadieneinteilung maligner Tumoren;
T = Tumor, N = Lymphknoten, M = Metastasen

engl. tissue polypeptide antigen

engl. tissue polypeptide-specific (antigen)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

engl. urinary bladder cancer

Vereinigten Staaten, engl. United States of America

Volt, MaReinheit fur die elektrische Spannung

engl. vasodilator stimulated phosphoprotein
Volumenprozent, engl. % volume per volume

= [Volumen eines geldsten Stoffes in ml / Volumen der

Losung in ml] x 100

Watt, Mal3einheit fur die Leistung
Weltgesundheitsorganisation, engl. World Health
Organisation

setzt sich zusammen aus W fur wingless + nt fur Int-1
Massenprozent, engl. % weight per volume

= [Masse eines Stoffes in g / Volumen der Losung in ml] x
100

Tyrosin
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