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| Einleitung

1.1 Das Harnblasenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Maligne Neoplasien der Harnblase stehen beziglich der Haufigkeit von Tumorleiden bei Mannern
an vierter, bei Frauen an sechster Stelle. Nach dem Prostatakarzinom ist das Harnblasenkarzinom
der zweithaufigste Tumor des Urogenitalsystems (34). Derzeit sind etwa 6,27 % aller
Krebstodesfélle in Deutschland auf das Harnblasenkarzinom zuriickzufihren. Die
Krebsinzidenzschatzung des ROBERT KOCH INSTITUTES liegt fur das Jahr 2000 bei 435,1
Mannern und 322,7 Frauen auf 100000 Einwohnern (61). Fur das Harnblasenkarzinom liegt die
Krebsinzidenzschatzung bei 38,4 Mé&nnern und 10,5 Frauen. Hieraus ergibt sich ein deutlich
héheres Risiko fur M&nner an einem Harnblasenkarzinom zu erkranken (65). Weniger als 20% der
Erkrankungsfalle bei Mannern und 10-15% der Falle bei Frauen treten vor Erreichen des 60.
Lebensjahres auf. Die altersspezifische Mortalitatsrate fir das Harnblasenkarzinom verdoppelt sich
bei Mannern ab dem 60. Lebensjahr zu dem vorausgegangenen 5-Jahres-Zeitraum und liegt fr

80-84 jahrige bei 125,79 pro 100000 Einwohnern.

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Das Urothelkarzinom der Harnblase gilt als Umweltkrebs, karzinogene Substanzen sind ubiquitar
verbreitet. HELPAP unterscheidet zwischen exogenen Karzinogenen (aromatische Amine,
phenacetinhaltige Medikamente, Nikotin, Koffein, Opium, Zytostatika), endogenen Karzinogenen
(Tryptophanmetabolite, Nitrosamine) sowie einer Tumorentstehung durch Entzindungen
(Blasenkonkremente, Parasiten) (23). Bereits Ende des 19. Jahrhunderts beschrieb REHN die
Haufung von Blasentumoren bei Chemiearbeitern, die Anilinfarbstoffen ausgesetzt waren (59).
Heute gelten insbesondere aromatische Amine als typische Blasenkarzinogene (65). Fur das
Zigarettenrauchen wird ein dreifach erhohtes relatives Risiko fur die Entwicklung eines
Harnblasenkarzinoms beschrieben. Man schéatzt, daf? bis zu 60 % aller Blasenkarzinome Folge von
Nikotinabusus sind (44).

AuRBerdem scheinen geographische Unterschiede sowie ethnische Zugehdorigkeit bezuglich der

Haufigkeit von Harnblasenkarzinomen eine Rolle zu spielen. Anstelle einer einzigen kausalen Noxe



mufl3 von einem multifaktoriellen Geschehen im Sinne einer Plurikarzinogenese ausgegangen

werden (34) .

1.1.3 Pathologie, Stadieneinteilung und Prognose

Die epithelialen Tumoren stellen mit 96 % den Hauptteil der Harnwegstumoren dar. Von diesen
steht mit 95% das Urothelkarzinom im Vordergrund. Platten- und Adenokarzinome sind selten. Sie
bilden einen Anteil von 3% bzw. 2%. Auf das Carcinoma in situ entféllt ein Anteil von 3% (56).

Die Stadieneinteilung der Blasenkarzinome erfolgt nach der TNM-Klassifikation (Tumor, Nodus,
Metastasen) der Union Internationale Contre le Cancer (UICC) in der Uberarbeiteten Version von
1992. Zur Charakterisierung des Tumorstadiums des Primartumors werden in der
pratherapeutischen klinischen Klassifikation (TNM) und in der postoperativen, histopathologischen
Klassifikation (pTNM) Ausdehnung des Primartumors (T), Status der drainierenden Lymphknoten
(N) und Vorhandensein oder Fehlen von Fernmetastasen (M) beschrieben (28). Eine Darstellung
der TNM-Klassifikation findet sich in Tabelle 1. Eine grafische Darstellung der T-Stadien zeigt
Abbildung 1.

T-Primartumor
TX Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fir Primartumor
Tis Carcinoma in situ
Ta Nichtinvasives papillares Karzinom
T1 Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe
T2 Tumor infiltriert oberflachliche Muskelschicht (innere Halfte)
T3a Tumor infiltriert tiefe Muskulatur (&uRere Halfte)
T3b Tumor infiltriert perivesikales Fettgewebe
T4a Tumor infiltriert Prostata oder Uterus oder Vagina
T4b Tumor infiltriert Becken oder Bauchwand

N-Regionére Lymphknoten

NX Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase in solitdrem Lymphknoten, 2 cm oder weniger in
groRter Ausdehnung

N2 Metastase(n) in solit&rem Lymphknoten, mehr als 2 cm, aber nicht
mehr als 5 cm in groBter Ausdehnung, oder in multiplen Lymph-
knoten, keine mehr als 5 cm in Ausdehnung

N3 Metastasen in Lymphknoten, mehr als 5 cm in groR3ter
Ausdehnung

M-Fernmetastasen

MX Das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden.
MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Tabelle 1.1 : TNM-Klassifikation des Blasenkarzinoms (UICC 1992)
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Abbildung 1.1 : Darstellung der T-Stadien des Blasenkarzinoms nach der TNM-
Klassifikation der UICC 1992

Wie aus der Abbildung 1.1 ersichtlich ist, lassen sich urotheliale Harnblasenkarzinome in
oberflachlich oder infiltrierend wachsende Tumoren einteilen. Oberflachliche Blasenkarzinome
beinhalten Tumoren der Stadien pTis, pTa und pT1. Diesen Stadien ist gemeinsam, dal3 die
Blasenmuskulatur noch nicht vom Tumor befallen ist. Bereits ab Stadium pT2 liegt eine Infiltration
der Blasenmuskulatur vor, womit alle Stadien > pT2 definitionsgemaR zu den infiltrierenden
Karzinomen gezéhlt werden (34). Die postoperative TNM-Klassifikation wird durch eine
histopathologische Graduierung erganzt. Nach dem fihrenden mikroskopisch fafl3baren
Differenzierungsgrad werden die Tumoren den Stadien G1-G4 zugeordnet. Der Grad G1 umfafdt
gut differenzierte, G2 méaRig differenzierte, G3 schlecht differenzierte und G4 undifferenziert-
anaplastische Karzinome (28).

Die Einteilung in oberflachliche und infiltrierende Tumoren hat vor allem klinische Bedeutung.
Therapie und Prognose héngen entscheidend von der Ausdehnung des Karzinoms ab. Bei

infiltrierenden Tumoren wird, sofern sie operabel sind, radikal mit Zystektomie behandelt werden.



Bei den oberflachlichen Karzinomen ist zunéchst die organerhaltende, transurethrale Resektion

(TUR) des entarteten Gewebes und benachbarter Areale indiziert.

Urotheliale Harnblasenkarzinome sind bei Diagnosestellung zu 70-80% als oberflachlich
einzustufen. Jedoch ist die Rezidivhaufigkeit des oberflachlichen Urothelkarzinoms nach
transurethraler Resektion (TUR) erheblich. Die Angaben liegen in unterschiedlichen klinischen
Studien bei 50-70%. Abhangig sind diese Rezidivraten vom Tumorstadium und
Differenzierungsgrad (G) des Tumors (42). Auch die Koinzidenz oberflachlicher Karzinome mit
Praneoplasien (Dysplasien, CIS) ist als Ursache fir die hohe Rezidivneigung anerkannt. Eine
weitere Hypothese, um die hohe Rezidivneigung zu erklaren, ist die Reimplantation viabler
Tumorzellen an die verletzte Blasenwand nach transurethraler Resektion. Bereits 1962 postulierten
WEYRAUCH und CROSSFIELD eine ortho- und heterotope Implantation der bei transurethraler
Resektion ausgeschwemmten Tumorzellen an die traumatisierte Blasenwand mit nachfolgendem
Tumorwachstum (87). Als wesentliches Argument hiefir galt die Tatsache, dall Tumoren im
Blasendach primér aufRerst selten sind, nach transurethraler Resektion hier jedoch in einer
Haufigkeit von bis zu 20% angetroffen werden. Dieses Phdnomen wurde mit der vermehrten
Aussaat von Tumorzellen im Bereich der Luftblase am Blasendach bei transurethraler Resektion
erklart (11, 49). Ein weiterer wichtiger Hinweis ist die Tatsache, dal} nach erfolgter transurethraler
Resektion Uber einen langeren Zeitraum hinweg maligne Zellen in der Blasenspulflissigkeit
nachweisbar sind. SOLOWAY und MASTERS vermuteten 1980 die Ursache der Reimplantation
von Tumorzellen in der Verletzung der Blasenwand (77). Kommt es bei einer therapeutischen TUR
zur Verletzung des Endothels, was beim Abtragen von exophytischen Tumoren durchaus gewollt
ist, liegt die subentotheliale extrazellulare Matrix frei. Gleichzeitig befinden sich die abgetragenen
Tumoranteile frei flottierend in der Spuilflissigkeit der Harnblase und kdnnen sofort an die verletzte
Blasenwand adhérieren (86, 87). In-vitro Untersuchungen von VLODAVSKY et al zeigten eine
wesentlich schnellere und bessere Adhasion von Tumorzellen an die subendotheliale extrazellulare
Matrix im Vergleich zur intakten endothelialen Oberflache (85).

Zur genaueren Untersuchung der Reimplantationstheorie wurde ein Tierversuchsmodell etabliert
(77). Die Kklinische Situation wurde simuliert, indem die murine Harnblasenwand vor Instillation von
Blasenkarzinomzellen elektrokoaguliert wurde. So konnte ein Tumorwachstum instillierter syngener
Tumorzellen in Uber 80% der Félle erzielt werden, wahrend die Implantationsrate in nicht
elektrokoagulierten Mausblasen um 2 Zehnerpotenzen niedriger lag (67, 77). Dieses Modell wurde
in der Folgezeit mehrfach Uberpruft. Eine Optimierung mit verlangerter Kontaktzeit von
Tumorzellen und Blasenwand konnte regelmaflig eine Implantationsrate von 100% auch bei

verringerter Tumorzellzahl erzielen (21). Somit ist dieses Tierversuchsmodell heute als ein



etabliertes Modell der lokalen Tumorimplantation anzusehen (57, 73, 74) . Die Implantation der
Tumorzellen ist dabei abhéangig vom Ausmald der Verletzung der urothelialen Oberflache sowie der
Anzahl freigesetzter Tumorzellen (69).

1992 konnten SIDRANSKY et al die Hypothese der Reimplantation mit dem genetischen Nachweis
der Monoklonalitat multifokaler Blasentumoren weiter untermauern (75).

Aufgrund dieser klinischen und experimentellen Datenlage ist die Tumorreimplantation als ein

relevanter Faktor der Rezidivhaufigkeit des oberflachlichen Harnblasenkarzinoms anzusehen.

Bei etwa 25 % der Rezidive kommt es zur Verschlechterung des Tumorstadiums oder zur
zunehmenden Entdifferenzierung des Tumors (19, 27). Fiur das Tumorstadium pTa werden 5-
Jahres-Uberlebensraten von 95 %, fir das Stadium pT1 G1-2 von 81 % angegeben. Mit nur 64 %
ist die 5-Jahresuberlebensrate fur das Stadium pT1l G3-4 bereits deutlich schlechter (34). Nach
initialer TUR zeigen nur 0-6 % der Gl-Karzinome eine Tumorprogression mit Invasion der
Muskulatur, wahrend die Rate auf 22-52 % bei G2 und 50-82 % bei G3-Tumoren ansteigt (36, 51).
Diese Zahlen verdeutlichen die biologische Heterogenitat des oberflachlichen Harnblasen-
karzinoms.

In der Gruppe der oberflachlichen Blasenkarzinome stellen die pT1-Tumoren, und innerhalb dieser
Gruppe insbesondere die pT1G3 Tumoren aufgrund ihres invasiven biologischen Potentials eine
besondere Risikogruppe dar (64). Weiterhin sind primar multifokales Wachstum (15, 38),
TumorgroRe (> 5 cm), begleitende Urotheldysplasien (41) und begleitendes Carcinoma in situ

(CIS) (83) als prognostisch ungiinstig einzustufen.

1.1.4 Symptome und Diagnose

Die schmerzlose Makroh@amaturie ist haufig (75 %) das erste Symptom des Blasenkarzinoms, aber
nicht immer ein Frihsymptom, da sie unabhangig von der TumorgréRe auftritt. Schon beim ersten
Auftreten von Hamaturie konnen fortgeschrittene Tumoren vorhanden sein. Dysurische
Beschwerden, die meist friher einsetzen, werden vom Patienten oft nicht beachtet. Ebenso
werden Pollakisurie und/oder Algurie als Zystitis fehlgedeutet, sind aber Zeichen einer
tumorbegleitenden Infektion oder Blasenkapazitatsverminderung. Weitere klinische Zeichen die auf
ein Blasenkarzinom hindeuten sind Schmerzen Uber der Blasen- und Dammregion. Abgeschlagen-
heit, Anadmie, Appetitlosigkeit und Gewichtsverlust deuten auf ein bereits fortgeschrittenes

Tumorleiden hin.



Anampnestisch sind frihere Blasentumorerkrankungen sowie eine eventuelle Karzinogenexposition
zu erfragen. Basis der Blasentumordiagnostik ist die Urethrozystoskopie. So kann die gesamte
Blase endoskopisch beurteilt werden und durch Biopsie verdachtiger Veranderungen die Diagnose
gesichert werden. Der Eingriff kann gegebenenfalls zu einer diagnostisch-therapeutischen
Elektroresektion erweitert werden.

Zum Screening bei Risikogruppen und zur Nachsorge urothelialer Tumoren werden vor allem
urinzytologische Untersuchungen eingesetzt. Durch bimanuelle Palpation in Narkose wird die
Beweglichkeit der Blase beurteilt und organiiberschreitendes Wachstum erfaf3t. Als bildgebende
Verfahren  kommen  Infusionsurogramm,  Sonographie, = Computertomographie  sowie
Rontgenaufnahmen des Thorax in Betracht. Die drei letztgenannten Verfahren werden vor allem

zur Metastasensuche eingesetzt (34).

1.1.5 Therapie des oberflachlichen Harnblasenkarzinoms

Die transurethrale Resektion (TUR) ist ein diagnostisch-therapeutischer Eingriff, der bei Vorliegen
oberflachlicher Harnblasenkarzinome eine kurative Zielsetzung hat (34). Die TUR sollte als
differenzierte TUR durchgefiihrt werden, da sich durch dieses Vorgehen das lokale Tumorstadium
relativ genau erfassen [aRt (7). Bei diesem Verfahren wird zunéchst der exophytische Teil des
Tumors reseziert und asserviert. Danach werden Proben von makroskopisch unverdéachtigen
Randbezirken des Tumors reseziert. Zuletzt erfolgt die Resektion der Tumorbasis. Die Proben
werden voneinander getrennt asserviert und dem Pathologen mit einer Dokumentation der
Tumorgeographie Ubergeben. Konnte ein oberflachlicher Tumor durch den initialen Eingriff nicht

vollsténdig im Gesunden entfernt werden, so sind Nachresektionen erforderlich (8).

1.2 Molekularbiologischer Hintergrund der Tumorzellimplantation

Die Hypothese der Reimplantation viabler Tumorzellen an die verletzte Blasenwand nach
transurethraler Resektion gilt als bestatigt. Dabei wird besonders die Traumatisierung der
Harnblasenwand in ihrer Wichtigkeit unterstrichen, da eine wesentlich schnellere und bessere
Adhéasion von Tumorzellen an die subendotheliale extrazellulare Matrix im Vergleich zur intakten
endothelialen Oberflache stattfindet (85). Dies liegt darin begriindet, da3 das Endothel eine
Schutz- und Barrierefunktion fir das darunter liegende Gewebe erfillt. Ist das Endothel nicht mehr

vorhanden, kdnnen ungehindert die Vorgange der Zell-Matrix-Interaktion beginnen. Um auf diese



naher eingehen zu koénnen, ist eine kurze Darstellung der entsprechenden Strukturen und Molekile

notwendig.

1.2.1 Die Extrazellulare Matrix:

Die extrazellulare Matrix (EZM) besteht aus Makromolekilen der folgenden 3 Klassen: Kollagene,
Proteoglykane und multiadhasive Matrixmolekile und tGbernimmt verschiedenste Funktionen. Sie
verbindet Zellen zu Geweben und koordiniert ihre zellularen Funktionen. Molekile der EZM
aktivieren klassische Wege der Signaltransduktion. Die vielféltigen Funktionen der EZM beinhalten
auch die Bindung mit membrangebundenen Zelladh&asionsmolekilen, von denen 5 Klassen
bekannt sind: Integrine, Mucine, Selectine, die Immunglobulin-Superfamilie und Cadherine, die als
Mediatoren fur Zell-Matrix Interaktionen identifiziert wurden. So kontrolliert die EZM mit ihren
Komponenten das Wachstum, die Differenzierung, die Entwicklung und metabolische Antwort einer
Zelle (4, 29, 40, 52, 80).

Im folgenden soll auf Kollagene und Glykoproteine der EZM und Integrine naher eingegangen
werden, da sie von grolRer Bedeutung fir die Tumorzelladhasion an der subendothelialen EZM der

Harnblase sind.

1.2.2 Kollagen:

Das Kollagen ist ein zu den Gerusteiweil3en gehdrendes fibrillares Protein. Es wird unterteilt in 16
durchnummerierte Typen. Das Kollagen Typ IV bildet den Hauptbestandteil der fibrillaren Proteine
der EZM (84).

Es bildet das fibrillare zweidimensionale Netzwerk aller Basalmembranen. Drei Polypeptidketten
formen eine 400nm lange Triplehelix (16). Besonderen Stellenwert in der Aminoséuresequenz hat
das Glycin, weil sein Wasserstoffatom das einzige ist, was in das Zentrum der dreistrangigen Helix
passt. Jedoch sind die Glycin-x-y-Sequenzen ca. 24 mal mit Segmenten, die keine Triplehelix
bilden kdnnen, unterbrochen. Diese Regionen sind verantwortlich fur die Flexibilitat des Molekiils.
Durch laterale Assoziation von triplehelikalen Segmenten und Interaktionen zwischen den C-
terminalen Enden wird das zweidimensionale Netzwerk ausgebildet (90).

Typ IV Kollagen beeinfluf3t die Adhasion und Migration von verschiedenen Zelltypen. Die Zellen
interagieren mit dem Typ IV Kollagen via Integrinrezeptoren al1f1 und a2B1 (33, 60, 91) und mit
der RGD Sequenz via Integrinrezeptoren av33 und avp5 (53).



1.2.3 Laminin:

Laminin ist ein grofes multiadhasives Matrixprotein. Nach dem Collagen IV kommt es am
haufigsten in der EZM vor. Laminin ist ein heterotrimeres Glykoprotein bestehend aus drei
verschiedenen Genprodukten, den a-, 8- und y-Ketten. Bisher wurden 5 a (a 1-5), 3 8 (B 1-3) und 2
y (v 1-2) identifiziert. Die 8- und y- Ketten bestehen aus Globulardoméanen an einem Ende und aus
einer anschlielenden Polypeptidkette. Die a-Kette besitzt an beiden Enden der Polypeptidkette
Globulardomé&nen. Ein Laminin Molekdl setzt sich aus jeweils einer der drei verschiedenen Ketten
zusammen. Dabei bilden die jeweiligen Polypeptidketten eine Helix, so dass ein kreuzférmiges
Molekul entsteht (5).

Mehrere Lamininmolekile ordnen sich in der Basalmembran netzférmig an, indem Bindungen
zwischen den kurzen Molekilenden ausgebildet werden (50).

Laminin hat hoch affine Bindungsstellen fur Adh&sionsmolekule an der Oberflache zahlreicher
Zellen. Wie bei Kollagen Typ IV ist auch bei Laminin die RGD — Sequenz existent, die eine
Interaktion zwischen Zelle und EZM (ber Integrinrezeptoren ermdglicht (3). Mehrere
Integrinrezeptoren auf einer Vielzahl von verschiedenen Zelltypen binden Laminin: alp1, a2 f1, a3

B1, a6 B1, a7 B1 (6, 91).

1.2.4 Fibronectin:

Wie Laminin ist auch Fibronectin ein multiadhesives Matrixprotein. Es ist ein sekretionelles Produkt
von den meisten mesenchymalen und epithelialen Zellen.

Fibronectine sind Dimere aus zwei ahnlichen Polipeptidketten, verbunden am C-terminalen Ende.
Jede Kette ist ca. 60-70nm lang und ca. 2-3 nm dick. Die einzelne Polipeptidkette ist unterteilt in
Domanen, die fur die Bindungsfunktionen des Fibronectins verantwortlich sind. Fibronectin bindet
Kollagen, Fibrin und Heparan Sulfate.

Jede Domaéne besitzt sich wiederholende Aminosauresequenzen, die in drei Klassen aufgeteilt
werden kdnnen (Typ LI und 111) (32).

Fibronectin vermag Kollagen und Fibrin mit der Zelloberflache zu verkoppeln. Daher muf3 es auch
eine Doméne besitzen, die sich an Zellen binden kann (43). Eine einzelne Wiederholung der
Aminosauresequenz Typ Ill dient als funktionelles Zentrum der zellbindenden Doméne. Die
minimal aktive Aminosauresequenz fur die zentrale Zellbindungsdoméne fir Integrine ist das

Tripeptid RGD (Arg-Gly-Asp) (22, 62, 89).



Zusétzlich zur oben genannten zentralen Zellbindungsdomé&ne existiert eine weitere
Zellbindungsdoméne, die im alternatively spliced type Il connecting segment (IlICS) lokalisiert ist.
Das fur die Bindung verantwortliche Peptid wird CS1 (connecting segment) genannt. Die minimal
aktive Aminosauresequenz fir CS1 ist Leu-Asp-Val. Es gibt zwei aktive Peptide, die eine Bindung

vermitteln. Diese sind EILDV und LDVPS (37) .

1.2.5 Fibrinogen:

Fibrinogen ist kein fester Bestandteil der EZM, aber in unserem Zusammenhang mit der
Tumorzelladh&sion nach TUR sehr wichtig. Wahrend der Operation findet eine Denudierung von
Urothel statt, es entsteht also eine blutende Wunde. Die Gerinnungskaskade wird aktiviert,
Fibrinogen aggregiert mittels Thrombin zu unldslichen Fibrin-Polymeren und bildet zusammen mit
den Thrombozyten den endgultigen Thrombus. Hierbei gelangt Fibrinogen auch in den Urin. Wie
von TRANQUI 1989 beschrieben bindet Fibrinogen neben Thrombozyten auch endotheliale Zellen
(82). Fibrinogen besitzt neben dem Tripeptid RGD die Aminosauresequenz Lys-GIn-Ala-Gly-Asp-
Val (KQAGDV). Wahrend KQAGDYV in der y-Kette des Fibrinogens lokalisiert ist, liegen gleich zwei
RGD Sequenzen in der a-Kette. Fibrinogen besitzt also 2 verschiedene Liganden fir das Integrin
allb B3 (2,13). So initiiert das Fibrinogen in Wunden nicht nur die Thrombusbildung sondern verhilft
auch den im Urin frei flottierenden Tumorzellen zur Adhasion im Thrombus, indem eine Bindung
des Fibrinogens mit dem Integrinrezeptor der Tumorzelle entsteht (45, 68). Selbst in nicht
denudierten Arealen kann die eintretende Fibrindeposition auf intaktem Urothel eine hervorragende

Adhéasionsmatrix bilden wie SEE und Mitarbeiter zeigen konnten (71, 72).

1.2.6 Integrine:

Integrine sind Rezeptormolekile an der Zelloberflache, die als Mediatoren fir Zell-Matrix-
Interaktionen dienen.

Integrine sind Heterodimere aus a- und B- Untereinheiten und wurden in allen tierischen und
einigen pflanzlichen Spezies gefunden. Die Integrinfamilie, soweit heute bekannt, beinhaltet
zumindest 17 unterschiedliche o- und 8 unterschiedliche B-Einheiten, die sich zu Komplexen von
Heterodimeren zusammenlagern. Eine B-Einheit kann mit verschiedenen a-Einheiten interagieren
und so Bindungsstellen fir verschiedene Liganden bilden. Auf diese Weise entsteht eine grol3e
Diversitat der Integrine. Die meisten Zellen exprimieren wiederum verschiedene Integrine, so dass

Bindungsmadglichkeiten zu mehreren Matrixproteinen bestehen.



Integrine bilden typischerweise nur eine geringe Bindungsaffinitdét zu ihren Liganden. Die
Dissoziationskonstante KD liegt zwischen 10° und 10°® mol/Liter. Jedoch erlauben zahlreiche
schwache Bindungen zwischen Integrinen und der EZM eine feste Verankerung der Molekule mit
der EZM. Gleichzeitig ist aber auch eine sehr feine Abstimmung der Interaktion mit der EZM
maglich, was einen wichtigen Aspekt fur die Zellmigration darstellt.

HYNES beschrieb 7 unterschiedliche Fibronektinrezeptoren, 4 unterschiedliche Lamininrezeptoren,
3 Kollagenrezeptoren und 3 Fibrinogenrezeptoren (33). Eine erhebliche Redundanz in der Integrin-
Ligand Interaktion ist bekannt. Unterschiedliche Rezeptoren werden von verschiedenen Zelltypen
exprimiert. Integrine, die an dasselbe Matrixprotein binden, binden héaufig an unterschiedliche
Epitope oder kdnnen an dasselbe Epitop mit unterschiedlicher Bindungsaviditat adhéarieren (26).
Wie aus der Tabelle, modifiziert nach HYNES 1992, ersichtlich ist, konnten den Ligand-Rezptor-
Interaktionen minimal aktive Aminosduresequenzen zugeordnet werden (33). Diese missen
mindestens drei Aminosauren lang sein, um noch eine adhasionsvermittelnde Funktion zu haben.
Durch Voranstellen oder Anhéngen von einzelnen oder mehreren Aminoséuren kann die
zellbindene Aktivitat verstéarkt werden. Das Grundgerust der Aminosauren RGD kann zum Beispiel
zu GRGDS, RGDV und GRGDTP verlangert werden (62). Gleiches gilt fur die Aminosauresequenz
LDV, welche sich durch die Verlangerung zu den Molekilen EILDV oder LDVPS unter
Aktivitatssteigerung vergrof3ern |aft.

Im Gegensatz zu RGD und LDV ist das Hexapeptid KQAGDV allerdings in seiner Léange von 6

Aminosauren schon die minimal aktive Sequenz, die eine zellbindende Aktivitat aufweist (82).

Integrine spielen insbesondere fir maligne Zellen eine aufRerordentlich wichtige Rolle bei der
Tumorzelladhasion, dem Wachstum, der Migration und der Invasion. Eine gynékologische
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dafd bei Ovarialkarzinom Zellinien eine signifikant hdhere Expression
der Integrinuntereinheiten alpha3, alpha6, alphav und betal als bei nicht entarteten Ovarialzellen
stattfand. Gab man den Ovarialkarzinomzellen Antikdrper gegen die Integrinuntereinheiten alpha3,
alpha6, alphav und betal hinzu, konnte die EZM induzierte Proliferation der Zellen inhibiert
werden. Die EZM induzierte Adh&sion konnte durch einen Antikbrper gegen die betal
Integrinuntereinheit gehemmt werden (1). Letzteres konnte auch bei T24 Humanen

Blasenkarzinomzellen beobachtet werden (25).
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Integrin

bindungsvermittelnde
Rezeptor Ligand Aminosduresequenz

B1 al Kollagen, Laminin

a2 Kollagen, Laminin DGEA
a3 Fibronectin, Laminin, Kollagen RGD
ad Fibronectin EILDV
a5 Fibronectin RGD
a6 Laminin
a’ Laminin
B3 allb  Fibrinogen, Fibronectin RGD, KQAGDV

av Vitronectin, Fibrinogen, Fibronectin, Kollagen RGD
B6 av Fibronectin RGD

B7 ad Fibronectin EILDV

Tabelle 1.2 : Die Integrinrezeptoren (nach Hynes, 1992)

Um die Reimplantation viabler Tumorzellen wahrend oder kurz nach der TUR zu verhindern gibt es
zwei Hypothesen: Die Tumorzellen so schnell wie mdglich abzutéten oder die Adhasion der
Tumorzellen zu verhindern.

Die wiederholt in klinischen Studien untersuchte Strategie, unmittelbar postoperativ durch
Zytostatikainstillation die Viabilitat flottierender Tumorzellen zu beeinflussen, fihrte zu
eindrucksvollen Ergebnissen. So war die einmalige Instillation von Epirubicin unmittelbar nach der
transurethralen Resektion doppelt so effektiv wie die alleinige Instillation von Wasser bezuglich der
postoperativen Rezidivrate des Harnblasenkarzinoms (48, 55). Ebenfalls konnte gezeigt werden,
dall die unmittelbar postoperativ begonnene Instillation der Zytostatika Mitomycin C oder
Doxorubicin die der Effektivitat einer typischen 7 bis 15 Tage postoperativ begonnenen aber
verléangerten intravesikalen Rezidivprophylaxe mit Zytostatika ebenburtig war (10). Die 5-Jahres
rezidivfreie Rate betrug in der Kontrollgruppe ohne Behandlung 40% und konnte durch die
einmalige Gabe von Mitomycin C 24 Stunden postoperativ auf 55% gesteigert werden. Das
Gesamtuberleben sowie die Tumorprogression blieben allerdings unbeeinflu3t (81). Ein nicht zu
vernachlassigender Aspekt der intravesikalen Pharmakotherapie sind die Nebenwirkungen. Nach

Verabreichung von Doxorubicin trat bei 25% der Patienten eine chemische Zystitis auf. Bei
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Mitomycin C liegen die Angaben zwischen 5% und 25%. Zusatzlich kommt eine Kontaktdermatitis
der perineal Region in 5%-15% hinzu. Systemische Nebenwirkungen sind bei dem Zytostatikum
Thiotepa mit Leukopenie und Thrombopenie in 2%-40% der Patienten beschrieben (41).

Abgesehen von der zytostatischen Rezidivprophylaxe ist auch die intravesikale
Instillationsbehandlung mit Bacillus Calmette-Guérin (BCG) als Metaphylaxe beim oberflachlichen
Harnblasenkarzinom anerkannt. Hierbei verhindert eine Immunmodulation in der Harnblasenwand
die Rezidiventstehung des Karzinoms nach TUR (9). In einer Studie von SAROSDY und LAMM
konnte Rezidivfreiheit bei 78% der Patienten noch 5 Jahre nach nur einem Zyklus BCG erzielt
werden (66). COPLEN et al berichteten Uber 64% Rezidivfreiheit in einer Patientengruppe mit
hohem Rezidivrisiko durchschnittlich 4 Jahre nach einem oder zwei Zyklen BCG (14). Um einen
Vergleich zwischen intravesikaler Chemotherapie und Immuntherapie in nicht direkt
vergleichenden Studien zu ermdglichen, berechneten HERR et al unter Berlcksichtigung der
Rezidivrate der unbehandelten Kontrollgruppe in jeder Studie den sogenannten potentiellen Nutzen
eines Instillationstherapeutikums. Der derart durchgefiinrte Vergleich einer grof3eren Anzahl
randomisierter Studien zur Rezidivprophylaxe des Blasenkarzinoms mit unterschiedlichen
Medikamenten zeigte sowohl einzeln jeweils fur Thiotepa, Doxorubicin und Mitomycin C berechnet,
als auch kollektiv fur alle Chemotherapeutika zusammen berechnet einen Behandlungsvorteil fur
BCG (24). Aber auch die BCG-Therapie ist nicht nebenwirkungsfrei. In eine Ubersichtsarbeit von
LAMM et al wurden 2602 Patienten eingeschlossen. In 3% der Patienten trat als haufigste
systemische Nebenwirkung Fieber auf. Andere toxische Effekte waren granulomattse Prostatitis
(1%), Pneumonitis/Hepatitis (0,7%) und Arthralgien (0,5%) (39). Einzelne Félle einer systemischen

Infektion und Sepsis sind beschrieben (58).

Um die Adhasion der Tumorzellen zu verhindern macht man sich das Prinzip der kompetitiven
Bindung zu nutze. Hierbei gilt es die Bindungsstellen der Tumorzellen zur Adhasion an der
subendothelialen extrazellularen Matrix vorab zu besetzen. Dieses geschieht durch hinzugefigte
kompatible Fragmente zu den in der extrazellularen Matrix (EZM) enthaltenen Makromolekile, so
dal3 eine bereits stattgefundene Bindung der Tumorzelle an die EZM vorgetauscht wird und
anschlieBend keine freien Bindungsstellen mehr vorhanden sind.

SEE et al, sowie Oharazawa et al konnten zeigen, dass in-vitro die Tumorzelladharenz auf einer
Fibronectin-Oberflache durch das Oligopeptid GRGDS in einer konzentrationsabhangigen Weise
inhibiert werden konnte. In-vivo konnte hingegen kein signifikanter Effekt auf die Zelladh&sion in

der Blasenwand dargestellt werden (47, 71).
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In der Extrazellularmatrix der Blasenwand sind jedoch zumindest 3 Matrixmolekile fur die zellulare
Adhésion verantwortlich (18, 35). Dieses sind die bereits beschriebenen Makromolektle Kollagen,
Laminin und Fibronectin, die jeweils Zellbindungsdomé&nen mit verschiedenen minimal aktiven

Aminosauresequenzen besitzen.

Kollagen RGD
Laminin RGD
Fibronectin RGD, EILDV

Berlicksichtigt man die Aktivierung der Gerinnungskaskade bei transurethraler Resektion, missen
die Liganden des Fibrinogens mit den Peptiden RGD und KQAGDV mit einbezogen werden. Wenn
man also das Prinzip der kompetitiven Bindung nutzen will um die Tumorzelladh&sion zu
vermeiden, missen alle Integrinrezeptoren der Tumorzellen blockiert werden, die an diese 3
Matrixmolekile plus Fibrinogen adhérieren kdnnen. Es braucht also eine Kombination der
Oligopeptide RGD, EILDV und KQAGDV. Das Versagen monospezifischer Oligopeptide in-vivo

mag sich somit erklaren.
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Il Fragestellung

1. Konnen die Oligopeptide GRGDS, KQAGDV und EILDV in I6slicher Form monospezifisch eine
Tumorzelladhé&sion in-vivo inhibieren ?

2. Kann die Kombination der Oligopeptide GRGDS, KQAGDV und EILDV eine
Tumorzelladhé&sion in-vivo inhibieren ?

3. Gibt es eine Dosis-Wirkungs-Beziehung der Kombination der Oligopeptide GRGDS, KQAGDV
und EILDV beziglich der Tumorzelladhasion in-vivo?

4. Gibt es einen Unterschied in der Wirkung beztglich der Tumorzelladhé&sion in-vivo zwischen
der Kombination der Oligopeptide GRGDS, KQAGDV und EILDV und des

Chemotherapeutikums Epirubicin ?
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[l Material und Methoden

3.1 Orthotopes Tumormodell

Als Versuchstiere dienten weibliche M&use des Inzuchtstammes C57/BL6 (CHARLES RIVER
DEUTSCHLAND, SULZFELD) im Alter von 6-8 Wochen. Die Mause hatten ein durchschnittliches
Kdrpergewicht von 17,6 g (SD 0,8). Die Tiere wurden in der konventionellen Kleintierhaltung des
Universitatsklinikums Libeck in Polycarbonatkafigen (Makrolon®) mit einer Gréf3e von 38x22x15
cm (Typ lll) auf Weichholzgranulat (ALTROMIN GMBH, LAGE) gehalten. Die Anzahl der Mause pro
Kafig wurde auf funf Tiere beschrankt, um Aggressionsverhalten, welches eventuell die
Kennzeichnung der Tiere (Ohrlochung) beeintrachtigen kénnte, zu reduzieren.

Die Tiere wurden kontinuierlich mit einer pelletierte Standarddiat fur M&use (ALTROMIN GMBH,
LAGE) mit folgenden Inhaltsstoffen gefuttert:

Rohprotein 22.5% , Lysin 1,2% , Rohfett 5,0%, Rohfaser 4,5%, Rohasche 6,5% Calcium 0,9%,
sowie Phosphor 0,7%. Als Zusatzstoffe sind 15000 IE Vitamin A, 600 IE Vitamin D3, 75 mg Vitamin
E und 5 mg Kupfer je Kilogramm Futtermittel. Leitungswasser war in Trankeflaschen kontinuierlich
verfugbar. Die Mause wurden bei einer Raumtemperatur von 19 + 1°C, einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 55 + 5 % und einem Belichtungszyklus von 5%°-17*° gehalten.

Die Experimente wurden durch das Ministerium fiur Umwelt, Gesundheit und Forsten von

Schleswig-Holstein, als zustandige Behorde, bewilligt.

Zur Tumorimplantation die syngene murine Blasenkarzinomzellinie MB49 gewabhlt. Diese Zellinie
wurde urspringlich von SUMMERHAYES durch eine 24stiindige Behandlung von Zellkulturen aus
Blasenepithelien von C57/BL6 Mausen mit 7,12-Dimethylbenzanthrazen erzeugt. Die unter dem
Einflul des chemischen Karzinogens transformierten Zellen bildeten bei subkutaner Injektion in
syngene Mause Karzinome, welche sich bei histologischer Untersuchung als gering- bis
undifferenzierte Karzinome darstellten (79).

Die Blasentumorzellinie wurde in Kulturflaschen (Gewebekulturflaschen 260 cm?, NUNC, ROSKILDE,
DANEMARK) in 25 ml Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s Medium (DMEM) (BIOCHROM, BERLIN) mit
10% fetalem Kalberserum (FKS) (BiocHROM, BERLIN) und 1 % Antibiotikalésung ( Penicillin (10*
E/ml) / Streptomcin (104pg/ml) , BIOCHROM, BERLIN ) angeziichtet. Die Zellen wurden bei 37°C mit
5% CO, inkubiert und zweimal wochentlich passagiert. Zwischen den Passagen wurde einmal das

Kulturmedium gewechselt. Zur Passage wurde das Medium von adhérenten Zellen abgesaugt und
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anschlieBend 5 ml Trypsinlésung (SERVA, HEIDELBERG; 2,5 g Trypsin, 8 g NaCl, 200 mg KCI, 1150
mg Na,HPO4e12H,0, 200 mg KH,PO, ad 1000 ml aqua ad injectabilia) hinzupipettiert. Nach
Inkubation (5 min, 37°C, 5 % CO, ) wurde das Trypsin durch Zugabe von 0,5 ml FKS (fetales
Kéalberserum) inaktiviert, die abgeltsten Zellen geerntet, zentrifugiert (5 min, 1200 U/min ) und in
2 ml neuen Kulturmediums aufgenommen. Um die Zellzahl zu bestimmen, wurde eine Probe der
Tumorzellsuspension mit Trypanblau (FLUKA, BUCHS, SCHWEIZ) im Verhéltnis 1:20 gemischt und
anschlieBend in einer Neubauer-Zahlkammer lichtmikroskopisch ausgezéhlt. Zuletzt wurden 1x10°
Zellen/25 ml in einer neuen Kulturflasche ausgesat.

Zur Herstellung der instillationsfertigen Tumorzelldsung wurde das Medium von adhérenten Zellen
abgesaugt und anschlielend 6 ml nichtenzymatische Zelldissoziationslésung (SIGMA CHEMICALS,
DEISENHOFEN) hinzupipettiert. Nach Inkubation (15 min, 37°C, 5 % CO, ) wurden die abgeldsten
Zellen geerntet, zentrifugiert (5 min, 1200 U/min ) und in 2 ml DMEM ohne FKS und Antibiotika
aufgenommen. Nach Trypanblaufarbung wurde die Konzentration auf 2x10° / ml eingestellt. Um
eine ausreichende Viabilitdt der Tumorzellen zu gewdahrleisten, wurden die Zellen erst unmittelbar
vor der geplanten Instillation prapariert und bis zur Instillation auf Eis gekidhlt. Durch die
Trypanblauféarbung, in der sich tote Zellen intensiv blau anfarben, konnte die Viabilitdt der
Tumorzellsuspension ermittelt werden. Fir die Instillation wurden nur Suspensionen mit
mindestens 90% lebenden Zellen verwendet.

Die Zellkultur sowie die Vorbereitung der Tumorzellen fir die Instillation wurden freundlicherweise

von Frau I. Deinert und Frau J. Arnold, Forschungszentrum Borstel, durchgefihrt.

Die Katheterisierung der Harnblase wurde mit peripheren Venenverweilkanulen vom Typ Insyte-W
® (BECTON-DICKINSON, HEIDELBERG) durchgefiihrt. Die Punktionsnadeln wurden vor der
Katheterisierung entfernt und nur die Kunststoffkanlile wurde transurethral in die Harnblase
eingefuhrt. Die aus dem Kunststoff Vialon® bestehende Kanile hatte einen Auf3endurchmesser
von 0,7 mm (24 G) bei einer Lange von 19 mm. Der Totraum der Kunststoffkanile betrug 0,05 ml
und muf3te bei der Instillationsbehandlung unbedingt berticksichtigt werden. Nachfolgend beziehen
sich daher Angaben Uber instillierte Volumina auf das effektiv intravesikal verabreichte Volumen.

Nach der Instillation wurden die Katheter mit einem handelsiiblichen Verschlu3konus aus
Kunststoff (BRAUN, MELSUNGEN) verschlossen und intravesikal bis zum Erwachen der Tiere

belassen (18).
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Die Elektrokoagulation der Blase wurde mit einem Hochfrequenzdiathermiegerdt vom Typ
Elektrotom 500 / Modulsystem 2000 (GEBRUDER MARTIN, TUTTLINGEN) durchgefiihrt. Als
Neutralelektroden dienten Klebeelektroden der Marke Europlate® Typ 447 (DAHLHAUSEN, KOLN).
Als Koagulationselektrode wurde ein Fihrungsdraht eines zentralen Venenkatheters (ARROW
GMBH, ERDING), der Uber die bereits in der Blase liegende Verweilkanile eingefiihrt wurde,

verwendet. Der AulRendurchmesser des Fuhrungsdrahtes betrug 0,5 mm entsprechend 25 G.

3.2 Sonstige Gerate, Materialen und Hilfsmittel:

Die Etherinhalationsnarkose wurde mit Hilfe einer Etherglocke (Glaswerk Wertheim, Wertheim)

durchgefuhrt.

Zur Applikation des Injektionsnarkotikums sowie zur intravesikalen Instillation von
Tumorzellsuspension, PBS und Oligopeptiden wurden 1 ml Feindosierungsspritzen vom Typ
Omnifix®-F (BRAUN, MELSUNGEN) verwendet. Durch die Graduierung der Spritzen war es moglich,

Volumina auf 0,01 ml genau zu dosieren.

Zur intraperitonealen Barbituratapplikation und zur subkutanen Injektion der Tumorzellsuspension

wurden Injektionsnadeln vom Typ Sterican® mit einer Lange von 12 mm bei einem

AuBendurchmesser von 0,45 mm (26G) eingesetzt (BRAUN, MELSUNGEN).

Die Ohrlochung zur Kennzeichnung der Mause erfolgte mit einer LUX® Revolverlochzange.

Ein Bartschneider Typ Philips Zoom Trimmer HS wurde zur Rasur der Mause verwendet.

Um einen optimalen Kontakt zwischen dem rasierten Hautareal auf dem Ricken der Mause und

der Neutralelektrode des Diathermiegerates herzustellen, wurde EKG-Elektrodengel (TUSHAUS

GMBH, VELEN-RAMSDORF) eingesetzt.

Als Gleitmittel zur Erleichterung der Katheterisierung wurde das Praparat Instillagel® benutzt

(FARCO-PHARMA, KOLN). Das sterile Gel hat aufgrund seiner Inhaltsstoffe Chlorhexidingluconat und

Lidocainhydrochorid eine sowohl desinfizierende als auch anasthesierende Wirkung.
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Zur Sektion der Mause benutzte ich einen herkémmlichen Praparierkasten der Firma Aesculap /

Inox (BMTL, LUBECK) und Feather Einmalskalpelle (FIRMA PFM, KOLN).

Das Korpergewicht der Mause, wie auch die Masse der enthommenen Harnblasen bestimmte ich
mit einer Sartorius MP8-2 Laborwaage (STERNKOPF, LUBECK). Mit der Waage konnte das

Blasengewicht bis auf 1 mg genau bestimmt werden.

Zur Asservierung von entnommenen Blasen und anderen Organen verwendete ich Eppendorf
ReaktionsgefalRe (EPPENDORF GMBH, HAMBURG) sowie eine 4,5 prozentige gepufferte Formalin-

[6sung (MERCK, DARMSTADT ).

3.3 Medikamente:

3.3.1 Diethylether:

Um die intraperitoneale Applikation des Injektionsnarkotikums zu vereinfachen, erhielten die Mause

unmittelbar vor der Injektion eine Inhalationsnarkose mit Diethylether (MERCK, DARMSTADT).

3.3.2 Natrium-Pentobarbital:

Als Injektionsnarkotikum verwendete ich das Praparat Nembutal® mit dem Wirkstoff Natrium-
Pentobarbital ( SANOFI CEVA, Vertrieb: Wirtschaftsgenossenschaft deutscher Tierdrzte, HANNOVER).
Die Pentobarbitallésung mit einem Wirkstoffgehalt von 60 mg pro ml wurde mit Wasser fir
Injektionszwecke (BRAUN, MELSUNGEN) auf eine Konzentration von 6 mg Pentobarbital je ml

verdinnt.
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3.4 Instillationstherapeutika:

3.4.1 PBS:

Handelsubliches PBS (9 g NacCl, 0,27 g KH,P0,4 und 1,43 g Na,HPO42H,0 in 1000 ml aqua ad

injectabilia) (pH-Wert von 7,2) wurde den Tieren in der Kontrollgruppe intravesikal instilliert.

3.4.2 Purisole:

Die Oligopeptide wurden in handelsiiblicher urologischer Spiillssung, Purisole®, Fresenius, Bad
Homburg ( 27g Sorbit, 5,4 g Mannit in 1000ml destilliertes Wasser) zur Instillation geldst. Eine der

Kontrollgruppen erhielt nur Spullésung, ohne geldste Oligopeptide, instilliert.

3.4.3 Oligopeptide:

Die Oligopeptide GRGDS, EILDV und KQAGDV wurden als Integrin-Rezeptor Antagonisten
bezlglich der extrazellularen Matrixproteine Fibronektin (GRGDS und EILDV), Kollagen (GRGDS),
Laminin (GRGDS) und Fibrinogen (KQAGDV, GRGDS) verwendet. Weiterhin wurden hinsichtlich
der Integrinbindung unspezifische Kontroll-Pentapeptide als Kontrollen eingesetzt (DRVYI,
Angiotensin I/ll Aminosauren 1-5; YIHPI, Angiotensin I/ll, Aminoséuren 4-8; und RYLPT,
Proctolin). Alle Oligopeptide wurden als Lyophilisate von Bachem, Heidelberg, Deutschland
bezogen.

Die Oligopeptide setzten sich wie folgt zusammen:

GRGDS: H - Gly — Arg — Gly — Asp — Ser — OH

EILDV: H—-Glu - lle — Leu — Asp — Val - OH

KQAGDV: H — Lys — GIn — Ala — Gly — Asp — Val — OH

DRVYI: H — Asp — Arg— Val — Tyr — lle - OH

YIHPI: H — Tyr — lle — His — Pro — Phe — OH

RYLPT: H - Arg— Tyr—Leu—Pro—Thr -OH

Die Oligopeptide wurden nach folgendem Schema durch Zugabe urologischer Spullésung

(Purisole, Fresenius, Bad Homburg) bei Raumtemperatur geldst.
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Zunachst wurden Stocklésungen dem jeweiligen Umfang der Gruppe entsprechend angelegt und

bis zur Verwertung bei —20°C eingefroren.

A. GRGDS Stockldsung (2x25mQ)
Jeweils 25mg Stockldsung wurden in 500ul Purisole-Losung geldst und anschlieBend in einem

Eppendorf Reaktionsgefald vermengt = 50mg/ml

B. EILDV Stockldsung (2x25mgQ)
Jeweils 25mg Stocklésung wurden in 50ul 50% CH3;COOH geldst (ca. 10min stehengelassen und
gelegentlich geschittelt), mit 450ul Purisole-Losung aufgefillt und anschlieRend in einem

Eppendorf Reaktionsgefald vermengt = 50mg/ml

C. KQAGDV Stocklésung (2x25mg)
Jeweils 25mg Stockldsung wurden in 500ul Purisole-Losung gel6st und anschlieend in einem

Eppendorf Reaktionsgefal? vermengt = 50mg/ml

Bei Versuchsbeginn wurde die gewiinschte Konzentration der Oligopeptide als

10 mM Lésung eingestellt.

GRGDS (5mg/ml)
30 Mause a 100pul = 3ml
= 3,1ml Ansatz

50mg/ml Stocklsg. (10fach) 310ul + 2790ul Purisole-Lsg. = 5mg/ml

EILDV (5mg/ml)
10 M&use a 100ul = 1ml
= 1,5ml Ansatz

50mg/ml Stocklsg. (10fach) 150ul + 1350ul Purisole-Lsg- = 5mg/ml
KQAGDV (5mg/ml)
10 Mause a 100ul = 1ml

=1,5ml Ansatz
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50mg/ml Stocklsg. (10fach) 150ul + 1350ul Purisole-Lsg- = 5mg/ml

Bei der Kombination von Oligopeptiden in einer Losung ist zu beachten, dass bei einer 3er
Kombination die einzelne Substanz 3fach verdiinnt wird. Es ergibt sich ein Ansatz nach folgendem

Schema:

Kombination aus GRGDS+EILDV+KQAGDV (jeweils 5mg/ml —15mg/ml ansetzen)
30 Mause a 100pul = 3ml
= 3,1ml Ansatz | /3 Peptide
= 1033l pro Peptid
von GRGDS+EILDV+KQAGDV 50mg/ml Stocklsg. (3,3fach) jeweils 313ul + 720ul Purisole =
1033ul
Alle drei Oligopeptide in einem Eppendorf Reaktionsgeféa3 mischen = 3,1ml einer 5mg/ml Lsg.

(jedes Peptid liegt 5mg/ml vor)

Kombination aus GRGDS+EILDV+KQAGDV ( jeweils 3mg/ml — 9mg/ml ansetzen)
10 M&use a 100ul = 1ml
=1,5ml Ansatz | /3 Peptide
= 500ul pro Peptid
von GRGDS+EILDV+KQAGDV 50mg/ml Stocklsg. (5,5fach) jeweils 90,9ul + 409,1ul Purisole =
500ul
Alle drei Oligopeptide in einem Eppendorf Reationsgefa? mischen = 1,5ml einer 3mg/ml Lsg.

(jedes Peptid liegt 3mg/ml vor)

Kombination aus GRGDS+EILDV+KQAGDV ( jeweils 1Img/ml — 3mg/ml ansetzen)
10 M&use a 100ul = 1ml
=1,5ml Ansatz | /3 Peptide
= 500u! pro Peptid
von GRGDS+EILDV+KQAGDV 50mg/ml Stocklsg. (16fach) jeweils 31,25ul + 468,75ul Purisole =
500ul
Alle drei Oligopeptide in einem Eppendorf Reaktionsgeféa3 mischen = 1,5ml einer 1mg/ml Lsg.

(jedes Peptid liegt Img/ml vor)
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Entsprechendes gilt fur die Losung der Kombination aus unspezifischen Oligopeptiden.

Kontrolle aus unspezifischen Peptiden (Kombination von 3 unspez. Peptiden zu je 5mg/ml)

a) Angiotensin I/l (1-5) (human) 15mg
b) Angiotensin I/1l (4-8) (human) 15mg
c) Proctolin 15mg

10 Mause a 100ul = 1ml

= 1,5 ml Ansatz

Die unspezifischen Peptide wurden jeweils in 1ml Purisole-Lésung gel6st = 15mg/ml.
Von jedem geldsten unspezifischen Peptid wurden nun 500ul entnommen und zusammen in einem
Eppendorf Reaktionsgefal? vermischt = 1,5ml einer 5mg/ml Mischung (jedes Peptid liegt 5mg/ml

vor).

Epirubicin
handelsubliche Farmorubicin® Trockensubstanz wurde mit dem dazugehérigen Ldsungsmittel
angesetzt
50mg Farmorubicin® in 10ml Lésungsmittel
0,5mg=0,1ml

Die fur den Menschen empfohlene Mindestkonzentration liegt bei Img/ml.

3.5 Anéasthesie:

Initial erhielten die Mause eine Inhalationsanasthesie mit Diethylether, welche mit Hilfe einer
Etherglocke durchgefuhrt wurde. Nach einer durchschnittlichen Verweildauer in der Etherglocke
von zirka 30 s waren die Mause fir etwa 30 s ausreichend betaubt. In diesem Zeitraum wurden die
Mause gewogen, und es erfolgte die intraperitoneale Barbituratinjektion, in einer
gewichtsorientierten Dosierung von 0,06 mg/g Korpergewicht. Zur Injektion wurden die Mause mit

Daumen, Zeige- und Mittelfinger an einer Hautfalte im Nacken gefaf3t. Um Verletzungen von
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inneren Organen zu vermeiden, wurde den Mausen das Narkotikum im medialen Bereich des
unteren Abdomens in Kopftieflagerung intraperitoneal injiziert. Durch die vorherige Ethernarkose
konnten Abwehrbewegungen der Mause verhindert werden. Die Wirkungsdauer des Barbiturats bis
zum vollsténdigen Erwachen dauerte durchschnittlich 3 h. Vereinzelt konnte mit der Initialdosis
nicht die gewtinschte Narkosedauer und Narkosetiefe erreicht werden, so dal in diesen Fallen ein
Drittel der Initialdosierung des Barbiturats intraperitoneal nachinjiziert wurde.

Nach Wirkungsbeginn des Barbiturats wurden die Mause auf den Rlcken gelegt, da in dieser
Position die Atmung weniger beeintrachtigt wurde und auRerdem eine bessere Uberwachung der

Vitalfunktionen moglich war.

3.6 Rasur:

Nach dem Beginn der Narkosewirkung wurde ein ca. 1 cm® groRes Areal auf dem Riicken der

Mé&use rasiert, um eine Kontaktstelle fur die Neutralelektrode des Koagulationsgerates zu schaffen.

3.7 Kennzeichnung der Tiere:

Im Anschlul? an die Rasur wurden die Méause durch Ohrlochung mit einer Revolverlochzange

gekennzeichnet. Die in Abbildung 4 schematisch dargestellte Methode ermdglichte eine einfache,

mit geringem technischem Aufwand durchfuhrbare Markierung, durch die eine individuelle

Verlaufsbeobachtung realisiert wurde.
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Abbildung Ill.1: Markierung von Mausen mittels Ohrlochung

Mit Hilfe einer Lochzange wurden Kreise bzw. Halbkreise aus den Ohren der M&use
gestanzt. Die Markierung der Zehner erfolgte am linken, die der Einer am rechten Ohr.
Nach diesem Schema konnen bis zu 99 Tiere eindeutig gekennzeichnet werden.

Gezeigt ist die Ansicht der Mause von dorsal.

3.8 Katheterisierung:

Zur Katheterisierung wurden die Mause auf den Ricken gelegt.

Die als Katheter verwendeten Venenverweilkanilen wurden zunéchst in ein Gleitmittel eingetaucht,
um den Vorgang des Katheterisierens zu erleichtern. AnschlieBend wurde die mit Gleitmittel
benetzte Katheterspitze in das Orifizium urethrae eingefuhrt und vorsichtig vorgeschoben. Dabei
durfte allenfalls ein minimaler Widerstand spurbar werden. Der Katheter wurde dann etwa 1,5 cm
weit vorgeschoben. Bei korrekter intravesikaler Lage tropfte je nach Fillungszustand der
Harnblase entweder spontan Urin Uber den Katheter ab oder aber nach Ausiibung von leichtem

Druck auf das untere Abdomen.
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3.9 Elektrokoagulation:

Die katheterisierten Mause wurden mit dem rasierten Hautareal auf die mit Elektrodengel
versehene Neutralelektrode des Koagulationsgerates gelegt. Uber den liegenden Katheter wurde
die Koagulationselektrode eingefiihrt. Eine Markierung an der Elektrode zeigte an, wenn die
Elektrode 2 mm aus der Katherspitze herausragte. Wenn diese Markierung beim Einfihren der
Elektrode den Ansatzkonus des Katheters erreichte, erfolgte das weitere Vorschieben sehr
vorsichtig, um Perforationen zu vermeiden. Sobald ein leichter Widerstand spurbar wurde, hatte die
Elektrode die Blasenwand errreicht. In dieser Elektrodenposition wurde eine monopolare
Koagulation mit einem Hochfrequenzdiathermiegerat durchgefiihrt. Die Blasen wurden mit einer

Leistung von etwa 5 Watt, fur die Dauer von 5 s koaguliert.

3.10 Instillation:

Nach Entfernen der Koagulationselektrode wurde zunéchst leichter Druck auf das Abdomen der
Mé&use ausgetibt, um die Blase moglichst vollstandig zu entleeren. Mit Zellstoff wurde der Urin aus
dem Ansatzkonuns des Katheters entfernt, so daf3 dieser bei der Instillationsbehandlung nicht
wieder in die Blase zurlickgesprizt wurde. 0,1ml der Oligopeptidlésung bzw. der Kontrolllésung
wurden in die Blase instilliert, und der Katheter verschlossen. Nach 5 Minuten wurden 0,1 ml der
zuvor griindlich durchmischten Tumorzellsuspension (2x10° Zellen/ml) zusatzlich instilliert, der
Katheter erneut verschlossen und bis zum Erwachen der M&use in der Blase belassen.

Die Mause verloren den Katheter mit den ersten Bewegungen nach dem Erwachen. Durch diese
Methode konnte ein Verbleib des Instillats und damit eine Kontaktzeit von Blasenepithel und

instillierten Oligopeptiden sowie Tumorzellen von durchschnittlich 3 h erzielt werden (18).

3.11 Gruppeneinteilung:

Es wurden 2 Versuchsreihen durchgefuhrt, wobei in der ersten Versuchsreihe das Prinzip der
Kombination der Oligopeptide getestet wurde und in der zweiten Versuchsreihe eine Dosis-
Wirkungs-Beziehung und der Vergleich zur Chemotherapie untersucht wurden.

In der ersten Versuchsreihe wurden die Mause in 4 Gruppen mit je 20 Tieren eingeteilt. Den
Versuchstieren der Kontrollgruppe wurde nach Elektrokoagulation der Harnblase die
Tumorzellsuspension instilliert. Allen weiteren Tieren wurde nach der Elektrokoagulation zunéchst

die unten genannte Substanz, 5 Minuten spéter die Tumorzellsuspension instilliert.

25



Gruppe 1 : Kontrolle

Gruppe 2 : Spullésung (Purisole)

Gruppe 3 : GRGDS

Gruppe 4 : Kombination 5mg (GRGDS, KQAGDV, EILDV, jeweils 5 mg/ml)

Die Gruppe 2 fungiert hierbei als zweite Kontrollgruppe, da den Versuchstieren lediglich
unspezifische Spullésung als Testsubstanz verabreicht wurde, entsprechend der operativen
Situation im Menschen.

Um eine Reaktion von Oligopeptiden per se ausschlieen zu kdnnen, wurden unspezifische
Oligopeptide als weitere Kontrollgruppe getestet.

Als Vergleich der Wirksamkeit zur aktuellen Therapie, wurde Epirubicin als anerkanntes
Chemotherapeutikum in den Versuch mit aufgenommen.

Daraus ergibt sich die Gruppeneinteilung der zweiten Versuchsreihe mit je 10 Mausen pro Gruppe
wie folgt:

Gruppe 1, Kontrolle (PBS-Instillation);

Gruppe 2, unspezifische Kontroll-Peptide (DRVYI, YIHPI, RYLPT je 5 mg/ml);

Gruppe 3, GRGDS 5 mg/ml;

Gruppe 4 , KQAGDV 5 mg/ml;

Gruppe 5, EILDV 5 mg/ml;

Gruppe 6 , Kombination 5mg (GRGDS, KQAGDV, EILDV, jeweils 5 mg/ml) ;

Gruppe 7 , Kombination 3mg (GRGDS, KQAGDV, EILDV, jeweils 3 mg/ml) ;

Gruppe 8, Kombination 1mg (GRGDS, KQAGDV, EILDV, jeweils 1 mg/ml) ;

Gruppe 9, Epirubicin 5 mg/ml.

Aufgrund des gleichen Versuchsaufbaues und der gleichen Durchfiihrung, konnten beide Versuche

zusammengefasst werden. Das ergibt insgesamt 10 Gruppen mit unterschiedlicher Grol3e:

Gruppe 1 (n=30), Kontrolle (PBS-Instillation)

Gruppe 2 (n=20), Spullésung (Purisole);

Gruppe 3 (n=10), unspezifische Kontroll-Peptide (DRVYI, YIHPI, RYLPT je 5 mg/ml)
Gruppe 4 (n=30), GRGDS 5 mg/ml;

Gruppe 5 (n=10), KQAGDV 5 mg/ml;

Gruppe 6 (n=10), EILDV 5 mg/ml;

Gruppe 7 (n=30) Kombination 5mg (GRGDS, KQAGDV, EILDV, jeweils 5 mg/ml) ;
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Gruppe 8 (n=10) Kombination 3mg (GRGDS, KQAGDV, EILDV, jeweils 3 mg/ml) ;
Gruppe 9 (n=10) Kombination 1mg (GRGDS, KQAGDV, EILDV, jeweils 1 mg/ml) ;

Gruppe 10 (n=10) Epirubicin 5 mg/ml.

Die Mause wurden taglich hinsichtlich Viabilitdt und Gesundheitsstatus untersucht.

3.12 Opferung der Mause:

Uberlebende Mause wurden am Tag 28 des Versuches getotet. Hierzu wurden die Mause in einen
speziellen Kéfig gebracht, der dann fir etwa 3 Minuten mit Kohlendioxyd begast wurde. In diesem

Kéfig wurden die Mause bis zum Eintritt sicherer Todeszeichen belassen.

3.13 Sektion:

Unmittelbar nach Totung wurde die Sektion der Mause durchgefiihrt. Bei M&ausen, die vor Ablauf
des Experiments verstarben, wurde die Sektion direkt nach dem Auffinden des toten Tieres
durchgefuhrt. Zur Sektion wurde ein L&angsschnitt von Symphyse bis Sternum vorgenommen.
AnschlieRend wurde das Peritoneum dargestellt und erdffnet. Die Blase wurde aufgesucht und das
perivesikale Fett und Bindegewebe entfernt. Danach wurde die Blase an der Urethra abgetrennt
und entnommen. Sie wurde in 2 Hélften zerteilt und enthaltener Urin abgetupft. Das Blasengewicht
wurde als Parameter fur Tumorwachstum bestimmt und die Blase makroskopisch auf das
Vorhandensein von Tumoren untersucht. Die entnommenen Blasen wurden in Formalinldsung
assetrviert.

Die regionalen Lymphknotenstationen (iliakal und periaortal) der Blase wurden dargestellt und bei
VergroRerung der Lymphknoten wurden diese asserviert. Leber, Niere und Harnleiter wurden
makroskopisch auf neoplastische Veranderungen hin untersucht. Dazu wurden die genannten
Organe zundchst in situ betrachtet, anschlieBend entfernt und in Scheiben geschnitten.
Verdachtige Befunde wurden zur histologischen Abklarung asserviert und mit Formalin fixiert.
AbschlieRend wurden Milz und Peritoneum auf Anzeichen einer Tumoraussaat untersucht. Nach
Eréffnen des Thorax wurden Herz und Lunge nach den gleichen Prinzipien untersucht und ggfs.

asserviert.
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3.14 Histologie:

Um auszuschlieBen, dall ein mikroskopisch kleiner Tumor bei der Sektion Ubersehen wurde,
wurden alle makroskopisch tumorfreien Blasen einer histologischen Untersuchung zugefiigt. Die
Préaparate wurden in Formalin fixiert, entwassert und in Paraffin eingebettet. AnschlieRend wurde
eine Hamatoxillin — Eosin — Farbung durchgefihrt.

Die histologischen Untersuchungen wie auch die Vorbereitung der Préparate wurden mit
freundlicher Unterstiitzung von Herrn Professor Kilhnel und Frau Brummert in der Anatomie der

Universitét Lubeck durchgefihrt.

3.15 Statistik:

Zur Auswahl geeigneter statistischer Testverfahren wurde die Beratung des Instituts fur
medizinische Statistik und Dokumentation in Anspruch genommen. Die Tumoranwachsrate sowie
die Metastasierung wurden mit dem y-Test verglichen. Das zeitliche Auftreten der Makrohamaturie
wurde mit dem Mann-Whitney-Test statistisch analysiert. Spezifitat, Sensitivitat, positiver und
negativer Vorhersagewert der Makrohdmaturie als Parameter fiir Tumorwachstum wurden mit Hilfe
der Vierfeldertafel bestimmt. Die Analyse des Blasengewichtes wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test
durchgefuihrt. P-Werte<0,05 wurden als statistisch signifikant festgelegt. Die Blasen-
bzw.Tumorgewichte wurden in Boxplots angegeben, wobei die untere und obere Begrenzung der
Késtchen jeweils die unteren und oberen Quartilen darstellen. Die Kastchenldnge wurde durch die
interquartile Distanz bestimmt, so dafR ein Kastchen 50% der Werte innerhalb der 25. und 75.
Perzentile einer Gruppe beinhaltet. Die schwarze Linie in einer Box zeigt den Gruppenmedian,
wahrend die ulieren Begrenzungslinien jeder Box zu der kleinsten und gréRten beobachteten
GroRe weisen. Eine Dosis-Wirkungs-Beziehung der Kombinationstherapie wurde mit
Konfidenzintervallen fir Binominalverteilungen bestimmt. Zur statistischen Analyse wurde das

Programm SPSS® fur Windows® verwendet.
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IV Ergebnisse

Als Ergebnis des ersten Versuches mit je 20 Tieren pro Gruppe zeigten in Gruppe 1,
Kontrollgruppe, 20 Versuchstiere einen Harnblasentumor. In Gruppe 2, Spulldsung, waren es 18, in
Gruppe 3, GRGDS, waren es 17 und in Gruppe 4, Kombination 5mg (GRGDS, KQAGDV, EILDV) 7

Versuchstiere.
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Abbildung IV.1: Versuch 1; tumortragende Mause (absolut)

Im zweiten Versuch mit je 10 Versuchstieren pro Gruppe zeigten alle 10 Tiere der Gruppe 1,
Kontrollgruppe, Harnblasentumoren. In Gruppe 2, unspezifische Kontrollpeptide, waren es 9, in
Gruppe 3, GRGDS, waren es 9, in Gruppe 4, KQAGDV, waren es 10 und in Gruppe 5, EILDV,
waren es 7 Versuchstiere. Aus der Gruppe 6, Kombination 5mg (GRGDS, KQAGDV, EILDV),
wiesen 2 Tiere Harnblasentumoren auf, wéahrend in Gruppe 7, Kombination 3mg (GRGDS,
KQAGDV, EILDV), 1 Tier und in Gruppe 8, Kombination 1mg (GRGDS, KQAGDV, EILDV), 5 Tiere
von Tumoren der Harnblase betroffen waren. Gruppe 9, Epirubicin, zeigte 4 Versuchstiere mit

Harnblasentumoren.
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Abbildung IV.2: Versuch 2; tumortraagende Mause (absolut)

Aufgrund des gleichen Versuchsaufbaues und der gleichen Durchfiihrung, konnten die Ergebnisse

beider Versuche zusammengefasst werden:

Das orthotope murine Harnblasenkarzinommodell zeigte in der mittels PBS behandelten
Kontrollgruppe eine Tumoranwachsrate von 100%. Die mittels Purisole irrigierte Kontrollgruppe
wies eine Tumoranwachsrate von 90% auf. Tiere, die mit unspezifischen Kontrollpeptiden
behandelt worden waren bekamen in 90% einen Tumor. Bei Gabe von GRGDS waren es 87%, bei
Gabe von KQAGDV 100% und bei Gabe von EILDV 70%. In den Kombinationsgruppen (GRGDS,
KQAGDV, EILDV) von 5 mg je Oligopeptid traten zu 30% Blasentumoren auf, bei 3 mg 10% und

bei 1 mg 50%. Eine intravesikale Gabe von Epirubicin fuhrte zu einer Tumoranwachsrate von 40%.

GruppengrolRe |Anwachsrate %
von Tumaoren
Kontrolle 30 30 100%
Purisole 20 18 90%
unspez. Peptide 10 9 90%
GRGDS 30 26 87%
KQAGDV 10 10 100%
EILDV 10 7 70%
Kombination 5mg 30 9 30%
Kombination 3mg 10 1 10%
Kombination 1mg 10 5 50%
Epirubicin 10 4 40%

Tabelle IV.1: Zusammenfassung von Versuch 1 und 2; Anwachsrate von Tumoren (absolut

und in Prozent)
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Abbildung 1IV.3: Zusammenfassung von Versuch 1 und 2; Anwachsrate von Tumoren (

tumor take)

Die Tumoranwachsraten der Kombinationsgruppen sowie der mit Epirubicin behandelten Gruppe
waren signifikant niedriger verglichen mit der Kontrollgruppe (p< 0.001). Innerhalb der
Kombinationsgruppen laf3t sich eine Dosis-Wirkungs-Beziehung ableiten, jedoch nicht statistisch

belegen.
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Abbildung IV.4 a Abbildung IV.4 b

Abbildung IV.4 a und b: Makroskopische (a) und mikroskopische (b) Darstellung eines

soliden Harnblasentumors (Hamalaun-Farbung, VergroRerung 40fach)

Die Méuse innerhalb der Gruppen mit Tumorwachstum zeigten signifikante Unterschiede
hinsichtlich des Blasengewichtes. Wé&hrend das Blasengewicht bei den mit PBS, Purisole,
unspezifischen Kontrollpeptiden, GRGDS, KQAGDV, und Kombination 1 mg behandelten Tieren
jeweils >136 mg lag (178 mg, 140 mg, 187 mg, 136 mg, 151 mg und 144 mg, respektive), war in
den Gruppen Epirubicin, Kombination 3mg und Kombination 5mg das Blasengewicht mindestens
halbiert bei <70 mg (n&mlich bei 48 mg, 67 mg, und 70 mg, respektive) (p<0,01). Tumortragende
Méause der mit EILDV irrigierten Gruppe hatten ein Blasengewicht bei 98 mg und lagen somit

zwischen den vorgenannten Gruppen, was auf eine gewisse Wirkung hindeutet (p<0.05).
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Abbildung IV.5: Tumorgewicht in mg dargestellt als Box-plot je Behandlungsgruppe

Das Kdorpergewicht der Mause zeigte keine signifikanten Unterschiede.

Die makroskopische Untersuchung der inneren Organe zeigte folgende Rate an Lungen-
metastasierung: PBS-Kontrolle 50% (15 Mause, GruppengréRe 30); Purisole 35% (7 Mause,
GruppengrofRe 20); unspezifische Kontroll-Peptide 30% (3 Mause, GruppengréfRe 10); GRGDS
30% (9 Mause, Gruppengrol3e 30); KQAGDV 30 %(3 Mause, GruppengréfRe 10); EILDV 30% (3
Mause, GruppengréfRe 10); Kombination 5 mg 10% (3 Mause, Gruppengrdf3e 30); Kombination 3
mg 10% (1 Mause, Gruppengréfle 10); Kombination 1 mg 20% (2 Mause, Gruppengrof3e 10);
Epirubicin 0% (0 Mé&use, Gruppengrof3e 10). Somit zeigte sich ein Hinweis auf Reduktion der

Metastasierungsrate per se. Bezogen auf die tumortragenden Tiere war jedoch kein statistisch
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signifikanter Unterschied zwischen Behandlungsgruppen und Kontrollgruppe hinsichtlich der

pulmonalen Metastasierungsrate feststellbar.

GruppengrolRe |Tiere mit %

Lungenmetasta

sierung
Kontrolle 30 15 50%
Purisole 20 7 35%
unspez. Peptide 10 3 30%
GRGDS 30 9 30%
KQAGDV 10 3 30%
EILDV 10 3 30%
Kombination 5mg 30 3 10%
Kombination 3mg 10 1 10%
Kombination 1mg 10 2 20%
Epirubicin 10 0 0%

Tabelle 1V.2: Zusammenfassung von Versuch 1 und 2; Mause mit Lungenmetastasierung

(absolut und in Prozent)

@ Kontrolle

W Purisole

Ounspez. Peptide
O GRGDS

B KQAGDV

O EILDV

W Kombination 5mg

Prozent

O Kombination 3mg

Lungenmetastasen in

W Kombination 1mg

W Epirubicin

Abbildung IV.6: Zusammenfassung von Versuch 1 und 2; Mause mit Lungenmetastasierung

(in Prozent)
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Abbildung IV.7 a Abbildung IV.7 b

Abbildung V.7 a und b: Makroskopischer (a) und mikroskopischer (b) Aspekt von
Lungenmetastasen (Immunhistochemische Farbung gegen Ki-67 mit dem Antikdrper MIB-5,

Gegenfarbung Hamalaun, VergrofRerung 100fach)

Beim zweiten Versuch (GruppengréfRe 10) wurden zusétzlich die regionalen Lymphknoten und die
Nieren auf Tumorbefall untersucht. In der Kontrollgruppe fanden sich in 7 Fallen
Lymphknotenmetastasen, in der Gruppe der mit unspezifischen Kontrollpeptiden behandelten
Mause 6. Nach Gabe von GRGDS traten 4 Félle von Lymphknotenmetastasen auf, nach Gabe von
KQAGDV 8 Falle und nach Gabe von EILDV 4 Falle. Durch Kombination der Oligopeptide wurde
das Auftreten von Lymphknotenmetastasen reduziert, in der 5 mg Kombinationsgruppe auf 1 Fall
und in der 3 mg Kombinationsgruppe auf 0 Félle. In der 1 mg Kombinationsgruppe traten 4 Félle
von Lymphknotenmetastasen auf. Die mit Epirubicin behandelten Mause zeigten in 2 Fallen
Lymphknotenmetastasen.

Bezogen auf die tumortragenden Tiere war jedoch auch hier kein statistisch signifikanter
Unterschied  zwischen  Behandlungsgruppen  und  Kontrollgruppe  hinsichtlich  der

Lymphknotenmetastasen feststellbar.
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GruppengrolRe |Tiere mit
Lymphknoten
metastasierung
Kontrolle 10 7
unspez. Peptide 10 6
GRGDS 10 4
KQAGDV 10 8
EILDV 10 4
Kombination 5mg 10 1
Kombination 3mg 10 0
Kombination 1mg 10 4
Epirubicin 10 2

Tabelle IV.3: Versuch 2; Lymphknotenmetastasierung (absolut)

& Kontrolle

W unspez. Peptide
O GRGDS
00KQAGDV
mEILDV

@ Kombination 5mg

m Kombination 3mg

Lymphknotenmetastasen
absolut

O Kombination 1mg
W Epirubicin
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Abbildung IV.8: Versuch 2; Lymphknotenmetastasierung (absolut)
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Abbildung IV.9 a Abbildung IV.9 b

Abbildung IV.9 a und b : Makroskopischer (a) und mikroskopischer (b) Aspekt von
Lymphknotenmetastasen (Immunhistochemische Farbung gegen Ki-67 mit dem Antikdrper
MIB-5, VergrofRerung 250fach)

Das Auftreten von Nierenmetastasen konnte in der Kontrollgruppe in 4 Fallen und in der Gruppe
der unspezifischen Peptide in 3 Féllen festgestellt werden. Die Gabe von Einzelsubstanzen der
Oligopeptide zeigte bei GRGDS 1 Fall von Nierenmetastasen, bei KQAGDV keinen und bei EILDV
1 Fall. Bei der Gabe von Kombinationen der Oligopeptide, sowie bei der Gabe von Epirubicin
konnten keine Falle von Nierenmetastasen festgestellt werden.

Es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Behandlungsgruppen und
Kontrollgruppe bezogen auf die tumortragenden Tiere hinsichtlich der Nierenmetastasen

feststellbar.

Gruppengrol3e |Tiere mit Nieren

metastasierung
Kontrolle 10 4
unspez. Peptide 10 3
GRGDS 10 1
KQAGDV 10 0
EILDV 10 1
Kombination 5mg 10 0
Kombination 3mg 10 0
Kombination 1mg 10 0
Epirubicin 10 0

Tabelle IV.4: Versuch 2; Nierenmetastasierung (absolut)

37



& Kontrolle

. W unspez. Peptide
3 O GRGDS
00KQAGDV
mEILDV

@ Kombination 5mg

m Kombination 3mg
O Kombination 1mg

Nierenmetastasen absolut
N

W Epirubicin

Abbildung IV.10: Versuch 2; Nierenmetastasierung (absolut)

Abbildung IV.11 a Abbildung IV.11 b

Abbildung IV.11 a und b : Makroskopischer (a) und mikroskopischer (b) Aspekt von
Nierenmetastasen (Hamalaunfarbung, VergréRerung 100fach)

Die kontinuierliche makroskopische Untersuchung des Urins der Versuchstiere ergab ein erstes

Auftreten von Makrohdmaturie 6 Tage nach Instillationsbehandlung. Nur die Kontrollgruppe, die
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KQAGDYV behandelten Mause, die EILDV behandelten M&use und die mit der Kombination 1 mg
behandelten Mause zeigten dieses Phanomen. Der Urin der Mause aus anderen Versuchsgruppen
hatte zu diesem Zeitpunkt keine Anzeichen einer Makrohdmaturie. Dieses andert sich schon am 7.
Tag nach Instillation, als in der Purisole behandelten Gruppe Makrohdmaturie auftrat. Am 8. Tag
folgten die Gruppen GRGDS und Epirubicin. Am 10. Tag nach Instillation zeigte die Gruppe
Kombination 5 mg erste Zeichen von Makrohdmaturie, gefolgt von der Gruppe der unspezifischen
Peptide am 13. Tag. Zuletzt wurde in der Gruppe Kombination 3 mg das Auftreten von
Makrohdmaturie festgestellt, néamlich am 20. Tag.

Fur den Zeitpunkt des Einsetzens von Makroh&dmaturie laRt sich fiur die Gruppen der
Kombinationstherapie (5 mg, 3 mg, 1 mg) gegen die Gruppen der einzeln verabreichten Peptide (

GRGDS, KQAGDV, EILDV) ein statistisch signifikanter Zusammenhang feststellen (p=0,000).

Standardab
Behandlungsgruppen Mittelwert N weichung Median Minimum Maximum
Kontrolle 15,00 30 7,120 13,00 6 28
Purisole 13,75 20 6,390 13,00 7 28
unspez. Peptide 17,60 10 4,904 18,00 13 28
GRGDS 18,03 30 7,064 18,00 8 28
KQAGDV 7,60 10 1,838 8,00 6 12
EILDV 16,20 10 8,509 12,00 6 28
Kombination 5 mg 25,43 30 5,270 28,00 10 28
Kombination 3 mg 27,20 10 2,530 28,00 20 28
Kombination 1 mg 19,00 10 10,209 24,00 6 28
EPIRUBICIN 20,60 10 9,571 28,00 8 28
Insgesamt 18,30 170 8,260 18,00 6 28

Tabelle IV.5: Zeitpunkt des Auftretens von Makroh@amaturie

Ein signifikanter Zusammenhang a3t sich zwischen Tumorwachstum und Makrohdmaturie
feststellen (p=0,000). Die Sensitivitat der Hamaturie als Parameter des Tumorwachstums betrug

95%, die Spezifitat 88%, der positive Vorhersagewert 95% un der negative Vorhersagewert 88%.
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keine
Hamaturie Hamaturie
Tumorwachstum 113 (a) 6 (b)
kein
Tumorwachstum 6 (c) 45 (d)

Tabelle 1IV.6: Vierfeldertafel zur Berechnung von Sensitivitat (a/atb), Spezifitat (d/c+d),
positivem Vorhersagewert (a/a+c) und negativem Vorhersagewert (d/b+d) fir den Parameter

Hamaturie bezogen auf das Tumorwachstum.

Bei nachgewiesenem Zusammenhang zwischen Tumorwachstum und Makrohdmaturie kann aus
dem Zeitpunkt des Auftretens der Makrohdmaturie auf den Beginn des Tumorwachstums
rickgeschlossen werden. So féllt auf, da das Tumorwachstum in den Gruppen Kombination 5mg
und Kombination 3mg nicht nur geringer als in der Kontrollgruppe ausfallt, sondern auch spéater
einsetzt. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang besteht —wie oben erwéhnt- nur zwischen den
Gruppen der Kombinationstherapie (5 mg, 3 mg, 1 mg) gegen die Gruppen der einzeln

verabreichten Peptide ( GRGDS, KQAGDV, EILDV) (p=0,000).
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V Diskussion

Verschiedene Hypothesen existieren, um die hohe Rate von Tumorrezidiven nach transurethraler
Resektion von Harnblasenkarzinomen zu erklaren. Die Implantationstheorie von
Harnblasentumoren wurde bereits 1903 durch Albarran und Imbert vorgeschlagen (2). Obwohl die
Mdoglichkeit der Implantation von Karzinomzellen auf eine intakte Mukosa meist abgelehnt wurde,
erschien eine Tumorzellimplantation auf denudierte Oberflaichen oder in operativen Wunden
weitgehend akzeptiert (54, 87). SOLOWAY und MASTERS argumentierten, dass flottierende
Tumorzellen wahrend einer Elektroresektion an das vorgeschadigte Gewebe adhéarieren,
anwachsen und somit ein Rezidiv an der Resektionsstelle induzieren kénnen (77). Weitere
klinische Hinweise fur die Implantationshypothese erhielt man aus der atypischen Lokalisation von
Rezidivtumoren im Vergleich zum Primartumor im Bereich des Blasendaches und der hinteren
Blasenwand, die inzidentellen Verletzungen wahrend der transurethralen Resektion zuzuschreiben
sind. (11, 49). In einer prospektiven Untersuchung konnten MULLER et. al. bei 23 % der Patienten
nach klinisch vollstandiger transurethraler Resektion von Harnblasentumoren Tumorzellen in der
Spullésung feststellen (46). 75% dieser Patienten entwickelten einen Rezidivtumor innerhalb von 3-
6 Monaten. Auch der Nachweis der klonalen Herkunft primarer und sekundarer
Harnblasentumoren durch SIDRANSKY et al kann als ein molekularbiologisches Argument fir

diese Hypothese gewertet werden (75).

Weitere indirekte Unterstitzung kam von klinischen Studien aus der jingeren Vergangenheit.
Diese Studien untersuchten die Moglichkeit, Tumorzellimplantation und Rezidivhaufigkeit des
oberflachlichen Harnblasenkarzinoms durch einmalige intravesikale Zytostatikagabe unmittelbar
nach der transurethralen Resektion zu verhindern. Burnand et. al. instillierten 90 mg Thiotepa
unmittelbar nach TUR in die Harnblase. Daraufhin zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Rezidive innerhalb eines Jahres (12). Ahnliche Resultate wurden auch durch ZINCKE et. al. und
weitere Arbeitsgruppen berichtet (11, 48, 55, 92). In einer grol3en klinischen Studie mit 431
Patienten aus der EORTC wurde gezeigt, dass eine einmalige Instillation von Epirubicin (80 mg)
unmittelbar nach der transurethralen Resektion des oberflachlichen Harnblasenkarzinoms die
Rezidivrate im Vergleich zur nur mit Instillation von Wasser behandelten Kontrollgruppe um nahezu
die Halfte reduzierte (48). Zwei Jahre spater wurde ebenfalls von der EORTC die direkt
postoperative Gabe eines Zytostatikums mit einer verzégerten Gabe (zwischen 7. und 15.
postoperativem Tag) verglichen. Dabei stellte sich die frihe Behandlung der verzogerten

Behandlung beziglich der Rezidivrate als Uberlegen heraus (10). RAJALA et al aus der
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Finnbladder Group konnten ebenfalls die Bedeutung der postoperativen Instillation eines
Zytostatikums, nicht jedoch eines Immunmodulators zeigen (55), wobei auch hier der Zeitpunkt der
Instillation herausgestellt wurde. Es wurden unmittelbar postoperativ entweder Interferon-a oder
Epirubicin instilliert und mit den Ergebnissen der transurethralen Therapie allein verglichen. Die
Rezidivfreiheit nach 2 Jahren war in den mit TUR ohne zusétzliche Instillation und Interferon
behandelten Gruppen etwa gleich hoch (40 %). Die einmalige postoperative Instillation von
Epirubicin zeigte jedoch eine Rezidivfreiheit bei 66 % der Patienten und damit einen statistisch

signifikanten Unterschied zu den vorgenannten Gruppen.

Somit konnte aus klinischer Sicht mehrfach gezeigt werden, dass die Tumorimplantation eine
wichtige Rolle beim Rezidivverhalten des oberfléachlichen Harnblasenkarzinom spielt und dass sich
die Tumorimplantation durch die unmittelbar postoperative einmalige Gabe von Zytostatika

reduzieren lasst.

Zytostatika inhibieren jedoch nicht direkt die zellulare Adhasion, sondern wirken Uber eine
Proliferationsinhibition oder Abtotung von Tumorzellen, d.h. sekundar. In verschiedenen
experimentellen Ansatzen wurde deshalb versucht, primar und spezifisch die Interaktion zwischen
maligner Zelle und Adhésionsmatrix zu inhibieren. Durch Gabe von Oligopeptiden, die direkt mit
adhasionsvermittelnden Integrinen interagieren, kann die Adhasion von Tumorzellen an

freiliegende subepitheliale Oberflachen inhibiert werden.

SEE et al zeigten in-vitro, dass eine Blockade von Integrinen mittels Oligopeptiden der Sequenz
GRGDS zu einer signifikant verminderten Tumorzelladhdrenz an eine Fibronektinmatrix in
Abhangigkeit von Oligopeptid-Konzentration, Tumorzellzahl und Viabilitéat fihrte (71). In-vivo jedoch
konnte keine effektive Reduktion der Tumorzelladhdsion und des Tumorwachstums festgestellt
werden. HYACINTHE et. al. verwendeten einen in-vitro Zelladhdsionsassay mit gemischten
Matrizes, welches der naturlichen Situation in-vivo erheblich ndher kommt (31). GRGDS inhibierte
dosisabhéngig die zellulare Adhasion. Dieselbe Arbeitsgruppe zeigte in-vivo in einem
Harnblasentumormodell eine Reduktion der Zelladh&sion durch GRGDS im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Im Gegensatz zu SEE et. al. (72) verwendeten die Autoren jedoch eine 10fach

hohere Konzentration von GRGDS.

PODE et al. verwendeten eine natlirliche extrazellulare Matrix zur Adhasion von oberflachlich hoch
differenzierten humanen Blasentumoren in-vitro. Stabile Adhéasion der Tumorzellen lag bereits

innerhalb der ersten Stunde vor und erreichte ein Maximum innerhalb von 24 Stunden, gefolgt von
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Abflachung und Proliferation der ausgesaten Zellen. Diese Ergebnisse legten nahe, dass eine
Pravention der Tumorimplantation innerhalb der ersten Stunde nach transurethraler Resektion von
Blasentumoren erfolgen muss (54), was durch jiungste klinische Untersuchungen bestéatigt wurde

(55).

Die Implantation von Tumorzellen, die wahrend der TUR freigesetzt werden, ist durch das
operative Trauma mit Lasion und Denudierung von Urothel wesentlich erleichtert, da hierdurch
Basalmembran und unterliegende Matrix exponiert werden (18, 20, 54, 77). Selbst in nicht
denudierten Arealen kann die eintretende Fibrindeposition auf intaktem Urothel eine hervorragende
Adhéasionsmatrix bilden (71, 72). Die genannten biologischen Ansétze anderer Gruppen zur
Implantationsinhibition bezogen sich jedoch in-vitro auf einfache Matrizes, wahrend komplexe
Matrizes nicht untersucht wurden. Zumindest im Tierversuch waren somit die bisher verfolgten
Strategien wenig erfolgreich (71). Dies kann durch die Tatsache erklart werden, dass auf der
Zelloberflache mehr als eine Bindungsstelle an extrazellulare Matrix vorliegt und dass die
Implantationsmatrix Uberwiegend aus den Bestandteilen Fibronektin, Laminin und Kollagen besteht
(18, 35). Die monospezifische Blockierung nur einer Adhésionsdeterminante konnte somit nicht zur

erhofften effektiven Inhibition der Tumorzelladh&sion fithren.

Aus diesem Grunde untersuchten wir verschiedene Oligopeptide, die mit mehreren Komponenten
der extrazellularen Matrix interagieren. Hierzu wurden Fibronektin-spezifische Oligopeptide
(GRGDS und EILDV), ein Laminin-spezifisches Oligopeptid (GRGDS) und ein Fibrinogen-
spezifisches Peptid (KQAGDV) eingesetzt. Die Hypothese nur mit einer Kombination aus diesen
Oligopeptiden eine Adhasion an eine komplexe extrazellulare Matrix inhibieren zu kénnen, konnte
in unserem Versuchsansatz in-vivo bestéatigt werden. Wéahrend sich wiederum keine signifikante
Verminderung der Tumorzellimplantation und des konsekutiven Tumorwachstums nach Instillation
monospezifischer Oligopeptiden zeigte, konnten Kombinationen aus den 3 Oligopeptiden gegen
die Hauptkomponenten der suburothelialen Matrix zu einer signifikanten Inhibition der Zelladh&sion
und des konsekutiven Tumorwachstums fihren. Weiterhin kann eine Dosis-Wirkungs-Beziehung
dieses Therapieansatzes angenommen werden, da bei niedrigen Konzentrationen (1mg/ml) eine

Reduktion der Effizienz, allerdings ohne statistische Signifikanz, zu verzeichnen war.

Selbst innerhalb der Gruppe der tumortragenden M&use lie3 sich ein weiterer Hinweis auf die
Effektivitat der verwendeten Therapeutika ablesen. Da in unserem Modell das Blasengewicht zum
Zeitpunkt der Opferung von der initial instillierten Tumorzellzahl abhé&ngig ist, zeigt eine Reduktion

der zur Implantation verfigbaren viablen Zellen ein reduziertes Blasengewicht (21). Selbst bei
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erfolgter Implantation fiihrte die Instillation von Epirubicin, Oligopeptid-Kombination 3mg oder
Oligopeptid-Kombination 5mg zu einer statistisch signifikanten Verringerung des Blasengewichtes
im Vergleich zur Instillation mit Kontrollpeptiden, monospezifischen Peptiden oder geringer
Konzentration der Kombination. Auch das Auftreten von Makrohdmaturie als Symptom eines
Blasentumors setzte bei Behandlung mit Epirubicin, Kombination 5 mg und 3 mg im zeitlichen
Verlauf spater ein. Dieses Phanomen kann durch die deutlich verringerte Anzahl implantierender

Tumorzellen erklart werden, die letztlich zu einer verringerten Tumormasse flihrte.

Unser Ansatz zeigt mehrere klinisch wichtige Aspekte: Durch spezifische Blockade der
Tumorzelladhasion wahrend endoskopischer Operationen kénnte es offensichtlich mdglich sein,
die Rezidivrate des Harnblasenkarzinoms spezifisch zu senken. Wenn man die Kklinische
Effektivitat der postoperativen Zytostatikainstillation aus mehreren klinischen Studien in Betracht
zieht (48, 55, 92) und mit unseren in-vivo Daten vergleicht, so kann die Effektivitdt unseres
biologischen Ansatzes zu einer 50%igen Reduktion der Rezidive oberflachlicher
Harnblasenkarzinome fihren. Mit diesem Therapieansatz wirden genetisch bedingte, biologisch
aggressivere Tumoren als die wichtigste Ursache fir auftretende Harnblasenkarzinomrezidive
verbleiben. Langere intravesikale Therapiemal3nahmen waren somit nur fir diese Tumorentitét in
Betracht zu ziehen. Weiterhin kénnte der von uns verfolgte biologische Ansatz der Interferenz der
zellularen Adhasion nebenwirkungsarm durchgefiihrt werden, da der gleichzeitige Einsatz wahrend
der transurethralen Resektion mdoglich wéare. Eine systemische Resorption bei grof3eren
Resektionswunden wirde nicht zu toxischen Reaktionen wie bei Zytostatika fiihren (17, 76), da
systemische hohe Dosen von Oligopeptiden im Tierversuch unproblematisch waren (30, 88). Auch
eine Beeintrachtigung der Blutgerinnung konnte in unseren Untersuchungen nicht festgestellt
werden, obwohl Thrombozyten und von Willebrand Faktor ebenfalls die RGD-Sequenz zur
Adhésion benutzen (63). HYACINTHE et al. zeigten im Tiermodell keinen Einfluss von GRGDS auf
die Wundheilung (31) und auch in unserem Modell konnten toxische Effekte weitgehend
ausgeschlossen werden, da Klinischer Verlauf und Korpergewicht der Mause keine signifikanten

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen zeigte.



VI Zusammenfassung

Derzeit sind etwa 6,27% aller Krebstodesfélle in Deutschland auf das Harnblasenkarzinom
zuruickzufuhren. Bei Diagnosestellung liegt in 70-80% ein oberflachliches Stadium vor, dessen
Besonderheit eine hohe Rezidivhaufigkeit nach transurethraler Resektion darstellt. Bereits 1980
wurde als Ursache die Reimplantationstheorie entwickelt und im Tierversuch bestétigt. Das heif3t,
dass wahrend einer transurethralen Resektion die frei flottierenden Tumorzellen sofort wieder an
die verletzte Blasenwand adhéarieren. Molekularbiologische Untersuchungen haben gezeigt, dass
die Zelladhasion Gber menbrangebundene Molekile, Integrine, vermittelt wird. Diese Integrine der
Tumorzelle interagieren mit der extrazelluldaren Matrix der verletzten Harnblasenwand. Dabei
mussen die Matrixbestandteile Kollagen, Laminin, Fibronectin und Fibrinogen als Bestandteil der
Gerinnungskaskade berticksichtigt werden, da Uber verschiedene Aminosduresequenzen die
Adhasion zur Tumorzelle stattfindet.

Mit dieser Doktorarbeit sollte im Tierversuch gezeigt werden, ob durch kompetetive Hemmung der
adhéasionsvermittelnden Aminosauresequenzen durch Oligopeptide die Tumorentstehung an der
verlezten Harnblasenwand verhindert werden kann. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass
aufgrund der verschiedenen Matrixbestandteile nur das Gemisch der verschiedenen Oligopeptide
eine Adhasion an der extrazellularen Matrix inhibieren kann.

Hierzu wurden 170 Mause mit einem Harnblasenkatheter versehen, uUber den mittels
Elektrokoagulation eine Denudierung der Blasenwand erfolgte. AnschlieBend wurde der
Kontrollgruppe Spullésung und den Behandlungsgruppen Oligopeptide fir die einzelnen
Matrixbestandteile, sowie ein Gemisch aller Oligopeptide verschiedener Konzentrationen instilliert.
Eine weitere Behandlungsgruppe wurde mit einem Chemotherapeutikum behandelt. Nach 5
Minuten wurde allen M&usen eine Tumorzellsuspension in die Harnblase verabreicht. Nach 28
Tagen erfolgte die Opferung und Sektion der Tiere.

Unter anderem waren die Tumoranwachsraten bei Behandlung mit dem Gemisch aller
Oligopeptide, sowie bei Gabe des Chemotherapeutikums signifikant niedriger verglichen mit der
Kontrollgruppe. Ferner war das Blasengewicht der genannten Behandlungsgruppen signifikant
niedriger. Eine  Dosis-Wirkungs-Beziehung bei verschiedenen Konzentrationen der
Oligopeptidgemische lie3 sich ableiten, war aber nicht signifikant.

Somit konnte unsere Hypothese bestatigt und gezeigt werden, dass durch Hinzugabe des
Oligopeptidgemisches zur Spillésung die Tumorzelladhdsion wahrend der transurethralen
Resektion deutlich reduziert und somit die Rezidivrate des Harnblasenkarzinoms spezifisch

gesenkt werden konnte.
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