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Abkürzungsverzeichnis 

 

Abb.  Abbildung 

BCG  Bacillus-Calmette-Guérin  

bzw.  beziehungsweise 

CDK  „cyclin-dependent kinase“  

CDKI  „cyclin-dependent kinase inhibitor“ 

CIP1  „cyclin-dependent kinase interaction protein 1” 

Cis   Carcinoma in situ 

CML  chronisch myeloische Leukämie 

Da  Dalton 

DAB  Diaminobenzidin 

d. h.  das heißt 

DNA  Desoxyribonukleinsäure („desoxyribonucleic acid“) 

DSB  Doppelstrangbruch 

et al.  und andere (lateinisch: et alii) 

FTK  Fusionstyrosinkinase wie z. B. BCR/ABL 

G, G1/2/3 histologisches „Grading“ (vgl. 4.2.1.1) 

G0, G1, G2 „Gap“ Phasen („gap“ - Lücke) des Zellzyklus 

HE  Hämatoxylin-Eosin  

ISUP  International Society of Urological Pathology  

JPEG  „Joint Photographic Experts Group“, ein Dateiformat 

   für Computergrafiken mit hoher Datenkompression 

LMP  „low malignant potential” 

LOH  „Loss of Heterozygosity“ 

M  (Fern-) Metastasenstatus (vgl. Tab. 1) 

n, nk  Anzahl/Umfang, Klassenumfang 

N  Nodalstatus (vgl. Tab. 1) 

p  (Irrtums-) Wahrscheinlichkeit (lateinisch: probabilitas) 

PBS  „Phosphate buffered saline“ 
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PCI  „Positive stained Cell Index“ 

PUNLMP „papillary neoplasm of low malignant potential“ 

RR  relative Risiken 

S  Synthesephase des Zellzyklus 

SCI1  senescent cell-derived inhibitor 1 

SPSS  Programm zur statistischen Analyse von Daten 

STAT5  „Signal transducer and activator of transcription 5“ 

TMUGS „tumor marker utility grading system“ 

T  Tumorgröße (vgl. Tab. 1) 

Tab.  Tabelle 

vgl.  vergleiche 

Waf-1  wt-p53 activated fragment 1 

WHO  „World Health Organization” 

z. B.  zum Beispiel   

 
Die verwendeten Maßeinheiten entsprechen den SI-Einheiten („Système 
International d’Unités“) und sind nicht in diesem Verzeichnis gesondert aufgeführt. 
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1 Einleitung 

 

1.1 Krebserkrankungen 

 

„Der Krebs hat sein Geheimnis noch nicht verraten, aber wir beginnen ihn besser zu 

erkennen“ (Cabanne et al., 2000).  

Den Krebsursachen auf die Spur zu kommen, neue Therapieformen zu erforschen 

und maligne Erkrankungen besser zu verstehen, haben viele wissenschaftliche 

Arbeitsgruppen zum Ziel.  

Krebserkrankungen belegen nach Herz-Kreislaufstörungen den zweiten Rang in der 

Todesursachenstatistik in vielen Industriestaaten (Stat.Bundesamt, 2004). Jährlich 

erkranken knapp 400.000 Menschen in Deutschland an bösartigen Neubildungen, im 

selben Zeitraum versterben über 210.000 Krebspatienten. Prostata, Darm, Lunge 

und Harnblase sind beim Mann am häufigsten betroffen, bei der Frau dagegen 

Brustdrüse, Darm, Lunge und Gebärmutterkörper. Somit ist die Situation der 

Krebsbehandlung nach wie vor unbefriedigend und stellt Wissenschaft und 

medizinische Forschung vor große Herausforderungen.   

 

Ein Zusammenspiel verschiedenster Ursachen wird für die Entstehung einer 

Krebskrankheit verantwortlich gemacht. Zu diesen Risikofaktoren werden unter 

anderem falsche Ernährungsweisen, wie Überernährung, zu fettreiche Speisen oder 

zu wenig Obst und Gemüse, Einflüsse der Umwelt, wie Sonneneinstrahlung oder 

Passivrauchen, und des Arbeitsplatzes, wie Chemikalieneinwirkungen, gezählt (Bertz 

et al., 2006). Über Jahre hinweg kumulieren durch diese Faktoren ausgelöste 

Gewebsveränderungen und führen schließlich in der Mehrzahl erst im Alter zur 

Krebsentstehung. Man kann also aufgrund der steigenden Lebenserwartung der 

Bevölkerung vermuten, daß es zukünftig immer mehr Krebsfälle geben wird.  
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1.2 Überblick Harnblasenkrebs  

 

Der Harnblasenkrebs ist nach dem Prostatakrebs die zweithäufigste maligne 

Erkrankung im Urogenitaltrakt. Mit einer jährlichen Neuerkrankungsrate von  25.950 

Harnblasenkrebsfällen in Deutschland (Bertz et al., 2006) und 61.420 in den USA 

(Jemal et al., 2006) liegt der Harnblasenkrebs an fünfter Stelle aller Neoplasien in 

Industriestaaten. 

 

Die Mehrheit aller Harnblasenkrebse zeigt sich oberflächlich, nur 15% sind bei ihrer 

Entdeckung invasiv, 5% haben metastasiert. Doch gerade diese 

Oberflächenkarzinome zeigen bezüglich Rezidivverhalten, Invasivität und 

Ansprechen auf Therapie eine große Heterogenität. 

 

Mit ca. 95% kommt das Karzinom, ein maligner epithelialer Tumor, am häufigsten 

vor. Daneben findet man auch mesenchymale Malignome, Sarkome genannt, und 

Metastasen anderer Primärtumoren wie Lunge, Magen oder Dickdarm.  

Über 90% der Karzinome sind papilläre Übergangsepithelkarzinome. 

Plattenepithelkarzinome finden sich gehäuft bei Steinbildungen und Bilharziose, 

Adenokarzinome sind dagegen sehr selten. Im Kindesalter ist die Blase neben 

Vagina, Uterus und Prostata eine der Hauptlokalisationen für das embryonale 

Rhabdomyosarkom.  

 

Die Wandlung einer normalen Urothelzelle in eine maligne Zelle ist ein komplexer 

Prozeß, der in mehreren Schritten abläuft. Einerseits kann ein Funktionsverlust von 

Tumorsuppressorgenen, andererseits aber auch die Induktion von Onkogenen oder 

eine veränderte Expression von Zell-Zyklus-Genen und DNA-Reparatur-Genen zu 

einem ungeregelten Wachstum und Proliferation führen (Brandau und Bohle, 2001).   

Bei der Entstehung des Harnblasenkarzinoms sind die Onkogene Ras, ERBB2 und 

EGF-Rezeptor von Bedeutung (Kroft und Oyasu, 1994). Auch eine Inaktivierung von 

Tumorsuppressor-Genen  wie  dem Retinoblastom-Gen (Rb) (Takahashi et al., 1991;   
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Nevins et al., 1997) und p53 (Sidransky et al., 1991; Sarkis et al., 1993) fördert die 

Karzinogenese.  p53  ist  ein  Tumorsuppressor,  der  durch  Streßreize  aktiviert  den  

Zellzyklus in der G1-Phase anhält und dadurch der Zelle Zeit gibt, um z. B. eine 

Reparatur geschädigter DNA durchzuführen. Andererseits kann p53 aber auch die 

Apoptose, den programmierten Zelltod, auslösen. Der Gehalt des p53-Proteins in der 

Zelle scheint eine wichtige Rolle bei der Wahl zwischen Apoptose und 

Zellzyklusarrest zu spielen (Chen et al., 1996).  

Die bisher vorliegenden Daten hinsichtlich der Karzinogenese des 

Harnblasenkarzinoms führten zu der Schlußfolgerung, daß es frühe und späte 

genetische Veränderungen in der Harnblasenkrebsevolution gibt und mindestens 

zwei Wege der Krebsentstehung bestehen (Brandau und Bohle, 2001). Eine frühe 

Veränderung bei der Entstehung eines oberflächlichen Harnblasenkrebses scheint 

ein „Loss of Heterozygosity“ (LOH) auf Chromosom 9 zu sein. Eine p53-Mutation fällt 

vor allem als ein frühes Ereignis bei der Entstehung eines Carcinoma in situ auf, ist 

aber auch mitverantwortlich für eine spätere Tumorprogredienz und invasives 

Wachstum bei oberflächlichen Tumoren.  

 

 

1.3  Risikofaktoren beim Harnblasenkrebs 

  
1.3.1 Umweltbedingte Faktoren  

 

Das   Zigarettenrauchen   ist   ein    Hauptrisikofaktor   bei   der   Harnblasen-

krebsentstehung (Bertz et al., 2006).  
 

Das Risiko, ein Harnblasenkarzinom  zu entwickeln,  ist  bei Rauchern um  ein 

vierfaches  erhöht  (Kirkali et al., 2005). Auch die Exposition gegenüber chemischen 

Karzinogenen wie Naphthylamin, Benzidin oder Dichlorobenzidin, die z. B. in der 

kautschuk- und farbverarbeitenden Industrie verwendet werden, wird zu den 

Risikofaktoren gezählt (Kirkali et al., 2005). Eine jahrelange Einwirkung von 

Chemikalien  wird  für  bis  zu  20%  der  Harnblasentumoren  verantwortlich gemacht  
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(Vineis und Simonato, 1991).  Die  langsame Akkumulation von aromatischen 

Aminen über Jahre führt beispielsweise zu einer langen Latenzperiode bevor der 

Harnblasenkrebs sich etabliert. 

 

Die chronische Zystitis ist mit einem erhöhten Risiko assoziiert, ein 

Plattenepithelkarzinom der Harnblase zu entwickeln. Diese langsam verlaufende 

Harnblasenentzündung, ausgelöst durch einen Dauerkatheter oder auch durch 

Blasensteine, führt zu einer repetitiven Irritation des Gewebes, die sich dann über 

Metaplasie und Dysplasie zu einem Harnblasenkarzinom entwickelt (Stonehill et al., 

1996).  

 

Patienten, die mit dem Immunsuppressivum Cyclophosphamid behandelt wurden, 

erkranken gegenüber der Normalbevölkerung bis zu neunmal häufiger an 

Harnblasenkrebs (Tuttle et al., 1988). Hierbei scheint das Risiko direkt mit der 

Gesamtdosis des Medikaments zu korrelieren (Travis et al., 1995). Der Metabolit 

Acrolein ist für seine karzinogene Wirkung bekannt und wird hier ursächlich 

verantwortlich gemacht für die Krebsentstehung (Cohen et al., 1992). Diese 

Patienten entwickeln häufig einen höhergradigen, schnell wachsenden und zum 

Diagnosezeitpunkt schon muskelinvasiven Krebs (Fernandes et al., 1996). 

 

Ebenfalls einen höhergradigen und zum Diagnosezeitpunkt schon lokal 

fortgeschrittenen Tumor zeigen Patienten etwa 5-10 Jahre nach einer 

Strahlentherapie   im   Bereich  des   Beckens   (Kaldor et al., 1995).   Auch  in  

diesem Fall ist der genaue Entstehungsmechanismus des sekundären 

Harnblasenkrebses unbekannt (Jung und Messing, 2000).  

 

 

1.3.2 Einfluß von Geschlecht und Alter  

 

Männer haben gegenüber Frauen  ein  dreifach erhöhtes Risiko an  Harnblasenkrebs 
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zu erkranken. Bei Männern machen Krebserkrankungen der Harnblase 8,6% aller 

bösartigen Neubildungen aus, bei Frauen sind es 3,5% (Bertz et al., 2006).  

Ungefähr 80% der Erstdiagnosen an Übergangsepithelkarzinomen entfallen auf die 

Gruppe der über 60jährigen Frauen und Männer (Messing et al., 1995). Als Ursache 

hierfür vermutet man zum einen die jahrelange Exposition gegenüber Umweltgiften, 

das Nachlassen der Effektivität der DNA-Reparaturmechanismen und eine 

Dauerreizung der Harnblase, wie sie bei nicht restfreier Entleerung entstehen kann 

(Jung und Messing, 2000).  

Im Hinblick darauf, daß die Lebenserwartung stetig ansteigt und die ältere 

Bevölkerungsgruppe rasch wächst, ist daher mit einem Anstieg der 

Harnblasenkrebsfälle in den nächsten Jahren zu rechnen (Bertz et al., 2006). 

Verstärkte Bemühungen auf dem Gebiet der Harnblasenkrebsdiagnose und  

-prognosestellung sind somit gefordert.   

 

 

 

1.4 Klassifizierung des Harnblasenkrebses 

 

1.4.1  TNM-Klassifikation 

 

Die allgemein gebräuchliche TNM-Klassifikation der malignen Tumoren findet auch 

beim Harnblasenkarzinom Anwendung, wobei T für Tumorgröße, N für 

Lymphknotenstatus und M für die Metastasierung steht.  
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Tab. 1:  Übersicht der TNM-Stadien beim Harnblasenkarzinom  
     
Modifiziert nach Alken und Mickisch, 1998 
 

 

Beim Harnblasenkarzinom unterscheidet man zwischen den nicht-muskelinvasiven 

(Ta, Cis und T1) und invasiven (T2, T3 und T4) Tumoren. Gerade bei der  

ersten Gruppe bestehen große Unterschiede hinsichtlich der Aggressivität  

der    Tumoren    und     damit     der    Prognose    für    die    Patienten.    Carcinoma  

 

  

  T  -  Tumorstadium 

  Ta 

  Cis 

  T1 

  T2 

  T3 

  T4 

 

nichtinvasiv papillär 

Carcinoma in situ („flat tumor”) 

Infiltration in subepitheliales Bindegewebe 

Infiltration in Muskulatur 

Infiltration in perivesikales Fettgewebe 

Infiltration in Prostata, Uterus, Vagina, Becken- oder 
Bauchwand  

  

  N  -  Regionäre Lymphknoten 

  N0 kein Anhalt für regionäre Lk-Filiae 

  N1 Metastase in solitärem Lk  < 2cm in größter Ausdehnung 

  N2 Metastase in solitärem Lk  > 2cm,  
  aber < 5cm in größter Ausdehnung 

  N3 Metastase in Lk > 5cm  in größter Ausdehnung 

  

  M  -  Fernmetastasen 

  M0 Kein Anhalt für  Fernmetastasen 

  M1 Fernmetastasen 
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in situ sind flache Tumoren, die noch nicht in das subepitheliale Bindegewebe 

vorgedrungen sind und auch nicht in das Blasenlumen hineinreichen. Endoskopisch 

fallen diese nur sehr diskret auf, histologisch weisen sie jedoch Kriterien  

einer  malignen Veränderung  auf.  Dabei  können mehr als  die ein normales Urothel  

kennzeichnenden 7 Zellagen, eine gehäufte Mitosefrequenz und Kernatypien 

nachgewiesen werden.  

Als T1-Tumoren bezeichnet man infiltrativ in das subepitheliale Bindegewebe 

hineinwachsende Tumoren. Je nach weiterem T-Stadium schreitet die Infiltration des 

Gewebes und der umgebenden Organe fort. Einen Überblick über die T-Stadien  

beim Harnblasenkarzinom verschafft die Tabelle 1 und  die Abbildung 1.  

 

 

 

Abb. 1: Überblick der T-Stadien des nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms  
 
Modifiziert nach Alken und Mickisch, 1998 
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Harnblasentumoren werden mehrheitlich in Frühstadien (pTa und pT1) entdeckt, 

jeweils 20% entfallen auf pT2 und Stadien ab pT3. 

 

 

1.4.2 „Grading“  

 

Das „Grading“ der Tumoren in dieser Studie wurde nach den Richtlinien der World 

Health Organization und der International Society of Urological Pathology 

(WHO/ISUP) von 1998 vorgenommen. Zum einen sollte dieses 1998 als international    

einheitliches      „Grading“-Verfahren     eingeführte     System     die  Kommunikation 

zwischen verschiedenen Arbeitsgruppen vereinfachen. Zum anderen sollten damit 

auch diagnostisch eindeutige Richtlinien geschaffen werden (Epstein, 2003).  

 

Die Unterschiede zwischen der neuen „Grading“-Einteilung nach WHO/ISUP und 

ihrem Vorgänger, dem WHO „Grading“-System von 1973 sind in Tabelle 2 

zusammengefaßt.  

 

Die früher als G1 bezeichneten Tumoren sind jetzt zum Teil in die Gruppe der 

Tumoren mit niedrigem malignem Potential (PUNLMP) integriert, zum Teil gehören 

sie den niedriggradigen Harnblasenkarzinomen („low-grade“) an. Die alten G2-

Tumoren werden nach der WHO/ISUP „Grading“-Einteilung jetzt zu den „low-grade“ 

oder „high-grade“ Karzinomen gezählt. 
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 WHO 1973 WHO/ISUP 

 

 Papillom Papillom 

 

 G 1  PUNLMP 

 

 G 2  „low-grade” 

 

 G 3  „high-grade” 

 

 

Tab. 2:  Überführung des „Gradings” gemäß WHO-Einteilung 1973 in die WHO/ISUP-
Einteilung 1998  

 
Modifiziert nach Epstein, 2003; WHO=World Health Organization; ISUP=International Society 
of Urological Pathology, G= „Grade”, PUNLMP= „papillary urothelial neoplasm with low 
malignant potential” 
 

 

 

PUNLMP ist durch ein einheitliches Bild der Zellen gekennzeichnet, Mitosen kommen 

selten vor und sind dann basal lokalisiert.  

Ein „low-grade“ Harnblasenkarzinom ist durch ein überwiegend geordnetes Bild der 

Zellen geprägt, die Zellkerne zeigen leichte Variationen in Form und Kontur, Mitosen 

kommen in allen Zellagen gelegentlich vor.  

Ein meist ungeordnetes Zellbild zeigen die „high-grade“ Harnblasenkarzinome, 

Mitosen finden sich häufig und in allen Zellagen, die Kernformen zeigen einen 

Pleomorphismus.  

In Tabelle 3 sind die Kriterien für die „Grading“-Einteilung näher ausgeführt. 
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 Tab. 3: „Grading”-Einteilung nach WHO/ISUP 1998 
  
    Modifiziert nach Epstein et al., 1998 
 PUNLMP=„papillary urothelial neoplasm of low malignant potential” 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PUNLMP 

 

„low-grade“ 

 

„high-grade“ 

Organisation der 
Zellen 

normale 
Polarität 

überwiegend 
geordnet 

überwiegend 
ungeordnet 
 

Kerngröße evtl. 
durchgängig 
vergrößert 

vergrößert- 
Variation in der 
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1.5 Tumormarker 

 

Tumormarker sind von malignen Tumoren gebildete oder induzierte Substanzen. Sie 

lassen durch ihr Auftreten beziehungsweise ihre Konzentration Rückschlüsse auf das 

Vorliegen, den Verlauf oder die Prognose der Erkrankung zu. Es gibt humorale 

Tumormarker, die in Körperflüssigkeiten nachzuweisen sind und zelluläre 

Tumormarker, die intrazellulär oder membranständig zu finden sind. In der Onkologie 

werden Tumormarker in der Früherkennung, Diagnose, Therapieüberwachung und 

Erkennung eines Rezidivs  eingesetzt. Diese werden als diagnostische Tumormarker  

bezeichnet. Als prognostische Tumormarker kommen sie im Rahmen der 

Prognosestellung zum Einsatz (Wolter et al., 1996).  

 

Aufgrund der biologischen Variabilität des Harnblasenkarzinoms kann die 

histopathologische Klassifikation des Harnblasenkrebses nur eingeschränkt Auskunft 

über das biologische Verhalten des Tumors geben (Kausch und Bohle, 2003). 

„Grading“ und „Staging“ bilden die Grundlage der Therapieentscheidung, können 

aber die Aggressivität des spezifischen Tumors nur ungenügend vorhersagen und 

lassen damit viele Fragen hinsichtlich einer möglichen Metastasierung, einer 

Rezidiventstehung oder einer Progression offen (Kausch und Bohle, 2002). Klinische 

Entscheidungshilfen für die exakte Planung der Therapie bezüglich einer 

aggressiveren Vorgehensweise bei nicht-invasiven Tumoren und einer adjuvanten 

Zusatztherapie bei invasiven Tumoren sind daher notwendig (Kausch und Bohle, 

2003). 

 

Um relevante neue Tumormarker zu finden, müssen auch die klinischen Endpunkte 

wie Überleben, krankheitsfreies Überleben, Lebensqualität und Kosten berücksichtigt 

werden. Der potentielle Tumormarker sollte Aussagen über die Krebserkrankung 

machen, mit deren Hilfe die aussichtsreichste Therapie ausgewählt wird, die ein 

Rezidiv beziehungsweise  ein Fortschreiten  der Krankheit verhindert oder so weit 

wie möglich hinauszögert. Die Lebensqualität des Patienten sollte verbessert werden  
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und die Kosten überschaubar sein.  Besonders wichtig ist es, die von etablierten 

Prognosefaktoren unabhängige Aussagekraft eines neuen Tumormarkers 

nachzuweisen.  

Das Wissen um die molekularen Mechanismen der Tumorgenese wird immer 

umfangreicher und eröffnet neue Formen der Diagnose- und Prognosestellung von 

Krebserkrankungen. Molekulare Tumormarker gelangen immer häufiger ins Blickfeld. 

Auch beim Harnblasenkarzinom werden einige molekulare Marker hinsichtlich ihrer 

Verwendung als Prognosefaktoren untersucht. Beispiele hierfür sind die 

immunhistochemische Färbung von p53 und Ki67 (Kausch und Bohle, 2002). 

Eingang in die klinische Routine hat aber bisher noch kein molekularer 

Prognosemarker gefunden.  

In letzter Zeit finden sich vermehrt Hinweise, die den Schlüsselfaktor der homologen 

Rekombination Rad51 mit der Tumorentstehung in Verbindung bringen. Daher soll in 

dieser Arbeit eine mögliche Tumormarkerqualität von Rad51 untersucht werden.  

 

 

1.5.1 Rad51 - Homologe Rekombinationsreparatur (HRR) 

 

Der Rekombinationsfaktor Rad51 wurde in Eukaryoten zunächst in strahlensensiblen 

(radiation sensitive) Zellen der Hefe Saccharomyces cerevisiae entdeckt. Sein 

humanes Homolog hRad51 wird in allen Körperzellen exprimiert. Das Gen ist auf 

dem langen Arm des Chromosoms 15 lokalisiert und kodiert für das 36,9 kDa große 

Rad51-Protein (Takahashi et al., 1994). 

 

Neben seiner Funktion in der homologen Rekombination während der Meiose erfüllt 

Rad51 vor allem eine Schlüsselrolle in der DNA-Reparatur durch homologe 

Rekombination im Verlauf des mitotischen Zellzyklus.  

 

Nach Schädigung der DNA kommt es zur Umverteilung von aktiviertem Rad51 in 

nukleäre   Foci   (Haaf et al., 1995; Tan et al., 1999).   Durch  Kofaktoren  wie  Rad52 
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und  „Replication Protein A“  vermittelt  (Sung, 1997; Kanaar und Hoeijmakers, 1998;  

Mazin et al., 2003) bindet Rad51 an freie Einzel- oder Doppelstrang-DNA und bildet 

mit diesen Nukleoproteinfilamente. So ist es in der Lage, einen homologen 

Doppelstrang-DNA-Abschnitt zu erkennen, diesen mit der zuerst gebundenen DNA 

zu verknüpfen und einen DNA-Einzelstrang zwischen den beiden DNA-Molekülen 

auszutauschen (Gupta et al., 1997). 

 

Die homologe Rekombination spielt eine wichtige Rolle in der Reparatur von 

blockierten Replikationsgabeln und von DNA-Doppelstrangbrüchen. Eine 

ungenügende Reparatur von Doppelstrangbrüchen führt zu chromosomaler 

Instabilität und Veränderungen wie Translokation, Deletion oder Duplikation, was 

transformierte und  maligne  Zellen auszeichnet (Gee und Harris, 1979; Hoeijmakers,  

2001). Als Schlüsselfaktor der homologen Rekombination und somit als einer der 

Faktoren, die für eine genomische Stabilität sorgen, leistet Rad51 hier einen 

wichtigen Beitrag zur Unterdrückung malignen Wachstums.  

 

 

1.5.2 Rad51 in der Zelle 

 

Rad51 interagiert mit zahlreichen Tumorsuppressoren, Zellzyklus- und 

Apoptoseregulatoren, sowie Detektoren für Zellschäden wie p53, BRCA1 und 

BRCA2 (Sturzbecher et al., 1996; Buchhop et al., 1997; Scully et al., 1997b). Der 

Tumorsuppressor p53 ist als „Wächter des Genoms“ bekannt (Levine, 1997) und ist 

in nahezu der Hälfte aller menschlicher Tumoren mutiert. p53 bindet direkt an 

Rad51 (Sturzbecher et al., 1996; Buchhop et al., 1997) und nimmt so regulierend 

Einfluß. Auch die Produkte der Tumorsuppressorgene BRCA1 und BRCA2 haben 

jeweils     Bindungsdomänen     für    Rad51    (Marmorstein et al., 1998; Zhong et al., 

1999). Mutationen in diesen Genen werden mit hereditären Mammakarzinomen in 

Verbindung gebracht.  
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Diese zahlreichen Interaktionen von Rad51 unterstreichen die zentrale Rolle der 

homologen Rekombinationsreparatur und damit von Rad51 für die Zelle.  

Zum anderen zeigt es aber auch die Komplexität des Netzwerkes auf, das die 

Funktionalität von Rad51 durch optimale Aktivierung und Regulation der 

Proteinexpression sicherstellen soll (Abel et al., 1988; Henning und Sturzbecher, 

2003; Venkitaraman, 2004).  

Weitere Hinweise auf die Wichtigkeit von Rad51 ergaben die Untersuchungen an 

Rad51-defizienten Mäusen und in Hühnerzellkulturen. Zum einen zeigte sich, daß 

Rad51-defiziente Mäuse bereits in der frühen Embryonalphase sterben (Lim und 

Hasty, 1996; Tsuzuki et al., 1996). Zum anderen fanden sich vermehrt 

Chromosomenbrüche, Zellzyklusarrest und Zelltod in Hühnerzellkulturen in 

Abwesenheit von Rad51 (Sonoda et al., 1998). 

 

 

1.5.3 Rad51-Expression in Tumoren 

 

Viele Tumoren zeigen zwar am Rad51 Gen-Locus ein „Loss of Heterozygosity“ 

(LOH) (Wick et al., 1996), aber die Untersuchung von Tumoren mit LOH in dieser 

Region konnte weder eine Mutation, noch einen Verlust des Rad51-Genlocus 

beweisen  (Schmutte et al., 1999).  Nur das Rad51-Paralog  XRCC3-thr241Met- 

Polymorphismus wurde mit dem Harnblasenkrebs in Verbindung gebracht (Matullo et 

al., 2001).  

Kritisch für die Tumorentstehung scheint das Expressionsniveau  von  Rad51 zu 

sein.  Eine Überexpression von Rad51 wurde in zahlreichen Tumorzellinien und 

Untersuchungen von  Primärtumoren  gefunden (Raderschall et al., 2002b).  In  

einer Studie über Pankreasadenokarzinome wurden in 66% der Fälle erhöhte 

Rad51-Level festgestellt  (Maacke et al., 2000a).  Eine andere Studie beschränkte 

sich auf  die Untersuchung von sporadischen invasiv-duktalen Mammakarzinomen. 

Hier wurde eine Korrelation von  Rad51 mit dem  „Tumorgrading“ gefunden  (Maacke 

 et al., 2000b).  In  Untersuchungen  an  primären  CML-Proben  konnte  ein  erhöhter  
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Rad51-Spiegel gefunden werden. Der höchste Rad51-Gehalt fand sich bei Zellen in 

einer Blastenkrise, dem Stadium des Krebses, der durch erhöhte genomische 

Instabilität gekennzeichnet ist (Slupianek et al., 2001). 

 

Andererseits finden sich auch niedrige Rad51-Konzentrationen. So wurde in fast 

einem Drittel aller in einer Studie von Yoshikawa et al. untersuchten 

Mammakarzinomzellinien und primären sporadischen Brustkarzinomen ein sehr 

niedriger Rad51-Gehalt gefunden (Yoshikawa et al., 2000).  

 

Es zeigte sich, daß eine veränderte Rad51-Expression zu Alterationen hinsichtlich 

einer Chemo- und Radioresistenz führt. Pankreastumorzellen zeigten ein zur Rad51-

Überexpression korrelierendes Überleben nach Calicheamicin-Behandlung (Maacke 

et al., 2000a). Eine erhöhte Chemo- und Radioresistenz zeigte sich beim 

kleinzelligen Lungenkarzinom mit erhöhtem Rad51-Gehalt (Hansen et al., 2003).  

 

Desweiteren führt eine Rad51-Überexpression zu einer p53-unabhängigen 

vermehrten Expression von p21Waf-1 (Henning und Sturzbecher, 2003; Kremer, 

2003).   Auch  Raderschall   et   al.   fanden   eine  p53-unabhängige   Korrelation  

zwischen der Überexpression von Rad51 und p21Waf-1 (Raderschall et al., 2002a).   

p21Waf-1  wurde als erster „cyclin-dependent kinase“ (CDK) Inhibitor identifiziert  

(el-Deiry et al., 1993; Harper et al., 1993; Noda et al., 1994). Es konnte gezeigt 

werden, daß p21Waf-1 sowohl eine entscheidende Rolle im G1-Arrest nach DNA-

Schaden spielt (Brugarolas et al., 1995; Brugarolas et al., 1999), als auch den 

Wiedereintritt   von   G2-Zellen   in   die   S-Phase blockiert (Waldman et al., 1996).   

Ebenso wurde eine p53-unabhängige Überexpression von p21Waf-1 mit einem 

Wachstumsarrest     in     Zusammenhang     gebracht    (Sherr und Roberts, 1999).  

Insgesamt finden sich also Hinweise auf eine Verschränkung von p21Waf-1 und 

Rad51. 
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1.6 Zielsetzung 

 

Es gibt Hinweise darauf, daß der Rad51-Gehalt einer Krebszelle die 

Therapiemöglichkeit dieses Krebses beeinflußt. Zum einen ist eine Rad51-

Überexpression mit einer Stimulierung der homologen Rekombination und einer 

Strahlenresistenz der Zellen assoziiert (Vispe et al., 1998). Zum anderen konnte in 

verschiedenen Tumoren eine Rad51-Überexpression nachgewiesen werden. 

Beispiele hierfür sind das Pankreaskarzinom (Maacke et al., 2000a) und das 

Mammakarzinom (Maacke et al., 2000b). Darüber hinaus konnte eine positive 

Korrelation der Rad51-Überexpression zum „Tumorgrading“ beim Mammakarzinom 

festgestellt werden (Maacke et al., 2000b).  

Basierend auf dieser Grundlage scheint die Ausweitung der Untersuchung auf 

Patientendaten und somit der mögliche Nachweis einer Tumormarkerqualität von 

Rad51 sinnvoll.  

 

 

 

Ziel der hier vorliegenden Studie ist es herauszufinden, ob 

 

1.)  im Harnblasenkarzinom eine Korrelation zwischen dem Tumorstadium und 

einer möglichen Rad51-Überexpression besteht, 

2.) es einen Zusammenhang zwischen Rad51-Expression und dem Überleben 

des Patienten bzw. dem Entstehen eines Rezidivs gibt, 

3.) eine mögliche Rad51-Überexpression mit Parametern wie  „Grading“  oder 

p21Waf-1 korreliert. 
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2 Patienten und Methoden 

 

2.1 Patienten 

 

In dieser Studie erfolgte die retrospektive Analyse von 101 Patienten mit 

oberflächlichem papillärem Urothel-Harnblasenkarzinom. Die Erstdiagnose wurde im 

Zeitraum von Januar 1988 bis September 1997 an der Urologischen Klinik der 

Universität zu Lübeck gestellt. Die Untersuchungen haben ein positives Votum der 

Ethikkommission der Medizinischen Fakultät erhalten (Aktenzeichen: 98-039 vom 

11.05.1998). 

Die Auswahl der Patienten wurde auf pTa-Tumoren eingeschränkt, um einen Einfluß 

der verschiedenen Tumorstadien auf die Aussagekraft dieser Studie zu verhindern 

(Siehe Diskussion 4.2.1.2). 

Bei allen Patienten wurde eine klinisch totale Resektion der Primärläsion 

vorgenommen. Behandlung und Follow-up erfolgten gemäß Standardprotokollen 

(Dt.Krebsgesellschaft, 2002). 

Die Behandlung der Patienten mit Tumoren von niedriggradigem malignem Potential 

(PUNLMP) erfolgte bei der Erstdiagnose mittels transurethraler Resektion. Sofern 

kein Rezidiv nachgewiesen werden konnte, was für 12 Patienten zutraf, wurde es bei 

dieser Therapie belassen. 

Kam es zu einem Rezidiv wurde zusätzlich Bacillus-Calmette-Guérin (BCG) instilliert. 

Außerdem wurden auch die Patienten mit „low“- und „high-grade“- Tumoren dieser 

Zusatzbehandlung unterzogen. Auf diese Weise wurden 89 Patienten therapiert.  

 

Der mediane Durchschnitt des Follow-up betrug 59 Monate, bei einer Spannbreite 

des Beobachtungszeitraums von 16 bis 156 Monate. 

 

Ausgeschlossen wurden Schnitte mit einem geringen Tumorgehalt von weniger als 

einem Beurteilungsfeld bei 10-facher Vergrößerung. 
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Viermal mehr Männer als Frauen waren bei dieser Studie beteiligt. Der mediane 

Altersschnitt lag, mit einer Altersspanne von 30 bis 87 Jahren, bei 67 Jahren. 

Die Daten bezüglich Tumorgröße und Tumorlokalisation wurden den 

Krankenhausakten entnommen. In 65 Fällen war der Tumor maximal 1cm groß. Fast 

die Hälfte der Fälle zeigte sich multifokal (49 Fälle). 

Sofort nach der transurethralen Resektion wurden die Proben in Neutral Formalin 

(4%) fixiert und sodann in Paraffin eingebettet. Hämatoxylin-Eosin (HE) Färbungen 

wurden angefertigt und von einem Pathologen (PD Dr. Stefan Krüger, 

Pathologisches Institut, Universität zu Lübeck) beurteilt. 

Das „Grading“ erfolgte gemäß den Kriterien der World Health 

Organization/International Society of Urological Pathology (WHO/ISUP). Einen 

Überblick bietet Tabelle 3 (siehe auch Einleitung 1.4.2).  

 

31 der in der hier vorliegenden Studie untersuchten Tumoren sind in die Gruppe der 

papillären urothelialen Neoplasien von niedrigem malignem Potential (LMP) 

einzuordnen, 48 Tumoren gehören zu den niedriggradigen und 22 Tumoren zu den 

hochgradigen Karzinomen. 
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2.2 Verbrauchsmaterialien 

 

2.2.1 Chemikalien 

 

♦ Avidin-Biotin-Blocking Kit   Vector Laboratories, Burlingame,      

       USA 

♦ DAB Substrate Kit    Vector Laboratories, Burlingame,  

       USA 

♦ Faramount-Eindeckmedium   Dako, Hamburg 

♦ Mayer´s Hämalaunlösung   Merck, Darmstadt 

♦ Triton X-100     Sigma, Steinheim 

♦ Vectamount Eindeckmedium   Vector Laboratories, Burlingame,  

       USA 

♦ Vectastain Elite ABC-Peroxidase Kit  Vector Laboratories, Burlingame,  

       USA 

 

 

 

 

2.2.2 Antikörper 

 

 

♦ Anti-Ki-67 (MIB-1)    Prof. Dr. J. Gerdes, Borstel 

♦ Anti-p21Waf-1     Pharmingen, San Diego, USA 

♦ Anti-Rad51 (1G8)    Buchhop et al., 1996 
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2.2.3 Lösungen 

 

♦ ABC-Peroxidase-Reagenz: 30 Minuten vor Gebrauch herstellen, bei 

Raumtemperatur inkubieren. 

− 5 ml PBS 

− 2 Tropen Reagenz A (Vectastain Elite ABC-Kit) zugeben, gut durchmischen 

− 2 Tropen Reagenz B (Vectastain Elite ABC-Kit) zugeben, gut durchmischen 

 

♦ Citratpuffer, 10mM, pH 6,0 :  2,1g Natriumcitrat in 1000 ml Aqua bidest. lösen und 

mit Natronlauge auf pH 6,0 einstellen. 

 

♦ DAB (3,3`Diaminobenzidin)-Färbelösung: Unmittelbar vor Gebrauch herstellen und 

besonders auf laborübliche Schutzmaßnahmen achten, da Verdacht auf 

Karzinogenität besteht. 

− 5 ml Aqua bidest. 

− 2 Tropfen Buffer Stock Solution (DAB Substrate Kit), gut durchmischen 

− 4 Tropfen DAB Stock Solution (DAB Substrate Kit), gut durchmischen 

− 2 Tropfen Hydrogen Peroxide Solution (DAB Substrate Kit), gut durchmischen 

 

♦ Ethanol-Salzsäure-Gemisch: Zu 97 ml Ethanlol gibt man 3 ml einer 33%igen 

rauchenden Salzsäurelösung. 

 

♦ Phosphate Buffered Saline (PBS):  in 800 ml Aqua bidest. löst man 

− 8 g Natriumchlorid 

− 0,2 g Kaliumchlorid 

− 1,44 g di-Natriumhydrogenphosphat 

− 0,24 g Kaliumdihydrogenphosphat 

− mit Salzsäure auf pH 7,4 einstellen 

− mit Aqua bidest. auf 1000 ml auffüllen 
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♦ Triton X-100-Lösung 0,2%:  200 µl Triton X-100 in 100 ml PBS lösen. 

 

 

 

2.2.4 Geräte und Laborbedarf 

 

♦ Deckgläschen    Menzel-Gläser, Braunschweig 

♦ Schnellkochtopf    handelsüblich 

 

 

 

2.3 Aufbereitung 

 

2.3.1   Entparaffinisierung 

 

4µm dicke Stücke des formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebes 

wurden auf Superfrost-plus-Objektträger aufgezogen und im Brutschrank bei 37°C 

getrocknet. 

Für die immunhistochemische Färbung wurden die Schnitte in Xylol 2x10 Minuten 

entparaffinisiert. Zur Rehydrierung wurden sie anschließend in eine absteigende 

Alkoholreihe (2 x 5 min 100% Ethanol, 2 x 2 min 80% Ethanol, 2 x 1 min 70% 

Ethanol, 1 x 1 min 50% Ethanol - Ethanolverdünnung in destilliertem Wasser) 

überführt und für fünf Minuten in PBS gewaschen. 

 

 

2.3.2   Antigendemaskierung 

 

Die „Antigenmaskierung“ (Noll und Schaub-Kuhnen, 2000b) ist eine bei der 

Formalinfixierung   entstehende  Veränderung   der   dreidimensionalen  Struktur  des  
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Antigens durch Aldehydvernetzungen, was eine Bindung des Antikörpers erschweren 

oder sogar verhindern kann. 

Daher wurden die Präparate zur Antigendemaskierung in einen Schnellkochtopf  

mit    erwärmtem   Citratpuffer    gegeben   und   bei   maximalem   Druck  3  Minuten  

belassen. Zur langsamen Abkühlung der Schnitte wurde Leitungswasser für 10 

Minuten zugeführt. Anschließend wurden sie wieder in PBS gewaschen.  

 

 

2.3.3   Permeabilisieren und Blockieren 

 

Für fünf Minuten wurden die Präparate in eine Triton-X-100-Lösung gegeben, um die 

Zellmembranen zu permeabilisieren und somit durchgängig für die 

Antikörperlösungen zu machen. 

 

Anschließend erfolgte eine Inkubation mit Wasserstoffperoxid (3,5 %) für fünf 

Minuten, um endogene Peroxidasen zu blockieren und damit eine unspezifische 

Hintergrundfärbung zu reduzieren. 

 

Desweiteren wurde endogenes Biotin mit Hilfe des „Avidin/Biotin Blocking Kits“ 

abgesättigt. Für 15 Minuten wurden die Schnitte mit 1-2 Tropfen der Avidin-D-Lösung 

benetzt, um an endogenes Biotin zu binden. Anschließend wurden 1-2 Tropfen der 

Biotin-Lösung für weitere 15 Minuten hinzugegeben und so die überzähligen 

Bindungsstellen des Avidins besetzt. Auf diese Weise wurde wieder eine 

unspezifische Anfärbung verhindert. 

 

Im nächsten Schritt wurden die Präparate mit einem verdünnten Normalserum vom 

Pferd für 30 Minuten in der feuchten Kammer inkubiert, um unspezifische Bindungen 

des Sekundärantikörpers zu unterbinden. 

Zwischen den  einzelnen Schritten wurden  die  Präparate jeweils  für  fünf Minuten in 

PBS gewaschen.
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2.3.4  Antikörper 

 

Der in PBS verdünnte Primärantikörper wurde für 45 Minuten auf die Präparate 

gegeben. Durch das anschließende Waschen in PBS konnten nicht gebundene 

Antikörper entfernt werden. 

Im nächsten Schritt wurde der sekundäre, biotinylierte Anti-Maus-IgG-Antikörper aus 

dem „Vectastain Elite-ABC-Kit“ für 45 Minuten auf die Schnitte gegeben und 

anschließend in PBS gewaschen. 

Schließlich wurden die Schnitte für 30 Minuten mit dem „ABC-Reagenz“ inkubiert und 

danach wieder in PBS gewaschen. Einen Überblick zeigt die Abbildung 2. 

 

 

 

 

 

Abb. 2: Antikörperbeschickung der Präparate  
 
Primärantikörper bindet an Antigen, biotinylierter Brückenantikörper bindet an 
Primärantikörper und Avidin - Biotin -  Enzym – Komplex  heftet   sich   an   Sekundär-
antikörper; modifiziert nach Noll und Schaub-Kuhnen, 2000c 
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Je nach Primärantikörper wurden die Präparate zwei bis drei Minuten mit dem „DAB-

Färbesubstrat“ überschichtet und nach fünf Minuten unter fließendem Wasser 

gewaschen. 

 

 

2.3.5   Kerngegenfärbung 

 

Nach einer dreiminütigen Färbung in Mayer´s Hämalaun wurden die Schnitte für 10 

Minuten unter fließendem Wasser gewaschen. Um überschüssiges Hämalaun zu 

entfernen wurden sie für ca. eine Sekunde in eine Salzsäure-Ethanol-Lösung 

eingetaucht und wieder 10 Minuten unter fließendem Wasser gewaschen. 

Schließlich wurden die Schnitte nach dem Trocknen mit Faramount Mounting 

Medium und einem Deckgläschen versehen. 

 

 

2.4 Kontrollen 

 

Zehn Harnblasenschnitte von gesunden Patienten wurden gemäβ des 

Färbeprotokolls bearbeitet  und anschlieβend ausgewertet. Bei allen untersuchten 

Proben fand sich eine Rad51-Konzentration von unter 5%. 

 

Der Primärantikörper wurde im Rahmen der Negativkontrolle durch einen 

unspezifischen Maus-IgG-Antikörper ersetzt. Es wurde hierbei keine unspezifische 

Färbung gefunden.  

 

Bereits untersuchte Tumoren wurden zum Ausschluβ qualitativer Unterschiede 

zwischen einzelnen Färbeserien erneut immunhistochemisch bearbeitet und 

ausgewertet. Es fanden sich bei allen Proben reproduzierbare Ergebnisse.  
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2.5 Auswertung 

 

2.5.1  Bilddokumentation  

 

Die gefärbten Gewebeschnitte wurden an einem Olympus-BX-40-

Bildanalysemikroskop des Instituts für Dermatologie und Venerologie der  Universität 

zu Lübeck (Direktor Prof. Dr. H. H. Wolff) mittels des Bildanalyseprogramms 

AnalySIS Pro 2.10.200 (SIS Software GmbH, Münster) erfaßt. 

 

Durchschnittlich wurden vier nicht überlappende Bereiche aus dem Tumorgewebe 

ausgewählt und bei einer 20-fachen Objektivvergrößerung in einer Bilddatei 

festgehalten, die im JPEG-Verfahren abgespeichert wurde. 

 

 

2.5.2 Bildanalyse 

 

Mit Hilfe des Bildanalyseprogramms PiClick Image Analysis, das von Dr. Sven Opitz 

entwickelt wurde und freundlicherweise für diese Arbeit verwendet werden durfte, 

wurde der „Positive stained Cell Index“ (PCI) ermittelt (Opitz, 2001). Der PCI ist 

definiert als der prozentuale Anteil gefärbter Zellkerne an der Gesamtzahl der 

Tumorzellkerne in einem Bildausschnitt. 

Zwei Untersucher werteten unabhängig voneinander mindestens 600 Tumorzellkerne 

pro Schnitt aus (PD Dr. Stefan Krüger, Belinda Oidtmann). 

 

Die als positiv zu wertenden Zellkerne wurden vor der Untersuchung anhand von 

Referenzbildern festgelegt. Nur eindeutige Zellkernanfärbungen wurden als positiv 

berücksichtigt.  Leichte  Zellkernfärbungen  und  reine  Plasmafärbungen  gingen  als 

negativ in die statistische Untersuchung ein. Abbildung 3 zeigt ein Referenzbild, das 

einen Eindruck der als positiv gewerteten Zellkerne  wiedergibt.  
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 Abb. 3: Referenzbild zur Auswertung positiver Zellkerne 
 
 1) eindeutige starke Anfärbung des Zellkerns=positiv; 
 2)  nur leichte Anfärbung des Zellkerns=negativ;  
 3) keine Anfärbung=negativ 
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2.5.3 Statistische Analyse 

 

Alle deskriptiven und inferenzstatistischen Analysen wurden mit dem 

Statistikprogramm SPSS durchgeführt. Folgende Analysemethoden kamen zum 

Einsatz: 

 

Zur Berechnung der Assoziationen zwischen Rad51, p21Waf-1 und Ki67 wurde jeweils 

der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman, sowie der entsprechende 

Signifikanztest   benutzt.   Die   Assoziationen   zwischen   Rad51  und anderen  

kategorial-kodierten Parametern wurden durch die Berechnung von 

Kontingenztabellen bestimmt und mittels entsprechender Chi2-Tests nach Pearson 

auf Signifikanz geprüft. Dafür wurden die Werte für Rad51 in drei verschiedene 

Gruppen eingeteilt, in eine sehr geringgradige bis negative Anfärbbarkeit, wobei 

Rad51 positive Zellkerne weniger als 5% der ausgezählten Zellkerne ausmachten, 

eine moderat positive Expression (Rad51=5-15%) und einen starken Nachweis bei 

Rad51>15%. Diese cut-off-Bereiche zeigten sich bedeutend in vorangegangenen 

Tumoruntersuchungen (Maacke et al., 2000a). 

Um den Einfluß der so gebildeten kategorialen Rad51-Variable auf die progressions- 

und rezidivfreien Überlebensdaten zu überprüfen, wurden jeweils Kaplan-Meier-

Kurven berechnet und dargestellt. Die entsprechende inferenzstatistische Prüfung 

wurde mittels des Log-Rank-Tests durchgeführt. Patienten, bei denen kein Rezidiv 

oder keine Progression des Tumors beobachtet wurde, wurden in diesen Analysen 

nicht berücksichtigt.  

Darüber hinaus wurde der Einfluß der verschiedenen klinisch-pathologischen 

Parameter auf die progressions- und rezidivfreien Daten untersucht. Dafür wurden 

zum einen univariate Cox-Regressionen durchgeführt. Diese statistische Prozedur 

erlaubt, den Einfluß der jeweiligen potentiellen Prognosevariablen unabhängig von 

der Wirkung anderer Variablen auf die Überlebenszeiten zu überprüfen.   

Da die durch diese univariaten Analysen gefundenen Prognosefaktoren aber 

potentiell    miteinander    zusammenhängen    können,    wurden   multivariate   Cox- 
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Regressionen durchgeführt, um voneinander unabhängige Prognosefaktoren 

identifizieren zu können. Bei der multivariaten Cox-Regression wurde die Prüfung 

„schrittweise“ („Vorwärts“- und „Rückwärtsprüfung“) durchgeführt. Das Kriterium zur 

Einführung bzw. zum Ausschluß einer Variablen wurde mit einem p-Wert von 0.1 

angesetzt. Für die im Modell verbliebenen Variablen wurden die Effekte jeweils als 

relative Risiken (RR) und das entsprechende 95%-Konfidenzintervall angegeben. 

 

Die statistische Signifikanzgrenze wurde in allen Analysen auf Alpha=5%  

festgelegt. 
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3 Ergebnisse 

 

Die biologische Aktivität des Harnblasenkarzinoms ist sehr variabel. Die 

Standardprognosefaktoren „Grading“ und „Staging“ reichen nicht aus, um eine 

exakte Vorhersage der Rezidiv- und Progressionswahrscheinlichkeit machen zu 

können. Aus diesem Grunde beschäftigen sich viele medizinisch-wissenschaftliche 

Arbeitsgruppen mit der Identifizierung neuer molekularer Tumormarker und 

versuchen auf diese Weise, die Entwicklung des jeweiligen Harnblasenkarzinoms 

vorhersagbarer zu machen.  

Rad51 ist das für die homologe Rekombination verantwortliche Protein. Es wird in 

einigen Tumoren überexprimiert, Beispiele sind das Pankreaskarzinom (Maacke et 

al., 2000a) und das Mammakarzinom (Maacke et al., 2000b). Bei letzterem konnte 

auch eine positive Korrelation des Rad51-Gehalts mit dem „Tumorgrading“ 

festgestellt werden (Maacke et al., 2000b). Das „Tumorgrading“ ist beim 

Mammakarzinom genau wie beim Harnblasenkarzinom ein Prognosemarker. Ziel 

dieser Arbeit war es herauszufinden, ob Rad51 auch im Harnblasenkarzinom 

vermehrt exprimiert wird und vielleicht als Prognosemarker verwendet werden 

könnte.  

Wie schon beim Mammakarzinom wurden auch in dieser Studie Paraffinschnitte 

immunhistochemisch untersucht. Eingang in die Studie fanden 101 

Harnblasenkarzinompatienten mit „Staging“ pTa und „Grading“ von PUNLMP bis 

„high-grade“ Karzinom. Untersucht wurden neben Rad51 auch der cyclinabhängige 

Kinaseinhibitor p21Waf-1 und der Proliferationsmarker Ki67. p21Waf-1 kann Zellen 

sowohl in der G1-, als auch G2-Phase anhalten. Eine Rad51-Überexpression führt zu 

einer p53-unabhängigen vermehrten Expression von p21Waf-1 (Kremer, 2003). 

Ebenfalls eine p53-unabhängige Korrelation zwischen der Überexpression von 

Rad51 und p21Waf-1 (Raderschall et al., 2002a) fanden Raderschall et al. Eine 

Untersuchung des p21Waf-1-Gehalts der Zellen parallel zu Rad51 erschien somit  

sinnvoll. Als  Kontrast  dazu  wurde  auch  der Proliferationsmarker Ki67  

mituntersucht. Dieses Protein wird nur in proliferierenden Zellen exprimiert. Nachdem 
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die 101 Paraffinschnitte  immunhistochemisch  gefärbt  waren,  wurden  die  positiven  

Zellen ausgezählt. Mindestens 600 Zellen pro Ausschnitt und drei Ausschnitte pro 

Tumor wurden analysiert und die eindeutig positiv gefärbten Zellen in einer 

Prozentzahl der ausgezählten Zellen angegeben. Anschließend wurden diese 

Ergebnisse auf statistische Signifikanz hinsichtlich der Überlebens- bzw. 

Rezidivspanne, sowie einer möglichen Korrelation untereinander bzw. mit den  

tumor- und patientenspezifischen Variablen untersucht.  

 

 

 

3.1 Deskriptive Ergebnisse 

 

3.1.1 Soziodemographische  und biologische Variablen  

 

Von den in der Stichprobe untersuchten 101 Patienten waren 81 männlichen und 20 

weiblichen Geschlechts, das Verhältnis zwischen den Geschlechtern lag also bei 4:1. 

Das Durchschnittsalter lag bei 67 Jahren, und die Altersspannweite reichte von 30 

bis 87 Jahren. 

 

Bezüglich des „Tumorgrading“ wurden die Patienten nach WHO/ISUP 1998 

eingeteilt. Bei 31 Patienten wurde PUNLMP diagnostiziert, bei 48 ein niedriggradiges 

Karzinom („low-grade“) und bei 22 ein hochgradiges Karzinom („high-grade“).  

65 Patienten hatten einen Tumor, der maximal 1 cm groß war, bei 36 Patienten war 

der Tumor größer als 1 cm. 

Hinsichtlich der Tumorfokalität hatten 52 Patienten einen monofokal und 49 

Patienten einen multifokal auftretenden Tumor.  

 

Im Untersuchungszeitraum wurde bei 77 (76,2%) Patienten ein Rezidiv beobachtet, 

bei 29 (28,7%) eine Progression des Tumors zu Stadium pT1 und bei 12 (11,9%) 

eine Tumorprogression zu Stadium pT2.  
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Tabelle 4 gibt einen Überblick über die Patientenverteilung hinsichtlich 

tumorrelevanter und soziodemographischer Variablen. 
 

 
 

 

 

 
„Tumorgrading“  LMP  31 (30.7%) 
   „low-grade“ 48 (47.5%) 
   „high-grade“ 22 (21.8%) 
 
 

Alter   ≤ 67 Jahre  51 (50.5%) 
  > 67 Jahre 50 (49.5%) 

 
 

Geschlecht  Männer  81 (90.2%) 
    Frauen  20 (  9.8%) 

 
 

Tumorgröße ≤ 1cm  65 (64.3%) 
    > 1cm  36 (35.7%) 
 
 

Tumorfokalität Monofokal 52 (51.5%) 
    Multifokal 49 (48.5%) 
 
 

Tumorrezidiv Nein  24 (23.8%) 
    Ja  77 (76.2%) 
 
 

Progression  Nein  72 (71.3%) 
zu pT1   Ja  29 (28.7%) 
 
 

Progression  Nein  89 (88.1%) 
zu pT2    Ja  12 (11.9%) 
 

 

 

Tab. 4: Patientenverteilung bei tumorrelevanten und soziodemographischen 
Variablen in der Studie 

 
Anzahl der Patienten: 101 
 

 

 

 

 

 

0 20 40 60 80 100
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3.1.2 Rad51, Ki67,  p21Waf-1 

 

Die Proteine Rad51, Ki67 und p21Waf-1 wurden immunhistochemisch gefärbt (siehe 

Patienten und Methoden 2.3) und anschließend die positiv gefärbten Zellen mit Hilfe 

des Programms PiClick ausgezählt. Dieses von Dr. Sven Opitz geschriebene 

Bildanalyseprogramm durfte freundlicherweise für diese Arbeit verwendet werden 

(Opitz, 2001).    

Die immunhistochemische Färbung mit dem monoklonalen anti-Rad51 Antikörper 

1G8 war bei allen 101 Fällen erfolgreich. Der Median der Rad51 positiven 

Tumorzellen lag bei 9,5%, der geringste Wert bei 1,1%, der größte zeigte eine 

deutliche Rad51-Überexpression von 37,2%.  

Ebenso war der Ki67-Index bei allen 101 Personen nachzuweisen. Auch hier zeigte 

sich der Median mit einer Ki67-Expression von 12,9%, der geringste Wert lag bei 

2,7% und der größte bei 51,0% positiv auf Ki67 anfärbbarer Zellen.  

Dagegen war ein immunhistochemischer Nachweis von p21Waf-1 nur bei 72 Personen 

möglich. Hier lag der Median bei 5,2%, der niedrigste Wert bei 0,3% und der höchste 

zeigte wiederum eine deutliche  p21Waf-1-Überexpression von 36,1%. Tabelle 5 zeigt 

einen Überblick über den immunhistochemischen Nachweis von Rad51, p21Waf-1 und 

Ki67. Abbildung 4 kann man einen beispielhaften Überblick über die 

Färbeergebnisse der nachgewiesenen Proteine in unterschiedlichen „Gradingstufen“ 

entnehmen. 
 

 

 

Anzahl der Patienten (n) Median 

% 

Minimum 

% 

Maximum 

% 
     
Rad51  101  9,5  1,1  37,2 
     
Ki67  101  12,9  2,7  51,0 
     
p21Waf-1    72    5,2  0,3  36,1 

 

 Tab. 5: Übersicht  immunhistochemischer  Nachweis  von  Rad51,  
  Ki67  und  p21Waf-1 
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 Abb. 4:  Überblick der Färbeergebnisse von Rad51, p21Waf-1 und Ki67 in 

unterschiedlichen „Gradingstufen“ 
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3.2 Inferenzstatistische Ergebnisse 

 

3.2.1 Zusammenhang zwischen klinischen Parametern 

 und Rad51-Expression 

 

Die Rad51-Überexpression wurde in drei Gruppen aufgeteilt, in eine niedrige (bis zu 

5%), moderate (5% bis 15%) und starke (über 15%) Überexpression. In der  Tabelle 

6 sind die Verteilungen der jeweiligen klinisch-pathologischen Variablen dieser drei 

Gruppen sowie die Ergebnisse der inferenzstatistischen Tests aufgeführt. 

 

Das „Tumorgrading“ mit einem p-Wert von 0,002 korreliert signifikant mit der Rad51-

Überexpression. Die meisten LMP, die in dieser Studie am wenigsten malignen 

Tumoren, finden sich in der Gruppe des niedrigen Rad51-Gehalts, während die 

meisten „high-grade“, also die hochmalignen Tumoren sich bei der Gruppe der hohen 

Rad51-Überexpression finden. Auch der Ki67-Index mit einem p-Wert von 0,0001 

korreliert signifikant mit der Rad51-Überexpression.  

Ebenso zeigen die Progressionen zu einem pT1 (p-Wert von 0,0001) und pT2-Tumor 

(p-Wert von 0,001) Signifikanz hinsichtlich der Rad51-Überexpression. 
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Tab. 6:  Klinisch-pathologische Parameter in Korrelation zur Rad51-Expression 
 
Signifikante Korrelationen  wurden fett  gedruckt 
* p21Waf-1–Färbung war nur in 72 Fällen möglich  
 
 
 

 

 

 

Parameter Anzahl  
<5% 

Rad51 
5-15% 

 
>15% 

 

p-Wert 

Alter      
  ≤ 67 Jahre 51 (50.5%) 16 24 11 0.711 
  > 67 Jahre 50 (49.5%) 13 23 14  
      

Geschlecht      
  Männlich 81 (90.2%) 21 38 22 0.354 
  Weiblich 20 (  9.8%)   8   9   3  
      

„Tumorgrading“      
  LMP 31 (30.7%) 16 13   2 0.002 
 „low-grade“ 48 (47.5%) 10 25 13  
 „high-grade“ 22 (21.8%)   3   9 10  
      

Tumorgröße      
  ≤ 1cm 65 (64.3%) 20 28 17 0.643 
  > 1cm 36 (35.7%)   9 19   8  
      

Tumorfokalität      
  Monofokal 52 (51.5%) 20 20 12 0.075 
  Multifokal 49 (48.5%)   9 27 13  
      

p21Waf-1 *      
  ≤ 5% (Median) 36 (50.0%) 12 16   8 0.710 
  > 5% 36 (50.0%)   9 19   8  
      

Ki67       
  ≤ 13% (Median) 50 (49.5%) 24 22   4  0.0001 
  > 13% 51 (50.5%)   5 25 21  
      

Tumorrezidiv     
  Nein 24 (23.8%) 10 11   3 0.153 
  Ja 77 (76.2%) 19 36 22  
      

Progression zu pT1     
  Nein 72 (71.3%) 27 36   9  0.0001 
  Ja 29 (28.7%)   2 11 16  
      

Progression zu pT2     
  Nein 89 (88.1%) 29 43 17  0.001 
  Ja 12 (11.9%)  0   4   8  
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3.2.2 Überlebenszeitanalysen:  

  uni- und multivariate Cox-Regressionsanalyse  

 

Um den Einfluß von Rad51 sowie der klinischen und demographischen Parameter 

auf die Entwicklung des Harnblasenkarzinoms zu überprüfen, wurden zunächst 

univariate Cox-Regressionen durchgeführt. Hier wurden die genannten Variablen mit 

der rezidivfreien Überlebenszeit, der pT1-progressionsfreien Überlebenszeit und der 

pT2-progressionsfreien Überlebenszeit in statistischen Zusammenhang gesetzt. 

Rad51 wurde in diesen Analysen als kontinuierlich und als kategorial-kodierte 

Variable (normale, moderate und starke Expression, vgl. Kap. 3.2.1) einbezogen. 

 

Tabelle 9 im Anhang können die Ergebnisse der univariaten Cox-

Regressionsanalyse entnommen werden. 

 

Es zeigt sich, daß bezüglich des rezidivfreien Überlebens das „Grading“ (p=0,006) 

und die Rad51-Überexpression (sowohl als kontinuierlich gemessene [p=0,002], als 

auch als kategorial-kodierte Variable [p=0,005]) als signifikante Prognosefaktoren 

ausgewiesen werden konnten. Ein höheres „Grading“ sowie eine stärkere Rad51-

Überexpression gehen mit einem höheren Rezidivrisiko einher. Die gleichen 

signifikanten Effekte können in diesen Variablen für das pT1- („Grading“: p=0,0001; 

Rad51 [kontin.]: p=0,0001; Rad51 [kateg.]: p=0,0001) und  für  das  pT2-

progressionsfreie Überleben („Grading“: p=0,005; Rad51 [kontin.]: p=0,0001; Rad51 

[kateg.]: p=0,001) ausgewiesen werden.  

Der Variable Ki67 konnte ebenfalls für das pT1- (p=0,001) und für das pT2-

progressionsfreie Überleben (p=0,034) prognostische Signifikanz zugesprochen 

werden. Auch hier führt eine ausgeprägtere Ki67-Überexpression zu einem höheren 

Tumorprogressionsrisiko.  

 

Darüber hinaus konnte lediglich für die Variable Alter ein bedeutender Effekt 

bezüglich des  pT1-progressionsfreien  Überlebens (p=0,040)  dahingehend  ermittelt 

 



Ergebnisse 
 

 46 

 
 

werden,   daß   ein    höheres   Alter   ein    erhöhtes    Progressionsrisiko    bedeutet.  

Alle anderen potentiellen Prognosevariablen zeigten keine statistische Signifikanz  

in dieser Untersuchung. 

 

Die dargestellten Ergebnisse der univariaten Cox-Analysen geben jedoch lediglich 

an, ob den entsprechenden Variablen prognostische Relevanz zukommt, wenn alle 

anderen Variablen nicht beachtet werden. Mit weiteren multivariaten Cox-

Regressionen sollte daher überprüft werden, welchen Parametern prognostische 

Signifikanz zugesprochen werden kann, wenn alle Parameter zusammen betrachtet 

werden. In Tabelle 9 im Anhang sind ebenfalls die Ergebnisse der multivariaten Cox-

Regressionsanalysen aufgeführt. 

 

Lediglich die Variable Rad51 konnte in allen drei Analysen als signifikanter 

unabhängiger Prognosefaktor identifiziert werden. Als kontinuierlicher Parameter 

zeigte Rad51 einen p-Wert von 0,008 beim rezidivfreien Überleben, 0,001 beim pT1-

progressionsfreien Überleben und 0,002 beim pT2-progressionsfreien Überleben. 

Dem „Grading“ konnte nur für das rezidivfreie Überleben mit einem  

p-Wert von 0,014 und für das pT1-progressionsfreie Überleben mit einem p-Wert von 

0,0001 Signifikanz zugesprochen werden. 

 

Die nachfolgend dargestellten Kaplan-Meier-Kurven (Abb. 5 - 7) verdeutlichen den 

signifikanten Zusammenhang zwischen Rad51 und rezidivfreiem Überleben,  pT1-  

und pT2-progressionsfreiem Überleben.  
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Aus den Kaplan-Meier-Überlebenskurven können die Zeiten bis zum Eintritt eines 

Rezidivs bzw. bis zum Versterben des Patienten jeweils in Abhängigkeit der 

kategorial-kodierten Variable Rad51 entnommen werden. 

 

 

Abb. 5: Kaplan-Meier-Kurve: Zeitspanne bis zur pT1-Progression in Abhängigkeit  
von der Rad51–Expression 

 
._ _ = Rad51 <5%; .___ = Rad51=5-15% _______ = Rad51 >15% 
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Abb. 6: Kaplan-Meier-Kurve: Zeitspanne bis zur pT2-Progression in Abhängigkeit 
von der Rad51-Expression; 

 
 ._ _ = Rad51 <5%; .___ = Rad51=5-15% ;______ = Rad51 >15% 

 

 

Abb. 7: Kaplan-Meier-Kurve: Zeitspanne bis zum Auftreten eines Rezidivs in 
Abhängigkeit von der Rad51-Expression;   

 
._ _  = Rad51 <5%;  .___ = Rad51=5-15%;  _______ = Rad51 > 15% 
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Die Abbildungen enthalten Überlebenskurven, die nach der Methode von Kaplan-

Meier berechnet wurden. Bei der Kaplan-Meier-Methode werden nach Eintritt eines 

vorher definierten Ereignisses (z. B. „Auftreten eines Rezidivs“ bei einem Patienten) 

für die restlichen Personen der Stichprobe die Wahrscheinlichkeiten, daß das 

Ereignis bei ihnen nicht eintritt („Überlebenswahrscheinlichkeiten“), neu berechnet. 

Diese Berechnungen können auch für unterschiedliche Personengruppen 

durchgeführt und die Ergebnisse in entsprechenden Schaubildern veranschaulicht 

werden. Die so entstandenen „Überlebenskurven“ der verschiedenen Gruppen 

können mit dem Log-Rank-Test auf statistisch signifikante Unterschiede in der 

Überlebenszeit getestet werden. Die Ergebnisse der durchgeführten Log-Rank-Tests 

können ebenfalls den Abbildungen 5 - 7 entnommen werden. 

Sowohl für die Progression zu einem pT1, als auch pT2 Tumor gilt, daß Patienten mit 

einer Rad51-Expression unter 5% die längste progressionsfreie Überlebenszeit 

haben (Siehe Abb. 5 und 6). Im Durchschnitt die kürzeste rezidivfreie Überlebenszeit 

haben Patienten, deren Tumor >15% Rad51 exprimiert, wie man Abbildung 7 

entnehmen kann. Die dazu durchgeführten Log-Rank-Tests bestätigen, daß die 

Zugehörigkeit zu einer der drei verschiedenen kategorial-kodierten Rad51-Gruppen 

sowohl auf das rezidivfreie Überleben (p=0,0013), als auch auf das pT1- (p<0,00001) 

und pT2-progressionsfreie Überleben (p=0,0004) einen statistisch signifikanten 

Einfluß ausübt. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Diskussion 
 

 50 

 

 

4 Diskussion 

 

4.1 Das Harnblasenkarzinom im Überblick 

 

Harnblasenkarzinome weisen im Vergleich zu anderen Tumoren eine überaus große 

biologische Variabilität hinsichtlich Progressionsrate und Prognose auf. Eine hohe 

Rate an lokalen Rezidiven und das häufig multifokale Wachstum sind kennzeichnend 

(Souchon, 2003). Die Rezidivrate bei Patienten mit oberflächlichem 

Harnblasenkarzinom liegt bei 60-80% innerhalb von vier Jahren nach kompletter 

Resektion, ein Viertel dieser Tumoren ist, abhängig vom „Grading“ und „Staging“ des 

Primärtumors, zusätzlich progressiv (Stein et al., 1998b). Das maligne Potential des 

Harnblasenkarzinoms ist also sehr groß und die Heterogenität ein Kennzeichen für 

dieses Karzinom.  

Entscheidend für die Prognose und damit für die Therapiewahl ist das „Tumor-

grading“ und „–staging“. Eine konventionelle histopathologische Beurteilung 

hinsichtlich „Grading“ und „Staging“ eines Harnblasenkarzinoms reicht aber nicht 

aus, um eine genaue Vorhersage des biologischen Verhaltens des Tumors zu 

erhalten (Williams und Stein, 2004). Die Beurteilung des „Grading“ ist oft von der 

Erfahrung und persönlichen Einschätzung des untersuchenden Pathologen abhängig 

und variiert daher entsprechend (Schapers et al., 1994). Somit besteht die 

Notwendigkeit, verläßliche Tumormarker für das Harnblasenkarzinom zu 

identifizieren (Ozen und Hall, 2000). Neben den Standarduntersuchungen wie 

Harnzytologie und Blasenzystoskopie sollen Tumormarker die Entscheidung über Art 

und Abstand der Nachuntersuchungen erleichtern und verfeinern. Diese 

Tumormarker sollen also helfen, eine eindeutigere Prognose für Tumoren entwickeln 

zu können und werden dann als Prognosemarker bezeichnet. Klinisch  

einsetzbare  molekulare Prognosemarker können dazu beitragen, individuelle  

Therapieentscheidungen zu treffen. Diese basieren auf der dank der Marker besser 

vorhersehbaren biologischen Evolution des Tumors. 
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Im Moment existiert kein aussagefähiger Prognosemarker beim Harnblasenkarzinom 

(Kausch und Bohle, 2002). Ein denkbarer Prognosemarker ist Rad51, das für die 

homologe Rekombination bei Doppelstrangbrüchen verantwortliche Protein.  

In den letzten Jahren zeigte sich, daß dieser zentrale Faktor der homologen 

Rekombination einen wichtigen Beitrag in der Erhaltung der genomischen Integrität 

der Zelle leistet (Lambert und Lopez, 2000). Das 36,9 kDa große Protein hat sein 

Gen auf dem langen Arm des Chromosoms 15 (Takahashi et al., 1994).  

Hinweise auf eine mögliche Prognosemarkerqualität dieses Proteins gaben unter 

anderem zwei Studien am Pankreas- und Mammakarzinom. In der Studie am 

Pankreaskarzinom zeigte sich eine Rad51-Überexpression in 66% der untersuchten 

Proben (Maacke et al., 2000a). Eine Korrelation zwischen dem „Grading“ und einer 

Überexpression von Rad51 konnte in der Studie am sporadischen  Mammakarzinom  

nachgewiesen  werden   (Maacke et al., 2000b).  

Die hier vorliegende Arbeit gibt Aufschluß darüber, inwieweit Rad51 beim 

Harnblasenkarzinom als Tumormarker genutzt werden kann. 

 

 

 

4.2 Methodenanalyse 

 

4.2.1 Umfang der Studie 

 

Die histopathologische Klassifikation von Harnblasenkarzinomen erfolgte bisher 

mittels „Grading“ und  „Staging“ der Tumoren und bildete somit die Grundlage für  

die Auswahl der Studienteilnehmer. Um die Ergebnisse einer Studie mit den 

Aussagen anderer Studien vergleichen zu können, muß man die Einschlußkriterien 

der jeweiligen Studie kennen. Einschlußkriterien einer Studie sind die Kriterien, die 

ein Tumor erfüllen muß, um in der Studie berücksichtigt zu werden. Wichtig ist auch 

die der jeweiligen Studie zugrunde gelegten „Grading“- und „Staging“-Einteilungen zu 

beachten. Für das Harnblasenkarzinom werden verschiedene „Grading“-Einteilungen  
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benutzt und auch die Einschlußkriterien hinsichtlich des „Staging“-Stadiums sind bei 

den verschiedenen Studien nicht einheitlich. Somit können vordergründig 

widersprüchliche Ergebnisse durch unterschiedliche Studien-Zusammensetzungen 

begründet sein. Ein aussagekräftiger Vergleich von Ergebnissen ist also nur unter 

Studien mit den gleichen Einschlußkriterien möglich.  

 

4.2.1.1 „Grading“ in dieser Studie 

 

In dieser Studie wurden nur „papillary urothelial neoplasm of low malignant potential” 

(PUNLMP), „low-grade“ und „high-grade“ Harnblasenkarzinome berücksichtigt.  

 

Entsprechend der auf Seite 17-19 beschriebenen „Grading“-Einteilung wurden in 

dieser Studie 31 Tumoren als PUNLMP, 48 Tumoren als niedriggradig und 22 

Tumoren als höhergradig eingestuft.   

 

Die Zusammensetzung des Kollektivs bezogen auf das „Grading“ erfolgte rein 

zufällig. Beim Vergleich mit anderen Studien, in denen die WHO/ISUP „Grading“-  

Einteilung verwendet wurde, kann man eine große Übereinstimmung dieser Studien  

hinsichtlich der Zusammensetzung des Kollektivs feststellen.  

 

Desai et al. untersuchten 112 Patienten, wobei 8 zum „Grading“ PUNLMP gehörten, 

42 zum „low-grade“ Harnblasenkarzinom und 62 zum „high-grade“ 

Harnblasenkarzinom (Desai et al., 2000).  In  einer weiteren  Studie an 363 Patienten  

fanden sich überwiegend niedriggradige Harnblasentumoren, gefolgt von den 

hochgradigen Tumoren und den PUNLMP (Holmang et al., 2001). Alsheikh et al. 

beschränkten ihre Studie auf den Unterschied zwischen PUNLMP und dem 

niedriggradigen Harnblasenkarzinom, wobei letzteres in dieser Studie überwog 

(Alsheikh et al., 2001). Einen Überblick verschafft Tabelle 7. 
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n 

 

PUNLMP 

 

 

 

„LOW-

GRADE“ 

 

 

„HIGH- 

GRADE“ 

 

 
Desai et al., 2000 
 

      
     112 

         
        8 

      
      42 

       
      62 

 

Alsheikh et al., 
2001 
 

        
       49 

       
      20 

      
      29 

        
       - 

 

Holmang et al., 
2001 
 

      
     363 
 

       
      95 
 

    
    160 

     
    108 

 

Vorliegende 
Studie 
 

      
     101 

       
      31 

      
      48 

       
      22 

 

 

 Tab. 7: Verteilung  des  histologischen  „Gradings“  gemäß  WHO/ISUP–
Einteilung in verschiedenen Studien zum Harnblasenkarzinom 

 
 n:   Studienumfang  
 PUNLMP: „papillary  urothelial  neoplasm of  low malignant potential“  
 

 

Somit kann man also von einer repräsentativen Studienzusammensetzung 

ausgehen.  

 

 

 

4.2.1.2 „Staging“ und Einschlußkriterien von Studien 

 

Bei Harnblasenkarzinomen wird das „Staging“ mittels der pTNM-Klassifikation 

vorgenommen (siehe auch Einleitung 1.4.1).  
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nicht-muskelinvasive Harnblasenkarzinome  
 

 

pTa - nicht invasiv 

pCis - Carcinoma in situ 

pT1 - Infiltration des subepithelialen Bindegewebes 

 

 

 
invasive Harnblasenkarzinome 
 
 

pT2 - Infiltration der Musucularis propria 

pT3 - Infiltration über die Musucularis hinaus 

 

 

 Tab. 8: Überblick über die „Staging“-Einteilung der  
Harnblasenkarzinome 

 

 

 

Wichtig im Hinblick auf die Studieneinteilung ist die Definition der Einschlußkriterien, 

das heißt die Festlegung der Kriterien, die ein Tumor erfüllen muß, um in der Studie 

berücksichtigt zu werden.  

 

In der hier vorliegenden Studie wurden nur pTa Tumoren untersucht. Auch pT1 wird 

immer noch von vielen Arbeitsgruppen als „oberflächliches Karzinom“ bezeichnet 

(Siehe Tabelle 8 und  Einleitung 1.4.1). Sobald allerdings die Lamina propria erreicht 

ist, haben diese Patienten ein erhöhtes Risiko eines invasiven Karzinoms (Abel et al., 

1988; Epstein, 2003),  d. h.  pT1-Tumoren zeigen  sich  häufiger  progressiv  als pTa- 

 



Diskussion 
 

 55 

 
 

Tumoren (Heney et al., 1983). Ein Einschluß von pTa und pT1–Tumoren in einer 

Studie führt also zu einer inhomogenen Patientengruppe, obwohl beide Tumoren in 

einer Gruppe zusammengefaβt werden. Somit wird also die mögliche Aussagekraft 

eines Prognosemarkers verfälscht, da zwei in ihrem Progressionsverhalten 

unterschiedliche Tumoren als Einheit gesehen werden.  

Einige Studien schließen auch Carcinoma in situ (Cis)-Patienten ein. Obwohl Cis 

eher flach sind, gehören sie zu den aggressiveren Tumoren in der Harnblase 

(Epstein, 2003). Schließt man Cis in Studien von nicht-invasiven 

Harnblasenkarzinomen ein, muß man wieder mit einer Inhomogenität der 

Patientengruppe rechnen, was bei der Studienanalyse zu berücksichtigen ist.  

Desweiteren muß man die Unterschiede in der Definition der Progression des 

Tumors in den unterschiedlichen Studien beachten, um einen korrekten Vergleich 

von Studienergebnissen anstellen zu können. Während einige Studien nur eine 

Progression von pTa nach pT1 einschließen, ist für andere das Fortschreiten des 

Tumors nach pT2 Voraussetzung für den Eingang in die Studie. Manchmal wird auch 

eine Veränderung im „Grading“ als Progression gewertet (Epstein, 2003). Daher sind 

Vergleiche von Studien am Harnblasenkarzinom nicht einfach. 

 

Immer noch werden unterschiedliche Einteilungen nebeneinander verwendet und die 

Einschlußkriterien variieren doch stark. Will man die unterschiedlichen 

Studienergebnisse   vergleichen,   muß   man   also  zuerst  die  zugrunde   gelegte 

„Grading“-Einteilung, sowie die Einschlußkriterien, die für die Studie gelten, 

beachten.  

 

 

4.2.2 Objektivität, Reliabilität und Validität der Methodik 

 

Die Spezifität des in der hier vorliegenden Studie verwendeten Primärantikörpers ist 

im Westernblot (Buchhop et al., 1996) dokumentiert worden. Auch in dieser Studie 

konnte   die   Spezifität   durch   ein   Ersetzen   des   Erstantikörpers    durch    einen 
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unspezifischen Maus-IgG-Antikörper bestätigt werden. 

Die Sensitivität wurde durch Anpassung der verschiedenen Protokollparameter wie 

die Konzentration und Einwirkdauer des Primärantikörpers erreicht, so daß Zellen mit 

einem normalen Gehalt an Rad51 gerade kein Färbesignal mehr lieferten.  

Exakte Abarbeitung des Färbeprotokolls und konstante Versuchsbedingungen über 

den gesamten Zeitraum der Studie sicherten die erreichte Sensitivität und Spezifität, 

Kontrollfärbungen bestätigten die Reliabilität der Versuchsanordnung. Die 

Auswertung der Färbungen erfolgte durch zwei unabhängige Untersucher (PD Dr. 

Stefan Krüger, Belinda Oidtmann).  

 

 

 

4.3  Studienergebnisse  

 

Will man dem „Geheimnis (...) Krebs“ (Cabanne et al., 2000) näher kommen, muß 

man die molekularen Mechanismen der Krebsentstehung verstehen. Einen Überblick  

über  die  Kenntnisse   bezüglich  der  molekularen  Mechanismen  der Tumorgenese 

verschafft die von Hanahan und Weinberg verfaßte Zusammenfassung der von 

Tumorzellen im Laufe ihrer Entwicklung erworbenen Eigenschaften.   

 

Tumorzellen werden im Verlauf der Tumorentstehung unempfindlich gegenüber 

wachstumsinhibierenden Signalen und können sich unabhängig von 

Wachstumsfaktoren teilen. Mechanismen werden entwickelt, die die Apoptose, den 

programmierten Zelltod, unterbinden. Maligne Tumorzellen haben die Eigenschaft, 

sich unlimitiert zu teilen. Sie bilden neue Blutgefäße und decken so ihren Bedarf an 

Sauerstoff und Nährstoffen. Die Fähigkeit zu invasivem und destruktivem Wachstum 

und zur Metastasierung sind weitere Kennzeichen für maligne Tumorzellen (Hanahan 

und Weinberg, 2000). 
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Der für die Zelle wohl gefährlichste DNA-Schaden ist ein Doppelstrangbruch (DSB) 

der DNA (Khanna und Jackson, 2001). Chemotherapeutika, Sauerstoffradikale, 

mechanischer Streß von Chromosomen und ionisierende Strahlung können einen 

DSB verursachen. Einerseits kann ein einziger DSB ausreichend sein, um die 

betroffene Zelle durch Apoptose oder Geninaktivierung zu töten. Andererseits kann 

eine fehlerhafte DSB-Reparatur eine Translokation oder Deletion verursachen und so 

beispielsweise Tumorsuppressorgene inaktivieren, was wiederum die Entstehung 

von Neoplasien fördern kann (Baumann und West, 1998; Khanna und Jackson, 

2001). 

 

Die homologe Rekombination ist ein Mechanismus zur Reparatur eines DSB. In 

eukaryotischen Zellen ist das Rekombinationsprotein Rad51 essentiell an der 

homologen Rekombination beteiligt.  

 

 

4.3.1 Die Bedeutung von Rad51  

 

Die Reparatur von DNA-Schäden wie zum Beispiel einem DNA-DSB ist essentiell um 

die genomische Integrität einer Zelle zu erhalten. Wird ein DSB nur ungenügend 

repariert, führt dies zu chromosomaler Instabilität, was ein Zeichen für maligne Zellen 

ist (Gee und Harris, 1979; Hoeijmakers, 2001). Demzufolge können also eine 

Mißfunktion von DSB-Reparatur und homologer Rekombination zu Malignität führen 

(Abel et al., 1988; Vogelstein et al., 1990; Levine, 1997).  

 

Das 37 kDa große Rad51-Protein ist in Säugerzellen maßgeblich an der homologen 

Rekombination beteiligt. Diese ist für einige Zellfunktionen wie Reparatur von DSB 

und blockierter Rekombinationsgabeln, die Verteilung der Chromosomen in der 

Meiose und die Durchmischung des Erbgutes durch Austausch homologer 

Chromosomenabschnitte verantwortlich (Abel et al., 1988; Knippers, 1997; Bishop 

und Schiestl, 2000).  
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Die höchsten Rad51-Spiegel sind in der S- und G2-Phase des Zellzyklus 

nachweisbar, d. h. der Rad51 Gehalt unterliegt Schwankungen in verschiedenen 

Phasen des Zellzyklus (Yamamoto et al., 1996). Immunhistochemisch positive 

Tumorzellen enthalten aber deutlich mehr Rad51 als von zellzyklusabhängigen 

Schwankungen zu erwarten ist (Maacke et al., 2000b). Zum Zeitpunkt der beiden 

Zellzyklus-„Checkpoints“ G1 und G2 ist die Rad51-Konzentration also am höchsten. 

Dies unterstreicht die DNA-Reparatur-Funktion von Rad51 (Yamamoto et al., 1996). 

 

Die genauen Regulationsmechanismen des Rad51-Gehalts im Zellzyklus sind noch 

weitgehend unbekannt. Die Steuerung von Produktion, Aktivität und Abbau von  

Rad51 sind nur teilweise  verstanden.  Slupianek  et al. zeigten,  daß STAT5  

(Signal transducer and activator of transcription 5) notwendig für eine FTK-abhängige 

(Fusionstyrosinkinase wie z. B. BCR/ABL) Hochregulation von Rad51 ist (Slupianek 

et al., 2002). Die Autoren begründeten erhöhte Rad51-Level mit einer STAT5-

abhängigen Transaktivierung des Rad51-Gens und andererseits einer Reduzierung 

der Rad51-Spaltung durch Caspase-3 (Slupianek et al., 2001). Gemäß Slupianek et 

al. unterstützt BCR/ABL Interaktionen des Bloom-Proteins (BLM) mit Rad51, wobei 

eine gemeinsame Überexpression der beiden Proteine in normalen  Zellen  eine  

Medikamentenresistenz  verstärkt  (Slupianek et al., 2005).   

Die Rad51-Expression scheint sehr genau kontrolliert zu sein. Es bestehen 

zahlreiche Interaktionen des Rad51-Proteins mit Zellzyklusregulatoren und 

Tumorsuppressoren wie p53 (Sturzbecher et al., 1996; Buchhop et al., 1997) oder  

BRCA1 (Scully et al., 1997b) und BRCA2 (Sharan et al., 1997). Dies gibt  

wiederum Hinweise auf die Wichtigkeit der exakten Regulierung von Rad51 und 

damit auch der zentralen Bedeutung dieses Proteins.  

p53 ist bei der Untersuchung des Harnblasenkarzinoms ein besonders interessanter 

Parameter. Dieser Tumorsuppressor wird unter anderem für die Tumorprogression 

und die Entstehung des Carcinoma in situ (Cis) im Harnblasenkarzinom 

mitverantwortlich gemacht (Knowles, 1995). 

Der Tumorsuppressor  p53  hat eine zentrale Funktion in der Kontrolle des Zellzyklus  
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(Lane, 1992). Dieses Protein ist in der Lage, die Transkription einer Vielzahl von 

Genen zu aktivieren oder zu inhibieren (el-Deiry et al., 1992; Jackson et al., 1993). 

Ziel ist ein Zellzyklusarrest, um so bei vorliegenden DNA-Schäden die DNA-

Reparatur zu ermöglichen oder bei irreparablen Schäden die Apoptose einzuleiten 

(Kuerbitz et al., 1992). 

 

p53 bindet direkt an Rad51 (Sturzbecher et al., 1996; Buchhop et al., 1997). De 

Toledo et al. fanden heraus, daß der Rad51-Gehalt der Zellen nach Bestrahlung p53-

abhängig vermindert werden kann (de Toledo et al., 1998). Andererseits wurden 

erhöhte Rad51-Spiegel in Zellen mit mutiertem p53 beobachtet (Magnusson et al., 

2000). p53-Mutationen findet man sehr häufig in den verschiedensten Tumoren  

(Hollstein et al., 1991). Auch die in dieser Studie gefundene  Rad51-Überexpression 

könnte also durch mutiertes p53 erklärbar sein. 

 

In der hier vorliegenden Studie wurde der p53-Gehalt in den Tumoren und das 

Vorliegen einer p53 Mutation nicht untersucht. 

Hinweise auf eine Zusammenarbeit von Rad51 und p53 zeigten sich in weiteren 

Studien. Zink et al. fanden eine teilweise Überlappung von Rad51- und p53-Foci 

(Zink et al., 2002).  Yang et al.  bestätigten eine  Kolokalisation  von  Rad51 und  p53  

nach DNA-Schaden (Yang et al., 2002). Auch andere Autoren konnten die direkte 

Interaktion von Rad51 und p53 bestätigen (Henning und Sturzbecher, 2003; Linke et 

al., 2003; Sengupta und Harris, 2005). 

 

Folgestudien könnten eine Untersuchung der p53-Expression mit einschließen, um 

so weitere Hinweise auf die p53-Rad51-Interaktion zu bekommen.  

 

Auch Mutationen im Rad51-Gen wurden als Ursache für eine Rad51-Überexpression 

diskutiert. Bisher konnten solche allerdings nur vereinzelt nachgewiesen werden. 

Kato et al. wiesen bei zwei Mammakarzinompatientinnen eine Mutation im Exon 6 

von  Rad51 nach.  Ein  Einfluß  dieser  Mutation  auf  die  Rad51-Expression  ist nicht 
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beschrieben (Kato et al., 2000). Dies ist bisher die einzige Studie mit einer Mutation 

in der kodierenden Region von Rad51.  

Weitere Erklärungen für die Ursache eines vermehrten Rad51-Gehalts sind eine 

verlängerte Proteinhalbwertszeit oder Polymorphismen in der Promotorregion mit 

daraus folgender Änderung in der Genexpression (Wang et al., 2001). Definierte  

Start-Sequenzen eines Gens leiten die mRNA-Synthese ein. Die Transkriptionsrate 

und damit die Expression eines Proteins können durch Mutationen, Polymorphismen 

und Methylierung dieser Gensequenzen beeinflußt werden. Ein Polymorphismus der 

Promotorregion wurde für Rad51 beschrieben. Wobei für Frauen, die zusätzlich eine 

Keimbahnmutation des BRCA2-Gens aufweisen, ein erhöhtes Brustkrebsrisiko zu 

resultieren scheint (Levy-Lahad et al., 2001). Da das Untersuchungskollektiv aber zu 

klein war, können keine definitiven  Aussagen hierüber gemacht werden. In 

Mammakarzinomen konnten Schmutte et al. keine Methylierungen der  

Rad51 Start-Sequenz nachweisen (Schmutte et al., 1999). Wie diese beiden 

Ergebnisse belegen, gibt es keine eindeutigen Hinweise hinsichtlich veränderter 

Gensequenzen bei Rad51.  

Hasselbach et al. konnten drei verschiedene Cis-Sequenzen in der Rad51- 

Promotorregion identifizieren. Eine Cis-Sequenz ist für die basale Rad51-Expression 

zuständig, die anderen beiden limitieren die Rad51-Expression auf ein niedriges 

Niveau. Die Autoren kommen zum Schluß, daß eine Charakterisierung der Bindung 

von Transkriptionsfaktoren helfen kann, hohe Rad51-Expressionsniveaus in Tumoren 

zu erklären (Hasselbach et al., 2005).  

 

Eine reduzierte Rad51-Expression wurde in einer Studie am sporadischen 

Mammakarzinom beschrieben (Yoshikawa et al., 2000). Keiner der etablierten 

Tumormarker wie „Grading“ und Nodalstatus korrelierte mit der immunhistochemisch 

nachgewiesenen Reduktion des Rad51-Niveaus in 30% der untersuchten 

Karzinome.  

Ein Erklärungsversuch für die Diskrepanz der Ergebnisse, Überexpression von 

Rad51     einerseits    und    reduzierte    Rad51-Expression    andererseits,    ist    die 
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unterschiedliche Sensitivität der immunhistochemischen Verfahren. Yoshikawa et al. 

verwenden einen polyklonalen Antikörper gegen Rad51. Polyklonale Antikörper 

erkennen mehrere verschiedene Epitope und sind damit für fixationsbedingte  

Maskierungen von Antigenen weniger anfällig. Daher haben diese Antikörper an 

fixierten, paraffinierten Geweben eine höhere Sensitivität (Noll und Schaub-Kuhnen, 

2000a). Desweiteren spielen auch die Antikörperkonzentration und die 

verschiedenen Demaskierungsverfahren eine Rolle.   

 

Der Rad51-Gehalt der Zellen wurde schon in einigen Karzinomarten untersucht. Eine 

vergleichbare Studie am Harnblasenkarzinom liegt im Moment nicht vor. In einer 

Studie am Pankreaskarzinom fand sich eine erhöhte Rad51-Expression (Maacke et 

al., 2000a). Darüber hinaus konnte in einer Pilotstudie am Mammakarzinom  

eine positive Korrelation des Rad51-Gehaltes mit dem „Tumorgrading“ festgestellt 

werden (Maacke et al., 2000b). In einer erst kürzlich ver-  

öffentlichten Studie am nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom konnte Rad51 als 

unabhängiger Prognosemarker für das Überleben nachgewiesen werden (Qiao et al., 

2005).  

In der hier vorliegenden Studie wurde wiederum eine Korrelation der Rad51-

Überexpression mit dem „Tumorgrading“ gefunden. Das „Tumorgrading“ mit einem 

p-Wert von 0,002 korreliert signifikant mit der Rad51-Überexpression. In der  

Gruppe   des   niedrigen   Rad51-Gehalts   finden   sich  überwiegend   LMP  

(Tumoren mit einem niedrigen malignen Potential), die in dieser Studie am wenigsten 

malignen Tumoren.  Die hochmalignen Tumoren finden  sich hingegen  

in der Gruppe der hohen Rad51-Überexpression. Eine hohe Rad51-Überexpression 

spricht also für ein höhergradigeres „Grading“. 

Außerdem konnte der Rad51-Gehalt auch mit den Patientendaten und damit mit den 

Zeiträumen des progressionsfreien Überlebens, beziehungsweise des Auftretens 

eines Rezidivs korreliert werden. Rad51 zeigte sich hierbei als unabhängiger 

Prognosefaktor für die Rezidiventstehung und für das rezidivfreie Überleben. 

Bezüglich des  progressionsfreien Überlebens  konnte die  Rad51-Überexpression  in  
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der univariaten Coxanalyse sowohl als kontinuierlich gemessene Variable  

mit einem p-Wert von 0,002, als auch als kategorial-kodierte  Variable mit  

einem p-Wert von 0,005 als signifikanter Prognosefaktor bestätigt  

werden. 

Eine stärkere Rad51-Überexpression geht also mit einem höheren Rezidivrisiko 

einher.  

Die gleichen signifikanten Effekte können für das pT1- (Rad51 [kontin.]: p=0,0001; 

Rad51 [kateg.]: p=0,0001) und für das pT2-progressionsfreie Überleben (Rad51 

[kontin.]: p=0,0001; Rad51 [kateg.]: p=0,001) ausgewiesen werden. Auch hier 

bedeutet eine hohe Rad51-Überexpression ein höheres Risiko eine 

Tumorprogression zu erleiden.  

Auch in der multivariaten Coxanalyse, die die Signifikanz der untersuchten 

Parameter unabhängig von anderen Variablen analysiert, bestätigte sich Rad51 als 

bedeutender Prognosefaktor. Als kontinuierlicher Parameter zeigte Rad51 einen p-

Wert von 0,008 beim rezidivfreien Überleben, 0,001 beim pT1-progressionsfreien 

Überleben und 0,002 beim pT2-progressionsfreien Überleben. Nur Rad51 konnte in   

allen  drei  Analysen   (Rezidiventstehung,  Progression  zu  pT1  und  pT2)  als 

signifikanter unabhängiger Prognosefaktor in der multivariaten Coxanalyse 

identifiziert werden.  

Insgesamt bestätigte sich Rad51 in dieser Studie als signifikanter unabhängiger 

Prognosemarker in Tumoren.  

 

Weiterführende Studien sind nun notwendig um dieses Ergebnis zu bestätigen und 

damit Rad51 als Prognosefaktor für die Tumorprogression und das rezidivfreie 

Überleben in der klinischen Anwendung zu diskutieren. Für ein effizientes 

Studiendesign wurde ein „Tumor marker utility grading system“  (TMUGS) entwickelt 

(Hayes et al., 1996; Hayes, 2000). Um die objektive Beurteilungsmöglichkeit der 

Studien zu gewährleisten, werden „Level of Evidence“ I und II Studien bevorzugt. 

Level I Untersuchungen sind prospektive Studien, bei denen primär der Tumormarker 

im Rahmen einer Metaanalyse untersucht  wird.  Bei ebenfalls  prospektiven  Level II 
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Studien  ist der  Tumormarker   nicht   das   primäre   Studienobjekt.   Studien   dieser 

Kategorien sollen es ermöglichen, die klinische Einsetzbarkeit und Notwendigkeit der 

untersuchten Tumormarker zu bestimmen. 

 

 

4.3.2 Folgen der Rad51-Überexpression 

 

In verschiedenen Tumorarten konnte eine Rad51-Überexpression nachgewiesen  

werden. Folgen einer solchen vermehrten Expression scheinen sehr weitreichend 

und mitentscheidend für die Therapierbarkeit eines Tumors zu sein.  

In einem Hamsterzell-Modell wurde eine Überexpression von Rad51 um den Faktor 

2-3 bewirkt, was zu einer bis zu 20-fachen Erhöhung der Rekombinationsrate sowie 

zu einer erhöhten Resistenz gegenüber ionisierender Strahlung führte (Vispe et al., 

1998). Auch die Chemotherapieresistenz maligner Zellen wurde mit der erhöhten 

Expression von Rad51 in Verbindung gebracht (Christodoulopoulos et al., 1999; 

Kremer, 2003).  

 

In einigen malignen Tumoren ist eine erhöhte Radio- und Chemoresistenz zu finden, 

wobei hier Rad51 mitbeteiligt sein könnte. Diese Zellen können möglicherweise DNA-

Schäden  schneller und  effektiver  reparieren  (Saintigny et al., 2001) und somit zu 

einer Selektion von Zellen mit erhöhtem Rad51-Gehalt führen.  

 

Außerdem können durch eine Rad51-Überexpression gesteigerte 

Rekombinationsvorgänge eine erhöhte Mutationsrate in Tumorzellen und somit eine 

genetische Instabilität bedingen (Vispe et al., 1998). Dies führt dann zu einer 

verbesserten Anpassungsfähigkeit an die Tumorumgebung und unterstützt so die 

Tumorprogression (Cahill et al., 1999).  

 

Hier wäre zu überprüfen, ob es auch bei einem Patientenkollektiv einen 

Zusammenhang   zwischen   dem   Rad51-Gehalt  einer  Zelle  und  der  Wirksamkeit 
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verschiedener Chemotherapeutika gibt. Somit könnte eine Rad51-Überexpression 

weitergehende Hinweise auf die effektivste Therapie geben.  

 

 

4.3.3 Rad51 und p21Waf-1 

 

Es finden sich Hinweise auf eine Verbindung zwischen Rad51 und p21Waf-1. Die 

positive   Korrelation  einer   Rad51-  und   p21Waf-1-Überexpression   wurde   von  

Raderschall et al. beschrieben. Auch der umgekehrte Fall, die Herunterregulation von 

p21Waf-1 bei suppremierter Rad51-Expression konnte gezeigt werden (Raderschall et 

al., 2002a). Rad51 scheint auch verantwortlich für eine p53-unabhängige 

Hochregulation von p21Waf-1  zu sein (Kremer, 2003).  

Mehrere Arbeitsgruppen klonierten das p21 Gen unabhängig voneinander und 

bezeichneten es als Waf1 (wt-p53 activated fragment 1), Cip1 (cyclin-dependent 

kinase interaction  protein 1) oder  SCI1 (senescent cell-derived inhibitor 1)  (el-Deiry  

et al., 1993; Harper et al., 1993; Noda et al., 1994). Das p21Waf-1-Gen ist auf dem 

Chromosom 6 des Menschen lokalisiert und kodiert für ein nukleäres   

21 kDa Protein. Es gehört der Gruppe der Inhibitoren Cyclin-abhängiger Kinasen 

(CDKI)  an,  die  einen  Arrest  des  Zellzyklus  in  der  G1-  und  auch  G2-Phase 

hervorrufen (Dotto, 2000). Eine Transaktivierung durch p53 von p21Waf-1 bedingt den 

p53-vermittelten Zellzyklusarrest (Waldman et al., 1996). 

 

Auch eine negative Kontrolle der Apoptose fällt ins Aufgabengebiet von p21Waf-1. So 

scheint p21Waf-1 die p53 vermittelte Apoptose in Kolorektalkarzinomzellen und 

Melanomzellen zu verhindern (Gorospe et al., 1996; Polyak et al., 1996; Gorospe et 

al., 1997), während eine durch Antisense-Technologie erzeugte p21Waf-1-Inhibition 

die Apoptose fördert (Gorospe und Holbrook, 1996; Poluha et al., 1996; Marches et 

al., 1999). 
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Unter dem Einfluß von Wachstums- und Zelldifferenzierungsfaktoren kann p21Waf-1,  

aber auch unabhängig von p53 wirken (Michieli et al., 1994; Datto et al., 1995a). 

BRCA1  (Somasundaram et al., 1997),  TGF- β (Datto et al., 1995b; Li et al., 1998; 

Moustakas und Kardassis, 1998), IFN – γ (Chin et al., 1996) und IL6 (Bellido et al., 

1998) sind beispielsweise  p53  unabhängige  p21Waf-1-Aktivatoren. 

 

Wie eingangs erwähnt fanden Raderschall et al. einen erhöhten p21Waf-1-Level in 

Rad51 überexprimierenden Zellen (Raderschall et al., 2002a). In einer Studie in 

unserem Labor konnte nachgewiesen werden, daß Rad51-überexprimierende Zellen  

überwiegend  in  der G2-Phase  einen Zellzyklusarrest  machen (Henning und 

Sturzbecher, 2003). Die homologe Rekombination und damit Rad51 ist gerade in der 

G2-Phase des Zellzyklus besonders bedeutend. Zum einen werden DSBs in der G1-

Phase überwiegend durch andere Reparaturmechanismen als homologe 

Rekombination ausgebessert. Zum anderen konnten in Studien von Tashiro et al. 

und Scully et al. keine Rad51-Foci in der G1-Phase nachgewiesen werden (Tashiro 

et al., 1996;  Scully  et al.,  1997a).  Henning  und  Stürzbecher  schließen daraus, 

daß dieser Zellzyklusarrest in der G2-Phase durch p21Waf-1 ausgelöst wird (Henning 

und Sturzbecher, 2003; Kremer, 2003). Um die Vergesellschaftung von Rad51 und 

p21Waf-1 weiter zu untersuchen, wurde auch in der vorliegenden Arbeit p21Waf-1 

mituntersucht. Mit einem p-Wert  von 0,710 konnte sich keine Korrelation zwischen 

der Rad51- und p21Waf-1-Überexpression bestätigen lassen. Das kann verschiedene 

Ursachen haben. Zum einen ist eine Überexpression von p21Waf-1 nicht immer mit 

einem Wachstumsarrest vergesellschaftet, man kann sie vielmehr auch bei Zellen 

finden, die sich in der Wachstumsphase befinden (Gartel und Tyner, 1999). Eine 

Erklärung für diese konträren Resultate ist, daß p21Waf-1 sowohl als Inhibitor für CDKs 

agiert, als auch in die Formation von CDK Komplexen eingreift und somit positiv 

beeinflußt (LaBaer et al., 1997). Zum anderen gibt es zahlreiche p53-unabhängige 

Wege, p21Waf-1 zu aktivieren. Es ist also vorstellbar, daß in Harnblasenkarzinomen 

die Rad51-vermittelte p21Waf-1-Aktivierung nur eine untergeordnete Rolle spielt und 

alternative   Wege  der  Aktivierung  von   p21Waf-1  genommen  werden.   In  weiteren  
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Studien könnte man den p21Waf-1-Gehalt an unterschiedlichen Tumoren mit Rad51 

korrelieren, um dadurch tumorspezifische Besonderheiten des Harnblasenkrebses 

ausschließen zu können.  

Durch die hier vorliegende immunhistochemische Analyse kann aber keine Aussage 

über die Vorgänge auf Einzelzellebene gemacht werden. Vielmehr  

wurde ein Querschnittswert der ausgezählten Zellen gebildet. Wie aber der Rad51- 

bzw. der p21Waf-1-Gehalt der einzelnen Zelle ist, kann man mit dieser Untersuchung 

nicht feststellen. 

Ein nächster Schritt ist also, durch Doppelfärbungen den Rad51- und p21Waf-1-Gehalt 

auf Einzelzellebene zu analysieren. So könnte man die Konzen-trationsunterschiede 

der beiden Proteine zu einem bestimmten Zeitpunkt feststellen.  

In der vorliegenden Studie konnten nur 72 Fälle erfolgreich auf den p21Waf-1-Gehalt 

untersucht werden. Die positiven Nachweise variierten zwischen 0,3% und 36,1%, 

bei einem Median von 5,2%. In einer anderen Studie konnte eine noch höhere 

Spannbreite der  p21Waf-1 Werte gemessen werden  0 – 85%  (Lipponen et al., 1998),  

der p21Waf-1 Nachweis zeigte sich dort den schon bekannten Prognosemarkern nicht 

ebenbürtig. Ähnlich wurde auch in der vorliegenden Studie keine Korrelation von 

p21Waf-1 mit der Tumorentwicklung festgestellt.  

 

Auch die theoretisch denkbare Korrelation mit Rad51, die schwerpunktmäßig in 

dieser Studie mituntersucht wurde, konnte sich nicht bestätigen.  

p21Waf-1 als unabhängiger Prognosefaktor für die Rezidiventstehung und 

Gesamtüberleben konnte in zwei Studien herausgearbeitet werden (Stein et al., 

1998a; Chatterjee et al., 2004).  

Insgesamt zeigen sich sehr widersprüchliche Daten hinsichtlich der Verwendung von 

p21Waf-1 als Prognosefaktor. Möglicherweise ist eine Kombination verschiedener 

Marker aufschlußreicher.   

 

Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es noch keine weiteren Studien zur 

immunhistochemischen Expressionskorrelation von Rad51 und p21Waf-1 im 

Harnblasenkarzinom. 
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4.3.4 Ki67 in der Studie 

  

Während p21Waf-1 einen Zellzyklusarrest auslöst und damit primär in nicht 

proliferierenden Zellen nachweisbar ist, ist Ki67 ein immunhistochemischer Marker 

für proliferierendes Gewebe.  Das Ki67-Antigen ist  ein nukleäres  Protein, welches in  

zahlreichen Neoplasien nachweisbar ist, darunter auch das Harnblasenkarzinom 

(Mellon et al., 1990; Okamura et al., 1990). Es detektiert ein Protein, dessen Gen auf 

Chromosom 10 liegt, während der G1, S, G2 und M-Phase des Zellzyklus, jedoch 

nicht in ruhenden Zellen in der G0-Phase (Gerdes et al., 1984; Gerdes et al., 1991). 

Als Proliferationsmarker eines Tumors könnte Ki67 also Hinweise auf die biologische 

Entwicklung des Tumors geben.  

 

In zwei Studien (Gontero et al., 2000; Oosterhuis et al., 2000) konnte Ki-67 als 

Indikator für ein Tumorrezidiv im Harnblasenkarzinom nachgewiesen werden, was in 

der vorliegenden Studie nicht gelang.  

 

Eine Korrelation zwischen dem Ki67–Index und der Progression des Tumors konnte 

hingegen in dieser Studie gefunden werden, was sich mit einer Studie von Osterhuis 

deckt (Oosterhuis et al., 2000).  

Cina et al. schlugen vor, Ki67 als Entscheidungshilfe bei histopathologisch unklaren 

Harnblasenkarzinomen hinzuzuziehen (Cina et al., 2001). In dieser Studie konnte ein 

deutlicher Unterschied der Ki67-Expression zwischen „low-grade“ und „high-grade“ 

Karzinomen festgestellt werden.  

 

Insgesamt zeigte Ki67 also in der hier vorliegenden Studie nur eine Korrelation mit 

der Progression des Tumors, ist aber kein unabhängiger Prognosemarker in diesem 

Patientenkollektiv.  

Auch wenn sich in der Literatur immer wieder Studien finden, die Ki67 als 

Prognosemarker identifizieren, scheint aufgrund der teilweise widersprüchlichen 

Ergebnisse auch hier die Tendenz zu kombinierten Prognosemarkern zu gehen.  
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4.3.5 Kombination von Parametern 

 

Andere Arbeitsgruppen haben durch einen Zusammenschluß mehrerer Faktoren 

versucht,  einen   Prognosefaktor   für   das   Harnblasenkarzinom   zu   erarbeiten.  

Chatterjee et al. konnten eine Korrelation zwischen der Kombination von p53, p21 

und pRb mit einer Rezidiventstehung und dem Gesamtüberleben feststellen. Hierfür 

teilten sie die Patienten in vier Gruppen ein, von keiner Veränderung bis hin zur 

Veränderung aller drei Parameter (Chatterjee et al., 2004). Shariat und Mitarbeiter 

kamen in ihrer Studie zu dem Schluß, daß die Kombination von zumindest  teilweise  

unabhängig   voneinander   wirkenden  Parametern  zu  einer verbesserten 

prognostischen Aussage für den einzelnen Patienten führt.  Untersucht wurden p53, 

p21, pRB und p16, wobei das Risiko einer Progression mit der Anzahl der 

veränderten Parameter korrelierte (Shariat et al., 2004). 

Die kombinierte Analyse verschiedener Marker scheint eine Möglichkeit zu sein, eine 

klinische Entscheidungshilfe zu finden. Die Aussagekraft der einzelnen Parameter 

wird durch die Zusammenschau mit anderen Faktoren verstärkt und somit kann eine 

exaktere Aussage hinsichtlich der biologischen Aktivität des Tumors getroffen 

werden.  

Auch in der hier vorliegenden Studie wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang 

zwischen Rad51- und p21-Expression im Harnblasenkarzinom gibt. Eine 

Verschränkung dieser beiden Parameter ließ sich in dieser Untersuchung nicht 

bestätigen.  

 

 

4.3.6 Andere Prognosemarker im Harnblasenkarzinom 

 

Die bisher untersuchten Prognosemarker im Harnblasenkarzinom zeigen hinsichtlich 

Ergebnissen und Art der potentiellen Marker ein sehr heterogenes Bild. Man kann 

diese Prognoseindikatoren für das Harnblasenkarzinom in mehrere Gruppen 

einteilen.  Zum  einen  gibt es die Gruppe der Proto-Onkogene/Onkogene, zu der der 
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Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) gerechnet wird, Tumorsuppressoren wie 

p53 und Rb, Zellzyklusregulatoren (p21 und Ki67), Angiogenese Faktoren wie 

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und Cycloosygenase-2, sowie 

Zelloberflächenmarker wie CD44 (Habuchi et al., 2005). Eine relativ neue Gruppe 

umfasst  die Detektion tumorspezifischer  Genexpressionsprofile  mit Hilfe  der Array- 

Technologie. Hierbei kann mittels cDNS-Mikroarray die Über- bzw. Unterexpression 

einzelner Gene in einem Tumorpräparat nachgewiesen werden, was man auch als 

Markersuche bezeichnet. Die Markertestung erfolgt mit der Tissue-Mikroarray-

Technik, wobei hier identifizierte Gene an  einem  groβen Kollektiv getestet werden  

(Suhr et al., 2002).  

 

Doch keine der bisher untersuchten Prognosemarker wurde in groβen prospektiven 

Studien bestätigt. Die Resultate von Multicenter-Studien mit standardisierten 

Methoden müβen abgewartet werden, um eine endgültige Aussage über die klinische 

Anwendbarkeit der einzelnen potentiellen Marker machen zu können (Habuchi et al., 

2005). 

 

 

 

4.4 Ausblick   

 

Eine Rad51-Überexpression in Tumorzellen hat eine Chemo- und Radioresistenz zur 

Folge. Bei einer Verminderung des Rad51-Gehalts dieser Zellen, könnte man  

also eine gesteigerte Sensitivität dieser Tumoren für Radio- und Chemotherapie 

erwarten. Erste Erfolge zeigten sich mit Rad51-Antisense-Oligonukleotiden, die die 

Radiosensitivität von Gliomzellen und Prostatakarzinom-Zellinien steigern konnten 

(Yamamoto et al., 1996; Ohnishi et al., 1998; Collis et al., 2001). 

 

Beim Harnblasenkarzinom ist aufgrund der großen biologischen Variabilität die 

Selektion der Patienten  im Sinne der Radikalität  bei  der  Therapieplanung  wichtig. 
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Starke Lebensqualitätseinbußen aufgrund des Verlustes der Harnblase können zu 

weniger invasiven Therapien in strittigen Fällen veranlassen. Andererseits kann eine 

sehr radikale Therapieplanung dazu führen, daß sich in unklaren Fällen die 

Entfernung der  Harnblase  nachträglich  als  nicht  notwendig  erweist.  

  

Der molekulare Marker Rad51 könnte hier Hilfestellung leisten, patientenspezifisch  

die Radikalität der Therapie zu planen. Bei niedrigerem Risiko der Tumorpro- 

gression könnte man mit aggressiveren Therapien zuwarten, während bei 

Hochrisikopatienten die Harnblase  frühzeitig entfernt  werden sollte.  

 

Für eine exakte Diagnose und Prognose müssen neue Anhaltspunkte für  

die biologische     Aktivität    eines     Tumors     gefunden     werden.   Gerade     das  

Harnblasenkarzinom mit den doch sehr variablen und durch die etablierten 

Untersuchungen nicht eindeutig vorhersehbaren Entwicklungsmöglichkeiten benötigt 

neue Prognosefaktoren.  

 

Rad51  scheint eine  Möglichkeit  zu sein, das  biologische Verhalten  im Sinne von  

Rezidiventstehung  und  rezidivfreiem  Überleben  besser  einschätzen zu  können. 

Somit könnte  die Zusammenschau klinischer  und  molekulargenetischer Daten zu 

differenzierten    Risikoziffern  und   individuellen   Vorsorge-,    Behandlungs-   und                         

Nachsorgekonzepten  führen. 
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5 Zusammenfassung 

 

Eine maligne Neubildung in der Harnblase zeichnet sich durch eine große 

biologische Variabilität aus, was die Vorhersagbarkeit der Entwicklung des Tumors 

erschwert. Molekulare Tumormarker sollen hier helfen, individuelle 

Therapieentscheidungen zu treffen.  

In Studien am Mamma- und Pankreaskarzinom zeigte sich Rad51 überexprimiert. 

Rad51 spielt eine zentrale Rolle bei der homologen Rekombination, einem wichtigen 

Reparaturmechanismus für DNA-Doppelstrangbrüche. Eine Korrelation der Rad51-

Überexpression mit dem „Grading“ im Mamma-Ca deutete auf eine potentielle 

Prognosemarkerqualität dieses Proteins hin. Aus diesem Grunde wurde Rad51 in der 

hier vorliegenden Studie immunhistochemisch untersucht und mit den 

entsprechenden Patientendaten bezüglich Rezidiv und Überleben korreliert. 

101 pTa-Tumor-Patienten mit einem Altersschnitt von 67 Jahren und einem 

medianen Follow-up von 59 Monaten wurden in die Studie aufgenommen.  

Der Median der Rad51 positiven Tumorzellen lag bei 9,5%, der geringste Wert bei 

1,1%, der größte zeigte eine deutliche Rad51-Überexpression von 37,2%. Der Anteil 

Rad51-exprimierender Tumorzellen korrelierte signifikant und unabhängig von 

anderen Markern mit einem Tumorrezidiv und einer Tumorprogression. Es zeigte 

sich, daß bezüglich des rezidivfreien Überlebens die Rad51-Überexpression 

(p=0,002) als signifikanter Prognosefaktor ausgewiesen werden konnte. Eine 

stärkere Rad51-Expression geht mit einem höheren Rezidivrisiko einher. Die 

gleichen signifikanten Effekte zeigten sich für das pT1- (p=0,0001) und für das pT2-

progressionsfreie Überleben (p=0,0001).  

Mit Hilfe von Rad51-Expressionsniveaus könnte man die wirkungsvollste Therapie 

herausfiltern  und  so  eine   Tumorprogression  oder  die  Bildung  eines  Rezidivs 

verhindern oder so lange wie möglich hinauszögern.  Prospektive Studien müssen 

nun den prädiktiven Wert der Rad51-Expression bestätigen.  
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 Р RR 95% Р RR 95% Р RR 95% Р RR 95% Р RR 95% Р RR 95% 

   KI   KI   KI   KI   KI   KI 

Alter* .329 1.25 0.80-

1.96 

.040 1.04 1.00-

1.08 

.206 1.04 0.98-

1.10 

- - - - - - - - - 

Geschlecht .798 .093 0.54- 

1.62 

.516 1.33 0.56- 

3.14 

.244 2.08 0.61-

7.18 

- - - - - - - - - 

„Grading“ .006 1.54 1.13- 

2.11 

.000 4.24 2.33-

7.74 

.005 3.87 1.52-

9.87 

.014 1.59 1.10-

2.29 

.000 4.08 2.13-

7.80 

- - - 

Tumorgröße** 

 

.222 0.75 0.47- 

1.19 

.896 1.05 0.50- 

2.23 

.696 1.26 0.40- 

3.97 

- - - - - - - - - 

Tumorfokalität** 

 

.329 1.25 0.80-

1.96 

.936 0.97 0.47-

2.02 

.331 0.55 0.17-

1.84 

- - - - - - - - - 

p21Waf-1* 

 

.828 1.00 0.96-

1.03 

.696 1.01 0.96-

1.07 

.389 0.94 0.82-

1.08 

- - - - - - - - - 

Ki67* 

 

.710 1.00 0.98-

1.02 

.001 1.05 1.02-

1.08 

.034 1.05 1.00-

1.10 

- - - - - - - - - 
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Rad51 

kontinuierlich 

.002 1.05 1.02-

1.09 

.000 1.11 1.06-

1.15 

.000 1.12 1.06-

1.18 

.008 1.06 1.01-

1.10 

.001 1.09 1.04-

1.15 

.002 1.10 1.04-

1.17 

Rad51 

kategorisiert 

.005 1.63 1.16-

2.29 

.000 4.16 2.22-

7.79 

.001 6.19 2.04-

18.72 

- - - .001 4.13 1.73-

9.88 

.002 8.42 2.24-

31.63 

 

 

Tab. 9: Univariate und multivariate Cox-Regressionsanalyse von potentiellen Prognosefaktoren korreliert mit rezidivfreiem und 
pT1-progressionsfreiem und pT2-progressionsfreiem Überleben von 101 Harnblasenkarzinompatienten 
 

*  :  Alter, p21Waf-1  und Ki67 wurden in kontinuierlicher Form verwendet  

** :  Tumorgröße und Tumorfokalität wurden in kategorisierter Form verwendet  
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