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Summary

Mucins are high molecular
weight membrane glycoproteins.
The gene expression of mucins
(MUCT1-MUCS8) may change
characteristically during
malignant transformation of
epithelial tissues. Total RNA was
isolated from four bladder cancer
cell lines RT4, 647V, HT1376 and
486P (pathological gradings
between G1 through G4) and 20
samples of transitional cell
carcinomas as well as 16 samples
of normal human urothelium of
the bladder from surgically
removed specimens. The RNA
samples were studied with
MUCT-, MUC2- and MUC7-
specific nested reverse-
transcription-polymerase-chain

/USAMMENFASSUNG

Muzine (MUC1-MUCS) sind
hochmolekulare Membran-
glykoproteine, deren Expression
bei der malignen Transformation
von Epithelzellen in charakteristi-
scher Form verdndert sein kann.
Zur Untersuchung des Transi-
tionalzellkarzinoms der Harnbla-
se erfolgte die RNA-Isolierung aus
4 Blasenkarzinom-Zellinien RT4,
467V, HT1376 und 468P mit den
jeweiligen Differenzierungs-
graden G1 bis G4. Zusétzlich
wurde die RNA aus 20 Blasen-
karzinomproben sowie 16 norma-
len Blasengewebsproben isoliert.
Als Positivkontrolle diente die
Kolonkarzinom-Zellinie WIDR.
Mit einer ,nested” Reverse-
Transkriptase-Polymerase-Ketten-
reaktion (nested RT-PCR) wurde
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reactions. Gene expression of
MUCT and MUC2 was found
positive in all normal as well as in
malignant tissue samples and in
the tumor cell lines. In contrast,
gene expression of MUC7 was
only detected in bladder cancer
cell lines and samples of invasive
transitional cell carcinomas, but
neither in superficial, non-
invasive bladder tumors nor
normal bladder urothelium. Only
one of the samples of normal
urothelium obtained from 16
different tumor bearing bladders
was positive for MUC7 gene
expression. These results suggest
a differential MUC?7 gene
expression with the onset of
malignant transformation of the
bladder urothelium.

die Genexpression von MUCT,
MUC2 und MUCY untersucht.

Die Ergebnisse zeigten eine
uniforme MUCT und MUC2
Genexpression sowohl im norma-
len Urothelgewebe, in allen
Blasenkarzinomproben als auch
in den 4 Blasenkarzinom-
Zellinien. Hingegen war eine
MUC7 Genexpression nur in den
invasiv wachsenden Blasen-
karzinomproben sowie in den 4
Blasenkarzinom-Zellinien nach-
weisbar. Demgegentiber war
weder beim oberflachlichen,
nicht invasiven Harnblasen-
karzinom noch im normalen
Urothelgewebe eine MUC7
Genexpression zu detektieren.
Die Ausnahme bildete jedoch
eine normale Blasengewebeprobe
mit positiver MUC7 Genexpres-
sion, die aus einer tumortragen-
den Harnblase enthommen

Margitta Retz, Jan Lehmann, Christian Roder, Holger Kalthoff, Michael Stockle

NACHWEIS DER DIFFERENTIELLEN
MuzIN 7 (MUC7) GENEXPRESSION
BEIM INVASIVEN BLASENKARZINOM

wurde. Die vorliegenden Ergeb-
nisse lassen darauf schlielfen, daf
die MUC7 Genexpression mogli-
cherweise ein Malignitatskrite-
rium fur das Urothelkarzinom der
Harnblase darstellt.

EINLEITUNG

Muzine sind hochmolekulare
Glykoproteine, die an der Ober-
flache epithelialer Zellen expri-
miert werden. Bisher wurden
neun verschiedene Muzine
identifiziert und in der internatio-
nalen Nomenklatur als MUCT,
MUC2, MUC3, MUC4,
MUC5AC, MUC5B, MUCE6,
MUC?7 und MUCS klassifiziert
[1]. Im Bereich des Harntraktes
bilden Muzine eine physikalische
Barriere zwischen Urin und
Urothel und gewahrleisten damit
einen Schutz gegentiber starken
Schwankungen des pH-Wertes
und der Osmolaritat. Zusétzlich
kann die bakterielle Adhasion
und Anheftung von Urin-Kristal-
len an das Urothel durch die Muzin-
schicht verhindert werden [2, 3].

In den letzten Jahren konnten an
unterschiedlichen Organsystemen
eine sowohl qualitativ als auch
quantitativ veranderte Muzin-
Expression bei maligne transfor-
mierten epithelialen Geweben
gezeigt werden [4, 5, 6]. Die
alterierte Muzinexpression und
die veranderten Kohlenhydrat-
strukturen der Muzine konnen
dabei mit Tumorinvasion und
Metastasierung assoziiert sein [7].
Die klinische Wertigkeit bestimm-
ter Muzine als diagnostischer und
prognostischer Marker wurden in
bezug auf das Mamma- sowie
Pankreas- und Kolonkarzinom
bereits beschrieben [8, 9, 10, 11].
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Uber die Muzinexpression der
Harnblase liegen bisher nur
wenige Arbeiten vor. Immun-
histochemische Untersuchungen
zeigten eine MUCT1 Protein-
expression sowohl im normalen
Urothelgewebe als auch im
Transitionalzellkarzinom der
Harnblase. Demgegentiber war
normales Blasengewebe in der
MUC2 Immunfdrbung negativ
und bei 40 % der untersuchten
Blasenkarzinome MUC2 positiv
[12]. Uber die Genexpression von
MUCT und MUC2 im Urothel
und deren maligne Transformati-
on liegen keine publizierten
Daten vor. Sowoh| die mRNA- als
auch die Proteinexpression der
Muzine MUC3 bis MUC8 wurden
am normalen Urothelgewebe und
Blasenkarzinomgewebe bisher
nicht untersucht. In Zusammenar-
beit mit der Arbeitsgruppe Mole-
kulare Onkologie, Klinik ftr
Allgemeine Chirurgie und
Thoraxchirurgie der CAU zu Kiel
konnte in einer umfangreichen
Screening-Untersuchung eine
MUC7 mRNA-Detektion in
verschiedenen Kolonkarzinom-
Zellinien, teilweise auch in
Magenkarzinom-Zellinien, insbe-
sondere aber in Blasenkarzinom-
Zellinien nachgewiesen werden.

MUC?7 wurde physiologischer-
weise zuerst in normalem
Speicheldriisengewebe nachge-
wiesen [13]. Bezlglich einer
differentiellen Expression bei
normalen und maligne transfor-
mierten epithelialen Geweben
liegen fir MUC? allerdings keine
publizierten Daten vor. Insbeson-
dere gab es bislang keine Arbei-
ten in bezug auf die MUC7-
Expression im Urogenitaltrakt.
Unsere Forschungsarbeit konzen-
triert sich auf die MUCT1, MUC2
und MUC7-Genexpression im

normalen Urothelgewebe und im
Transitionalzellkarzinom der
Harnblase mit Hilfe der nested
Reverse-Transkriptase-Polymer-
ase-Ketten-Reaktion (nested RT-
PCR). Eine alterierte Muzin Gen-
expression beim Harnblasenkar-
zinom ist eine wichtige Voraus-
setzung fiir die potentielle klini-
sche Anwendbarkeit von Muzinen
in der Diagnostik und Prognostik
des Harnblasenkarzinoms.

BLASEN-
KARZINOM

Gewebeproben

IMATERIAL UND METHODEN

Zellinien

Fur die Untersuchung wurden 4
Blasenkarzinom-Zellinien (RT4
mit dem Tumordifferenzierungs-
grad G1, 647V mit G2, HT1376
mit G3 und 486P mit G4) ver-
wendet. Die Kolonkarzinom-
Zellinie WIDR wurde als Positiv-
kontrolle fiir die MUCT, MUC2
und MUC? Genexpression einge-
setzt. Alle Zellinien wurden von
der Firma American Type Culture
Collection (Rockville, USA)
bezogen. Die Zellkultivierung
erfolgte in RPMI 1640 Medium
(Biochrom, Berlin) mit Zusatz von
20%igem hitzeaktivierten Fotal-
kdlberserum, 2 mmol/L Glutamin
sowie T mmol/L Pyruvat. Die
Zellinie HT1376 benotigte als
spezielles Nahrmedium Eagle’s
Medium (Eagle’s MEM, Bio-
chrom). Die Zellkultivierung
erforderte eine konstante Tempe-
ratur von 37 °C bei einer 5 %igen
CO, Atmosphire. Die Zellinien
wurden regelmafig auf Myko-
plasmen-Kontaminationen tiber-
priift (PCR Mykoplasmen Detek-
tions-Kit von TaKaRa, Biomedical
Europe S.A., Genevilliers, Frank-
reich).

Die Frischgewebeproben von 16
normalen Blasengeweben, 14
invasiv wachsenden Blasenkar-
zinomen sowie 2 Proben mit
einem Carcinoma in situ wurden
von Zystektomiepraparaten
entnommen. Auflerdem wurden 4
oberflachlich wachsende,
papilldre Blasentumore und eine
Probe mit urothelialer Dysplasie
nach transurethraler Blasentumor-
resektion gewonnen. Es wurde
dabei jeweils eine Probe noch im
Operationssaal in flissigem
Stickstoff gefroren und ein be-
nachbartes Stiick an zwei Patho-
logen zur histopathologischen
Begutachtung eingeschickt. Die
Tumordifferenzierung erfolgte
gemal der Empfehlung der World
Health Organization, die Tumor-
stadien wurden nach der aktuel-
len TNM-Klassifikation von 1997
eingeteilt. Das histopathologische
Tumorstadium der oberflachlich
wachsenden, papilldren Blasen-
tumore lag zwischen pTaG1 und
pTaG2. Alle invasiv wachsenden
Blasentumore wurden als Tran-
sitionalzellkarzinom mit den
Tumorstadien von pT1G3 bis
pT4G3 klassifiziert (Tabelle 1).

RNA-Isolierung

Die Gesamt-RNA wurde dabei
jeweils nach der Guanidium-
Thiocyanat-Phenol-Chloroform-
Methode extrahiert [14]. Die
Gesamt-RNA der Zellinien wurde
mit RNA-Clean® (AGS-Chemie,
Heidelberg), die der Gewebe-
proben mit RNAzol® (WAK-
CHEMIE Medical GmbH, Bad
Homburg) extrahiert. Die Ausbeu-
te und Reinheit an Gesamt-RNA
wurde durch Messungen der
Probenextinktion bei 260 nm und
280 nm im Photometer bestimmt
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Tabelle 1: Ubersicht der MUC7 Genexpression beim Blasenkarzinom nach der

TNM-Klassifikation

Histologie Harnblase

Urothel -
Urotheliale Dysplasie -
Nicht-invasives Karzinom pTa NO MO

Pra-invasives Karzinom pTis NO MO
Invasives Karzinom
pT1 NO MO
pT2 NO MO
pT3 NO MO
pT4 NO MO

(Gene Quant Il RNA/DNA
Calculator, Pharmacia Biotech,
Freiburg). Desweiteren wurden 2
pg der extrahierten Gesamt-RNA
Proben mit gefarbtem Proben-
puffer (Signum R 4268, Sigma,
Deisenhofen) versetzt und in
einem 1 %igen Agarose-Gel
(Small DNA agarose; Biozym,
Hessisch Oldendorf) aufgetrennt.
Proben, die auf diese Weise
degradierte ribosomale RNA
anzeigten, wurden verworfen.

Reverse Transkription

Von der intakten Gesamt-RNA
wurden 2 pg einer jeden Probe in
10pl RNAse freiem Wasser aufge-
nommen und bei 70°C fiir 10 min
denaturiert. Die im folgenden
beschriebenen Schritte wurden
nach Abktihlung der Probe auf Eis
durchgefiihrt. Die cDNA wurde in
einem Gesamtvolumen von 20 pl
synthetisiert, welches 4 pl 5-fach
,First-Strand Puffer”, 2 mM
Dithiothretiol (DTT), 200 U
SuperScript Il (alles Gibco BRL
Life Technologies, Eggenstein)
sowie 20 U RNAse Inhibitor, 5
pM Random Hexamers und 1

mM Deoxynukleotid-Triphosphat
(dNTP) Mix (alle P.E. Applied
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TNM Klassifikation

(n) Anzahl der Proben mit
MUC?7 Expression /(n) Anzahl
der Gesamtproben

1/16
0/1
0/4
2/2

3/3
3/3
6/6
2/2

Biosystems GmbH, Weiterstadt)
enthielt. Der Reaktionsansatz
wurde fir 10 min bei 24 °C und
fir 60 min bei 42 °C inkubiert.
Die Reverse Transkriptase wurde
anschlieflend fiir 3 min bei 94 °C
inaktiviert.

MUCT, MUC2 und MUC nested
PCR

Die MUCT, MUC2 und MUC7
PCR wurde im ,nested”-Verfahren
durchgefiihrt, d. h. das Produkt
der ersten PCR wurde in einer
zweiten PCR eingesetzt. Durch
diese ,nested” Methode kann
eine sehr hohe Sensitivitat er-
reicht werden. Alle Primer fur die
MUCT, MUC2 und MUC7 PCR
wurden von der Firma MWG-
Biotech (Eberberg) synthetisiert.

Folgende Primersequenzen
wurden eingesetzt:

MUCT1-A sense, 5-TCAATTCCCA
GCCACCACTCT; MUCT1-B
antisense, 5'-AGTTCTT TCGGCG
GCACTGAC; MUCT-C sense, 5~
GCCAGCCATAGCACCAAGACT;
MUCT-D antisense, 5'-TGACAGA
CAGCCAAGGCAATG. Die
externe MUC1 RT-PCR ergab ein
595-bp Produkt, die interne PCR

zeigte ein 539-bp Produkt.
MUC2-A sense, 5'-CCTACGTGCT
GGTGGAGGAGA; MUC2-B
antisense, 5'-CAGCCT GACGGA
GAAGGACAG; MUC2-C sense,
5-GAGATCAGCCCCTCCGTGGA
C; MUC2-D antisense, 5-CACCG
CCTGCCTGTTCACCTG. Die
externe MUC2 RT-PCR bildete ein
317-bp Fragment, die interne PCR
synthetisierte ein 180-bp Produkt.
MUC7-A sense, 5-TTGGCTAAAA
GCAAGCAACTGG; MUC7-B
antisense, 5'-TTGGTG GAAGCT
GATGGGAAAG; MUCT7-C sense,
5-CACACTGCACCAGAGACATC
AGAA; MUC7-D antisense, 5-AG
CCACTAAG GTAGGGTTGACCA
C. Die externe MUC7 RT-PCR
ergab ein 439-bp Produkt, die
interne PCR bildete ein 348-bp
Fragment.

Fur die MUCT, MUC2 und MUC7
spezifische nested RT-PCR wur-
den aus der synthetisierten cDNA
20 pl eingesetzt. Bei einem
Endvolumen von 50 pl waren im
Reaktions-Mix 3 pl eines 10-fach
Trizin Puffers 1l 200 uM Deoxy-
nukleotid Triphosphat Mix, 1,5
MM MUC-A sense Primer, 1,5 pM
MUC-B antisense Primer und 1 U
Tag-DNA-Polymerase (Life
Technologies, Eggenstein) enthal-
ten. Die einzelnen Denaturie-
rungs-, Annealing- und Exten-
sionszeiten der spezifischen
MUC1, MUC2 und MUC7 nested
PCR sind in Tabelle 2 aufgelistet.
Aus dem ersten PCR Reaktions-
mix wurden 1 pl mit jeweils 1,5
pl MUC-C sense Primer und 1,5
pl MUC-D antisense Primer in ein
Gesamtvolumen von 50 pl aufge-
nommen. Das Zyklusprotokoll
der internen PCR wurde entspre-
chend der externen PCR durchge-
fahrt.

Um eine interne Kontrolle der
cDNA-Synthese sicherzustellen,
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wurde eine spezifische PCR des
zuverlassig exprimierten Gens
Glyceraldehyde-3-Phospat-
Dehydrogenase (GAPDH) durch-
geflihrt. Der Reaktionsansatz fur
diese PCR enthielt 1 pl des exter-
nen PCR Reaktionsmixes, jeweils
1 pM der spezifischen GAPDH
sense Primer (5-CCAGCCGAGC
CACATCGCTC) und GAPDH
antisense Primer (5-ATGAGCCC
C AGCCTTCTCCAT) sowie 3 pl
10-fach Trizin Puffer Ill, 200 pM
dNTP Mix und 1 U Taq DNA
Polymerase.

Das Zyklusprotokoll der GAPDH-
PCR entsprach dabei dem MUC?7-
PCR-Protokoll. Das GAPDH-PCR
Produkt ergab ein 359 bp Frag-
ment. Die RT-PCR Untersuchung

wurde regelmafig auf Kontamina-
tionen kontrolliert, indem zum
einen RNA-Proben durch steriles
Wasser ersetzt und zum anderen
SuperScript Il als das Reverse-
Transkriptase-Enzym ausgelassen
wurden. Alle RT-PCR Produkte
wurden in einem 2 %igen Aga-
rose-Gel (Small DNA agarose;
Biozym, Hessisch Oldendorf)
elektrophoretisch in Tris-Azetat-
EDTA (TAE)-Puffer aufgetrennt.
Die Visualisierung der Banden
erfolgte durch Farbung mit
Ethidiumbromid. Das molekulare
Gewicht der Banden wurde durch
einen molekularen DNA-
Gewichtsmarker tberpriift (100
bp DNA Abschnitte, Gibco BRL,
Eggenstein).

Tabelle 2: Protokoll f(ir die MUC1, MUC?2 und MUC7 nested RT-PCR

BLASEN-
KARZINOM

Sequenzierung der RT-PCR Pro-
dukte

Repréasentative Produkte der
spezifischen MUC1, MUC2 und
MUCY nested RT-PCR wurden aus
dem Agarosegel ausgeschnitten
und mit dem QIAEX 1l Gel Kit
(QIAGEN GmbH, Hilden) extra-
hiert. Die isolierten cDNA Pro-
dukte wurden mit dem automati-
schen Sequenziergerat ALFex-
press (Pharmacia, Freiburg)
sequenziert.

ERGEBNISSE

Die Untersuchung der Gen-
expression von MUC1T, MUC2
und MUC?7 am normalen und
maligne transformierten Blasen-
gewebe wurde erstmals durch

Stufe  Denaturierungszeit Annealingzeit Extensionszeit Anzahl der Zyklen eine nested RT-PCR Untersu-
[min]/ Temperatur ~ [min]/ Temp.  [min]/ Temp. chung durchgefiihrt.
[°C] [°C] [°C]
MUCT RT-PCR und Negativkontrollen
1 2 min/ 95°C 1 min/ 61°C 2 min/ 72°C 1 .
2 1 min/ 95°C 1 min/ 60°C 2 min/ 72°C 1 Der Nachweis der GAPDH
3 1 min/ 95°C 1 min/59°C 2 min/ 72°C 1 Genexpression mit einem Produkt
4 1 min/ 95°C 1 min/58°C 2 min/ 72°C 1 von 359-bp gelang in allen Pro-
5 1 min/ 95°C 1 min/57°C 2 min/ 72°C 30 ben und diente als Nachweis fiir
6 _ 10 min/72°C 1 die erfolgreiche cDNA Synthese
MUC2 (siehe unteres Bild der Abb. TA-
1 2 min/ 95°C 1 min/61°C 2 min/ 72°C 1 C). In den entsprechenden
5 1 min/ 95°C 1 min/60°C 2 min/ 72°C 1 Negativkontrollen — Substitution
3 1 min/ 95°C 1 min/59°C 2 min/ 72°C 1 der RNA durch steriles Wasser
4 1 min/ 95°C 1 min/58°C 2 min/72°C 30 bzw. Auslassen des Reverse-
5 ) 10 min/ 72°C 1 Transkriptase-Enzyms — konnten
MUC7 bei keiner Probe Kontaminatio-
1 2 min/ 94°C 1 min/61°C 2 min/ 72°C 1 nen nachgewiesen werden.
2 1 min/ 94°C 1 min/ 60°C 2 min/ 72°C 1
3 1 min/ 94°C 1 min/59°C 2 min/ 72°C 1 RT-PCR von MUCT
4 1 min/ 94°C 1 min/ 58°C 2 min/ 72°C 1 . . .
5 1 min/ 94°C 1 min/57°C 2 min/ 72°C 1 Die Kolonkarzinom-Zellinie
6 1 min/ 94°C 1 min/56°C 2 min/ 72°C 29 WIDR als Positivkontrolle zeigte
7 10 min/ 72°C 1 ein MUC1 Amplifikationsprodukt

von 539-bp (Abb. TA, Spur 1).
Die positive MUC1-spezifische
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Abbildung 1A, 1B und 1C: MUC1-, MUC2- und MUC7- spezifische nested RT-PCR von normalen
Urothelgewebe-, Blasentumorgewebe- und Blasenkarzinom-Zellinien. A: MUC1-spezifische nested
RT-PCR (internes PCR Produkt: 539-bp). B: MUC2-spezifische nested RT-PCR (MUC2 Intron Pro-
dukt: 796-bp; externes PCR Produkt: 317-bp; internes PCR Produkt: 180-bp). C: MUC7-spezifische
nested RT-PCR (internes PCR Produkt: 348-bp).

Die PCR-Proben wurden in einem 2 %igen Agarose Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid gefdrbt. Die Kolonkarzinom-Zellinie WIDR diente als Positivkontrolle fur die MUC1-,
MUC2- und MUC7 Genexpression (Spur 1). Normales Urothelgewebe der Harnblase (Spur 2-7);
urotheliale Dysplasie der Blase (Spur 8); oberflachlicher Blasentumor pTaG1-G2 (Spur 9-10);
Carcinom in situ (Spur 11-12); invasives Blasenkarzinom: T1G3 (Spur 13), T2G3 (Spur 14), T3G2
(Spur 15), T3G3 (Spur 16), T4G3 (Spur 17); Blasenkarzinom-Zellinien: RT4 (Spur 18), 647V (Spur
19), HT1376 (Spur 20), 468P (Spur 21); Molekularmarker=M. Die entsprechenden internen Kon-
trollen der cDNA-Synthese wurden mittels der GAPDH RT-PCR (Produkt: 359-bp) durchgefiihrt und
in den jeweiligen unteren Bildabschnitten dargestellt. Die entsprechenden Negativkontrollen (Sub-
stitution der RNA durch steriles Wasser bzw. Auslassen des Reverse-Transkriptase-Enzyms SuperScript
II) wurden nicht abgebildet.

M123456789101112131415161718192021M

—MUCH (539 bp)

—GAPDH (359hp)

M123456789101112131415161718192021M

- - ‘- - —~MUC2 (796 bp)

:l - - --- —MUC2 (317 bp)
e -De 8-88 ‘.--.-- —MUC2 (180 bp)

bod —--GAPDH (350bp)

—MUC7(348bp)

---GAPDH (35%bp)
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nested RT-PCR war in allen 4
Blasenkarzinom-Zellinien RT4,
647V, HT1376 und 486P mit den
jeweiligen Differenzierungs-
graden von G1 bis G4 nachweis-
bar (Abb. 1A, Spur 18-21). Wei-
terhin konnte die MUCT Gen-
expression in allen Blasenkarzi-
nomproben mit den Tumorstadien
von pTaGT1 bis pT4G3 und insbe-
sondere in 2 Proben mit einem
Carcinoma in situ detektiert
werden (Abb. 1A, Spur 9-17). Alle
normalen Blasengewebeproben
waren ebenfalls positiv in der
MUCT1T Genexpression (Abb. TA,
Spur 2-7). Das MUCT1 -spezifische
nested RT-PCR Produkt mit 539-
bp wurde aus dem Gel isoliert
und mit dem automatischen
Sequenziergerdt ALFexpress
sequenziert. Die analysierte
MUCT1T Gensequenz zeigte eine
vollstindige Ubereinstimmung
mit der publizierten MUC1
mMRNA Sequenz (GenBank Num-
mer J05581).

RT-PCR von MUC2

Die MUC2 Genexpression mit
einem Produkt von 180-bp war in
der Kontrollzellinie WIDR und in
den 4 Blasenkarzinom-Zellinien
positiv (Abb. 1B, Spur 1 und 18-
21). Die MUC2-spezifische
nested RT-PCR konnte sowohl in
allen Blasenkarzinomproben,
inklusive der Proben mit einem
Carcinoma in situ, als auch in
den normalen Blasengewebe-
proben nachgewiesen werden
(Abb. 1B, Spur 2-17). Die
Sequenzierung des 180-bp
Amplifikationsproduktes zeigte
auch in dieser Untersuchung eine
100 %ige Ubereinstimmung mit
der bekannten Gensequenz aus
der Gen-Datenbank (GenBank
Nummern L21998, M94132 und
M86523).
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Zusatzlich war im tiberwiegenden
Teil der Proben ein Amplifika-
tionsprodukt von 317-bp erkenn-
bar, welches dem externen Pro-
dukt in der MUC2-spezifischen
nested RT-PCR entspricht (Abb
1B, Spur 6-10 und 12-21). Die
Gensequenz des 317-bp Frag-
mentes wurde in der automati-
schen Sequenzanalyse als exter-
nes MUC2 Produkt bestatigt.
Desweiteren konnte ein Amplifi-
kationsprodukt von 796-bp in 13
Proben nachgewiesen werden
(Abb. 1B, Spur 2-5, 7, 9-11, 13-
15, 17 und 19). Dieses Fragment
wurde in weiteren Untersuchun-
gen als Kontamination durch
genomische DNA identifiziert. In
den entsprechenden Negativ-
kontrollen ohne Einsatz des
Reverse-Transkriptase-Enzyms
war das genomische DNA Pro-
dukt mit 796-bp ebenfalls erkenn-
bar. Eine PCR mit kommerziell
erhédltlicher humaner DNA (Pro-
mega, Madison, USA) und den
MUC2-C sense sowie MUC2-D
antisense Primern synthetisierte
ebenfalls das 796-bp Produkt.
Dieses Fragment wurde anschlie-
Bend sequenziert und beinhaltete
ein bisher nicht publiziertes
MUC2 Intron von 616-bp (EMBL
Nummer AJO07575). Das Intron
befindet sich dabei zwischen der
Position 1098 und 1099 der
GenBank Nummer M94132, bzw.
zwischen der Position 13710 und
13711 der GenBank Nummer
L21998 sowie zwischen der
Position 209 und 210 der
GenBank Nummer M86523.

RT-PCR von MUC/

Das spezifische MUC7
Amplifikationsprodukt mit 348-bp
war sowohl in der Kontrollzellinie
WIDR als auch in allen Blasen-
karzinom-Zellinien nachweisbar

(Abb. 1C, Spur 1 und 18-21). Alle
invasiv wachsenden Blasen-
karzinome mit der Klassifikation
von pT1G3 bis pT4G3 und 2
Proben mit einem Carcinoma in
situ waren MUCY7 positiv. Demge-
genliber war bei den oberflach-
lich wachsenden Blasentumoren
pTaG1 und pTaG2 sowie in einer
Probe mit ausgepragter urothe-
lialer Dysplasie keine MUC7
Genexpression erkennbar (Abb.
1C, Spur 8-10). Mit Ausnahme
einer normalen Blasengewebe-
probe aus einer tumortragenden
Blase (Abb. 1C, Spur 2) zeigten
alle anderen 15 normalen
Urothelgewebeproben keine
MUC?7 Genexpression (Abb. 1C,
Spur 3-7). Die analysierte Gen-
sequenz des MUC? Produktes
von 348-bp entsprach der be-
kannten cDNA Sequenz aus der
GenBank Nummer L13283. Die
Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der
MUC?7 Genexpression beim
Blasenkarzinom unter Berticksich-
tigung der TNM-Klassifikation.

DISKUSSION

In den letzten Jahren wurden
zahlreiche Untersuchungen tber
Molekularstruktur und Organ-
spezifitdt verschiedener Muzine
veroffentlicht. Nach dem aktuel-
len Stand der Forschung kénnen
9 verschiedene Muzine klassifi-
ziert werden [1]. MUCT wird an
der apikalen Membran polarisier-
ter Epithelialzellen exprimiert und
ist bislang das am besten charak-
terisierte Muzin [2]. Die MUC2
Synthese und Sekretion wurde
erstmalig bei endodermal abstam-
menden Epithelzellen beschrie-
ben und befindet sich hauptsach-
lich im Gastrointestinal- und
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Respirationstrakt [15]. Die
Klonierung und Sequenzierung
des Muzins MUC?Y gelang aus der
cDNA der serosen Speicheldriise
[13]. In unserer Untersuchung
haben wir uns auf die drei
Muzine MUC1, MUC2 und
MUCY7 konzentriert, da hier
bereits vollstandige Sequenzen
der cDNA vorlagen [1]. Muzine
wie MUC5B und MUCS besitzen
repetitive Sequenzabfolgen
(variable number of tandem
repeats = VNTR), die fiir eine
spezifische PCR ungeeignet sind
[16].

Beim Urothelgewebe der Harn-
blase und deren maligner Trans-
formation ist die Muzinverteilung
sowie die exakte Molekiilstruktur
nur unzureichend bekannt. Nach
den bisherigen Publikationen
konnten hauptsdchlich mit Hilfe
von immunbhistologischen Unter-
suchungen die Muzine MUCT,
MUC2 und MAUB (mucin
antigen of the urinary bladder) in
der normalen Blasenschleimhaut
identifiziert werden [17]. Die
MUCT Expression im normalen
und maligne transformierten
Urothelgewebe der Blase wurde
dabei bereits mehrfach beschrie-
ben [18], wobei die Ergebnisse
mit unseren tbereinstimmen.
Unsere Untersuchungen zeigten
dartiberhinaus eine uniforme
MUC2 Genexpression sowohl im
normalen Blasengewebe als auch
in allen Blasenkarzinomproben.
Als Zufallsbefund konnten wir in
der spezifischen-MUC2 nested
RT-PCR ein zusatzliches Amplifi-
kationsprodukt von 796-bp
identifizieren. Die weitere
Sequenzanalyse ergab eine
genomische cDNA Kontamina-
tion mit Nachweis eines bisher
nicht bekannten MUC2 Introns,
das in der EMBL Gendatenbank
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dokumentiert wurde (EMBL
Nummer AJ007575). Im Gegen-
satz zu unseren Ergebnissen
wurde von Walsh [12] in immun-
histochemischen Studien eine
differentielle MUC2 Protein-
expression im Blasengewebe und
deren neoplatische Transformati-
on beschrieben.

In einer Serie von 89 Blasen-
karzinomproben konnte mit dem
monoklonalen Antikorper 4F1 in
40 % der Falle eine MUC2
Proteinexpression nachgewiesen
werden, wohingegen keine
MUC?2 Expression im normalen
Blasengewebe zu erkennen war.
Der Antikorper 4F1 bindet nur an
die VNTR Region der nicht
glykosylierten Proteingrund-
struktur, welches in den intrazel-
luldren Kompartimenten lokali-
siert ist. Da der Antikorper 4F1
nicht an die vollstandig
glykosylierte MUC2 Glyko-
proteinstruktur binden kann, ist
anzunehmen, dal} ein Hauptteil
der normalen Blasengewebe- und
Blasenkarzinomproben keine
spezifische Antigen-Antikorper
Bindung eingehen kann. Das
Problem der Antikorper-
Bindungsspezifitit an Muzinen
kann durch die Untersuchung der
Genexpression von Muzinen
mittels der spezifischen RT-PCR
umgangen werden, da dieses
Verfahren von der Zellokalisation,
der posttranslationalen
Prozessierung und somit auch
von der Glykosylierungsstruktur
unabhangig ist.

Nach unserem Wissen liegen
bisher keine Daten tber die
MUC?7 Genexpression beim
normalen und maligne transfor-
mierten Urothelgewebe vor. In
unserer Arbeit konnten wir erst-
malig die differenzierte MUC7
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Genexpression mit der spezifi-
schen-MUCY nested RT-PCR an
vier verschiedenen Blasen-
karzinom-Zellinien und beim
invasiv wachsenden Urothel-
karzinom der Harnblase beschrei-
ben. Insbesondere wurde die
MUC? Genexpression in zwei
Proben mit einem Carcinoma in
situ nachgewiesen, dessen
pathohistologisches Wachstums-
muster als ein prainvasives Stadi-
um des Urothelkarzinoms einzu-
ordnen ist. Zusammenfassend ist
eine hohe Korrelation der MUC7
Genexpression bei den hier
untersuchten prainvasiv- und
invasiv wachsenden Blasen-
karzinomen erkennbar. Dem-
gegentiber war keine MUC7
Genexpression beim oberflach-
lich papillaren Blasentumor
nachweisbar. Mit Ausnahme einer
Probe waren alle 15 normalen
Blasengewebeproben ebenfalls
negativ in bezug auf die MUC7
Genexpression. Eine Blasenprobe
mit nachgewiesener MUC7
Genexpression war aus einer
tumortragenden Harnblase ent-
nommen worden. Obwohl diese
Probe histologisch als normales
Urothelgewebe beurteilt wurde,
konnte die Heraufregulierung der
MUC?7 Genexpression bereits
einer pramalignen genetischen
Verdnderung entsprechen. Nach
den vorliegenden Ergebnissen
konnen wir schlufRfolgern, daf®
die maligne Transformation von
Urothelgewebe mit einer MUC7
Genexpression verbunden ist. Die
Untersuchung der MUC7 Gen-
expression mit der spezifischen-
MUCY nested RT-PCR kénnte in
Zukunft ein wertvolles Verfahren
in der Frithdiagnose des Blasen-
karzinoms darstellen. Diese
Daten ermutigen uns, neue
Studien mit dem Nachweis von
MUCY positiven Zellen im

Spontanurin durch die RT-PCR
Technik und durch die Immun-
zytochemie zu planen.

Die tumorassoziierte, alterierte
Muzinexpression und die veran-
derte Kohlenhydratstruktur der
Muzine wurden bereits mehrfach
beschrieben. Die Funktion der
Muzinexpression neoplastischer
Zellen konnte in einer Protektion
der Zellen vor einem Zugriff des
Immunsystems durch Blockierung
der Zellmembran bestehen bzw.
in einer sterischen Beeintrachti-
gung der Immunerkennung
disseminierter Karzinomzellen in
der Blutbahn. Allerdings konnte
eine immunhistochemische
Detektion des MUC7 Glyko-
proteins bisher noch nicht gezeigt
werden, so daf8 die biologische
Bedeutung des Muzins 7 noch
ungeklart ist. Demzufolge konn-
ten Tumore mit einer alterierten
Muzinexpression gegeniiber dem
Immunsystem effektiver geschiitzt
sein und eine starkere
Progressions- und Metasta-
sierungstendenz aufweisen. Diese
These konnte in einer Reihe von
Untersuchungen bestatigt wer-
den. Exemplarisch sei eine Publi-
kation von Walsh et al. genannt,
die eine Heraufregulierung der
MUC?2 Expression beim
Mammakarzinom mit einer
verstarkten Tumorinvasion und
folglich mit einer schlechteren
Prognose festgestellt haben [8].
Damit scheint eine Abhangigkeit
zwischen dem biologischen
Verhalten der Tumorzellen und
der jeweiligen Muzin-Quantitat
sowie Muzinstruktur zu bestehen.

Ein weiterer interessanter klini-
scher Aspekt betrifft das Immun-
therapeutikum Bacillus Calmette-
Guerin (BCG), das zur Rezidiv-
prophylaxe oberflachlicher
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Blasenkarzinome eingesetzt wird.
Badalament et al. [19] untersuch-
ten das Bindungsverhalten von
BCG an muzinexprimierenden
Urothelzellen. In Tierexperi-
menten konnte gezeigt werden,
dafs die Anheftung von BCG-
Zellen an die Blasenschleimhaut
insbesondere von dem
Glykosylierungszustand der
muzinosen Urothelschicht ab-
hangt. Nach chemischer Entfer-
nung der Muzinschicht von der
Blasenschleimhaut konnte eine
deutlich hohere Bindungs-
fahigkeit der BCG-Zellen an die
Urothelschicht beobachtet wer-
den. Die Autoren folgerten, dal’
durch eine bessere Bindungs-
fahigkeit der BCG-Zellen an die
Blasenschleimhaut eine erhohte
antitumorale Wirkung erzielt
werden kann. Moglicherweise
konnte eine alterierte Muzin-
expression, wie die Herauf-
regulierung der MUC?7 Expression
beim Blasenkarzinom, einen
entscheidenden Einflul® auf die
Effektivitat der BCG-Immun-
therapie haben.

Zusammenfassend konnten wir in
unserer Untersuchung eine diffe-
rentielle MUC7 Genexpression
sowohl beim prainvasiven als
auch invasiven Blasenkarzinom
nachweisen. Entsprechend war
keine MUC7 Genexpression beim
oberflachlich, nicht-invasiven
Blasentumor und im normalen
Urothelgewebe erkennbar. Nach
den vorliegenden Ergebnissen ist
die MUC? Genexpression mogli-
cherweise ein Malignitats-
kriterium fir das Urothelkarzinom
der Harnblase. Der klinische
Stellenwert der differentiellen
MUC?7 Genexpression beim
Blasenkarzinom und deren mogli-
cher Einsatz als Tumormarker
bedarf jedoch weiterer Untersu-
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