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1. Einleitung:

1.1 Tumordefinition

Das Wort ,Tumor” ist die lateinische Bezeichnungr féine Geschwulst, eine ortlich
umschriebene Volumenzunahme des Gewebes. Im endgian ist ein Tumor eine
gewebliche Neubildung (Neoplasie) in Form einesnggaen, verschiedenartig enthemmten,
autonomen und irreversiblen UberschuRwachstumskdopereigenem Gewebe, das in der
Regel mit unterschiedlich ausgepragtem Verlust ifpelzer Gewebs- und Zellfunktionen
einhergeht [53]. Man unterscheidet benigne (ggeajtiTumore von malignen (bdsartige)
Tumore. Die Wichtigkeit in der Erfassung und Unttieidung dieser Tumore liegt in den
unterschiedlichen Therapiemoéglichkeiten und Progfaddoren, die den Patienten

entsprechend erwarten.

1.2 Das Tumorzentrum Regensburg

Das Tumorzentrum Regensburg e. V. besteht seit &Bred und dokumentiert

verlaufsbegleitend 350 niedergelassene Arzte, aterir durch die Kassenarztliche
Vereinigung Bayern, 23 regionale Krankenhduser umdle Abteilungen des

Universitatsklinikums Regensburg. Seit 1991 sindrid@8.000 Tumorpatientenverlaufe von
der Diagnose bis zur Nachsorge dokumentiert. Anhded vorhandenen Daten werden
Versorgungsanalysen fir einzelne Tumorentitatergesaellt und Rickmeldungen an die
Arzte, sowohl fur die Versorgung der gesamten COlaérp als auch fiir ihren eigenen
Tatigkeitsbereich gesandt.

Seit 1998 werden auch Aufgaben eines epidemiolbgiscKrebsregisters Gbernommen;
zunachst nur fur die Oberpfalz, seit 2002 auchTiite Nieder- und Oberbayerns. Weiterhin

werden Studien und Forschungsprojekte durchgefiashrtv. Tumorzentrum-Regensburg.de].

1.3 Das Harnblasenkarzinom

1.3.1 Epidemiologie

Das Harnblasen-Karzinom steht weltweit an siebtelles der malignen Tumoren, wobei
jahrlich 260.000 neue Félle bei Mannern und 76.0€80Frauen geschatzt werden. Das sind
ca. 3,2% aller Krebsfalle weltweit, wobei das Véti& zwischen betroffenen Mannern und

Frauen 3,5:1 betrdgt und die Lander West-Europasd-dmerikas und Australiens die
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hdchste Inzidenzrate aufweisen. Generell kann ragers dass das Harnblasenkarzinom in
Industrie-Landern anndhernd sechsmal haufiger id6 @ den sogenannten
Entwicklungslandern. In Deutschland erkranken négathatzungen des Robert-Koch-
Institutes von 1998 jahrlich ca. 10.546 Manner Gh€0 Frauen am Harnblasenkarzinom, von
denen die meisten in die Altersgruppe ab 75 Jafiattm.

Das Urothelkarzinom ist der haufigste Subtyp desnblasenkarzinoms der Industrielander
mit mehr als 90% der Falle in den USA, Frankreicid dtalien. Es liegt laut der achten
Ausgabe der ,Cancer Incidence in Five Continen&s“84% der mannlichen und bei 79% der
weiblichen Betroffenen vor.

Weitere Subtypen des Harnblasenkarzinoms sind dattefepithelkarzinom und das
Adenokarzinom, deren Haufigkeiten jedoch weit hintlem des urothelialen Karzinoms
liegen. Schatzungsweise 70-80% der Patienten mitdregnostiziertem Harnblasenkarzinom
sind an einem nicht-invasiven oder frih-invasivBtaflium pTa oder pT1) Urothelkarzinom

erkrankt.

1.3.2 Atiologie

Verschiedene Risikofaktoren haben sich herauskiss¢at, die zur Entstehung eines
Harnblasenkarzinoms beitragen konnen [20]. Als wgshe Risikofaktoren sollen hier das
Rauchen von Zigaretten und die gelegentliche Exposgegeniber aromatischen Aminen
hervorgehoben werden:

1.3.2.1 Rauchen

Das Rauchen von Tabak stellt den grof3ten Risikofakiei der Entstehung eines
Harnblasenkarzinoms dar. Es steigert das Erkrargeigiigp, welches auch abhéngig von der
Dauer und der Intensitdt des Nikotinabusus ist, sgmatzungsweise 66% fur Ménner und
30% fur Frauen. Raucher erkranken 2-6-mal héaufiger Nicht-Raucher. So steigt das
Harnblasenkarzinom-Risiko eines Patienten, der lggige (60 Jahre und mehr) geraucht hat
bei Mannern um das Sechsfache, bei Frauen um ddfa€lie an. Die Intensitat steigert das
Risiko &hnlich, jedoch geschlechtsunabhangig. Da&k&an einem Harnblasenkarzinom zu
Erkranken stagniert nach Expositionsende und & ga. 15 jahrigem Belastungsstop wieder
ungefahr so grol3 wie bei der nicht rauchenden éargsgruppe.

1.3.2.2 Gelegentliche Belastungen

Bereits 1895 erkrankten Arbeiter in Anilin verateeden Farbereien tberdurchschnittlich

haufig an Harnblasenkarzinom. Es wurde erforsclassddie auslésenden Substanzen
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aromatische Amin-Benzidine und 1-Naphtylamine gsimd eine Belastung in einem Viertel
aller Harnblasenkarzinome der Karzinomentstehumgusgeht [21].

1.3.2.3 Medikamente

In einigen epidemiologischen Studien hat sich hsgastellt, dass das relative
Harnblasenkarzinom-Risiko bei einem chronischen shtiguch Phenacetin-haltiger
Analgetika um ca. 2,4 bis 6-fach ansteigt. Das &giikum Cyclophosphamid steigert nicht
nur das Risiko fur die Entwicklung von Leuk&miendubymphomen sondern auch von
Plattenepithelkarzinomen und Sarkomen; besondens haomyosarkomen [22]. Ahnlich
verhalt es sich auch mit einer Behandlung mit Gtdphzin.

1.3.2.4 Chronische Infektionen

Chronische Zystitiden, Urogenitalinfektionen und obknitaltraktsteine irritieren das
Blasenepithel mechanisch. Dies scheint das Risikoginem Urothel-Ca zu erkranken, zu
erhéhen.

1.3.2.5 Arsen

Der Genuss von mit Arsen oder dessen Beiprodukéeseuchtem Trinkwasser erhoht das
Harnblasenkarzinom-Risiko ebenfalls [23]. Dies vwaund epidemiologischen Studien in Chile
und Taiwan, wo grol3e Bevdlkerungsgruppen arsegleatti Trinkwasser exponiert waren,

bestéatigt.

Tabelle 1.1: Alphabetische Auflistung von kanzeme Stoffen und Gemischen, die mit Harnblasen-
Karzinomen in Verbindung gebracht werden

Aluminium Produktion
4-Aminobiphenyl

Analgetika, die Phenacetin enthalten
Arsen in Trinkwasser

Auramine Herstellung

Benzidine

Chlornaphzine

Coal gasification

Coal-tar pitch

Gummi-Industrie
Cyclophosphamide

Magenta Herstellung
2-Naphtylamine

Schistosoma haematobia (Infektionen)

Rauchen
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1.3.3 Klinik

Obgleich Art und Schwere der klinischen Symptom® idgasiven Harnblasenkarzinoms von
Ausmald und Lokalisation des Tumors abhangen, welsemeisten Patienten zumindest eine
Mikroh&amaturie auf [24]. In 85% der Félle liegt eischmerzlose Makrohamaturie vor, der
eine Gerinnung des Blutes und dann eine Dysurgefokann [25]. Die Blasenkapazitat kann
bei ausgedehnten Tumorbefunden eingeschrankt seias eine Erh6hung der
Miktionsfrequenz zur Folge hat. Ebenso kann esokalén Irritationen kommen, die von
Tumor zu Tumor unterschiedlich sein kénnen. Tumpremlche die Urethratffnung
infiltrieren haben eine schlechte Prognose, dasieiner Hydronephrose flihren kénnen.

Bei sehr ausgedehnten Befunden kann der Tumor ickeBdereich tastbar werden und zu
Odemen der unteren Extremitaten fiihren. Tretenoigéschrittenen Verlauf der Krankheit
Metastasen auf, fuhren diese haufig zu Gewichtssednd Knochenschmerzen.

Die durch Sonographie oder Computertomographie raorgemene Verdachtsdiagnose eines
Harnblasenkarzinoms wird durch eine Zystoskopieichest. Durch eine tief in der
Muskularis propria durchgefuhrte Resektion erfaligt histologische Diagnose. Wéhrend ein
Teil der Patienten mit frih-invasiven Tumoren (imtaddum pT1) durch repetitive
transurethrale Resektion und eine Installationsiiermit BCG therapiert werden, erhalten
Patienten mit ausgedehnteren BefundepT2) meist eine Zystektomie. Bei der Zystektomie
wird die Harnblase operativ entfernt. Man untergibdie die totale von der erweiterten
Zystekomie, wobei zum einen die gesamte Harnblasé&Jmpflanzung der Ureteren in den
Darm oder die Haut und bei der erweiterten Methwaleh zusétzlich beim Mann die Prostata,
die Blaschendrisen und bei der Frau der Uterusi Bwtel der Urethra mit anliegendem

Abschnitt der vorderen Vaginalwand entfernt werden.

1.3.4 Tumorausbreitung (Staging)

1.3.4.1 T-Kategorie (Ausbreitung des Primar-Tumors)

Wahrend die Zystoskopie eine eher untergeordnelle Bei der Stadieneinteilung spielt [26],

ist die transurethrale Resektion der Blase (TUR®) allen sichtbaren L&sionen eine exakte
Maglichkeit zur Bestimmung der TiefeninfiltratiorebpT1 und pT2 Tumoren. Hierbei darf

man Tumor infiltrierendes Muskelgewebe nicht miiegi Invasion der Muskularis propria

gleichstellen, da in der Lamina propria regelméaféime Muskelstrange anwesend sind.
Ebenso wenig ist Tumor-infiltriertes Fettgewebehhionmer ein Zeichen fur extravesikale

Ausbreitung, da Fettgewebe in allen Schichten desdhwand vorhanden sein kann [27]. Bel
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gro3en pTa und allen pT1 Tumoren werden ca. 6 Woclaeh der ersten Resektion Re-
Biopsien durchgefihrt.

Die Rolle der intravendsen Pyelographie zum Erfaggleichzeitiger Tumoren des oberen
Harntrakts und/oder der ureteralen Obstruktion vikodtrovers diskutiert. Die Genauigkeit
der bildgebenden Verfahren (Computertomographie ),(CWagnetresonanztomographie
(MRT), Positronenemissionstomographie) um das Ti8ta festzulegen ist limitiert [28, 29,

30].

1.3.4.2 N-Kategorie (Regionale Lymphknotenmetasjase

Sensitivitat und Spezifitat von MRT und CT zur Sémeinteilung ist begrenzt. Die
Lymphknotenvergro3erung spielt weiterhin eine grofiegnostische Rolle bei der
Vorhersage von Lymphknoten-Metastasen. Es gibt diecMdglichkeit einer CT-gesteuerten
Feinnadel-Biopsie von Lymphknoten. Bei Lymphknotefai ist die Becken-

Lymphknotenentfernung bis zur Aortenbifurkation ddethode der Wahl [31], wobei deren

Modifizierungen noch erprobt werden.

1.3.4.3 M-Kategorie (Fernmetastasen)

Metastasen in der Lunge werden durch Rontgen sofcloer Leber durch Ultraschall, CT
oder MRT und in Knochen bei symptomatischen Patie@inhand einer Skelettszintigraphie
festgestellt. Vor einer Zystektomie bei pT1l-Tumorewird eine M-Stadieneinteilung

empfohlen.

Tabelle 1.2 Klassifikation der Tumoren durch dieliyesundheitsorganisation (WHO)

TNM-Klassifikation nach WHO (6. Auflage 2002)

pT Primartumor

X Primartumor kann nicht beurteilt werden

0 Kein Primartumor nachweisbar

a Nicht-invasiver papillarer Tumor

Is Carcinoma in situ

Tumor infiltriert Lamina propria

2 Tumor infiltriert Lamina mucosa

2a | Infiltration des oberflachlichen Muskelschi¢libnerer Anteil)

2b | Infiltration der tiefen Muskelschicht (,aulReranteil)

3 Tumor infiltriert das perivesicale Gewebe

3a | Mikroskopisch

3b | Makroskopisch

4 Infiltration eines/mehrerer folgender Organe<®ata, Uterus, Vagina, Beckenwand, Bauchwa“ld
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4a | Tumor infiltriert Prostata, Vagina oder Uterus

4b | Tumor infiltriert Becken- oder Bauchwand

N Regionale Lymphknoten

Regionale Lymphknoten nicht beurteilbar

Keine regionalen Lymphknoten-Metastasen

< 2cm grof3e Solitdrmetastase

< 5cm grof3e Solitdrmetastase oder multiple Masas (keine > 5cm)

w| N| | O X

> 5cm grof3e Lymphknotenmetastasen

M Fernmetastasen

Fernmetastasen nicht beurteilbar

X

0 Keine Fernmetastasen

1 Fernmetastasen vorhanden

1.3.5 Histopathologie

Es wird hierbei zwischen papillaren und soliden doem unterschieden. Die weitere
Einstufung erfolgt als low oder high anhand der #mz nuklearer Anaplasien und
architektonischer Anormalitaten [32], wobei aucheerelativ normale Zytologie vorliegen
kann. Besonders wichtig ist auch die Kenntnis (mhandensein und Ausmal3 der Invasion.
Bei pT1 Tumoren werden invasive Zellen als NestderoEinzelzellen innerhalb des
papillaren Stromas oder der Lamina propria besbarie Das Ausmald der Invasion in die
Lamina propria bei pT1 Tumoren sollte kategorisweerden, da die Tiefe der Infiltration als
prognostischer Marker beurteilt wird.

Probleme beim Erkennen der Invasion von Lamina Mndkularis propria kénnen sich aus
tangentialen Anschnitten im histologischen Praparttermalen und mechanischen
Verletzungen, ausgepragten entzindlichen Infilirateder ausgedehnt wachsenden
Tumormassen ergeben.

Spezielle histologische Merkmale gibt es beim frdtiven Harnblasenkarzinom nicht. Es
zeigen sich jedoch infiltrierende zusammenhafted@dinester mit mafig bis reichlich
amphophilem Zytoplasma und grof3en hyperchromatis&edlkernen. Die Zellkerne sind
typischerweise pleomorph, zeigen abnormale Kontuigh vergrof3erte Nukleolen [34]. Im
Bereich des invasiven Tumors sieht man eine desaattpthe Reaktion des Stromas. Diese
Entzindungsreaktion kann fir gewdhnlich leicht ufokal begrenzt sein oder aber

schwerwiegend, dicht und ausgedehnt ausfallen.

1.3.6 Genetik
Das Harnblasenkarzinom wird nicht als familiare Keamkheit angesehen, obwohl des

Ofteren von familiar gehauftem Auftreten berichtetirde [35]. Auf genetischer Basis
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unterscheidet sich das invasive UrothelkarzinomL{gY stark von den niedriggradigen nicht-
invasiven papillaren Tumoren (papillare urothelidleoplasien niedriger maligner Potenz,
nicht-invasives niedriggradiges papillares Urothetknom). Hierbei scheint das

Harnblasenkarzinom-Risiko fur Verwandte ersten @sadon Harnblasenkarzinom Patienten
1,5 bis 2fach zu steigen. Die in einem Patientestlm@ebene Translokation t(5;20)(p15;911)
ist die bisher einzige nachgewiesene genetischedrnderung in einer Familie mit

Urothelkarzinom. Fir polymorphische Varianten eamigentgiftender Enzyme wurde ein

geringfugig gesteigertes Harnblasenkarzinom-Rib#gschrieben.

Chromosomale Veranderungen

Charakteristisch fiur das invasive Harnblasenkamimgt die Existenz vieler chromosomaler
Verénderungen an verschiedenen chromosomalen Reygidm Studien zur vergleichenden
genomischen Hybridisierung (CGH), wurde beschrigdass es hierbei im Durchschnitt 7-10
Veranderungen gibt, wobei hauptséchlich Verluste 2q, 59, 8p, 9p, 99, 10q, 11p, 189 und
des Y-Chromosoms sowie die Zunahme von 1q, 5p, 8d 17q als zytogenetische
Verénderungen beobachtet wurden [37].

Zur Entstehung und Progression eines Harnblasenkans tragen haufig eine Ko-
Amplifikation und gleichzeitige Uberexpression vomkogenen einer Chromosomen-Region
bei. Zum Beispiel findet sich bei einer Amplifikati von CCND1 auf 11913 begleitend eine
Amplifikation von FGFR3 in 88% und bei einer Amgdtion von MDM2 auf 12q15 eine
Amplifikation von CDK4 in 11% der Falle.

1.3.7 Onkogene

Der transmembrantse Tyrosinkinase-Rezepin2/neu hat keinen bekannten Liganden. Er
wird vielmehr durch eine Interaktion mit anderen FEGGen-Familienmitgliedern aktiviert.
Er ist bei der Brustkrebstherapie von Interesseishduch beim Harnblasenkarzinom in 10-
20% amplifiziert und in 10-50% vermehrt exprimieAmplifikation oder Deletionen der
benachbarten Topoisomerase 2 alpha (TOP2A), dieArthrazyklinen angegriffen werden
kénnen, werden in ca. 23% der Falle von HER2 amiten Karzinomen beobachtet,
weshalb durch die Auspragung dieser StrukturenTterapie beeinflusst werden kann [38]
und koénnen zu unterschiedlichen Therapieerfolgandbe Behandlung mit Anthrazyklinen
beitragen.

Das einzige zurzeit fur das Harnblasenkarzinom uenhgsvolle bekannte Mitglied der Ras-

Gen-Familie ist dasi-ras, dessen Mutationen fast ganzlich auf spezifischierdtionen der
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Codons 12, 13 und 61 beschrankt ist, die jedochisnzu 45% aller Harnblasenkarzinome
ohne Zusammenhang zwischen Mutation und Tumor-@tadoder —Grading gefunden
werden [39].

Ein weiteres Mitglied der Klasse Il Rezeptor Familist der EGFR, der eine
transmembrantse Tyrosinkinase ist. Liganden hiesfiidd z.B. der EGF und TGFa. Der
EGFR ist Ziel zahlreicher Medikamente, sowohl widibitorischer Molekile als auch
Antikorper. Er ist in 3-5% der Harnblasenkarzinoaraplifiziert und in 30-50% verstarkt
exprimiert [40].

Wichtige Promotoren des Zellzyklus sind die Cykdibhangigen Kinasen (CDKs) und ihre
regulierenden Untereinheiten dycline, von denen das CCND1 am haufigsten amplifiziert
(in 10-20% der Falle) und verstarkt exprimiert 88-50%der Falle) wird. Eine Korrelation
zwischen Expression von CCND1 und Tumorentwickhamgl vermutet [41].

Das MDM2 Gen kodiert mehr als 40 verschiedene miteinander vetbne Subtypen, von
denen nur zwei mit p53 interagieren und dadurcimesdidhigkeit, die Transkription zu
aktivieren, inhibieren. Im Gegenzug daftr wird 8488M2 durch den p53 Wildtyp induziert.
In normalen Zellen reguliert diese autoregulattmesEeedback-Schleife die Aktivitat von p53
und MDM2. MDM2 fordert auch die Herabsetzung vor8 pthdem eine Expression von
MDMZ2 fur eine zeitweilige Inaktivierung von p53 gor Eine MDM2 Amplifikation kommt
nur in ca. 4-6% der invasiven Harnblasenkarzinogmee Expression in 10-40% der Falle vor
[42].

1.3.8 Tumorsuppressorgene

Eine Inaktivierung von Tumorsuppressorgene fuhrt batroffenen Zellen zu einem

Wachstumsvorteil.

Das p53 Gen kodiert ein 53kDa Protein, welchesahlreichen zellularen Prozessen, wie
Zellzyklus, Antwort auf DNS-Schaden, Zelltod und ddagiogenese eine zentrale Rolle
spielt. Mutationen des p53 Gens treten in bis z6@% der Harnblasenkarzinomen auf und
befinden sich meist im DNS-bindenden Teil des Gebbwohl es keine spezifischen

Mutationsstellen gibt, werden mehr als 90% der Maoteen in Exon 4-9 gefunden. Viele p53
Mutationen flihren zu einer Proteinstabilisierung.adDrch kann mutiertes p53

immunhistochemisch nachgewiesen werden.

Das erste bei humanen Karzinomen entdeckte Tumomssgorgen war das

Retinoblastomgen Gen RB1, welches eine entscheidé&ulle bei der Regulierung des
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Zellzyklus spielt. Seine Inaktivierung kommt in 80% der Muskel-infiltrierenden
Harnblasenkarzinome vor.

Veranderungen im Bereich der DNS-Reparaturgene swidhtig fiir zahlreiche
Karzinomtypen. Bei invasiven Harnblasenkarzinomernind s Veranderungen an

Reparaturgenen jedoch selten.

1.3.9 Prognostische und pradiktive Faktoren

Allein aufgrund der Klinik kénnen keine individuell Vorhersagen Uber den Verlauf
invasiver Harnblasenkarzinome gemacht werden, fedmiten multifokale Lokalisationen,
eine TumorgroBe >3cm und begleitend auftretendescir@ana in situ (Cis) als
Risikofaktoren fur Rezidiv und Progression [43]. eBbo sprechen eine Klinisch
fortgeschrittene Prasentation mit bimanueller Tasbit, Infiltration der Harnleiteroffnung
sowie Lymphknoten- bzw. Fernmetastasen fir einkesbte Prognose.

Die morphologischen Faktoren enthalten den GradDi#erenzierung, das Stadium und
andere morphologische Kriterien.

Die Grundlage der pT-Klassifizierung ist die Tiafdiitration des Tumors und sie ist fur die
Prognose bedeutend, weshalb besonders die pT-1r&éaniber das Ausmald der Infiltration
in die Lamina propria genauer eingeteilt werdenesolSo zeigt es sich, dass Tumoren, die
Uber die Muskularis mucosae hinaus infiltrierem) &@odheres Progressionsrisiko haben.
Daneben ist sowohl die oben besprochene Einteitlarghistologischen Subtypen, als auch
der Randstatus nach Zystektomie von prognostisBleeleutung. Ebensolches gilt fur das

Wachstumsmuster. Papillare Tumore bedeuten fllPdirenten eine bessere Prognose.
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Abbildung 1.1 Putatives Modell der Entstehungsweaged Unterteilung des Harnblasenkarzinoms auf
genetischen Befunden basierend. Dicke Pfeile zewierh&ufigsten, gepunktete Pfeile zeigen die ssién

Entstehungswege. Die typischen genetischen Verdnden werden im Text beschrieben. (Referenz: WHO
2004)

Im Gegensatz zu den auffallenden Differenzen himoh der Prognose bei pT1 und pT2
Tumoren, zeigen diese Tumore auf genetischer Ebaree deutliche Ahnlichkeit, weshalb
ahnliche genetische Veranderungen fir alle Stadiea prognostische Relevanz bedeuten
konnten. Dennoch konnte bisher kein molekulareaater ausreichend validiert werden,
dass er klinisch eingesetzt wird.

Am intensivsten wurden bisher Veranderungen am @&8- hinsichtlich seiner
prognostischen Bedeutung erforscht. So ist es mBglich, dass die unterschiedlichen
Reaktionen der Tumoren auf spezifische Therapieaiez auf unterschiedliche
Veranderungen von p53 zuriickzufuhren sind. In resuemfangreichen Studien wurde eine
zwar schwache aber doch signifikante Korrelationisehien p53-positivem Tumor und
schlechter Prognose gefunden werden. Diese pragdestBedeutung scheint jedoch mehr
fur pT1 als fir pT2 Tumoren zu gelten.

Das RB-Gen wird in 30-80% der Harnblasenkarzinoef@irgden. Einige Studien haben eine
Verbindung zwischen veranderter RB-Expression ueduzierten Uberlebenszeiten bei
Muskel-infiltrierenden Tumoren und mit Tumorprogses bei pT1 Tumoren gefunden, doch

konnte dies nicht durch andere Studien belegt werde
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Eine verstarkte Expression von HER2 kommt in 30-70%0n invasiven
Harnblasenkarzinomen vor, wobei eine Forschungggriginen Zusammenhang zwischen
HER2 Expression und verbessertem Uberleben naclitaRetbasierter Chemotherapie
gefunden hat. Die gleichzeitige Amplifizierung unBxpression der benachbarten
Topoisomerase 2 alpha kdnnte ebenfalls eine Rellddr veranderten Sensibilitdt von HER2
amplifizierenden Tumoren gegentiber Chemotherapetesp

In 30-50% des invasiven Harnblasenkarzinoms ist EGBerexprimiert. Im Gegensatz zu
frihen Berichten, die eine vermehrte Expression EG#R mit einem erhdhten Risiko einer
Rekurrenz des Tumors, einer Progression und ei@meninderten Uberlebenszeit verbunden
sahen, konnten spatere Studien dies nicht belegen.

Es konnte sporadisch bestatigt werden, dass eimaelnete Angiogenese, die anhand von
Antikdrpern gegen den Faktor VIII oder CD34 martearMikrogeféal3en quantifiziert werden
kann, als ein unabhangiger prognostischer Faktoussahen ist. Im Gegensatz dazu ist eine
verminderte Expression von Thrombospondin (TSRda¥ durch eine Interaktion mit dem
P53 Protein verstarkt wird und ein Inhibitor der ghogenese ist, signifikant mit einer
Rekurrenz, einer Progression der Erkrankung uner eierkiirzten Uberlebenszeit assoziiert.
COX-2, ein Subtyp der Cyclooxygenase, welche Amdmhsaure in Prostaglandin H2
umwandelt, wird durch verschiedene Stimuli z.B. Ztndungen induziert und kommt bei

verschiedenen Tumorarten vermehrt vor [45].

1.4 Nicht-infiltrierende Lasionen der Harnblase

1.4.1 Urotheliale Papillome

Urotheliale Papillome machen nur 1-4% der Harnikaezinome aus und bestehen aus
einem von Urothel umgebenen zarten fibrovaskuldfem, so dass sie sich nicht von

normalem Urothel unterscheiden. Es beféllt mehr dd@rals Frauen (1,9:1) und eher jingere
Menschen, teilweise sogar Kinder. Die Papillomed shiorwiegend solitar an hinterer und

seitlicher Wand auch in Ureter-Offnungsnahe sowigér Urethra lokalisiert. Die Therapie

der Wahl ist die komplette TUR. Es kommt nur setanRekurrenz.

Wie durch molekulare und immunhistochemische Untgdrangen gezeigt wurde, sind die

Lasionen diploid, Mitosen selten und die Prolifenasrate niedrig. Die Expression von CK20
entspricht der normalen Urothels. Es scheinen ggklméaiig FGFR3 Mutationen (75%) zu

finden, ahnlich der bei PUNLMP (85%) und dem nigdradigen papillaren

Harnblasenkarzinom (88%). Veranderungen von p53lamunicht gefunden [46].



Einleitung 12

1.4.2 Invertierte Papillome

Dies sind benigne papillare urotheliale Tumorerg e@ndophytisch in die Harnblasenwand
einwachsen. Die neoplastischen Zellen zeigen nerba gering verénderte zytologische
Atypien.

Diese Variante kommt meist solitar und nur in 1%raFélle von Harnblasentumoren vor. Es
werden mehr Manner als Frauen befallen (4,5:1). BExksankungsalter schwankt zwischen
10 und 94 Jahren mit einem Maximum zwischen dem @@l 70. Lebensjahr. Der
Entstehungsmechanismus ist noch unbekannt. Dietld&apsation (>70%) in der Harnblase
liegt im Trigonum. Es kdnnen aber auch Ureter, dhibecken und Urethra betroffen sein.

Die klinischen Zeichen entsprechen der Lokalisation

Makroskopisch erscheinen diese Papillome, die midaher als 3 cm in ihrem gréf3ten
Durchmesser sind und selten gro3er als 8cm weralengestielte oder sessile polypoide
Lasionen mit glatter Oberflache.

Histologisch wird die glatte Oberflache von zytakmy normalem Urothel bedeckt. Die Basis
der Lasion ist klar abgegrenzt, obgleich vereinealiophytische Schntre von Urothelzellen
in die benachbarte Lamina propria, jedoch nicldieimuskulére Blasenwand, ziehen.

Man unterscheidet einen trabekuléaren, der sichirtesanastomosierenden Urothelblattern
zusammensetzt, die auch zystische Anteile enthalten einem glanduldren Subtyp, der
Urothel mit (pseudo-) glandularen Differenzierungethalt.

Die Prognose des invertierten Papilloms ist gut.tiesen in weniger als 1% der Falle

Rezidive auf, ebenso wird nur selten eine Progoedseobachtet [47].

1.4.3 Papillare urotheliale Neoplasien von geringegligner Potenz (PUNLMP)

PUNLMP sind dem exophytischen Urothelpapillom &ttméi papillare Urotheltumoren, die
aber eine gesteigerte zellulare Proliferation aigere woraus eine Dickenzunahme des
Urothels besteht. Es betrifft ca. 3:100.000 Patientvobei mehr Manner als Frauen (5:1)
betroffen sind und das Durchschnittsalter bei 6418/9 Jahren liegt. Sie sind hauptséchlich
in der lateralen und posterioren Wand nahe der |Biéenffnung zu finden. Klinisch fallen
die Patienten durch eine Hamaturie auf, wobei di@-Bytologie meist negativ bleibt. Bei
der Zystoskopie findet sich meist ein 1-2cm grolR@nor, der mittels TUR entfernt wird.
Histopathologisch sind die Papillen der PUNLMP acdkl| diskret, verschmelzen nicht und
werden von vielschichtigem Urothel, welches minienadler keine Atypien aufweist, bedeckt,
wobei auch die Zelldichte erhdéht zu sein scheinie Ruklei sind geringfugig vergrol3ert.

Mitosen werden, wenn vorhanden, eher basal angtrof
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Da nur selten Progression oder Rekurrenz beobasleteten, haben die PUNLMP eine sehr
gute Prognose [48].

1.4.4 Nicht-invasive papillare Urothelkarzinomeedaiiggradig

Dies sind Neoplasien, die aus von urothelialem @dbedeckten papillaren Strukturen

bestehen, die ein Uberwiegend normales UrothelMaitationen bei architektonischen und

zytologischen Merkmalen aufweisen. Es trifft jathlica. 5:100.000, wobei mehr M&nner als
Frauen (2,9:1) mit durchschnittlich 69,2 +/- 11ahten bei einer Zeitspanne von 28-90
Jahren erkranken. Die Neoplasie findet sich mé&i6e4) an der lateralen oder posterioren
Wand nahe der Harnleiter6ffnung, wobei 78% derdPé&tn einen solitaren und 22% zwei

oder mehr Tumoren aufweisen. Klinisch findet marediamaturie. Das zystoskopische Bild
ahnelt dem des PUNLMP.

Histologisch imponieren schlanke, Papillen, diehsiegelmalig verzweigen und minimal

fusionieren. Immunhistologisch lassen sich vernelxpressionen von CK20, CD44, p53

und p63 darstellen. Die Tumoren sind gewdhnlichodiip

Die Prognose ist gut: es kommt nur in 5% der Falieeiner Progression oder Versterben an
der Erkrankung. Allerdings findet sich in 48-71%zRive [48].

1.4.5 Nicht-invasive papillare Urothelkarzinomegchgradig

Dies sind Neoplasien von urothelialen papillaremui8tren, welche ein ungeordnetes Muster
mit moderaten bis starken architektonischen undlagischen Atypien haben und einzeln
oder multipel auftreten konnen. Klinisch fallt nmteisine Hamaturie auf. Endoskopisch
unterscheidet man papillare und nodulére/soliddob&sn. Histologisch kennzeichnen teils
zarte papillare Strukturen den Tumor, die sichveftzweigen. Die Zellkerne zeigen oft einen
Pleomorphismus mit moderaten bis prominent ausgégmdVariationen der nuklearen

Polaritat, GroRe und Chromatinverteilung, wobeihadge Nukleoli prominent erscheinen

kénnen. Die Dicke der Urothelschicht kann erhebliehbreitert sein. Immunhistochemisch

lassen sich CK20, p53 und p63 haufiger als in mgegdadigen Tumoren anfarben [49]. Die

Tumoren sind fur gewdhnlich aneuploid.

1.4.6 Urotheliales Carcinoma in situ (Cis)
Das Carcinoma in situ ist eine nicht-papillare basidie zytologisch maligne Zellen in ihrer
oberflachlichen Schicht enthalt. Das Cis macht cait 1-3% der urothelialen Neoplasien

einen eher geringen Teil aus, wobei es jedoch B&%6 der invasiven Harnblasenkarzinome
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und 7-15% der papillaren Neoplasien in Urothelen dmgebung des Tumors gefunden wird.
Das Erkrankungsalter liegt bei 50 — 60 Jahren. dgmthologisch zeigen urotheliale Cis
nukledre Anaplasien mit vergroBerten Zellkerne, diegelmallig pleomorph und
hyperchromatisch sind und eine grobe oder kondeasighromatinverteilung zeigen. Haufig
geht die Zellpolaritat mit dem irreguléaren nukleaachstum verloren.
Immunhistochemisch kbnnen CK20 und p53 verstarktRB vermindert exprimiert sein und
mit der Progression des Cis in Verbindung gebragitden. Die DNS-Analyse zeigt eine
aneuploide Zellpopulation.

Es scheint als hatten de novo Cis eine geringengldrez zur Progression als sekundare Cis
Lasionen (bei zusatzlichem invasiven Tumor), beiethedie Mortalitat bei 45-65% der Falle
liegt. Ist der zusatzliche Tumor nicht-invasiv lietle Mortalitat bei 7-15%.

1.5 Genetische und pradiktive Faktoren

Heute wird in Studien die WHO-KIlassifikation von maren des Harntrakts in ihrer neuen
Auflage von 2004 angewendet. Man kann anhand dgaetischen Stabilitat zwei Subtypen
unterscheiden: zum einen die genetisch stabile Fdmndie niedriggradigen nicht-invasiven
papillaren Tumoren (friher pTa G1-2) enthélt, dig wenige genetische Aberrationenen
haben. Hierbei sind Verluste des Chromosoms 9 uathfibnen von FGFR3 am haufigsten;
Gen-Amplifikationen und p53 Mutationen sind ehelteseer vorkommende Veranderungen.
Zum anderen gibt es die genetisch instabile Kategdie die hochgradigen (pTa G3 und Cis)
und invasiv wachsenden Karzinome (pT1-4) umfasserliei treten viele verschiedene
chromosomale Veranderungen in Vorschein. Es kon&ufidp zu hohen Amplifikationsraten,
p53 Mutationen und DNS-Aneuploidie. Die genetischémerschiede zwischen minimal
(pT1) und ausgepragt (pT2-4) invasiven Karzinom&njedoch nur gering. Diese Daten
zeigen eine groRe Ahnlichkeit zwischen nicht-invasi hochgradigen und invasiven
Tumoren, was ein Hinweis auf ihre Rolle in der Boklung invasiver Harnblasenkarzinome
sein kann.

Bei hochgradigen oder invasiven Tumoren kommen héelfiger genetische Verdnderungen
vor als bei pTa G1-2 Neoplasien, so dass es unealairdich scheint, dass ein relevanter
Anteil invasiver Karzinome aus nicht-invasiven migdradigen Tumoren hervorgegangen ist.
Im gleichen Zug zeigten klinische Beobachtungen,ssdanur wenigen invasiven

Harnblasenkarzinom ein pTa G1/G2 Tumor vorausgegiamgr. [51]
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Bei Harnblasenkarzinom Patienten kdnnen chromoseberrationen auch in histologisch
unauffalligem Urothel gefunden werden, so dass tiggaie Analysen der histologischen
Begutachtung bei der Diagnose der frihen Neoplafeniegen zu sein scheinen.

1.5.1 Chromosomale Abnormitaten

Da nicht-invasive, papillare niedriggradige Neomas (pTa, G1-2) nur wenige
zytogenetische Veranderungen haben, werden sgenttisch stabil eingestuft. Die haufigste
Veranderung beim Harnblasenkarzinom unabhangig @adium ist der komplette oder
partielle Verlust des Chromosoms 9 (mehr als 50% Flle). Ebenso gilt bei dieser
Tumorentitat der Verlust des Y-Chromosoms als beaels Er kommt jedoch auch bei
Gesunden vor.

Im Gegensatz dazu stehen die hochgradigen nichsiven Neoplasien, die zytogenetisch
eher den invasiv wachsenden Harnblasenkarzinomiréline viele verschiedene genetische
Aberrationen haben. Die dominierenden Deletionaddi man bei 2q, 59, 10q und 18q, die
haufigsten Zugewinne bei 5p und 20q. Ebenso komméaerfig Veranderungen des zellularen
DNA-Inhaltes bei Harnblasenkarzinom vor. Besondaeske Gegensatze zeigen sich, die

Aneuploidie betreffend, zwischen pTa und pT1 Tumo[B2]

1.5.2 FGF Rezeptor 3 (FGFR3)

Vor kurzem wurden Mutationen der Gene auf Chromogiph6.3 als fir pTa Tumoren
charakteristische Veranderungen erkannt. So wuedenden, dass 74% der pTa Tumoren
FGFR3 Mutationen im Vergleich zu nur 16% der T2uimbre aufweisen. Diese Mutationen
sind verantwortlich flr eine konstitutionelle Akivung der Rezeptoren. So scheint es, als
wirde das Rezidivrisiko bei Vorhandensein der Mataisinken. In einer neueren Studie
wurden vergleichbare FGFR3 Mutationsraten in 9 @ Papillomen (75%), 53 von 62
Tumoren mit niedrigem malignem Potential (85%) wadvon 17 niedriggradigen papillaren
Karzinomen (88%) nachgewiesen. Diese Daten unteestidie Idee, dass diese Kategorien,
Variationen einer Tumorentitat (nicht-invasive migdradige papillare Tumoren; genetisch

stabil) reprasentieren.

1.5.3 P53
P53 ist ein Tumorsuppressorgen, das auf dem kukzendes Chromosoms 17 kodiert ist.
Dies ist ein haufiger Ort fir Genmutationen beimngighen. Es wurde gezeigt, dass das

Wildtyp-Protein Zellproliferation und —transformari unterdriicken und Apoptose induzieren
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kann. p53 kann Zellen in der G1 Phase des Zellsyklfhalten, damit Reparationen an der
DNA durchgefuhrt werden kénnen, oder es induziertitoeversiblem Schaden die Apoptose.
Dadurch schitzt es die Zellen vor einer Anhaufung Wutationen durch Sicherung der
genomischen Stabilitat. Im Vergleich zum Wildtym®in haben mutierte p53 Genprodukte
eine verlangerte Halbwertszeit und kdénnen so mitieimunhistochemischer Methoden
nachgewiesen werden. Ebenso zeigen Studien, daggatientuale Expression von p53 mit
dem Tumorstadium und dem histologischen Maligrtéid des Tumors korreliert, auch
wenn innerhalb des Tumors die Intensitat der imnstobhemischen Anfarbung von p53

variiert.

1.5.4 Ki67

Ki67 ist einer der am haufigsten angewandten prsggehen Marker zum Nachweis einer
erhoéhten Proliferation beim Harnblasenkarzinom. Bé&s/ Protein ist in ruhenden Zellen
nicht vorhanden, der monoklonale Antikdrper Ki6@giert ausschlie3lich mit den Zellkernen
proliferierender Zellen. Tsuji et al. zeigten, dass hoher Ki67 Index mit verstarkter
Akkumulation von p53 in Zellen bei Harnblasenkaariten einhergeht und ein
prognostischer Faktor fir Rekurrenz und Progredmmaberflachlichen Urothelkarzinomen

ist. Dennoch ist Ki67 unabhangig von p53.

1.5.5 HER2 und EGFR

In Studien wurden bei Cis und pTa G3 vergleichifaregquenzen von p53 Veranderungen
(50-70%), HER2 Uberexpression (50-75%) oder EGFReripression (45-75%) und

Verlust von p21 (50-70%) oder p27 (50%) wie scham Hen invasiven Karzinomen

beschrieben.

1.5.6 CK20

Cytokeratine sind eine Familie von Polypeptider it epithelialen Zellen vorhanden sind.
Die Expression des Isotyp CK20 ist begrenzt auf desthel, gastrisches und intestinales
Epithel, sowie Merkel-Zellen. Beim Urothel wird C&2nit Differenzierung assoziiert, wobei
es auf oberflachliche Deckzellen und gelegentlishséhenzellen beschrankt bleibt. Bei allen
Graden von Dysplasien jedoch wird CK20 bis zur Basabran hin stark positiv exprimiert,
in manchen Studien in bis zu 89% der Falle, ohnelefungen der Expression in den

Kontrollbiopsien. So scheint es, dass immunhistogkehe Untersuchungen von CK20 zur
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Identifikation einer Differenzierung des UrothelsrdHarnblase geeignet sind, selbst wenn die

morphologische Diagnostik schwierig ist.

1.5.6 Prognostische und pradiktive Faktoren

Es gibt keine Klinisch sicheren Symptome zur Frikéenung eines Harnblasenkarzinoms. Im
Gegensatz dazu ist das histologische Grading etkungsvoller prognostischer Faktor in
Bezug auf Rekurrenz und Progression bei nicht-ineas urothelialen Tumoren. Im
Vergleich zu urothelialen Papillomen haben PUNLM® l@heres Risiko zur Rekurrenz (bis
zu 35% der Félle); eine Progression zeigt sicles®dt. Die Lebenserwartung ist bei beiden
Tumorentitaten fast nicht beeintrachtigt. Die nitchvasiven niedriggradigen Tumoren
rezidivieren haufig (bis 70% der Falle), bei eirrogressionsrate von 12%, wahrend die
hochgradigen Tumoren eine regelméaRige Progressidreme erhdhte Mortalitat (in 65% der
Falle) bedingen. Ebenso findet sich eine Steigerdeg Progressions-, Rekurrenz- und
Mortalitatsrisikos bei multifokalen Tumoren der Hakase. Ahnlich verhalt es sich bei Cis
und grof3en Tumoren (>5cm).

Hierbei kann gesagt werden, dass die Rekurrenatatténgig ist von der Anzahl und den
biologischen Eigenschaften der nach eine kompléResektion verbleibenden Tumorzellen.
Molekulare Veradnderungen, die mit einem erhdhtewliférationsrisiko oder Potential zur
multizentrischen Ausbreitung einhergehen, erweisieh als beste Marker zur Vorhersage
von Rezidiven. Beispiele fir solche Veradnderungemd s verdndertes CK20
Expressionsmuster, FGFR3 Mutationen, aber gesteig@7 Proliferationsfraktion.

Wenn man das Progressionsrisiko betrachtet, komnelekulare Veranderungen zu einer
Senkung der genetischen Stabilitdt fihren und kedesomit eine Verschlechterung der
Prognose, da sich bei einer gro3en Anzahl solclegénierungen aus einer nicht-invasiven
niedriggradigen Neoplasie ein invasives Karzinonddsi kann. Da es aber nur selten
Progressionen bei Patienten mit nicht-invasiverdniggradigen Neoplasien der Harnblase
gibt, gibt es nur wenige Daten Uber die prognosésBedeutung genetischer Veranderungen

fur eine Progression.

1.6 Der Gewebemikroarray

Dieses Verfahren ermdglicht die simultane Unteraaghvieler verschiedener Gewebeproben
in einem Multiblock und spart sowohl Reagenzienalsh Zeit. Als weiterer wesentlicher

Vorteil werden dabei alle Gewebe unter vollig idectien Bedingungen gefarbt - in der
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Immunhistochemie, bei in-situ Hybridisierungen oder Fluoreszenz in situ Hybridisierung.
Bei der Untersuchung grof3er Fallkollektive werdemig Tagesschwankungen im Labor
weitgehend ausgeschlossen. Dariiber hinaus kamQualitatssicherung in jedem Multiblock
eine entsprechende Positiv- und Negativkontrolla vornherein mit eingebracht werden.
Auch die anschlieBende Auswertung der Reaktionbargee wird durch den Multiblock

erheblich beschleunigt [www.Zytomed-systems.de].

1.7 Fragestellung

Bei den meisten Patienten mit Harnblasenkarzinoiseder Tumor bei Erstdiagnose nicht
Muskel-invasiv; d.h. im Stadium pTa oder pT1. DieBatienten muissen engmaschig
kontrolliert werden, weil sie ein hohes Rezidiv-duRrogressionsrisiko haben. Fibroblast
Growth Factor Receptor 3FGFR3 Mutationen wurden in hohen Raten bei Patienten mi
nicht Muskel-invasiven Harnblasenkarzinomen gefundie Rahmen dieser Arbeit sollte die
Beziehungen zwischeRGFR3 Veranderungen und drei bekannten molekularen Marke
(CK20 Expressionsmuster, P53 Expression und Ki#@ffBrationsfraktion) an einem grof3en
Kollektiv von Harnblasenkarzinomen (n=255) untelduwerden, um alternative genetische

Entstehungswege bei der Pathogenese des Harnldazs@okns zu charakterisieren.
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2. Material und Methoden:

2.1 Datenerhebung

Zunachst wurden im Archiv des Institutes fur Pabiged der Universitdt Regensburg alle
Patienten ermittelt, die zwischen 1989 und 2003enegjnes Urothelkarzinoms der Harnblase
in der Abteilung fir Urologie der Universitdt Regenrg behandelt wurden und deren
Praparate am Institut fir Pathologie der UniversRigensburg histologisch untersucht
wurden. Im Institut fir Pathologie der UniversitRegensburg exisitert ein Patienten-
Auskunft-System (PAS), in dem seit 1989 alle hmgdchen Gutachten mittels
elektronischer Datenverarbeitung (EDV) archiviegrgen. Von diesen Fallen wahlte man all
jene aus, welche einen Primartumor aufwiesen. Edevalso selektiv nach Patienten gesucht,
bei denen erstmals ein Harnblasenkarzinom diagnestivurde.

Im nachsten Schritt Uberprifte man alle anhand mhlhologischen Archivs ermittelten
Patienten mit Hilfe einer zweiten Datenbank, dienvbumorzentrum Regensburg e.V. zur
Verfugung gestellt wurde. Das Tumorzentrum RegermgleuV. erflillt neben der Aufgabe
eines epidemiologischen Krebsregisters auch dig#aé eines klinischen Krebsregisters und
ermdglicht so die Dokumentation von Tumordiagnostrerapien und Krankheitsverlaufen.
Berucksichtigt werden alle Aufzeichnungen bis EMbgz 2004. Eine weitere Kontrolle des
Rezidiv-Status erfolgte mit Hilfe des Instituts feathologie. Uber das Befundsystem (PAS)
wurde nach bereits  diagnostizierten Rezidiven gesuc Der  mediane
Nachbeobachtungszeitraum fir alle Tumorpatientemuge’5 Monate (Spannweite 0-149
Monate). Insgesamt konnten somit 255 Patienten prinédren Harnblasenkarzinomen
identifiziert werden.

Jeder Patient war am Ende des Auswahlprozesselh taestimmte Variablen definiert. Im
Einzelnen sind dies: der Name, das Geschlecht wizl@datum des Patienten, auRerdem
Histo-Nummer, Histo-Jahr der Gewebeprobe, sowieerAlbei Diagnosestellung. Als
Verlaufsdaten wurden innerhalb des Nachbeobachtitrezmes das Alter bei Erstdiagnose,
das rezidiv-freie Uberleben (RFS) und das Gesamiglien (OS) in Monaten errechnet. Eine
monatgenaue Angabe der Zeitintervalle war moglidlabelle 1 fasst die klinisch-

pathologischen Charakteristika zusammen.
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Tabelle 2.1Patienten, Tumoreigenschaften und Ergebnisse der
molekularen und immunohistochemischen Analysen

Patienten

Variable Kategorisierung n %
Alter bei Diagnosestellung

<70 Jahre 141 55

>70 Jahre 114 45
Geschlecht

weiblich 64 25

mannlich 191 75
Tumor Stadiurh

pTa 146 57

pTl 48 19

pT2 56 22

pT3 2 1

pT4 3 1
Histologischer Gratl

Gl 81 32

G2 69 27

G3 105 41
Benachbartes carcinoma in situ

Nein 222 87

Ja 33 13
Multifokalitat

unifokaler Tumor 53 21

multifokaler Tumor 202 79
Wachstumsmuster

papillar 61 56

solid 47 44
FGFR3

wild Typ 110 53

Mutant 98 47
Ki-67 IHC

<25% 168 71

>25% 68 29
P53 IHC

<10% 179 73

>10% 66 27
CK20 IHC

normal 49 20

abnormal 192 80

& Stadium und Grad nach der WHO Klassifikation ve@a
®pT1-4 ausschlieBlich

¢ CK20 IHC Farbungsmuster nach Harné¢rml Lancet
1999;353:974-7.

Die Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Schnitte von alleimoren wurden von einem einzigen
Pathologen (A.H.) erneut ausgewertet. Tumor Stadiach Grad wurden nach Kriterien der
Union Internationale Contre le Cancer (UICC) und légasundheitsorganisation (WHO)
bewertet. Das Wachstumsmuster wurde fur alle imeasiTumoren (>pT1) bestimmt. Ein
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papillares Wachstumsmuster war durch das Vorhaedepspillaren Tumorkomponenten in

> 20% definiert. Alle anderen Tumoren wurden alsdsolTumore berlcksichtigt. Rezidive

wurden als zystoskopisch sichtbare Tumore mit lagischer Verifizierung definiert. Daten

beziiglich des progressionsfreien Uberlebens waodm verfigbar.

Jeder mit Hilfe der Datenbank ermittelte und koltisde Patientenfall war durch eine

formalinfixierte, in Paraffin gebettete Gewebeprobewie einem von diesem angefertigten
Hamatoxylin-Eosin-Schnitt (HE-Schnitt) reprasentiend im Institut fur Pathologie der

Universitat Regensburg archiviert.

2.2 Gewebemikroarray

2.2.1 Auswahlen und Markieren der Gewebeareale

Auf den HE-Schnitten wurden die relevanten Gewedsdarlichtmikroskopisch identifiziert
und mit Markerstift angezeichnet (Abbildung 2.1)ald@i wurde bei den jeweiligen Patienten

das Tumorareal mit dem jeweils hochsten StagingGuadling markiert.

Abbildung 2.1: Markierung der Gewebeareale

Diese Markierung Ubertrug man auf die Schnittflacter zugehdrigen Paraffinblocke, indem
mit wasserfestem Markerstift flachenhaft das emtspende Areal eingefarbt wurde
(Abbildung 2.2).
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Abbildung 2.2: Markierungsiibertragung auf Paratffick
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2.2.2 Herstellung der Gewebestanzen

Mit einer Handstanze (Durchmesser 1,4-1,5 mm), de#i es sich um eine geschliffene
Hohlnadel handelt, in der ein Stempel steckt, wwrdter sanftem Druck senkrecht in die
farbig markierten Areale des Paraffinblocks ca. 5n ntief gestochen. Um den

Gewebestanzzylinder in der Nadel vom Boden des KBlogbzulésen drehte man die
Handstanze mehrfach leicht hin und her und zog aherNadel wieder senkrecht heraus
(Abbildung 2.3).

Abbildung 2.3: Gewinnung der Gewebestanzen

Durch Druck auf den Stanzstempel wurde die gewoar@ewebestanze heraus geschoben
und in ein nummeriertes Transportrohrchen vorgichligestreift (Abbildung 2.4).

Abbildung 2.4: Beftillen der Transportrohrchen

2.2.3 Zuordnung und Archivierung

Unmittelbar nach dem Beflllen eines Transportrodinsherfolgte der Eintrag wichtiger den
entsprechenden Patientenfall betreffender Datereim@ Tabelle, um eine eineindeutige
Zuordnung von Gewebeprobe und klinischem Patiealienfi gewahrleisten. Im Einzelnen
wurden folgende Daten dokumentiert: interne Fallmen Histologie-Nummer des Instituts
fur Pathologie der Universitat Regensburg und dknrEinsendung. Die Transportréhrchen
wurden in Boxen verstaut und gemeinsam mit den [leaban die Firma ZYTOMED GmbH
versendet. Hier erfolgte die Herstellung des Midtks aus den einzelnen Stanzen. Dabel

entstanden TMASs mit 255 Tumorproben.
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Von den vorliegenden Multiblécken wurden jeweila dicke Schnitte angefertigt und mit

Hamatoxylin-Eosin gefarbt, um die Position der Tupnoben zu verifizieren

2.3 Verwendete Materialien und Reagenzien

2.3.1 Materialien

Schlittenmikrotom (Mikrom, Heidelberg)

Objekttrager 25 x 75 x 1,0 mm Super Frost® Pluseg¢®-Glaser, Braunschweig)
Metallstdnder (Wagner & Munz, Minchen)

Brutschrank B6060 (Heraeus Sepatech, Osterode)
Glaskuvette (Dako Diagnostika, Hamburg)

Heizplatte (Ika Labortechnik, Staufen in Br.)

Deckglaser 24 x 50 mm (Engelbercht GmbH, Edermiinde)
Proteinase-K

Fixogumm

Entellan (Merck, Darmstadt)

2.3.2 Verwendete Reagenzien
Phosphatgepufferte Salzldsung
8,00 g NaCl

1,44 g NaPO,

0,20 g KClI

0,24 g KHPO,

ad 1,00 | Millipor-Wasser

20 x SSC-L0Osung

175,32 g NaCl

88,24 g Natriumcitrat- Dihydrat

ad 1,00 | Millipor-Wasser

pH-Werteinstellung auf 5,3 mit konzentrierter Salae (HCI)

2 X SCC-Lo6sung
5,00 ml 20 x SSC-L6ésung mit pH 5,3
ad 45,00 ml Millipor-Wasser
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pH-Werteinstellung auf 7,1 mit 1N NatriumhydroxigOH)

NP40-L6sung
Nicht-Phenylpolyethylen-haltige Glycolldsung

2 x SSC /0,3 NP40-Lbsung

100 ml 20 x SSC mit pH=5,3

897 ml Millipor-Wasser

3 ml NP40

pH- Werteinstellung auf 7,1 mit 1N NatriumhydroXaOH)

Citratpuffer
Losung 1: 29,41 g Natriumcitrat in 1 | Aqua destlogt

Losung 2: 21,01 g Zitronenséaure in 1 | Aqua deslib g
Puffermischung (pH=7,3): 1 ml Losung 1 mit 49 nilsung 2 in 450 ml Aqua dest.

2.3.3 Antikorper fur Immunhistochemie

Folgende Antikdrper wurden verwendet:

Firma: Bestellnr.: AK-Verdinnung:
* Anti-p53: Santa Cruz 53(5L-263 1:1.000
* Anti-MIB-1: Dako vr40 1:10
* Anti-CK20: Pro Gen &b 1:10

2.3.4 Geréate fur histologische Begutachtung undubagntation

Mikroskop der Firma Leica, Objektive von Olympuptfoal; Bilddokumentation mit
Kamera und Software der Firma Visitron Systems KRaon, RT Color Diagnostics)

2.3.5 Primer fur die FGFR3-Mutationanalyse

Primer Sequence Strand  Primer extensignConcentration
Wild-Type  Mutant (pmol/ml)

R248C 5V-T46CGTCATCTGCCCCCACAGAG-3V sense C T 20
S249C 5V-T36TCTGCCCCCACAGAGCGCT-3V sense C G 1.2
S249C 5V-T28TCTGCCCCCACAGAGCGCT-3V sense C G 12
G372C 5V-T29GGTGGAGGCTGACGAGGCG-3V sense G T 04
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Y375C | 5V-T43ACGAGGCGGGCAGTGTGT-3V sense | A G | 06
A393E | 5V-T34CCTGTTCATCCTGGTGGTGG3V | sense | C A | 24
K652E/Q | 5V-TS0GCACAACCTCGACTACTACAAG-3V | sense | A G/Id 1.2
K652M/T | 5V-T20CACAACCTCGACTACTACAAGA3V | sense | A T/IC 08

Tabelle 2.2SNaPshotprimer fir die FGFR3 Mutationsdetektion.

2.4 Immunhistochemie

2.4.1 Prinzip der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie lokalisiert Epitope bestimmAettigene, indem sie die Spezifitat und
Affinitdt immunologischer Reaktionen nutzt, alse diigenschaft, dass Antikoérper spezifisch
und mit hoher Affinitdt an ihr passendes Antigemdan. Die nicht bindende Seite des
Antikdrpers kann wiederum als Bindungsstelle fireei weiteren Antikorper genutzt werden,
der mit Substanzen konjugiert ist, die man zur kteda verwenden kann. Es existiert eine
Reihe von Verfahren, die sich hinsichtlich der B&temsreagenzien und der Anzahl an
Detektionsschritten (direkte oder indirekte Methodeterscheiden. In dieser Arbeit kam die
sogenannte Avidin-Biotin-Methode an in Paraffingghettetem Material zum Einsatz.

Zuerst musste das Gewebe entparaffiniert werdengienfntigene (P53, MIB1 und CK20)
durch geeignete Verfahren freizulegen. Dann wurda erster Antikdrper, auch
Primarantikdrper genannt, mit dem Gewebe inkubdst,spezifisch an das zu untersuchende
Antigen bindet (Anti-P53, Anti-MIB1 und Anti-CK20)Im Folgenden wird ein zweiter
Antikdrper, der auch Sekundarantikdrper genannd waugegeben, der seinerseits spezifisch
gegen den Primérantikorper gerichtet ist und mdtiBi (Vitamin H) konjugiert ist. Biotin
wird sehr spezifisch von dem Glykoprotein Avidirebginden, das pro Molekul je vier Mal
Avidin binden kann. Zuletzt figt man einen AvidineBn-Komplex hinzu, der zum einen mit
Peroxidase (Enzym, das aus sauerstoffhaltigen NMitdekSauerstoff freisetzt) konjugiert ist
und zum anderen noch freie Biotin-Bindungsstellefivaist. Diese kbnnen das mit dem
Sekundarantikorper verbundene Biotin binden. Nusstldman die Peroxidase mit einem
passenden Chromogen (hier: Diaminobenzidintetnaitydorid) reagieren, um diesen
Antikdrperkomplex sichtbar zu machen (Abb. 2.5).rdd& resultieren sehr spezifische
Farbeergebnisse, da die Affinitat des Avidins zotiBiextrem hoch ist. Nach Abschlul3 dieser
Reaktion farbt man die Praparate kurz mit Hamalagegen, damit nicht nur die

Antikdrperkomplexe, sondern auch die histologisc8ankturen erkennbar werden.
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Abb.2.5: Prinzip der Avidin-Biotin-Methode.

2.4.2 Gewebepraparation und Antigendarstellung

Demaskierung

Die Objekttrager wurden zur Demaskierung der Praméikorper-Bindungsstellen in
Zitratpuffer mit einem pH-Wert von 7,1 fur 4 minigd_0sung kocht) in einer Mikrowelle bei

maximaler Leistung erhitzt. Darin wird der Schiiit 30 min inkubiert.

Entparaffinisierung

* Waschen der Objekttrager fur zehn min in frischglokLosung
* Waschen in Alkoholldsungen absteigender Konzeomafiir je eine min: zweimal
Ethanol 100%, zweimal Ethanol 96% und einmal Ethda0%

* Anschliel3end mehrmaliges Waschen in Aqua dest.

Farben der Gewebeproben

* Inkubation fur 60 min mit den jeweiligen primareimtikorpern in den oben

genannten Verdinnungen
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* Reinigen mit Waschpuffer (Ventana) fur finf min

* Inkubation fir zehn min mit biotinyliertem Sekundétikdrper

* Blockade unspezifischer Bindungsstellen mittelokielase fur 2 min
» Reinigen mit Waschpuffer fur finf min

* Inkubation fiir zehn min mit Enzymkonjugat HRP-Steeqdin

» Reinigen mit Waschpuffer fur finf min

* Inkubation mit dem Chromogen DAB in einer Verdingwon 1:50 fur finf min

Konservieren der Praparate

» Auswaschen mit Aqua dest. fur funf min

* Gegenfarbung mit Hamalaun fur eine min

* Reinigen fur zehn min unter flieRendem Leitungseas

* Weiteres Waschen der Praparate in absteigendehgliiehe von Xylol

» Konservieren der Praparate mittels Entellan undkBlésern

2.4.3 Evaluation der immunhistochemischen Farbung

Die Gewebeproben wurden von einem Pathologen (Bnofmed. Arndt Hartmann) unter

dem Lichtmikroskop hinsichtlich Farbung und Expressmuster ausgewertet. Fur P53 und
MIB1 erfolgte die Angabe in Prozent gefarbter Zette; bei mindestens 10% (P53) bzw.
25% (MIB1) gefarbter Zellkerne wurde die Expressala abnormal erhéht definiert. Die

Evalution des CK20 Farbemusters erfolgte in Anleftnan Harnden et al. Dabei galt ein
oberflachliches Farbemuster des Urothels (<10% dgten) als normal, wahrend ein

vollstandiges Fehlen oder eine Farbung von mehil@¥% der Epithelzellen als abnormal

bezeichnet wurde.

2.5 FGFR3 Mutationsanalyse

SNaPshot Sequenzierung

Paraffinschnitte

Eingesandte Praparate am pathologischen InstitutJdesersitdt Regensburg werden nach
dem Zuschnitt fir einige Stunden in 4% Formalintiggufixiert und anschlieRend in
Paraffinblécke gegossen und archiviert. Wenn dieatidonszeit 24 Stunden Uberschreitet,
sinken die Erfolgsraten fur nachfolgende PCR-Reakitn signifikant. Die Isolierung von
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DNS aus archivierten Paraffinblocken ermdglicht esstichungen an einem grol3en
Patientenkollektiv ohne Zeitverlust durch das wadaf eintreffende Frischpraparate.

Mit dem Schlittenmikrotom werden 4 bis 8 Schnitte gelektierten Paraffinblock mit eine
Schichtdicke von 10 um und ein Schnitt mit 2 pmHKeiproduziert. Die Schnitte werden in
ein Wasserbad von 35°C gelegt und dann auf mit Wdkgereinigte Objekttrager platziert.
Die Objekttrager werden mit der Nummer des Parbalificks beschriftet damit sie eindeutig
identifizierbar sind und anschlie3end im Brutsckrhaei 42-45°C getrocknet.

DNS Isolierung aus paraffineingebettetem Gewebe

2.5.2.1 Entparaffinierung

Vor der HE-Farbung wird das Material von Paraffimewolgt gereinigt. Die trockenen
Schnitte werden fur 15-30min bei 72°C inkubiert eme bessere Haftung der Schnitte auf
dem Objekttrager zu erreichen. Die Entparaffinigrierfolgt in Xylol fir 2-5 min und
anschlieBend werden die Schnitte, bevor sie in ngisd-arblésungen kommen, in einer
absteigenden Alkoholreihe von 100-bis 60% ausgevasc

2.5.2.2 Hamatoxilin-Eosin Farbung

Zur histologischen Beurteilung werden die 2 um dicschnitte mit HE gefarbt. Bei der HE-
Farbung wird Hamatoxylin zu Hamatein oxidiert, weds mit Aluminium-lonen einen positiv
geladenen Komplex bildet. Dieser blaue Komplex tfadie basophilen Zell- und
Gewebestrukturen wie das Chromatin des Zellkernanazidophilen Zellbestandteile wie
das Zytoplasma werden vom Eosin rot gefarbt. DieSdéBnitte dienen als Referenz bei der

Mikrodissektion.

Farbung der Gewebeschnitte auf Objekttrager:
1. 10 min in Xylol (unter Abzugshaube)
in absteigender Alkoholreihe (100%, 96%, 80%, 60%)
1 min in destilliertes Wasser
10 min in Hamatoxylin
25 min in warmes Leitungswasser blauen
wenige sekunden in Eosin
2 Mal in kaltes Leitungswasser spilen
in aufsteigende Alkoholreihe (60%, 80%, 96%, 100%)

© N o g &~ w D
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9. Xylol

10. Eindeckeln mit Entellan und Deckglas

2.5.2.3 DNS-Isolation aus Stanzen

Das Vorgehen zur Gewinnung einer Gewebestanze eud @ um dicken Paraffinschnitten
wurde im Abschnitt 2.2.1 und 2.2.2 aufgefuhrt. iHeh folgt schematisch:

1. Gewebestanze (<25mg) in einen 1,5ml Eppendorf-@heigy
2. 1200 pl Xylol zugeben

Im Vortex gut mischen (ca. 2 min)

Zentrifugieren bei Raumtemperatur (5 min, ,full eg®

Mit Pipette den Uberstand vorsichtig entfernen

1200 pl 100% Ethanol zum Pellet geben

Im Vortex gut mischen

Zentrifugieren bei Raumtemperatur (5 min, ,full eg®

© © N o 0o b~ w

Mit Pipette den Uberstand vorsichtig entfernen

10.1200 pl 100% Ethanol zum Pellet geben

11.Im Vortex gut mischen

12. Zentrifugieren bei Raumtemperatur (5 min, ,full eg®

13. Mit Pipette den Uberstand vorsichtig entfernen

14.ca. 30 min Speed Vac bis Ethanol vollstéandig vefast

15.80 pl Puffer T und 20 ul Proteinase K vom MagnaeHINA-Isolationskit dazu
pipettieren und das Pellet resuspendieren

16. Inkubation Uber Nacht bei 55°C

Der Verdau der Proteinanteile und die Extraktion@dNS wurden nach einem modifizierten
Protokoll von Magna Pure durchgefiihrt. Der Kit gbvigistete den vollstandigen Verdau
von Proteinen und damit von DNS degradierender BH&&nzyme. Die Salze und

Proteindegradationsprodukte im Zell-Lysat die dechfolgende PCR hemmen kdnnten,
wurden auch vollstandig ausgewaschen. Die Histaapr® die durch Assoziation mit der

DNS die kondensierte Form, das Chromatin, bilderden durch das Kit abgebaut.

Zu dem Gewebe in Lysepuffer wurde 20 pl Proteirkaggegeben. Die Suspension wird gut
durchmischt, abzentrifugiert und bei 55°C unterch&&m Schuitteln Uber Nacht im

Thermoblock inkubiert. Die Losung wird durch denrff@u homogen und klar ohne sichtbare
Partikel.
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Die DNS wurde auf vier oder acht beschriftete EploelRCups mit einem Fasungsvermégen

von 0,5 ml aufgeteilt und bei -20°C eingefroren.

2.5.2.4 DNS Qualitatskontrolle durch Agarose Gédetgohorese

Die isolierte DNS wurde mit Hilfe einer PCR amgi@rt und auf ein Agarose-Gel
aufgetragen. Da die Gelelektrophorese nur dazuealdie Qualitat und Quantitat der DNS zu
verifizieren, war die Wahl des Primers D2S123 liéfjegewesen.

In einem Erlenmeyerkolben wurden 2,5 mg Agaroselmit AE auf 100 ml aufgeftillt und in
der Mikrowelle bei 1000W erhitzt, bis eine durclige Losung ohne grbfRere Schlieren
entstand. Das verdampfte Volumen wurde durch desis Wasser wieder aufgefulit.
Nachdem die Losung etwas abgekihlt war, wurdensitig vorbereitete Gelform gegossen.
Zwei Kamme mit jeweils 24 Einkerbungen wurden eseget. Das Gel bendtigt ca. 30 min
bis es Fest wird.

Die Proben bestehen aus jeweils 3 pl PCR-ProdutttSioppuffer die geschuttelt und kurz
abzentrifugiert werden. Die Kdmme werden von ddfdaa entfernt und das Gel horizontal
in die Gelkammer gelegt, welche mit 1XxTAE als Laufpr gefullt war. Jeweils 6 pl
Probenlosung wurden in die Einkerbungen pripettiats Langenstandard dienten 1,5 pl
Hind-1ll-Marker.

Die Laufzeit betrug 30 min bei 110 V. Die Gele wemdanschliel3end in einer 0,04%igen
Ethidiumbromidldsung gefarbt. Der FluroeszenzfartidEthidiumbromid interkaliert mit der
DNS. Nach einem kurzen Wasserbad wurde das Gel rzimleh auf einen UV-
Leuchtschirm gelegt und mit Belichtungszeiten vea $ekunden fotografiert, wodurch die

DNS in Form weiRer Banden sichtbar wurde.

2.5.2.5 FGFR3 Mutationsanalyse mittels SNaPshot&&gjerung

Die Methode der SNaPshot-Sequenzierung wurde atituin8ir Pathologie in Rotterdam,
Niederlande durch van Oers und Mitarbeiter durcingef

Drei Regionen des FGFR3 Gens, die alle FGFR3 Mutati bei Harnblasenkarzinome
beinhalten, wurden simultan mittels einer multipPP&R-Reaktion amplifiziert. Mutationen
des FGFR3-Gens wurden bisher in 3 Regionen gefurRiz48C und S249C liegen in Region
| (Exon 7 des Chromosoms 4). Exon 7 ist zwischan2deind der 3. ,immunglobulin-like*

Doméane gelegen. Die Mutationen G372C, A393E und5C3liegen in Region Il (Exon 10).

Exon 10 liegt in der Néhe der transmembranen DomBie Mutationen K652Q/E und
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K652M/T liegen in Region Il (Exon 15). Exon 15 ist 2. Teil der Kinase-Domane gelegen.
Die Struktur des FGF-Rezeptors ist in Abbildung &&chtlich.

Nach Entfernen der Excess Primer und dNTPs wurdah SNaPshot Primer, welche neun
FGFR3 Mutationen nachweisen, zu dem PCR Produkubigfigt und mit einem markierten
Dideoxynukleotid erweitert. Diese erweiterten Prinveurden mittels eines automatischen
Sequenzer analysiert, wobei die Markierung auf dekorporierten Nukleotid das

Vorhandensein oder Fehlen einer Mutation anzeigtle Mutationen wurden durch eine

zweite und unabhangige SNaPshot Analyse verifiziert

FGFR3

out

TK?2 644";;_.K644N —» HCH mild

N
KO44E —» TDII lethal

Abbildung 2.6: Struktur des FGF-Rezeptors mit 3 nionglobulin-like* Doméanen, einer Trans-
membrandomane und zwei Tyrosinkinasedomanen. Eengert sind als Beispiel die Mutationen, die zur
Achondroplasie fiihren.

Jede DNA-Probe wurde auf alle sieben Mutationeremgntht. Dazu wurden alle drei

Regionen mit Hilfe einer PCR amplifiziert. Die PemSequenzen sind in Tabelle 2.3 gezeigt.
Alle PCR-Produkte wurden auf Agarose-Gelen getesig®kerdem wurden die PCR-Produkte
mit Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) und Exol bbele#t, um tberschissige dNTPs und

Primer zu entfernen.
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Region | Exon Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3")
I 7 AGTGGCGGTGGTGGT-GAGGGAG TGTGCGTCACTGTA-CACCTTGCAG

I 10 | CAACGCCCATGTCTTTG-CAG CGGGAAGCGGGA-GATCTTG

1 15 | GACCGAGGACAACGT-GATG GTGTGGGAAGGCGGTGTTG

Tab. 2.3: Die Primersequenzen fur die Amplifikatimn den FGFR-3-Regionen I, Il und 111

Fur jede der sieben Mutationen wurde ein eigeniend?rentwickelt, der genau angrenzend zu
der potentiell mutierten Base bindet. Zuerst wurdan Hilfe einer ersten PCR alle drei
Regionen, die Mutationen enthalten kdnnen, ameifizNach der Behandlung mit SAP und
Exol wurden die PCR-Produkte mit den SNaPshot-Rnimekubiert. Wéahrend der zwei.
PCR wurden gekennzeichnete ddNTPs dazugegeben. WerddNTP an der potentiellen
Punktmutation in den DNA-Strang eingebaut wurderdsudas mit einem Laserstrahl
detektiert.

Fur jede Probe wurde eine SNaPshot Reaktion (,pleki SNaPshot reaction®) durch-
gefuhrt. Am Ende wurden die PCR-Produkte der degi@hen mit acht SNaPshot-Primern
kombiniert (zwei Primer fir die S249C Mutation).

Die Primersequenzen sind in der Tabelle 2.2 dagfiest

Wenn das Ergebnis von einer Probe nicht eindeutig, w6t die SNaPshot Reaktion mit
getrennten PCR-Fragmenten fur nur eine Region dlsplex region | SNaPshot reaction®)
wiederholt worden. Auch alle Tumoren, die keine Mion im ersten Durchgang gezeigt
haben, wurden erneut mit der ,singleplex regionNaBshot reaction* unter-sucht. Die
SNaPshot-Sequenzierung ist mit dem SNaPshot™ Nentifkit (Applied Biosys-tems,
Foster City, USA) nach dem entsprechenden Protakaithgeflhrt worden. Die Analysen
wurden am automatischen Sequenzer (ABI PRISM® 3B#hetic Analyzer, Applied
Biosystems, Foster City, USA) durchgefihrt.
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PCR
=
Reverse primer

DNA

Product purification : SAP/Exol treatment

PCR

Product purification : SAP-treatment

O T'ITTTTTTTTT_OC
IIIII]][[I]_C [ e s e e T e |

Abb. 2.7: Methode der SnaPShot-Sequenzierung. BieRegionen des FGFR3-Gens, die Punktmutatio-nen
enthalten kénnen, werden in der ersten PCR-Realaioplifiziert. Nach der Behandlung mit SAP und Exol
werden die PCR-Produkte mit den SNaPshot-Primdambiert und ein ddNTP wird wahrend der zweiten PCR
an der potentiellen Punktmutation in den DNA-Sraegpgebaut. Alle ddNTPs sind unter-schiedlich
gekennzeichnet, was durch einen Laserstrahl detektierden kann und in ein Signal trans-formierrdea
kann.

Auswertung der Daten

Die Auswertung der Daten erfolgt mit Hilfe des auntdischen Sequencers (ABlI PRISM®
3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Fostaty, CUSA). Ein Beispiel eines
Ausdrucks zeigt die Abbildung 2.8.

Jedes ddNTP ist mit einer eigenen Farbe gekennestiamd kodiert. A ergibt ein griines
Signal, G ein blaues, T ein rotes und C ein schemrzGraue Signale bedeuten
Standardsignale.
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Abb 2 8: Auswertung der Daten m|t Hilfe des autbmﬂnen Sequencer (ABI PRISM@I ?;100 Genetlc Analyzer
Applied Biosystems, Foster City, USA) . Wildtypsade sind von links nach rechts: K652 (griin), S249
(schwarz), G372 (blau), S249 (schwarz), A393 (schyar375 (rot), R248 (schwarz) und K652 (griin).nvo
oben nach unten: Wildtyp (BPH-Kontrolle), R248C Isttivbn (C ist durch T ersetzt), S249C Mutati-on €€ i
durch G ersetzt), G372C Mutation (G ist durch Te&t und Y375C Mutation (A ist durch G ersetzt(rsieht

man allerdings das Gegenteil, weil der Reversepranédem komplementaren Strang benutzt wurde).

2.6 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe d&oftware SPSS in der Version 10.0 (SPSS,
Chicago, IL, USA). Es wurden samtliche GewebeprabenTMAs voneinander unabhangig

betrachtet. Ein  statistischer = Zusammenhang zwischédinisch-pathologischen,

immunhistochemischen und molekularen Daten wurde Kontingenztabellenanalyse und
zweiseitigen exakten Tests nach Fisher untersudbie Uberlebenskurven fiir

Gesamtiiberleben und rezidivfreies Uberleben wundech Kaplan und Meier berechnet,
wobei eine Abschatzung des statistischen Unterdshimit zweiseitigem Log Rank-Test
erfolgte. Als signifikant galt ein p-Wert von <0,08m die unabhangige Relevanz der
molekularen Marker (CK20, MIB1, p53, FGFR3) als gtrosefaktoren zu zeigen, wurde ein
COX-Regressionsmodell angepasst. Die Uberprifurmgpgstionaler Hazards erfolgte mit

log-negativ-log Plots.
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3. Ergebnisse:

3.1 Molekulare Marker und Histopathologie:

In dieser Studie waren 263 Patienten mit primareamblasenkarzinom eingeschlossen. An
diesen Tumoren wurden drei immunhistochemische BfafCK 20, p53, Ki-67) und der
FGFR3 Mutationsstatus (Tabelle 2.1) untersucht.

Das Durchschnittsalter der betroffenen Patientérugé8 Jahre mit einer Spannweite von 34
— 94 Jahren. 149 Patienten (56,7%) hatten eindri-imeasiven papillaren Tumor (pTa), 50
(19%) einen pT1, 59 (22,4%) einen pT2, zwei (0,&0en pT3 und drei (1,1%) einen pT4
Tumor. 83 der Tumoren waren gut (G1), 69 nur m§BGR) und 111 wenig (G3) differenziert.
Bei 36 Tumoren (13,7%) fand sich ein benachbar@gi@oma in situ. In der Mehrzahl der
Falle (86,3%) war jedoch kein zuséatzliches Carciadm situ nachweisbar. 208 Patienten
(79,1%) wiesen multifokale Tumoren auf. 54,5% dEt4pT4 Tumoren zeigten ein papillares
Wachstumsmuster auf, die restlichen Tumoren wuchkskde (45,5%).

Molekular war bei 59,9% der pTa und pT1 Tumoren 9%)=eine FGFR3 Mutation
nachweisbar. Die Minderheit zeigte also den gecletis Wildtyp von FGFR3.
Immunhistochemisch war der Ki-67 Proliferationstrak (bei einer Grenze von 25%) in
74,4% der Falle erhdht. Die p53 Immunhistochemie wa32% der Falle positiv (Grenze
10%).

Das immunhistochemische Farbemuster von CK20 in pi€éa und pT1l Tumoren war
lediglich in 26,7% der Falle normal. 99,3% der &&kigten hierbei eine Immunreaktivitét

von 10% und mehr.

% 7
{. o
o ,
P
Abb. 3.1 Immunhistochemische Farbung mit Abb. 3.2 Immunhistochemische Farbung mit
CK20: normales Farbungsmuster, bei dem ndr CK20: abnormes Farbungsmuster mit CK20

die Deckzellen gefarbt werden Expressionen in allen Zellschichten
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FGFR3 Mutationen wurden vor allem bei gut bis madierenzierten Tumoren (G1-G2)
sowie bei nicht-invasiven (pTa) und nicht-muskefisiven Tumoren (p<0.001) gefunden.
Eine p53 Uberexpression war hingegen an unterdattied pathologische Parameter
(p<0.001) gekoppelt. FGFR3 Mutation und p53 Uberesgion waren exklusive Ereignisse
(p<0.001) bei pTa und pT1 Harnblasenkarzinomen emir Koinzidenz in nur 2% der Falle
(3/151). Interessanterweise zeigten pT1 und pTacfammit benachbartem pTis signifikant
weniger FGFR3 Mutationen (p<0.001). Tabelle 3.1gizélie Kreuztabellen zum Vergleich
von FGFR3 Mutationsstatus mit pathologischen Patame

Des Weiteren untersuchten wir das CK20 Expressiogn in Verbindung mit
histopathologischen Kriterien. Beispiele fiir norenahd abnormale CK20 Expression finden
sich in den Abbildungen 3.1 und 3.2. Eine abnornk&@ Expression war signifikant mit
hoherem Malignitatsgrad und Tumorstadium assozi{pr0.001). Jedoch zeigten 64%
(94/143) der Harnblasenkarzinome im Stadium pTa a&mormes CK20 Muster. Die
histologische Untergruppe der PUNLMP zeigte sogare eabnorme Expression des
Dedifferenzierungsmarkers CK20 in 52% (11/21) déite= In der Gruppe der pTa und pT1
Tumoren mit normalem CK20 Muster war in 88% (32/86) Falle das FGFR3 Gen mutiert,
wahrend bei abnormer CK20 Expression (p<0.001)m&0% (57/58) der Falle eine FGFR3

Tabelle 3.2 Vergleich zwischefrGFR3Status und CK20 IHC mit Tumorstadium und
Malignitatsgrad

Variabl Kat o Stadium Malignitatsgrad
ariable ategorisierung oTa pTL > pT2 Gl G2 a3 Total

FGFRZCK20
FGFRZ mut, CK20 normal 32 0 0 17 15 0 32
FGFRZ mut, CK20 abnormal 50 7 4 29 23 9 61
FGFR3wt, CK20 normal 3 1 0 2 1 1 4
FGFR3wt, CK20 abnormal 28 27 47 9 19 74 102
Total 113 35 51 57 58 84 199

Gen Mutation gefunden wurde.

Bei 92 von 141 pTa Tumoren fand sich ein abnorn@@buhgsmuster der Urothelzellen fir
CK20, im Vergleich zu 45 von 46 pT1l Tumoren (p<@POAuch der Grad der
Differenzierung spielte eine Rolle in der Auspraguder Immunaktivitdt von CK20
(p<0,001), d.h. der Malignitatsgrad und die CK20romreaktivitat waren direkt korreliert. Je
hoher das Grading desto starker war die Immunnggitti Bei G1 Tumoren fand sich eine
abnorme Aktivitat bei 45 von 76 Fallen (59,21%), 62 Tumoren bei 49 von 67 (73,12%)
und bei G3 Tumoren sogar bei 43 von 44 (97,72%).
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Das Wachstumsmuster (p=1,0), ein benachbartesr®@anei in situ (p=0,3) und Multifokalitat
(p=1,0) wiesen keinen signifikanten Zusammenharigdern Auspragungsmuster der CK20
Féarbung auf.

Bei Vorliegen des FGFR3 Wildtyps fand sich in 5&w2 Fallen (93,54%) eine abnorme
Auspragung der CK20 Immunreaktivitat. Im Falle simeutierten FGFR3 Typs lag in 57 von
89 Féllen (64,04%) eine CK20 Abnormitat vor.

In dieser Studie konnte kein Zusammenhang zwiscleenAuspragung von CK20 und der
Proliferation (Ki67) (p 1,0) gefunden werden.

Bei p53 Uberexpression (>10%) fand sich in 39 vénhFillen (92,85%) eine abnorme
Immunreaktivitat von CK20. Im Falle einer fehlendp&3 Uberexpression war auch die
Abnormitat der CK20 Farbung weniger haufig (95/18@,9%).

Tabelle 3.2 FGFR3Mutationsstatus verbunden mit
anderen molekularen Markern

Variable Kategorie Wildtyp  Mutant p
Ki-67 IHC

<25% 54 84

>25% 48 10 <0001
p53 IHC

<10% 59 91

>10% 48 5 <0001
CK20 IHC

normal 4 32

abnormal 102 61 <0.001

®Fisher’s exakt Test, zweiseitig

3.2 Molekulare Marker und Krankheitsverlauf:

Endpunkte dieser Studie waren Rezidiv-freies Ubere (RFS) und Tumor-bedingtes
Uberleben. Leider waren keine klinischen Daten bbelii des Progress-freien Uberlebens fiir
die in dieser Studie betrachteten Patienten voranDie korrespondierenden Kaplan-Meier
Kurve zum Tumor-spezifischen Uberleben sind in débildungen 3.3 bis 3.6 fiir alle vier
Marker dargestellt und zeigen, dass Patienten méne Harnblasenkarzinom und FGFR3
Mutation ein signifikant langeres Uberleben aufwaisals Patienten ohne Mutation (Abb.
3.3). Im Gegensatz dazu hatten Patienten mit sieokferierenden p53 positiven Tumoren
sowie abnormer CK20 ein signifikant schlechtereserléiben (Abb. 3.4-3.6). Keiner der
Parameter wies eine signifikante Assoziation nmeei Tumorrezidiv auf.

An der Tumorerkrankung starben insgesamt 41 vonP28ienten (p =0,0002). Der Anteil des

Tumor-assoziierten Todes (OS) aller Tumorstadign dai alteren Patienten (> 70 Jahre)
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hoher (29/117, 23,07%) als bei jingeren (< 70 Jai&/144, 8,33%). Der Tumor-assoziierte
Tod trat signifikant haufiger bei Patienten mit em Tumorstadium pT2 und héher auf
(p<0,0001). Auch bei hoherem Malignitatsgrad (ah @&t der Tumor-bedingte Tod friher
auf (p<0,0001). Bei G1 Tumoren fand sich ein sadcBeeignis in 2 von 82 Fallen (2,43%),
bei G2 Tumoren in 3 von 69 Fallen (4,34%), bei GBndren sogar in 36 von 110 Fallen
(32,72%). Bei benachbarten Carcinoma in situ, Ti@nor-assoziierte Tod ebenfalls friher
auf (11/36, 30,55%) als ohne das Vorhandenseinsen&hen. Auch bei Vorliegen eines
multifokalen Tumors war die Zeit bis zum Tod im Ykich zu unifokalen Tumoren krzer
(p=0,0008). Auch das Wachstumsmuster war von Bedguiir das Uberleben: nur 9 von 61
(14,75%) Patienten mit papillaren pT1-pT4 Tumoramteen. Im Gegensatz dazu starben 50%
(25/50) der Patienten mit soliden Tumoren.

Bezuglich des Auftretens von Mutationen des FGFRB9und dem Tumor-assoziierten Tod
fand sich kein signifikanter Zusammenhang, ebersK20. Bei starker Anfarbung des Ki-
67 (>10%) fand sich jedoch in 36 von 188 Fallen Buimor-bedingten Todesereignis, bei
geringerer Anfarbung (<10%) nur in 5 von 64 Fal{@rsgesamt p=0,03). Bei der p53 IHC
fand sich ein signifikanter Zusammenhang mit derftra&ten eines Tumor-assoziierten Todes
(p=0,04).

In einer multivariaten Cox Regressions Analyse (@wstadium, Malignitatsgrad,
benachbartes Carcinoma in situ, Multifokalitat, Ra@FStatus, CK20 IHC, p53 IHC und Ki-
67 IHC) fand sich kein unabhangiger Prognosefakioeinen tumorbedingten Tod.

Tabelle 3.3Univariate Cox Regressions Analyse fiir Tumor-diseties Uberleben

. . I 5-Jahres- a 0 b
Variable Kategorie n  Ereignis Uberlebensrate P HR 95% ClI p
FGFR3

mutation 98 7 93% 1

wild type 110 24 780 0002 32 [1.4-7.4) 9008
p53 IHC

<10% 179 24 87% 1

>10% 66 16 760 003 22 1141 902
Ki-67 IHC

<25% 168 14 92% 1

>25% 68 25 63  ~0-001 52  [2.7-10.1]°0:001
CK20 IHC

normal 49 2 96% 1

abnormal 192 37 81% 0.01 5.0 [1.2-20.6] 0.03

%Log Rank Test
P Cox regression

Des Weiteren erforschten wir die Kombination FGFR&tus/Ki-67 IHC zusammen mit allen
anderen mdglichen Kombinationen molekularer MarK&GFR3/CK20, FGFR3/p53,
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CK20/Ki-67, CK20/p53, K-i67/p53) in unterschiedlat Cox Regressionsmodellen. Keine
dieser Kombinationen von molekularen Markern warwgabhangiger Prognosefaktor fir ein

Rezidiv-freies und Tumor-spezifisches Uberleben.

Abbildungen 3.3 -3.6

Kaplan-Meier Analyse zum Tumor-spezifischen UbegtelB.3: FGFR3 Mutationsstatus (wt:
Wildtyp, mut Mutant), 3.4: CK20 Farbungsmuster (nat: oberflachliches Farbungsmuster,
abnormal: negativ oder >10% Farbung), 3.5: p53 trégl{niedrig: <10% p53 positive Zellen,

hoch: >10% positive Zellen), 3.6: Ki-67 Farbungefig: <25% Ki-67 positive Zellen, hoch:

>25% Ki-67 positive Zellen).

3.3 3.4

. =25% (n=168)
Mutation (n=28)

e o

Wiildtyp (n=110) =25% (n=68)

FGFRS p=0,002 B ) p<0,001

3.5 3.6

normal [n=4%)

<10% (n=179) .
<10% (n=66) 1
P

abnonmal (n=1%2)

TES3 p=0,03 1 cxan =01

Monate Monate
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Tabelle 3.1 Vergleich der vier molekularen Marker mit traditionellen pathologischen Parametern
Variabl Katesorisi FGFR2 Mutationen Ki-67 Expression p33 Expression CE20 Firbungsmuster
ariable orisierun
& E wt mut p* =15% =15%  p° =10% =10% p° normal abnormal p?

Tumerstadinm

pTz 31 835 127 9 130 10 43 20

pT1 29 9 24 19 20 26 1 44

pT2 46 3 =0.001 16 36 =0.001 26 28 =0.001 0 33 =0.001

pT3 2 ] 1 1 0 2 0 2

pT4 2 1 0 3 3 0 0 3
Histologischer Malignitits grad

Gl 11 48 71 1 73 2 30 44

G2 20 38 =0.001 61 7 =0.001 38 10 =0.001 18 30 =0.001

G3 ik 11 3 60 43 34 1 o8
benachbartes Carcinoma in situ

no 81 95 135 51 163 43 43 164

yes 2 5 =0.001 13 17 0.001 1 15 =0.001 1 3 0.013
Multifokalitat

o . ) 2 22 y
unﬁgkal&t Tumor L? 14 02 :LD L0 33 19 01 ’l‘D —1_D L0
multifekaler Tumor 85 34 138 146 47 39 152

*Fisher's exakt Test, zweissitig; fett gadmckte Werte reprisentiersn p-Werte <0.03.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde die Beziehung emes FGFR3 und drei molekularen
Markern (CK20, p53 und Ki-67) untersucht, um al&ive genetische Entstehungswege bei
der Pathogenese der Harnblasenkarzinome zu chaseden.

Das Ziel dieser Studie war es, die vier etablierteriekularen Marker FGFR3, CK20, Ki-67
und p53 mit prognostischem Potential fir Harnblagmoren in einer grof3en
Patientengruppe mit klinischen Nachsorgeuntersugdiun naher zu prufen. Der
Mutationsstatus von FGFR3 wurde bereits in voraagggnen Studien als robuster Marker
fur die Prognose bei Patienten mit Harnblasenkaraen bewiesen [4,10].

Wir konnten bestétigen, dass eine Korrelation zmescFGFR3 Mutation mit Tumoren von
niedrigem Stage und Grade [2,4] und ein gegenseifAgsschluss von FGFR3 Mutation und
p53 Uberexpression [9,10] besteht. Des Weiteremgbetliese Studie, dass der FGFR3
Mutationsstatus kein unabhangiger Marker ist, abdass er von den pathologischen
Parametern Stage und Grade zur Vorhersage des h&igskerlaufs beeinflusst wird, sodass
Stage und Grade immer noch bessere Prediktorenadsn8#GFR3. Unabhangig davon ist
FGFR3 dennoch ein nutzlicher Marker, um oberflattdi Tumoren mit niedrigem malignem
Potenzial zu identifizieren, da Mutationsanalysenuvezldssiger sind (100%
Reproduzierbarkeit) als Stage und Grade (hohe sutberabhangige Variabilitat) [4]. Eine
wichtige Limitierung in dieser Studie ist, dass ddmisch wichtigste Endpunkt fir
Harnblasenkarzinome, das Progressions-freie Ubmnlelm dieser Patienten-Kohorte nicht
festgesetzt werden konnte.

Die Kombination FGFR3/Ki-67 war in unserer Studieirk unabhéngiger Faktor zur
Vorhersage von Tumor-spezifischem Uberleben. Witéchliche Ergebnisse aus
unterschiedlichen Studien, welche die molekularearkdr CK20, Ki-67 und p53 betrachten,
meinen, dass dieses an inkonsistenten immunhistisbeen Farbungen und
betrachtungsabhangiger Variabilitat liegen kann,d unveisen darauf hin, dass
immunhistochemische Farbungen kein robustes Msah kdnnten, um Vorhersagen Uber
Krankheitsverlaufe treffen zu kénnen.

Man kann davon ausgehen, dass Veranderungen vorRFGIRd p53 zwei alternative
genetische Entstehungswege bei der urothelialenzik@genese darstellen. FGFR3
Mutationen werden bei ,low-stage/-grade” Tumorerfugden. p53 Alterationen sind an
unterschiedliche pathologische Faktoren gekopgeltsind Veranderungen beider Parameter
zeitgleich ein exklusives Ereignis bei pTa und piuimoren. Auch FGFR3 Mutationen und
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ein Carcinoma in situ sind sich gegenseitig auss@bhde Ereignisse (Ubereinstimmung in
nur 1% der Tumoren).

In einer anderen Studie wurde das molekulare Ggadiit FGFR3 und MIB-1 gegenuber
dem pathologischen Grading als Pradiktionsfaktor €as klinische Outcome beim
urothelialen Karzinom als tUberlegen eingestuft F8gr fand sich in ca. 88% der G1 Tumoren
eine FGFR3 Mutation, bei G3 Tumoren war dieser Antesentlich geringer (16%). Bei
Betrachtung von p53 war das Ergebnis umgekehrt2fturaller G1 Tumoren, aber 60% der
G3 Tumoren wiesen eine Uberexpression auf. Die kotdeen Variablen waren besser
reproduzierbar als das pathologische Grading [8. \@rhandene FGFR3 Mutation wurde
bei besserem klinischem Outcome als positiver prstischer Faktor angesehen. Zudem
wurde hier ein Vorschlag zum molekularen Grading akues, einfaches und leicht
reproduzierbares Hilfsmittel zur PrognosestelluegUrothelkarzinomen unterbreitet [11]. In
wiederum einer anderen Arbeit findet sich die FGRRR&ation als sicherer Indikator fiir ein
oberflachliches Harnblasenkarzinom mit einer ngeini Rekurrenzrate, aufgrund deren
Vorliegen die Haufigkeit zytoskopischer Kontrollerduchungen herabgesetzt werden kann
[12]. Hier waren bei 14 von 23 Tumoren (60,9%)ménd FGFR3 Wildtyp Rezidive
aufgetreten; bei denen mit FGFR3 Mutation kam @& lw®n 34 Tumoren (20,6%) zu einem
Rezidiv.

Die Beobachtung, dass FGFR3 Mutationen nur selersélei Patienten mit benachbartem
Carcinoma in situ auftreten, wurde bereits besbend4]. Die Assoziation zwischen FGFR3
und Carcinoma in situ wurde bereits von anderenovam betrachtet: Dyrskjot et al.
erforschten zwei Gruppen von oberflachlichen Hasbhtumoren mit und ohne umgebendes
Carcinoma in situ nach Genexpressionsmustern umtefaheraus, dass die Expression von
FGFR3 bei Tumoren mit umgebendem Carcinoma in aftuverstarkt ist [17]. In einer
zweiten Studie entdeckten sie, dass eine signiigk&orrelation zwischen den Tumoren mit
FGFR3 Mutation und den als nicht Carcinoma in klassifizierten Tumoren besteht [6]. Wir
kbnnen diese Assoziation bestatigen. FGFR3 Mutatiobei Tumoren mit benachbartem
Carcinoma in situ fehlten in unserer Studie gehebes bedeutet, dass das Vorliegen einer
FGFR3 Mutation Patienten ohne ein Carcinoma inidintifizieren kann, was das Konzept,
dass FGFR3 ein wichtiger Nachsorgemarker bei Ratiemit Harnblasenkarzinom ist,
festigt.

Ein weiterer objektiver positiver Marker fir dastireliale Karzinom ist die Expression von
Cytokeratin 20. Es kann hierbei fur gewohnlich iHlera Schichten des Harntrakts

nachgewiesen werden. CK20 ist ein exzellenter Mafilkeurotheliale Differenzierungen bei
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Harnblasentumoren. Die Beobachtung, dass 65% darTpimoren ein abnormales CK20
Muster besitzen, lassen darauf schlie3en, das€KI#® Dysregulierung ein frihes Ereignis
bei der Entwicklung eines papillaren Harnblasenkarns ist. Die Ergebnisse zur Vorhersage
des Krankheitsverlaufs sind jedoch inkonsistenttndan et. al. zeigten, dass Tumoren mit
normaler CK20 Expression weniger haufig rezidiaart7,13], wahrend andere Autoren
keine signifikante Korrelation zwischen CK20 Exmies und Rezidivhaufigkeit fanden [14].
Es findet sich in der vorliegenden Studie bei 98 ¥d41 pTa Tumoren und bei 45 von 46 pT1
Tumoren eine erhéhte CK20 Immunreaktivitat. Die aibme Ck20 Expression scheint sich
spater als die FGFR3 Mutation zu ereignen; bei @3 44 G3 Tumoren zeigt sich in dieser
Studie eine abnorme CK20 Aktivitat, wahrend es ®&i Tumoren 45 von 75 und bei G2
Tumoren 49 von 67 sind. Auch scheint die Rezidesreines Tumors bei abnormer CK20
Expression erhodht zu sein, wie in einer Versuchsrgezeigt wurde, bei der es bei 30 von 41
Tumoren mit abnormer Expression erneut zu einem ofauaftreten kam [7]. In derselben
Studie wurde nur in 10 von 58 Fallen mit normald¢2C Expression ein Tumorrezidiv
nachgewiesen. In unserer Studie korrelierte die @CEZpression nicht signifikant mit einem
Rezidiv-freien Uberleben. CK20 stellt damit besasddei der Unterscheidung eines
neoplastischen oder reaktiven Prozesses einenallertwWlarker dar, der besonders in Fallen
mit nicht eindeutiger Histologie wertvoll sein kann

Zahlreiche Studien untersuchten den Nutzen der/Kgoression als Prognosefaktor, welche
ein Marker fur die Zellproliferation ist. Die p53kfression stellt hingegen einen Marker fur
die Progression von Urothel-Ca dar. Die meistendi8tu scheiterten daran, unabhangige
prognostische Signifikanz fur beide Marker zu destoaren, auch wenn kurzlich Quintero et
al. zeigten, dass Ki-67 ein unabhangiger Progn&smfafir das Progression-freie und
Gesamtlberleben bei niedriggradigen Harnblasem@ren ist [15]. In unserer Studie waren
Ki-67 und p53 mit dem Tumor-spezifischen Uberlelstark assoziiert, sie waren jedoch
keine unabhangigen Pradiktoren.

Bei der Betrachtung der Methode stellt sich zun&cles Frage der Reprasentativitat der
TMAs im Vergleich zu kompletten histologischen Sitfpméparaten. Hierzu gibt es
zahlreiche Untersuchungen, in denen nachgewiesedewwass die TMA-Methode den
Schnittpraparaten in nichts nachsteht. So besdhxegbsen in einem Versuch bei dem TMA-
Praparate und Sektionen mit unterschiedlichen Marka.a. CK20, p53) gefarbt wurden,
dass die Ergebnisse des Versuchs mit bereits eattthten Ergebnissen  von
Untersuchungen am GrofR3flachenschnitt deutlich kaitnglavaren [1]. Der Vorteil der TMA-

Methode ist, dass lokale Unterschiede bei der Gefwediion, -bearbeitung und —farbung
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berticksichtigt werden. Dadurch kénnen kostengingaigablen zwischen unterschiedlichen
Laboratorien in Bezug auf immunhistochemische Faglea ausgeschaltet werden [1]. Auch
van Rijn et al. beschreiben, dass die TMA Techmile eeffektive Mdglichkeit darstellt, im
Verlauf Untersuchungen auszudehnen und zu validieteren Ergebnisse man in der Phase
der vorausgehenden Untersuchungsphase erhaltefi3lhabartuber hinaus ist die TMA
Technik eine gute Methode zur Qualitatssicherungnb@unhistochemischen Farbungen und
in situ Hybridisierungen.

Unter Zusammenschau der oben genannten Aspektentsalle® von den vier molekularen
Markern (FGFR3, CK20, p53, Ki-67), FGFR3 die bestraussage Uuber das
erkrankungsspezifische Uberleben bei papillaremtriovasiven Harnblasenkarzinomen zu
erlauben.

In den letzten Jahren wurde deutlich, dass FGFR&fibmen eine prognostisch ginstige
molekulare Veranderung bei Harnblasentumoren siad durch die Korrelation zwischen
FGFR3 Mutation mit normalem CK20 Muster konsolitierrd. Dies zeigten wir hier zum
ersten Mal. Harnden et al. zeigten, dass Veranderuder urothelialen Differenzierung tiber
das Expressionsmuster von CK20 uberwacht werdendnind dass die Retention eines
normalen Musters ein guter Indikator fur eine ndarifferenzierung ist [7,16]. Wir finden,
dass die Prasenz eines normalen CK20 Musters wmed Biutation im FGFR3 Gen mit der
Gruppe der pTa G1/2 Tumoren korreliert. Dies suiggerdass die Kombination dieser beider
Marker besser in der Lage ist, die Gruppe der mgeghadigen nicht-invasiven papillaren
Tumoren zu definieren (wie vorgeschlagen in dem i-Bméwicklungswege-Modell der
urothelialen Tumorgenese [19]) als die BetrachtdegFGFR3 Mutation alleine. Die FGFR3
mutierten Tumoren mit einem abnormalen CK20 Expoessnuster sind weniger
differenziert und zeigen hoheres Staging (18%) Gmdding (15%). Die Kombination aus
FGFR3 und CK20 stellt damit einen sehr guten pretischen Marker fur oberflachliche
Harnblasentumore dar.

Prospektive Studien, welche sich mit dem Progressimeien Uberleben beschaftigen, sollten
dies naher untersuchen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die viekateren Marker FGFR3, p53, Ki-67 und
CK20 signifikante Marker fur das Tumor-spezifisch&erleben von Harnblasenkarzinom
Patienten sind, obgleich sie keine unabh&ngigenkdiasind. FGFR3 Mutationen finden
zeitlich friher als CK20 Expressionsdysregulatios¢sit und die Korrelation von FGFR3
Mutationen mit einem normalem CK20 Farbungsmusteistvauf eine Assoziation dieser

genetischen Veranderung mit gut differenzierten dren hin. Es kdnnen zwei alternative
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Entstehungswege fir Harnblasenkarzinome untersehiegderden: zum einen FGFR3
Mutationen und normale Ck20 Muster, zum anderen pBRerationen, hohe
Proliferationsfraktion und Vorhandensein eines @anma in situ.
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5. Zusammenfassung

Molekulare Marker werden zusétzlich zu konventitareklinisch-pathologischen Parameter
bendtigt, um den Krankheitsverlauf bei Patienteh Hairnblasenkarzinom vorherzusagen. In
dieser Studie untersuchten wir vier dieser Marker6({/, p53, CK20, FGFR3) bei 255
primaren urothelialen Harnblasenkarzinomen und liddrgn sie mit traditionellen Klinisch-
pathologischen Eigenschaften (Stage, Grade, Mkdli@t, benachbartes Carcinoma in situ).
Es wurden TMAs benutzt, um die CK20-, p53- und Kifxpression bei 255 unselektierten
Patienten immunhistochemisch zu untersuchen. DaseBsgionsverhalten von CK20 wurde
als normal (oberflachliche Farbung der Deckzelleatgr abnormal (negative Expression oder
> 10% positive Zellen) bewertet. FGFR3 Mutationenrdemn mittels SNaPshot Analysen
ermittelt.

FGFR3 Mutationen wurden haufig bei low-stage/-grddenoren gefunden, wahrend p53
Mutationen und eine erhodhte Proliferationsfraktifi<i-67) unginstige Prognosefaktoren
waren. FGFR3 Mutationen und p53 Uberexpressioneemexklusive Ereignisse (p<0.001),
die nur in 2% der Falle zusammen auftraten (5/20@¢ressanterweise zeigten pT1 und pTa
Tumoren mit benachbartem pTis signifikant wenigeGFR3 Mutationen (p<0.001).
Abnormale CK20 Expression war stark mit hoherem drgrad und Tumorstadium
(p<0.001) verbunden. Allerdings zeigten 65% (92)j1d&r pTa Tumoren ebenfalls ein
abnormales CK20 Muster. In der Gruppe der Harnbtaseoren mit normalem CK20 Muster
fanden sich in 89% (32/36) Mutationen des FGFR3sGehrend ein mutiertes FGFR3 Gen
in nur 37% (61/163) der Falle mit einer abnormal€K20 Expression (p<0.001)
nachgewiesen wurde. Alle vier Marker waren univtarrat tumorspezifischem Uberleben
assoziiert. In den multivariablen Analysen warenjsdoch nicht unabh&ngig von klassischen
pathologischen Parametern. Keiner der molekulareark&t war signifikant mit einem
Tumorrezidiv verbunden.

Wir schlussfolgern, dass die Dysregulation der Cl@ression ein friihes Ereignis in der
Karzinogenese von papillaren nicht-invasiven Haasbhkarzinomen darstellt, sich aber
spater ereignet als FGFR3 Mutationen. Die Gruppdade-grade nicht-invasiven papillaren
Tumoren ist durch das Vorkommen einer FGFR3 Mutatimd einem normalen CK20

Expressionsmuster definiert.
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