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1 Einleitung

1.1 Mikroskopische Anatomie der Harnblase

Das Ubergangsepithel oder Urothel bildet in den ableitenden Harnwegen das
spezifische Deck- oder Oberflachenepithel. In der entleerten Harnblase besteht es
aus 6-7 Zelllagen - fullt sich die Blase, sind weniger Schichten zu erkennen.
Grundlage des Urothels bildet die Basalmembran mit einer basalen Zellschicht, auf
die sich eine Intermediarschicht und schliel3lich eine Deckschicht mit apikaler Crusta
anschliel3t. Die Deckschicht besteht aus den sogenannten ,umbrella cells“ oder
Superfizialzellen, die oftmals poly- oder diploid sind. Diese sind groRer als die
darunterliegenden Intermediarzellen und decken mehrere Intermediarzellen
schirmartig ab (1). Die Crusta urothelialis beschreibt eine Verdichtung der
Zytokeratinfilamente im apikalen Zytoplasma der Deckzellen, die im Lichtmikroskop
als starker angefarbter Bereich zu erkennen ist. Die betonte Anfarbbarkeit ist
zusatzlich bedingt durch den lokalen Gehalt an diskoiden Vesikeln, die Uroplakine
enthalten, welche normalerweise als spezifische Transmembranproteine in die
apikale Membran der urothelialen Deckzellen eingelagert sind — durch den
Mechanismus der Exozytose konnen die Uroplakine in den flachen Vesikeln bei
Bedarf vermehrt in die apikale Membran eingebaut werden und so wahrscheinlich bei
Dehnung der Blase die Oberflache der Deckzellen vergroRern. Moglicherweise nutzt
das Einfligen neuer Vesikel auch der Membranerneuerung (2). Des Weiteren dienen
Uroplakine der mechanischen und chemischen Widerstandsfahigkeit der apikalen
Membran. Zusammen mit Verschlusskontakten (Tight junctions) sind sie
verantwortlich fur die Permeabilitdtsschranke des Urothels gegentber dem Harn.
Das Urothel wird in der Literatur teils als mehrreihiges, teils als mehrschichtiges
Epithel beschrieben: scheinbar haben zwar alle intermediar und basal gelegenen
Zellen Kontakt mit der Basalmembran, allerdings missten bei einem mehrreihigen
Epithel per Definition auch alle Deckzellen die Basalmembran erreichen; ob diese mit
einem dunnen Auslaufer die Basallamina berihren, ist noch nicht abschlieRend
geklart (1-3). Unterhalb des Urothels liegt in der Harnblase die bindegewebige
Lamina propria mit dichtem Kapillarplexus und der Lamina muscularis mucosae, die

allerdings im Lichtmikroskop nicht immer zu erkennen ist. Urothel, Lamina propria



und Lamina muscularis mucosae bilden zusammen die Tunica Mucosa. Diese ist in
entleertem Zustand faltig aufgeworfen - dehnt sich die Harnblase, wird eine
OberflachenvergroRerung durch Verstreichen dieser Falten erreicht. Zudem
vergroRert sich die Oberflache durch Anderung von Form und Anordnung der
Intermediarzellen des Urothels und durch Glattung gréberer Unebenheiten in der
apikalen Deckzellenschicht. Unterhalb der Mucosa befindet sich die Submucosa,
gefolgt von der Tunica muscularis aus glatter Muskulatur, die dem Musculus detrusor
vesicae entspricht. Die bindegewebige Adventitia bettet die Harnblase in das
umliegende Gewebe ein, in einigen Bereichen bildet aber auch statt dessen die
Tunica serosa aus einschichtigem Plattenepithel zusammen mit der Tela subserosa

den Uberzug der Harnblase (2).

1.2 Das Harnblasenkarzinom

1.2.1 Epidemiologie

Das Harnblasenkarzinom ist nach dem Prostatakarzinom die zweithaufigste
Tumorentitat des Urogenitaltrakts (4). Laut dem Zentrum fir Krebsregisterdaten ZfKD
des Robert-Koch-Instituts in Berlin steht es in Deutschland im Jahr 2016 bei Mannern
nach Prostata-, Lungen- und Darmkrebs an vierter Stelle der haufigsten
Tumorlokalisationen mit anteilig 4,7% an allen Krebsneuerkrankungen. Bei Frauen

steht es mit anteilig 1,8% an vierzehnter Stelle (siehe Abbildung 1):
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Abbildung 1: Prozentualer Anteil der
Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2016 (5)
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Bezogen auf alle Krebssterbeféalle in Deutschland steht das Harnblasenkarzinom bei
Méannern an zehnter (mit 3,2%) und bei Frauen an funfzehnter Stelle (mit 1,8%) der

haufigsten Tumorlokalisationen (siehe Abbildung 2):
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Abbildung 2: Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen
Krebssterbefallen in Deutschland 2016 (5)

Insgesamt ist die Inzidenz der Harnblasenkarzinome in den letzten Jahren steigend.
Im Jahr 2016 betrug sie 73,3 pro 100.000 Einwohner (inklusive in-situ Tumoren und
Neubildungen unsicheren oder unbekannten Verhaltens) entsprechend in etwa

29.970 Menschen. Knapp ein Drittel dieser Betroffenen waren Frauen (5).

Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate bdsartiger Neubildungen der Harnblase, die
speziell die krebsbedingte Mortalitat wiederspiegelt, liegt bei Mannern bei ca. 58%
und bei Frauen bei ca. 48%. Die bessere Uberlebensrate bei mannlichen Patienten
korreliere hierbei mit einer guinstigeren Verteilung der Tumorstadien bei M&nnern
gegentber Frauen: 36% (bei &') gegeniiber 24% (bei {) betreffend Stadium UICC |
und 24% (&) gegentber 30% (Q) betreffend UICC IV. Das Harnblasenkarzinom tritt
aulBerdem bevorzugt in hoherem Lebensalter auf. Das mittlere Erkrankungsalter
(median) liegt beim Mann bei 74 und bei der Frau bei 76 Jahren. Die Morbiditat steigt
ab dem 45. Lebensjahr stetig an (5).



Insgesamt sind die altersstandardisierten Erkrankungs- und Sterberaten bei
mannlichen Patienten seit 1990 ricklaufig, bei weiblichen Patienten blieben sie
hingegen weitgehend konstant. Ursachlich fir diesen Rickgang sei vermutlich
mitunter die Verminderung des Tabakkonsums oder auch die in den letzten Jahren
stetig abnehmende berufsbedingte Exposition gegenuber Karzinogenen. Der
sinkenden Erkrankungs- und Sterberate bei Mannern steht scheinbar widerspruchlich
die steigende Inzidenz gegeniber, die sich aber durch die demographische
Entwicklung mit einem zunehmenden Anteil der alteren Bevdlkerung erklaren lasst
(3,5).

1.2.2 Atiopathogenese

Harnblasenkarzinome treten gehauft an der Blasenseiten- bzw. —hinterwand auf und
sind oftmals multilokular. In den meisten Fallen handelt es sich dabei um
Urothelkarzinome (90-95%). Ca. 70-80% der erstmalig diagnostizierten
Urothelkarzinome sind nicht-muskelinvasiv und zeichnen sich durch ein hohes
Progressions- und Rezidivrisiko aus: bei ca. 10-20% der Patienten mit initial nicht-
muskelinvasivem Urothelkarzinom schreitet der Tumor zu einem muskelinvasivem
Tumor fort, bis zu 70% erleiden ein Rezidiv (6,7). Dieses hohe Risiko zieht eine
engmaschige und lebenslange Nachsorge mit sich, was unter anderem mit sehr
hohen Therapiekosten verbunden ist (3). 20-30% der neu diagnostizierten
Urothelkarzinome wiederum sind muskelinvasiv mit hohem Metastasierungsrisiko:
trotz aggressiver Therapie treten bei nahezu 50% der Betroffenen innerhalb von 5
Jahren Metastasen auf - ohne Therapie lage die Sterblichkeitsrate bei 80% innerhalb
von 2 Jahren (3,4,7).

Weitere histologische Formen des Harnblasenkarzinoms sind neben dem
Urothelkarzinom das Plattenepithelkarzinom der Harnblase, das in ca. 7% der Félle
auftritt oder das Adenokarzinom, welches héaufig an der Einmindungsstelle des

Urachus am Blasendach lokalisiert ist (ca. 1% der Falle) (3).

Die Atiologie von Harnblasenkarzinomen bleibt oftmals ungeklart. Der groRte
bekannte Risikofaktor ist das Rauchen, das nach Studien fur etwa 50 Prozent aller
Blasenkarzinome verantwortlich ist (8). Dabei ist die Dauer des Zigarettenkonsums,
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die Anzahl der gerauchten Zigaretten sowie der Grad der Inhalation positiv assoziiert
mit dem Risiko ein Harnblasenkarzinom zu entwickeln (3,9). Fur die kanzerogene
Wirkung im Zigarettenrauch werden hauptséchlich aromatische Amine wie -
Naphthylamin und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe verantwortlich
gemacht, die renal ausgeschieden werden und krebserregend auf das gesamte
Harnsystem wirken (10). Die kanzerogene Wirkung aromatischer Amine entsteht
dabei durch ihre Metaboliten, die bei der Hydroxylierung und Glukuronidierung in der
Leber entstehen - durch die N-Acetyltransferase kann der Koérper diese allerdings
weitgehend unschéadlich machen. Genetisch bedingt sind jedoch manche Menschen
schnelle oder aber langsame Acetylierer. So hat also beispielsweise derjenige
Raucher, der gleichzeitig auch Langsam-Acetylierer ist, ein zusatzlich erhdhtes
Risiko, ein Harnblasenkarzinom zu entwickeln (3,10). Ein weiterer grol3er
Risikofaktor zur Entwicklung eines Harnblasenkarzinoms ist die berufliche Exposition
gegenuber genannter Karzinogene sowie gegenuber Benzidin, Fuchsin, Anilin,
Auramin, 4-Aminobiphenyl und o-Toluidin. Diesen schadlichen chemischen
Verbindungen ist man beispielsweise in der Farbstoff-, Gummi-, Leder-, Textil-,
Metall- oder Farbemittelindustrie ausgesetzt. Schéatzungsweise 20% der
Harnblasenkarzinome sind der beruflichen Schadstoffexposition zuzuschreiben
(7,10). Bei Auftreten von Symptomen der unteren Harnwege ist die Assoziation mit
Karzinogenen bzw. mit dem Beruf nicht immer auf den ersten Blick zu erkennen und
wird u.a. dadurch erschwert, dass die Latenzzeit zwischen Exposition und der
Karzinomentstehung im Mittel 24 Jahre betragt (9,11). Auch Personen mit
chronischen Harnwegsinfektionen, insbesondere in Kombination mit rezidivierender
mechanischer Irritation (zum Beispiel verursacht durch lange Dauerkatheterdrainage)
haben ein erhohtes Risiko, an einem Harnblasenkarzinom zu erkranken. Fur die
Tumorentstehung in Zusammenhang mit chronischen Infektionen wird die latent
andauernde Exposition mit Nitriten und Nitrosaminen, die von Bakterien gebildet
werden kénnen, verantwortlich gemacht. Auch bei Bilharziose, einer in Afrika und in
arabischen Landern endemischen Infektion mit Schistosoma haematobium, aus der
sich bei fehlender Therapie eine chronische Zystitis entwickelt, ist die Gefahr
insbesondere zur Entwicklung eines Plattenepithelkarzinoms erhoht. Die
ausschliel3lich auf der Balkanhalbinsel in der Donauregion, und zwar in Bosnien,
Bulgarien, Kroatien, Ruméanien und Serbien auftretende Balkannephropathie fuhrt zu

einem 12-fach haufigerem Auftreten eines Harnblasentumors. Bestimmte
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Medikamente wie das Analgetikum Phenacetin oder das Zytostatikum
Cyclophosphamid, aber auch Radiatio werden ebenfalls als auslésende Substanzen
bzw. Faktoren erachtet (3,7,9,12). Neben den Kanzerogenen spielt die vererbte
genetische Pradisposition beim Harnblasenkarzinom eine vergleichsweise geringe
Rolle (9).

1.2.3 TNM-Stadium und WHO-Klassifikation

Die TNM-Klassifikation des Urothelkarzinoms ist in den letzten Jahren im
Wesentlichen unverandert geblieben. Die T-Kategorie beurteilt die lokale
Tumorausdehnung (siehe Abbildung 3) und unterteilt die Harnblasenkarzinome in
nicht-muskelinvasive (pTa, pTis und pT1) und muskelinvasive Tumoren (2T2). Ta
bezeichnet papillare, nicht invasive Karzinome, Tis/Cis das Carcinoma in situ, bei T1
infiltriert der Tumor in das subepitheliale Bindegewebe (bis zur Lamina propria). Im
Stadium T2 reicht der Tumor bis in die Tunica muscularis, wobei T2a eine Infiltration
bis zur inneren, oberflachlichen Halfte der Muskulatur und T2b eine Infiltration der
aulBeren Halfte der Muskulatur beschreibt. Im Stadium T3 hat der Tumor
perivesikales Fettgewebe erreicht, T3a bezeichnet dabei die mikroskopisch sichtbare
und T3b die makroskopisch sichtbare Infiltration. Bei Beteiligung von
Nachbarorganen wird der Tumor als T4 kategorisiert: sind Prostata, Uterus oder
Vagina betroffen, entspricht die Einteilung dem Stadium T4a, sind bereits Becken-

oder Bauchwand infiltriert, wird der Tumor als T4b kategorisiert (4,11).

v |

Urothel

Lamina propria

Muskularis

Fettgewebe

v

Abbildung 3: T-Klassifikation des Harnblasenkarzinoms (11)
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Die Organ uberschreitende Tumorausdehnung wird mittels N (Lymphknotenbefall)
und M (Metastasierungsgrad) beschrieben. Bei NO liegen keine regionéren
Lymphknotenmetastasen vor. N1 beschreibt das Vorhandensein einer solitdren
Lymphknotenmetastase  des  wirklichen  Beckenbereiches  (hypogastrisch,
obturatorisch, prasakral oder im Bereich der Arteria iliaca externa gelegen), bei N2
liegen mehrere Metastasen in einem Lymphknoten des wirklichen Beckenbereiches
vor. N3 bezeichnet das Vorhandensein von Metastasen in Lymphknoten entlang der
Arteria iliaca communis. Bei MO sind keine, bei M1 sind Fernmetastasen vorhanden.
Der Zusatz (m) zeigt an, dass multiple Lasionen vorliegen, (is) weist auf ein
assoziiertes Carcinoma in situ hin (4,7). Anhand der TNM-Klassifikation werden
wichtige Diagnose- und Therapieentscheidungen getroffen, sie dient bis dato zur
Einschatzung der Prognose. Tabelle 1 gibt einen Uberblick iber die TNM-

Klassifikation des Harnblasenkarzinoms.
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Klassifikation Tumor

T Primartumor

™ Primartumor kann nicht bewertet werden

TO Kein Nachweis von Primartumor

Ta Nicht-muskelinvasives papilldares Karzinom

Tis Carcinoma in situ: ,Flache Neoplasie*“

T1 Tumor dringt in subepitheliales Bindegewebe ein

T2 Tumor dringt in Muskularis propria ein

T2a Tumor dringt in oberflachliche Muskularis propria ein (innere Halfte)

T2b Tumor dringt tief in Muskularis propria ein (Aussere Halfte)

T3 Tumor dringt in perivesikales Gewebe ein:

T3a Mikroskopisch

T3b Makroskopisch (Extravesikale Masse)

T4 Tumor dringt in eines der folgenden ein: Prostatastroma, Samenblaschen,
Uterus, Vagina, Beckenwand

T4a Tumor dringt ein in Prostatastroma, Samenblaschen, Uterus oder Vagina

T4b Tumor dringt ein in Beckenwand oder Abdominalwand

N Regionale Lymphknoten

NX Regionale Lymphknoten kénnen nicht bewertet werden

NO

Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase in einem Lymphknoten des wirklichen Beckenbereiches (ein
hypogastrischer, obturatorischer oder prasakraler Lymphknoten oder ein
Lymphknoten aus dem Bereich der Arteria iliaca externa)

N2 Metastase in mehreren Lymphknoten des wirklichen Beckenbereiches (ein

hypogastrischer, obturatorischer oder prasakraler Lymphknoten oder ein
Lymphknoten aus dem Bereich der Arteria iliaca externa)

N3 Metastasen der Lymphknoten an der Arteria iliaca communis
M Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Tabelle 1: TNM Klassifikation - Urothelkarzinom der Harnblase (12)

Neben der TNM-Klassifikation werden Harnblasentumoren auch nach histologischem
Tumortyp eingeteilt. Das urspringliche Grading-System der WHO von 1973 wurde
zusammen mit der International Society of Urological Pathology (ISUP) im Jahr 2004
erneuert und 2016 nochmals aktualisiert (4,12). Tabelle 2 zeigt einen Uberblick tiber
beide Systeme. Demnach werden nicht-invasive urotheliale Tumore eingeteilt in:
Papillome (nicht invasive papillare Neoplasie, ausschlief3lich gutartig), PUNLMP
(papillary urothelial neoplasms of low malignant potential), LG-PUC (low grade
papillary urothelial carcinoma), HG-PUC (high grade papillary urothelial carcinoma)
und CIS (carcinoma in situ). PUNLMP entspricht in etwa dem friheren TaG1, LG-
PUC dem Stadium TaG1/TaG2, HG-PUC entspricht in etwa TaG2/TaG3 (3,4).
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Grading 2004/2016 Grading 1973

Urotheliales Papillom ausschlief3lich benigner

Urotheliales Papillom
Tumor

Papillare  Neoplasie mit | penigner Tumor, der aber

niedrig malignem Potential geringe histologische
(PUNLMP) Zeichen eines malignen Grad 1 (G1):
Tumors zeigt gut differenziert

Low-grade Karzinom entspricht in etwa einem

malignem G1-G2 Tumor

Grad 2 (G2):

High-grade maRig differenziert

entspricht weitestgehend

einem malignen G2-G3 Grad 3 (G3):

Tumor
schlecht differenziert/

undifferenziert

Tabelle 2: Gegenuberstellung der WHO —Klassifikationen von 1973 und 2004/2016 fir nicht-
invasive papillare Karzinome (Ta)

Grund fur die Neuerung im Jahr 2004 war hauptsachlich eine hohe Interobserver-
Variabilitdt bei der Graduierung, die die Prognosevorhersage fur den einzelnen
Patienten in Frage stellte (13,14). Mit der alten Klassifizierung wurde die G2
Graduierung  Uberproportional  haufig, sozusagen als Standarddiagnose,
diagnostiziert (15,16). Die neue Klassifizierung ist ein Versuch, urotheliale Tumor-
Gradierung zu standardisieren und die Reproduzierbarkeit der Diagnose
verschiedener Pathologen zu verbessern, indem die morphologischen Eigenschaften
von nicht-invasiven papillaren urothelialen Neoplasmen klar definiert werden. So
fuhrte man die PUNLMP-Kategorie ein, definiert als papillarer urothelialer Tumor, der
zwar dem exophytischen Urothelpapillom &ahnelt, aber eine erhdhte Zellproliferation
zeigt und dabei die Dicke des normalen Urothels Ubersteigt. Diese neue Gruppierung
sollte Papillome detektieren, die trotz Benignitat entarteten — eine Subgruppierung
sei ein Zugewinn fir eine exaktere Prognosevorhersage (17). Eine Verringerung der
Interobserver-Variabilitdt durch die Klassifikation von 2004 konnte allerdings in einer

Studie von Sharma, Kini et al. 2015 nicht verzeichnet werden (14,18): Hier wurden
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50 transurethrale Tumorresektate und Harnblasenbiopsien von 4 unterschiedlichen
Pathologen, jeweils mit mindestens 20 Jahren Erfahrung in histopathologischer
Berichterstattung, unabhangig voneinander untersucht - nie stimmten die 4
Beobachter einstimmig der Diagnose PUNLMP zu. Lediglich fir HG-PUC sei die
Ubereinstimmung befriedigend gewesen. Insgesamt wurde in der Studie eine
signifikante Interobserver-Variabilitdt beim Grading des Urothelkarzinoms festgestellt
(18). Ein weiterer Aspekt bei der neuen Graduierung ist auRerdem, dass eine
Tendenz zur Unterdiagnostizierung des HG-PUC festgestellt wurde, und zwar hin
zum LG-PUC (19). Dafur konnte unter anderem verantwortlich sein, dass manche
Untersucher die Graduierung anhand der Uberwiegend vorherrschenden
Morphologie im Praparat festlegen und dabei kleinere Areale mit High-grade
Morphologie aul3er Acht lassen, wie Sharma, Kini et al. in ihrer Studie beobachteten.
Dabei sollte das Grading in papillaren urothelialen Tumoren jedoch auf dem
schlechtesten morphologischen Fund basieren (18). Bevor Patienten einer radikalen
Therapie unterzogen werden, sollte deshalb idealerweise die Begutachtung der
Biopsien durch mindestens zwei oder mehrere Pathologen durchgefuhrt werden (13).
AulRRerdem sollte, solange die WHO-KIlassifikation von 2004 noch nicht ausreichend
evaluiert ist, die alte Klassifikation parallel angegeben werden (3,12).

1.3 EMT

Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) beschreibt einen Vorgang, bei dem sich
Zellen mit epithelialem zu einem mesenchymalen Phénotyp umwandeln, indem
vermehrt mesenchymale und vermindert epitheliale Marker exprimiert werden.
Epithelzellen werden dadurch weniger adhésiv, dafiir mehr migratorisch und invasiv
(20). Viel Aufmerksamkeit erfuhr der Prozess, seit Greenburg und Hay 1982 erstmals
das in vitro Verhalten von verschiedenen Epithelzellen in einem Gel aus Kollagen
beschrieben haben: in der neu geschaffenen Umgebung l6sten sich die Epithelzellen
von ihrem Verband ab, wanderten und veranderten ihren Phanotyp hin zu
mesenchymalem Charakter: die Epithelzellen verloren zum Beispiel ihre apiko-
basale Polaritat und bildeten Pseudopodien und Filopodien (Zellfortsatze aus

Aktinfilamenten) aus, die typisch flr migratorische Zellen sind (21).
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Physiologischerweise spielt EMT eine wichtige Rolle wéhrend der embryonalen
Entwicklung oder der Wundheilung. Aber auch bei pathologischen Prozessen wie
Organfibrose und Tumorprogression bzw. Metastasenbildung wird EMT beobachtet:
einzelne Epithelzellen konnen sich durch Anderung ihres Charakters von ihrem
Ursprungsgewebe l6sen und von ihrem Zellverband abwandern (20). Erst durch
Ausbildung des mesenchymalen Phanotyps kann beispielsweise die Basallamina
des Urothels (vorwiegend bestehend aus Kollagen IV und Laminin) durchbrochen
werden und der Tumor invasiv bzw. maligne werden. Proteolytisch wirksame Typ-IV-
Kollagenasen, die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), fordern dabei den Abbau der
Basalmembran und der extrazellularen Matrix. Durch Eintritt der entarteten Zellen in
lokale Blutgeféal3e und anschlie3end organferner Extravasation kénnen sie sich durch
Wechselwirkung mit der neuen Umgebung wieder in einem neuen Organ im Sinne
einer Metastase ansiedeln. Hierbei kdnnen sich die EMT-Zellen wieder in einen
epithelialen Phanotyp umwandeln, was als mesenchymal-epitheliale Transition,
(MET) bezeichnet wird (siehe Abbildung 4) (20,22-26). In Bezug auf die
Tumorprogression konne EMT als pathologischer, aus der Entwicklung stammender

und beim Erwachsenen reaktivierter Prozess verstanden werden (27).

Basement  Epithetial Primary epithelial & e Invasive and Secondary
membrane cell cancer cells % ( metastatic cells epithelial tumor

|
y { ’ -.( 4 e~ - v
3 :,
. » : Blood vessel

Normal epithelium Carcinoma in situ EMT Cancer cell Cancer cell MET
intravasaton extravasation
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Abbildung 4: Modell der Rolle von EMT in der Tumorprogression (20)

Zu den Veranderungen, die beim Prozess der EMT beobachtet werden, z&hlen: ein
Verlust der starken mechanischen Zellverbindungen, ein Verlust der apiko-basalen
Zellpolaritat und eine Resistenz der Zellen gegen Apoptosestimuli. Als wichtige
Kennzeichen der EMT werden beispielsweise der Verlust von E-Cadherin,
Zytokeratinen oder Proteinen der tight junctions (zonula occludens 1 oder occludin)
bei gleichzeitiger Expression von mesenchymalen Markern wie Vimentin,

Fibronectin, Fibroblasten spezifischem Protein 1 (FSP-1), a-smooth muscle actin (a-
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SMA) und N-Cadherin erachtet (siehe Abbildung 5). Die Zellen mit mesenchymalem
Charakter produzieren zudem neue Matrix aus Typ | Kollagen und Fibronectin,

entlang derer sie in umliegendes Gewebe einwandern kénnen (2,20,28).

Fibronectin Tye | co agen

« Cell adhesion by adherens/tight junctions * Loss of cell junctions
+ Apical-basal polarity + Change in cell polarity
*Type IV collagen and laminin matrix « Cleavage and invasion of basal lamina
* Non-migratory « Migration along fibronectin matrix
* Express epithelial markers: * Express mesenchymal markers:

E-cadherin Vimentin

Z0-1 FSP-1

Claudins 0-SMA

Occludin Fibronectin

Cytokeratins N-cadherin

Type IV collagen Type | and type lll collagen

Abbildung 5: Zellulare Veranderungen, die mit EMT assoziiert sind (28)

Ein Wechsel von E-Cadherin- zu vermehrter N-Cadherin- und/ oder P-Cadherin-
Expression wird dabei als Cadherin-Switch bezeichnet und wurde schon in mehreren

Studien bei Karzinomen epithelialen Ursprungs beobachtet (29-32).

Induziert wird die EMT durch diverse Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel Zeb-1,
Zeb-2, Slug (=Snail2), Snaill und Twist: durch Hypermethylierung und
Histondeacetylierung an der Promotorregion durch Slug, Snail oder Twist wird E-

Cadherin  epigenetisch  stummgeschaltet. So fihre beispielsweise eine
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Uberexpression von Twist zu einer Umwandlung von epithelialem zu
mesenchymalem Zellcharakter (20,33). Beim umgekehrten Prozess der MET
wiederum gehe eine Abnahme von Twistl mit einer Reexpression von
Epithelmarkern wie E-Cadherin einher (25,33). Untersuchungen zeigten, dass auch
in Blasenkarzinomgewebe eine Twist-Expression mit schlechtem progressionsfreiem
Uberleben einhergeht. Sie korreliere auBerdem mit hoherem Tumorstadium,

héherem Tumorgrad und mit reduzierter E-Cadherin-Expression (34,35).

1.4 Stellenwert der immunhistochemischen Marker

1.4.1 Zellkontakte und die Rolle von Cadherinen und Cateninen

Zu Zellverbindungen gehdren neben Verschluss- und Kommunikationskontakten die
Haftkontakte = (Adhasionskontakte).  Adhasionskontakte sind  mechanische
Verbindungen von Zellen, wobei die Verankerung entweder an der Nachbarzelle
(interzellulare Haftkontakte) oder zwischen Zelle und Extrazellularmatrix (Zell-Matrix-
Kontakte) bestehen kann (2). Zu den interzellularen Haftkontakten wiederum
gehoren Desmosomen und Adhéarens-Kontakte, bei denen Cadherine und Catenine
eine wichtige Rolle spielen. Cadherine zahlen dabei zu den Transmembranproteinen
der interzellularen Verbindungen, die mit ihrer intrazellularen Doméne Uber Plaque-
Proteine die Verbindung mit dem Zytoskelett der Zellen vermitteln (2). Zu den
Plaque-Proteinen an der intrazellularen Seite gehéren die Catenine, also
Ankerproteine wie beispielsweise a-Catenin, 3-Catenin, y-Catenin (auch bekannt als
Plakoglobin), p120 Catenin, Vinculin oder a-Actinin, welche entweder mit
Aktinfilamenten (im Adharens-Kontakt) oder Intermediarfilamenten (im Desmosom)
des Zytoskeletts verlinkt sind. An ihrer extrazellularen Doméne stellen die Cadherine
hauptsachlich interzellulare Bindungen her (2,33). Eine Ubersicht Uber die
interzellularen Haftkontakte zeigt Abbildung 6: Im Adharenskontakt (A) sind die
Cadherine (in Epithelien meist E-Cadherin) unter anderem Uber a-Catenin (a), B-
Catenin (B) und Vinculin (v) mit Aktinfilamenten des Zytoskeletts verbunden. In
Desmosomen (B) stellen beispielsweise y-Catenin (= Plakoglobin, PG), Plakophilin
(PP) und Desmoplakin (DP) die Verbindung mit Intermediarfilamenten (IF) her (2,36).
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Abbildung 6: Interzellulare Haftkontakte: Aufbau eines Adhasionskontaktes (A) und eines
Desmosoms (B); aus Angst, Marcozzi et al. (36)

Bei diesen beiden Zellkontakten werden dabei vermutlich zwei Zellen immer Gber
Cadherine der gleichen Subgruppe miteinander verbunden (homophile Adhasion),
und zwar immer Uber das N-terminale Ende der extrazellularen Cadherin-Domane.
Diese Enden dimerisieren lateral und bilden jeweils einen terminalen Knauf sowie
eine hydrophobe Tasche, in die sich jeweils der terminale Knauf des
gegenuberliegenden Cadherins einfugt (33,36,37). Cadherine (calciumabhéangige
Adherine) kdnnen allerdings nur in Anwesenheit von Calcium-lonen eine Verbindung
mit ihrem Gegenuber eingehen. Der extrazellulare Teil besteht aus einer fir jedes
Cadherin typischen Anzahl von kompakten Domanen, den sog. Cadherin-
Wiederholungseinheiten (Cadherin-Domé&nen, "cadherin repeats"); diese sind durch
primar bewegliche Gelenkregionen miteinander verbunden. Erst mit der Bindung von
Ca’" im Bereich dieser Regionen wird der extrazellulare Teil des Cadherins starr und
die Domanen konnen dimerisieren. Entfernt man Calcium aus dem
Extrazellularraum, I6st sich auch die Verbindung (33). Das Cadherin, welches in der
Literatur als erstes beschrieben wurde, war (epitheliales) E-Cadherin (1981), gefolgt

von (neuronalem) N-Cadherin und (plazentarem) P-Cadherin, danach wurden bald
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immer mehr entdeckt (36). Die initiale Namensgebung erfolgte dabei nach dem
Gewebe, in dem sie am deutlichsten exprimiert wurden - dieses Schema konnte
jedoch bei nachfolgend entdeckten Cadherinen nicht immer beibehalten werden, da
man herausfand, dass Cadherine zum einen in vielen verschiedenen Gewebearten
und zum anderen mit unterschiedlicher Haufigkeit auftreten (38). Mittlerweile sind
uber 180 verschiedene Cadherine bekannt. E-Cadherin, P-Cadherin, N-Cadherin
sowie (vaskular-endotheliales) VE-Cadherin gehdren dabei zu der Gruppe der
klassischen Cadherine, welche alle eine ahnliche extra- und intrazellulare Doméane
vorweisen. Klassische Cadherine haben aul3erdem nicht nur adhasive Funktion: ihre
intrazellulare Domane spielt auch eine wichtige Rolle bei Signallbertragungen ins
Zellinnere und der Regulation der Cadherinfunktion, die Zelle kann so den Zustand
ihrer Bindung entweder l6sen oder wieder herstellen (33,36). Durch Modifikation der
Catenine oder Dissoziation des Catenin-Cadherin-Komplexes kann eine
Umwandlung von Zellen beziehungsweise Geweben erreicht werden, wie sie auch
im Rahmen der EMT stattfindet (39). Die tatséchliche Induktion des EMT-Programms
durch die Zelle hangt also von einer Reihe intrazellularer Signalkaskaden ab, an
denen unter anderem auch (-Catenin beteiligt ist. (20) Die in dieser Arbeit
untersuchten Marker E-Cadherin, N-Cadherin, B-Catenin und y-Catenin kdnnen also

als klassische Marker der EMT betrachtet werden.

1.4.2 Rolle von TIMP1 und FGFR3

TIMP1

Die Extrazellularmatrix befindet sich bekanntermal3en in einem stdndigen Umbau:
abgenutzte Bestandteile wollen ersetzt werden, der Extrazellularraum muss immer
wieder an gednderte mechanische Funktionen angepasst werden und nicht zuletzt
wird dort ein Weg fur migratorische Zellen und fir die Angiogenese gebahnt. Die
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind dabei beteiligt am Abbau der
Extrazellularmatrix, die ,tissue inhibitors of metalloproteinases® (TIMPs) wiederum
sind ein wichtiger Gegenspieler beziehungsweise endogener Regulator der MMPs
(40,41). Physiologischerweise besteht ein ausgeglichenes System dieser

antagonistischen Proteine. Uberwiegt der Abbau der Extrazellularmatrix (EZM) oder

20



ist die Neubildung der EZM reduziert — besteht also insgesamt eine erhdhte
Abbauaktivitat - resultieren daraus Pathologien wie beispielsweise degenerative
Veranderungen des Binde- und Stitzgewebes. Zudem soll die erhdhte Abbauaktivitat
bei einem Ungleichgewicht von MMPs und TIMPs auch mit invasivem Charakter von
Tumorzellen assoziiert sein (42—-45). TIMPs agieren aber nicht nur als Gegenspieler
der MMPs, sondern férdern auch das Zellwachstum und fungieren als
Apoptoseinhibitoren (46—48) — demnach sind TIMPs auch tumorigene Eigenschaften
zuzuordnen. Insgesamt besteht die Familie der TIMPs aus 4 Mitgliedern (TIMP 1 bis
4) - vor allem TIMP-1 korreliere bei Krebspatienten h&ufig mit einer schlechten
Prognose (40,49,50). Ein weiterer Aspekt ist, dass TIMP1 und auch die MMPs
scheinbar eine wichtige Rolle beim Prozess der EMT spielen: zum einen wird die
Wandlung zum migratorischen Zellcharakter unter anderem durch die MMPs
ermoglicht, da diese imstande sind, die Basalmembran abzubauen, die so zum
Zweck der Invasion durchbrochen werden kann. Zum anderen induziert die TIMP1-
Expression wohl Veranderungen der phanotypischen Zellmorphologie, der
Zelladhasion, des Zytoskelett-Umbaus und der Motilitat — Veranderungen, die auf
den Prozess der EMT hindeutet, wie D’Angelo, Liu et al. 2014 in einer Studie mit
Mammakarzinomzellen zeigten (48). Aus diesem Grund und den anderen genannten
Faktoren liegt es nahe, beziglich der Suche nach einem prognostischen Marker fir
den onkologischen Verlauf bei Patienten mit Urothelkarzinom der Harnblase auch

TIMP1 zu untersuchen.

FGFR3

FGFR-Proteine sind Wachstumsfaktorrezeptoren, die in 4 Subtypen eingeteilt
werden. Dazu gehort unter anderem FGFRS3 - eine Rezeptor-Tyrosinkinase mit einer
Transmembrandoméne. Die Bindung des Liganden FGF (fibroblast growth factor) auf
der extrazellularen Seite induziert die Dimerisierung der Rezeptormonomere und
damit deren Aktivierung, wodurch verschiedene Signalwege in Gang gesetzt werden,
welche die Proliferation, Differenzierung und Migration der Zelle steuern (51-54).
Grundsatzlich kénnen natirlich auch aberrante FGFR-Signale entstehen. Diese
resultieren entweder aus einer ligandenabhangigen FGFR-Aktivierung durch ein

erhohtes Angebot von FGFs (beispielsweise durch Tumor- oder Stromazellen
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sezerniert), oder aus einer ligandenunabhangigen FGFR-Aktivierung durch eine
molekulare Veranderung eines FGFR (beispielsweise durch eine Mutation oder
Translokation) (53). Eine solche ligandenunabhangige FGFR-Aktivierung kann
beispielsweise zum Krankheitsbild der Achondroplasie fihren: eine Mutation im
FGFR3-Gen auf Chromosom 4p16 fuhrt zu einer Stabilisierung von FGFR3-Dimeren
- die daraus resultierende Uberaktivitit von FGFR3 hemmt die
Chondrozytenproliferation und somit die enchondrale Ossifikation (54-56). Nicht nur
mit der Achondroplasie, auch mit Karzinomentstehung wurden FGFR3-Mutationen
vielfach in Verbindung gebracht, wie beispielsweise bei Hauttumoren oder beim
Multiplen Myelom (52,57-59). Auch fir das Harnblasenkarzinom kénnen FGFR3-
Mutationen urséchlich sein, und zwar insbesondere bei ca. 60-80% der nicht-
invasiven low-grade Tumoren. Bei muskelinvasiven Tumoren wiederum finden sich
FGFR3-Mutationen deutlich weniger haufig: 10-20% der Tumoren ab Stadium T2
zeigen eine FGFR3-Mutation. Insgesamt sind Harnblasentumoren mit einer FGFR3-
Mutation eher mit einer guten Prognose vergesellschaftet (60). Demgegeniber liegt
den invasiven high-grade Tumoren und dem CIS haufiger eine p53-Mutation
zugrunde. Man spricht deshalb von einer zweigeteilten Tumorentstehung des
Harnblasenkarzinoms (3,26,60-63).

Interessanterweise gibt es eine synergistische Wirkung von N-Cadherin und FGFRS3,
welche bedeutend fur die Regulation der Zellmigration ist (51). Scheinbar hat die
Kooperation von N-Cadherin mit dem FGF-Rezeptor Signale zur Folge, die zur
Hochregulation von MMP-9 und damit zur Zellinvasion fuhren (29). Auch Li, Zhang et
al. beschrieben 2019 einen Zusammenhang zwischen Cadherinen beziehungsweise
EMT und FGFR3: so fihrte ein Ausschalten des Gens, das fur FGFR3 codiert, zu
einer Herunterregulierung von E-Cadherin, N-Cadherin und Vimentin (57). Aufgrund
dessen soll auch die Untersuchung der immunhistochemischen FGFR3-Expression

in diese Arbeit mit einflieRen.

1.5 Ziel der Arbeit

Aufgrund der hohen Morbiditdt des Harnblasenkarzinoms sowie dem hohen

Metastasierungs- bzw. Progressrisiko insbesondere bei muskelinvasiven Tumoren
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der Harnblase ist es ein Bestreben, dessen Therapie weiter auszubauen und zu
optimieren (61). Fur die Planung einer optimalen Therapiestrategie ist es notig, das
biologische Tumorpotential genauer festzulegen, um so eine bessere Vorhersage
beziuglich des Tumorverhaltens geben zu kodnnen. Grundsatzlich sind zur
Einschatzung des onkologischen Verlaufs von Tumoren Kklinische und
histopathologische Marker ein wichtiger Gegenstand. So sind fur das
Harnblasenkarzinom derzeit Tumorstadium und Differenzierungsgrad die primaren
Kriterien, die zur Prognosevorhersage herangezogen werden und die letztlich den
Behandlungsverlauf beeinflussen. Die alleinige Verwendung dieser Kriterien zur
Einschétzung des onkologischen Verlaufs bringt jedoch gleichzeitig eine starke
Abhangigkeit von der histopathologischen Begutachtung mit sich. Es werden also
dringend Indikatoren gesucht, die unabhédngig davon die Prognose
patientenindividuell und  zuverlassig vorhersagen (18). In Bezug auf
Harnblasenkarzinome sind in den letzten Jahren zahlreiche Marker untersucht
worden, fur die teilweise tatsachlich prognostische Aussagekraft gezeigt werden
konnte: so seien beispielsweise der Proliferationsmarker Ki-67 zusammen mit CK20
als potentielle Marker zur Verbesserung der Risikostratifizierung bei pT1l
Harnblasentumoren geeignet (64). Breyer et al. konnten 2016 verdeutlichen, dass
auch die EMT-Marker E-Cadherin und Survivin in Bezug auf Stadium pTa mdgliche
Prognosemarker fur das Urothelkarzinom darstellen konnten: der Verlust von E-
Cadherin sowie Survivin-Uberexpression seien mit schlechterem progressionsfreiem
Uberleben assoziiert (65). Bisher wurde jedoch noch kein immunhistochemischer
Marker Klinikiibergreifend in den medizinischen Alltag integriert. Lediglich in
Zweifelsfallen kann laut dem aktuellen Leitlinienprogramm Onkologie der deutschen
Krebsgesellschaft beim nicht-muskelinvasiven Urothelkarzinom eine
Immunhistochemie mit CK 20, Ki67 und p53 zur Unterscheidung von LG- und HG-
PUC erfolgen. Diese Marker seien Zeichen eines erhohten Rezidiv- und
Progressionsrisikos und in zahlreichen retrospektiven Studien bereits untersucht,
aber noch nicht prospektiv validiert worden (12). Zur Prognoseeinschatzung nach
radikaler Zystektomie empfiehlt die Leitlinie, nach wie vor die TNM-Klassifikation zu
Rate zu ziehen. Insbesondere muskelinvasive Blasenkarzinome betreffend besteht
daher zwingend weiterer Forschungsbedarf beztiglich eines prognostischen Markers.
Ziel dieser Arbeit ist daher die Untersuchung des Einflusses der EMT-Marker-

Expression auf den onkologischen Verlauf von Patienten mit muskelinvasivem
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Urothelkarzinom der Harnblase nach radikaler Zystektomie. Im Speziellen soll die
Wertigkeit der Marker E-Cadherin, N-Cadherin, 3-Catenin, y-Catenin, TIMP1 sowie
FGFR3 untersucht werden. Moglicherweise kénnen durch die
Untersuchungsergebnisse zuklnftige Therapieentscheidungen patientenindividuell
angepasst werden und den Behandlungserfolg des muskelinvasiven

Harnbasenkarzinoms gunstig beeinflussen.

2 Material und Methoden

Es erfolgte die retrospektive Datenerhebung klinischer und histopathologischer
Parameter von 146 Patienten mit muskelinvasivem Urothelkarzinom der Harnblase
und stattgehabter radikaler Zystektomie im Zeitraum von 2006 bis 2011 an der
urologischen Abteilung der Universitait Regensburg. Die Zystektomiepraparate
wurden histopathologisch aufgearbeitet: nach Fixierung in Formalin sowie Einbettung
in Paraffin  wurden die histologischen Schnitte von Mitarbeiterinnen des
Forschungslabors immunhistochemisch eingefarbt und die einzelnen EMT-Marker
(E-Cadherin, N-Cadherin, B-Catenin, y-Catenin, TIMP1 sowie FGFR3) mikroskopisch
untersucht. Im Zuge der mikroskopischen Analyse wurden die Lokalisation und die
Intensitdt der Farbung festgehalten, und zwar einerseits in erkranktem und
andererseits in (angrenzendem) normalem Urothel. Im weiteren Verlauf wurde mittels
statistischer Analysen unter anderem der Zusammenhang zwischen EMT-Farbung

im Gewebe und dem krebsspezifischen Uberleben untersucht.

2.1 Patienten

2.1.1 Patientenkollektiv

Im Zeitraum von 2006-2011 wurde von 146 Patienten mit initial diagnostiziertem
muskelinvasiven Harnblasenkarzinom und stattgehabter radikaler Zystektomie

retrospektiv folgende klinische Daten erhoben:

- Alter und Geschlecht
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GroRRe, Gewicht und Body Mass Index (BMI)

adjuvante Chemotherapie (0 = nein, 1 =ja)

ECOG-Status (Performance Status der Eastern Cooperative Oncology Group,
0-4)

ASA-Risikoklassifikation (American Society of Anesthesiologists, 1-6)
Charlson Comorbidity Index CCI (Anzahl der Punkte)

pT der Zystektomie (0= TO, 1=Ta, 2=Tis, 3=T1,4=T2,5=T3, 6=T4)
Schnittrand (0 = R0, 1 =R1, 2 =R2)

Lymphknotenstatus (0 = NO, 1 = N1, 2 = N2)

Harnableitung (1= Ileumconduit, 2= Indiana-Pouch, 3= Neoblase, 4=
Ureterostomie, 5= sonstige)

OP-Dauer in Minuten

Raucherstatus (0= niemals geraucht, 1= in der Vergangenheit geraucht, 2=
raucht derzeit)

Lokalrezidiv (0= nein, 1=ja)

systemisches Rezidiv (0= nein, 1= ja)

klinisches M-Stadium (0= keine Fernmetastasen, 1= Fernmetastasen im CT)
lymphovaskulare Invasion LVI (0= nein, 1=ja)

CIS im Tumorpraparat (0= nein, 1= ja)

Datum der Zystektomie

letzter Follow-Up-Kontakt oder Todestag

Follow Up ab Zystektomie in Monaten

Status des Patienten (0= verstorben, 1= lebt ohne Rezidiv, 2= lebt mit Rezidiv,
3= lebt mit Rezidiv und hat Chemo/Radiatio, 4= lebt in Palliation),

Datum des Rezidivs

Follow-Up in Monaten bis zum Auftreten des Rezidivs

Art des Rezidivs (0= kein Rezidiv bzw. nicht bekannt, 1= systemisches
Rezidiv, 2= Lokalrezidiv)

Gesamtuberleben OS (overall survival; 0= lebt, 1= verstorben)
Krebsspezifisches Uberleben CCS (cancer specific survival; 0= lebt oder nicht
am Tumor verstorben, 1= am Tumor verstorben)

Datum des Todestages

Die Daten wurden von der Urologischen Abteilung der Universitatsklinik Regensburg

bereitgestellt und von September 2017 bis Februar 2018 aktualisiert. Hierzu wurde
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entweder der Patient selbst, dessen Angehotrige oder dessen behandelnder Arzt
kontaktiert.

2.1.2 Patientenmaterial

Die zu jedem Patienten gehorigen Gewebeproben stammen aus dem
Forschungslabor der Klinik fr Urologie an der Universitdt Regensburg. Es wurde
mdoglichst von jedem Patienten sowohl Tumor- als auch Normalgewebe zur
Verfligung gestellt. Drei Gewebeproben konnten auch nach wiederholter
immunhistochemischer Farbung nicht ausgewertet werden, da nicht gentgend
Zellmaterial fur die Auswertung vorhanden war. Insgesamt liegen von 132 Patienten
Proben vor: Tumorgewebe konnte von 92 Personen isoliert und ausgewertet werden,
normales Urothel liegt von 130 Patienten vor und bei 90 Patienten ist sowohl Tumor-
als auch gesundes Gewebe zum Vergleich vorhanden. Tabelle 2 zeigt einen
Uberblick tiber vorhandene Praparate.

Parameter Anzahl der Praparate
Praparate mit Tumorgewebe 92
Praparate mit gesundem Gewebe 130

Tumorgewebe und gesundes Gewebe bei gleichem | 90

Patienten vorhanden

Tabelle 3: Uberblick Patientenmaterial

2.2 Herstellung der Paraffinschnitte

Die Gewebeproben wurden nach Gewinnung in 4% neutral gepufferter
Formaldehydlésung chemisch fixiert und mit aufsteigender Alkoholreihe entwassert,
anschlieBend wurde Ethanol durch das Intermedium Xylol ersetzt. Xylol wiederum
wurde ersetzt durch Durchtranken des Gewebes mit erwédrmtem, fliissigem Paraffin,
welches nach Abkihlen aushartete. Im Folgenden wurden aus dem eingeblockten
Gewebe mit einem Schlittenmikrotom (Microm HM450) 3um dicke Schnitte

angefertigt und auf einen Glasobjekttrager aufgezogen.
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2.3 Herstellung der HE-Farbung

Die HE-Farbung diente als hilfreiche Ergdnzung bei der Beurteilung histologischer
Strukturen, insbesondere um einen Uberblick Uber erkranktes und gesundes
Gewebe zu erhalten. Die HE-gefarbten Praparate lagen zu Beginn der Arbeit in der
Forschungsabteilung bereits markiert vor (gesundes Urothel (blau) sowie
Tumorgewebe (schwarz, rot)). Bei der HE-Farbung wird Hamatoxylin zu Hamatein
oxidiert, welches mit Aluminium-lonen einen positiv geladenen Komplex bildet.
Dieser farbt negativ geladenen Zell- und Gewebestrukturen wie das Chromatin des
Zellkerns blau an. Die azidophilen Zellbestandteile wie das Zytoplasma und
Kollagenfasern werden vom Farbstoff Eosin rot gefarbt. Die HE-Farbung der Schnitte

erfolgte in folgenden Schritten:

1. Entfernen des Paraffins:
- Eintauchen in Xylol, ca. 3 min
- Dehydrierung in absteigender Alkoholreihe (100%, 96%, 70%)
- 1 min Spulen mit flieBendem Leitungswasser
2. Féarben:
- 3 min in Mayers Hamalaun Lésung
- 2 sec Spulen in HCI Losung 0,1 %
- ca. 5 minin flieRendem Leitungswasser
- ca. 3 minin Eosin G-Lésung
- 30 sec spulen mit flieBendem Leitungswasser
3. Fixieren:
- kurz in 70%igen, dann 96%igen Ethanol
- 3 minin 100%igen Ethanol
- 3 minin Xylol
- Eindecken mit Entellan Eindeckmittel und Deckglaschen

2.4 Herstellung der immunhistochemischen Farbung

Die 3um dicken Schnitte aus entsprechenden Paraffinblocken wurden fur die
Immunhistochemie auf SUPERFROST® PLUS Objekttragern (Thermo Scientific,

Gerhard Menzel B.V. & Co0.KG, Braunschweig, Germany) aufgezogen und mit
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Barcodes einer Etikettiermaschine beschriftet. Die immunhistochemische Farbung
erfolgte mit einem Ventana BenchMark GX (Ventana Medical Systems, Inc., Tucson,
Arizona, USA) der Firma Roche mit Hilfe eines standardisierten Ventana Protokolls.
Der Antigennachweis erfolgte indirekt mittels spezifischen Primarantikérpern und
dem Ventana ultraView Universal DAB Detection Kit: dieses enthalt einen Cocktail
aus enzymmarkierten Sekundarantikorpern, die an den jeweiligen Priméarantikdrper
binden. Der Antigen-Antikorper-Komplex wurde dann mit dem im DAB Detection Kit
enthaltenen Wasserstoffperoxidsubstrat und 3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
(DAB)-Chromogen als braunes Préazipitat sichtbar gemacht. Alle hierzu bendtigten

Reagenzien mit Ausnahme der Antikbrper wurden von Ventana bezogen:

verwendete LOsungen zur immunhistochemischen Farbung mittels BenchMark GX

- Ventana ultraView Universal DAB Detection Kit, beinhaltet:
o Inhibitor: 3% Wasserstoffperoxid
o HRP Multimer: Antikbrpermischung aus Ziege anti-Maus IgGHRP,
Ziege anti-Maus IgM-HRP, Ziege anti-Kaninchen-HRP (<50ug/mL) in
Protein Puffer mit ProClin® 300 Konservierungsmittel
o DAB Chromogen: 0,2% 3,3 -Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid in
firmeneigener Stabilisatorlésung mit Konservierungsmittel
o DAB H;0,: 0,04% Wasserstoffperoxid in einer Phosphatpufferldsung
o Copper: 5g/l Kupfersulfat in Acetat-Puffer mit firmeneigenem
Konservierungsmittel
- 10X SSC: Natriumchlorid, 10-fach konzentriert, Natriumcitrat-Lésung in
Konservierungsmittel
- Ventana Liquid Coverslip™: n-paraffinisches Hydrokarbon, gefarbt mit Oil Red
O
- Ventana EZ Prep™ (10X): EZ Vorbereitungslésung in ProClin®
Konservierungsmittel, 10-fach konzentriert
- Ventana Reaction Buffer (10X): Tris-Puffer (pH 7,6 +/- 0,2) in
Konservierungsmittel, 10-fach konzentriert
- Ventana Cell Conditioning 1: Tris-Puffer in Konservierungsmittel
- Hematoxylin: Hamatoxylin, Glycol, Essigsaure

- Bluing Reagent: 0,1 M Lithiumcarbonat, 0,5 M Natriumcarbonat
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verwendete Primarantikdrper

Art Vorbehandlung/ _
Name _ Verdinnung| Firma | Best. Nr.
AK Inkubation
' monoklonal CC1 mild/ Santa
B-Catenin (E5) . 1:200 Sc-7963
(Maus) AK 12 Min Cruz
Anti-E-cadherin, | monoklonal CC1 mild/
. 1:100 Dako | M3612
NCH-38 (Maus) AK 20 Min
Anti-N Cadherin | monoklonal CC1 mild/
_ _ 1:500 Abcam | ab98952
antibody [5D5] (Maus) AK 20 Min
Anti-gamma monoklonal )
' . CC1 mild/
Catenin antibody (Maus) . 1:1500 |Abcam | 119908
AK 20 Min
[4C12]
Anit-TIMP1 monoklonal CC1 kurz/
_ _ 1:400 Abcam | ab1827
antibody [102D1] (Maus) AK 20 Min
Anti-FGFR3 monoklonal .
_ _ CC1 mild/
antibody (Kaninchen) _ 1:300 Abcam |ab137084
AK 12 Min
[EPR2305(3)]

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Antikorper zur IHC

Ubersicht uber die Abfolge der Farbung mit Hilfe des standardisierten Ventana-

Protokolls:

Entparaffinisierung

Antigendemaskierung

- Blockade der endogenen Peroxidase

- Auftragung des Antikorpers

- Auftragen HRP Multimer (Sekundarantikorper)

-  DAB Chromogen und DAB H,0, (Farbung)

- Gegenfarbung
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anschlielRende Arbeitsschritte:
- Objekttrager in mildem Geschirrspulmittel gewaschen, um die Coverslip-
Losung zu entfernen
- Objekttrager grundlich in destilliertem Wasser gespllt, um das Detergenz
vollstandig zu entfernen

- getrocknet, gereinigt und mit Permanent-Einschlussmittel eingedeckt.

2.5 Histologische Begutachtung, Datendokumentation und statistische
Auswertung

Ubersicht tiber verwendete Materialien zur Begutachtung, Datendokumentation und

Auswertung:

Material Typ

Mikroskop HM-Lux 3, Type 020-434.040
Hersteller: Leitz Portugal

Mikroskopkamera Nikon DS-Fi2

Kamerasteuerungseinheit Nikon Digital Sight DS-U3

Kamera Software Nikon NIS-Elements

Datendokumentation Microsoft Excel 2010

Statistikprogramm SPSS Version 26

Tabelle 5: verwendete Materialien zur histologischen Begutachtung, Datendokumentation
und Auswertung

Die pathologische Einweisung und Supervision erfolgte durch das Institut for
Pathologie der Universitat Regensburg. Im Zuge der mikroskopischen Auswertung
wurden sowohl Tumorzellen in erkranktem Gewebe als auch Urothelzellen in
gesundem Gewebe begutachtet und bewertet. Dabei wurde jeweils die Lokalisation
der Farbung (nuklear, zytoplasmatisch, membranar), sowie die jeweilige Starke der
membranaren Anfarbung (0O = keine Farbung, 1 = schwache Farbung, 2 = maliige
Farbung, 3 = starke Farbung) beurteilt. Falls in ein und demselben Praparat
unterschiedliche Starken der Farbung auftraten, so wurde diejenige Farbung in die
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Daten aufgenommen, die subjektiv prozentual gesehen am haufigsten vorherrschend
war. Bei der nuklearen und auch teilweise bei der zytoplasmatischen Anfarbung war
keine unterschiedliche Kréftigkeit zu detektieren, hier wurde lediglich zwischen nicht
angefarbt (keine Expression = 0) und angefarbt (positive Expression = 1)
unterschieden. Weiterhin wurde bei gesundem Urothel begutachtet, ob eine
Farbedominanz entweder basaler oder superfizialer Urothelzellen besteht (basal = 3,
superfizial = 1) oder ob die Farbung in allen Reihen gleichméfiig betont vorliegt
(gleich = 2). In Fallen mit membranarer und gleichzeitig unregelméaRig auftretender
zytoplasmatischer Farbung, wurde die zytoplasmatische Farbung erst dann als
positiv gewertet, wenn die subjektive Mehrheit (d.h. = 50%) der membranar gefarbten
Zellen auch gleichzeitig eine Farbung des Zytoplasmas aufwiesen. Um die
Genauigkeit der Daten und deren Vergleichbarkeit zu verbessern, wurde jeder
Markertyp an einem Stiuck begutachtet, d.h. zuerst erfolgte die komplette
mikroskopische Auswertung von E-Cadherin in allen Gewebeproben, anschlie3end
von N-Cadherin, y-Catenin, B-Catenin, TIMP1 und letztlich von FGFR3. Nach
abgeschlossener Auswertung eines Markertyps wurden nochmals einzelne
Stichproben (des gleichen Untersuchers) entnommen und erneut begutachtet, um
die Giultigkeit zu Uberprifen. Die gewonnenen Daten wurden wahrend der
mikroskopischen Auswertung in einer Excel Tabelle dokumentiert. Um Fehler beim
Dateneintrag zu vermeiden und um den Uberblick zu behalten, wurde dabei zur
Dokumentation pro Marker zunéchst eine gesonderte Tabelle verwendet und erst am
Ende der mikroskopischen Auswertung alle Markerdaten zu einer einzelnen
groReren Excel Tabelle zusammengefligt. AbschlieRend wurden aussagekraftige
Praparate ausgewahlt und mittels Mikroskopkamera und entsprechender Software
mehrere Fotos angefertigt, die das jeweilige Farbeverhalten eines Markers am

besten reprasentieren.

Die mittels Excel Tabelle erfassten Daten wurden in das Statistikprogramm SPSS
konvertiert und  statistisch  ausgewertet, und zwar hinsichtlich  der
Patientencharakteristik und dem Follow Up, der unterschiedlichen Expression der
einzelnen Marker in gesundem und erkranktem Urothel sowie dem krebsspezifischen
Uberleben - zum einen in Bezug auf klinische und histopathologische Parameter und
zum anderen auf die unterschiedlichen Markerexpressionen. Die Uberlebenskurven

ab der Zeit nach radikaler Zystektomie wurden mittels Kaplan-Meier Methode erstellt.
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Zum Vergleich der Uberlebenskurven wurde der Log-Rank-Test angewandt, das

Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.

3 Ergebnisse

Im Folgenden werden zunachst die Patientencharakteristik und das Follow Up
erlautert. Danach folgt eine Beschreibung der Auswirkungen klinischer und
histopathologischer Parameter auf das krebsspezifischne Uberleben (CSS).
Anschlieend wird auf die Marker E-Cadherin, N-Cadherin, B-Catenin, y-Catenin,
TIMP1 und FGFR3 einzeln eingegangen, und zwar beginnend mit einer
Beschreibung des mikroskopischen Farbeverhaltens des jeweiligen Tumormarkers:
die Markerexpression in gesundem und erkranktem Gewebe wird jeweils tabellarisch
gegenubergestellt sowie mit Hilfe von Bildern einzelner Praparate erlautert. Diese
deskriptive Expressionsanalyse soll einen Uberblick Gber das Farbeverhalten der
einzelnen Marker in gesundem sowie in erkranktem Gewebe geben. An die
deskriptive Expressionsanalyse schliel3t jeweils die statistische Analyse der
Markerexpression in Bezug auf das CSS an.

3.1 Patientenkollektiv

3.1.1 Deskriptive Patientencharakteristik und Follow Up

In der folgenden Tabelle sind einige relevante Untersuchungsparameter der
Patienten aufgelistet. Die prozentualen Angaben beziehen sich auf das
Gesamtkollektiv (n gesamt =146), vereinzelt fehlende Patientendaten wurden nicht

mit aufgelistet.
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Parameter

Ergebnis

Alter
- Minimum / Maximum

- median (IQR interquartile range)

40/ 84 Jahre
69 Jahre (63 - 76 Jahre)

Geschlecht
- mannlich

- weiblich

121  (82,9%)
25  (17,1%)

BMI (Body Mass Index), n = 141
- minimum / maximum

- median (IQR interquartile range)

18 /71 kg/mz
27,31 kg/m2 (24,32 - 29,84 kg/m2)

ECOG-Status (Eastern Cooperative Oncology
Group, Index zur Lebensqualitat)

- GradO

- Gradl

- Grad 2

- Grad3

54 (37,0 %)
67 (45,9 %)
22 (15,1 %)
1 (0,7 %)

ASA-Risikoklassifikation (American Society
of Anesthesiologists)

- ASA1 37 (25,3 %)

- ASA?2 49 (33,6 %)

- ASA3 57 (39,0 %)
Raucherstatus

- Nichtraucher
- ehemaliger Raucher

- Raucher

62 (42,5 %)
31 (21,2 %)
38 (26,0 %)

pathologischer Tumorstatus pT
- pTa
- pTis
- pT1
- pT2
- pT3
- pT4

2 (1,4 %)
13 (8,9 %)
17 (11,6 %)
26 (17,8 %)
61 (41,8 %)
27 (18,5 %)
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pathologischer Lymphknotenstatus pN

- pNO 89 (61,0 %)

- pN1 24 (16,4 %)

- pN2 33 (22,6%)
Metastasen cM

- ¢cMO 139 (95,2 %)

- cM1 7 (48%)

Metastasierung
- nein

- ja

106 (72,6 %)
40 (27,4 %)

R-Status
- RO
- R1
- R2

122 (83,6 %)
21 (14,4 %)
3 (21%)

assoziiertes CIS
-  kein CIS
- CIS

68 (46,6 %)
78 (53,4 %)

Harnableitung

lleumconduit

Indiana-Pouch

lleumneoblase

Ureterokutaneostomie

74 (50,7 %)

7 (48%)
62 (42,5 %)
3 (21%)

Gesamtuberleben (OS)
- lebt

- verstorben

74 (50,7 %)
72 (49,3 %)

Krebsspezifisches Uberleben (CSS)
- lebt oder nicht tumorbedingt verstorben

- tumorbedingt verstorben

102 (69,9 %)
44 (30,1 %)

maximale Follow Up Zeit ab Zystektomie

141 Monate

mediane Follow Up Zeit (IQR) ab
Zystektomie
- krebsspezifisches Uberleben CSS
- rezidivfreies Uberleben RFS

23,5 Monate (9,8 — 49,5 Monate)
18,0 Monate (7,0 — 47,3 Monate)
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Rezidiv (lokal und systemisch)
- kein Rezidiv 93 (63,7 %)
- Tumorrezidiv im Follow-up-Zeitraum 53 (36,3 %)
Lokalrezidiv
- nein 123 (84,2 %)
- ja 23 (15,8 %)

Tabelle 6: relevante Patientendaten und Untersuchungskriterien

Die mediane Follow Up Zeit der Patienten beziuglich des krebsspezifischen
Uberlebens betragt 23,5 Monate (IQR 9,8 — 49,5 Monate). Von den 146 Patienten mit
radikaler Zystektomie wurden nach pathologischer Begutachtung 2 als Stadium pTa
diagnostiziert, 13 als pTis, 17 als T1, 26 als T2, 61 als T3 und 27 als T4. Insgesamt
sind 44 (30,1 %) der 146 Patienten tumorbedingt verstorben, davon keiner mit
Stadium pTa, 2 mit pTis, 3 mit pT1, 4 mit pT2, 25 mit pT3 und 10 Patienten mit pT4.

3.1.2 Auswirkungen Kklinischer und histopathologischer Parameter auf das
krebsspezifische Uberleben (CSS)

Um den Einfluss der unterschiedlichen klinischen und histopathologischen Parameter
auf das CSS zu untersuchen, wurde fir einzelne Positionen eine Kaplan-Meier-Kurve

berechnet.

Abbildung 7 stellt den Einfluss des Geschlechtes auf das CSS dar:
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Kurve fiir die unterschiedliche krebsspezifische
Uberlebensverteilung von Mannern und Frauen mit Urothelkarzinom der Harnblase nach
radikaler Zystektomie

Von den 121 Mannern starben 37 an den Folgen des Harnblasenkarzinoms (30,6 %),
von den 25 Frauen 7 (28,0 %). Die Abbildung zeigt, dass Manner ein schlechteres
krebsspezifisches Uberleben aufweisen als Frauen: nach 60 Monaten sind knapp
70% der Frauen, jedoch nur noch ca. 60% der Manner am Leben bzw. nicht am
Tumor verstorben. Der Log-Rank-Test zeigte sich mit einem p-Wert von 0,936 nicht
signifikant fir den Unterschied im Uberleben der unterschiedlichen Geschlechter.

Abbildung 8 veranschaulicht die krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit
hinsichtlich der unterschiedlichen ECOG-Stadien:
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Abbildung 8: Unterschiedliche krebsspezifische Uberlebensverteilung der verschiedenen
ECOG-Stadien

Nach 50 Monaten ab radikaler Zystektomie sind ca. 72,5% der Patienten ohne
Einschrankung der physischen Aktivitat (ECOG 0) noch am Leben bzw. nicht am
Tumor verstorben, gegenuber ca. 67,5% der Patienten mit Stadium ECOG 1, also
Patienten mit Einschrdnkungen bei korperlicher Belastung. Lediglich 50% der
Patienten mit erfasstem ECOG-Stadium 2 sind nach 50 Monaten noch am Leben.
Der einzige erfasste Patient mit ECOG-Stadium 3 ist zwar verstorben, aber nicht
aufgrund des Harnblasenkarzinoms. Insgesamt lasst sich also feststellen, dass sich
eine Tendenz eines schlechteren CSS bei hoherem ECOG-Stadium abzeichnet. Der
mittels Log-Rank-Test ermittelte p-Wert betrug 0,066 und zeigte sich somit nicht
statistisch signifikant fiir den Unterschied im Uberleben der verschiedenen ECOG-

Stadien.

Abbildung 9 zeigt den Einfluss der unterschiedlichen ASA-Stadien 1 bis 3 des

Patientenkollektivs auf das krebsspezifische Uberleben:
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Abbildung  9:  Kaplan-Meier-Kurve ~ far  die  unterschiedliche  krebsspezifische
Uberlebensverteilung der ASA-Stadien 1-3

Auch hier lasst sich ablesen, dass das ASA-Stadium negativ mit dem
krebsspezifischen Uberleben korreliert: nach 50 Monaten sind ca. 75 % der
Patienten mit ASA-Stadium 1, 70% der Patienten mit ASA-Stadium 2 und ca. 64 %
mit ASA-Stadium 2 am Leben oder nicht am Tumor verstorben. Ab einer Follow-Up-
Zeit von knapp 70 Monaten gleichen sich die Uberlebenskurven von Patienten mit
ASA-Stadium 1 und 2 an: nach 100 Monaten sind 64 % der ASA 1 und 2 Patienten
noch am Leben bzw. nicht am Tumor verstorben gegentiber ca. 43 % der ASA 3
Patienten. Der Log-Rank-Test zeigte sich allerdings auch hier mit einem p-Wert von
0,218 statistisch nicht signifikant fir den Unterschied der unterschiedlichen

Uberlebensverteilungen.

Abbildung 10 demonstriert den Einfluss des Rauchens auf das krebsspezifische

Uberleben im untersuchten Patientenkollektiv:
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Abbildung  10:  Kaplan-Meier-Kurve  fur  die  unterschiedliche  krebsspezifische
Uberlebensverteilung in Bezug auf den Raucherstatus

Von 131 Patienten war der Raucherstatus bekannt. Nach 50 Monaten sind ca. 77%
der aktiven Raucher, ca. 70% der ehemaligen Raucher und ca. 67% der
Nichtraucher am Leben bzw. nicht tumorbedingt verstorben. Insgesamt zeigt sich
somit eine paradoxe Tendenz, dass das Rauchen eher mit einer besseren
krebsspezifischen Uberlebenswahrscheinlichkeit einhergeht. Der Log-Rank-Test
zeigte sich hier jedoch mit einem p-Wert von 0,623 nicht signifikant fir den

Unterschied im Uberleben beziiglich des Raucherstatus.

Abbildung 11 veranschaulicht das krebsspezifische Uberleben hinsichtlich der

unterschiedlichen pT-Stadien:
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Abbildung 11: Unterschiedliche krebsspezifische Uberlebensverteilung der verschiedenen
pT-Stadien

Mit 50 Follow-up Monaten sind alle Patienten (100%) mit Stadium pTa am Leben
bzw. nicht am Tumor verstorben, gefolgt von ca. 92% Uberlebenden mit initialem
Stadium pTis sowie ca. 87% der Patienten mit Stadium pT2 und ca. 86% mit Stadium
pTl. Stadium pT3 und pT4 zeigen nach 50 Monaten deutlich geringere
Uberlebenswahrscheinlichkeiten: Ca. 52% der Patienten mit pT3 und ca. 38% der
Patienten im Stadium pT4 sind nach 50 Monaten noch am Leben bzw. nicht am
Tumor verstorben. Insgesamt ist also festzuhalten, dass im untersuchten Kollektiv
ein hoheres pT-Stadium mit schlechterer krebsspezifischer
Uberlebenswahrscheinlichkeit assoziiert ist, wobei ab pT3 eine deutlich schlechtere
Prognose zu erwarten ist. Der Log-Rank-Test zeigte sich mit einem p-Wert von
0,0004 deutlich signifikant fur den Unterschied im Uberleben der verschiedenen pT-
Stadien.

Abbildung 12 stellt die unterschiedlichen Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Bezug

auf das pN-Stadium dar:
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Abbildung 12: Kaplan-Meier-Kurve fiir die unterschiedliche Uberlebensverteilung in Bezug
auf den pN-Status

Demnach sind nach 50 Follow Up Monaten ca. 78% der Patienten mit pNO
gegenuber ca. 55% der Patienten mit pN1 und ca. 43% der Patienten mit pN2 am
Leben oder nicht tumorbedingt verstorben. Ab ca. 70 Monaten gleichen sich die
Kurven fur pN1 und pN2 in etwa an, so sind nach 100 Monaten ca. 68% der
Patienten mit pNO gegeniber 30% mit pN2 und 29% mit pN1 noch am Leben oder
nicht tumorbedingt verstorben. Insgesamt lasst sich also feststellen, dass ein
positiver N-Status deutlich assoziiert ist mit schlechterer krebsspezifischer
Uberlebenswahrscheinlichkeit. Der Log-Rank-Test ergab mit einem p-Wert von 0,001
deutliche statistische Signifikanz far den Unterschied in den

Uberlebenswahrscheinlichkeiten.

Abbildung 13 veranschaulicht den Einfluss des Vorhandenseins von Metastasen auf

das krebsspezifische Uberleben:
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Abbildung 13: Kaplan-Meier-Kurve  fiir die unterschiedliche krebsspezifische
Uberlebenswahrscheinlichkeit beziiglich des Vorhandenseins von Metastasen im CT

Das Vorhandensein von Metastasen ist insgesamt deutlich assoziiert mit einer
schlechteren krebsspezifischen Uberlebenswahrscheinlichkeit: nach 50 Monaten
sind ca. 70% der Patienten ohne Metastasen gegenuber 25% der Patienten mit
Metastasen am Leben oder nicht karzinombedingt verstorben. Der Log-Rank-Test
zeigte sich mit einem p-Wert von 0,005 signifikant fir den Unterschied in den

Uberlebenswahrscheinlichkeiten hinsichtlich des Metastasenstatus.

Nachfolgende Abbildung 14 zeigt den Einfluss eines gleichzeitig vorhandenen
Carcinoma in situ im Tumorpraparat auf  die krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit:
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Abbildung  14:  Kaplan-Meier-Kurve  fur  die  unterschiedliche  krebsspezifische
Uberlebenswahrscheinlichkeit in Bezug auf ein assoziiertes Carcinoma in situ (CIS)

Mit 50 Monaten Follow Up sind ca. 76% der Patienten mit assoziiertem CIS
gegenuber ca. 58% ohne assoziiertem CIS am Leben oder nicht tumorbedingt
verstorben. Ab 52 Monaten sinkt die Uberlebenswahrscheinlichkeit der CIS-positiven
Patienten knapp unter die Uberlebenskurve der Patienten mit negativem CIS-Status:
demnach sind ab ca. 70 Monaten Follow Up weiterhin ca. 58% der Patienten ohne
assoziiertem CIS und ca. 56% der Patienten mit assoziiertem CIS am Leben oder
nicht tumorbedingt verstorben. Im Vergleich haben also - langfristig gesehen -
Patienten mit assoziiertem CIS eine minimal geringere
Uberlebenswahrscheinlichkeit. Der Log-Rank-Test zeigte sich allerdings mit einem p-
Wert von 0,164 nicht signifikant fur den  Unterschied in der

Uberlebenswahrscheinlichkeit hinsichtlich eines positiven oder negativen CIS-Status.

Abbildung 15 spiegelt den Einfluss des Resektionsstatus nach radikaler Zystektomie

auf die krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit wieder:
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Abbildung 15: Unterschiedliche krebsspezifische Uberlebensverteilung in Bezug auf den
Resektionsstatus

Die Abbildung zeigt insgesamt eine negative Korrelation zwischen R-Status und
krebsspezifischer Uberlebenswahrscheinlichkeit: je hoéher der R-Status, desto
schlechter die Uberlebenswahrscheinlichkeit. So sind nach ca. 25 Monaten ca. 77%
mit RO, ca. 38% mit R1 und ca. 32% der Patienten mit Status R2 am Leben oder
nicht am Tumor verstorben. Der Log-Rank-Test zeigte mit einem p-Wert von 0,00005
deutliche Signifikanz fur den Unterschied in der Uberlebenswahrscheinlichkeit

hinsichtlich der unterschiedlichen Resektionsstufen.

Abbildung 16 stellt die unterschiedliche krebsspezifische
Uberlebenswahrscheinlichkeit hinsichtlich der verschiedenartigen postoperativen

Harnableitungen dar:
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Abbildung  16: Kaplan-Meier-Kurve  fur  die  unterschiedliche  krebsspezifische
Uberlebenswahrscheinlichkeit beziiglich der verschiedenen postoperativen Harnableitungen

Nach ca. 50 Monaten sind ca. 86% mit Indiana-Pouch, ca. 78% mit lleumneoblase
und ca. 55% der Patienten mit lleumconduit am Leben oder nicht tumorbedingt
verstorben. Das krebsspezifische Follow Up der zwei Patienten mit postoperativ
angelegter Ureterokutaneostomie endet bereits nach ca. 10 Monaten. Die beste
krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit im untersuchten Patientenkollektiv
haben demnach also Patienten mit postoperativ angelegtem Indiana-Pouch, gefolgt
von lleumneoblase und Illeumconduit. Die geringste krebsspezifische
Uberlebenswahrscheinlichkeit zeigen Patienten mit Ureterokutaneostomie. Der Log-
Rank-Test zeigte sich mit einem p-Wert von unter 0,00004 deutlich signifikant fir den

Unterschied der unterschiedlichen Uberlebenskurven.

Abbildung 17 veranschaulicht den Einfluss des Auftretens eines Lokalrezidivs auf die

krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit:
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Abbildung 17: Kaplan-Meier-Kurve  fir die unterschiedliche krebsspezifische
Uberlebenswahrscheinlichkeit beziiglich des Auftretens eines Lokalrezidivs

Es zeigt sich insgesamt eine deutlich schlechtere krebsspezifische
Uberlebenswahrscheinlichkeit nach dem Auftreten eines Lokalrezidivs: nach ca. 80
Monaten sind ca. 64% der Patienten ohne Lokalrezidiv versus ca. 12% der Patienten
mit Lokalrezidiv am Leben bzw. nicht tumorbedingt verstorben. Der Log-Rank-Test

ergab auch hier mit einem p-Wert von unter 0,001 deutliche statistische Signifikanz.

Abbildung 18 verdeutlicht die unterschiedliche krebsspezifische
Uberlebenswahrscheinlichkeit ~ beziiglich  eines positiven oder negativen

Metastasenstatus:
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Abbildung 18: Kaplan-Meier-Kurve fiir die unterschiedliche krebsspezifische
Uberlebenswahrscheinlichkeit beziiglich des Metastasenstatus

Das Vorhandensein von Metastasen ist insgesamt deutlich assoziiert mit einer
schlechteren krebsspezifischen Uberlebenswahrscheinlichkeit: nach ca. 80 Monaten
sind noch ca. 80% der Patienten mit negativem versus nur mehr 9% der Patienten
mit positivem Metastasenstatus am Leben oder nicht am Tumor verstorben. Der Log-
Rank-Test ergab auch hier mit einem p-Wert von unter 0,0001 deutliche statistische

Signifikanz.

3.2 E-Cadherin

3.2.1 Deskriptive Expressionsanalyse
Abbildung 19 zeigt, wie sich histologisch die E-Cadherin-Expression in

angrenzendem normalem Urothel Uberwiegend darstellte, Abbildung 20 und 21

geben einen Eindruck der Expression in Tumorgewebe.

47



Abbildung 19: E-Cadherin-Expression in normalem Urothel, hier stark membranér und leicht
zytoplasmatisch bei gleichmafiig betonter Farbung aller Urothelschichten

Abbildung 20: Gberwiegend leicht membranare E-Cadherin-Expression in Tumorgewebe
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Abbildung 21: mafig membranére E-Cadherin-Expression in Tumorgewebe

Tabelle 7 gibt einen Uberblick tber den Anteil der E-Cadherin-Expression der

Praparate in normalem versus erkranktem Gewebe. Es sei darauf hingewiesen, dass

die Nachkommastellen folgender Tabellen auf ganze Zahlen aufgerundet sind und

sich jeweils auf die Anzahl der vorhandenen Praparate mit normalem Urothel (n =

130) bzw. mit Tumorgewebe (n = 92) beziehen.

E-Cadherin normales Urothel Tumorgewebe
nuklear 0% 0%
zytoplasmatisch 51% 7%
membranar 100% 84%
e stark 18% 1%
e malig 48% 45%
e schwach 35% 38%

Tabelle 7: Gegenuberstellung der E-Cadherin Farbung in normalem versus erkranktem

Gewebe
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In den 130 Pr&paraten mit gesundem Urothel erwies sich die Farbung immer als
membranar (davon 18% stark, 48% malig, 35% schwach), manchmal leicht

zytoplasmatisch (51%), aber nie nukleér.

Von den 92 Tumorpraparaten wiesen nur 7% der Tumorpraparate zytoplasmatische
Farbung auf (vs. 51% in gesundem Urothel). 84% der Tumorpraparate waren

membranar gefarbt (davon 1% stark, 45% malfig, 35% schwach).

Vergleicht man die ermittelten Werte von gesundem Urothel mit Tumorgewebe, lasst
sich insgesamt ein Verlust E-Cadherin-Expression in Tumorgewebe feststellen,
insbesondere ein Verlust der zytoplasmatischen Expression. Dies unterstitzt die
Aussage, dass ein Verlust von E-Cadherin ein charakteristisches Zeichen der EMT

ist und einen bedeutenden Schritt in der Karzinogenese darstellt (66—68).

Nachfolgende Tabelle 8 zeigt die Verteilung des Markers in normalem Urothel:

E-Cadherin Verteilung

oberflachlich 23%
verteilt 62%
basal 15%

Tabelle 8: Dominierendes Farbeverhalten von E-Cadherin in normalem Urothel

Es lagen sowohl Praparate mit betonter Anfarbung der superfizialen Schicht vor
(23%), als auch ausschliel3lich basal gefarbtes Urothel (15%). In den meisten Fallen
zeigte sich die Farbung allerdings Uber alle Schichten gleich verteilt und eine

Farbedominanz war nicht erkennbar (62%).

3.2.2 Auswirkung der E-Cadherin-Expression auf das krebsspezifische
Uberleben (CCS)

Abbildung 22 veranschaulicht die unterschiedliche krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit beziiglich oberflachlicher, verteilter und basaler E-

Cadherin-Expression in normalem Urothel:
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Abbildung 22: Kaplan-Meier-Kurve firr die krebsspezifische Uberlebensverteilung in Bezug
auf die unterschiedliche E-Cadherin-Verteilung in gesundem Urothel

Mit 50 Monaten Follow Up sind ca. 81% der Patienten mit basal betonter Farbung im
Praparat gegeniber ca. 66% mit oberflachlicher und ca. 59% mit verteilter Farbung
am Leben oder nicht tumorbedingt verstorben. Ab knapp 70 Monaten gleichen sich
die Uberlebenskurven aller 3 Gruppen auf ca. 50-55% an. Somit zeigt sich allenfalls
eine Tendenz, dass anfanglich (bis knapp 70 Monate Follow Up) Patienten mit basal
betonter urothelialer Farbung eine bessere krebsspezifische
Uberlebenswahrscheinlichkeit als Patienten mit oberflachlicher und verteilter
urothelialer E-Cadherin-Verteilung haben. Das Signifikanzniveau zeigt sich hier
allerdings mit einem p-Wert von 0,42 nicht signifikant, ein Unterschied in der
Uberlebenswahrscheinlichkeit hinsichtlich basaler, verteilter oder superfizialer
Farbung ist somit unwahrscheinlich - die E-Cadherin-Verteilung in gesundem Urothel
eignet sich somit nicht als Prognosefaktor.

Abbildung 23 spiegelt den Einfluss positiver oder negativer zytoplasmatischer
Expression in normalem Urothel auf die krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit wieder:
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Abbildung  23:  Kaplan-Meier-Kurve  fur  die  unterschiedliche  krebsspezifische
Uberlebensverteilung in Bezug auf die zytoplasmatische E-Cadherin-Expression in
gesundem Urothel

Mit ca. 50 Monaten sind ca. 66% der Patienten mit negativer E-Cadherin-Expression
in normalem Urothel versus ca. 61% der Patienten mit positiver Expression am
Leben. Nach gut 65 Monaten schneiden sich die Kurven der
Uberlebenswahrscheinlichkeiten, nun sind ca. 55% der Patienten mit positiver
Expression und 47% der Patienten mit negativer Expression am Leben. Der Log-
Rank-Test zeigte sich mit einem p-Wert von 0,90 nicht signifikant fir den Unterschied
in der Uberlebenswahrscheinlichkeit hinsichtlich positiver oder negativer

zytoplasmatischer Expression in normalem Urothel.

Langerfristig gesehen zeigen somit Patienten mit positiver zytoplasmatischer E-
Cadherin-Expression in normalem Urothel allenfalls eine gering bessere (um ca.
8%), jedoch statistisch nicht signifikante Uberlebenswahrscheinlichkeit. Als
prognostischer Marker ist die zytoplasmatische E-Cadherin-Expression in nhormalem

Urothel allerdings eher ungeeignet.
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Abbildung 24 stellt den Einfluss positiver versus negativer zytoplasmatischer E-
Cadherin-Expression in Tumorgewebe auf die krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit dar:
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Abbildung  24: Kaplan-Meier-Kurve  fur  die  unterschiedliche  krebsspezifische
Uberlebenswahrscheinlichkeit in Bezug auf die zytoplasmatische E-Cadherin-Expression in
Tumorgewebe

Bei ca. 40 Monaten krebsspezifischem Follow Up sind ca. 54% der Patienten mit
negativer zytoplasmatischer E-Cadherin-Expression in Tumorgewebe versus ca.
50% der Patienten mit positiver E-Cadherin-Expression am Leben. Nach 40 Monaten
endet die Follow Up Zeit fir Patienten mit positiver Expression. Der Log-Rank-Test
erwies sich mit einem p-Wert von 0,987 als statistisch eindeutig nicht signifikant. Als
prognostischer Marker ist die zytoplasmatische E-Cadherin-Expression in

Tumorgewebe daher ebenfalls ungeeignet.

Abbildung 25 stellt den Einfluss unterschiedlich starker membranérer E-Cadherin-
Expression in normalem Urothel auf die krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit dar:
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Abbildung 25: Krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Bezug auf die
unterschiedlich starke membranéare E-Cadherin-Expression in normalem Urothel

Nach 50 Monaten sind ca. 70% der Patienten mit schwacher membranarer E-
Cadherin-Expression in normalem Urothel wahrscheinlich noch am Leben versus
60% der Patienten mit maRiger und starker Expression. Ab ca. 66 Monaten Follow
Up liegt die Uberlebenswahrscheinlichkeit bei knapp 60% der Patienten mit starker
Expression versus ca. 54% der Patienten mit schwacher und 50% mit maRiger E-
Cadherin-Expression. Der Log-Rank-Test ergab einen p-Wert von 0,458, eine
statistische Signifikanz ist somit nicht gegeben. Die membranare E-Cadherin-
Expressionsstarke in normalem Urothel ist somit nicht zur Vorhersage des

onkologischen Verlaufs geeignet.

Abbildung 26 stellt den Einfluss unterschiedlich starker membranarer E-Cadherin-
Expression in Tumorgewebe auf die krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit

dar:
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Abbildung 26: Krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Bezug auf die
unterschiedlich starke membranéare E-Cadherin-Expression in Tumorgewebe

In Tumorgewebe zeigen nach 50 Monaten die Patienten mit negativer E-Cadherin-
Expression eine krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit von ca. 73%,
diejenigen mit leichter Expression von ca. 60% sowie jene mit maRiger Expression
von ca. 43%. Bei den Patienten mit starker positiver E-Cadherin-Expression endet
die Follow-up-Zeit bereits mit ca. 20 Monaten. Nach gut 65 Monaten gleichen sich
die Uberlebenskurven der leichten und maRigen E-Cadherin-Expression in etwa an:
es sind ca. 30-33% der Patienten mit leichter und maRiger E-Cadherin-Expression
wahrscheinlich am Leben versus 73% der Patienten ohne E-Cadherin-Expression in
Tumorgewebe. Der Log-Rank-Test zeigte sich hier ebenfalls mit einem p-Wert von
0,182 nicht signifikant fir den Unterschied in der Uberlebenswahrscheinlichkeit
beziglich der unterschiedlichen Starke der membranéren E-Cadherin-Expression in
Tumorgewebe. Zusammenfassend kann somit bei der membrandren E-Cadherin-
Expression in Tumorgewebe eine Tendenz gezeigt werden, dass eine negative
Expression mit einer besseren krebsspezifischen Uberlebenswahrscheinlichkeit
einhergeht bzw. eine positive E-Cadherin-Expression mit schlechterem
krebsspezifischem Uberleben, allerdings liegt dieses Ergebnis ebenfalls deutlich tiber

dem Signifikanzniveau von 5% - somit ist die membrandre E-Cadherin-
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Expressionsstarke in  Tumorgewebe ebenfalls kein geeigneter Marker zur
Vorhersage des onkologischen Verlaufs.

3.3 N-Cadherin

3.3.1 Deskriptive Expressionsanalyse

Im Allgemeinen wirkte bei der mikroskopischen Auswertung die N-Cadherin-
Anfarbbarkeit starker und deutlicher als die E-Cadherin-Farbung. In Normalgewebe
fanden sich neben der Exprimierung im Urothel auch teilweise Bereiche im
Muskelgewebe, die leicht zytoplasmatisch angeféarbte Zellen zeigten, sowie Bereiche
im Bindegewebe, die vereinzelt Zellen (am ehesten Lymphozyten) mit mafiger

zytoplasmatischer Farbung aufwiesen.

Abbildung 27 zeigt die histologische N-Cadherin-Expression in gesundem Urothel,

Abbildung 28 wiederum in Tumorgewebe.

Abbildung 27: N-Cadherin-Expression in normalem Urothel, hier stark membranéar und leicht
zytoplasmatisch
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Abbildung 28: mafRig membranére N-Cadherin-Expression in Tumorgewebe

Tabelle 9 gibt einen Uberblick tiber die N-Cadherin-Expression in normalem Urothel

versus Tumorgewebe:

N-Cadherin normales Urothel Tumorgewebe
nukleér 0% 0%
zytoplasmatisch 47% 21%
membranar 100% 91%
e stark 57% 7%
e maRig 41% 59%
e schwach 2% 25%

Tabelle 9: Gegenuberstellung der N-Cadherin-Expression in normalem versus erkranktem

Urothel
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In den vorhandenen 130 Pr&paraten mit normalem Urothel farbten sich die Zellen
immer membranar (57% stark, 41% maRig, 2% schwach), manchmal leicht

zytoplasmatisch (47%), aber nie nukleér.

In den vorliegenden 92 Tumorpraparaten wiesen 21% der Tumorpraparate
zytoplasmatische Farbung auf, 91% der Tumorpraparate zeigten membranare
Farbung (7% stark, 59% maéalfig und 25% schwach).

Ein Vergleich der N-Cadherin-Expression in normalem Urothel versus Tumorgewebe
zeigt also einen Rickgang der zytoplasmatischen Expression von N-Cadherin um
26% sowie einen Verlust der membranéren Expression in Tumorgewebe um 9%.

Gleichzeitig verliert die membranare N-Cadherin-Expression deutlich an Starke.

Dieses Ergebnis scheint gegensatzlich zu der Theorie des Cadherin-Switches zu
stehen, bei der ein Rickgang der E-Cadherin-Expression mit einer erhéhten N-

Cadherin- Expression einher geht (32,69).

Nachfolgende Tabelle 10 zeigt die Verteilung des Markers in normalem Urothel:

N-Cadherin Verteilung

oberflachlich 20 %
verteilt 76%
basal 4 %

Tabelle 10: dominierendes Farbeverhalten von N-Cadherin in normalem Urothel

Es lagen sowohl Praparate mit betonter Anfarbung der superfizialen Schicht vor
(20%), als auch basal betonte Farbung des Urothels (4%). In den meisten Fallen
(76%) zeigte sich die Farbung allerdings tber alle Schichten gleich verteilt und eine

Farbedominanz war nicht erkennbar.
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3.3.2 Auswirkung der N-Cadherin-Expression auf das krebsspezifische
Uberleben (CCS)

Abbildung 29  veranschaulicht  die unterschiedliche krebsspezifische
Uberlebenswahrscheinlichkeit beziiglich oberflachlicher, verteilter und basaler N-

Cadherin-Expression in normalem Urothel:
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Abbildung 29: Krebsspezifische Uberlebensverteilung in Bezug auf die unterschiedliche N-
Cadherin-Verteilung in normalem Urothel

Nach 50 Monaten liegt die krebsspezifische Uberlebensverteilung der Patienten mit
basal betonter Farbung in normalem Urothel bei ca. 80%, bei Patienten mit verteilter
Farbung bei ca. 68% und bei jenen mit oberflachlicher Verteilung bei ca. 40%. Somit
geht wie bei E-Cadherin eine basal betonte Anfarbung in normalem Urothel mit
besserem CCS als eine verteilte und eine oberflachliche Expression einher — der
Log-Rank-Test ergab mit einem p-Wert von 0,182 allerdings auch hier keine
statistische Signifikanz, ein Unterschied in der Uberlebenswahrscheinlichkeit ist

hinsichtlich basaler, verteilter oder superfizialer Farbung somit statistisch
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unwahrscheinlich - folglich scheint die N-Cadherin-Verteilung in gesundem Urothel

ebenfalls kein vielversprechender Prognosefaktor zu sein.

Abbildung 30 spiegelt den Einfluss positiver oder negativer zytoplasmatischer N-
Cadherin-Expression in  normalem  Urothel auf die krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit wieder:
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Abbildung 30: Krebsspezifische Uberlebensverteilung in Bezug auf die zytoplasmatische N-
Cadherin-Expression in normalem Urothel

Nach 100 Monaten liegt die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten ohne
zytoplasmatische N-Cadherin-Expression in normalem Urothel bei ca. 55%, bei
Patienten mit positiver Expression bei ca. 51%. Der Log-Rank-Test zeigte sich mit
einem p-Wert von 0,764 nicht signifikant. Insgesamt zeigt sich somit ein statistisch
nicht signifikantes, allenfalls gering besseres CCS bei negativer zytoplasmatischer N-
Cadherin-Expression in normalem Urothel. Als zuverlassiger Prognosemarker ist die
zytoplasmatische N-Cadherin in normalem Urothel bei fehlender Signifikanz jedoch

ungeeignet.
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Abbildung 31 stellt den Einfluss positiver versus negativer zytoplasmatischer N-
Cadherin-Expression in Tumorgewebe auf die krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit dar:
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Abbildung 31: Krebsspezifische Uberlebensverteilung in Bezug auf die zytoplasmatische N-
Cadherin-Expression in Tumorgewebe

Nach 50 Monaten zeigt die Uberlebenskurve an, dass ca. 54% der Patienten mit
negativer zytoplasmatischer N-Cadherin-Expression in Tumorgewebe noch am
Leben oder nicht tumorbedingt verstorben sind versus ca. 50% der Patienten mit
positiver N-Cadherin-Expression. Der Log-Rank-Test ergab einen p-Wert von 0,662.
Somit ist das Ergebnis statistisch nicht signifikant, als zuverlassiger Prognosemarker
ist die zytoplasmatische N-Cadherin-Expression in Tumorgewebe daher ebenfalls

nicht zu sehen.

Abbildung 32 stellt den Einfluss unterschiedlich starker membranarer N-Cadherin-
Expression in normalem Urothel auf die krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit dar:
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Abbildung 32: Krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Bezug auf die
unterschiedlich starke membranare N-Cadherin-Expression in normalem Urothel

Nach knapp 50 Monaten sind ca. 75% der Patienten mit maRiger versus ca. 55% mit
starker und ca. 50% mit schwacher membranarer N-Cadherin-Expression in
normalem Urothel am Leben oder nicht am Tumor verstorben. Der Log-Rank-Test ist
mit einem p-Wert von 0,621 nicht statistisch signifikant. Somit stellt die membranéare
N-Cadherin-Expression in normalem Urothel ebenfalls keinen brauchbaren

prognostischen Marker dar.

Abbildung 33 stellt den Einfluss unterschiedlich starker membranarer N-Cadherin-
Expression in Tumorgewebe auf die krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit

dar:
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Abbildung 33: Krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Bezug auf die
unterschiedlich starke membranare N-Cadherin-Expression in Tumorgewebe

Nach 50 Monaten sind ca. 70% der Patienten mit negativer membrandre N-
Cadherin-Expression in Tumorgewebe am Leben oder nicht tumorbedingt verstorben
versus ca. 59% der Patienten mit schwacher und ca. 50% mit mafldiger membranarer
N-Cadherin-Expression. Das krebsspezifische Follow Up der Patienten mit starker
membranarer N-Cadherin-Expression in Tumorgewebe endet bereits mit ca. 18
Monaten, hier betragt die Uberlebenswahrscheinlichkeit in etwa 41%. Nach 100
Monaten sinkt die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten mit maRiger
Expression weiter auf ca. 30%. Der Log-Rank-Test erbringt einen p-Wert von 0,088,

welcher annéhernd statistisch signifikant ist.

Insgesamt zeigt sich also bei einem Signifikanzniveau von 8,8% mdglicherweise eine
bedeutende Assoziation zwischen N-Cadherin-Expression und CSS: je starker die
membranare Expression in Tumorgewebe, desto schlechter die krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit.
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3.4 B-Catenin

3.4.1 Deskriptive Expressionsanalyse

Im Allgemeinen zeigte sich der Marker mikroskopisch eher schwach angefarbt.
Neben der Exprimierung in Urothel fand sich p-Catenin auch in Endothelzellen
einiger Praparate. Die zytoplasmatische Farbung stellte sich oftmals nur extrem

schwach dar, so dass sie in diesen Fallen als negativ gewertet wurde.

Abbildung 34 zeigt, wie sich die B-Catenin-Expression histologisch in normalem
Urothel Uberwiegend darstellte, Abbildung 35 stellt die fir Tumorgewebe typische

Expression dar.

Abbildung 34: B-Catenin-Expression in normalem Urothel, hier typischerweise leicht
membranar
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Abbildung 35: B-Catenin-Expression in Tumorgewebe, hier teilweise leicht membranar

Tabelle 11 gibt einen Uberblick Uber die B-Catenin-Expression in normalem Urothel

versus Tumorgewebe:

B-Catenin normales Urothel Tumorgewebe
nuklear 0% 0%
zytoplasmatisch 14% 1%
membranar 98% 77%

e stark 0% 0%
e malRig 16% 2%
e schwach 82% 75%

Tabelle 11: Gegeniberstellung der B-Catenin-Expression in normalem versus erkranktem

Gewebe
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Die vorhandenen 130 Praparate mit normalem Urothel zeigten in 98% der Félle eine
positive membranére [(-Catenin-Expression, diese war (berwiegend schwach
ausgepragt (0% stark, 16% maliig, 82% schwach). In 14% der Praparate zeigte sich

die Anfarbbarkeit leicht zytoplasmatisch, aber in keinem nuklear.

Bei den Tumorpraparaten wiesen lediglich 1% zytoplasmatische Farbung auf. 77%
der Tumorpraparate waren membranar gefarbt - davon 0% stark, 2% malfiig und 75%
schwach.

Der Vergleich der B-Catenin-Expression in Normalurothel versus Tumorgewebe zeigt
also einen Verlust der zytoplasmatischen Expression um 13% sowie einen Verlust
der membranaren Expression um 21% auf, gleichzeitig sinkt die Starke der
membranaren Expression. Dies konnte zusammen mit der verminderten E-Cadherin-
Expression in Tumorgewebe als Ausdruck eines Stabilitatsverlustes der
interzellularen Haftkontakte im Rahmen der EMT verstanden werden.

Nachfolgende Tabelle 12 zeigt die Verteilung des Markers in normalem Urothel:

B-Catenin Verteilung

oberflachlich 3%
verteilt 73%
basal 24%

Tabelle 12: dominierendes Farbeverhalten von B-Catenin in normalem Urothel

Es lagen wenige Praparate mit betonter Anfarbung der superfizialen Schicht vor
(3%), 24% der Praparate zeigten basal betonte Farbung des Urothels, in den
meisten Fallen fand sich allerdings auch bei diesem Marker eine eher gleichmalige
Farbung uber alle Schichten hinweg und eine Farbedominanz war nicht erkennbar
(73%).
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3.4.2 Auswirkung der B-Catenin-Expression auf das krebsspezifische
Uberleben (CCS)

Abbildung 36  veranschaulicht  die unterschiedliche krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit beziiglich oberflachlicher, verteilter und basaler B-

Catenin-Expression in normalem Urothel:
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Abbildung 36: Krebsspezifische Uberlebensverteilung in Bezug auf die unterschiedliche B-
Catenin-Verteilung in normalem Urothel

Nach ca. 50 Monaten sind ca. 75% der Patienten mit oberflachlicher B-Catenin-
Verteilung, ca. 73 % mit basaler und ca. 60% mit verteilter urothelialer Farbung am
Leben oder nicht am Tumor verstorben. Die Uberlebenskurve fiir basale Verteilung
kreuzt im Verlauf die beiden anderen. Ein eindeutiger Unterschied in den
Uberlebenskurven ist insgesamt nicht ersichtlich. Das Signifikanzniveau zeigt sich
zudem mit einem p-Wert von 0,735 eindeutig nicht signifikant - die B-Catenin-

Verteilung in normalem Urothel eignet sich folglich nicht als Prognosefaktor.
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Abbildung 37 spiegelt den Einfluss positiver und negativer zytoplasmatischer B-
Catenin-Expression  in  normalem  Urothel auf die  krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit wieder:
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Abbildung 37: Krebsspezifische Uberlebensverteilung in Bezug auf die zytoplasmatische -
Catenin-Expression in normalem Urothel

Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen hier ebenfalls keinen erkennbaren Unterschied:
nach 80 Monaten sind sowohl 80% der Patienten mit negativer als auch 80% der
Patienten mit positiver zytoplasmatischer 3-Catenin-Expression in normalem Urothel
am Leben oder nicht tumorbedingt verstorben. Der Log-Rank-Test zeigte sich mit
einem p-Wert von 0,916 deutlich nicht signifikant. Die zytoplasmatische B-Catenin-

Expression in normalem Urothel ist als prognostischer Marker daher unbrauchbar.

Abbildung 38 stellt den Einfluss positiver versus negativer zytoplasmatischer [-
Catenin-Expression in Tumorgewebe auf die krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit dar:
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Abbildung 38: Krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Bezug auf die
zytoplasmatische 3-Catenin-Expression in Tumorgewebe

Ein Tumorpréparat zeigte eine positive zytoplasmatische -Catenin-Expression, das
krebsspezifische Follow Up endet bei diesem Patienten mit gut 20 Monaten. Nach
100 Monaten sind ca. 41% der Patienten mit negativer Expression am Leben oder
nicht tumorbedingt verstorben. Der Log-Rank-Test ergab einen p-Wert von 0,485,
eine statistische Signifikanz ist somit nicht gegeben. Die zytoplasmatische B-Catenin-
Expression in Tumorgewebe ist also als pradiktiver Marker ebenfalls ungeeignet.

Abbildung 39 stellt den Einfluss unterschiedlich starker membranarer B-Catenin-
Expression in normalem Urothel auf die krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit dar:
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Abbildung 39: Krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Bezug auf die
unterschiedlich starke membranare 3-Catenin-Expression in normalem Urothel

Die beiden Uberlebenskurven fiir Patienten mit schwacher und méaRiger B-Catenin-
Expression verlaufen in etwa a&hnlich: ca. 65% Patienten mit schwacher
membranarer E-Cadherin-Expression in normalem Urothel sind nach 50 Monaten
wahrscheinlich noch am Leben bzw. nicht am Tumor verstorben versus ca. 58% der
Patienten mit mé&Riger Expression. Nach ca. knapp 50 Monaten endet die
krebsspezifische Follow Up Zeit fir den einzigen Patienten mit negativer
membranarer B-Catenin-Expression. Der Log-Rank-Test erbrachte mit einem p-Wert
von 0,700 Kkeine statistische Signifikanz. Die membrandre [p-Catenin-
Expressionsstéarke in normalem Urothel ist somit ebenfalls nicht zur Vorhersage des

onkologischen Verlaufs geeignet.

Abbildung 40 stellt den Einfluss unterschiedlich starker membranarer B-Catenin-
Expression in Tumorgewebe auf die krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit

dar:
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Abbildung 40: Krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Bezug auf die
unterschiedlich starke membranare 3-Catenin-Expression in Tumorgewebe

In Tumorgewebe zeigen die Patienten mit negativer membranarer B-Catenin-
Expression nach 50 Monaten eine krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit
von ca. 67%, jene mit leichter und maRiger Expression von ca. 50%. Der Log-Rank-
Test ergab einen p-Wert wvon 0,120, der Unterschied in der
Uberlebenswahrscheinlichkeit ist also statistisch nicht signifikant — die membranare
B-Catenin-Expression in Tumorgewebe ist also kein zuverlassiger Marker zur

Vorhersage des onkologischen Verlaufs.

3.5 y-Catenin

3.5.1 Deskriptive Expressionsanalyse

Im Allgemeinen wirkte die Anfarbbarkeit bei Plakoglobin (= y-Catenin) in den
Praparaten mit normalem Urothel starker als bei 3-Catenin. Neben der Exprimierung
im Urothel zeigte sich y-Catenin im Zytoplasma einiger Endothelzellen

pfefferkdrnerartig verteilt.

71



Abbildung 41 zeigt, wie sich die y-Catenin-Expression histologisch in normalem
Urothel Uberwiegend darstellte, Abbildung 42 stellt die fir Tumorgewebe typische

Expression dar.

Abbildung 41: y-Catenin-Expression in normalem Urothel, hier schwach zytoplasmatisch und
maRig membranar
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Abbildung 42: y-Catenin-Expression in Tumorgewebe. In diesem Beispiel zeigt sich die
Expression nur fokal schwach membranéar

Tabelle 13 gibt einen Uberblick tber die y-Catenin-Expression in normalem Urothel

versus Tumorgewebe:

y-Catenin gesundes Urothel Tumorgewebe
nuklear 0% 1%
zytoplasmatisch 60% 49%
e stark 0% 0%
e malig 3% 2%
e schwach 7% 47%
membranar 92% 65%
e stark 13% 2%
e malig 47% 27%
e schwach 32% 36%

Tabelle 13: Gegeniberstellung der y-Catenin-Expression in normalem versus erkranktem
Gewebe
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Bei y-Catenin konnte bei der zytoplasmatischen Expression in wenigen Fallen eine
etwas starkere Farbung detektiert werden, daher nun neben der membranaren auch

eine Einteilung in verschiedene zytoplasmatische Expressionsstarken.

92% der Praparate mit normalem Urothel wiesen membranére y-Catenin-Farbung
auf (13% stark, 47% maRig, 32% schwach), 60% zeigten zytoplasmatische
Expression, davon 3% maRig und 57% schwach. Nuklear wurde y-Catenin in

normalem Urothel nie exprimiert.

In den vorliegenden 92 Tumorpraparaten waren 49% zytoplasmatisch gefarbt, davon
2% malig und 47% schwach. 65% der Praparate zeigten membranare Farbung (2%
stark, 27% maRig und 36% schwach). 1% der Tumorpréaparate war nukleér gefarbt

(versus 0% in normalem Urothel).

Insgesamt lasst sich also auch bei y-Catenin ein zytoplasmatischer und
membranarer Expressionsverlust in Tumorgewebe feststellen, die zytoplasmatische
und membranare Expressionsstarke ist dort ebenfalls verringert. Interessanterweise

zeigt sich bei 1% eine zunehmende nukleare Expression in Tumorgewebe.

Nachfolgende Tabelle 14 zeigt die Verteilung des Markers in normalem Urothel:

y-Catenin Verteilung

oberflachlich 30%
verteilt 68%
basal 2%

Tabelle 14: dominierendes Farbeverhalten von y-Catenin in gesundem Urothel

In normalem Urothel lagen Praparate mit betonter Anfarbung der superfizialen
Schicht vor (30%), 2% der Préparate zeigten basal betonte Farbung des Urothels.
Uberwiegend fand sich auch bei y-Catenin eine eher gleichmaRig betonte Farbung

Uber alle Schichten und eine Farbedominanz war nicht erkennbar (68%).
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3.5.2 Auswirkung der y-Catenin-Expression auf das krebsspezifische
Uberleben (CCS)

Abbildung 43 veranschaulicht die krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit

bezuglich oberflachlicher, verteilter und basaler y-Catenin-Expression in normalem
Urothel:
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Abbildung 43: Krebsspezifische Uberlebensverteilung in Bezug auf die unterschiedliche y-
Catenin-Verteilung in normalem Urothel

Nach 40 Monaten sind alle Patienten mit basal betonter Farbung am Leben oder
nicht am Tumor verstorben, bei Patienten mit verteilter Farbung liegt die
krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit bei ca. 66%, bei Patienten mit
oberflachlicher Farbung bei ca. 58%. Somit geht (&hnlich wie bei E- und N-Cadherin)
eine basal betonte Anfarbung in normalem Urothel mit besserem CCS als eine
verteilte oder eine oberflachliche Expression einher - das Signifikanzniveau zeigt sich
mit einem p-Wert von 0,627 allerdings nicht signifikant, ein Unterschied in der

Uberlebenswahrscheinlichkeit ist hinsichtlich basaler, verteilter oder superfizialer
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Farbung somit statistisch unwahrscheinlich - die y-Catenin-Verteilung in normalem
Urothel ist folglich ebenfalls kein brauchbarer Prognosemarker.

Abbildung 44 spiegelt den Einfluss positiver und negativer zytoplasmatischer y-
Catenin-Expression  in normalem Urothel auf die  krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit wieder:
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Abbildung 44: Krebsspezifische Uberlebensverteilung in Bezug auf die zytoplasmatische y-
Catenin-Expression in normalem Urothel

Nach 50 Monaten liegt die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten mit maRiger
zytoplasmatischer y-Catenin-Expression bei ca. 75%, bei Patienten mit schwacher
Expression bei ca. 65% und bei Patienten mit negativer Expression bei ca. 61%. Der
Log-Rank-Test ergab mit einem p-Wert von 0,605 keine statistische Signifikanz fur
den Unterschied in den einzelnen Uberlebenswahrscheinlichkeiten. Insgesamt zeigt
sich somit ein statistisch nicht signifikantes, besseres CCS bei negativer
zytoplasmatischer y-Catenin-Expression in normalem Urothel. Als zuverlassiger
Prognosemarker ist die zytoplasmatische y-Catenin-Expression in normalem Urothel

jedoch nicht zu sehen.
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Abbildung 45 stellt den Einfluss positiver versus negativer zytoplasmatischer y-
Catenin-Expression in Tumorgewebe auf die krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit dar:
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Abbildung  45:  Kaplan-Meier-Kurve  fur  die  unterschiedliche  krebsspezifische
Uberlebensverteilung in Bezug auf die zytoplasmatische y-Catenin-Expression in
Tumorgewebe

Nach 40 Monaten sind alle Patienten mit maRiger Expression am Leben bzw. nicht
am Tumor verstorben, danach endet das krebsspezifische Follow Up fir diese
Gruppe. Zu diesem Zeitpunkt liegt die krebsspezifische
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten mit negativer y-Catenin-Expression bei
ca. 57% und bei Patienten mit schwacher Expression bei ca. 45%. Der Log-Rank-
Test ergab einen p-Wert von 0,503. Somit ist das Ergebnis statistisch nicht
signifikant, als unabhéngiger Prognosemarker ist die zytoplasmatische y-Catenin-

Expression in Tumorgewebe somit ebenfalls nicht geeignet.

Abbildung 46 stellt den Einfluss unterschiedlich starker membranarer y-Catenin-
Expression in normalem Urothel auf die krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit dar:
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Abbildung 46: Krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Bezug auf die
unterschiedlich starke y-Catenin-Expression in normalem Urothel

Nach 40 Monaten sind ca. 73% der Patienten mit starker versus ca. 67% mit maRiger
und ca. 62% mit schwacher membranéarer y-Catenin-Expression in normalem Urothel
am Leben oder nicht tumorbedingt verstorben, Patienten mit negativer Expression
haben mit 22% krebsspezifischer Uberlebenswahrscheinlichkeit die schlechteste
Prognose. Der Log-Rank-Test ergab mit einem p-Wert von 0,001 eindeutig
statistische Signifikanz - somit stellt die membranare y-Catenin-Expression in

normalem Urothel mdglicherweise einen brauchbaren prognostischen Marker dar.

Abbildung 47 veranschaulicht den Einfluss unterschiedlich starker membranérer y-
Catenin-Expression in Tumorgewebe auf die krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit:
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Abbildung 47: Krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Bezug auf die
unterschiedlich starke membranare y-Catenin-Expression in Tumorgewebe

Nach 50 Monaten sind alle Patienten mit starker membranarer y-Catenin-Expression
am Leben oder nicht am Tumor verstorben versus ca. 59% der Patienten mit
negativer, ca. 50% mit schwacher und ca. 48% mit mafRiger Expression. Der Log-
Rank-Test erbringt einen p-Wert von 0,639. Insgesamt zeigt sich also zwar ein
besseres krebsspezifisches Uberleben bei starker membranarer y-Catenin-

Expression in Tumorgewebe, allerdings besteht keine statistische Signifikanz.

3.6 TIMP1

3.6.1 Deskriptive Expressionsanalyse

In gesundem Gewebe zeigten sich grundsétzlich tber das gesamte Praparat hinweg
pfefferkdrnerartig verteilt viele einzelne Zellen mit extrem kraftiger zytoplasmatischer
Expression von TIMP1, vor allem in Bindegewebe und Perimysium sowie in
Endothelzellen. Auch in Tumorgewebe waren solche Zellen vorhanden, aber

niedriger frequentiert.
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Die TIMP1-Farbung verhielt sich wie exemplarisch in Abbildung 48 (normales
Urothel) und Abbildung 49 (Urothelkarzinom) dargestellt:

Abbildung 48: TIMP1-Expression in normalem Urothel, hier schwach membranar und
typischerweise mit betonter Farbung der Basalmembran

80



Abbildung 49: TIMP1-Expression in Tumorgewebe, hier hauptsachlich schwach
zytoplasmatisch

Tabelle 15 gibt einen Uberblick tber die TIMP1-Expression in normalem Urothel

versus Tumorgewebe:

TIMP1 normales Urothel Tumorgewebe
nuklear 0% 0%
zytoplasmatisch 17% 66%
membranar 99% 53%
e stark 0% 0%
e malig 2% 0%
e schwach 97% 53%

Tabelle 15: Gegeniberstellung der TIMP1-Expression in normalem Urothel versus
Tumorgewebe
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In normalem Urothel wiesen 99% der Praparate membranare Farbung auf, die sich
hauptséachlich als schwach darstellte (0% stark, 2% maRig, 97% schwach). 17% der

Praparate zeigten zytoplasmatische Farbung, nuklear wurde TIMP1 nie exprimiert.

66% der Tumorpraparate wiesen zytoplasmatische Farbung auf, 53% waren

membranar gefarbt (ausschlief3lich schwach).

Bei einem Vergleich der Markerexpression von normalem gegeniber erkranktem
Gewebe zeigt sich ein membranarer TIMP1-Expressionsverlust um 46% in
Tumorgewebe. Auffallig ist ein gleichzeitiger Expressionsanstieg um 49% im
Zytoplasma der Tumorzellen.

Nachfolgende Tabelle 16 zeigt die Verteilung des Markers in normalem Urothel:

TIMP1 Verteilung

oberflachlich 2%
verteilt 7%
basal 92%

Tabelle 16: dominierendes Farbeverhalten von TIMP1 in normalem Urothel

Auffallig war eine schwach bis méaRige Farbung der Basalmembran in nahezu jedem
Praparat; oftmals war die Basalmembran die einzig gefarbte Struktur im Urothel. Dies
ist ursachlich fur die hohe Anzahl an basal betont bewerteter Farbungen (92%).
Superfizial betonte Expression lag in 2% der Préaparate vor, bei 7% war eine basale

oder superfiziale Farbedominanz nicht erkennbar.

3.6.2 Auswirkung der TIMP1-Expression auf das krebsspezifische Uberleben
(CCS)

Abbildung 50  veranschaulicht  die unterschiedliche krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit beziiglich oberflachlicher, verteilter und basaler

TIMP1-Expression in normalem Urothel:
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Abbildung 50: Krebsspezifische Uberlebensverteilung in Bezug auf die unterschiedliche
TIMP1-Verteilung in normalem Urothel

Ein deutlicher Unterschied in der Uberlebensverteilung der Patienten mit basaler,
oberflachlicher und verteilter Farbung ist in der Abbildung nicht erkennbar. Nach ca.
50 Monaten sind ca. 64% der Patienten mit basal betonter Farbung am Leben oder
nicht am Tumor verstorben versus ca. 59% der Patienten mit verteilter Farbung. Das
krebsspezifische Follow Up der Patienten mit superfizialer Farbung endet bereits
nach knapp 20 Monaten, die langste Follow Up Zeit mit 140 Monaten liegt bei
Patienten mit basal betonter Farbung; insgesamt zeigt sich also allenfalls ein minimal
besseres CSS bei Patienten mit basal betonter Farbung. Der Log-Rank Test ergab
mit einem p-Wert von 0,696 keine statistische Signifikanz. Die TIMP1-Verteilung in
normalem Urothel eignet sich also insgesamt nicht zur Vorhersage des

onkologischen Verlaufes.

Abbildung 51 spiegelt den Einfluss positiver oder negativer zytoplasmatischer
Expression in normalem Urothel auf die krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit wieder:
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Abbildung 51: Krebsspezifische Uberlebensverteilung in Bezug auf die zytoplasmatische
TIMP1-Expression in normalem Urothel

Mit ca. 100 Monaten sind ca. 56% der Patienten mit negativer TIMP1-Expression in
normalem Urothel versus ca. 33% der Patienten mit positiver Expression am Leben.
Der Log-Rank-Test zeigte sich allerdings mit einem p-Wert von 0,152 nicht signifikant

fur den Unterschied in der Uberlebenswahrscheinlichkeit.

Insgesamt zeigen somit Patienten mit negativer zytoplasmatischer TIMP1-
Expression in normalem Urothel eine bessere, jedoch statistisch im Unterschied nicht
signifikante Uberlebenswahrscheinlichkeit - als prognostischer Marker ist die
zytoplasmatische TIMP1-Expression in normalem Urothel somit ebenfalls

ungeeignet.

Abbildung 52 stellt den Einfluss positiver versus negativer zytoplasmatischer TIMP1-
Expression in Tumorgewebe auf die krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit

dar:
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Abbildung 52: Unterschiedliche krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit in Bezug auf
die zytoplasmatische TIMP1-Expression in Tumorgewebe

Bei ca. 100 Monaten krebsspezifischem Follow Up sind ca. 55% der Patienten mit
negativer zytoplasmatischer TIMP1-Expression in Tumorgewebe versus ca. 31% der
Patienten mit positiver TIMP1-Expression am Leben oder nicht tumorbedingt
verstorben. Der Log-Rank-Test ergab mit einem p-Wert von 0,164 keine statistische

Signifikanz.

Wie in normalem Urothel zeigen somit auch Patienten mit negativer
zytoplasmatischer TIMP1 Expression in Tumorgewebe eine bessere (um ca. 24%),
jedoch statistisch im Unterschied nicht signifikante Uberlebenswahrscheinlichkeit.
Zur sicheren Vorhersage des onkologischen Verlaufs ist daher auch die

zytoplasmatische TIMP1-Expression in Tumorgewebe nicht geeignet.

Abbildung 53 stellt den Einfluss unterschiedlich starker membranarer TIMP1-
Expression in normalem Urothel auf die krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit dar:
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Abbildung 53: Krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Bezug auf die Starke der
membranaren TIMP1-Expression in normalem Urothel

Nach 100 Monaten sind ca. 53% der Patienten mit schwacher membranéarer
Expression in normalem Urothel noch am Leben oder nicht tumorbedingt verstorben.
Die krebsspezifische Uberlebenskurve der Patienten mit negativer und méaRiger
Expression endet bereits mit knapp 20 Monaten. Der Log-Rank-Test ergab mit einem
p-Wert von 0,298 keine statistische Signifikanz fir den Unterschied in den
Uberlebenswahrscheinlichkeiten. Die membranare TIMP1-Expressionsstarke in
normalem Urothel kommt daher zur Vorhersage des onkologischen Verlaufs nicht in

Betracht.

Abbildung 54 stellt den Einfluss unterschiedlich starker membranarer TIMP1-
Expression in Tumorgewebe auf die krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit

dar:
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Abbildung 54: Krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeiten in  Bezug auf
unterschiedlich starke membranare TIMP1-Expression in Tumorgewebe

In Tumorgewebe zeigen nach 50 Monaten Follow Up die Patienten mit negativer
TIMP1-Expression eine tumorspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit von ca. 61%
und jene mit positiver schwacher Expression von ca. 48%. Nach ca. 65 Monaten
kreuzt die Uberlebenskurve der Patienten mit negativer Expression: danach sind
noch ca. 40% der Patienten am Leben oder nicht am Tumor verstorben. Der Log-
Rank-Test ergab mit einem p-Wert von 0,521 keine statistische Signifikanz — auch
die membranare TIMP1-Expressionsstarke in Tumorgewebe ist daher als

Prognosemarker ungeeignet.

3.7 FGFR3

3.7.1 Deskriptive Expressionsanalyse

FGFR3 fand sich in normalem Gewebe neben der Expression in Urothelzellen auch
manchmal in Muskel- sowie in Entziindungszellen. Hier zeigte sich die Farbung in
Form eines meist stark gefarbten perinukledren Hofes. Solche Entziindungszellen

fanden sich vor allem in der Lamina propria. Im Urothel selbst stellte sich eine
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FGFR3-Expression mit pfefferkdrnerartigem Verteilungsmuster dar, der prozentuale

Anteil der Farbung liel3 sich deswegen oftmals schwer einschatzen.

Nachfolgende Abbildungen 55-58 sollen veranschaulichen, wie sich die FGFR3-

Farbungen in normalem und erkranktem Gewebe mikroskopisch prasentierten:

Abbildung 55: zytoplasmatische FGFR3-Expression in normalem Urothel, hier
typischerweise schwach pfefferkdrnerartig verteilt
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Abbildung 56: Superfizial betonte FGFR3-Expression in normalem Urothel

Abbildung 57: FGFR3-Expression in Tumorgewebe, mafig zytoplasmatisch
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Abbildung 58: FGFR3-Expression in Tumorgewebe, schwach zytoplasmatisch

Tabelle 17 gibt einen Uberblick tber die FGFR3-Expression in normalem Urothel

versus Tumorgewebe:

FGFR3 normales Urothel Tumorgewebe
nuklear 0% 0%
zytoplasmatisch 86% 97%

e stark 1% 3%
e maRig 14% 25%
e schwach 2% 69%
membranar 1% 1%
e stark 0% 0%
e malig 1% 0%
e schwach 0% 1%

Tabelle 17: Gegenuberstellung der FGFR3-Expression in normalem versus erkranktem
Gewebe
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Die Urothelzellen in normalem Gewebe zeigten hauptsachlich zytoplasmatische
FGFR3-Expression (86%), die membranare Expression lag bei 1% (maRig), nuklear
wurde FGFR3 nie exprimiert. Die zytoplasmatische Farbung war dabei tberwiegend
schwach (1% stark, 14% maRig, 72% schwach). Als ,mafRig gefarbt“ wurden dabei
solche Zellen bewertet, deren Markerexpression bereits deutlich bei 100-facher
VergroR3erung erkennbar war. War die Anfarbung erst bei 400-facher VergrofRerung

sichtbar, wurde die zytoplasmatische Expression als ,schwach” gewertet.

In den 92 Tumorpraparaten wiesen 97% der Tumorpréparate zytoplasmatische
Farbung auf (3% stark, 25% maRig, 69% schwach), die membranéare Expression lag
bei lediglich 1% (schwach), nukledr wurde FGFR3, genau wie in normalem Urothel,

nie exprimiert.

Beim Vergleich der FGFR3-Expression in Tumor- versus Normalgewebe zeigt sich
also insgesamt ein zytoplasmatischer Expressionsanstieg von 11% in Tumorgewebe,
auch die zytoplasmatische Expressionstarke ist zunehmend. Die membranare
FGFR3-Expression zeigt einen Verlust der Expressionsstarke von 1% malfiger nach

1% schwacher Anfarbung.

Nachfolgende Tabelle 18 zeigt die Verteilung des Markers in normalem Urothel:

FGFR3 Verteilung

oberflachlich 14%
verteilt 82%
basal 4%

Tabelle 18: dominierendes Farbeverhalten von FGFR3 in normalem Urothel

14% der Praparate in normalem Urothel wiesen superfizial betonte Expression auf,
4% der Praparate zeigten basal betonte Farbung des Urothels. Uberwiegend fand
sich bei FGFR3 eine eher gleichmalig betonte Farbung tber alle Schichten und eine

Farbedominanz war nicht erkennbar (82%).
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3.7.2 Auswirkung der FGFR3-Expression auf das krebsspezifische Uberleben
(CCS)

Abbildung 59  veranschaulicht  die unterschiedliche krebsspezifische
Uberlebenswahrscheinlichkeit beziiglich oberflachlicher, verteilter und basaler

FGFR3-Expression in normalem Urothel:
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Abbildung 59: Krebsspezifische Uberlebensverteilung in Bezug auf die unterschiedliche
FGFR3-Verteilung in normalem Urothel

Nach 50 Monaten sind alle Patienten mit basaler FGFR3-Verteilung am Leben oder
nicht am Tumor verstorben gegeniiber ca. 66% mit oberflachlicher und ca. 61% mit
verteilter urothelialer Farbung. Der Log-Rank-Test ergab einen p-Wert von 0,633, ein
Unterschied in der Uberlebenswahrscheinlichkeit ist hinsichtlich basaler, verteilter
oder superfizialer Farbung somit sehr unwahrscheinlich - die FGFR3-Verteilung in

normalem Urothel eignet sich folglich nicht als verlasslicher prognostischer Marker.
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Abbildung 60 spiegelt den Einfluss positiver oder negativer zytoplasmatischer
FGFR3-Expression in  normalem  Urothel auf die  krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit wieder:

Uberlebensfunktionen

10 i FGFR3NUcytoplasmatisch
ﬁ’l—l. keine Expression
'h'q.' M Expression +
1 —I1Expression ++
0s B — I TExprassion +++
' keine Expression-zensiert
1 f— Expression +zensiert

c —t— Expression ++zensiert
[ ' —t— Expression +++zensiert
o 06 L 2 = -
o
e Jii i '
2 H=H #
] 4 -+ + 5
E
5 o4
x

02

00

0 20 40 60 80 100 120 140
CSSFU

Abbildung 60: Krebsspezifische Uberlebensverteilung in Bezug auf die zytoplasmatische
FGFR3-Expression in normalem Urothel

Nach 50 Monaten sind alle Patienten mit starker zytoplasmatischer FGFR3-
Expression in normalem Urothel am Leben oder nicht am Tumor verstorben versus
ca. 65% mit schwacher und 60% mit mafiger und negativer Expression. Der Log-
Rank-Test zeigte sich mit einem p-Wert von 0,919 eindeutig nicht signifikant. Die
zytoplasmatische FGFR3-Expression in normalem Urothel ist zur Vorhersage des

onkologischen Verlaufes daher unbrauchbar.

Abbildung 61 stellt den Einfluss positiver versus negativer zytoplasmatischer FGFR3-
Expression in Tumorgewebe auf die krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit

dar:
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Abbildung 61: Krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit in Bezug auf die
zytoplasmatische FGFR3-Expression in Tumorgewebe

Das krebsspezifische Follow Up der Patienten mit starker sowie negativer
Expression endet mit ca. 20 Monaten. Nach 100 Monaten sind ca. 65% der Patienten
mit m&Riger und ca. 39% der Patienten mit schwacher Expression am Leben oder
nicht tumorbedingt verstorben. Der Log-Rank-Test ergab mit einem p-Wert von 0,172
keine statistische Signifikanz. Die zytoplasmatische FGFR3-Expression in

Tumorgewebe ist somit als pradiktiver Marker ungeeignet.

Abbildung 62 stellt den Einfluss unterschiedlich starker membranarer FGFR3-
Expression in normalem Urothel auf die krebsspezifische

Uberlebenswahrscheinlichkeit dar:
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Abbildung 62: Krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Bezug auf die
unterschiedlich starke membranare FGFR3-Expression in normalem Urothel

Ein Préparat zeigt in der Analyse eine mafiige membranare FGFR3-Expression; der
zugehorige Patient verstirbt mit knapp 10 Monaten infolge des Tumors. Die restlichen
Praparate zeigen keine FGFR3-Expression in normalem Urothel; nach 100 Monaten
sind ca. 54% dieser Patienten am Leben oder nicht am Tumor verstorben. Der Log-
Rank-Test ergab einen p-Wert von 0,008, ein Unterschied in den Uberlebenskurven
ist somit statistisch wahrscheinlich. Die membranare FGFR3-Expression in normalem

Urothel kommt somit zur Vorhersage des onkologischen Verlaufs in Betracht.

Abbildung 63 stellt den Einfluss unterschiedlich starker membranarer FGFRS3-
Expression in Tumorgewebe auf die krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit

dar:
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Abbildung 63: Krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Bezug auf die
unterschiedlich starke membranare FGFR3-Expression in Tumorgewebe

Ein Patient zeigt in der Analyse eine schwache membrandre FGFR3-Expression in
Tumorgewebe, er verstirbt nach knapp 2 Monaten krebsspezifischem Follow Up. Die
restlichen Patienten zeigen keine FGFR3-Expression in Tumorgewebe; nach 100
Monaten sind ca. 42% dieser Patienten am Leben oder nicht am Tumor verstorben.
Der Log-Rank-Test ergab einen p-Wert von unter 0,001, ein Unterschied in den
Uberlebenskurven ist somit statistisch sehr wahrscheinlich. Die membranare FGFR3-
Expression in  Tumorgewebe koénnte somit ebenfalls als verlasslicher

Prognosemarker geeignet sein.

4 Diskussion

4.1 Klinische und histopathologische Parameter des Patientenkollektivs

Wie unter dem Punkt Epidemiologie erwahnt, liegt laut Literaturangaben das mittlere
Erkrankungsalter (median) des Harnblasenkarzinoms in Deutschland bei ca. 75
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Jahren (74 fur Frauen und 76 fur Manner). Das fur diese Arbeit untersuchte
Patientenkollektiv ist insgesamt etwas junger, das mediane Erkrankungsalter liegt
hier bei 69 Jahren. Weiterhin sind ca. 1/5 des fiir diese Arbeit untersuchten Kollektivs
Frauen, etwas weniger als die Inzidenz bei Frauen in der Literaturangabe
(Frauenanteil von ca. 1/3 (5)). Die fur diese Studie 146 inkludierten Patienten stellen
dennoch ein reprasentatives Patientenkollektiv dar. Die Auswertung der
krebsspezifischen Uberlebenswahrscheinlichkeit hinsichtlich des Geschlechts in
dieser Arbeit zeigt eine tendenziell niedrigere Uberlebensrate bei Mannern; in der
Literatur wird von einer hoheren Uberlebensrate bei Mannern aufgrund der
gunstigeren Verteilung der Tumorstadien gesprochen (5). Dieser Aspekt ist sicherlich
mitunter auf die verhaltnismaRig kleine Patientengruppe zurickzufuhren, zudem ist
das Patientenkollektiv ortsspezifisch, d.h. alle stammen aus oder dem Umkreis
Regensburg — spezielle lokale Gegebenheiten koénnen somit die Parameter
beeinflussen. Weiterhin zeigt sich fir das Regensburger Kollektiv eine hohere
Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Rauchern oder ehemaligen Rauchern — scheinbar
widersprichlich zu der Tatsache, dass Rauchen der gro3te bekannte Risikofaktor
des Harnblasenkarzinoms ist (8). Bei den 42,5% der Nichtraucher konnten allerdings
gleichzeitig auch andere, statistisch in dieser Arbeit nicht erfasste Risikofaktoren
vorhanden gewesen sein wie beispielsweise berufsbedingte Schadstoffexposition,
Einnahme von  Harnblasenkarzinom auslésenden  Medikamenten  oder
Vorhandensein von chronischen Zystitiden in der Vorgeschichte. Aufgrund dessen
konnte das Ergebnis hinsichtlich der Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Nichtrauchern
entsprechend verzerrt worden sein. Zudem erfolgte in dieser Studie keine
Unterscheidung hinsichtlich Dauer und Intensitat des Rauchens. Neben den bereits
genannten Limitationen dieser Arbeit ist auch die vergleichsweise geringe Grol3e des
Patientenkollektivs zu beriicksichtigen. Insgesamt ist also die Ubertragung der
Ergebnisse auf das Gesamtkollektiv mit Vorsicht zu werten.

Wie eingangs bereits erwéahnt, dient bis dato hauptsachlich der TNM-Status zur
Prognoseeinschéatzung und als Kriterium zu Therapieentscheidungen. Unsere Daten
bestatigen die Aussagekraft dieser Parameter — pT, pN, cM und Metastasenstatus
zeigen in der Auswertung eine signifikante Korrelation mit einem schlechterem
krebsspezifischen Uberleben, genau wie der Resektionsstatus und das Auftreten

eines Lokalrezidivs. Das gleichzeitige Vorhandensein eines CIS im Tumorpraparat im
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Langzeitverlauf (d.h. ab ca. 52 Monate) ist ebenso mit einer schlechteren
krebsspezifischen Uberlebenswahrscheinlichkeit assoziiert (p = 0,16). Bisher wurden
bereits einige Studien publiziert, die ebenfalls eine Assoziation des assoziierten CIS
mit der krebsspezifischen Uberlebenswahrscheinlichkeit bestatigen. So in der Studie
von Kimura, Mari et al. 2019: bei Harnblasenkarzinompatienten mit
organbeschrankter Erkrankung sei das begleitende Carcinoma in situ in der
Gewebeprobe der radikalen Zystektomie ein Prognosemerkmal fur das rezidivfreie
Uberleben und die krebsspezifische Mortalitat (70). Eine weitere Studie von Wheat,
Weizer et al. 2012 zeigt, dass auch bei Patienten mit organbeschranktem
Urothelkarzinom des oberen Harntrakts das Vorhandensein eines gleichzeitigen CIS
mit einem héheren Rezidivrisiko und héherer krebsspezifischer Mortalitat verbunden
ist (71). Allerdings konnte in einer jungst durchgefuhrten Metaanalyse von Lijin et al.
der prognostische Wert des CIS beim Harnblasenkarzinom nicht abschlie3end belegt
werden und durfe nicht auf die Risikostratifizierung angewendet werden (72).

Die Auswertung des ECOG-Status und der ASA-Klassifikation hinsichtlich des
Krebsspezifischen Uberlebens CSS zeigte in dieser Studie ebenfalls eine (allerdings
jeweils statistisch nicht signifikante) negative Korrelation. Da der ECOG-Status im
Allgemeinen den physischen Zustand von Krebspatienten beschreibt und die ASA-
Klassifikation die Schwere der Komorbiditadten und der vorhandenen
Leistungseinschrankungen widerspiegelt, geht also in dieser Studie ein schlechter
physischer Ausgangszustand und eine hohe Komorbiditdt mit einer kirzeren
krebsspezifischen Uberlebenswahrscheinlichkeit einher. So zeigt auch die Studie von
Hara, Matsuyama et al. 2016, dass der ECOG-Status bei Uber 75-jahrigen Patienten
mit dem Gesamtiiberleben nach radikaler Zystektomie assoziiert zu sein scheint (73).
Auch Boorjian, Kim et al. 2013 fanden in einer retrospektiven Studie heraus, dass der
Komorbiditatsstatus sowohl das perioperative Sterberisiko, als auch das 5-Jahres-

Uberleben nach radikaler Zystektomie vorhersagt (74).

Beziglich der Harnableitung zeigen in der dieser Arbeit die kontinenten Ableitungen
Indiana-Pouch und lleumneoblase bessere krebsspezifische
Uberlebenswahrscheinlichkeit als inkontinente Harnableitungen wie das lleumconduit
oder die Ureterokutaneostomie (p = 0,00004). Dies ist sehr wahrscheinlich dadurch
begriindet, dass bei kurativer Intention ein kontinenter (orthotoper) Harnblasenersatz

bevorzugt angelegt wird, wahrend beispielsweise die inkontinente kutane
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Harnableitung meist bei palliativer Absicht oder bei schweren Komorbiditaten
praferiert wird (75). Patienten, bei denen man sich also beispielsweise fir eine
lleumconduit-Anlage entschieden hat, haben im Allgemeinen auch ein
fortgeschritteneres pTNM-Stadium, keinen RO-Resektionstatus, mdglicherweise auch
ein Lokalrezidiv oder einen hoheren ECOG- oder ASA-Status. Bezlglich der
Harnableitung ist die Patientengruppe also in gewissem Mal3e bereits vorselektiert.

4.2 E-Cadherin

Insgesamt zeigt sich in dieser Arbeit zwar ein Rickgang der zytoplasmatischen und
membranaren E-Cadherin-Expression in Tumorgewebe versus normalem Urothel als
Zeichen einer EMT wahrend der Tumorgenese (siehe  deskriptive
Expressionsanalyse), der E-Cadherin-Verlust (also eine negative E-Cadherin
Expression in Tumorgewebe) geht allerdings nicht mit einer schlechteren
krebsspezifischen Uberlebenswahrscheinlichkeit einher, wie viele Studien bereits
gezeigt haben: So stellten Ziaran, Harsanyi et al. in ihrer Studie 2020 fest, dass unter
anderem die E-Cadherin-Expression in Urothelkarzinomen klar assoziiert ist mit
CSS, PFS und RFS; fur die Tumorstadien pTa und pT1 ergab sich hier ein signifikant
schlechteres progressionsfreies Uberleben (PFS) bei Patienten mit geringerer E-
Cadherin-Expression (76). Auch eine Metaanalyse von Xie, Li et al. 2017 zeigte,
dass eine verminderte E-Cadherin-Expression beim Harnblasenkarzinom mit
schlechterem OS, PFS und RFS assoziiert ist und daher E-Cadherin als brauchbarer
Biomarker dienen kénne (77). In dieser Arbeit zeigt sich gegenteilig dazu eher die
Tendenz, dass eine negative (membranare) E-Cadherin-Expression in Tumorgewebe
mit einer besseren Uberlebenswahrscheinlichkeit einhergeht, allerdings ist dieses
Ergebnis mit einem p-Wert von 0,182 statistisch nicht signifikant. Einige Studien
unterstitzen allerdings auch dies: so zeigte eine immunhistochemische
Untersuchung von Yu, Zhang et al. 2010, dass eine positive E-Cadherin-Expression
in Harnblasenkarzinomgewebe ein schlechteres PFS vorhersagt (p=0,001) und dass
E-Cadherin ein unabhéngiger Prognosefaktor fur das Gesamtiberleben (OS) zu sein
scheint (78).
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4.3 N-Cadherin

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass N-Cadherin in zytoplasmatischem und
membranarem Tumorgewebe im Gegensatz zu normalem Urothel insgesamt
vermindert exprimiert wird, ahnlich wie bei E-Cadherin. Wie bereits im Ergebnisteil
erwéahnt, stitzt dieses Ergebnis auf den ersten Blick nicht die Theorie des Cadherin-
Switches wéahrend der Embryo- bzw. Tumorgenese, nach der eine verminderte E-
Cadherin-Expression in Tumorgewebe mit erhdhter N-Cadherin Expression einher
geht (29,32,69,79). Allerdings geht laut Derycke, Bracke 2004 nicht bei allen
Tumorarten die Karzinogenese gleichzeitig mit einer N-Cadherin-Erhohung einher —
es gebe auch Tumoren, bei denen N-Cadherin vermindert exprimiert wird:
beispielsweise bei Metastasen des Osteosarkoms, beim muzinésen Zystadenom des
Ovars oder beim Onkozytom der Niere (79). Aber auch beim Urothelkarzinom der
Harnblase kommt eine doppelt negative Expression von E- und N-Cadherin durchaus
vor, wie eine Studie von Luo, Zhu et al. 2016 zeigt: die biologischen Eigenschaften
von Blasenkrebszellen mit doppelt negativer Expression von E- und N-Cadherin
lagen den Untersuchungen zufolge zwischen denen, die eine E-Cadherin-positive
und N-Cadherin-negative Expression und solchen Blasenkrebszellen, die eine E-
Cadherin-negative und N-Cadherin positive Expression zeigten — daraus schlossen
Luo, Zhu et al., dass der Status der doppelt negativen Expression am Prozess der
EMT bei der Pathogenese des Urothelkarzinoms der Blase beteiligt sein kann (80).
So konnte auch in dieser Studie der gleichzeitige Verlust von E- und N-Cadherin-
Expression moglicherweise als Teilprozess der EMT verstanden werden.

N-Cadherin wurde bereits von mehreren Studien als Marker vorgeschlagen, um die
klinische Entscheidungsfindung und Therapie beim Harnblasenkarzinom zu
unterstitzen: so war beispielsweise in einer Studie von Abufaraj, Haitel et al.
2018 eine N-Cadherin-Expression mit Merkmalen einer biologisch und pathologisch
nachteiligen Erkrankung und einem schlechteren RFS vergesellschaftet (69). Auch
Muramaki, Miyake et al. 2012 legten nahe, dass der Verlust von E-Cadherin und der
Zugewinn an N-Cadherin-Expression bei Patienten mit nicht muskelinvasivem
Harnblasenkarzinom scheinbar signifikant mit dem Auftreten eines postoperativen
Rezidivs verbunden sind (81); 2011 zeigten sie aul3erdem, dass bei Patienten mit

Urothelkarzinom der oberen Harnwege ein Anstieg von N-Cadherin signifikant mit
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dem Wiederauftreten der Krankheit nach Nephroureterektomie assoziiert zu sein
scheint (82). Passend zu diesen Studien besteht in dieser Arbeit mdglicherweise eine
(mit einem p-Wert von 0,088 statistisch anndhernd signifikante) Assoziation zwischen
N-Cadherin-Expression und CSS: je hoher die membranare N-Cadherin-Expression
in Tumorgewebe, desto schlechter die krebsspezifische
Uberlebenswahrscheinlichkeit.

4.4 B-Catenin

Die deskriptive Expressionsanalyse ergab eine verminderte zytoplasmatische sowie
verminderte membranare Expression sowie einen Verlust der membranaren
Expressionsstarke von B-Catenin in Tumorgewebe versus normalem Urothel. Dies
konnte in Zusammenschau mit dem gleichzeitigen Verlust an E-Cadherin bedeuten,
dass es in der Tat zu einem Stabilitatsverlust der interzellularen Haftverbindungen
wahrend der EMT im Rahmen der Tumorentstehung kommt und daher 3-Catenin als
Plagueprotein vor allem membranar vermindert exprimiert wird. Es wurde bereits
mehrfach  publiziert, dass unter anderem der Wnt-/B-Catenin-Signalweg
Transkriptionsfaktoren induziert, die wiederum EMT einleiten bzw. die Gen-
Expression hin zu mesenchymalem Phanotyp andern (28,83): demnach transferiert
im Zuge dessen 3-Catenin in den Nucleus und aktiviert dort mittels LEF-1 (lymphoid
enhancer binding factor-1) die Expression von Genen, die das Uberleben der Zelle
sichern sowie deren Wachstum und Migration fordern; B-Catenin habe also
onkogenes Potential (28,84,85). Eine immunhistochemische nukledre Expression
weist B-Catenin in dieser Studie allerdings weder in normalem Urothel noch in
Tumorgewebe auf, moglicherweise spielen hier zur Induktion der EMT andere

Signalwege eine Rolle.

Bei Betrachtung der Auswirkungen der B-Catenin-Expression auf das CCS erbringt
diese Arbeit keinen statistisch signifikanten Zusammenhang. Allenfalls in
Tumorgewebe besteht die Tendenz, dass eine negative membranare (-Catenin-
Expression mit einem besseren CCS einher geht, allerdings liegt dieses Ergebnis mit
einem p-Wert von 0,120 tUber dem Signifikanzniveau von 5%. Dies wére aul3erdem

widersprichlich zu der Theorie, dass ein Verlust der Zelladh&sionsverbindungen mit
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EMT und gleichzeitig schlechterer Prognose assoziiert ist: 2008 zeigten Bryan,
Atherfold et al., dass neben E-Cadherin auch eine signifikant verminderte Expression
von [-Catenin mit einem Progress beim Urothelkarzinom einher geht (86).
Gegensatzlich dazu ergab allerdings eine neuere Metaanalyse von Ren, Yang et al.
2020, dass ein hohes Expressionsniveau von (-Catenin mit einem hoheren TNM-
Stadium und héherem pathologischem Tumorgrad einher geht sowie gleichzeitig mit
schlechterem PFS; B-Catenin kdnne laut Ren, Yang et al. demnach méglicherweise

als prognostischer Marker fur das Harnblasenkarzinom fungieren (87).

4.5 vy-Catenin

Bezuglich eines prognostischen Markers ist y-Catenin, insbesondere beim
Harnblasenkarzinom, bisher weitaus weniger haufig untersucht worden als
beispielsweise die Cadherine. Kashibuchi, Tomita et al. konnten 2006 in ihrer
immunhistochemischen Untersuchung von 61 Nephroureterektomiepraparaten keine
signifikante  Korrelation zwischen der y-Catenin-Expression und einem
Urothelkarzinomrezidiv aufzeigen; lediglich E-Cadherin wurde in ihrer Studie als
maoglicher prognostischer Marker fiur Karzinome des oberen Harntraktes

vorgeschlagen (88).

Im Gegensatz dazu detektierten Clairotte, Lascombe et al. 2006 in einer
immunhistochemischen Analyse y-Catenin als unabhangigen Prognosemarker flr
PFS bei Patienten mit T1-Urothelkarzinom der Harnblase (89). Auch nach den
Ergebnissen dieser Arbeit stellt im Speziellen die membranare y-Catenin-Expression
in normalem Urothel méglicherweise einen brauchbaren prognostischen Marker dar:
eine negative membranadre Expression des Markers in normalem Urothel geht mit
geringerem krebsspezifischem Uberleben einher (p=0,001); in Tumorgewebe zeigt
sich umgekehrtes Verhaltnis, eine starke Expression geht hier mit besserem CSS
einher, allerdings besteht hier keinerlei statistische Signifikanz. Anscheinend ist es
also durchaus sinnvoll und von Bedeutung, zwischen Tumorgewebe und
(angrenzendem) normalem Urothel zu unterscheiden. Es sollten daher noch weitere
Studien durchgefuhrt werden, zum einen um die Relevanz der Unterscheidung

zwischen Tumorgewebe und angrenzendem normalem Urothel naher zu
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untersuchen, zum anderen um die Studienlage bezuglich membranérer y-Catenin-
Expression in normalem Urothel als brauchbaren Prognosemarker zu erharten. Auch
die Arbeit von Rieger-Christ, Ng et al. 2005 bekraftigt das Ergebnis dieser Studie:
demnach habe y-Catenin tumorsuppressive Eigenschaften — die Stummschaltung
des Plakoglobin-Gens sei ein wichtiger Schritt in der Tumorprogression bei
fortgeschrittenen Karzinomen der Harnblase. Umgekehrt werde durch die
Wiederherstellung der Plakoglobinexpression in Harnblasenkarzinomzellen die

Zellmigration sowie das tumorigene Potential unterdrickt (90).

Auch die Verteilung der Markerexpression in normalem Urothel (basal, gleich,
superfizial) sollte kunftig beziglich prognostischer Relevanz n&her untersucht
werden: ahnlich wie bei E-Cadherin zeigen auch die N-Cadherin- sowie y-Catenin-
Verteilung in normalem Urothel, dass eine basale Expression mit besserem CSS
einher geht als bei gleicher oder superfizialer Expression, allerdings liegt auch hier
das Signifikanzniveau jeweils deutlich Uber 5% (42,0% bei E-Cadherin, 18,7% bei N-
Cadherin und 62,7% bei y-Catenin). Verlassliche prognostische Relevanz haben also
nach dieser Studie weder die N-Cadherin-, E-Cadherin- noch die y-Catenin-

Verteilung.

46 TIMP1

Die deskriptive Expressionsanalyse ergab einen membranaren TIMP1-
Expressionsverlust in Tumorgewebe im Vergleich zu normalem Urothel von 46% bei
gleichzeitigem Expressionsanstieg im Zytoplasma um 49%. Auch Yano, Nakamoto et
al. untersuchten 2002 die Lokalisation von TIMP1-mRNA in Urothelkarzinomen.
Mittels in-situ-Hybridisierung fanden sie ebenfalls heraus, dass TIMP1-mRNA im
Zytoplasma von Urothelkarzinomzellen exprimiert wird. Gleichzeitig zeigten sie, dass
eine starke TIMP1-mRNA-Expression mit schlechter Prognose einher geht (91).
Passend dazu konnte unsere Studie ebenfalls belegen, dass bei negativer
zytoplasmatischer TIMP1-Expression (sowohl in Tumorgewebe als auch in normalem
Urothel) eine bessere krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit besteht,
allerdings ohne den Nachweis einer statistischen Signifikanz (p=0,164 bei

Tumorgewebe und p= 0,152 bei normalem Urothel).
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Zahlreiche weitere Studien erforschten den prognostischen Wert von TIMPs beim
Urothelkarzinom und kamen zu einem &hnlichen Ergebnis: Hara, Miyake et al.
untersuchten 2001 die TIMP2-Expression bei Patienten mit Tumorrezidiv im
Vergleich zu Patienten ohne Rezidiv: bei Patienten mit Rezidiv sei diese deutlich
Uberexprimiert. Sie postulierten daher, dass MMP-9 und TIMP2 geeignete Marker
sein konnten, um ein Rezidiv bei Patienten mit nicht-invasivem-Urothelkarzinom
vorherzusagen (92). Miyata, Kanda et al. 2004 schlugen TIMP1 als brauchbaren
unabhangigen Prognosemarker vor: sie fanden in einer immunhistochemischen
Analyse von Patienten mit Urothelkarzinom des oberen Harntraktes heraus, dass
eine positive TIMP1-Expression mit hoherem pT-Stadium korreliert (93). Auch bei
Karzinomen anderen Ursprungs konnten etliche klinische Studien zeigen, dass eine
aberrante Expression von TIMP1 mit einer unginstigen Prognose bei Tumoren
einher geht; so entdeckten beispielsweise Song, Xu et al. 2016, dass in
Gewebeproben des Kolonkarzinoms TIMP1 tberexprimiert wird und signifikant mit
Lymphknotenstatus, Fernmetastasen, GefalRinvasion sowie Tumorstadium assoziiert
ist. Sie schlugen TIMP1 als potenziellen prognostischen Marker flir das
Kolonkarzinom vor (50). Nicht nur Gewebeproben von Tumoren wurden bisher
untersucht, auch beispielsweise in Blutplasma zeigte sich, dass beim
Mammakarzinom eine hohe praoperative Konzentration von TIMP1 pradiktiv fur ein
systemisches Rezidiv sei (40). Ebenfalls gewonnen aus Blutplasma, identifizierten
Staack, Badendieck et al. 2006 auf ihrer Suche nach einem nicht-invasiven Marker
zur Diagnostik des Urothelkarzinoms der Harnblase den Marker MMP2 als statistisch
signifikant, und zwar insbesondere in Kombination mit MMP9 und TIMP1 - der
klinische Nutzen von MMPs und TIMPs alleine sei wiederum begrenzt (44). Auch
Studien zu TIMP1 aus Urin zeigten ahnliche Ergebnisse: Ricci, Bruzesse et al.
entdeckten 2015 in einer Studie mit 41 Harnblasenkarzinompatienten, dass die
TIMP1-Werte im Urin bei Patienten mit high-grade Karzinomen signifikant héher
waren als bei Patienten mit low-grade Tumoren und schlugen TIMP1 aus Urin als
brauchbaren, nicht-invasiven Biomarker vor, um umfassendere klinische
Informationen zur Auswahl der optimalen Therapiestrategie zu gewinnen (94).
Grundsatzlich ist jedoch zu beachten, dass eine Vergleichbarkeit von TIMP1-
Expression in Gewebeproben mit dem TIMP1-Spiegel im Blutplasma oder Urin nicht
automatisch valide ist: Ssrensen, Schrohl et al. zeigten, dass eine Korrelation

zwischen TIMP1 in Tumorgewebeproben und dem TIMP1-Spiegel im Blut nicht
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gegeben ist; sie vermuteten, dass andere Quellen als das Tumorgewebe selbst zu
den erhohten TIMP-1-Plasmaspiegeln bei Patienten mit Kolonkarzinom beitragen
kénnten (95).

Gegensatzlich zu den bisher genannten Studien, die eine positive TIMP1-Expression
grof3tenteils mit schlechtem Outcome assoziierten, fanden beispielsweise Wieczorek,
Jablonowski et al. 2015 heraus, dass die TIMP1-Genexpression bei Patienten zum
Zeitpunkt eines Rezidivs gegenuber dem initialen Diagnosezeitpunkt signifikant
verringert war (p=0,003). Sie hielten es fur moglich, dass die Genexpression von
TIMP1 ein wichtiger Faktor fur das Auftreten eines frihzeitigen Rezidivs beim
Harnblasenkarzinom sein konnte (96). Ebenfalls widerspriichlich zur erst genannten
Studie fanden Chuang, Pang et al. 2010 keine signifikante Korrelation zwischen
TIMP1-Expression und Tumorgrad oder -stadium beim Urothelkarzinom der
Harnblase (97).

4.7 FGFR3

Wie bereits erwdhnt, besteht anscheinend ein funktioneller Zusammenhang
zwischen N-Cadherin mit dem FGF-Rezeptor, was zu Signalen fuhrt, die bedeutend
fur die Regulation der Zellmigration sind (29,51). In der malignen Melanom Studie
von Li, Zhang et al. 2019 fuhrte ein Ausschalten des Gens, das fur FGFR3 codiert,
zu einer Herunterregulierung von E-Cadherin, N-Cadherin und Vimentin, also von
klassischen EMT-Markern. Zudem sei die mRNA-Expression von FGFR3 in malignen
Melanomgeweben hoher als in gesunden Geweben (57). Auch in dieser Arbeit ist
eine hohere zytoplasmatische FGFR3-Expression in Tumorgewebe im Vergleich zu
normalem Urothel zu verzeichnen. Allerdings besteht gleichzeitig eine verringerte E-
und N-Cadherin-Expression in Tumorgewebe. Die Studie von Li, Zhang et al. zeigte
zudem, dass die FGFR3-Expression in kutanen malignen Melanomgeweben positiv
mit der Breslow-Dicke und der Lymphknotenmetastasierung korreliere; und bei
Versuchen mit Xenotransplantatmausen verringerte der induzierte Abbau von
FGFR3 das Tumorwachstum und die Metastasierung; eine Fehlregulation von N-
Cadherin und FGFR3 ist insgesamt also assoziiert mit Tumorprogress (57,99). Sung,
Sun et al. 2014 zeigten ebenfalls, dass die Uberexpression von FGFR3 ein
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schlechtes Outcome bei Patienten mit adjuvanter Chemotherapie nach radikaler
Zystektomie habe (101). Auch diese Studie kann den Aspekt, dass eine FGFRS3-
Uberexpression mit schlechter Prognose einhergeht, bekraftigen: eine positive
membranare FGFR3-Expression geht hier sowohl in normalem Urothel (p< 0,001) als

auch in Tumorgewebe (p= 0,008) mit schlechterem CSS einher.

Gegensatzlich zu den bisher genannten Studien zeigt eine immunhistochemische
Analyse des FGFR3-Proteins bei Patienten mit Harnblasenkarzinom von Bertz, Abeé
et al. 2014, dass eine positive FGFR3-Expression mit einer glinstigen Prognose
einher geht; Die FGFR3-Expression sei ein unabhangiger prognostischer Marker fur
das Gesamtuberleben (100).

Aufgrund der Anzahl und Aussagekraft bisheriger Studien bezlglich dem onkogenen
Potential von aberranten FGFR-Signalen bei der Krebsentstehung ist das
therapeutische Targeting von FGFs und FGFRs zudem bereits Gegenstand der
Arzneimittelforschung; eine zielgerichtete Therapie gegen FGFR und dessen
Signalkomponenten konnte verwendet werden, um das Tumorwachstum zu
bremsen, die Angiogenese zu stoppen oder aber erworbene Resistenzen gegen
Medikamente, die gegen den Tumor gerichtet sind, wieder aufzuheben (53,98).

5 Zusammenfassung

Die immunhistochemische Expressionsanalyse der einzelnen EMT-Marker erbrachte

zusammenfassend folgende Ergebnisse:

E-Cadherin: Insgesamt zeigt sich in dieser Arbeit ein Verlust zytoplasmatischer und
membranarer E-Cadherin-Expression in Tumorgewebe versus normalem Urothel, am
ehesten als Zeichen einer EMT. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen der E-Cadherin-Expression und dem krebsspezifischen Uberleben kann
aber weder bei der E-Cadherin-Verteilung in gesundem Urothel noch bei
zytoplasmatischer oder membranarer E-Cadherin-Expression hergestellt werden. E-

Cadherin  scheint anhand unserer Daten entgegen einiger anderer
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Studienergebnisse nicht als Marker zur Vorhersage des onkologischen Verlaufs bei

Harnblasenkarzinompatienten geeignet zu sein.

N-Cadherin: Das Ergebnis der deskriptiven Expressionsanalyse stutzt auf den
ersten Blick nicht die Theorie des Cadherin-Switches von E-Cadherin hin zu N-
Cadherin wahrend EMT in der Tumorentstehung, da ein gleichzeitiger Verlust sowohl
von E- als auch von N-Cadherin-Expression in Tumorgewebe vorliegt. Allerdings
konnte die doppelt negative Expression moglicherweise auch als Teilzustand der

EMT gesehen werden, wie bereits zum Beispiel von Luo, Zhu et al. vorgeschlagen.

In Bezug auf das krebsspezifische Uberleben besteht moglicherweise eine
Korrelation zwischen membranédrer N-Cadherin-Expression in Tumorgewebe und
CSS: je hoher die membranare Expression, desto schlechter das CSS (allerdings p=
0,088). Dies ist bereits in einigen Studien mit statistischer Signifikanz gezeigt
worden; es sollten weitere Studien durchgefuhrt werden, um diese Theorie zu
stitzen und um N-Cadherin als mdglichen prognostischen Marker eingehender zu

untersuchen.

B-Catenin: Die deskriptive Expressionsanalyse zeigt eine verminderte
zytoplasmatische und membranédre Expression von (3-Catenin in Tumorgewebe bei
gleichzeitigem Verlust der membranaren Expressionsstarke. Am ehesten ist dies als
Verlust der interzellularen Haftverbindungen im Rahmen der EMT zu werten. Ein
statistisch  signifikanter Zusammenhang zwischen [-Catenin-Expression und
krebsspezifischem Uberleben konnte in dieser Arbeit weder fur Tumorgewebe noch
fur normales Urothel hergestellt werden.

y-Catenin: Die deskriptive Expressionsanalyse ergab eine verminderte
zytoplasmatische und membrandre Expression in Tumorgewebe. Es konnte ein
statistisch  signifikanter Zusammenhang zwischen membranarer y-Catenin-
Expression in normalem Urothel und CSS hergestellt werden: eine negative
membranare Expression geht hier mit geringerem krebsspezifischem Uberleben
einher (p=0,001); Mdoglicherweise ist die membranare y-Catenin-Expression in
normalem Urothel geeignet, um den onkologischen Verlauf der Patienten mit

Urothelkarzinom der Harnblase vorherzusagen.
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TIMP1: Die deskriptive Expressionsanalyse zeigte einen membranaren
Expressionsverlust in Tumorgewebe im Vergleich zu normalem Urothel, gleichzeitig
ist die zytoplasmatische Expression in Tumorgewebe zunehmend. Auch Yano,
Nakamoto et al. 2002 lokalisierten TIMP1-mRNA im Zytoplasma von
Urothelkarzinomen. Moglicherweise verlagert sich TIMP1 wahrend dem Prozess der
EMT von der Membran in das Zytoplasma. Es konnte in dieser Studie allerdings
weder bei der membranéaren und zytoplasmatischen Expressionsstarke, noch bei der
TIMP1-Verteilung ein statistisch signifikanter Zusammenhang in Bezug auf das CSS
hergestellt werden. Allerdings deuten die Ergebnisse an, dass eine negative
zytoplasmatische TIMP1-Expression (sowohl in Tumorgewebe als auch in normalem
Urothel) mit einer besseren krebsspezifischen Uberlebenswahrscheinlichkeit
einhergehen kénnte (p=0,164 bzw. p= 0,152) — insbesondere vor dem Hintergrund,
dass einige Studien TIMP1 bereits als brauchbaren prognostischen Marker

identifizieren konnten.

FGFR3: Insgesamt zeigt sich ein Anstieg immunhistochemischer zytoplasmatischer
FGFR3-Expression in Tumorgewebe im Vergleich zu normalem Urothel und zugleich
einen Zugewinn an zytoplasmatischer Expressionsstarke. Es konnte ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen positiver membranarer FGFR3-Expression
(sowohl in normalem Urothel als auch in Tumorgewebe) und dem CSS hergestellt
werden, und zwar geht eine positive membranédre FGFR3-Expression sowohl in
normalem Urothel als auch in Tumorgewebe mit schlechterem CSS einher. Die
immunhistochemische FGFR3-Expression ist somit mdglicherweise ein brauchbarer
Marker, um den prognostischen Verlauf bei Patienten mit Urothelkarzinom der

Harnblase vorherzusagen.

Schlussfolgerung:

Diese Studie konnte eine statistisch signifikante negative Korrelation zwischen pT
(p= 0,0004), pN (p= 0,001), cM (p= 0,005), Resektionsstatus (p= 0,00005),
Lokalrezidiv (p< 0,001), Metastasenstatus (p<0,0001) und der krebsspezifischen
Uberlebenswahrscheinlichkeit nachweisen. AuRerdem zeigt sich ein statistisch
signifikanter Unterschied im krebsspezifischen Uberleben bei der Auswahl der

postoperativen Harnableitung (p=0,00004).
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Zudem zeigte die Studie, dass die immunhistochemische membranére y-Catenin-
Expression in normalem Urothel ein mdglicher Parameter sein konnte, um den
onkologischen Verlauf fiur Patienten mit Urothelkarzinom der Harnblase nach
radikaler Zystektomie vorherzusagen: eine negative membranare y-Catenin-
Expression geht demnach mit schlechterem CSS einher (p=0,001).

Als weiterer moglicher prognostischer  Faktor ist mdglicherweise die
immunhistochemische membranare FGFR3-Expression sowohl in normalem Urothel
als auch in Tumorgewebe geeignet: eine positive membranare Expression geht mit

schlechterem CCS einher (normales Urothel: p= 0,008, Tumorgewebe: p< 0,0001).
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