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3. Abkurzungsverzeichnis

and. Urs. Andere Ursache

Aqua bidest. Aqua bidestillata

ATCC American Type Culture Collection
Bsp. Beispiel

bzw. beziehungsweise

ca. circa

cDNA copy Deoxyribonucleic acid

CK14 Cytokeratin 14

CK17 Cytokeratin 17

CK19 Cytokeratin 19

CK20 Cytokeratin 20

CK5 Cytokeratin 5

Cl Chlorid

CLS Cell Line Service

Cp-Wert Crossing Point

CT Computertomographie

Ct-Wert Threshold Cycle

cTNM klinisches TNM-Stadium

CTx Chemotherapie

d.h. das heil3t

DNA Deoxyribonucleic acid

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate
DSMz Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
EAU European Association of Urology
EGF Epidermal Growth Factor

engl. englisch

et al. et alii

F Frauen

fam Fluoreszenzfarbstoff 6-FAM-phosphoramidit
G Grading

GO G von gap Ruhephase im Zellzyklus
GAPDH Gen der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
ggu. gegeniber
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HO Nullhypothese

H1 Alternativhypothese

HPA Health Protection Agency

HPRT1 Gen der Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 1
insg. insgesamt

K Template-Ausgangskonzentration

k kein (kPCA = kein Prostatakarzinom)

LA Lymphadenektomie

LDL Low Densitiy-Lipoprotein

LK Lymphknoten

M Manner

max. maximal

Mg Magnesium

min. mindest

mRNA messenger RNA Boten-RNA

MRT Magnetresonanztomographie

Na Natrium

neg negativ

oD Optische Dichte

0S Overall survival

p-Wert p von probability Uberschreitungswahrscheinlichkeit
PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells

PBS phosphate buffered saline

PCA Prostatakarzinom

PCR Polymerasekettenreaktion

pos. positiv

PSA Prostata-spezifisches Antigen

PSTI Pancreatic Secretory Trypsin Inhibitor

pTNM pathologische Klassifikation Tumor Node Metastasis
gPCR quantitative real-time Polymerasekettenreaktion

R Resektionsstatus

RFS Recurrence-free Survival

RNA Ribonucleic acid

RNase Ribonuklease

RNasin Ribonuclease Inhibitor

RT-PCR qualitative Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion
SPINK1 Serine Protease Inhibitor, Kazal Typ 1
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System. Systemisch

Taq Thermus aquaticus

TATI Tumor Associated Trypsin Inhibitor
TMPRSS2 Transmembrane Protease Serine 2
Todesf. Todesfalle

Tumorbed.  Tumorbedingt

UPK2 Uroplakin 2

v.a. vor allem

vic Fluoreszenzfarbstoff Patent von ABI keine Angaben

VS. versus

YWHAZ Gen des 3-Monooxygenase/Tryptophan 5-Monooxygenase-Aktivation

Protein zeta/delta

z.B. zum Beispiel

Verwendete Einheiten

°C Grad Celcius
a Jahr

bp Basenpaare
cm Zentimeter

Beschleunigung als Vielfaches der mittleren Erdbeschleunigung g

Gramm
m? Quadratmeter
mg Milligramm
min Minuten
ml Milliliter
mm Millimeter
ng Nanogramm
nm Nanometer
rpm revolutions per minute
sec Sekunden
Mg Mikrogramm
I Mikroliter
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4. Einleitung

4.1. Das Harnblasenkarzinom

4.1.1. Epidemiologie

Inzidenz und Mortalitat

Das Harnblasenkarzinom ist die zweithaufigste urologische Krebserkrankung in
Deutschland. GemalR den Krebsregisterdaten 2013 des Robert Koch Instituts gab es
2010 in Deutschland etwa 15.500 Neuerkrankungen an invasivem Harnblasenkarzi-
nom. Dies entspricht einer Inzidenz (altersstandardisierte Erkrankungsrate) von ca.
38/100.000 pro Jahr. Bei den Krebs-Neuerkrankungen liegt es damit bei den Man-
nern mit 4,5% an vierter Stelle und bei den Frauen mit 1,8% an vierzehnter Stelle [1].
Rund 5.500 Todesfalle sind jahrlich in Deutschland auf eine Erkrankung an invasi-
vem Harnblasenkarzinom zurlckzufihren, was einer Mortalitat (altersstandardisierte
Sterberate) von ca. 8/100.000 pro Jahr entspricht [1].

Manner
0.0% 5.0% 10.0% 15.0% 20.0% 25.0% 30.0% 35.0%

Prostata . . . . .

Lunge!

Darm

Harnblase]

Malignes Melanom der Haut|
Mundhéle und Rachen
Magen

Niere
Non-Hodgkin-Lymphome
Bauchspicheldrise
Leuk@mien

Leber

Speiserdhre

zentrales Nervensystem

Hoden

Abbildung 4.1: Krebsneuerkrankungen Manner 2010 [1]

15



Frauen
0.0% 50%  10.0% 15.0% 20.0% 25.0% 30.0% 35.0%

Brustdrise:

Darm

Lungejii

Gebarmutterkdrpernsiiiy

Malignes Melanom der Haut
Bauchspeicheldrise

Eierstocke

Non-Hodgkin-Lymphome

Magen

Nierefiin
Leuk@miensid
Gebarmutterhalsia
Schilddrisesss
Harnblase:_

Mundhéle und Racheniid

Abbildung 4.2: Krebsneuerkrankungen Frauen 2010 [1]

Alters- und Geschlechtsunterschiede

Das mittlere Erkrankungsalter von Mannern liegt bei 73, das von Frauen bei 78 Jah-
ren [1]. Die Erkrankungsrate steigt mit dem Alter. So liegt die Inzidenz beispielsweise
mit 40 Jahren bei ca. 3/100.000, mit 80 Jahren hingegen bei 250 Neuerkrankun-
gen/100.000 [2]. Circa 73% der Erkrankten sind Manner. Als Erklarung hierfur gilt,
dass Manner lange Zeit mehr Kontakt zu Risikofaktoren wie Nikotin und beruflicher
Schadstoffexposition hatten (siehe Kapitel Athiologie und Pathogenese) [1]. Auch die
unterschiedlichen Ostrogen- und Androgenlevel spielen eine Rolle bei der Entste-
hung des Harnblasenkarzinoms. So scheint z.B. Ostrogen ein protektiver Faktor zu
sein [3, 4].

Entwicklung

Die Zahl der Neuerkrankungen ist derzeit steigend. Dies liegt an dem zunehmend
groReren Anteil alterer Menschen in unserer Gesellschaft und der mit dem Alter stei-
genden Inzidenz des Harnblasenkarzinoms bezogen auf die rohe (nicht altersstan-

dardisierte) Erkrankungsrate [1].
4.1.2. Athiologie und Pathogenese

Rauchen
Rauchen ist der bedeutendste Risikofaktor fir das Harnblasenkarzinom [5]. Die Inzi-

denz des Harnblasenkarzinoms steigt signifikant mit der Zeitdauer des Zigaretten-
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konsums und der Anzahl an Zigaretten pro Tag. Ca. 50% der Harnblasenkarzinom-

falle sind auf das Rauchen zurtickzuflhren [6].

Berufliche Exposition

An zweiter Stelle der Risikofaktoren, steht die berufsbedingte Exposition gegentber
kanzerogenen Schadstoffen. Zu diesen Substanzen zahlen v.a. Aromatische Amine
(Arylamine) und Benzolderivate. Ihnen ausgesetzt sind oder waren besonders die
Berufsgruppen in der Metall-, Plastik-, Textil- und Lederverarbeitung, sowie Bergleu-
te, Kraftwagenfahrer, Tankwarte und Friseure. Obwohl aufgrund strenger Arbeitsauf-
lagen ricklaufig, sind durch die jahrzehntelange Latenzzeit auch in Westeuropa noch
immer 5-10% der Harnblasenkarzinome auf berufsbedingte Schadstoffexposition zu-

rickzuflhren [7, 8].

Weitere Risikofaktoren

In vielen Landern Asiens, Afrikas, Stidamerikas und der Karibik ist die Blasenbilhar-
ziose (Schistosomiasis) die Hauptursache fir Harnblasenkarzinome [9]. Auch einige
Medikamente wie das friihere Analgetikum Phenacetin und das Zytostatikum Cyclo-
phosphamid erhéhen dosisabhangig das Risiko flr Blasenkrebs [10, 11]. Reizzu-
stdnde wie sie bei einer lokalen Radiotherapie, bei chronischen Harnwegsinfekten
oder Dauerkatheter-Anwendung auftreten, kénnen ebenfalls einen Risikofaktor dar-

stellen, speziell fir die Entwicklung eines Plattenepithelkarzinoms [12-14].

Histologie des Harnblasenkarzinoms

Bei Uber 90% der Harnblasentumore handelt es sich histologisch um Urothelkarzi-
nome. Circa 5% der Harnblasenkarzinome entsprechen Plattenepithelkarzinomen
und 1-2% Adenokarzinomen. Bei einem noch kleineren Anteil handelt es sich um
andere Tumorentitdten, wie Sarkome, Phaochromozytome, Kleinzellige Karzinome

und Karzinoide [15].

4.1.3. Klassifikation des Harnblasenkarzinoms
Die Einteilung des Harnblasenkarzinoms erfolgt anhand der 7. Edition der TNM (Tu-

mor, Node, Metastasis) - Klassifikation der ,International Union Against Cancer von
2010.

17



TNM-Klassifikaion

pTNM

cTNM

Tx
TO
Ta

Tis

T1

T2
- T2a

- T2b

T3
- T3a

- T3b

T4
- T4a

- T4b

NO
N1
N2

N3

M
Mx
MO

M1

P = Pathologisch Tumorstadium ist histologisch bestimmt worden

Cc

Klinisch  Tumorstadium ist z.B. durch Bildgebung bestimmt worden

Tumorstadium

Tumor kann nicht bewertet werden
kein Hinweis fur Tumor
Nicht-invasives papillares Karzinom

= Carcinoma in situ,

nicht-invasives Karzinom, Tumor Uberschreitet nicht die Basalmembran

Tumor Uberschreitet Basalmembran, infiltriert subepitheliales Bindegewebe
(Lamina submucosa)

Tumor infiltriert die Muskelschicht (Lamina muscularis)

— Tumor infiltriert die oberfl. Muskelschicht (Innere Halfte der Lamina muscularis)

— Tumor infiltriert die tiefe Muskelschicht (AuRere Hélfte der Lamina muscularis)

Tumor infiltriert perivesikales Gewebe
— Tumor infiltriert perivesikales Gewebe mikroskopisch

— Tumor infiltriert perivesikales Gewebe makroskopisch

Tumor infiltriert perivesikale Organe/Strukturen
— Tumor infiltriert Prostata, Uterus oder Vagina

— Tumor infiltriert Beckenwand oder Bauchwand

Lymphknotenstadium

regionale Lymphknoten kénnen nicht bewertet werden

kein Hinweis auf regionale Lymphknotenmetastasen

solitdre LK-Metastase hypogastrisch, obturatorisch, extern iliakal, préasakral
multiple LK-Metastasen hypogastrisch, obturatorisch, extern iliakal, prasakral

Lymphknotenmetastasen entlang der Aa. iliacae communes

Metastasenstadium
Befunde zu Fernmetastasen kdénnen nicht bewertet werden
kein Hinweis auf Fernmetastasen

Fernmetastasen

Tabelle 4.1: TNM-Klassifikation des Harnblasenkarzinoms
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Einteilung Invasivitat

Nicht-invasive Tumore Ta, Tis
Invasive Tumore T1, T2, T3, T4
Nicht-muskelinvasive Tumore Ta, Tis, T1
Muskelinvasive Tumore T2, T3, T4
Organbegrenztes Harnblasenkarzinom Ta, Tis, T1, T2
Organiiberschreitendes Harnblasenkarzinom T3, T4

Tabelle 4.2: Einteilung Invasivitat des Harnblasenkarzinoms

Verteilung der Tumorstadien

Bei Erstdiagnose haben 70% der Patienten ein nicht-muskelinvasives und 30% ein
muskelinvasives Harnblasenkarzinom [16]. Bei 10-15% der Patienten bestehen bei
Erstdiagnose bereits Fernmetastasen [17]. Von den Patienten, die sich einer radika-
len Zystektomie unterziehen, haben etwa 60% einen organbegrenzten Tumor und
40% einen organuberschreitenden Tumor. Bei ca. 25% werden im Rahmen der Zys-
tektomie bereits Lymphknotenmetastasen festgestellt [18, 19]. Der Krankheitsverlauf
der Patienten legt jedoch die Vermutung nahe, dass bei etwa einem Drittel der Pati-
enten zum Zeitpunkt der Operation disseminierte Tumorzellen oder okkulte Mikrome-

tastasen vorliegen [20].

4.1.4. Diagnostik und praoperatives Staging
Die Informationen zu Symptomen, Diagnostik und Staging basieren auf den aktuellen

Leitlinien der European Association of Urology von 2012 und 2014 [16, 21, 22].

Symptome

Verlassliche Frihsymptome gibt es beim Harnblasenkarzinom nicht. Haufigstes
Symptom ist eine schmerzlose Hamaturie. Weitere Symptome kénnen Dysurie, ver-
mehrter Harndrang, erhéhte Miktionsfrequenz und Schmerzen in Unterbauch und
Becken sein. Schmerzen sowie Symptome einer Harnwegsobstruktion finden sich in

der Regel bei fortgeschrittenen Tumoren [16].

Diagnosestellung

Eine Raumforderung der Harnblase kann mittels Sonographie, Intravenéser Urogra-
phie, Computer- oder Magnetresonanztomographie detektiert werden. Raumforde-
rungen mussen jedoch immer histologisch abgeklart werden. Die Zystoskopie mit

Biopsie und histologischer Evaluation ist daher der Goldstandard zur Diagnostizie-
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rung des Harnblasenkarzinoms und wird bei Verdacht initial durchgefiihrt. Hierbei
wird eine transurethrale Resektion vorgenommen. Kleine Tumoren (<1cm) werden
dabei en Bloc entfernt, bei gro3eren Tumoren wird eine Probe zur genauen histolo-
gischen Bestimmung von Tumorstadium, Invasivitat, und Grading entnommen [16,
21].

Beurteilung von Tumorausdehnung und Lymphknoten

Zur praoperativen Beurteilung der lokalen Tumorausbreitung ist das MRT mit seinem
hoheren Weichteilkontrast dem CT etwas Uberlegen. Realistisch ist es mittels CT
oder MRT ein Tumorstadium T3b oder héher zu detektieren [21, 23]. Pelvine Lymph-
knoten >8-9mm sowie abdominelle LK >10-11mm sollten sowohl im CT als auch

MRT als pathologisch vergréliert bewertet werden [24].

Detektion von Fernmetastasen

Routinemaliig werden zur Detektion von Fernmetastasen ein Rdntgen-Thorax
durchgeflhrt, sowie Transaminasen und alkalische Phosphatase Uberpriift. Bei Auf-
falligkeiten oder fortgeschrittenem histologischen Tumorstadium wird ein Abdomen-
und Thorax-CT zur Detektion von Leber- und Lungenmetastasen durchgefiihrt. Kno-
chen- und Hirnmetastasen sind bei Erstdiagnose selten und werden daher nur bei
konkretem Verdacht abgeklart [16, 21, 23].

Grenzen der Bildgebung

Sowohl Abdomen-CT als auch -MRT sind in ihrer Aussagekraft limitiert. Tumoren
und Metastasen sind erst ab einem gewissen Volumen detektierbar, hier besteht die
Gefahr eines therapierelevanten Understagings. Zudem sind postoperative oder tu-
morbedingte Entziindungsreaktionen in Tumorumgebung und Lymphknoten schwer
von malignen Raumforderungen zu unterscheiden. Dies fiihrt dazu, dass sowohl die
Sensitivitat als auch die Spezifitdt der Ergebnisse sehr variabel und oft niedrig ist [23,
25].

4.1.5. Therapie und Nachsorge
Die Informationen zu Therapiemdéglichkeiten und Nachsorge basieren auf den aktuel-

len Leitlinien der European Association of Urology von 2012 und 2014 zum Harnbla-
senkarzinom [16, 21, 22].

Radikale Zystektomie und Lymphadenektomie
Goldstandard beim muskelinvasiven Harnblasenkarzinom ist die radikale Zystekto-
mie mit Lymphadenektomie. Indikation hierfir sind in der Regel die Tumorstadien

T2a bis T4a und MO. Bei unglinstiger Risikokonstellation kann sie auch bei niedrige-
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rem, mit palliativem Ansatz auch bei hdherem Tumorstadium indiziert sein. Neben
der Harnblase werden dabei auch die angrenzenden Organe (Prostata und Samen-
blaschen oder Uterus und Adnexe), die distalen Ureter und das perivesikale Fettge-
webe mit den regionalen Lymphknoten entfernt [16, 21]. Das nétige Ausmaly der
Lymphadenektomie ist derzeit strittig. Die Entfernung von mindestens 10-15 Lymph-
knoten wirkt sich jedoch positiv sowohl auf die Evaluation des Lymphknotenstatus
als auch auf das Gesamtiberleben aus [26, 27]. In den letzten Jahren werden neben
der offenen Radikalen Zystektomie zunehmend auch roboter-assistierte laparoskopi-
sche Zystektomien durchgefihrt [28]. Zur Urinausleitung ist derzeit in den meisten
Zentren die orthotope Neoblase, ein kontinentes Pouchsystem aus Colon oder lleum
mit Anschluss an die Urethra, das Verfahren der Wahl [16, 21, 29].

Chemotherapie

Cisplatin-haltige Chemotherapiekombinationen sind die beim Harnblasenkarzinom
am Besten untersuchten Zytostatika mit gutem Ansprechen (Response-Raten von
40-50%) und sind daher First-Line-Therapieschema. Neoadjuvante Cisplatin-haltige
Chemotherapie-Kombinationen, kénnen das 5-Jahres Gesamtiberleben um 5-8%-
Punkte erhéhen. Die European Association of Urology empfiehlt in den aktuellen
Leitlinien von 2014 bei Patienten mit T2 bis T4a- und NO/MO- Stadium eine neoad-
juvante Chemotherapiekombination in Betracht zu ziehen [16, 21]. Patienten mit
Lymphknotenstatus N1 sollten eine adjuvante Chemotherapie angeboten bekommen
[21, 30, 31]. Vinflunide gelten als Second-Line-Chemotherapie [32]. Beim metasta-
sierten Harnblasenkarzinom liegt das mittlere Uberleben ohne Behandlung bei 3-6
Monaten [33]. Mit einer kombinierten Chemotherapie kann ein mittleres Uberleben

von 11-15,5 Monaten erreicht werden [21, 32].

Tumornachsorge

Bei 5-15% der Patienten kommt es zu einer lokalen pelvinen Tumorrekurrenz. Meis-
tens manifestiert sie sich in den ersten 24 Monaten, haufig sogar in den ersten 6
Monaten, nach Zystektomie. Bis zu 50 % entwickeln im Krankheitsverlauf Fernmeta-
stasen. Das Risiko fir beides steigt mit dem Tumorstadium und einem positiven
Lymphknoten-Status. [16, 21, 34]. Die allgemeinen Nachsorgeempfehlungen inner-
halb der ersten 5 Jahre nach Zystektomie beinhalten Laborkontrollen, Urinzytologie
sowie Thorax- und Abdomen- CT [21].

21



4.1.6. Prognose des Harnblasenkarzinoms

Uberlebensraten

Die absolute 5-Jahres Gesamtiiberlebensrate fur Patienten mit Harnblasenkarzinom
betragt fir Manner 47% und fir Frauen 41% [1]. Innerhalb des Patientenkollektivs
sinkt diese mit steigendem pT-Stadium. Fir Patienten mit organbegrenzten Tumoren
(<T3) liegt sie zwischen 68-74%, flr Patienten mit organtberschreitenden Tumoren
(=T3) zwischen 30-37%. Bei Lymphknoten-negativen Patienten betragt die 5-Jahres
Gesamtuberlebensrate 57-69%, bei Lymphknoten-positiven Patienten hingegen nur
noch 25-30% [18, 19]. Dabei zeigen Patienten mit pN1-Status noch einmal deutlich
bessere Uberlebensraten als Patienten mit pN2-3-Status [35, 36]. Patienten, die ei-
ner radikalen Zystektomie mit kurativer Zielsetzung zugeflihrt werden, haben je nach
Studie eine 5-Jahres Gesamtiberlebensrate zw. 58-66% [28, 34, 36]. Eine adjuvante
Chemotherapie kann das 5-Jahres Gesamtiberleben von Patienten mit organtber-
schreitenden Tumoren oder positivem Lymphknotenstatus von ca. 30 auf 45% anhe-
ben [31]. Beim Vorhandensein von Fernmetastasen (M1), wird selbst mit Chemothe-

rapie nur eine mittlere Uberlebenszeit von 10-15,5 Monaten erreicht [32, 33].
4.2. Metastasierung

4.2.1. Fernmetastasen beim Harnblasenkarzinom

Krankheitsprogress

Nur etwa 10-15% der Patienten mit Harnblasenkarzinom haben bereits bei Erstdiag-
nose Fernmetastasen. Jedoch Uber 30%, je nach Studie sogar bis zu 50% entwi-
ckeln diese im Verlauf ihrer Erkrankung [16, 17, 34]. Selbst bei Patienten mit nicht-
metastasierten, organbegrenzten Tumoren, negativem Lymphknotenstatus und radi-
kaler chirurgischer Therapie liegt die 5-Jahres Gesamtiberlebensrate derzeit unter
70% [18, 19, 34]. Die Ursache fur den Krankheitsprogress und die relativ schlechte
Prognose dieser Patienten ist wesentlich haufiger die Entwicklung von Fernmetasta-
sen als ein lokales Rezidiv [34]. Verantwortlich hierflr sind vermutlich disseminierte
Tumorzellen oder okkulte Mikrometastasen, die zum Zeitpunkt der Diagnose und

primaren Therapie bereits vorliegen jedoch nicht detektiert werden konnten [37-39].

Problematik der Therapieentscheidung

Bei Patienten mit Harnblasenkarzinom ist es immer noch sehr schwierig das Risiko
einer Entwicklung von Fernmetastasen oder eines Lokalrezidivs einzuschatzen. Hie-
raus ergibt sich die Schwierigkeit, das richtige Ausmal} der Therapie zu wahlen. Aus

diesem Grund wird weltweit nach neuen Verfahren und Markern gesucht, die Uber
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Tumorstadium, Lymphknotenstatus und Grading hinaus noch genauere prognosti-
sche Informationen liefern und somit die Therapieentscheidung unterstiitzen kénnen
[40].

4.2.2. Disseminierte Tumorzellen

Definition disseminierte Tumorzellen, Mikrometastasen, Metastasen

Disseminierte Tumorzellen sind definiert als einzelne Zellen oder kleine Zellcluster
bei denen noch keine extravaskulare Proliferation stattgefunden hat. Werden sie aus
peripherem Blut isoliert nennt man sie zirkulierende Tumorzellen. Werden sie nach
erfolgter Therapie detektiert, werden sie auch als ,minimal residual disease“ be-
zeichnet. Disseminierte Tumorzellen werden als Reprasentanten frihester Tu-
morstreuung betrachtet [41]. Mikrometastasen sind dagegen Zellaggregate zwischen
0,2 und 2mm mit extravaskularer Proliferation, die mikroskopisch nachgewiesen
werden kénnen, bildgebend jedoch nicht darzustellen sind. Sie werden auch als ,,0k-
kulte Metastasen“ bezeichnet [42]. Makrometastasen sind dementsprechend Aggre-
gate > 2mm, die histologisch bereits makroskopisch erkennbar sind und teilweise

durch bildgebende Verfahren nachzuweisen sind.

»tumor Cell Dormancy*

Einzelne vom Primartumor abgeléste Tumorzellen gelangen zunachst in den Lymph-
oder Blutstrom. Sie kénnen im Kapillarbett hangen bleiben, ins umliegende Gewebe
eindringen und dort Metastasen bilden oder jahrelang in einem inaktiven Stadium,
welches auch ,tumor cell dormancy“ genannt wird, Gberdauern. In Untersuchungen
zeigten die meisten der disseminierten Tumorzellen (95%) dieses inaktive (schlafen-
de) Verhalten, in dem weder Zellteilung noch Apoptose stattfindet. In diesem Ruhe-
zustand (GO-Phase) proliferieren die Tumorzellen nicht. Dies bedeutet jedoch auch,
dass sie einer Chemo- oder Strahlentherapie unter Umstanden nicht gut zuganglich
sind. Es ist zu beflrchten, dass diese Zellen zu einem spateren Zeitpunkt wieder zur
Proliferation aktiviert werden kénnen [43]. Einige Studien untermauern die obige
Theorie indem sie zeigen, dass disseminierte Tumorzellen im Knochenmark auch
viele Jahre nach Operation und Radio- oder Chemotherapie noch existieren kdnnen
und dass ihr Vorhandensein mit einem erhdhten Risiko flir Metastasenbildung ein-
hergeht [38].

Lokalisation von disseminierten Tumorzellen
Disseminierte Tumorzellen wurden bisher im Knochenmark, in Lymphknoten und im
peripheren Blut detektiert [41]. Es ist moglich, dass sich disseminierte Tumorzellen in

Geweben mit Filterfunktion, wie Lymphgewebe und Knochenmark besonders haufig
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verfangen [44]. Beim Mamma- und Prostatakarzinom finden sich auch Makrometa-
stasen vorwiegend im Knochenmark, dies gilt jedoch nicht flir das Harnblasenkarzi-
nom. Beim Harnblasenkarzinom machen Knochenmarksmetastasen einen wesent-
lich geringeren Anteil aus und andere Lokalisationen wie Lunge und Leber spielen
eine grolRere Rolle [40]. Trotzdem stellt sich die Frage, ob disseminierte Tumorzellen
im Knochenmark auch beim Harnblasenkarzinom eine relevante Aussagekraft be-

zlglich der allgemeinen Prognose besitzen.
4.2.3. Prognostische Relevanz von Disseminierten Tumorzellen

“Parallel Progression Model”

Das ,Parallel Progression Model“ vertritt die These, dass das Ablésen und Streuen
von Tumorzellen schon zu einem sehr viel friheren Zeitpunkt und in wesentlich nied-
rigeren Tumorstadien geschieht, als lange angenommen wurde. Die abgeldsten Tu-
morzellen entwickeln gemaR der Theorie ihr volles malignes Potential und die Fahig-
keit zur Metastasenbildung unabhangig vom Primartumor in der Ferne [40, 45]. Das
.Parallel Progression Model“ impliziert, dass zirkulierende und disseminierte Tumor-
zellen daher einen weiteren, vom Tumorstadium unabhangigen, prognostischen Fak-
tor darstellen [40, 45]. Klinische Befunde, die diese Theorie des ,Parallel Progression
Model“ bestarken, sind Metastasenbildung in frihen Tumorstadien (T1-2) beispiels-
weise beim Mammakarzinom sowie eine relative hohe Anzahl von ,Cancer of unk-
nown Primary“ (5-10% der Krebsdiagnosen in USA und Europa). Auch verschiedene
Studien zum Harnblasenkarzinom, in denen das Auftreten von disseminierten Tu-
morzellen nicht mit dem Tumorstadium korreliert, stiitzen diese Theorie [37, 40, 46,
47].

Bisherige Studienergebnisse

Eine prognostische Relevanz fiir disseminierte Tumorzellen im Knochenmark ist fir
das Mammakarzinom belegt, zu welchem es diesbezliglich auch die meisten Studien
und Daten gibt [38, 48]. Studien zum Melanom-, Brust- und Lungenkrebs zeigen,
dass hohe Zahlen disseminierter Tumorzellen mit verstarktem Krankheitsprogress
und niedrigeren Uberlebensraten assoziiert sind [38, 45]. Die Arbeitsgruppe um Retz
konnte 2011 zum ersten Mal auch flr das Harnblasenkarzinom zeigen, dass der
Nachweis von disseminierten Tumorzellen (mittels CK-20 RT-PCR) im Knochenmark
prognostisch signifikant ist, besonders bei Patienten mit NO-Status [37, 40]. Experi-
mentelle Studien mit in Mausmodelle injizierte Tumorzellen zeigen jedoch, dass nur
aus einem winzigen Teil (die Angaben schwanken hierzu je nach Studie von < 0,01-

0,05%) der zirkulierenden bzw. disseminierten Tumorzellen klinisch relevante Mak-
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rometastasen entstehen [43, 44]. Auch in Brustkrebs-Studien entwickelt die Mehrheit
der Patientinnen mit disseminierten Tumorzellen im Verlauf keine Fernmetastasen
[49].

Potential disseminierter Tumorzellen

Die Erkenntnisse Uber ,tumor cell dormancy®, die Theorie des ,Parallel Progression
Model“, die aufgefiihrten Studienergebnisse sowie eine Metaanalyse von Nawroth et
al. zu diesem Thema zeigen, dass disseminierte Tumorzellen im Knochenmark beim
Harnblasenkarzinom sehr wahrscheinlich einen unabhangigen, prognostischen Risi-
kofaktor darstellen. Die Detektion disseminierter Tumorzellen wird daher im Kklini-
schen Alltag immer mehr Bedeutung bekommen [50]. Dabei wird neben der reinen
Detektion der Tumorzellen auch die quantitative Ermittlung der Tumorzellen sowie
ihre detaillierte, molekularegenetische Charakterisierung eine Rolle spielen um ein-
schatzen zu kénnen, welche Patienten tatsachlich gefahrdet sind Metastasen zu

entwickeln [41].

4.2.4. Detektion von disseminierten Tumorzellen

Die Detektion von disseminierten Tumorzellen ist eine grol3e technische Herausfor-
derung. Die Immunzytochemie und Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion
sind die zwei wichtigsten Methoden, die in den letzten Jahren hierflir angewandt
wurden [41, 51].

Immunzytochemie

Bei dieser Methode wird das Proteinexpressionsmuster beurteilt [38]. Gewebsspezi-
fische Proteine (Markerproteine) werden hierfir mit markierten, monoklonalen Anti-
korpern sichtbar gemacht. Diese werden vom Ursprungsgewebe des Primartumors
und somit in der Regel vom Primartumor und den disseminierten Tumorzellen expri-
miert, nicht jedoch von den umgebenden Zellen. Durch ihre immunzytochemische
Markierung kann man die Tumorzellen von normalen Kérperzellen unterscheiden
und detektieren [41]. Allgemein variieren die Detektionsraten hierbei sehr stark. Sie
liegen bei Brustkrebspatientinnen zwischen 20-40 %, bei Prostatakarzinompatienten
zwischen 20-50% [52]. Ursache hierfir sind die vielen verschiedenen Antikdrper und
ihre unterschiedlichen Affinitdten, Sensitivitdten und Spezifitaten, sowie die unter-
schiedlichen Verfahren zur Visualisierung und Auswertung [38]. Ein weiterer Nachteil
ist, dass die Antikérper auch mit normalen Korperzellen kreuzreagieren und somit
falsch positive Ergebnisse produziert werden [53, 54]. Auch die quantitative Auswer-

tung stellt sich bei der Immunzytologischen Untersuchung schwierig dar [44].
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Molekulare Verfahren

Aus diesem Grund hat der molekulare Nachweis von disseminierten Tumorzellen
mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) seit den 1990 Jahren immer mehr an Be-
deutung gewonnen. Das Verfahren der Polymerasekettenreaktion basiert auf der
Amplifikation von Genabschnitten (Markergene), eine genaue Erlauterung des Ver-
fahrens findet sich im Abschnitt 5. Material und Methoden. Es wird hierbei mRNA von
Genabschnitten vervielfaltigt und nachgewiesen, die vom Ursprungsgewebe des
Primartumors, und in der Regel vom Primartumor und von disseminierten Tumorzel-
len produziert wird, nicht aber von den gesunden umgebenden Zellen. Der Nachweis
dieser mRNA in Geweben, wo diese normalerweise nicht vorkommt, bedeutet das
Vorhandensein von disseminierten Tumorzellen. Der Nachteil der PCR ist, dass bei
der Isolierung der mRNA die Zelle oder das verwendete Gewebe vollstandig solubi-
siert wird und man die Zellen anschlieend nicht mehr morphologisch beurteilen
kann [38]. Das Verfahren hat jedoch auch groRe Vorteile gegeniiber dem Immunzy-
tochemischen Proteinnachweis. Die molekularen Verfahren weisen eine wesentlich
hohere Sensitivitat auf, die bis zum Nachweis einzelner Tumorzellen reichen kann.
Des Weiteren kann die mRNA teilweise auch noch bei stark entdifferenzierten Tu-
morzellen nachgewiesen werden, wohingegen die Expression des Proteins selbst bei
diesen Tumorzellen oft nicht mehr nachgewiesen werden kann [53]. Eine Weiterent-
wicklung der qualitativen Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-
PCR) ist die quantitative real-time Polymerasekettenreaktion (QPCR). Hierbei kann
Uber kontinuierliche Messungen wahrend der Reaktion z.B. Uber einen Fluoreszenz-
farbstoff ein Rlckschluss auf die vormals vorhandene mRNA-Menge erfolgen. Es ist

eine quantitative Einschatzung der disseminierten Tumorzellen mdglich [55].

A, N

mRNA mit Expression
tumorspezifischer Gene

Gesunde Gewebeprobe Gewebeprobe mit Mikrometastase

Abbildung 4.3: Mikrobiologischer Nachweis von Mikrometastasen
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Limitierung beider Verfahren

Bei beiden Verfahren, der Immunhistochemie und der PCR, werden gewebsspezifi-
sche Marker (Protein oder mRNA) nachgewiesen, die vom Ursprungsgewebe des
Primartumors produziert werden. Haufig exprimieren die malignen Zellen Proteine
oder zumindest mRNA ihres Ursprungsgewebes weiter. Die Expression dieser
spezifischen Marker kann jedoch wahrend der Karzinogenese und Entdifferenzierung
der Tumorzellen auch géanzlich verloren gehen [53]. Dies bedeutet, dass manche
Tumorzellen aufgrund ihres veranderten Genexpressionsmusters vor allem bei Ver-
wendung eines einzelnen Markers nicht detektiert werden kénnen, was zu falsch

negativen Ergebnissen flhrt.

Zirkulierende Tumorzellen vs. Disseminierte Turmorzellen

Der Nachweis disseminierter Tumorzellen erfolgt meist in peripherem Blut, Kno-
chenmark oder regionalen Lymphknoten. Nur sehr wenige Studien haben bisher die
prognostische Aussagekraft von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark und
zirkulierenden Tumorzellen im peripheren Blut im selben Patientenkollektiv miteinan-
der verglichen. Bei Brustkrebspatientinnen in frihen Tumorstadien, lie3 sich fir die
Detektion von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark eine héhere prognosti-
sche Relevanz nachweisen als fir zirkulierende Tumorzellen im peripheren Blut [49].
Einige Studien geben an, dass die Detektionsraten im Knochenmark héher sind als
im peripheren Blut, da die Uberlebensbedingungen fir die Tumorzellen dort glinsti-
ger seien und/oder sich aufgrund der Filterfunktion des Knochenmarks dort mehr
Tumorzellen befinden. Sie empfehlen daher die Untersuchung im Knochenmark oder

in beiden Kompartimenten [47, 56].
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4.3. Molekularer Marker

Verschiedene molekulare Marker wurden bislang beim Harnblasenkarzinom zur De-
tektion von Tumorzellen untersucht. Zu den typischen epithel- bzw. urothelspezifi-
schen Markern zahlen die Cytokeratine, die Muzine sowie die Uroplakine [57]. Im
Folgenden werden die von uns in dieser Studie getesteten Marker vorgestellt. Bei
der Beschreibung der Marker wird auch auf die Eigenschaften, die Funktion und das
Vorkommen des Genprodukts (des Proteins) eingegangen. Gegenstand unserer Un-
tersuchungen war jedoch ausschlieldlich die Genexpression der Marker, d.h. der

Nachweis ihrer mRNA.
4.3.1. CK20

Charakterisierung von Cytokeratin 20

Cytokeratin 20 (CK20) ist der am haufigsten zur PCR-basierten Detektion von dis-
seminierten Tumorzellen eingesetzte Marker beim Harnblasenkarzinom [58]. Das
Protein CK20 gehdrt wie die anderen 19 Cytokeratine zu den Intermediarfilamenten.
Als Stlutzproteine sind sie eine Hauptkomponente des Zytoskeletts eukaryotischer
Zellen und tragen zur Stabilisierung der Zellstruktur und Zellform bei. Sie werden
vorwiegend in Epithelzellen exprimiert und liegen je nach Zelltyp und Differenzie-
rungsgrad in unterschiedlichen Anteilen vor [59, 60]. CK20 wird dabei relativ spezi-
fisch in sekretorisch und resorbtiv aktiven, sowie lumenwarts gerichteten Epithelien
[60] exprimiert. Bereits Anfang der 1990er Jahre, konnten Moll et al. immunhisto-
chemisch eine starke CK20-Proteinexpression in Gastrointestinalem Epithel, in den
Superfizialzellen des Urothels, den Merkelzellen der Haut und den Geschmacks-
knospen der Zunge nachweisen. Eine geringe Expression wurde auch in retikularen
Zellen des Thymus, in Gallenblasen- und Pankreasgangepithel, in Bronchialepithel
und in einer kleinen Subpopulation von Drisenzellen der Prostata gefunden. Auch
Malignome, die diesen Geweben entstammen, wie kolorektale Karzinome, Merkel-
zellkarzinome und Urothelkarzinome, sowie einige Pankreas- und Gallenblasenkar-
zinome, zeigten eine konstante CK20-Proteinexpression. Das Urothelkarzinom zeig-
te dabei eine stabile und einheitliche CK20-Proteinfarbung [60, 61]. Neben der Pro-
teinexpression wurde in den folgenden Jahren auch die Genexpression von CK20
untersucht. Die Untersuchungen mittels Reverse Transkriptase Polymeraseketten-
reaktion zeigten hierbei analog zu den immunhistochemischen Befunden eine kon-
stante CK20-Expression in gesundem gastrointestinalem Epithel und Urothel, sowie

in Kolorektalen Karzinomen und Urothelkarzinomen [47, 62, 63]. Zusammenfassend
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findet sich eine konstante Gen- und Proteinexpression von CK20 in normalem
Urothelgewebe sowie in Urothelkarzinomen und -metastasen. Zellen mesenchyma-
len Ursprungs exprimieren kein CK20. Es wurden konkret Blut und Knochenmark
mittels RT-PCR [59] sowie immunhistochemisch Muskel-, Nerven- und Gefa-
Rendothelzellen, Lymphknoten, Bindegewebe, Leber-, Nieren- und Pankreaspa-
renchym, Speicheldriisen- und Brustdrisengewebe und Gewebe des weiblichen Ge-
nitaltrakts negativ auf CK20 getestet [61]. Eine Einschrankung stellen hierbei jedoch
Granulozyten dar, die geringe Mengen an CK20-mRNA exprimieren kénnen, was
eine sogenannte Hintergrundstranskription bewirkt. Dies wurde bei Experimenten im
peripheren Blut und Knochenmark relevant. Jung et al. modifizierten daher die bis
dahin verwendete Methode noch einmal, indem sie die zu untersuchenden mononuk-
ledren Zellen dieser Medien Uber einen Ficoll-Gradienten von den Granulozyten
trennten [56, 64, 65].

Fur Kolon-, Magen- und Pankreaskarzinompatienten und Mammakarzinompatientin-
nen konnte bislang eine signifikant schlechtere Prognose bei PCR-Nachweis von

CK20-postiven Zellen in Blut oder Knochenmark nachgewiesen werden [56, 66, 67].

CK20 als Epithelmarker bei Patienten mit Harnblasenkarzinom

Bei Patienten mit Harnblasenkarzinom wurde CK20 erstmals 1999 von Fuijii et al.
und 2000 von Gudemann et al. in peripherem vendsen Blut getestet [68, 69]. Die
Studien von Fujii und Gudemann enthielten jedoch noch keine Nachsorgedaten, so-
dass keine Aussage Uber die prognostische Relevanz der Ergebnisse getroffen wer-
den konnte. In den letzten 10 Jahren wurden einige Studien durchgefiihrt, die CK20
mittels qualitativer oder quantitativer PCR in peripherem Blut, Knochenmark und
auch in regionalen Lymphknoten untersuchten. Die meisten Studien gibt es dabei zu
zirkulierenden Tumorzellen im peripherem Blut [37, 70]. Die Mehrheit der Studien
sowie Reviews und Metaanalysen bewerten CK20 als potentiell geeigneten Marker,
zusatzlich zu den klassischen Prognosefaktoren [37, 46, 47, 50, 58, 71]. Die beiden
Reviews Uber CK20-gestitze Detektion von Tumorzellen im peripheren Blut [58]
bzw. Lymphknoten [71] bemangelten jedoch die dirftige Datenlage Uber die prog-
nostische Aussagekraft CK20-positiver Zellen im peripheren Blut bzw. Lymphknoten.
Sie forderten weitere Studien, die die Korrelation dieser Ergebnisse mit dem Krank-
heitsverlauf bzw. den Uberlebensraten der Patienten untersuchen. 2012 wurden
diesbezlglich zwei Studien verdffentlicht. Gazquez et al. konnten hierbei einen kla-
ren Trend zu schlechteren Tumorspezifischen- und Rezidivfreien Uberlebensraten
bei Patienten mit CK20-positiven Lymphknoten im Vergleich zu Patienten mit CK20—
negativen Lymphknoten aufzeigen [72]. Marin-Aguilera et al. konnten hingegen flr

CK20-positive Zellen im peripheren Blut keine prognostische oder diagnostische Re-
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levanz nachweisen. Sie hatten peripher vendses Blut von Blasenkarzinompatienten
zu mehreren Zeitpunkten nach Zystektomie untersucht und nach einer Korrelation
mit dem Auftreten von Fernmetastasen geschaut [73]. 2001 wurde CK20 erstmals
als Marker fUr epitheliale Tumorzellen im Knochenmark von Blasenkarzinompatien-
ten getestet. Retz et al. untersuchten hierfiir 20 Knochenmarksproben und 20 Blut-
proben von Blasenkarzinompatienten mittels CK20-spezifischer RT-PCR. Sieben der
20 Knochenmarksproben (35%) und zwei der peripheren Blutproben waren dabei
CK20-positiv. Die Blutproben der gesunden Probanden waren samtlich CK20-
negativ. Die CK20-Detektionsrate im Knochenmark der Blasenkarzinompatienten
war unabhangig von den vorliegenden Tumorstadien [47]. 2011 verdffentlichten Retz
und Rotering eine Studie Uber den Einfluss von CK20 positiven Tumorzellen im Kno-
chenmark von Patienten mit Harnblasenkarzinom auf Krankheitsverlauf und Uberle-
bensraten. Sie beobachteten 51 Patienten nach Zystektomie und verglichen die 5-
und 7- Jahres Uberlebensraten der Patienten mit und ohne CK-20 positiver Zellen im
Knochenmark. Das Vorhandensein von CK20 positiven Zellen erwies sich fir alle
drei Endpunkte, Rezidivfreies Uberleben, Tumorspezifisches Uberleben und Ge-
samtliberleben, als ein vom Tumorstadium unabhangiger, signifikanter prognosti-
scher Marker [37]. Die Ergebnisse von Retz und Rotering gilt es zunachst in einer
groReren Patientenkohorte zu bestatigen. Bereits in dem Artikel von Retz und Rote-
ring wird auf den Nachteil der damals verwendeten qualitativen PCR hingewiesen. In
Zukunft sei eine quantitative real-time PCR anzustreben, die einen Rickschluss auf
die Menge an disseminierten Tumorzellen oder zumindest die Menge des Markers
im Knochenmark erlaubt [37, 40].

4.3.2. Weitere Marker

CK14

Cytokeratin 14 gehoért ebenfalls zur Familie der Cytokeratine. Man weil3 jedoch deut-
lich weniger Uber seine Funktion, unter anderem weil CK14 Knock-out Mause sofort
postnatal versterben. CK14 wird zusammen mit CK5 in der mitotisch aktiven Basal-
schicht von mehrschichtigen Epithelien exprimiert. Die beiden Cytokeratine dienen
zum Einen der Aufrechterhaltung der Zellform. CK14 und CK5 modulieren aber vor
allem die Zelldifferenzierung und induzieren bzw. erhalten die Proliferationsfahigkeit
der Basalzellen. Es ist belegt, dass eine CK14-Downregulierung zu verminderter
Tumorgenese filhrt [74]. Immunhistochemisch konnte gezeigt werden, dass daflr
nahezu alle Plattenepithelkarzinome erhéhte Level an CK14 (und CK5) exprimieren.
Hierzu zahlen die Plattenepithelkarzinome von Osophagus, Kopf/Hals, Lunge, Cer-

vix, Genitale. Die CK14-Expression von allen anderen Tumorarten wie z.B. Adeno-
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karzinomen ist deutlich geringer bzw. nicht vorhanden. Auch das Urothelkarzinom
wies immunhistochemisch nur in etwa 20% der Falle eine CK14-Expression auf [74-
76]. Volmer et al. konnten jedoch zeigen, dass CK14-positive Harnblasenkarzinome
mit einem sehr niedrigen Differenzierungsgrad und einer schlechten Prognose ein-
hergehen verglichen mit CK14-negativen Harnblasenkarzinomen [77]. Der Nachweis
disseminierter Tumorzellen bei Patienten mit Harnblasenkarzinom mittels CK14 wur-

de bislang nicht untersucht.

CK17

Wir testeten noch einen weiteren Marker aus der Cytokeratin-Familie, das Cytokera-
tin 17. Das CK17-Protein wird lediglich von den Basalzellen komplexer Epithelien
exprimiert. Hierzu zahlen myoepitheliale Drisenepithelzellen, Urothel und mehrreihi-
ges Epithel des Respirationstrakts [78]. Aufgrund der topographischen Besonder-
heiten wird vermutet, dass CK17 in bestimmten epithelialen Stammzellen Einfluss
auf deren Differenzierung zu komplexen Epithelien hat [79]. Des Weiteren spielt
CK17 wahrscheinlich bei der Bildung und Anordnung der Hautanhangsgebilde
(Haare, Nagel, Drisen) eine Rolle [80]. Einige Tumorentitaten weisen eine CK17-
Expression auf, hierzu zdhlen das Mamma-, Cervix-, Colon-, Magen- und Urothel-
karzinom, sowie das orale Plattenepithelkarzinom. Beim Mamma- und Magenkarzi-
nom erwies sich der immunhistochemische Nachweis von CK17 bereits als prognos-
tisch relevant [81-85]. Guelstein et al. konnten 1993 in allen von ihnen untersuchten
Urothelkarzinomproben CK17 immunhistochemisch nachweisen. Die CK17-
Expression stieg dabei zunachst mit Entdifferenzierung der Tumorzellen an. Sehr
stark entdifferenzierte Tumore, G3- und aplastische Urothelkarzinome, hatten jedoch
wiederum eine sehr variable und teilweise stark reduzierte CK17-Expression [86]. He
et al. identifizierten 2009 ein hoch kanzerogenes Zellkompartiment innerhalb des
Urothelkarzinoms. Die Zellen dort dahnelten benignen basalen Urothelstammzellen
und exprimierten wie diese unter anderem auch CK17 [87]. Zur Detektion dissemi-
nierter Tumorzellen bei Patienten mit Harnblasenkarzinom wurde CK17 bislang nicht

verwendet.

UPK2

Uroplakin 2 (UPK2) ist nach CK20 der am zweithaufigsten untersuchte Marker und
hat eine hohe Sensitivitat und Spezifitat [58]. Uroplakine stellen die vier wichtigsten
Transmembranproteine (UPK 1a, 1b, 2 und 3) der ,Asymmetric Unit Membrane® dar.
Diese bildet mit den Deckzellen die oberflachlichste Schicht des Urothels und unter-
stitzt dessen Dehnungsvermégen und Festigkeit [88]. Die Uroplakinexpression ist

sehr spezifisch flur das Urothel und seine Neoplasien. Anders als die anderen Ur-
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oplakine, ist die Expression von UPK2 gewebsspezifisch auf das Urothel begrenzt.
Auch wahrend der Differenzierung von Tumoren bleibt die UPK2-Genexpression in
der Regel erhalten [71, 89]. UPK2 ist daher in den letzten Jahren Gegenstand vieler
Studien zum Blasenkarzinom gewesen und erwies sich darin als gut geeigneter
epithelialer Marker zur Detektion von disseminierten Blasentumorzellen [90]. 2003
gelang es Yuasa et al. und Osman et al. mit Hilfe der RT-PCR Technik disseminierte
Blasentumorzellen anhand von UPK2- Expression im peripheren Blut nachzuweisen
[91, 92]. Copp et al. konnten wenig spater erstmals eine deutlich schlechtere pro-
gressionsfreien Uberlebenszeit bei Blasenkarzinompatienten mit UPK2-positiven
Lymphknoten im Vergleich zur UPK2-negativen Patientengruppen nachweisen [93].
UPK2 positive Zellen in Lymphknoten haben sich auch in einer Multivariantanalyse
als signifikanter Prognosefaktor flr Krankheitsrekurrenz herausgestellt [71]. Fur
UPK2-positive Zellen im Blut konnten Marin-Aguilera et al. jedoch bezogen auf die
Entwicklung von Fernmetastasen analog zu CK20 keine prognostische Signifikanz
feststellen [73]. Studien, die UPK2 zur Detektion disseminierter Zellen im Knochen-

mark getestet haben, sind bislang keine erschienen.

SPINK1

Der ,Serine Protease Inhibitor, Kazal Typ 1“ (SPINK1), ist auch unter den Bezeich-
nungen ,Pancreatic Secretory Trypsin Inhibitor® (PSTI) oder ,Tumor-Associated
Trypsin Inhibitor (TATI) bekannt. Als Trypsin-Inhibitor ist seine Funktion die vorzeiti-
ge Trypsin-katalysierte Aktivierung von Pankreas-Proenzymen zu verhindern und
wird in groflen Mengen im Pankreas exprimiert. SPINK1 ist jedoch auch an inflamm-
atorischen Prozessen und der Tumorgenese beteilgt und wird in diversen Tumorenti-
taten Uber- oder unterexprimiert. Auffallig ist dabei, dass bei einigen Tumorentitaten
wie dem Ovarial-, Prostata- und Colorektalen Karzinom eine Uberexpression mit ei-
nem unginstigen Krankheitsverlauf assoziiert ist, hingegen beim Harnblasen- und
Magenkarzinom eine verminderte SPINK1- Expression mit einer schlechten Progno-
se einhergeht. Dies lasst darauf schlieRen, dass v.a. ein Ungleichgewicht zwischen
Trypsin und SPINK1 eine Rolle bei der Tumorprogression spielt. Bei einer Uberex-
pression kann SPINK1 durch seine dem Epidermal Growth Factor (EGF) ahnelnde
Struktur dessen Rezeptor und somit Wachstum stimulieren [94]. SPINK1 regt des
Weiteren die Zellmigration an und fihrt hierber zu Tumorinvasion und -
dissemination [95]. Eine Unterexpression von SPINK1 fiihrt zu einem Uberwiegen
von Trypsin. Trypsin aktiviert wiederum Matrix-Metalloproteinasen und Kollagenasen,
was ebenso zu Tumorinvasion und -progression flhrt [94, 96]. 2006 untersuchten
Hotakainen et al. die SPINK1-Genexpression in 10 gesunden Urothel- und 28 Bla-

senkarzinomproben mittels RT-PCR. In allen benignen Urothelproben sowie den pTa
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und pT1-Tumoren wurde SPINK1-mRNA detektiert. Von den finf muskelinvasiven
Tumorspezimen war nur eines SPINK1-positiv [96]. Eine spatere Studie, die SPINK1
immunhistochemisch untersucht hatte, beschrieb analog eine starke SPINK1-
Proteinexpression in allen Urothelproben. 71% der Tumorspezimen und 90% der un-
tersuchten Lymphknotenmetastasen zeigten jedoch auch hier eine verminderte oder
keine SPINK1-Proteinexpression [97]. In beiden Studien und auch bei Rink et al. kor-
reliert der Verlust oder die Verminderung der SPINK1 Protein- oder Genexpression
mit einem aggressiveren Tumorverhalten und kirzeren Rezidivfreien-
Uberlebenszeiten. Dies stellte allerdings in allen drei Studien keinen von den klassi-
schen Prognosefaktoren unabhangigen Faktor dar [96-98]. Zur Detektion von disse-
minierten Tumorzellen wurde SPINK1 bislang nicht herangezogen. Bei der Auswahl
des Markers fiir unsere Studie nahmen wir in Kauf, dass ein nicht unbedeutender
Anteil der disseminierten Tumorzellen unter Umstédnden keine SPINK1-mRNA ex-

primiert.

TMPRSS2

Die ,Transmembrane Protease Serine 2 (TMPRSS2) ist wie der Name sagt eine
transmembrane Serinprotease. Durch ihre Lage und Struktur dient sie vermutlich als
Signaltbermittler fir spezifische Liganten, die extrazellular an ihren Rezeptor binden.
Ihre Expression ist androgenabhangig reguliert [99]. Mittels Northern Blot wurde eine
Expression von TMPRSS2-mRNA in humanem intestinalem Epithel, Prostatadri-
senepithel sowie Speicheldrisenepithel detektiert. Im Mausmodell wurde zusatzlich
noch TMPRSS2-mRNA im Urothel und Epithel des Respirationstrakts nachgewiesen.
Die Expression wurde als konstant beschrieben [100]. Bei der Untersuchung von
benignem hyperplastischen Prostatagewebe und Prostatakarzinomgewebe fiel auf,
dass die Karzinomzellen héhere Level an TMPRSS2 exprimierten. Dies galt insbe-
sondere flr stark entdifferenzierte und untherapierte Prostatakarzinome [99, 101]. Bi
et al. untersuchten 2010 die TMPRSS2-Expression von Prostatakarzinomen mittels
gPCR. Es bestand dabei eine signifikante Assoziation zwischen einer hohen
TMPRSS2-Expression auf der einen und fortgeschrittenen, aggressiven Prostatakar-
zinomen mit niedrigen Uberlebensraten auf der anderen Seite. TMPRSS2 wurde da-
her als neuer prognostischer Marker flr das Prostatakarzinom vorgeschlagen [102].
Als Marker beim Harnblasenkarzinom wurde TMPRSS2 bislang weder zur Untersu-
chung von Primartumoren noch zur Detektion von disseminierten Tumorzellen ver-

wendet.
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4.4. Fragestellung der Arbeit

Aktueller Standpunkt

Tumorstadium, Lymphknotenstatus und GefaRinvasion sind bislang die einzigen un-
abhangigen und klinisch angewandten Prognosemarker beim nichtmetastasierten
Harnblasenkarzinom [103, 104]. Die jingsten Entwicklungen erlauben uns mittlerwei-
le die Detektion von disseminierten Tumorzellen, Jahre bevor Fernmetastasen auf-
treten und die Krankheit damit in ein unheilbares Stadium Ubergeht. Man hofft, diese
Informationen zuklnftig zusatzlich zu den bisherigen Prognoseparametern nutzen zu
kénnen, um das individuelle Risiko und die individuelle Prognose eines Patienten
besser einschatzen und klinisches Understaging und Untertherapieren vermeiden zu
kénnen [38, 58].

Ziel dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es bei Patienten mit lokal infiltriertem Harnblasenkarzinom zum
Zeitpunkt der primaren Therapie, d.h. Zystektomie und Lymphadenektomie, dissemi-
nierte Tumorzellen im Knochenmark mittels einer quantitativen real-time PCR
(9PCR) nachzuweisen. Hierzu wurden die Knochenmarksproben von 117 Patienten
auf den Expressionsstatus der molekularen Marker CK20, CK14, CK17, UPK2,
SPINK1 und TMPRSS2 untersucht. AnschlielRend wurden die Rezidivfreien-, und die
Gesamtiberlebensraten von Marker-positiven und Marker-negativen Patienten mit-
einander verglichen. Es soll untersucht werden, ob der Nachweis von disseminierten
Tumorzellen bzw. der Nachweis eines Markers einen unabhangigen Prognosefaktor

darstellt.

Arbeitshypothese
* Nullhypothese HO: Es besteht beziiglich der Uberlebensraten kein Unter-
schied zwischen der Marker-positiven und den Marker-negativen Gruppe
« Alternativhypothese H1: Es besteht beziglich der Uberlebensraten ein Un-
terschied zwischen der Marker-positiven und den Marker-negativen Gruppe.
Die Alternativhypothese entsprach unserer Arbeitshypothese. Nullhypothese und Al-

ternativhypothese galten fiur jeden einzelnen Marker in gleicher Form.

Erkenntnisgewinn gegeniiber friiheren Arbeiten

In dieser Studie versuchten wir, die Ergebnisse von Retz und Rotering fir CK20 in
einem groReren Patientenkollektiv zu reproduzieren und zu bestéatigen. Methodisch
wurde jedoch statt einer qualitativen eine quantitative PCR angewendet. Damit ver-

wendeten wir ein sensitiveres Verfahren, welches uns zusatzlich differenziertere In-
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formationen lieferte. AuRerdem wurde die Expression eines Multi-Marker Panels ge-
testet, wobei neben zwei etablierten Markern auch vier zusatzliche molekulare Mar-
ker eingeschlossen wurden, die in diesem Kontext bislang noch nicht untersucht

worden sind.

Ausblick fiir den klinischen Alltag

Langfristiges Ziel ware die Einflhrung und Etablierung einer molekularen Analyse in
der klinischen Routinediagnostik. Disseminierte Tumorzellen und Mikrometastasen
kénnten so im Idealfall friihzeitig, bevor sie durch bildgebende Verfahren detektierbar
sind, erkannt werden. Falls diese sich als prognostisch relevant erweisen, kdnnte
diese Information herangezogen werden um die Notwendigkeit und den Nutzen einer
adjuvanten Therapie zur Pravention von Fernmetastasen einzuschatzen [38, 58]. Es
ware naturlich in klinischen Studien zu testen, ob eine rechtzeitige adjuvante syste-
mische Therapie bei Marker-positiven Patienten tatsachlich eine Heilung oder Le-
bensverlangerung erzielen kann. Da Radio- und Chemotherapie unter Umstanden
keine geeigneten Therapien gegen disseminierte Tumorzellen sind, ist auch die

Wirksamkeit anderer Therapieansatze z.B. mit Antikbrpern zu untersuchen.
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5. Material und Methoden

5.1. Vorversuche

5.1.1. Referenzgene

Ermittlung passender Referenzgene

Bei Referenzgenen (Housekeeping Genes) handelt es sich im Gegensatz zu den
Markergenen um Gene, die von jeder Zelle unabhangig vom Zellstadium und
auBeren Einflissen gleichmalig exprimiert werden. Diese Referenzgene dienten
uns bei der Auswertung aller gPCR-Ergebnisse als Referenzwert. Neben den sechs
Markergenen CK14, CK17, CK20, UPK2, SPINK1 und TMPRSS2 wurden daher in
jedem qPCR-Durchgang immer auch die folgenden Referenzgene YWHAZ, GAPDH
und HPRT1 getestet. YWHAZ kodiert das 3-Monooxygenase/Tryptophan 5-
Monooxygenase-Activation Protein zeta/delta. Dies ist eine bei allen eukaryotischen
Zellen vorkommende hochkonservierte Aminosauresequenz und spielt bei vielen zel-
luldaren Vorgangen eine Rolle, beispielsweise bei der Signaltransduktion [80]. Das
GAPDH-Gen kodiert die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase. Sie katalysiert
bei der Glykolyse die Umwandlung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu 1,3-
Bisphosphoglycerat und ist fir alle eukaryotischen Zellen essentiell. Das HPRT1-
Gen kodiert die Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 1 ein Enzym im Pu-
rinstoffwechsel eukaryotischer Zellen. Sie kathalysiert durch die Ubertragung eines
Phosphoribosylrests auf die Purinbasen Adenin, Hypoxanthin, Xanthin und Guanin

die Bildung von Nukleotiden.

Expressionsstabilitat

Es ist wichtig Referenzgene zu verwenden, deren Ergebnisse eine moglichst geringe
Variabilitat zeigen. Hierflr analysierten wir mithilfe der “Bioinformatic GeNorm Ana-
lyse Software” die Expressionsstabilitdt der Referenzgene. Eine hohe Genexpres-
sionsstabilitat wird dabei durch einen niedrigen M-Wert (m-value) ausgedrickt. Der
M-Wert stellt die durchschnittliche Abweichung der Ergebnisse eines Referenzgens
dar und sollte < 0,5 betragen. Die M-Werte lagen fir YWHAZ bei 0,5075, fir GAPDH
bei 0,4103 und fir HPRT1 bei 0,4023.

Marker-Referenzgen-Kombinationen
Bei der Auswahl passender Referenzgene ist es wichtig, dass sich die Polymer-

asekettenreaktionen der Referenzgene und die der Marker, wenn sie parallel im
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gleichen Reaktionsgemisch stattfinden, nicht behindern. Durch eine vergleichende
Analyse ermittelten wir glinstige Marker-Referenzgen-Kombinationen. Hierfir wurde
mit den einzelnen Markern und den einzelnen Referenzgenen jeweils separat eine
gPCR durchgefiihrt (Mono-qPCR). Anschlieliend wurde eine qPCR durchgeflihrt, bei
der im gleichen Reaktionsgemisch jeweils ein Marker und ein Referenzgen kombi-
niert getestet wurden (Dual-qPCR). Als cDNA wurden dabei jeweils 5ng cDNA der
Blasenkarzinom-Zelllinie 647V eingesetzt. Nur wenn die Ergebnisse der Mono- und
der Dual-gPCR-Durchgange flir den Marker und das Referenzgen kaum von
einander abwichen, war die Kombination geeignet. Folgende Marker-Referenzgen-
Kombinationen stellten sich hierbei als glinstig heraus:

* CK14 - YWHAZ

e CK17 - GAPDH

* UPK2 - HPRT1

Primer-Limitierung

Zur Primer-Limitierung werden die Referenzgen-Primer in wesentlich geringeren
Konzentrationen eingesetzt als die Marker-Primer. Hierdurch wird die Amplifikation
des Referenzgens reduziert und die Reaktionsreagenzien (beispielsweise Tag-
Polymerase und dNTP’s) stehen in ausreichender Menge flr die Amplifikation des in
viel geringeren Mengen vorkommenden Marker-Templates zur Verfigung. Dieses
Prinzip wurde von uns sowohl in den Vorversuchen, als auch in den gqPCR-

Durchgangen mit den Patientenproben angewendet.

5.1.2. Versuche auf Blasenkarzinomzelllinien

Die sechs Marker CK20, CK14, CK17, UPK2, SPINK1 und TMPRSS2 wurden zu-
nachst mittels gPCR auf den 17 unten aufgeflihrten Blasenkarzinom-Zelllinien getes-
tet. Dieser Versuch wurde von meiner Kollegin Kathrin Rathgeber durchgefihrt. Die
gPCR entspricht dem im Kapitel 2.3.5 Polymerasekettenreaktion aufgeflihrten Proto-
koll.
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Humane Blasenkarzinomzelllinien

Zelllinie

S.D.

VmCub1

MCHU4

639V

UuMucC3

BFTC905

UMUC6

SW1710

EJ28

486P

253J

J82

RT4

RT112

T24

H1376

647V

Spezies

human

human

human

human

human

human

human

human

human

human

human

human

human

human

human

human

human

Tumorgewebe

Urothelkarzinom

Urothelkarzinom

Urothelkarzinom

Urothelkarzinom

Urothelkarzinom

Urothelkarzinom

Urothelkarzinom

Urothelkarzinom

Urothelkarzinom

Urothelkarzinom

Urothelkarzinom

Urothelkarzinom

Priméartumor

Priméartumor

Priméartumor

Primartumor

Priméartumor

Primartumor

Priméartumor

Primartumor

Priméartumor

Lymphknoten-Metastase

Metastase

Primartumor

Urothelpapillom Primartumor

Urothelkarzinom

Urothelkarzinom

Urothelkarzinom

Urothelkarzinom

Priméartumor

Priméartumor

Priméartumor

Priméartumor

Herkunft

Prof. W. Schulz

DSMZz: ACC-400

Prof. W. Schulz

Prof. W. Schulz

ATCC: CRL-1749

DSMz: ACC-361

HPA Catalogue No.
08090503

DSMZ: ACC-426

CLS

Prof. G. Unteregger

Prof. G. Unteregger

ATCC: HTB-1

DSMZ: ACC-412

ATCC: HTB-2

DSMZ: ACC-418

DSMz: ACC-376

ATCC: HTB-4

DSMz: ACC-397

ATCC: CRL-1472

DSMZ: ACC-414

Tabelle 5.1: Humane Blasenkarzinomzelllinien
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5.1.3. Sensitivitat

Zur Bestimmung der Sensitivitat unserer gPCR wurde eine absolute Quantifizierung
und eine Zellverdinnungsreihe durchgefihrt. Auch diese beiden Versuche wurden
von meiner Kollegin Kathrin Rathgeber durchgeflihrt und sind ausfihrlich in ihrer
Dissertation ,Detektion disseminierter Tumorzellen in Lymphknoten von Patienten
mit invasivem Harnblasenkarzinom im Rahmen der operativen Therapie mittels radi-
kaler Zystektomie und Lymphadenektomie® beschrieben. Die durchgefihrte qPCR
entspricht ebenfalls dem im Kapitel 2.3.5 Polymerasekettenreaktion aufgefiihrten
Protokoll.

Absolute Quantifizierung

Bei der absoluten Quantifizierung wird gepruft, wieviele Kopien der von uns gesuch-
ten Sequenz im qPCR-Mix (20ul) vorliegen missen, um nachgewiesen werden zu
kénnen. Die in der gPCR zu amplifizierenden Sequenzen unserer Markergene und
Referenzgene wurden hierflr kloniert. In einer 10-er Potenzreihe wurden dann O, 1,
10, 100, 1.000, 10.000 oder 100.000 Plasmidkopien in die gPCR eingesetzt. Insge-
samt wurde die absolute Quantifizierung zweimal durchgefuhrt. Nachweisgrenze war
die kleinste Plasmidanzahl, die in beiden gPCR-Durchgangen nachgewiesen werden
konnte. Mit der absoluten Quantifizierung wurde eine weltweit reproduzierbare Stan-
dardisierung dieser qPCR vorgenommen. Die Ergebnisse kénnen dabei einer exak-

ten Anzahl an Plasmidkopien zugeordnet werden.

Zellverdiinnungsreihen

Im Gegensatz zur absoluten Quantifizierung kann bei einer Zellverdinnungsreihe
prinzipiell nicht auf eine genaue Anzahl an vorhandenen Templates geschlossen
werden. Die Expressionsrate der Marker in den einzelnen Blasenkarzinomzelllinien
ist nicht bekannt und schwankt zwischen den einzelnen Zelllinien. Die durch diese
Methode ermittelte Sensitivitat ist demnach von der verwendeten Blasenkarzinom-
zelllinie, in unserem Fall 647V, abhéangig. Die Zellverdinnungsreihen entsprechen
jedoch vom Versuchsaufbau wiederum genauer unseren spateren Versuchen an
Knochenmarksmaterial. Hierbei missen ebenfalls einzelne Tumorzellen, deren Mar-
kerexpression unbekannt ist, inmitten von mehreren Millionen Marker-negativen Zel-
len nachgewiesen werden. Zur Sensitivitatsbestimmung wurde daher fir jeden Mar-
ker zusatzlich zur absoluten Quantifizierung eine Zellverdinnungsreihe erstellt. Hier-
fur wurden 0, 1, 10 und 100 Zellen der Blasenkarzinomzelllinie 647V auf 10° mono-

nukledre Zellen aus peripherem Blut (PBMCs = Peripheral Blood Mononuclear Cells)
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gegeben. Es wurde eine qPCR durchgefihrt und die kleinste detektierbare Zellzahl
ermittelt. Die Zellverdliinnungsreihe wurde insgesamt zwei Mal durchgeflhrt. Nach-
weisgrenze war die kleinste 647V Zellzahl, die in beiden qPCR-Durchgéngen nach-

gewiesen werden konnte.
5.1.4. Spezifitat

Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe verwendeten wir 50 PBMC-Proben (PBMCs = Peripheral Blood
Mononuclear Cells). Hierfir wurden von 50 gesunden Donatoren nach grindlicher
Hautdesinfektion mit einem Butterfly-Punktionssystem Blutproben entnommen. Die
ersten 9 ml wurden verworfen um das Risiko einer Kontamination mit Epithelzellen
der Haut zu verringern. Weitere 9 ml Vollblut wurden in eine gerinnungshemmende
Na-Citrat Blutmonovette abpunktiert. Aus diesen 9 ml wurden anschliel3end Uber ei-
nen Ficoll-Gradienten die mononukledren Zellen isoliert. Diese wurden identisch zu
den mononukledren Zellen aus den Knochenmarksproben der Studienteilnehmer
behandelt, nach der Aufarbeitung wurde mit ihnen eine qPCR flr die sechs Marker
durchgeflhrt. Diese PBMC-Proben sind nicht equivalent zu den Knochmarksproben
der Studienteilnehmer. Wir wahlten dennoch diese Kontrollgruppe, da eine Kno-
chenmarkspunktion ein deutlich invasiveres Verfahren darstellt und bei Gesunden

ohne medizinische Indikation nicht einfach durchgeflihrt werden kann.

5.2. Patientenkollektiv

5.2.1. Studienprotokoll

Einwilligung

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission geprift und positiv beschie-
den. Alle Patienten erhielten vor ihrer schriftichen Einwilligung eine umfassende
Aufklarung sowie ausreichend Bedenkzeit. Die Patienten konnten und kdnnen ihre
Einwilligung jederzeit widerrufen, ohne dass dies Einfluss auf die Behandlung hatte
und hat.

Einschlusskriterien

An der Studie konnten seit September 2007 alle Patienten der Abteilung flr Urologie
im Klinikum Rechts der Isar Minchen teilnehmen, die an einem Harnblasenkarzinom
erkrankt waren und bei welchen eine radikale Zystektomie mit Lymphadenektomie in
Narkose geplant war. Ausgeschlossen waren minderjahrige Patienten, Frauen im

gebarfahigen Alter, sowie Patienten mit Notfall-Operationen.
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5.2.2. Therapieplan

Zystektomie und Lymphadenektomie

Bei allen Patienten war eine radikale Zystektomie mit Lymphadenektomie in Narkose
geplant gewesen. Die Absetzungsrander von Urethra und Uretern wurden noch wah-
rend der Operation mittels Schnellschnittverfahren auf Tumorzellen untersucht und
gegebenenfalls nachreseziert. Die entfernten Organe und Gewebe selbst, wie Blase,
Prostata, Lymphknoten- und Fettgewebe wurden nach der Operation dem Institut fir
Pathologie der Technischen Universitat Minchen Ubergeben und dort histologisch

untersucht.

Chemotherapie

Allen Patienten wurde, die von den EAU-Leitlinien empfohlene, neoadjuvante Che-
motherapie angeboten. Den Patienten mit Tumorstadium pT3-4 und/oder Lymphkno-
tenstatus pN1-3 sowie den Patienten mit Peritonealkarzinose oder R1-Status wurde
zusatzlich eine adjuvante Chemotherapie angeboten. Je nach Allgemeinzustand und
Wunsch der Patienten wurden diese durchgefihrt oder davon abgesehen. Das
Chemotherapie-Schema bestand in der Regel aus drei oder vier Zyklen Gemcitabin

1000mg/m? an Tag 1, 8 und 15 und Cicplatin 70 mg/m? an Tag 2.

Nachsorge

Wahrend der Nachbeobachtungs- oder Follow-up Phase wurden die Patienten bzw.
der behandelnde Arzt in Abstanden von etwa einem halben Jahr telefonisch kontak-
tiert. Dokumentiert wurden Todesfalle und jegliche Art von Krankheitsrekurrenz.
Hierzu wurden die im Intervall erhobenen Befunde sowie die im Intervall durchge-

fuhrten Therapien dokumentiert.
5.3. Molekularer Nachweis der Marker

5.3.1. Knochenmarkspunktion

Materialien

Verbrauchsmaterialien Name Firma

Na-Citrat Blutmonovette Sarstedt, Nimbrecht
Knochenmark-Biopsienadel Jamshidi®-Nadel MD Tech Inc., USA

Tabelle 5.2: Materialien Knochenmarkspunktion
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Durchfiihrung

Die Knochenmarkspunktion wurde mit der Jamshidi-Nadel beidseits im vorderen Be-
ckenkamm durchgefihrt. Nach einer grindlichen Hautdesinfektion wurde mit einem
Skalpell eine kleine Hautinzision tGber dem Beckenkamm gesetzt und die Jamshidi-
Nadel durch diese Inzision bis auf den Beckenkamm gefiihrt. So konnte eine Konta-
mination der Knochenmarksproben mit Epithelzellen der Haut verringert werden. Mit
der Jamshidi-Nadel wurde in den Beckenkamm gestochen und im Idealfall 9ml Kno-

chenmark in eine gerinnungshemmende Na-Citrat Blutmonovette abpunktiert.
5.3.2. Separation und Lyse von kernhaltigen Zellen

Verfahren

Die mononukledren Zellen des Knochenmarkpunktates wurden Uber eine Dichte-
gradientenzentrifugation isoliert. Wir verwendeten hierfir die Methode nach Boyum
et al. mittels Ficoll-Gradienten [105]. Ficoll ist ein Saccharosepolymer, mit einer Dich-
te von 1.077 g/ml. Die mehrkernigen Granulozyten sowie die bei der Zentrifugation
zerplatzten Erythrozytenfragmente haben eine hdhere Dichte als Ficoll und sinken
darin nach unten. Mononukleare Zellen, wie Monozyten, Lymphozyten und Tumor-
zellen, aber auch Thrombozyten haben hingegen eine niedrigere Dichte und
schwimmen in der Interphasenschicht der Ficoll-Trennldsung oben auf. Darlber be-
findet sich eine klare Plasmaschicht ohne Zellen. Die Interphasenschicht mit den
mononuklearen Zellen, Trombozyten und eventuellen disseminierten Tumorzellen
wird fur die weiteren Versuche verwendet. Dieses Verfahren erhéht durch die Entfer-
nung von Erythrozyten und Granulozyten die Spezifitdt der Untersuchung. Gra-
nulozyten exprimieren in kleinen Mengen CK20 und kénnten daher bei diesem Mar-
ker zu falsch positiven Ergebnissen fiihren. Im Anschluss werden die Zellen in Trizol
lysiert. Trizol enthalt Guanidiniumthiocyanat und Phenol. Das Guanidiniumthiocyanat
lysiert die Zellen bzw. ihre Zellmembran, sodass die RNA frei im Reagenz vorliegt.
Gleichzeitig inaktiviert es RNasen und andere Enzyme. Im Phenol I6sen sich DNA

und Proteine.
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Materialien

Reagenzien, Verbrauchsmaterialien, Gerate

Reagenzien

Ficoll
Phosphate buffered saline

Tirksche Lésung

Trizol

Name

Biocoll separating solution

PBS Dulbecco

Trizol (LS Reagent)

Firma

Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin

Fluka Analytical, Sigma-
Aldrich GmbH, Buchs

Invitrogen, Life Technologies,
CA, USA

Verbrauchsmaterialien

Pipettenspitzen 10 ml

steril mit Filter Tip

Pipettenspitzen 1000, 200,
100 und 10 pl mit Filter Tip
Réhrchen 50ml

ReaktionsgefafRe 1,5 ml

Deckglaser

Name

Serologische Pipette 10 ml
SafeSeal-Tips professional
1000, 200, 100, 10 pl

Konisches Réhrchen 50 ml

SLG ® Reaktionsgefal® 1,5 ml

Firma

Falcon, Becton Dickinson and
Company, NJ, USA

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf

Falcon, Becton Dickinson and
Company, NJ, USA

Sid-Laborbedarf GmbH,
Gauting

Superior Marienfeld GmbH &
Co. KG, Lauda-Konigshofen

Geriate

Pipettierhilfe 10-500 ml

Pipetten 1000, 200, 100, 10
und 2,5 pl

Tischzentrifuge

Standzentrifuge fur 50ml

Réhrchen

Zahlkammer 0,100 mm Tiefe,
0,0025 mm?

Mikroskop

Name

PIPETBOY acu

eppendorf Reference

Eppendorf Centrifuge 5415R

Rotina 35R

Axiovert 135

Firma
IBS Integra Biosiences GmbH,
Fernwald

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Hettich Lab Technology GmbH
& Co.KG, Tuttlingen

Blau Brand, Brand GmbH &
Co. KG, Wertheim

Zeiss GmbH, Oberkochen

Tabelle 5.3: Materialien zur Separation und Lyse der kernhaltigen Zellen

Durchfiihrung

Die Monovette mit dem Knochenmark wurde bei Raumtemperatur gelagert und in-

nerhalb von vier Stunden mittels eines Ficoll-Gradienten weiterverarbeitet. Alle Mate-
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rialien mussten hierfir eine Temperatur von 20-25°C haben, da der Ficoll-
Dichtegradient temperaturabhangig ist. Die Knochenmarksprobe wurde gut ge-
mischt, in ein 50 mI-Réhrchen tberfihrt und anschlielend mit 15 ml PBS im Verhalt-
nis 1:1,5 verdinnt. Danach wurden die 25 ml der nun verdinnten Probe langsam in
einem weiteren 50 ml-Réhrchen Uber 20 ml Ficoll geschichtet. Das Vermischen bei-
der Phasen musste dabei vermieden werden. AnschlieRend wurden die beiden Pha-
sen 20 Minuten bei 800 g und 25 °C Raumtemperatur zentrifugiert. Die Interphase
mit den mononukledren Zellen und eventuellen Tumorzellen wurde abpipettiert und
in ein weiteres 50 ml Réhrchen Uberflhrt. Dieses wurde mit 45 ml PBS aufgefullt und
erneut 10 min bei 500 g und 25 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen
und das Rdhrchen mit dem verbliebenen Zellpellet Uber eine gerillte Oberflache ge-
zogen um durch die Erschitterung die Zellen im Pellet zu vereinzeln. AbschlieRend
wurden die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® lber-
fuhrt. 10 pl dieser Suspension wurden mit 90 pl Tlrkscher Lésung vermischt, in eine
Zahlkammer gegeben und unter 100-facher Vergrélierung im Mikroskop ausgezahlt.
Aus dieser Zahlung wurde die absolute Zahl der isolierten Zellen errechnet. Die rest-
liche Zellsuspension wurde nochmals 10 min bei 500 g und 4 °C zentrifugiert, der
Uberstand anschlieRend vorsichtig abpipettiert. Dem Zellpellet wurde 1 ml Trizol hin-
zugegeben und das Pellet durch Auf- und Abpipettieren darin lysiert. Die in Trizol
lysierten Zell-Proben wurden bis zur RNA-Extraktion entweder bei 4°C gekuhlt und

zeitnah weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert.
5.3.3. RNA-Extraktion und Konzentrationsmessung

Verfahren

Die RNA-Isolation nahmen wir nach der Methode nach Chomczynski und Sacchi vor
[47, 106]. Die einzelnen Zellbestandteile liegen hierbei in Trizol geldst vor. Zu dieser
Trizollésung wird Chloroform gegeben. Chloroform ist dichter als Wasser und hydro-
phob, es 16st sich in Wasser nicht. Durch Schutteln und anschlieBende Zentrifugation
erhalt man eine Auftrennung in zwei Phasen. Die obere wassrige Phase enthalt die
wasserldsliche RNA, in der unteren Chloroformphase befinden sich Lipide, Polysac-
charide, Proteine und die weniger wasserldsliche DNA. Die RNA in der wassrigen
Phase wird abpippetiert und durch Zugabe von Isopropanol eine Prazipitation der
RNA vorgenommen. Die wasserldsliche RNA kann aufgrund des hohen Anteils an
sekundarem Alkohol nicht mehr in geléster Form vorliegen und fallt aus. Nach meh-
reren Wasch- und Trockenschritten wird die RNA in DNase/RNasefreiem Aqua bi-

dest. geldst und steht in dieser Form weiteren Anwendungen zur Verfliigung.
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Die Konzentration der RNA wird mittels Spektralphotometer bestimmt. Hierbei wird
bei A=260 nm (ODys0), dem Absorptionsmaximum der RNA die optische Dichte ge-
messen. Eine ODy von 1 entspricht einer RNA-Konzentration von 40 ug/ml. Die
Reinheit der RNA kann an dem Quotienten aus ODys und ODogy abgelesen werden,
bei A=280 nm absorbieren v.a. Proteinen. Bei reiner RNA liegt ein Quotient aus
OD2go und OD2gg von etwa 2,0 vor. Ein Quotient deutlich unter 2, weist auf eine Ver-

unreinigung z.B. mit Proteinen hin.

Materialien

Reagenzien, Verbrauchsmaterialien, Gerate

Reagenzien Name Firma

Chloroform Fluka Analytical, Sigma-
Aldrich GmbH, Buchs

Isopropanol Apotheke Klinikum r.d.Isar,

Minchen

Athanol 75% Apotheke Klinikum r.d.Isar,

Munchen
RNase-Inhibitor 10000 U RNasin Plus Promega Corporation, WI,
USA
Verbrauchsmaterialien Name Firma

Pipettenspitzen 1000, 200,
100 und 10 pl mit Filter Tip

SafeSeal-Tips professional
1000, 200, 100, 10 pl

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf

Sid-Laborbedarf GmbH,
Gauting

ReaktionsgefafRe 1,5 ml SLG ® Reaktionsgefal® 1,5 ml

Trockeneis

Geriate Name Firma

Pipetten 1000, 200, 100, 10
und 2,5 pl

eppendorf Reference Eppendorf AG, Hamburg

Sid-Laborbedarf GmbH,
Gauting

Minizentrifuge Qik-Spin

Tischzentrifuge eppendorf Centrifuge 5415R Eppendorf AG, Hamburg

Thermomixer Thermomixer comfort eppen-

dorf

Eppendorf AG, Hamburg

Glasexsikkator mit Anschluss Firma unbekannt

an Vakuumpumpe

Photometer Nanodrop 2000c Spectropho- Peglab Biotechnologie GmbH,

tometer Erlangen

Tabelle 5.4: Materialien fiir die RNA-Extraktion
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Durchfiihrung

Die Proben mit in Trizol geléster RNA wurden 5 min bei 30 °C und 300 rp im Ther-
momixer inkubiert und aufgetaut. Es wurde je 200 ul Chloroform zugegeben und an-
schlieRend jede Probe geschittelt bis eine milchige Trliibung entstanden war. Nach
einer Ruhezeit von 3 min bei 25°C, in der bereits eine erste Phasentrennung zu be-
obachten war, wurden die Proben 15 min bei 12.000 g und 4 °C abzentrifugiert. Nach
Abschluss der Zentrifugation zeigten sich drei Phasen. Die obere, wassrig-klare
Phase enthielt die gewiinschte RNA und wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefaly
abpipettiert. Zum Fallen der RNA wurde dem 400-600 ul RNA-haltigem Uberstand
500 ul Isopropanol zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gut vermischt. Das
Gemisch wurde nun fur 10 min bei 25°C ruhen gelassen und anschlieBend 10 min
bei 12.000 g und 4 °C zentrifugiert. Die nun ausgefallte RNA bildete auf dem Boden
ein weilles gelatindses Pellet. Nach Entfernung des Uberstands wurde dieses mit 1
ml 75%igem Ethanol gewaschen und erneut 5 min bei 7.600 g und 4 °C zentrifugiert.
Nach kompletter Entfernung des Ethanolliberstandes wurde das gewaschene Pellet
5-10 min im Exsikkator vakuumgetrocknet. Anschlielend wurde je nach GroRe des
Pellets 20-60 pl DNase/ RNasefreies Aqua bidest. zugegeben und zur Lésung des
Pellets alles noch einmal 10 min bei 500 rpm und 55 °C im Thermomixer inkubiert.
Danach erfolgte die Konzentrationsmessung im Spektrophotometer. Hierflir wurde 1
Ml der nun gelésten RNA unverdinnt auf den Sensor des Spektrophotometers gege-
ben. Zur Stabilisierung der RNA wurde anschlielend noch 1 pl RNasin hinzugefiigt.
Auf eine DNase-Behandlung Uber Silikatsdulchen musste aufgrund der teilweise sehr
knappen Menge an RNA verzichtet werden. Die RNA-Proben wurden anschlielend

entweder bei 4 °C gekuhlt und zeithah weiterverarbeitet oder bei -80 °C gelagert.
5.3.4. Reverse Transkriptase Reaktion

Verfahren

Ribonukleinsaure (RNA) ist als Untersuchungsmaterial sehr instabil, da sie schnell
von ubiquitar vorkommenden RNasen abgebaut wird. Daher wurden pro Ansatz, eine
bestimmte Menge RNA mittels Reverser Transkriptase in eine entsprechende dop-
pelstrangige cDNA (copy DNA) umgeschrieben. Die Reverse Transkriptase synthe-
tisiert von einem RNA-Einzelstrang ausgehend mittels ihrer RNA-abhangigen DNA-
Polymerase-Aktivitat einen RNA-DNA-Hybridstrang. Der RNA-Bestandteil des Hyb-
ridstrangs wird anschlieRend durch den RNase H-Anteil des Enzyms, einer unspezi-
fischen Endoribonuklease hydrolysiert und entfernt. Der einzelne cDNA-Strang wird
dann durch die DNA-abhangige DNA-Polymerase-Aktivitdt zu einem doppelstrangi-

gen cDNA-Strang vervollstandigt. Die so entstandende cDNA ist stabiler, unkompliz-
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ierter aufzubewahren und somit besser als Ausgangsmaterial flir die PCR geeignet

als RNA.

Materialien

Reagenzien, Verbrauchsmaterialien, Gerate

Reagenzien

cDNA-Synthese Kit

Aqua bidestillata

Name

SuperScript ® VILO™ cDNA
Synthesis Kit

- 5X VILO™ Reaction Mix

- 10X SuperScript® Il Enzyme

- Blend

Firma

Invitrogen, Life Technologies,
CA, USA

Verbrauchsmaterialien

Pipettenspitzen 1000, 200,
100 und 10 pl mit Filter Tip

ReaktionsgefafRe 1,5 ml

ReaktionsgefafRe 0,5 ml

Eis

Name

SafeSeal-Tips professional
1000, 200, 100, 10 pl

SLG ® Reaktionsgefal® 1,5 ml

PCR Softtubes 0,5 ml

Firma
Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf

Sid-Laborbedarf GmbH,
Gauting

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf

Geriate

Pipetten 1000, 200, 100, 10
und 2,5 pl

Minizentrifuge

Thermocycler

Name

eppendorf Reference

Qik-Spin

MJ RESEARCH PTC-200 Pel-

tier Thermal Cycler

Firma

Eppendorf AG, Hamburg

Sid-Laborbedarf GmbH,
Gauting

Biozym  Diagnostik GmbH,

Hessisch Oldendorf

Tabelle 5.5: Materialien fiir die Reverse Transkriptase Reaktion

Durchfiihrung

Zur Durchfiihrung der Reverse Transkriptase-Reaktion wurden die RNA-Proben auf

Eis aufgetaut. Um eine cDNA Konzentration von 100 ng/ul zu erhalten, wurden in ein

Reaktionsgemisch von 20 pl 2 ug RNA eingesezt. Je RNA-Probe wurde dazu in

einem DNase/RNasefreien 0,5 ul Reaktionsgefall ein Reaktionsansatz von 20 ul

erstellt.
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Reaktionsgemisch:

5X VILO™ Reaction Mix 4 pl

- Random Primers
- dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphate)

- MgCl,, Puffer
10X SuperScript® Ill Enzyme Blend 2 ul

- Reverse Transkriptase (SuperScript® Ill)
- Ribonuklease Inhibitor (RNaseOUT™)

- Proprietary Helper Protein

RNA 2 ug x pl
Aqua bidestillata auf 20 pl ergédnzt X pl
insg. 20 pl

Tabelle 5.6: Reaktionsgemisch fiir die Reverse Transkriptase Reaktion

Diese Proben wurden nun fur 10 min bei 25 °C und dann fir 60 min bei 42 °C im
Thermocycler inkubiert. SchlieBlich wurde die Reverse Transkriptase durch eine 5
mindtige Erhitzung auf 85 °C inaktiviert und die Proben danach auf 10 °C abgekuhlt.
Die erhaltene cDNA wurde anschlieBend entweder bei 4 °C gekihlt und zeitnah
weiterverarbeitet oder bei -20 °C gelagert. Vor dem Einsetzen in die gPCR wurde die
cDNA noch einmal von 100 ng/pl auf 25 ng/ul verdinnt.

Alle bei der Reverse Transkriptase Reaktion verwendeten Enzyme wie die Ribonuk-
lease Inhibitoren (RNAsin plus und RNaseOUT™) und die Reverse Transkriptase

(SuperScript® Ill) wurden stets in einer -20° Thermobox aufbewahrt.
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5.3.5. Polymerasekettenreaktion

DNA - Amplifikate

R
R
Knochenmarks - ”%v
Zellen RNA cDNA g
° o PN % R
o 0° ~— e Nm/;%”
N QO = N = =) P N
© .... N~ TN e "
[©] e e "4 T R
‘ ‘ RN RN
R

R
NN

R
NN

-N

Abbildung 5.1: Nachweisverfahren mittels Polymerasekettenreaktion

Verfahren

Bei der Polymerasekettenreaktion handelt es sich um die eigentliche Nachweisreak-
tion der Marker. Dabei kopiert eine Polymerase in mehreren Zyklen eine bestimmte
cDNA-Sequenz. Als DNA-Polymerase wurde die hitzebestandige Taqg-Polymerase
verwendet. Die cDNA-Sequenz wird von einem Primerpaar begrenzt, das der Tag-
Polymerase als Startpunkt dient. Diese cDNA-Sequenz, auch Template genannt, ist
ein kleiner Ausschnitt aus unserem Markergen und fiir dieses spezifisch. Sie liegt
natlrlich nur vor und kann kopiert werden, wenn unser Markergen zuvor im
Knochenmark exprimiert worden ist. Der PCR-Nachweis dieser Sequenz wird daher
dem Nachweis von Tumorzellen gleichgesetzt. Vor dem ersten Zyklus wird dabei
eine allgemeine Denaturierungssphase bei etwa 95°C durchgeflhrt um die cDNA-
Doppelstrange zu trennen, um alle Enzyme aus vorherigen Reaktionen zu zerstéren
und um die bei Raumtemperatur inhibierte Taq-Polymerase (hot-start Polymerase)
zu aktivieren. Es schliellen sich die Amplifiaktionszyklen selbst an, die aus drei

Phasen bestehen:
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* Denaturierung - Bei Temperaturen um 95°C werden die Wasserstoffbriicken
zwischen den zwei kongruenten cDNA-Doppelstrangen aufgebrochen und
diese von einander getrennt.

* Annealing - Die Marker-spezifischen Primer lagern sich an den zu ihnen
komplementaren Sequenzen der cDNA-Einzelstrange an. Die Schmelztem-
peratur der Primer entspricht dabei der Temperatur, die genug Energie liefert
um die Bindungskrafte zwischen den Primern und den cDNA Einzelstrangen
zu Uberwinden, sodass diese sich voneinander trennen.

* Elongation - Bei Temperaturen von ca. 70°C (die Temperatur hangt vom Ar-
beitsoptimum der verwendeten Polymerase ab) lagert sich die Tag-
Polymerase an die Primer an und bildet, von ihnen ausgehend die PCR-
Transkripte. Die cDNA-Strange, an welche die Primer gebunden sind, dienen
ihr dabei als Matrize. Die DNA-Polymerase reiht die zur Matrize komple-
mentaren Desoxyribonukleosidtriphosphate aneinander und kopiert somit den
durch die Primer eingegrenzten Genabschnitt.

Der beschriebene Amplifikationszyklus wird anschlieend viele Male wiederholt. Von
Zyklus zu Zyklus ergibt sich so ein zeitweise exponentielle Vervielfaltigung des ur-
sprunglich vorliegenden Templates, bis man am Ende viele Millionen Kopien dieser

Ausgangssequenz vorliegen hat.

Qualitative Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR)

In der klassischen Endpunkt-PCR oder qualitativen PCR wird die Messung der Am-
plifikate nach Abschluss des letzten Zykluses durchgefliihrt. Sie liegt daher bereits in
der Plateauphase der Reaktion und es ist nicht mdglich auf die exakte Aus-

gangsmenge an Templates zu schlie3en.

Quantitative real-time PCR (qPCR)

Bei der von uns genutzten quantitativen PCR wird nach jedem Zyklus die Menge an
synthetisierten PCR-Produkten gemessen, daher auch der Name Echtzeit- oder real-
time PCR. Die Messung nach jedem Zyklus wird durch den Einbau eines Fluo-
renszenzmarkers in die neu synthetisierte DNA ermdglicht. Den von uns hierfir ver-
wendeten Farbsonden war am 5° Ende ein Reporterfarbstoff und am 3° Ende ein
Quencherfarbstoff angehangt. Der Quencherfarbstoff inhibiert bei intakter Sonde den
Reporterfarbstoff, sodass kein Fluoreszenzsignal ausgesendet wird. Wie auch die
Primer lagern sich die farbmarkierten Sonden in der Annealing-Phase an den fir sie
spezifischen Abschnitt im PCR-Produkt an. Trifft die Taqg-Polymerase bei der
Strangverlangerung in der Elongationsphase nun auf die Farbsonde wird diese durch

die Exonucleaseaktivitdt der Taqg-Polymerase hydrolysiert und zwischen Reporter-
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und Quencherfarbstoff gespalten. Von einander getrennt, wird der Reporterfarbstoff
nun nicht mehr vom Quencherfarbstoff unterdriickt und sendet ein Fluoreszenzsignal
aus. Nach jeder Elongationsphase wird die emittierte Fluoreszenz gemessen. Das
Fluoreszenzsignal verhalt sich dabei direkt proportional zur Anzahl der PCR-
Amplifikate. Aus den Ergebnissen der Fluoreszenzmessung kann eine Kurve erstellt

werden, die die Menge an amplifizierter cDNA im Zeitverlauf widerspiegelt.

Primer

Wir testeten in der qPCR sechs verschiedene Markergene CK20, CK14, CK17,
UPK2, SPINK1, TMPRSS2 und drei verschiedene Referenzgene YWHAZ, GAPDH,
HPRT1. Fir unsere Marker und Referenzgene verwendeten wir von Applied Biosys-
tems by Life Technology (Invitrogen) bereitgestellte, fertige Primerpaar-
Kombinationen und Farbsonden. Die Marker-Sonden waren vic-markiert und die
Refrenzgen- (Housekeeping Gene) Sonden fam-markiert. Durch den unterschiedli-
chen Farbstoff der Sonden konnten die Fluoreszenzsignale von Markern und Refer-
enzgenen, deren gPCR im gleichen Reaktionsmix ablief, von einander unterschieden
werden. Die Amplifikatlange lag zwischen 64-124 bp. Alle Primerpaare waren ex-
onubergreifend designt worden, was bedeutet, die Bindestellen der einzelnen Primer
eines Primerpaares befinden sich auf zwei unterschiedlichen Exons im spezifischen
Gen. Im Gegensatz zur gespleilten mRNA (bzw. cDNA) begrenzen sie auf ge-
nomischer DNA einen Abschnitt, welcher mindestens ein nicht-kodierendes Intron
eingeschlossen hat. Der Abschnitt auf genomischer DNA ist damit zu grof3 und nicht
mehr amplifizierbar. Hierdurch kdnnen bei einer eventuellen Verunreinigung mit ge-

nomischer DNA falsch positive Ergebnisse verhindert werden.

Il = Primer
DNA DNA
N\ 7 N\ 4

[EEGRRINEGAT mRNA [EEGARINEGR mRNA
! !

o B o

Abbildung 5.2: Prinzip exoniibergreifender Primer
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Postitiv- und Negativkontrolle
Als Positivkontrolle diente cDNA der humanen Blasenkarzinomzelllinie 647V. Als
~hon-template® Negativkontrolle wurde DNase/RNasefreies Aqua bidest. anstelle von

cDNA in die gPCR eingesetzt. Das Reaktionsgemisch der Kontrollproben entsprach

sonst exakt dem der Patientenproben.

Materialien

Reagenzien, Verbrauchsmaterialien, Gerate

Reagenzien

gPCR-Master Mix

Primer-/ Farbstoff-Sonden Mix

Name

2X TagMan® Gene Expression

Master Mix

20X TagMan® Gene Expressi-

Firma

Applied Biosystems, Life
Technologies, CA, USA

Applied Biosystems, Life

on Assays Technologies, CA, USA

Marker Bestell.-Nr.: Amplifikat:
- Sonden fir KRT20 Hs00300643_m1 75bp

- Sonden fiir KRT14 Hs00265033_m1 64bp

- Sonden fir KRT17 Hs01588578_m1 93bp

- Sonden fir UPK2 Hs00171854_m1 81bp

- Sonden fiir SPINK1 Hs00162154_m1 85bp

- Sonden fir TMPRSS2 Hs00237175_m1 112bp
Referenzgen Bestell.-Nr.: Amplifikat:
- Sonden fur YWHAZ Hs00237047_m1 70bp

- Sonden fiir GAPDH Hs99999905_m1 124bp

- Sonden fir HPRT1 Hs01003267_m1 72bp

Aqua bidestillata

Verbrauchsmaterialien

Pipettenspitzen 1000, 200,
100 und 10 pl mit Filter Tip

ReaktionsgefafRe 1,5 ml

ReaktionsgefafRe 0,5 ml

gPCR-Seal

gPCR-Platten a 96 Wells

Name

SafeSeal-Tips professional
1000, 200, 100, 10 pl

SLG ® Reaktionsgefal® 1,5 ml

PCR Softtubes 0,5 ml

Microseal ® 'B' Adhesive Se-

als

Hard-Shell ® Thin-Wall 96-
Well Skirted PCR Plates

Firma

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf
Sid-Laborbedarf, Gauting

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf

Bio-Rad Laboratories Incorpo-
ration, CA, USA

Bio-Rad Laboratories Incorpo-
ration, CA, USA
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Geriate Name

Elektronische Pipette 5-100 pl eppendorf Research pro Phys-

ioCare concept

Pipetten 1000, 200, 100, 10 eppendorf Reference

und 2,5 pl

Minizentrifuge Qik-Spin

Standzentrifuge Rotina 35R

gPCR-Thermocycler RealTime PCR Thermocycler
CFX 96TM

Firma

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Sid-Laborbedarf, Gauting

Hettich Lab Technology GmbH
& Co.KG, Tuttlingen

Bio-Rad Laboratories Incorpo-
ration, CA, USA

Tabelle 5.7: Materialien fiir die real-time PCR

Durchfiihrung

Wir verwendeten zur Fluoreszenzmessung geeignete PCR-Platten a 96 Vertiefungen

(Wells). In jedes Well wurde insgesamt ein Reaktionsgemisch von 20ul pipettiert.

Reaktionsgemisch:

2X TagMan® Gene Expression Master Mix

- Taqg DNA Polymerase (AmpliTag Gold® DNA Polymerase)
- ,Ultra Pure” fur hot start activation

- Uracil-DNA Glycosylase

- dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphate)

- Mg, Puffer

20X TagMan® Gene Expression Assays (Marker)

- Primer-Sonden und fam-Farbstoff-Sonden, Markerspezifisch

20X TagMan® Gene Expression Assays (Referenzgen)

- Primer-Sonden und vic-Farbstoff-Sonden, Referenzgenspezifisch

Aqua bidestillata

Patientenprobe:

cDNA-Knochenmark

Konzentration: 25 ng/pl

10 pl

1 pl

1 ul

4 pl

4 ul 2100 ng
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oder Positivkontrolle: 4 ul 210 ng

cDNA- 647V-Zellen

Konzentration: 2,5 ng/ul

oder Negativkontrolle: 4 ul

Aqua bidestillata

insg. 20 pl

Tabelle 5.8: Reaktionsgemisch fiir die real-time PCR

Von jeder aus Knochenmark gewonnenen cDNA-Probe wurden je Marker drei identi-
sche qPCR-Anséatze erstellt und jede Probe als Triplet getestet (Dreifachtestung).
Fur die Postitv- und Negativkontrollen wurde je Marker ein einfacher Ansatz erstellt.
Die Platten wurden anschlieRend mit einer Folie (Microseal) versiegelt, kurz abzentri-
fugiert und in den Thermocycler gegeben. Die Proben durchliefen nun das unten
aufgefilhrte Programm, wahrend am Ende jedes Zykluses im Thermocycler die Fluo-

renszenzmessung durch die qPCR-Platte und das Seal hindurch erfolgte.

qPCR-Programm

Initiale Denaturierung

Denaturierung

Temperatur 95 °C

Zeit 10:00 min

Amplifikationszyklus 45X

Denaturierung
Temperatur 95 °C

Zeit 15 sec

Annealing + Elongation

Temperatur 60 °C

Zeit 60 sec

Fluoreszenzmessung

Tabelle 5.9: Programm fiir die real-time PCR Zyklen
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5.4. Auswertung der gPCR-Ergebnisse

5.4.1. Fluoreszenzsignal und Rohdaten

Transkriptmenge

In der friihen Phase der qPCR andert sich die Transkriptmenge und somit das Fluo-
reszenzsignal langsam. Dies liegt daran, dass die zu Beginn vorliegende Template-
menge sehr gering und die Wahrscheinlichkeit, dass sich Template, Primer und Po-
lymerase treffen und reagieren klein ist. In dieser Phase wird das Hintergrundsignal
ermittelt. Es braucht einige Zyklen bis eine gewisse Anzahl an PCR-Transkripten und
damit auch an PCR-Matritzen vorliegt. Ist dies der Fall steigt die Transkriptmenge
exponentiell an, bis sie schlieRlich in ein lineares Wachstum tbergeht. Die Vervielfal-
tigung nimmt weiter ab bis sie schliellich gegen Null geht und die Anzahl an PCR-
Transkripten in einem Plateau verlauft. Das Versiegen der Amplifikation ist auf den
Verbrauch der PCR-Reagenzien im Reaktionsmix zurlckzufihren. Das Fluo-
renszenzsignal, welches sich proportional zur Anzahl der PCR-Amplifikate verhalt,

spiegelt diesen Reaktionsverlauf wieder.

Fluoreszenz ARn

Threshold

Cycles

Abbildung 5.3: Entwicklung des Fluoreszenzsignals wahrend der gPCR
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Threshold und Ct-Wert

Die Quantifizierung der qPCR basiert auf der Berechnung eines Fluoreszenz-
Schwellenwertes oder Threshold. Die Zyklenzahl, bei der das Fluoreszenzsignal die-
sen Schwellenwert Ubersteigt bzw. kreuzt, nennt man Threshold Cycle (Ct -Wert).
Der Schwellenwert wird so gewahlt, dass er den 10-fachen Wert der Standardabwei-
chung des Hintergrundsignals betragt und am Anfang der exponentiellen Phase der
Ampifikation liegt. Der Ct -Wert entspricht somit derjenigen Zyklenzahl, an der die
Fluoreszenz erstmals signifikant das Hintergrundsignal Gbersteigt. Je héher die Aus-
gangskonzentration der Marker- oder Referenzgensequenz zu Beginn der qPCR ist,
desto friher wird der Schwellenwert erreicht und desto niedriger ist der Ct-Wert.
Ubersteigt das Fluoreszenzsignal einer Probe den Schwellenwert vor Beendigung
des letzten gPCR-Zykluses (bei uns Zyklus 45) nicht, ist die Probe flr diesen Marker
negativ. Die Ct-Werte sind die sogenannten Rohdaten der qPCR, sie kbnnen zu wei-

teren Analysen herangezogen werden.

5.4.2. Quantifizierung

Fur die PBMC-Proben (Kontrollgruppe) sowie die Knochenmarksproben (Patienten)
wurde eine relative Quantifizierung nach der AA-Ct — Methode vorgenommen. Bei
dieser Analyseform wird die Expression der Markergene relativ zur Expression von
mehreren Referenzgenen bestimmt und anschlieend in Relation zu einem Kalibra-
tor gesetzt. Fir die Berechnung verwendeten wir die Bio Rad CFX Manager 2.0

Software.

Relative Quantifizierung (ACt)

Alle PBMC- und Knochenmarksproben sind in der gPCR als Triplets getestet wor-
den. Aus den drei Ct-Werten der Marker sowie aus den Ct-Werten der drei Refe-
renzgene wurde das arithmetische Mittel gebildet und die beiden Ct-Mittelwerte von

einander subtrahiert. Diese Differenz wird als ACt bezeichnet.

Mittelwert-Ct (Marker) - Mittelwert-Ct (Referenzgene) = ACt (Marker)

Ergebnissschwankungen aufgrund etwas unterschiedlicher Reaktionsbedingungen,
die sowohl die Amplifikation der Marker als auch der Refrenzgene betreffen, werden
dadurch herausgerechnet. Je héher die Ausgangskonzentration des Markergens in
der qPCR war, umso naher liegen die Ct-Werte von Marker und Referenzgenen

beieinander und desto niedriger ist ACt.
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Komparativer Quantifizierungs-Algorithmus mittels Kalibrator (AA Ct)

Anschliellend wurde dieser ACt-Wert in Relation zu einem Kalibrator gesetzt. Als
Kalibrator verwendeten wir eine PBMC-Kontrollprobe, die flirr alle sechs Marker posi-
tiv war. Der ACt-Wert dieser Kalibratorprobe wurde fiir jeden Marker gleich 1 gesetzt.
Der Kalibrator entspricht damit einer ,1 x Probe” und die Expression der anderen
Kontroll- und Patientenproben kénnen als n-facher Unterschied relativ zum Kalibrator

angegeben werden.

ACt (Kalibrator) = 1

ACt (Marker-kalibriert) = N X ACt (Kalibrator)

Der ACt-Wert des Kalibrators wurde nun nochmal vom kalibrierten ACt-Wert des

Markers abgezogen. Diese Differenz wird als AACt bezeichnet.

ACt (Marker-kalibriert) = ACt (Kalibrator) = AACt (Marker)
ACt (Marker-kalibriert) = 1 = AACt (Marker)

Exponentielle Darstellung
Die relative Template-Ausgangskonzentration (K) des Markers wird letzlich als nega-

tiver AACt-Wert des Markers exponentiell zur Zahl 2 angegeben.

- AACt (Marker) —

2 K (Marker)

Durch die exponentielle Angabe stellt sich jeder Zyklusunterschied als eine Ver-
doppelung bzw. Halbierung der Template-Ausgangskonzentration dar. Je kleiner der
AACt-Wert ist, desto héher war prinzipiell die Template-Ausgangskonzentration. Das
umgekehrt proportionale Verhalten von K zu AACt, drickt sich in dem negativen

Vorzeichen vor AACt aus.

AACt (Marker) = 1 2 =05 K (Marker) = 0,5
AACH (Marker) = 2 27%2=0,25 K (Marker) = 0,25
AACH (Marker) = 3 27%=0,125 K (Marker) = 0,125
AACH (Marker) = 4 27%= 0,0625 K (Marker) = 0,0625
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Durch die Verwendung des AACt-Wertes im Exponenten ergibt sich, dass eine Probe
mit der gleichen Template-Ausgangskonzentration wie der Kalibrator, den Wert 1
hat.

ACt (Marker-kalibriert) = 1
AACt (Marker) = ACt (Marker-kalibriert) = ACt (Kalibratory= 1 —1 =0

- AACt (Marker) —

2 20= 1

K (Marker) = 1

5.5. Statistische Auswertung der Ergebnisse

5.5.1. Auswertungskriterien

Endpunkte
Als Endpunkte fir die Datenanalyse wurde die Entwicklung eines Rezidivs oder der
Todesfall gewahlt.

* Rezidiv: Lokoregionale Rezidive, Lymphknoten- und Fernmetastasen

* Todesfall: Tod jedweder Ursache, tumorabhangig oder -unabhangig

1- und 2-Jahres Uberlebensraten

Es wurden 1- und 2-Jahres Uberlebensraten fiir Rezidivfreies Uberleben (Recur-
rence-free Survival = RFS) sowie flir Gesamtiuberleben (Overall Survival = OS) be-
stimmt. Die Zeitrdume mussten aufgrund der relativ kurzen Nachbeobachtungsdauer
so gewahlt werden. Die Raten geben die Patientenzahlen in Prozent an, bei denen
nach einem bzw. zwei Jahren noch kein Ereignis d.h. Rezidiv (RFS) oder Todesfall
(OS) eingetreten war. Patienten deren Follow-up weniger als ein bzw. zwei Jahre
betrug, mussten aus der Berechnung der 1- bzw. 2-Jahres Uberlebensraten heraus-

gelassen werden.

5.5.2. Statistische Methoden

Unsere statistischen Analysen wurden in Kooperation mit dem Institut fir Medizini-
sche Statistik und Epidemiologie der Technischen Universitat Minchen durchgefihrt.
Es wurde die Software SPSS (Softwarepaket 20.0.0. IBM, Chicago, IL, USA) ver-

wendet.

59



Kaplan-Meier-Methode

Mithilfe der Kaplan-Meier-Methode werden Uberlebensraten geschétzt. Hierbei wer-
den anhand von Kurven die Uberlebensraten fir mindestens zwei Gruppen darge-
stellt und gegenlbergestellt, in unserem Fall z.B. Marker-positive Patienten vs. Mar-
ker-negative Patienten. Die Kaplan-Meier-Kurven (= Uberlebensfunktionen) be-
schreiben dabei wie viele Patienten in % (y-Achse) zu einem bestimmten Zeitpunkt
(x-Achse) ohne Ereignis sind. Tritt in einer Gruppe ein Ereignis, wie in unserem Fall
eine Rezidivdiagnose oder der Todesfall ein, wird zu diesem Zeitpunkt die Kurve die-
ser Gruppe nach unten abknicken, der Anteil an Patienten ohne Ereignis wird kleiner.
Von diesem Zeitpunkt an steht auch ein Patient weniger unter Risiko. Ist das Follow-
up fur einen Patienten beendet, wird der Patient nach Ablauf dieses Zeitraumes zen-
siert und ein Zensurkreuz auf der Kurve angebracht. Auch ab diesem Zeitpunkt steht
ein Patient weniger unter Risiko. Durch die Zensuren wird gewahrleistet, dass in der
Analyse jeder Patient nur flr den Zeitraum bewertet wird, in dem er auch tatsachlich

unter Beobachtung stand.
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%
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Follow-up in Tagen

Abbildung 5.4: Beispiel fiir Kaplan-Meier-Kurve

Log-Rang-Test

Der Log-Rang-Test, englisch auch Log-Rank-Test oder Mantel-Cox-Test genannt, ist
ein nichtparametrisches Verfahren und vergleicht die Uberlebensraten unterschiedli-
cher Gruppen kontinuierlich Gber den gesamten Beobachtungszeitraum miteinander.

Mithilfe des Log-Rang-Tests wurden unsere Ergebnisse auf Signifikanz Uberprift. Es
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wurde geprift, ob unsere Nullhypothese verworfen und unsere Alternativhypothese
und Arbeitshypothese angenommen werden kann (Nullhypothese = Zwischen der
Marker-positiven und der Marker-negativen Gruppe besteht kein Unterschied; Alter-
nativhypothese = zwischen der Marker-positiven und der Marker-negativen Gruppe
besteht ein Unterschied). Der p-Wert ist die Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p
von engl. Probability) oder auch der Signifikanzwert. Er gibt mit einem Wert zwischen
0-1 die Wahrscheinlichkeit an, dass die Nullhypothese wahr ist. Bei einem Signifi-
kanzniveau a = 5 % muss p < 0,05 sein, dass die Nullhypothese mit einer Wahr-
scheinlichkeit < 5% wahr ist und verworfen werden kann. Die Alternativhypothese ist
dann wiederum mit einer Wahrscheinlichkeit > 95% richtig und wird angenommen.
Bei einem p < 0,05 ist der Unterschied zwischen zwei Gruppen signifikant, bei einem
p < 0,001 hochsignifikant.

Cut-off Werte
In der Auswertung der Ergebnisse wurden verschiedene Grenzwerte oder Cut-off

- AACH (

Werte angewendet. Dabei wurden Patienten, deren 2 Marker) Wert Uber dem

- AACt (Marker)

Cut-off Wert lag als positiv und Patienten deren 2 Wert kleiner oder

gleich dem Cut-off Wert lag als negativ flr einen Marker gewertet. Der Cut-off Wert
orientierte sich zunachst an dem hochsten Wert, der flir den einzelnen Marker in der
gesunden Kontrollgruppe erzielt wurde. Wir lieRen unabhangig davon vom Institut fur
Medizinische Statistik und Epidemiologie der Technischen Universitat Minchen Be-
rechnungen durchfihren ob es bessere Cut-off Werte gibt, was die Signifikanz der
Ergebnisse betrifft. Mithilfe des Log-Rang-Tests wurden dabei kontinuierlich alle Cut-
off Werte durchgerechnet und der Cut-off Wert mit der héchsten Signifikanz (kleins-
tem p-Wert) ermittelt.
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6. Ergebnisse

6.1. Vorversuche

6.1.1. Blasenkarzinomzelllinien
Die Ct-Werte (Rohdaten) fir CK20, CK14, CK17, UPK2, SPINK1 und TMPRSS2
schwankten deutlich zwischen den einzelnen Blasenkarzinomzelllinien. Bei einigen

Zelllinien konnten ein oder zwei Marker nicht nachgewiesen werden.

Ergebnisse Blasenkarzinomzelllinien CT-Werte

Zelllinien CK20 CK14 CK17 UPK2 SPINK1 TMPRSS2
S.D. 27,3 29,37 22,305 24,385 36,39 33,11
VmCub1 32,895 25,27 19,025 26,995 37,86 -
MCHU4 37,97 24,13 22,24 23,66 32,78 32,74
639V 41,12 34,68 35,075 39,055 36,97 -
UuMucC3 - 37,35 38,615 20,115 35,84 -
BFTC905 40,085 25,53 19,91 28,38 32,91 43
UMUC6 41,185 23,45 18,405 32,72 36,37 44,07
SW1710 42,815 38,28 40,055 39,02 38,95 38,5
EJ28 42,695 40,81 42,065 40,55 38,68 21,9
486P 41,235 39,66 38,195 37,34 37,47 44,21
253J 42,26 38,04 44,225 38,5 32,43 -

J82 41,02 40,09 - 38,485 39,3 -

RT4 24,14 30,77 19,06 20,38 30,13 30,265
RT112 35,17 30,57 23,295 23,805 38,72 38,92
T24 39,725 37,14 35,825 39,44 40,46 -
HT1376 39,4 19,25 22,25 29,1 29,4 37,275
647V 19,775 26,59 18,245 21,17 24,25 22,23

Tabelle 6.1: Ergebnisse humane Blasenkarzinomzelllinien
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6.1.2. Sensitivitat

Absolute Quantifizierung

Bei der absoluten Quantifizierung wurden in einer Verdiinnungsreihe 0-10° Plasmid-
kopien der klonierten Markersequenz eingesetzt. Die minimale Nachweisgrenze d.h.
Sensitivitat lag dabei flr alle sechs Marker bei 10 Plasmidkopien auf 20 ul Reakti-

onsmix.

Zellverdiinnungsreihe

In der Zellverdlinnungsreihe befanden sich 0, 1, 10 und 100 647V-Zellen (Blasenkar-
zinomzellen) auf je 10° PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells). Die minimale
Nachweisgrenze d.h. Sensitivitat lag je nach Marker zwischen einer und zehn 647V -
Zellen auf 10° PBMC.

Nachweisgrenzen

Marker absolute Quantifizierung Zellverdiinnungsreihe
CK20 10 Plasmidkopien 10 647V -Zellen
CK14 10 Plasmidkopien 10 647V -Zellen
CK17 10 Plasmidkopien 1 647V -Zelle
UPK2 10 Plasmidkopien 10 647V -Zellen
SPINK1 10 Plasmidkopien 1 647V -Zelle
TMPRSS2 10 Plasmidkopien 10 647V -Zellen

Tabelle 6.2: Ergebnisse absolute Quantifizierung und Zellverdiinnungsreihe

6.1.3. Spezifitat

Um die Spezifitat der Marker zu bestimmen, wurden 50 PBMC-Proben von gesunden
Donatoren mittels qPCR auf die sechs Marker getestet. Hier zeigten sich fur alle

Marker zumindest bei einem Teil der PBMC-Proben 2~ AACt Werte > 0, womit diese

Proben zunachst als Marker-positiv zu werten sind. Die Spezifitat der einzelnen Mar-

ker (ohne Cut-off Wert) ist in der Tabelle unten aufgefihrt.
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Gesunde Kontrollgruppe

Marker Wert = 0 Wert > 0 min. max. Mittelwert Spezifitat
insg. 50 Proben
CK20 36 (72%) 14 (28%) 0 1,74752 1,04266 72%
CK14 32 (64%) 18 (36%) 0 3,49831 0,37641 64 %
CK17 0 (0%) 50 (100%) 0,03273 4,22955 0,76363 0%
UPK2 10 (20%) 40 (80%) 0 1,00117 0,40015 20%
SPINK1 0 (0%) 50 (100%) 0,14844 2,37327 0,99557 0%
TMPRSS2 36 (72%) 14 (28%) 0 4,06846 1,28935 36%

Tabelle 6.3: Ergebnisse PBMC-Proben der gesunden Kontrollgruppe

6.1.4. Knochenmarksproben

Die enthommenen Knochenmarksvolumina lagen zwischen 1 und 9 ml. Bei einigen
Patienten wurde aufgrund geringer Knochenmarksmengen die Proben von rechter
und linker Seite zusammengegeben und gemeinsam weiterverarbeitet. Am Ende la-
gen bei 48 Patienten Material von zwei und bei 71 Patienten von lediglich einer
Knochenmarksprobe zur weiteren Aufarbeitung vor. Wenn bei den Patienten gena-
gend Material vorgelegen hatte, existierten bis zum Schluss zwei Proben, die auch
getrennt die qPCR durchliefen. Es wurde hier fir jeden Marker das héhere der bei-

den Ergebnisse, d.h. im Zweifel die positive Probe gewertet.

6.2. Patientenkollektiv

6.2.1. Allgemeine und klinische Parameter im Gesamtpatientenkollektiv

Patientenkollektiv Zusammensetzung

In einem Zeitraum von 61 Monaten wurden insgesamt 117 Patienten in die Studie
eingeschlossen. Alle Patienten waren an einem Harnblasenkarzinom erkrankt und es
war eine Zystektomie mit Lymphadenektomie in Narkose geplant. Die allgemeinen
Parameter unseres Patientenkollektivs wie Geschlechterverteilung, Alter, Follow-Up

und Therapie sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.
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Zystektomie

Bei allen 117 Patienten handelte es sich histologisch gesichert um ein Urothelkarzi-
nom. Bei 115 Patienten wurde wie geplant eine Zystektomie durchgefihrt. Bei einer
Patientin wurde wegen Anéasthesiekomplikationen, bei einem anderen Patienten we-
gen einer intraoperativ sichtbaren, ausgepragten Peritonealkarzinose die Zystekto-

mie unterlassen.

Lymphadenektomie

Bei den beiden Patienten, bei denen keine Zystektomie durchgefiihrt wurde, sowie
bei einem weiteren Patienten mit Peritonealkarzinose ist keine Lymphadenektomie
erfolgt. Die Anzahl an entnommenen Lymphknoten variierte von 0-119, im Schnitt
wurden 34 Lymphknoten entfernt. Die Rate an entfernten Lymphknoten lag in der
Regel deutlich Uber der Mindestanzahl an Lymphknoten von 10 - 15 Stlick, die der-

zeit zu entfernen empfohlen wird [16].

Chemotherapie
Vier Patienten erhielten praoperativ eine neoadjuvante und 24 Patienten postoperativ
eine adjuvante Chemotherapie. Zwei Patienten erhielten beides, eine neoadjuvante

und adjuvante Chemotherapie.

Patientenkollektiv - allgemeine und klinische Parameter

Patientenzahl Studienzeitraum Follow-Up Range Follow-Up Median
117 09/2007 — 08/2012 1,5 — 55,5 Monate 18,5 Monate
Manner Frauen Alters Range Alter Mittel/Median
92 (78,6%) 25 (21,4%) 39-85a 66 a/ 67 a
Urothelkarzinom Zystektomie Lymphadenektomie Chemotherapie
117 115 114 29 (24,8%)

Tabelle 6.4: Allgemeine und klinische Parameter im Patientenkollektiv

Tumorstadien und Resektionsstatus

Die Verteilung von pTNM-Status, Grading und Resektionsstatus sind in den folgen-
den zwei Tabellen aufgefihrt. Der pT-Status war uns von 116 und der pN-Status von
114 Patienten bekannt. Informationen zu Grading lagen uns von 100 und zum R-
Status von 114 Patienten vor. Das mediane Tumorstadium in unserem Patientenkol-

lektiv betrug pT2.
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Prostatakarzinom

Von 88 der 92 mannlichen Patienten war die Prostata mitentfernt und histologisch
untersucht worden. Bei 26 von ihnen fand sich ein inzidentelles Prostatakarzinom,
was bis zu diesem Zeitpunkt undetektiert und klinisch inapparent war. Bei drei Pati-
enten handelte sich es um ein pT3a- Stadium bei den anderen 23 um ein pT2-
Stadium. Der Gleasonscore lag bei allen Patienten unter 8 und der PSA-Wert lag

auler bei einem Patienten (15 ng/ml) bei allen unter 4 ng/ml.

Patientenkollektiv klinische Parameter

Status

bekannt

Félle

pT pN1 pM1 G R1 M/F PCA
117 114 117 100 114 117 88 (Méanner)
30 (26,3%) 2(1,7%) G212 (12%) 7 (6,1%) M 92 (78,6%) 26 (29,5%)

G3 88 (88%) F 25 (21,4%)

CTx

109

29 (26,7%)

Tabelle 6.5: Klinische Parameter im Gesamtpatientenkollektiv

Verteilung nach pTNM-Stadium

pT

pTis/T1

33 (28,2%)

pT2

37 (31,6%)

pT3

37 (31,6%)

pT4

9 (7,8%)

pTx

1(0,9%)

pN1-3 pM1 G R1 M/F PCA

5/33 (15,2%)

5/36 (13,8%)

15/37 (40,5%)

5/8 (62,5%)

1(2,7%)

1(11,1%)

G2 2 (8%)

G3 23 (92%)

G2 7 (20,6%)

G3 27 (79,4%)

G2 2 (6,1%)

G3 31 (93,9%)

G2 1 (12,5%)

G3 7 (87,5%)

1/33 (3,0%)

0/36

1137 (2,7%)

5/8 (55,5%)

F 5 (15,2%)

M 28 (84,8%)

F 10 (27,0%)

M 27 (73,0%)

F 8 (21,6%)

M 29 (78,4%)

F1(11,1%)

M 8 (88,9%)

F1

6/26 (23,1%)

7124 (29,2%)

12/29 (41,4%)

1/8 (12.5%)

CTx

5/33 (15,2%)

9/37 (24,3 %)

12/31 (38,7%)

317 (42,9%)
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6.2.2. Ereignisse und Uberlebensraten im Gesamtpatientenkollektiv

Nachsorge

Die zeitlichen Abstande und die angewandte Diagnostik bei der Nachsorge variierten
innerhalb des Patientenkollektivs. Dies lag unter anderem daran ob die Nachsorge
bei uns im Haus oder ambulant durchgeflhrt wurde. Bei lediglich 113 Patienten la-
gen uns zuletzt Befunde zur Rezidivhachsorge vor. Bei allen Patienten war zum

Zeitpunkt des letzten Follow-ups bekannt ob sie lebten oder verstorben waren.

Ereignis Rezidivdiagnose und Todesfall

Als Rezidiv wurden Lokalrezidive, Lymphknoten- und Fernmetastasen gewertet. Die
Lokalisation der Fernmetastasen war von der Haufigkeit wie folgt verteilt: pulmonal >
ossar > hepatisch > renal > peritoneal. Bei acht Patienten waren mehrere Komparti-
mente betroffen. Der Zeitraum zwischen Radikaler Zystektomie und Rezidivdiagnose
dauerte im Mittel 8 Monate. Als Todesfall wurden alle Todesfalle aufgrund des Harn-
blasenkarzinoms oder anderer Ursache gewertet. Der Zeitraum zwischen Radikaler
Zystektomie und dem Versterben betrug im Mittel 14,5 Monate. In der folgenden Ta-
belle sind die Ereignisse Rezidivdiagnose und Todesfall im gesamten Patientenkol-
lektiv und in den einzelnen Untergruppen (pT1-4, pNO-1, G2-3, RO0-1, Frau-

en/Manner, Prostatakarzinom/kein Prostatakarzinom) aufgeschlisselt.

Rezidivfreies Uberleben und Gesamtiiberleben

Im Weiteren werden die 1- und 2-Jahresraten fir Rezidivfreies Uberleben und Ge-
samtiiberleben in Prozent sowie das Uberleben in Kaplan-Meier-Kurven dargestelit.
Das rezidivfreie Uberleben wird in den Tabellen mit RFS (Recurrence-free Survival),

das Gesamtlberleben mit OS (Overall Survival) abgekuirzt.
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Ereignisse - allgemein und nach Untergruppen

Rezidiv Lokal System. Ossar Todesfall Tumor- and. Urs.
bed.

Félle insg. 29/113 10 18 7 Félle insg. 28/117 24 4

(25,7%) (8,8%) (15,9%) (6,2%) (23,9%) (20,5%) (3,4%)
Untergruppen Untergruppen
pT1 32 2 (6,3%) 1(3,1%) 1(3,1%) 0 pT1 33 2 (6,1%) 2 (6,1%) 0
pT2 36 4 (11,1%) 1(2,8%) 3 (8,3%) 0 pT2 37 5 (13,5%) 3 (8,1%) 2 (5,4%)
pT3 36 14 (38,9%) 4 (11,1%) 9 (25,0%) 5 (13,9%) | pT3 37 12 (32,4%) 10 (27,0%) 2 (5,4%)
pT4 8 8 (100%) 4 (50,0%) 4 (50,0%) 1(12,5%) | pT4 9 8 (88,9) 8 (88,9) 0
pTX 1 1(100%) 0 1(100%) 1(100%) | pTx 1 1(100%) 1(100%) 0
pNO 84 12 (14,3%) 4 (4,8%) 7 (8,3%) 4 (4,8%) pNO 84 10 (11,9%) 8 (9,5%) 2 (2,4%)
pN1 28 16 (57,1%) 6 (21,4%) 10 (35,7%) 2 (7,1%) pN1 30 15 (50,0%) 13 (34,3%) 2 (6,7%)
pNx 1 1(100%) 0 1(100%) 1(100%) | pNx 3 3 (100%) 3 (100%) 0
G2 12 2 (16,7%) 1(8,3%) 1(8,3%) 0 G2 12 2 (16,7%) 2 (16,7%) 0
G3 85 22 (25,9%) 8 (9,4%) 13 (15,3%) 4 (4,7%) G3 88 20 (22,7%) 16 (18,2%) 4 (4,5%)
Gx 13 5 (38,5%) 1(7,7%) 4 (30,8%) 3 (23,1%) | Gx 17 6 (35,3%) 6 (35,3%) 0
RO 106 22 (20,8%) 7 (6,6%) 14 (13,2%) 5 (4,7%) RO 107 19 (17,8%) 15 (14,0%) 4 (3,7%)
R1 5 5 (100%) 2 (40,0%) 3(60,0%) 1(20,0%) |R1 7 6 (85,7%) 6 (85,7%) 0
Rx 2 2 (100%) 1 (50,0%) 1(50,0%) 1 (50,0%) | Rx 3 3 (100%) 3 (100%) 0
M 90 24 (26,7%) 9 (10,0%) 14 (15,6%) 6 (6,7%) M 92 23 (25,0%) 19 (20,7%) 4 (4,3%)
F 23 5 (21,7%) 1(4,3%) 4 17,4%) 1(4,3%) F 25 5 (20,0%) 5 (20,0%) 0
kPCA 84 22 (26,2%) 9 (10,7%) 11 (13,1%) 5 (6,0%) kKPCA 87 20 (23,0%) 17 (19,5%) 3 (3,4%)
PCA 26 7 (26,9%) 1(3,8%) 7 (26,9%) 2 (7,7%) PCA 26 7 (26,9%) 6 (23,1%) 1(3,8%)
PCAx 3 O 0 0 0 PCAx 4 1(25,0%) 1(25,0%) 0

Tabelle 6.7: Rezidiv- und Todesfélle in den einzelnen Untergruppen
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6.3. Standardrisikofaktoren

6.3.1. Tumorstadium

Tumorstadium - Rezidivfreies Uberleben und Gesamtiiberleben
In den folgenden zwei Tabellen und Kaplan-Meier-Kurven wird das Rezidivfreie
Uberleben und Gesamtiberleben in unserem Patientenkollektiv in Abhangigkeit vom

pT-Stadium dargestellt.

pT-Stadium und Rezidivfreies Uberleben (RFS)

Patienten Rezidive 1-Jahres 2-Jahres Log-Rang-Test
RFS-Raten RFS-Raten p-Wert
Gesamt 29/112 (25,9%) 75% 60%
pTis/T1 2/32 (6,3%) 93% 93%
pT2 4/36 (11,1%) 88% 88%
p < 0,001
pT3 14/36 (38,9%) 70% 56%
pT4 8/8 (100,0%) 13% 0%

Tabelle 6.8: Rezidivfreies Uberleben nach pT-Stadium
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Abbildung 6.1: Rezidivfreies Uberleben nach pT-Stadium

70



pT-Stadium und Gesamtiiberleben (OS)

Patienten Todesfalle 1-Jahres 2-Jahres Log-Rang-Test
OS-Raten OS-Raten p-Wert

Gesamt 27/116 (23,3%) 84% 69%

pTis/T1 2/33 (6,1%) 100% 96%

pT2 5/37 (13,5%) 88% 88%

p < 0,001

pT3 12/37 (32,4%) 85% 73%

pT4 8/9 (88,9%) 40% 0%

Tabelle 6.9: Gesamtiiberleben nach pT-Stadium
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Abbildung 6.2: Gesamtiiberleben nach pT-Stadium

6.3.2. Lymphknotenstatus

Lymphknotenstatus - Rezidivfreies Uberleben und Gesamtiiberleben
In den folgenden zwei Tabellen und Kaplan-Meier-Kurven wird das Rezidivfreie
Uberleben und Gesamtiberleben in unserem Patientenkollektiv in Abhangigkeit vom

pN-Status dargestellt.
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pN-Stadium und Rezidivfreies Uberleben (RFS)

Patienten Rezidive 1-Jahres 2-Jahres Log-Rang-Test
RFS-Raten RFS-Raten p-Wert

Gesamt 28/112 (25,0%) 75% 60%

pNO 12/84 (14,3%) 87% 85%

pN1-3 16/28 (57,1%) 51% 31% B S L0

Tabelle 6.10: Rezidivfreies Uberleben nach pN-Status
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Abbildung 6.3: Rezidivfreies Uberleben nach pN-Status

pN-Stadium und Gesamtiiberleben (OS)

Patienten Todesfalle 1-Jahres 2-Jahres Log-Rang-Test
OS-Raten OS-Raten p-Wert
Gesamt 25/114 (21,9%) 84,3% 68,6%
pNO 10/84 (11,9%) 94,5% 83,0%
p < 0,001
pN1-3 15/30 (50,0%) 65,4% 45,0%

Tabelle 6.11: Gesamtiiberleben nach pN-Status
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 6.4: Gesamtiiberleben nach pN-Status

Signifikanz Tumorstadium und Lymphknotenstatus

Im Log-Rang-Test wurden die Uberlebensraten der verschiedenen Gruppen mit un-
terschiedlichen pT- bzw. pN-Status auf Gleichheit getestet. Die Nullyhpothese, wel-
che besagt dass kein Unterschied zwischen den verschiedenen Gruppen besteht,
konnte verworfen werden. Die Unterschiede in den verschiedenen Gruppen sowohl
beim Rezidivfreien Uberleben als auch beim Gesamtiiberleben, waren mit p < 0,001
sowohl flr den pT- als auch den pN-Status (RFS und OS), bei einem vorgegeben
Signifikanzniveau von a = 5 % (p = 0,05), hochsignifikant. In unserem Patientenkol-
lektiv korrelierten die klassischen Risikofaktoren des Harnblasenkarzinoms, ein er-
hohtes pT-Stadium sowie ein postiver pN-Status erwartungsgemal hochsignifikant
mit verminderten 1- und 2-Jahres Raten fiir Rezidivfreies Uberleben und Gesamt-

Uberleben.
6.3.3. Weitere relevante Faktoren

Patienten ohne Therapie
Die drei Patienten, die keine Zystektomie und/oder Lymphadenektomie erhalten hat-
ten waren alle (100%) innerhalb von drei bis neun Monaten nach Diagnosestellung

tumorbedingt verstorben. Das mittlere Uberleben betrug 5 Monate.

Chemotherapie
Von den 29 Patienten die eine Chemotherapie erhalten hatten, hatten 10 ein Rezidiv

entwickelt (34,5%) und 9 waren verstorben (31,0%).
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R1-Status und Prostatakarzinom

Die Berechnung der 1- und 2-Jahres Uberlebensraten wurde einmal fiir das Ge-
samtpatientenkollektiv berechnet und ein weiteres Mal ohne die Patienten mit R1-
Status und/oder Prostatakarzinom um Fehlerquellen, die sich hieraus fir die Ergeb-
nisse ergeben kdénnen, zu vermeiden. Diese Gruppen werden als RO, kPCA und RO
+ KPCA bezeichnet, die Ergebnisse flr diese Gruppen sind im Verlauf noch einmal

getrennt aufgeflhrt.

6.4. Molekulare Marker

Im Folgenden werden die Rezidiv- und Todesfalle sowie die 1- und 2-Jahresraten fir
Rezidivfreies Uberleben und Gesamtiiberleben der jeweils Marker-negativen und der

Marker-positiven Gruppe gegenibergestellt und aufgeflhrt.
6.4.1. CK20

Verwendung eines Cut-off Wertes

- AACt (Marker)

88 von 117 Patientenproben (75%) hatten fur CK20 einen 2 Wert > 0

und waren primar als positiv zu werten. Auch in der Kontrollgruppe mit gesunden
Probanden hatten fur CK20 14 von den 50 Proben (28%) positive Werte. Aus diesem
Grund war es vor ersten Bewertungen notwendig einen Schwellenwert oder Cut-off

Wert festzulegen.
6.4.2. CK20 Cut-off Wert 1,74752

Cut-off Wert 1,74752 - orientiert an der Kontrollgruppe
Der héchste in der Kontrollgruppe mit gesunden Probanden fiir CK20 detektierte 2~

AACt (Marker) Wert lag bei 1,74752. Fir die folgenden Ergebnisse wurde dieser Wert

von 1,74752 als Cut-off Wert verwendet. Alle Patientenproben, die Uber diesem Cut-
off Wert von 1,74752 lagen wurden damit als positiv und die unter oder auf diesem

Wert lagen als negativ gewertet.

CK20-Status (Cut-off Wert 1,74752) - Rezidivfreies Uberleben und Gesamtiiber-
leben

In den folgenden zwei Tabellen und Kaplan-Meier-Kurven wird das Rezidivfreie
Uberleben und Gesamtiberleben in unserem Patientenkollektiv in Abhangigkeit vom
CK20-Status bei einem Cut-off Wert von 1,74752 dargestellt.
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CK20-Expression und Rezidivfreies Uberleben (RFS), Cut-off 1,74752

Patienten Cut-off Anzahl Rezidive 1-Jahres 2-Jahres Log-Rang-Test
1,74752 RFS-Raten RFS-Raten p-Wert
Gesamt- CK20 neg 86/113 22/113 76% 74%
kollektiv (76,1%) (25,6%) b = 0,699
CK20 pos 27/113 7/113 82% 58%
(23,9%) (25,9%)

Tabelle 6.12: Rezidivfreies Uberleben nach CK20-Status (Cut-off 1,74752)
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Abbildung 6.5: Rezidivfreies Uberleben nach CK20-Status (Cut-off 1,74752)

CK20-Expression und Gesamtiiberleben (OS), Cut-off 1,74752

Patienten Cut-off Anzahl Todesfalle 1-Jahres 2-Jahres Log-Rang-Test
1,74752 OS-Raten OS-Raten p-Wert
Gesamt- CK20 neg 88/117 21117 87% 76%
kollektiv (75,2%) (23,9%) b= 0,471
CK20 pos 29/117 7/117 85% 72%
(24,8%) (24,1%)

Tabelle 6.13: Gesamtiiberleben nach CK20-Status (Cut-off 1,74752)
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 6.6: Gesamtiiberleben nach CK20-Status (Cut-off 1,7475)

Signifikanz CK20 (Cut-off Wert 1,74752)

Fur die Auswertung bei einem Cut-off Wert von 1,74752 bestanden in der CK20-
postiven Gruppe meist niedrigere Uberlebensraten (RFS und OS) als in der CK20-
positiven Gruppe. Zu einigen Zeitpunkten war dies jedoch entgegen unseren Erwar-
tungen auch umgekehrt der Fall (siehe Kaplan-Meier-Kurve). Mit p = 0,699 fiur das
Rezidivfreie Uberleben und p = 0,471 fiir das Gesamtlberleben, unterschieden sich
die Ergebnisse zwischen den beiden Gruppen, bei einem vorgegeben Signifikanzni-

veau von a = 5 % (p = 0,05), nicht signifikant voneinander.

6.4.3. CK20 Cut-off Wert 0,96108

Cut-off Wert 0,96108 - berechnet durch den Log-Rang-Test

In Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fir medizinische Statistik und Epidemiologie
der technischen Universitdt Minchen wurden verschiedene andere Cut-off Werte
getestet und mithilfe des Log-Rang-Tests auf Signifikanz gepruft. Es erfolgte noch
einmal eine Berechnung und Bewertung unserer Ergebnisse mit dem, am Weitesten
an das Signifikanzniveau heranreichenden Cut-off Wert. Dieser theoretische Cut-off
Wert lag fur CK20 bei 0,96108. Alle Patientenproben die Uber diesem Wert von
0,96108 lagen wurden damit als positiv und alle die auf oder unter diesem Wert la-
gen als negativ gewertet. Mit 0,96108 war dieser Cut-off Wert niedriger als der in der

- AACt (Marker)

Kontrollgruppe erzielte 2 Hdéchstwert von 1,74752. Entsprechend waren

bei diesem Cut-off Wert mehr Patientenproben CK20-positiv als bei einem Cut-off
Wert von 1,74752. Bei einem Cut-off Wert von 0,96108 waren aber auch 14% der
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Proben aus der gesunden Kontrollgruppe positiv. Dies war ein geringerer Anteil als
bei der Berechnung ohne Cut-off Wert, dennoch wirden hier 14% als falsch positiv
gewertet werden. Die Spezifitat bei einem Cut-off Wert von 0,96108 liegt daher nur
bei 86%.

CK20-Status (Cut-off Wert 0,96108) - Rezidivfreies Uberleben und Gesamtiiber-
leben

In den folgenden zwei Tabellen und Kaplan-Meier-Kurven wird das Rezidivfreie
Uberleben und Gesamtiberleben in unserem Patientenkollektiv in Abhangigkeit vom

CK20-Status bei einem Cut-off Wert von 0,96108 dargestellt.

CK20-Expression und Rezidivfreies Uberleben (RFS), Cut-off 0,96108

Patienten Cut-off Anzahl Rezidive 1-Jahres 2-Jahres Log-Rang-Test
0,96108 RFS-Raten RFS-Raten p-Wert
Gesamt- CK20 neg 63/113 14/113 80% 78%
kollektiv (55,8%) (22,2%) b = 0,265
CK20 pos 50/113 15/113 73% 62%
(44,2%) (30,0%)

Tabelle 6.14: Rezidivfreies Uberleben nach CK20-Status (Cut-off 0,96108)
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Abbildung 6.7: Rezidivfreies Uberleben nach CK20-Status (Cut-off 0,96108)
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CK20-Expression und Gesamtiiberleben (OS), Cut-off 0,9610

Patienten Cut-off Anzahl Todesfalle 1-Jahres 2-Jahres Log-Rang-Test
0,96108 OS-Raten OS-Raten p-Wert
Gesamt- CK20 neg 65/117 12/117 90% 83%
kollektiv (55,6%) (18,5%) P= 0,069
CK20 pos 52/117 16/117 81% 72%
(44,4%) (30,8%)

Tabelle 6.15: Gesamtiiberleben nach CK20-Status (Cut-off 0,96108)
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Abbildung 6.8: Gesamtiiberleben nach CK20-Status (Cut-off 0,96108)

Signifikanz CK20 (Cut-off Wert 0,96108)
Fur die Auswertung bei einem Cut-off Wert von 0,96108 waren die Uberlebensraten
(RFS und OS) in der CK20-positiven Gruppe durchgehend niedriger als in der CK20-
negativen Gruppe. Mit p = 0,265 fiir das Rezidivfreie Uberleben und p = 0,069 fiir

das Gesamtlberleben unterschieden sich die Ergebnisse zwischen den beiden

Gruppen, bei einem vorgegebenen Signifikanzniveau von a =5 % (p = 0,05), jedoch

ebenfalls nicht signifikant voneinander. Es zeichnete sich dennoch ein Trend ab, der

fur das Gesamtiberleben nahe an das Signifikanzniveau heranreicht.
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CK20-Expression nach pT-Stadium und pN-Status (Cut-off Wert 0,96108)

In der folgenden Tabelle sind die CK20-Expression (bei einem Cut-off Wert von
0,96108) sowie die Ereignisse Rezidiv und Todesfall in Abhangigkeit vom pT-
Stadium und pN-Status dargestellt.

CK20-Expression nach pT-Stadium und pN-Status, Cut-off 0,96108

Patienten CK20 Rezidiv Todesfall
pT1 33 2 (6,1%) 2 (6,1%)
CK20 neg 16 (48%) 0 (0%) 0 (0%)
CK20 pos 17 (52%) 2 (11,8%) 2 (11,8%)
pT2 37 4 (10,8%) 5 (13,5%)
CK20 neg 22 (59%) 2 (9,1%) 3 (13,6%)
CK20 pos 15 (41%) 2 (13,3%) 2 (13,3%)
pT3 37 14 (37,8%) 12 (32,4%)
CK20 neg 24 (65%) 9 (37,5%) 7 (29,2%)
CK20 pos 13 (35%) 3 (23,1%) 5 (38,5%)
pT4 9 8 (88,9%) 8 (88,9%)
CK20 neg 1 (11%) 1 (100%) 1 (100%)
CK20 pos 8 (89%) 7 (87,5%) 7 (87,5%)
pNO 84 12 (14,3%) 10 (11,9%)
CK20 neg 50 (60%) 8 (16,0%) 6 (12,0%)
CK20 pos 34 (40%) 4 (11,8%) 4 (11,8%)
pN1 30 16 (53,3%) 15 (53,3%)
CK20 neg 13 (43%) 6 (46,2%) 5 (38,5%)
CK20 pos 17 (57%) 10 (58,9%) 10 (58,9%)

Tabelle 6.16: CK20-Expression nach pT-Stadium und pN-Status

79




6.4.4. SPINK1

Verwendung eines Cut-off Wertes

AACt (Marker)

113 von 117 Patientenproben (97%) hatten fiir SPINK1 einen 2~ Wert >

0 und waren primar als positiv zu werten. In der Kontrollgruppe mit gesunden Pro-
banden hatten fir SPINK1 sogar alle 50 Proben (100%) positive Werte. Aus diesem
Grund war es inshesondere hier vor ersten Bewertungen notwendig einen Schwel-

lenwert oder Cut-off Wert festzulegen.

Cut-off Wert 2,37327 - orientiert an der Kontrollgruppe

Der hochste in der Kontrollgruppe mit gesunden Probanden fir SPINK1 detektierte

- AACt (

2 Marken) \wert lag bei 2,37327. Fir die folgenden Ergebnisse wurde dieser

Wert von 2,37327 als Cut-off Wert verwendet. Alle Patientenproben, die Gber diesem
Cut-off Wert von 2,37327 lagen wurden als positiv und die, die unter oder auf diesem
Wert lagen als negativ gewertet. Bei Verwendung eines Cut-off Wertes von 2,37327
waren lediglich 6,0% der Patientenproben positiv. Die Suche nach einem besseren
Cut-off Wert lGber den Log-Rang-Test verlief im Falle von SPINK1 ergebnislos, wes-

halb nur Ergebnisse flir den oben erwahnten Cut-off Wert berechnet wurden.

SPINK1-Status (Cut-off Wert 2,37327) - Rezidivfreies Uberleben und
Gesamtiiberleben

In den folgenden zwei Tabellen und Kaplan-Meier-Kurven wird das Rezidivfreie
Uberleben und Gesamtiiberleben in unserem Patientenkollektiv in Abhangigkeit vom
SPINK1-Status bei einem Cut-off Wert von 2,37327 dargestellt.
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SPINK1-Expression und Rezidivfreies Uberleben (RFS), Cut-off 2,37327

Patienten Cut-off Anzahl Rezidive 1-Jahres 2-Jahres Log-Rang-Test
2,37327 RFS-Raten RFS-Raten p-Wert
Gesamt- SPINK1 neg 106/113 25/113 80% 74%
kollektiv (93,8%) (23,6%) P= 0,001
SPINK1 pos 7/113 4/113 33% 33%
(6,2%) (57,1%)

Tabelle 6.17: Rezidivfreies Uberleben nach SPINK1-Status (Cut-off 2,37327)
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Abbildung 6.9: Rezidivfreies Uberleben nach SPINK1-Status (Cut-off 2,37327)

SPINK1-Expression und Gesamtiiberleben (OS), Cut-off 2,37327

Patienten Cut-off Anzahl Todesfalle 1-Jahres 2-Jahres Log-Rang-Test
2,37327 OS-Raten OS-Raten p-Wert
Gesamt- SPINK1 neg 110/117 23/117 90% 82%
kollektiv (94,0%) (20,9%) p < 0,001
SPINK1 pos  7/117 5/117 17% 17%
(6,0%) (71,4%)

Tabelle 6.18: Gesamtiiberleben nach SPINK1-Status (Cut-off 2,37327)
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 6.10: Gesamtiiberleben nach SPINK1-Status (Cut-off 2,37327)

Signifikanz SPINK1 (Cut-off Wert 2,37327)

Fur diese Auswertung konnte im Log-Rang-Test die Nullhypothese welche besagt,
dass die Uberlebensraten in der SPINK1-postiven und in der SPINK1-negativen
Gruppe gleich sind, verworfen werden. Mit p = 0,001 beim Rezidivfreien Uberleben
und p < 0,001 beim Gesamtiberleben unterschieden sich die Ergebnisse in den bei-
den Gruppen, bei einem vorgegebenen Signifikanzniveau von a = 5 % (p = 0,05),
hochsignifikant. In unserem Patientenkollektiv korrelierten ein positiver SPINK1-
Status hochsignifikant mit einem verminderten Rezidivfreien Uberleben sowie ver-

minderten Gesamtlberleben.

Auswertung der Gruppen R0, kPCA, R0 + kPCA

In der folgenden Tabelle werden die Ergebnisse in den Untergruppen RO, KPCA und
RO + kPCA fur die beiden Marker CK20 und SPINK1 dargestellt. Es werden Rezidiv-
freies Uberleben und Gesamtiberleben von Marker-positiver und Marker-negativer
Gruppe verglichen. In diesen Untergruppen lagen die p-Werte fir CK20 in der Regel
hoher, die p-Werte fir SPINK1 waren etwa vergleichbar. Durch die Aufschlisselung

konnte keine Verbesserung der Signifikanz erzielt werden.
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Untergruppen RO, kPCA, RO + kPCA

Patienten Marker 1-Jahres 2-Jahres Log-Rang-Test | 1-Jahres 2-Jahres Log-Rang-Test
RFS-Raten RFS-Raten p-Wert RFS OS-Raten OS-Raten p-Wert OS
CK20 Cut-off 1,74752
RO CK20 neg 79% 78% 90% 87%
p=20,784 p = 0,841
CK20 pos 89% 67% 91% 84%
kPCA CK20 neg 77% 75% 87% 79%
p=0,972 p = 0,387
CK20 pos 80% 71% 84% 65%
RO + kPCA CK20 neg 84% 80% 89% 88%
p=0,662 p = 0,559
CK20 pos 83% 83% 88% 78%
CK20 Cut-off 0,96108
RO CK20 neg 83% 81% 93% 89%
p=0,641 P= 0,125
CK20 pos 79% 70% 85% 82%
kPCA CK20 neg 80% 77% 91% 83%
p=0,657 P= 0,075
CK20 pos 74% 70% 79% 66 %
RO + kPCA CK20 neg 83% 81% 93% 91%
p=0,810 P= 0,161
CK20 pos 81% 81% 82% 77%
SPINK1 Cut-off 2,37327
RO SPINK1 neg 84% 78% 94% 90%
P= 0,133 p < 0,001
SPINK1 pos 61% 61% 20% 20%
kPCA SPINK1 neg 79% 75% 90% 79%
P= 0,137 P =0,0 05
SPINK1 pos 50% 50% 25% 25%
RO + kPCA SPINK1 neg 85% 83% 93% 89%
P= 0,046 p < 0,001
SPINK1 pos 50% 50% 25% 25%

Tabelle 6.19: Auswertung R0, kPCA, RO + kPCA
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6.4.5. Weitere Marker

Bei allen vier Markern waren in der Kontrollgruppe mit gesunden Probanden eben-

- AACt (Marker)

falls Proben mit 2 Werten > 0 aufgetreten. Als Cut-off Wert war bei der

Auswertung wieder fir jeden Marker zunachst der Hochstwert aus der gesunden
Kontrollgruppe verwendet worden. Hierbei trat das Problem auf, dass flr alle vier
weiteren Marker jeweils nur ein einzelner Patient Marker-positiv (vs. Gesamtpatien-
tenkollektiv Marker-negativ) oder Marker-negativ (vs. Gesamtpatientenkollektiv Mar-
ker-positiv) war. Aus diesem Grund erhielt man keine vergleichbaren und aussage-

kraftigen Gruppen (Marker-positiv vs. Marker-negativ).

CK14

Nur ein Patient im gesamten Patientenkollektiv war fir CK14 positiv (0,9%). Bei die-
sem Patienten war jedoch weder ein Rezidiv noch der Todesfall eingetreten. Mit p =
0,550 fiir das Rezidivfreie Uberleben und p = 0,573 fir das Gesamtlberleben, be-
stand zwischen der CK14-postiven und der CK14-negativen Gruppe kein signifikan-

ter Unterschied.

CK17

Alle Patienten bis auf einen waren fir CK17 positiv (99,1%). Bei dem einen CK17-
negativen Patienten war weder ein Rezidiv noch der Todesfall eingetreten. Mit p =
0,550 fiir das Rezidivfreie Uberleben und p = 0,530 fir das Gesamtiberleben, be-
stand zwischen der CK17-postiven und der CK17-negativen Gruppe kein signifikan-

ter Unterschied.

UPK2

Ein Patient im gesamten Patientenkollektiv war fir UPK2 positiv (0,9%). Bei diesem
Patienten war ein Rezidiv diagnostiziert worden und der Patient ist tumorbedingt ver-
storben. Mit p < 0,001 fiir das Rezidivfreie Uberleben sowie das Gesamtiberleben,
war zwischen der UPK2-postiven und der UPK2-negativen Gruppe hiermit ein hoch-
signifikanter Unterschied gegeben, der sich jedoch nur auf einen Patienten und ein

einzelnes Ereignis bezog.

TMPRSS2

Derselbe Patient, der fir UPK2 positiv war, war auch fur TMPRSS2 positiv (0,9%).
Auch fir TMPRSS2 ergab sich damit ein p < 0,001 fiir das Rezidivfreie Uberleben
sowie das Gesamtlberleben und damit ein hochsignifikanter Unterschied zwischen
der TMPRSS2-positiven und der TMPRSS2-negativen Gruppe. Dieser bezog sich

jedoch ebenfalls nur auf einen Patienten und ein einzelnes Ereignis.
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Cut-off Werte - optimiert durch den Log-Rang-Test

Neben den an der Kontrollgruppe orientierten Cut-off Werten wurde auch fur CK14,
CK17, UPK2 und TMPRSS2 versucht Uber den Log-Rang-Test einen ,optimalen®
Cut-off Wert zu ermitteln, d.h. einen Cut-off Wert, mit dem die Ergebnisse das Signi-
fikanzniveau erreichen oder diesem nahe kommen. Fir die Marker CK14, UPK2 und
TMPRSS2 fand sich jedoch kein Cut-off Wert mit einem p nahe oder < 0,05, der nicht
so niedrig lag, dass ein Grofteil (je nach Marker 28-78%) der PBMC-Kontrollproben
positiv gewesen waren. Fir CK17 konnte Uberhaupt kein Cut-off Wert gefunden wer-
den, der eine bedeutsame Unterscheidung der Uberlebensraten zwischen der CK17-

positiven und der CK17-negativen Gruppe ergeben hatte.
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/. Diskussion

7.1. Studiendesign

7.1.1. Motivation dieser Arbeit

Dies ist die erste Studie, die den Nachweis von disseminierten Tumorzellen im Kno-
chenmark beim Blasenkarzinom mittels quantitativer real-time PCR und der Marker
CK20, CK14, CK17, UPK2, SPINK1 und TMPRSS2 untersucht hat. Unserer Studie
voraus ging die Arbeit von Retz und Rotering ,Long-term follow-up of bladder cancer
patients with disseminated tumour cells in bone marrow* aus dem Jahre 2011. Retz
und Rotering hatten mittels qualitativer RT-PCR Knochenmark von Blasenkarzinom-
patienten auf CK20 untersucht und hierbei einen signifikanten prognostischen Unter-
schied festgestellt. CK20-postive Patienten hatten ein schlechteres Outcome bezlg-
lich Rezidivfreiem Uberleben, Tumorspezifischem Uberleben und Gesamtiiberleben
gezeigt [37]. Diese Ergebnisse von Retz und Rotering waren fir uns Anreiz die Stu-
die in dieser Form durchzuflihren. Zusatzlich testeten wir neben CK20 im gleichen
Durchgang funf weitere bislang in diesem Zusammenhang noch nicht untersuchte
Marker. Unsere Studienbedingungen, Daten und Ergebnisse werden auch im Kon-

text der Arbeit von Retz und Rotering diskutiert.
7.1.2. Vergleichbarkeit Patientenkollektiv

Allgemeine Daten

Das Patientenkollektiv war mit 117 Patienten relativ klein, allerdings waren es etwas
mehr als doppelt so viele Patienten wie in der Studie von Retz und Rotering, die 51
Patienten untersucht hatten [37]. Es fiel ein etwas groRerer Manneranteil von 78,6%
auf, als dies allgemein beim Harnblasenkarzinom mit 73% der Fall ist. Das mittlere
Erkrankungsalter unserer Patienten lag mit 66 Jahren deutlich unter dem allgemei-
nen mittleren Erkrankungsalter beim Harnblasenkarzinom (Manner 73 Jahre und
Frauen 77 Jahre). Dies liegt daran, dass tendentiell jingere Patienten flir eine radi-
kale Zystektomie in Frage kommen und hierdurch eine das Alter betreffende Voraus-
lese getroffen wurde. Auch bei Retz und Rotering lag das mittlere Erkrankungsalter

mit 68,9 Jahre unter dem allgemeinen mittleren Erkrankungsalter [37].
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Tumorstadien und Lymphknotenstatus

Eine Teilnahme an unserer Studie wurde nur Patienten angeboten, bei denen eine
radikale Zystektomie mit Lymphadenektomie geplant war. Aus diesem Grund sind
mit 63,6% besonders Patienten mit Stadium pT2 und pT3 in unserer Studie vertre-
ten, fUr die diese Therapie vorrangig in Frage kommt. Patienten mit organtberschrei-
tenden Tumoren pT4 machten mit 7,8% einen kleinen Anteil aus. Haufig sind pT4-
Tumoren soweit fortgeschritten, dass eine Zystektomie nicht mehr in Frage kommt.
Die Patienten mit nicht-muskelinvasivem Tumorwachstum d.h. Stadium pTis oder
pT1 machten 28,2% unserer Patienten aus. Grund fir eine Zystektomie in den nied-
rigen Tumorstadien waren ein G3-Stadium in der Biopsie oder suspekte Lymphkno-
ten im Staging. In der Arbeit von Retz und Rotering bestand eine vergleichbare Ver-
teilung der Tumorstadien wie in unserer Studie [37]. Bei 26,3% der Patienten die ei-
ne Lymphadenektomie erhalten hatten wurden histologisch Lymphknotenmetastasen
nachgewiesen. Die Rate an Lymphknotenmetastasen bei Erstdiagnose wird in der
Literatur ahnlich mit ca. 25% angegeben [18, 19]. Ein positiver Lymphknotenstatus
stieg in unserem Patientenkollektiv wie erwartet bei hdheren pT-Stadien an. Die Fall-
zahlen beziglich des pM-Status sind sehr gering (zwei Patienten M1) und nicht re-

prasentativ.
7.1.3. Methoden

Blasenkarzinomzelllinien

Von den getesteten Markergenen lielien sich einige bereits bei den Vorversuchen
nicht auf allen Blasenkarzinomzelllinien nachweisen. Es gab jedoch keine Zelllinie
bei der alle Marker negativ waren. Es ist bekannt, dass unterschiedliche Tumorzellen
verschiedene Gene unterschiedlich stark oder auch nicht exprimieren. Aufgrund die-
ser Tests mussten wir davon ausgehen, dass Tumore in vivo ebenfalls einzelne Mar-
ker nicht exprimieren. Bei diesen Patienten wirde bei einem Testverfahren mit einem
einzigen Marker von einem falsch negativen Ergebnis ausgegangen werden. Dies
stltzt unsere Annahme, dass fiir ein klinisches Testverfahren ein Marker alleine nicht

in Frage kommt, sondern nur eine Kombination aus verschiedenen Markern.

Gewinnung und Aufarbeitung der Knochenmarksproben

Vor Knochenmarkspunktion wurde ein Hautschnitt gesetzt um eine Kontamination
der Knochenmarksprobe mit Zellen aus Haut, Fett- und Muskelgewebe zu verrin-
gern. Dennoch kann eine Kontamination mit anderen Gewebezellen weder in unse-
ren Versuchen noch in einem spateren klinischen Routineverfahren vollig ausge-

schlossen werden. Die Wahrscheinlichkeit, dass hierdurch eine Verunreinigung mit
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einem Marker entsteht, ist trotzdem gering. Lediglich die Cytokeratine unter unseren
Markern werden in bestimmten Zellen der Haut und der Hautanhangsgebilde expri-
miert (CK20 - Merkelzellen der Haut, CK14 - Basalzellen mehrschichtiger Epithelien,
CK17 - Haarwurzel, Nagelwall). Fir die anderen Marker ist nicht bekannt, dass sie
Uberhaupt in Haut-, Muskel- oder Bindegewebe exprimiert weren (UPK2 - spezifisch
fur Urothel, SPINK1 - Pankreas und andere Drisenepithelien, TMPRSS2 - Intestina-

les Epithel und andere Drlisenepithelien).

RNA-Gewinnung

Auf eine DNase-Behandlung Uber Silikatsaulchen musste aufgrund der geringen Ma-
terialmenge verzichtet werden. Hierdurch sind Verunreinigungen mit kleineren Men-
gen genomischer DNA mdglich, was spater prinzipiell zu falsch positiven Ergebnis-
sen fUhren kann. Um dies zu verhindern, wurden in der anschlieBenden gPCR ex-

onubergreifende Primer verwendet.

Quantitative real-time PCR

Vorteil der Polymerasekettenreaktion allgemein ist, dass durch die phasenweise ex-
ponentiell verlaufende Amplifikation bereits sehr kleine Mengen eines exprimierten
Gens nachgewiesen werden kénnen. Die RT-PCR ist ein qualitatives Nachweisver-
fahren, es ist nur die Unterscheidung zwischen positiv und negativ, d.h. das Gen wird
exprimiert oder nicht, mdoglich. Bei der qPCR hingegen kann exakt angegeben wer-
den, ab welchem Amplifikationszyklus das Amplifikationsprodukt detektierbar war,
sie liefert damit insgesamt viel mehr Informationen. Hierdurch kann eine ungefahre
Abschatzung erfolgen wie hoch die urspriingliche Genexpression in den untersuch-
ten Zellen bzw. im untersuchten Gewebe war. Es ist damit mdglich (teilweise ist es
auch notwendig) Cut-off Werte festzulegen, die unterschiedliche Einteilungen in Mar-
ker-positiv und -negativ vornehmen. Somit erweitern sich die Méglichkeiten und As-
pekte unter denen man die vorhandenen Ergebnisse auswerten kann. Die gPCR bie-
tet eine groRere Flexibilitat beziglich der Datenauswertung und ermdglicht eine ge-
naue Einschatzung, ab wann ein Signal relevant ist. Einen weiteren Vorteil stellt prin-
zipiell die héhere Sensitivitat der qPCR dar. Die haufig bei der RT-PCR zur Sensitivi-
tatssteigerung angewandte nested-PCR ist hierbei nicht mehr notwendig, womit Kon-
taminationsrisiko und Zeitaufwand verringert werden kénnen. Ein weiterer Arbeits-
schritt, die Separation des PCR-Produkts Uber eine Gelelektrophorese, fallt bei der
gPCR weg. Die Ergebnisse werden parallel wahrend der Amplifikationszyklen Uber
einen Farbstoff gemessen. Um einen sicheren, homogenen und reproduzierbaren
Reaktionsablauf zu haben, verwendeten wir fertige Primerpaarkombinationen und

Farbsonden. Durch die Positiv- und Negativkontrolle konnte bei jedem Durchgang
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kontrolliert werden, ob die Reaktion regular abgelaufen war. Uber die Referenzgene
wurden Qualitdtsschwankungen von RNA und cDNA erkannt und falsch negative Er-

gebnisse aufgrund schlechter RNA- oder cDNA-Qualitat verhindert.

Sensitivitat

Die Nachweisgrenze lag bei unseren Vorversuchen mit Zellverdiinnungsreihen bei
10 Blasenkarzinomzellen auf 10° PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells). Bei
den Markern SPINK1 und CK17 lag die Nachweisgrenze sogar bei 1 Blasenkarzi-
nomzelle auf 10° PBMCs. Fiir eine RT-PCR mit dem Marker CK20 wird die Nach-
weisgrenze bei 100 oder mehr Karzinomzellen in 3ml Vollblut angegeben, was etwa
2-5 x 10° PBMC entspricht [67]. Fiir die qPCR werden in der Literatur Nachweisgren-
zen von 1-10 Karzinomzellen auf 10°- 10’ PBMC angegeben [54, 67]. Die in einer
Zellverdiinnungsreihe verwendete Blasenkarzinomzelllinie exprimiert das Markergen
jedoch zuverlassig auf einem bestimmten Level. Diese Voraussetzung ist bei ,nor-
malen“ Tumorzellen nicht gegeben, da unterschiedliche Tumore der gleichen Tumor-
entitat ein unterschiedliches Genexpressionsmuster haben kénnen und unterschied-
liche Gene starker, schwacher oder Uberhaupt nicht exprimieren. Daher |asst sich
das Model der Zellverdlinnungsreihe nicht direkt auf die Realitat Gbertragen. Es ist
davon auszugehen, dass die Sensitivitat im Patientenkollektiv und an Tumorgewebe
wahrscheinlich niedriger ist und auch von Patient zu Patient bzw. von Tumor zu Tu-
mor variiert. Ein quantitativer Rickschluss von der Markerexpression auf eine be-
stimmte Anzahl an Tumorzellen ist daher ebenfalls nicht genau. Fir den klinischen
Alltag steht jedoch auch nicht die Frage nach einer exakten Anzahl an nachgewiese-
nen Tumorzellen im Vordergrund sondern vielmehr die Frage ob ein hohes Expres-
sionslevel eines bestimmten Markers mit hoher Tumoraggressivitdt und einer

schlechten Prognose einhergeht.

Spezifitat

Die Hintergrundtranskription der Marker lag bei einem gro3en Anteil der PBMC-
Proben von Gesunden in unseren Vorversuchen im messbaren Bereich. Ursache flr
die Hintergrundtranskription kdnnen prinzipiell Granulozyten innerhalb der PBMC-
Fraktion sein. Zumindest fur CK20 wurde beschrieben, dass es in geringen Mengen
von Granulozyten exprimiert wird [65]. Aus diesem Grund waren die zu untersuchen-
den mononuklearen Zellen zuvor noch einmal tber einen Ficoll-Dichtegradienten von
den Granulozyten getrennten worden. Nichts desto trotz kam es bei den PBMC-
Proben von Gesunden fir CK20 und alle anderen Marker zu positiven Ergebnissen
(Werte > 0). Fur CK17 und SPINK1 waren sogar alle Proben der gesunden Kontroll-

gruppe positiv. In der Arbeitsgruppe um Retz waren 2001 die Blutproben der gesun-
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den Probanden allesamt fir CK20 negativ gewesen [47]. Den Grund hierflr sehen
wir in der héheren Sensitivitdt der gqPCR gegenlber der bei Retz et al. verwendeten
RT-PCR. In der gPCR kdénnen bereits so kleine Mengen detektiert werden, dass ge-
ringste nicht vermeidbare Verunreinigungen z.B. mit Granulozyten sowohl bei Ge-
sunden als auch bei Erkrankten zu einem positiven Signal fihren. Dies ware bei der
weniger sensitiven RT-PCR nicht relevant geworden. Wirden in einem klinischen
Test alle Proben mit Werten > 0 als positiv gewertet werden, ware die Spezifitat der
Methode je nach Marker mit 0 - 72% sehr schlecht. Der Umstand, dass bei Gesun-
den positive Werte auftreten schlie3t die Verwendung eines Markers prinzipiell nicht
aus und ist im klinischen Alltag sogar haufig der Fall. Es macht jedoch notwendig ei-
nen Cut-off Wert festzulegen, anhand dessen eine unspezifische Hintergrundtran-
skription von einem relevant positiven Ergebnis unterschieden werden kann. Durch
Einfihrung bzw. Erhéhung des Cut-off Wertes kann eine Verbesserung der Spezifitat
erzielt werden, sie flhrt jedoch gleichzeitig zur Verringerung der Sensitivitat. Eine
hohe Spezifitat ist in jedem Fall wichtig. Eine hohe Sensitivitat ist ebenfalls win-
schenswert, wobei eine zu hohe Sensitivitat wiederum zum Nachteil gereichen kann.
Zum Beispiel wenn der Nachweis einer sehr geringen Menge des Markers bei Er-
krankten ohne klinische Relevanz ist. Durch das Festlegen eines Cut-off Wertes sind
die beiden Grélen Spezifitdt und Sensitivitat zu beeinflussen. Es ist daher gerade im
Hinblick auf einen spateren klinischen Einsatz der Marker wichtig, wie hoch man den
Cut-off Wert legt. Er ist so zu wahlen, dass Spezifitdt und Sensitivitat moglichst hoch
sind, das heif3t dass durch die Anwendung eines oder mehrerer Marker mdglichst
viele therapiebedirftige Kranke als krank (Sensitivitat) und mdglichst viele Gesunde

als gesund (Spezifitat) erkannt werden.

7.2. Patientenkollektiv

7.2.1. Klinische Parameter im Gesamtpatientenkollektiv

Rezidiv- und Todesfille, Rezidivfreies Uberleben und Gesamtiiberleben

Am Ende des Studienzeitraumes hatten 25,7% der Patienten ein Rezidiv entwickelt
und 23,9% aller Patienten waren verstorben. Der Grof3teil von ihnen mit 85,7% ver-
starb an den Folgen des Harnblasenkarzinoms. In der Arbeit von Retz und Rotering
gab es wesentlich mehr Ereignisse zu verzeichnen, bei 43,7 % war ein Rezidiv auf-
getreten und 43,4 % waren verstorben. Diese Zahlen entstanden jedoch in einem
deutlich langeren Zeitraum von 7 Jahren [37]. Unser langstes Follow-up hingegen lag
bei 4,5 Jahren, das mediane Follow-up bei lediglich 18,5 Monaten. Aufgrund des

kurzen Follow-up Zeitraumes konnten wir zum aktuellen Zeitpunkt bei unseren Pati-
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enten nur eine reprasentative 1-Jahres Uberlebensrate angeben, hierbei waren 86
der insgesamt 117 Patienten (74%) in die Berechnung einbezogen gewesen. Es
wurden auch 2-Jahres Uberlebensraten berechnet, da zu diesem Zeitpunkt jedoch
nur bei 48 Patienten ein Follow-up von >24 Monaten bestand, konnten hier mit 41%
weniger als die Halfte der Patienten in die Berechnung eingeschlossen werden. Lei-
der ist der Vergleich mit anderen Studien hierdurch eingeschrankt, da meist 5- und
10-Jahres Uberlebensraten (bei Retz und Rotering 5- und 7-Jahres Uberlebensraten)
angegeben werden. Die meisten Rezidive und tumorbedingten Todesfalle treten je-
doch innerhalb der ersten 1-2 Jahre auf, haufig bereits sogar in den ersten 6 Mona-
ten [16]. In unserem eigenen Patientenkollektiv, lag der Zeitraum zwischen Zystek-
tomie und Rezidivdiagnose im Mittel beispielsweise bei 8,1 Monaten. Die angegebe-
nen 1- und 2-Jahres Uberlebensraten haben daher trotz des kurzen Follow-up Zeit-
raumes bereits eine recht gute Aussagekraft. Insgesamt ereignen sich Uber einen
langeren Zeitraum dennoch mehr Ereignisse, was sich am Ende auf die Signifikanz

der Ergebnisse auswirken kann.

Ossare Metastasen

Beim Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark war neben dem Todes-
fall und dem Rezidiv allgemein vor allem die ossare Metastasierung von Interesse.
Es stellt sich die Frage ob die mithilfe der Marker im Knochenmark nachgewiesenen
Tumorzellen im Zusammenhang mit spaterer ossarer Metastasierung stehen. Kno-
chenmetastasen fanden sich im Verlauf bei sieben (6,2%) unserer Patienten. Die
ossare Metastasierung kam in unserem Patientenkollektiv damit bei den Fernmeta-
stasen nach der pulmonalen Metastasierung an zweiter Stelle. Von lediglich drei Pa-
tienten mit ossdren Metastasen (42,9%) waren die Knochenmarksproben sowohl fir
CK20 als auch fir SPINK1 positiv. Weniger als die Halfte der Patienten nur, die im
Verlauf ossare Metastasen entwickelt hatten, hatten mithilfe der beiden Marker CK20
und SPINK1 detektiert werden kénnen. Wiederum interessant sind die prognosti-
schen Unterschiede zwischen der Marker-postiven und der Marker-negativen Grup-
pe. Alle drei CK20- und SPINK1-positiven Patienten waren im Follow-up Zeitraum
verstorben (100%). Von den vier CK20- und SPINK1-negativen Patienten waren
zwei verstorben (50%). Die Zeit bis zur Rezidivbildung betrug bei den CK20- und
SPINK1-positiven Patienten im Schnitt 139 Tage bei den CK20- und SPINK1-
negativen Patienten mit 271 Tagen etwa doppelt so lang. Es handelt sich hierbei nur
um eine sehr kleine Anzahl an Patienten, Rezidiven und Todesfallen. In dieser klei-
nen Untergruppe zeichnete sich jedoch insgesamt ab, dass ein positiver CK20- und

SPINK1-Status mit einer schlechteren Prognose einhergeht.
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7.2.2. Marker-unabhangige prognostische Faktoren

Tumorstadium und Lymphknotenstatus

Hbéheres Tumorstadium und positiver Lymphknotenstatus korrelierten wie erwartet
signifikant mit einer schlechteren Prognose [18, 34]. Héheres Tumorstadium und po-
sitiver Lymphknotenstatus gingen als bekannte prognostische Risikofaktoren einher
mit hoheren Rezidiv- und Sterberaten bzw. niedrigeren 1- und 2-Jahres-

Uberlebensraten.

Patienten ohne Therapie

Bei zwei Patienten war im Anschluss an die Knochenmarkspunktion keine Zystekto-
mie durchgeflhrt worden. Beide Patienten verstarben innerhalb kurzer Zeit tumorbe-
dingt. Ihre Knochenmarksproben waren getestet und mit ausgewertet worden. Von
diesen beiden Patienten war einer fir CK20 und SPINK1 positiv, der andere flr bei-
de Marker negativ. Die Auswirkung dieser Patienten auf die Ergebnisse der beiden

wichtigsten Marker hebt sich damit auf.

Chemotherapie

Adjuvante und neoadjuvante Chemotherapie wurden leitliniengerecht und patienten-
orientiert durchgefuhrt und betraf 24,8% der Patienten. Die Leitlinien beziglich der
Chemotherapieindikation haben sich in den letzten Jahren dahingehend geandert,
dass sie mittlerweile bereits ab niedrigeren Tumorstadien empfohlen werden. Vor
einigen Jahren war die Datenlage hierzu noch nicht ausreichend und die Patienten
hatten Chemotherapien meist im Rahmen von Studien erhalten. Von den Patienten,
die eine Chemotherapie erhalten hatten, hatten 34,5% ein Rezidiv entwickelt und
31,0% waren verstorben. Bei ihnen waren hiermit deutlich mehr Ereignisse aufgetre-
ten als im Gesamtpatientenkollektiv. Dies erklart sich dadurch, dass eine adjuvante
Chemotherapie Patienten mit Tumorstadium pT3-4, Lymphknotenstatus pN1-3, M1
und R1 empfohlen wurde. Hierbei handelt es sich um eine Patientengruppe mit fort-
geschrittenen Tumorstadien und einer generell schlechten Prognose. Die 5-Jahres
Gesamtlberlebensrate flr Patienten mit organiberschreitenden Tumoren (>pT3) lag
vor 2003 bei 30-37%, innerhalb der ersten finf Jahre verstarben somit in der Regel
63-70%. Fur Patienten mit positivem Lymphknoten-Status lag die 5-Jahres Gesamt-
Uberlebensrate bei 25-31%, das heil3t 69-75% verstarben in den ersten finf Jahren
[18, 19]. Von unseren Patienten mit Tumorstadium pT3-4 und Lymphknotenstatus
pN1-3, M1 und R1, welche eine Chemotherapie erhalten hatten, sind (bei kiirzerem
Beobachtungszeitraum) nur etwa halb so viele Patienten verstorben. Dies lasst auf

eine Prognoseverbesserung durch die Chemotherapie schlieflen. Es lasst hoffen,
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dass auch Patienten mit Mikrometastasen eventuell von einer Chemotherapie profi-
tieren kdnnen, wenn denn die betroffene Risikogruppe durch einen Marker detektiert

werden konnte.

R1-Status

Nach Radikaler Zystektomie bestand bei einigen Patienten ein R1-Status, diese Pa-
tienten konnten somit nie als tumorfrei bezeichnet werden. Um auszuschlief3en, dass
durch diese Gruppe Fehler in unseren Berechnungen entstanden sind, wurde die
Signifikanz der Daten noch einmal flr das Patientenkollektiv RO berechnet. Die p-
Werte lagen fur CK20 in der Regel héher, die p-Werte fir SPINK1 waren vergleich-
bar. Von den sieben Patienten mit R1-Status hatten funf ein T4-, einer ein T3- und
einer ein TIN1-Stadium, es waren Patienten mit einer allgemein schlechteren Prog-
nose. Sechs der sieben Patienten mit R1-Status waren wahrend des Studienzeit-
raumes verstorben. Da 71% der R1-Patienten CK20-positiv waren, verringerte sich
durch das Herausfallen dieser Patienten die Anzahl an Ereignissen (Rezidive und
Todesfalle) in der Gruppe der CK20-positiven Patienten deutlich, womit auch die
Signifikanz der Ergebnisse sank. Die Aussagekraft von CK20 hatte sich durch das
Herausrechnen der R1-Patienten sogar etwas verschlechtert. Fir SPINK1 ergaben
sich kaum Veranderungen, da die R1-Patienten allesamt SPINK1-negativ waren, bei

insgesamt nur sieben SPINK1-positiven Patienten im Gesamtkollektiv.

Prostatakarzinom

Bei 26 der mannlichen Patienten wurde nach Entfernung und histologischer Untersu-
chung der Prostata ein inzidentelles Prostatakarzinom detektiert. Einige der von uns
getesteten Marker wie SPINK1 und TMPRSS2 werden auch von Prostatkarzinomzel-
len (Uber-) exprimiert [94, 102]. Da das Prostatakarzinom haufig ossar metastasiert
mussten wir bei dieser Patientengruppe falsch positive Ergebnisse in Betracht zie-
hen. Aus diesem Grund wurden alle Daten noch einmal fur das Patientenkollektiv
ohne die Patienten mit Prostatakarzinom (kPCA) berechnet. Die Gruppe kPCA zeigte
vergleichbare Rezidivfreie- und Gesamtlberlebensraten wie das Gesamtpatienten-
kollektiv, die Patienten mit Prostatakarzinom hatten keinen relevanten Einfluss auf
die Signifikanz unserer Ergebnisse. Dies liegt vermutlich daran, dass es sich bei al-
len Patienten aulier einem bzgl. des Prostatakarzinoms um eine prognostisch giins-
tige Situation handelte. Keiner der Patienten ist an dem Prostatakarzinom verstor-
ben, das Prostatakarzinom war klinisch und auch flr unsere Auswertung nicht rele-
vant. Da sich durch die Aufschlisselung in die Gruppen RO, kPCA und RO + kPCA
keine Verbesserung der Signifikanz ergab, werden im Folgenden die Ergebnisse im

Gesamtpatientenkollektiv diskutiert.

94



7.3. Ergebnisse molekulare Marker

7.3.1. CK20

Cut-off Werte bei CK20

Obwohl in der Zellverdliinnungsreihe eine ahnliche Sensitivitat wie in anderen Arbei-
ten bestanden hatte, lag die Nachweisrate von CK20 im unserem Patientenkollektiv
ohne Cut-off Wert mit 75% deutlich héher. Durch die Verwendung von Cut-off Wer-
ten wurde die Anzahl an positiven Patientenproben von 75% (kein Cut-off) auf 44,2%
(0,96108) und 24,8% (1,74752) reduziert. In der Arbeit von Retz und Rotering lag der
Anteil CK20-positiver Patienten im Gesamtpatientenkollektiv bei 31,4% [37]. Die
Nachweisraten von CK20 mittels gPCR im peripheren Blut von Mammakarzinompa-
tientinnen und Colonkarzinompatienten sind mit 22-29% angegeben [67]. Ohne Cut-
off waren insgesamt 75% der Patientenproben und 28% der gesunden Probanden
fur CK20 positiv. Bei Verwendung eines Cut-off Wertes von 1,74752, der héchste in
der gesunden Kontrollgruppe vorkommende Wert, waren 24,8% der Patientenproben
positiv und alle gesunden Probanden negativ. Bei einem Cut-off Wert von 0,96108,
berechnet durch den Log-Rang-Test, waren 44,2% der Patientenproben und 14%
der gesunden Probanden CK20-positiv. Durch die Cut-off Werte wurden die Nach-
weisraten in einen Bereich gesenkt, der gleich und leicht héher als in den anderen
Arbeiten lag. Dies spricht daflir, dass eine sinnvolle Trennung zwischen relevanter

und nicht-relevanter CK20 Expression erfolgt ist.

Ergebnisse fiir die unterschiedlichen Cut-off Werte

Bei einem Cut-off Wert von 1,74752 bestand mit p-Werten von 0,699 fiur RFS und
0,471 fir OS kein nennenswerter Unterschied zwischen den Uberlebensraten der
CK20-postiven und der CK20-negativen Gruppe. Dies steht im Gegensatz zu dem
signifikanten Unterschied mit p = 0,007 fir RFS und p = 0,006 fur OS, der von der
Arbeitsgruppe Retz und Rotering festgestellt wurde [37]. Bei der Berechnung mit
dem ,optimierten” Cut-off Wert von 0,96108 waren die erwarteten Unterschiede zwi-
schen der CK20-positiven und der CK20-negativen Gruppe zu verzeichnen. RFS-
und vor allem OS-Raten waren in der CK20-positiven Gruppe deutlich niedriger. Mit
p-Werten von 0,265 fir RFS und 0,069 flir OS wurde das vorgegebene Signifikanz-

niveau jedoch wiederum nicht ganz erreicht.
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Bewertung der Ergebnisse fiir CK20

Die Ergebnisse von Retz und Rotering von 2011, die zwischen der CK20-postiven
und der CK20-negativen Gruppe signifikante Unterschiede fir RFS und OS festge-
stellt hatten [37] konnten von uns nicht vollstandig reproduziert werden. Unsere Er-
gebnisse zeigten zwar einen Ubereinstimmenden Trend, der signifikante Unterschied
zwischen der CK20-positiven und der CK20-negativen Gruppe konnte in unserem
Beobachtungszeitraum jedoch nicht bestatigt werden. Hier stellt sich die Frage, was
die bedeutenden Unterschiede zwischen unserer Studie und der von Retz und Rote-
ring sind, die zu diesen unterschiedlichen Ergebnissen geflhrt haben. Zunachst war
das Patientenkollektiv bei Retz und Rotering mit 51 Patienten kleiner, wodurch ein-
zelne Ereignisse (Rezidiv- und Todesféalle) mehr Gewicht bekamen. Durch das lan-
gere Follow-up von uber 9 Jahren waren zudem mehr Ereignisse aufgetreten als in
unserem Beobachtungszeitraum. Die Anzahl an Ereignissen kann sich stark auf die
Signifikanz auswirken, wenige Ereignisse schranken die Aussagekraft der Ergebnis-
se insgesamt ein. Der wichtigste Unterschied in der Methodik ist die von uns ver-
wendete quantitative real-time PCR mit einer deutlich héherer Sensitivitat gegentber
der von Retz und Rotering verwendeten qualitativen RT-PCR. Durch die hohe Sensi-
tivitdt kam es in unserer Studie zu positiven gesunden Kontrollproben und zu einer
niedrigeren Spezifitat. Bei der von uns verwendeten Methode der qPCR konnte und
musste daher mit Cut-off Werten gearbeitet werden. Dies war bei der von Retz und
Rotering angewandten qualitativen RT-PCR nicht der Fall und nicht notwendig. Ob-
wohl Uber den Log-Rang-Test alle Cut-off Werte getestet wurden und ein flr unser
Patientenkollektiv optimierter Wert gefunden wurde, bleibt die Diskussion lUber den
optimalen Cut-off Wert bestehen. Grenzwerte die in klinischen Routinetests zwischen
einem physiologischen und einem pathologischen Wert unterscheiden, kédnnen nur in
grofRen Kollektiven ermittelt werden, hierflr sind die 117 in unserer Studie einge-
schlossenen Patienten und die 50 gesunden Probanden nicht ausreichend. Der bei
uns ermittelte Cut-off Wert von 0,96108 muss daher in weiteren groReren Studien
Uberprift und eventuell angepasst werden. Unsere Ergebnisse stehen mit den Er-
gebnissen von Retz und Rotering nicht im Widerspruch. Zum aktuellen Zeitpunkt
kénnen wir bestatigend angeben, dass bei einem Cut-off Wert von 0,96108 ein Trend
besteht, dass CK20-positive Patienten schlechtere Uberlebensraten haben als
CK20-negative Patienten. Ob bei diesem oder einem anderen Cut-off Wert, in grée-
ren Patientenkollektiven und Uber langere Beobachtungszeitraume erneut das Signi-
fikanzniveau erreicht werden kann, missen weitere Studien zeigen. Auch die in die-
ser Arbeit beschriebene Studie lauft weiter, es wurden weitere Patienten einge-

schlossen und ihr Knochenmark auf CK20 getestet. Es wird weiterhin ein Follow-up
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bei den teilnehmenden Patienten durchgefiihrt und der Zusammenhang zwischen
CK20-Status und Uberleben untersucht. In einigen Jahren kénnen die Ergebnisse
bezogen auf ein groReres Patientenkollektiv, mit einem langeren Follow-up und mehr

Ereignissen untersucht werden und die derzeit offenen Fragen beantworten.

CK20 - ein unabhangiger prognostischer Marker

Bei Retz und Rotering hatte sich das Vorhandensein von CK20-positiven Zellen fir
alle drei Endpunkte, Rezidivfreies Uberleben, Tumorspezifisches Uberleben und Ge-
samtiberleben, als vom Tumorstadium unabhangiger, signifikanter prognostischer
Marker erwiesen [37]. Bei uns korrelierte die CK20-Expression (Berechnung mit ei-
nem Cut-off Wert von 0,96108) ebenfalls nicht mit dem Tumorstadium. Die CK20-
Expression stieg nicht kontinuierlich mit dem Tumorstadium an. Es fiel allerdings ei-
ne sehr hohe CK20-Expressionsrate (89%) bei den Patienten mit pT4-Stadium auf,
acht von neun Patienten waren hier CK20-positiv. Bei den pT1- und pT2-Patienten
gab es in der Gruppe der CK20-positiven Patienten mehr Rezidiv- und Todesfalle als
in der CK20-negativen Gruppe. Bei den pT3- und pT4-Patienten war es umgekehrt,
hier gab es weniger Rezidiv- und Todesfalle in der CK20-positiven als in der CK20-
negativen Gruppe. Dies bedeutet, dass CK20 vor allem bei niedrigeren Tumorstadi-
en als prognostischer Marker in Frage kommt. Genau in dieser Gruppe ware es rele-
vant einen Marker zu haben, der Patienten mit einem hdheren Risiko aufzeigt und
deren Prognose durch eine adjuvante Therapie eventuell verbessert werden kénnte.
Bei Vorhandensein von organiberschreitenden Tumoren (pT3 und pT4), Lymphkno-
ten- oder oder sogar Fernmetastasen verliert der Nachweis von Mikrometastasen an
Bedeutung. Diese Patienten erhalten bei kurativer Intention bereits eine maximal ag-

gressive Tumortherapie.
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7.3.2. SPINK1

Bewertung der Ergebnisse fiir SPINK1

In unserer Studie bestand ein klarer Zusammenhang zwischen erhéhter SPINK1-
Expression im Knochenmark und einer schlechteren Prognose. Diese Ergebnisse
sind mit einem Cut-off Wert von 2,37327, orientiert an der Kontrollgruppe, berechnet.
Mit p-Werten von p = 0,001 fir RFS und p < 0,001 fir OS sind die Ergebnisse hoch-
signifikant. Insgesamt sind unsere Daten Uberraschend, wenn man die vorausge-
gangen Studien zu SPINK1 beim Harnblasenkarzinom betrachtet. SPINK1 war zuvor
noch nicht zum Nachweis von disseminierten Tumorzellen herangezogen worden.
Die SPINK1-Expression ist jedoch in Harnblasenkarzinom-Primartumoren untersucht
worden. Hierbei hatte in verschiedenen Studien der Verlust oder die Verminderung
der SPINK1-Expression mit einem aggressiveren Tumorverhalten sowie kirzeren
Uberlebenszeiten korreliert [96-98]. Lediglich Gkialas et al. hatten eine erhdhte
SPINK1-Konzentration bei Patienten mit Harnblasenkarzinom gegenliber Gesunden
nachweisen kénnen. In dieser Studie wurde allerdings direkt das Protein nicht seine
mRNA untersucht, der Nachweis erfolgte au3erdem im Urin und nicht in Tumor- oder
Metastasengewebe [107]. SPINK1 wurde als ein Marker ausgewahlt, der von unse-
rer Arbeitsgruppe zunachst beim Prostatakarzinom untersucht worden war. Uns inte-
ressierte wie sich die Expression von SPINK1 im Harnblasenkarzinom und in disse-
minierten Tumorzellen verhalt. Es war davon auszugehen, dass ein grof3er Teil der
Tumoren wenig oder keine SPINK1 mRNA exprimiert. Dies ist auch eine mégliche
Erkldrung warum nur 6% der Patienten Uberhaupt eine héhere SPINK1-Expression
zeigten als die Kontrollgruppe mit gesunden Probanden. Umso interessanter sind die
Ergebnisse, dass eine erhdhte SPINK1-Expression im Knochenmark bei uns hoch-
signifikant mit schlechteren Uberlebensraten korrelierte. Dies ist in der Literatur so
bisher nicht beschrieben. Unsere Ergebnisse stiitzen sich allerdings auf wenige Fall-
zahlen. Dennoch ware, wenn sich diese Ergebnisse in einem gréfieren Patientenkol-
lektiv reproduzieren lassen, mit SPINK1 ein neuer prognostischer Marker zur Detek-
tion von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark beim Harnblasenkarzinom

vorhanden.
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7.3.3. Weitere Marker

Bewertung der Ergebnisse fiir CK14, CK17, UPK2 und TMPRSS2

Die vorliegenden Ergebnisse lassen uns CK14 und CK17 als Marker zur Detektion
disseminierter Tumorzellen im Knochenmark beim Harnblasenkarzinom verwerfen.
UPK2 und TMPRSS2 sind aktuell ebenfalls nicht als geeignete Marker zu werten.
CK14 und CK17 waren bislang nicht zur Detektion von disseminierten Tumorzellen
beim Harnblasenkarzinom herangezogen worden. TMPRSS2 war noch Uberhaupt
nicht als Marker beim Harnblasenkarzinom verwendet worden. Es waren somit Mar-
ker, bei denen wir nicht einschatzen konnten, welche Ergebnisse uns erwarteten und
ob sich einer von ihnen flr unsere Fragestellung eignen wird. Bei UPK2 handelt es
sich jedoch um den nach CK20 am Zweithaufigsten beim Harnblasenkarzinom ge-
testeten Marker. Er wurde bereits zur Detektion von disseminierten Tumorzellen in
PBMC [91, 92] und Lymphknoten bei Patienten mit Harnblasenkarzinom herangezo-
gen. Bei Studien zu disseminierten Tumorzellen in Lymphknoten wurden schlechtere
Uberlebensraten bei UPK2-positiven Patienten festgestellt [71, 93]. Studien zur De-
tektion von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark gab es mit UPK2 zuvor
noch keine. Unsere Erwartungen fir die Ergebnisse zu UPK2 waren dementspre-
chend hoch. Fir UPK2 war jedoch bei dem am Hoéchstwert in der Kontrollgruppe ori-
entierten Cut-off Wert nur noch ein Patient positiv. Ein besserer Cut-off Wert konnte
nicht ermittelt werden, die UPK2-Werte von Kranken und Gesunden lagen hierflr zu
nah beieinander. Der eine UPK2-positive Patient hat ein Rezidiv entwickelt und ist
verstorben. Dieser Umstand kann, da es sich hierbei nur um einen einzelnen Patien-
ten und ein Ereignis handelt, jedoch nur sehr eingeschrankt bewertet werden. Dies
gilt analog fur die Ergebnisse zu TMPRSS2. Zudem war dieser eine Patient auch fur
die Marker CK20 und SPINK1 positiv, sodass UPK2 und TMPRS2 zumindest in die-
sem Fall in Kombination mit anderen Markern keine zusétzliche Information erbrach-

ten.
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7.4. Kommentar

7.4.1. Fazit

Ziel unserer Arbeit war es bei Patienten mit lokal infiltriertem Harnblasenkarzinom
zum Zeitpunkt der primaren Therapie, Zystektomie und Lymphadenektomie, maogli-
che disseminierte Tumorzellen im Knochenmark mithilfe sechs verschiedener Marker
nachzuweisen. Unsere Arbeitshypothese (entspricht der Alternativhypothese) war,
dass die Uberlebensraten von Marker-positiven Patienten kleiner sind als die von
Marker-negativen. Fir CK20 war die Arbeitshypothese bei einem Cut-off Wert von
0,96108 fur RFS lediglich mit einer Wahrscheinlichkeit von 73,5% und fir OS mit ei-
ner Wahrscheinlichkeit von 93,1% richtig (RFS p = 0,265, OS p = 0,069), die Ergeb-
nisse waren nicht signifikant. Fir den Marker SPINK1 stimmte bei einem Cut-off
Wert von 2,37327 unsere Arbeitshypothese mit einer Wahrscheinlichkeit von 99,9%
(p = 0,001), die Ergebnisse waren hochsignifikant. Fir CK20 wurde das Signifikanz-
niveau nicht erreicht und bei SPINK1 war die Anzahl an SPINK1-positiven Patienten
sehr klein. Trotz dieser Einschrankungen beziiglich der Aussagekraft sind die Ergeb-
nisse dieser beiden Marker vielversprechend. Sowohl fir CK20 als auch fiir SPINK1
zeichnete sich in der Marker-positiven Gruppe eine schlechtere Prognose ab. Beide
Marker haben bei entsprechenden Folgeergebnissen Potential Eingang in einem mo-
lekularen Analyseverfahren in der klinischen Routinediagnostik zu finden. Aufgrund
unterschiedlicher Expressionsspektren der verschiedenen Tumore ist, wie auch die
Ergebnisse unserer Blasenkarzinomzelllinien zeigten, in der klinischen Routinediag-
nostik die Testung eines Multi-Marker Panels wichtig. Hierdurch verringert sich die
Wahrscheinlichkeit disseminierte Tumorzellen, die einen bestimmten Marker nicht
exprimieren, zu Ubersehen. Sensitivitat und Spezifitat kénnen durch die Kombination
mehrerer Marker verbessert werden. Die vier weiteren von uns getesteten Marker
CK14, CK17, UPK2 und TMPRSS2 hatten sich fur die Detektion von disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark bei Harnblasenkarzinompatienten in unserer Studie
aktuell als ungeeignet erwiesen. Neben CK20 und SPINK1 muss daher nach weite-

ren geeigneten Markern gesucht werden.

7.4.2. Ausblick

Man erhofft sich flir den klinischen Alltag zusatzlich zu den bislang verwendeten
Prognosemarkern (Tumorstadium, Lymphknotenstatus, GefaRRinvasion und Grading)
neue zusatzliche Marker um das individuelle Risiko und die Therapieoptionen fir ei-
nen Patienten besser als bisher einschatzen zu kénnen. An diesem Punkt setzte un-

sere Studie an. Mit CK20 und SPINK1 haben wir zwei Marker getestet, die in diesem
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Kontext in Zukunft eventuell Anwendung finden kénnen. Hierfir missen Studien fol-
gen, die beide Marker in gréfleren Patientenkollektiven und Uber langere Zeitraume
untersuchen. Fir CK20 ist es vor allem von Interesse, ob es in groReren Patienten-
kollektiven und bei langeren Beobachtungzeitrdumen gelingt einen Cut-off Wert zu
ermitteln, der das Signifikanzniveau erreicht. Fir SPINK1 gilt zunachst, die hochsig-
nifikanten Ergebnisse in einem grélieren Patientenkollektiv zu reproduzieren und zu
bestatigen. Ergebnisse hierzu werden auch aus unserer Arbeitsgruppe folgen, mit
der Auswertung der Ergebnisse zu dieser Arbeit ist die Studie nicht beendet. Ein we-
sentlicher Faktor zukinftiger Studien wird immer auch das Uberprifen und Optimie-
ren der Cut-off Werte sein, um eine grélitmdgliche Sensitivitat und Spezifitat des
Nachweisverfahrens zu erreichen. Grenzwerte, die festlegen wann ein Wert noch
physiologisch ist und ab wann ein Wert als pathologisch gewertet werden muss,
kénnen nur Uber das Testen groler Probanden- und Patientenkohorten gefunden
werden. Falls sich unsere Ergebnisse dauerhaft fir CK20 erharten und flr SPINK1
reproduzieren lassen, kommen weiterfihrende klinische Studien in Betracht. Es ware
dann zu Uberprifen ob und durch welche Therapieansatze z.B. Chemotherapie oder
Antikdrpertherapie, die Prognose von Patienten mit disseminierten Tumorzellen beim

Harnblasenkarzinom zu verbessern ist.

101



102



8. Zusammenfassung

Das Harnblasenkarzinom steht an vierter Stelle der Krebsneuerkrankungen der
Manner und an vierzehnter Stelle der Krebsneuerkrankungen der Frauen in Deutsch-
land. Jahrlich sterben tGber 5500 Menschen in Deutschland am Harnblasenkarzinom
[1]. Auch bei nicht-organitberschreitendem Wachstum, d.h. Tumorstadium pT1 und
pT2 liegt die 5-Jahres Gesamtiberlebensrate nur bei etwa 68-74% [18, 19]. Als
Grund hierfur wird angenommen, dass bereits zum Zeitpunkt der primaren Therapie
(der radikalen Zystektomie mit Lymphadenektomie) disseminierte Tumorzellen vor-

handen sind, aus denen spater ein Tumorrezidiv entsteht [40].

Die derzeitigen diagnostischen Mdglichkeiten wie Bildgebung und Histologie kénnen
disseminierte Tumorzellen nicht detektieren. Man geht davon aus, dass etwa 40%
der Patienten, die eine aggressivere bzw. weitreichendere Therapie bendtigen wir-
den, derzeit nicht erkannt werden [54]. Aus diesem Grund wird seit einigen Jahren
an Methoden geforscht, disseminierte Tumorzellen zu detektieren, vorwiegend in
Lymphknoten, im peripheren Blut oder im Knochenmark. Die Polymerasekettenreak-
tion ist hierfur ein sensitives Verfahren und wird zunehmend eingesetzt. Mittels PCR
werden disseminierte Tumorzellen Uber tumorspezifische Marker bzw. deren mRNA

in Geweben nachgewiesen, in welchen diese normalerweise nicht vorkommen.

Retz und Rotering hatten 2011 eine Arbeit verdffentlicht in der sie disseminierte Tu-
morzellen mithilfe des Markers CK20 im Knochenmark von Blasenkarzinompatienten
nachwiesen. CK20-positive Patienten hatten hierbei ein signifikant schlechteres Out-
come beziglich Rezidivfreiem Uberleben, Tumorspezifischem Uberleben und Ge-
samtliberleben [37]. Wir testeten ebenfalls Knochenmark von Blasenkarzinompatien-
ten auf CK20 sowie auf funf weitere Marker CK14, CK17, UPK2, SPINK1 und
TMPRSS2. Dann verglichen wir die Rezidivfreien- (RFS), und die Gesamtiberle-
bensraten (OS) von Marker-positiven und Marker-negativen Patienten miteinander.
Im Gegensatz zu Retz und Rotering, die eine qualitative Reverse Transkriptase PCR
verwendet hatten, verwendeten wir die neuere und noch einmal sensitivere Methode
der quantitativen real-time PCR. Ziel unserer Arbeit war es, CK20 als einen vom Tu-
morstadium unabhangigen prognostischen Marker zu bestatigen und zu untersu-

chen, ob dies flr die anderen Marker zutrifft.
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Durch die hohere Sensitivitat der quantitativen real-time PCR waren bei einem deut-
lich groReren Anteil der Patienten, aber auch bei einem Teil der Gesunden aus der
Kontrollgruppe die Knochenmarksproben Marker-positiv. Es mussten daher Grenz-
werte (Cut-off Werte) eingeflihrt werden, anhand denen die Patienten noch einmal in
Marker-positiv und -negativ eingeteilt wurden. Diese orientierten sich zunachst am

hochsten Wert, der fir einen Marker in der Kontrollgruppe auftrat.

Fur CK20 wurde entsprechend eine Berechnung mit einem Cut-off Wert von 1,74752
vorgenommen. Hierbei bestand beziiglich des Uberlebens kein Unterschied zwi-
schen CK20-positiven und CK20-negativen Patienten (p = 0,699 fir RFS, p = 0,471
fur OS). Dies stand im Gegensatz zu den Ergebnissen von Retz und Rotering. Es
wurden daher mithilfe des Log-Rang-Tests weitere Cut-off Werte Uberprift. Die
groftmagliche Unterscheidung zwischen CK20-positiver und CK20-negativer Gruppe
lieferte ein Cut-off Wert von 0,96108. Hier bestand beziiglich der Uberlebensraten
ein deutlicher Unterschied zwischen CK20-positiven und CK20-negativen Patienten.
Der Unterschied war nicht signifikant (p = 0,265 fir RFS, p = 0,069 fur OS), man
kann jedoch von einem Trend sprechen, dass (bei einem Cut-off Wert von 0,96108)
der Nachweis von CK20 mit einer schlechteren Prognose korreliert. Fir das Ge-
samtliberleben reicht dieser Trend nahe an das vorgegebene Siginifikanzniveau von
5% heran. Die CK20-Expression war in unserem Patientenkollektiv ebenfalls unab-
hangig vom Tumorstadium. Insgesamt konnten die signifikanten Ergebnisse flr
CK20, wie sie von Retz und Rotering nachgewiesen wurden, von uns aktuell nicht

reproduziert werden.

Ein Uberraschend gutes Ergebnis wurde hingegen mit dem Marker SPINK1 erzielt,
der zuvor noch nicht zum Nachweis von disseminierten Tumorzellen verwendet wor-
den war. 2,37327 entsprach dem héchsten Wert fir SPINK1 in der Kontrollgruppe.
Bei der Berechnung mit einem Cut-off Wert von 2,37327 bestand bezlglich der
Uberlebensraten ein hochsignifikanter Unterschied zwischen den SPINK1-positiven
und den SPINK1-negativen Patienten (p = 0,001 fur RFS, p < 0,001 fur OS). Diese
Daten stitzen sich auf nur wenige Fallzahlen, da nur 6% der Patienten eine SPINK1-
Expression Uber dem Level der Kontrollgruppe zeigten. Mit dem Log-Rang-Test liel3
sich fir SPINK1 kein besserer Cut-off Wert ermitteln. Die Marker CK14, CK17, UPK2

und TMPRSS2 erwiesen sich als ungeeignet fir unsere Fragestellung.

Dies war die erste Studie, die disseminierte Tumorzellen im Knochenmark von Harn-

blasenkarzinompatienten mittels quantitativer real-time PCR und den Markern CK20
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und SPINK1 nachwies. Das Verfahren der quantitativen real-time PCR anstelle der
qualitativen RT-PCR machte methodisch den gréfiten Unterschied zu der Studie von
Retz und Rotering aus. Im Gegensatz zu Studien mit RT-PCR war die Sensitivitat
unseres Nachweisverfahrens deutlich héher und die Spezifitat im gleichen Zug nied-
riger. Trotz der Problematik die das neuere Verfahren mit sich bringt, liefert diese
Methode insgesamt mehr Informationen und erméglicht tber die Untersuchung ver-

schiedener Cut-off Werte eine genaue Einschatzung ab wann ein Signal relevant ist.

Insgesamt war unser Patientenkollektiv mit 117 Patienten recht klein. Die mediane
Follow-up Zeit ist mit knapp 18 Monaten zudem sehr kurz, sodass wir im Vergleich
zu anderen Studien deutlich weniger Ereignisse (Rezidiv- und Todesfalle) zu ver-
zeichnen hatten. Die kleinen Fallzahlen schranken vor allem die Aussagekraft der

hochsignifikanten Ergebnisse zum Marker SPINK1 ein.

Die Marker CK20 und SPINK1 missen in weiteren Studien mit grélieren Patienten-
kollektiven getestet werden. Bei CK20 stellt sich vor allem die Frage ob in einem
groReren Patientenkollektiv ein Cut-off Wert ermittelt werden kann, mit dem sich ein
signifikanter Unterschied zwischen CK20-positiven und CK20-negativen Patienten
erzielen lasst. Fir SPINK1 gilt es die gewonnen Ergebnisse in einem groReren Pati-
entenkollektiv zu reproduzieren. Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse sind
eine Zwischenevaluation, die Studie wird fortgeflihrt und weitere Ergebnisse werden
folgen. Aus aktueller Sicht sind CK20 und SPINK1 vielversprechende Marker, die

das Potential haben zukiinftig in klinischen Routinetests Anwendung zu finden.
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