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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Harnblasenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Harnblasenkarzinom ist der haufigste maligne Tumor des harnableitenden
Systems und mit einer gemittelten Inzidenz von 27 pro 100.000 Mannern sogar
der viert-haufigste Tumor des mannlichen Geschlechts in Europa. Das
Harnblasenkarzinom stellt die funft-h&ufigste Tumordiagnose in Europa und die
viert-haufigste in den USA dar (Sengupta et al. 2004). Weltweit betragt die
altersstandardisierte Inzidenz 9,0 fur Manner und 2,2 pro 100.000 fur Frauen.
Sie ist in Industrielandern in etwa dreimal so hoch wie in Entwicklungslandern
(Ferlay et al. 2013b). In Europa schwankt die altersstandardisierte Inzidenz in
den einzelnen Landern von maximal 47,6 bei Mannern bzw. 9,4 pro 100.000 bei
Frauen in Belgien bis minimal 14,8 bei Mannern bzw. 4,5 pro 100.000 bei
Frauen im Vereinigten Konigreich (Ferlay et al. 2013a). Manner sind damit in
etwa viermal so haufig betroffen wie Frauen. Der Altersgipfel des
Harnblasenkarzinoms liegt zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr (Sengupta et
al. 2004).

Die weltweite altersstandardisierte Mortalitat des Harnblasenkarzinoms liegt bei
3,2 fur Manner und 0,9 pro 100.000 fur Frauen und damit deutlich unter dem
europaischen Durchschnitt von 8,5 fir Manner und 1,8 pro 100.000 fir Frauen.
Am hochsten ist die altersstandardisierte Mortalitat im innereuropdischen
Vergleich in Lettland, Polen und Spanien. Deutschland selbst liegt mit Zahlen
von 5,2 fur Manner und 1,9 pro 100.000 fir Frauen am unteren Ende dieser
Skala (Ferlay et al. 2013a). Im Jahr 2012 war das Harnblasenkarzinom in
Europa an neunter Stelle der durch maligne Tumoren verursachten Todesfalle
(Ferlay et al. 2013b). Sowohl die altersstandardisierte Inzidenz als auch die
Mortalitéat des Harnblasenkarzinoms blieben bei beiden Geschlechtern bis in die

1990er Jahre relativ stabil und sanken danach vor allem bei Mannern mittleren
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Alters im weltweiten Vergleich in Deutschland am deutlichsten ab (Chavan et al.
2014). Obwohl die Inzidenz und Mortalitdt im Augenblick bei M&nnern noch
hoher sind, steigen sie bei Frauen im Verhaltnis merklich an. Als Grund kann
der zunehmende Kontakt zu exogenen Risikofaktoren wie Zigarettenrauch und
aromatischen Aminen bei Frauen angesehen werden. Seit den 1970er Jahren
stagniert die Zahl der rauchenden Manner, wahrend immer mehr Frauen zu
rauchen begonnen haben und sich nun bei ihnen mit einer Latenz von etwa 30
Jahren Harnblasenkarzinome entwickeln (Ferlay et al. 2008; Burger et al.
2013a).

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung lassen sich etwa 75 % der Harnblasen-
karzinome als nicht-muskelinvasiv (Ta-, T1- oder CIS-Stadium) einstufen. Die
restlichen 25 % infiltrieren bereits den Musculus detrusor vesicae oder sind
metastasiert.  Nicht-muskelinvasive Karzinome weisen aufgrund ihrer
langsamen Progression und ihrem erheblichen Langzeitiberleben eine
besonders hohe Pravalenz auf, wohingegen Patienten mit muskelinvasiven
Karzinomen ein signifikant hoheres Risiko haben, an ihrer Krankheit zu
versterben (Burger et al. 2013a).

Die mit der Diagnose eines Harnblasenkarzinoms verbundenen Kosten fir das
Gesundheitssystem dirfen  nicht vernachlassigt werden. Unter allen
Tumorentitaten verursacht das Harnblasenkarzinom die héchsten Kosten pro
Patient von der Diagnose bis zum Tod und ist damit das funft teuerste Karzinom
auf alle medizinischen Ausgaben gesehen (Botteman et al. 2003). Gerade die
nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinome machen aufgrund der hohen
Rezidivraten und langen Nachbehandlungszeitraume den gré3ten Kostenfaktor
aus (Stenzl et al. 2008).
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1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Der Hauptrisikofaktor in der Entstehung eines Harnblasenkarzinoms ist der
Zigarettenkonsum. Dieser ist weltweit stark verbreitet. Etwa 20 % aller
Erwachsenen in Europa und den USA rauchen oder haben schon einmal
geraucht. Seit Beginn der zweiten Halfte des letzten Jahrhunderts sinkt jedoch
die Zahl der mannlichen Raucher, wahrend viele Frauen erst in den 1970ern zu
rauchen begonnen haben, sodass heutzutage in beiden Geschlechtern
prozentual etwa gleich viele Raucher vorkommen (Burger et al. 2013a). Im
Vergleich zu Personen, die niemals geraucht haben, ist das Risiko eines
Harnblasenkarzinoms bei aktuellen Rauchern bis zu viermal und bei
ehemaligen Rauchern bis zu zweimal hoher (Bjerregaard et al. 2006b). Etwa
die Halfte der Harnblasenkarzinome sind mit dem Risikofaktor Rauchen
assoziiert (Freedman et al. 2011). Entscheidend sind dabei die Dauer,
Haufigkeit (in ,pack years') und der Beginn des Zigarettenkonsums. Je friher
und je langer Zigaretten konsumiert werden, desto hoher ist das Lebenszeit-
risiko, an einem Harnblasenkarzinom zu erkranken (Bjerregaard et al. 2006b).
Dabei ist das Risiko aller Untergruppen des Harnblasenkarzinoms erhdht (Jiang
et al. 2012). Frauen und starke Raucher (mehr als 40 Zigaretten/Tag fir mehr
als 40 Jahre) scheinen ein besonders hohes Risiko flr aggressive
muskelinvasive Harnblasenkarzinome aufzuweisen (Jiang et al. 2012). Wer
jedoch nur funf Jahre spater mit dem Rauchen beginnt, reduziert sein
Lebenszeitrisiko um 19 Prozent (Bjerregaard et al. 2006b). Aber auch Passiv-
rauchen stellt eine potentielle Gefahr dar (Alberg et al. 2007). Gerade bei
Frauen und Kindern, die passiv Zigarettenrauch ausgesetzt sind, erhéht sich
das Risiko, da Heranwachsende den Karzinogenen gegeniber sensitiver
reagieren (Bjerregaard et al. 2006b; Jiang et al. 2007). Selbst Gelegenheits-
raucher zeigen im Vergleich zu Nichtrauchern ein deutlich erhdhtes Risiko, an
Harnblasenkarzinomen zu erkranken (Bjerregaard et al. 2006a). Nicht nur die
Erstmanifestation, sondern auch das Rezidivrisiko eines Harnblasenkarzinoms
ist vom Raucherstatus abhangig. Rauchen verkirzt die Zeit bis zum Rezidiv

(Wyszynski et al. 2013). Nach mehr als zehn Jahren Abstinenz sinkt das
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Rezidivrisiko jedoch wieder auf Werte der Allgemeinbevdlkerung (Rink et al.
2013).

Die direkte pathophysiologische Verbindung zwischen Zigarettenrauch und
Harnblasenkarzinomen bilden die aromatischen Amine und polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffe, die vermehrt in schwarzem Tabak
vorkommen (Vineis et al. 1988), renal sezerniert werden und somit einen
karzinogenen Effekt auf das gesamte urogenitale System haben. Berufsbedingt
sind vor allem Arbeiter in der Farbemittel-, Textil- und Metallindustrie diesen
exogenen Risikofaktoren ausgesetzt, sodass das Harnblasenkarzinom hier
nach der Berufskrankheitenverordnung (BKV) teilweise als Berufskrankheit
(BK 1301) anerkannt ist (Butz 2012; Colt et al. 2014). Kohlenwasserstoff-
verbindungen sind immerhin fur 20 % aller Harnblasenkarzinome verantwortlich
(Burger et al. 2013a). Ob und in wieweit auch der gelegentliche h&usliche
Gebrauch von Haarfarbemitteln mit aromatischen Aminoverbindungen ins
Gewicht fallt, ist weiterhin nicht eindeutig belegt (Koutros et al. 2011; Ros et al.
2012). Ein erhohtes Risiko wurde jedoch bei Menschen mit genetischer
Pradisposition und Genotyp GSTM1 null und Phenotyp NAT2 Slow-Acetylierung
gefunden (Garcia-Closas et al. 2005). Bei Personen mit diesen
Genkonstellationen fallen durch eine fehlerhafte Entgiftung der aromatischen
Amine hohere Mengen dieser kanzerogenen Verbindungen an. Daraus
resultiert ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung maligner Harnblasenkarzinome
(Hirao et al. 2009).

Das gesamte harnableitende System ist mit Urothel ausgekleidet und kann von
kanzerogenen Stoffen angegriffen werden. Vermutlich bilden sich die meisten
malignen Tumoren dennoch in der Harnblase, da hier der Harn zur Speicherung
am langsten verweilt und die Kontaktzeit folglich am langsten ist.

Ob eine Verringerung der Kontaktzeit durch erhfhte Mengen téaglich
aufgenommener Flissigkeit und Miktion einen Einfluss auf die Entwicklung
eines Harnblasenkarzinoms hat, bleibt ungewiss (Michaud et al. 1999; Jones
und Ross 1999). Die Aufnahme von chlor- oder arsenhaltigem sowie radioaktiv

verseuchtem Wasser ist jedoch als potentiell kanzerogen anzusehen und geht
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mit einem erhohten Risiko fur das Harnblasenkarzinom einher (Goebell et al.
2004; Lamm et al. 2006).

Starkes Ubergewicht (BMI = 30 kg/m2) und damit vergesellschaftete
Erkrankungen wie Diabetes Mellitus steigern ebenfalls das Risiko einer
Erstmanifestation aller Untergruppen des Harnblasenkarzinoms und verkurzen
zudem die Zeit bis zum Rezidiv (Koebnick et al. 2008; Fang et al. 2013;
Wyszynski et al. 2013). Eine Gewichtsreduktion, gesunde Ernahrung, viel Obst,
Gemiuse und Fisch kdnnten einen protektiven Einfluss auf die Entwicklung der
Erkrankung haben (Bjerregaard et al. 2006b; Holick et al. 2006; Koebnick et al.
2008). Mittlerweile scheint auch gesichert, dass selbst groRe Mengen an
Alkohol oder Koffein keinen Einfluss auf die Entstehung der Erkrankung haben
(Michaud et al. 1999; Pelucchi et al. 2012).

Die Exposition gegenuber radioaktiver Strahlung, insbesondere einer
Bestrahlung des Beckenbodens nach Prostata- oder gynékologischen
Malignomen, ist ebenfalls mit einem erhéhten Risiko verbunden (Chaturvedi et
al. 2007; Abern et al. 2012). Ebenso beeinflussen die Einnahme von
Cyclophosphamid als Chemotherapie bei malignen Lymphomen und
Insulinsensitizer wie Pioglitazon als Dauertherapie gegen Diabetes Mellitus
Typ 1l das Erkrankungsrisiko negativ (Burger et al. 2013a).

Dartber hinaus zéhlen rezidivierende und chronische Harnwegsinfekte,
darunter im Besonderen die Infektion mit Schistosoma haematobium, zu den
Risikofaktoren des Harnblasenkarzinoms (McDougal et al. 2011).

Einen gewissen protektiven Effekt auf die Krankheitsentwicklung scheinen
hingegen weibliche Geschlechtshormone zu haben. So erkranken Frauen mit
frihem Eintritt in die Menopause (<45. LJ) beispielsweise deutlich haufiger an

Harnblasenkarzinomen (McGrath et al. 2006).

1.1.3 Klinik

Das Kardinalsymptom des Harnblasenkarzinoms ist die schmerzlose
Makroh&maturie. Gelegentlich kommen noch Blasenirritationen wie Dysurie
oder Pollakisurie dazu. Bei Mannern im Alter tber 60 Jahre weist schon eine
Mikrohdmaturie mit sehr hoher Sensitivitat und Spezifitat auf ein

Tumorgeschehen der Harnblase hin (Soloway und Saad 2012). Erst bei
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Fortschreiten manifestiert sich die Erkrankung durch Symptome wie
Unterbauch- und Flankenschmerzen, Harnstau sowie typische B-Symptomatik
(Gewichtsverlust, Nachtschweil3, Fieber) (Eble 2006).

Vor dem Hintergrund, dass sich das Harnblasenkarzinom zu Beginn der
Krankheit nur durch schmerzlose Hamaturie zeigt oder sie sogar symptomlos
fortschreitet, erklart sich die Dringlichkeit, ein zuverlassiges Screening- und
Detektionssystem fir die nicht-invasive Diagnostik des Harnblasenkarzinoms zu

finden und weiterzuentwickeln.
1.1.4 Diagnostik

1141 Nicht-invasive und bildgebende Diagnostik

Grundlage einer umfassenden Diagnostik bilden eine ausfiihrliche Anamnese
mit besonderem Augenmerk auf die oben genannten Risikofaktoren sowie die
vollstandige korperliche Untersuchung des Patienten. Liegt eine Hamaturie vor,
werden weitere Untersuchungen wie Urin-Stix, die Mikroskopie des
Urinsediments, die Urinzytologie und Urinmarkertests angestrebt. Zusatzlich
konnen eine bildgebende Diagnostik und eine Spiegelung der Harnblase

Gewissheit verschaffen.

In der bildgebenden Diagnostik ist die Sonographie Mittel der Wahl, da sie
risikoarm, kostengunstig, und zudem leicht verfligbar ist (Patschan et al. 2008).
Eine Abdomensonographie erlaubt die Erkennung und Beurteilung von
intrarenalen Raumforderungen, Harnstau im Ureter und den Nierenbecken
sowie Veranderungen im Innern der Harnblase und zeigt hier Veranderungen
ebenso zuverlassig wie das Ausscheidungsurogramm (AUR) (Babjuk et al.
2015). Das Ausscheidungsurogramm dient zur Beurteilung der Nierenkelche
und des Ureters und kann einen Harnstau besonders gut darstellen, wobei
diese Methode aufgrund ihrer geringen Befunderkennungsrate zweifelhaft
bleibt. In der Priméardiagnostik ist das Ausscheidungsurogramm zudem alleine
wenig sensitiv und daher obsolet (Goessl et al. 1997; Patschan et al. 2008). Als

Alternative kann die CT-Urographie mit Kontrastmittel behilflich sein. Sie vereint
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die Vorteile einer Spiral-Computertomographie der Harnwege mit denen eines
Ausscheidungsurogramms und kann nebenbei Erkenntnisse uber den
Lymphknotenstatus und die Nachbarorgane liefern (Van Der Molen et al. 2008).
Dennoch bleibt auch die Aussagekraft inrer Ergebnisse bei gleichzeitig erhdhter
Strahlenbelastung eingeschrankt (Babjuk et al. 2015). Besteht der Verdacht auf
eine Kontrastmittelallergie oder eingeschréankte Nierenfunktionsleistung, kann
noch auf die retrograde Pyelographie oder die Magnetresonanztomographie
zurlckgegriffen werden, bei beiden jedoch mit &hnlich umstrittenen

Detektionsraten eines Harnblasenkarzinoms (Patschan et al. 2008).

1.1.4.2 Zystoskopie und Ureterorenoskopie

In der Erkennung eines Harnblasenkarzinoms bilden die WeiR3licht-Zystoskopie,
die makroskopische Bewertung eines Befunds sowie die histologische
Beurteilung von Probenentnahmen den Goldstandard und das Mittel der Wahl
(Stenzl 2009). Die Erfindung des starren Zystoskops durch Maximilian Nitze
1877 in Wien revolutionierte die Diagnostik und Therapie von Harnblasen-
erkrankungen und hat als Untersuchungstechnik bis heute Bestand (Herr 2006).
Wurde damals nur mit starren Zystoskopen gearbeitet, so finden heute auch
flexible Optiken Verwendung. Die Untersuchung findet zudem nach einer
vorausgehenden Injektion von Lokalanasthetika in Form von Gel statt, wodurch
die Compliance der Patienten deutlich verbessert werden kann (Aaronson et al.
2009). Ziel einer Zystoskopie ist es, die Harnblase samt ableitenden
Harnwegen sorgfaltig auf Unregelmaligkeiten zu inspizieren und Befunde
schematisch nach Lage, Groéf3e, Anzahl und Morphologie zu dokumentieren.
Die Untersuchung geschieht im Normalfall unter WeiG3licht (WLC = white light
cystoscopy) kann aber auch als Fluoreszenz-Zystoskopie (PDD =
photodynamic diagnosis) durchgefiihrt werden. Dabei wird die Blase nach
Eingabe von fluoreszierenden Kontrastmitteln wie 5-Aminolaevulinsaure
(5-ALA) oder Hexaminolaevulinsédure (HAL) in blauem Licht inspiziert, wodurch
insgesamt mehr und vor allem flachere Tumorlasionen oder Carcinomata in situ
besser erkannt werden kénnen (Schmidbauer et al. 2004; Stenzl et al. 2011). In
klinischen Studien verringert allerdings nur die Fluoreszenz-Zystoskopie mit

HAL auch die Rezidivrate und verlangert die Zeit bis zum Rezidiv signifikant.
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Insbesondere aufgrund ihrer hohen Zusatzkosten in Ausstattung und Material
wird die Fluoreszenz-Zystoskopie nur Patienten mit Verdacht auf oder der
Vorgeschichte eines hochgradigen Tumors empfohlen (Stenzl et al. 2010a;
Burger et al. 2013b).

Ein weiteres relativ neues Verfahren ist die Narrow Band Imaging-Technologie
(NBI), bei der durch eine Filterung des weif3en Lichts in die Wellenlangen
415 nm und 540 nm der Kontrast zwischen gesundem Urothel und hyper-
vaskularisiertem Tumorgewebe erhoht wird. Erste Studien zeigen hier bereits
ein Erfolgspotential (Cauberg et al. 2010).

Wahrend viele bildgebende Verfahren in der Diagnostik des Harnblasen-
karzinoms eine eingeschrankte Aussagekraft aufweisen und dartber hinaus
oftmals mit einer hohen Strahlenbelastung des Patienten verbunden sind, zeigt
die Zystoskopie eine hohe Sensitivitat, technische Vorteile — wie die simultane
Probenentnahme — und kann auf eine lange Erfolgsgeschichte zurtckblicken.
Allerdings handelt es sich dabei um einen invasiven Eingriff, der von Patienten
oftmals als kdrperlich belastend empfunden wird und mit enormen Kosten fir

das Gesundheitssystem verbunden ist (Budman et al. 2008).

1.1.4.3 Transurethrale Resektion von Blasenanteilen (TUR-B)

Die transurethrale Resektion von Blasenanteilen (TUR-B) dient sowohl der
Diagnostik als auch der Therapie des Harnblasenkarzinoms. Im diagnostischen
Rahmen entnimmt der Untersucher Gewebeproben von unregelméRig
erscheinenden Zonen der Blasenwand in der Zystoskopie mithilfe einer kalten
Biopsiezange (Beaghler und Grasso 1994). Die einzelnen Proben werden
getrennt voneinander verpackt und zur histologischen Bestimmung dem
Pathologen Ubergeben. Bei positiver Urinzytologie oder Verdacht auf ein
Carcinoma in situ kdnnen anschlieRend weitere Biopsien aus unaufféllig und
gesund aussehenden Blasenarealen entnommen werden. Diese beinhalten
Proben aus dem Trigonum, dem Blasendach, der linken, rechten, anterioren
und posterioren Blasenwand und der prostatischen Urethra. Solche Biopsien
aus unauffalligen Arealen sollten bei Patienten mit Ta- oder T1-Tumoren jedoch
nicht ohne begriindeten Verdacht durchgefiihrt werden, da hier ein zusatzliches

Carcinoma in situ in < 2% der Falle extrem selten vorkommt (van der Meijden et



Einleitung 9

al. 1999). Im Rahmen einer Probenentnahme wird meist gleichzeitig
therapeutisch der komplette Primartumor mithilfe einer elektrischen Schlinge
entfernt. Die histologische Beurteilung dieses Primartumors ist essentiell fir das

Staging sowie die Therapie und weitere Prognose des Patienten.

1.1.5 Staging

Fur die korrekte Diagnosestellung und Einteilung des Harnblasenkarzinoms ist
ein umfassendes Staging wichtig. Hierbei spielt die pathologische Beurteilung
und Klassifikation des Primartumors eine entscheidende Rolle. Wird der Tumor
nicht komplett entfernt und stellt sich der Resektionsrand somit nicht tumorfrei
dar, kann der Primartumor in der pathologischen Beurteilung unterschatzt und
als zu wenig aggressiv eingestuft werden (Kulkarni et al. 2010).

Ein Verdacht der lymphogenen oder hdmatogenen Metastasierung sollte durch
eine CT- oder MRT-Untersuchung geklart werden. Die Suche nach
Fernmetastasen beinhaltet nicht nur die benachbarten inguinalen und
paraaortalen Lymphknoten sowie die umgebenden Organe der Harnblase wie
Rektum, Prostata und Uterus, sondern auch klassische hamatogene
Metastasierungswege in die Lunge, Leber und Knochen (Shinagare et al.
2011). Diese Stagingverfahren sind aufwandig, teilweise sehr strahlenintensiv
und oft nicht genau genug (Paik et al. 2000). Sie sollten nur durchgefihrt
werden, wenn sich daraus fir die nachfolgende Therapie eine Konsequenz
ergibt. Gerade die Suche nach osseéren Metastasen ist nur bei begriindetem

Verdacht oder typischer Symptomatik indiziert (Van Der Molen et al. 2008).
1.1.6 Klassifikationssysteme

1.16.1 TNM-Klassifikation maligner Tumoren

Das TNM-System zur Klassifizierung maligner Tumoren wurde von P. Denoix
(Frankreich) Mitte des 20. Jahrhunderts entwickelt und von der UICC (Union
Internationale Contre le Cancer / International Union Against Cancer) durch
viele Forschungskommissionen bis zu seinem heutigen Stand weiterentwickelt.
Ziel ist es, maligne Prozesse in ein international anerkanntes Klassifikations-

system nach ihrer klinisch und histopathologisch definierten anatomischen
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Ausbreitung einzuteilen und somit dem Therapeuten im Alltag Hinweise auf die

weitere Behandlungsstrategie und Prognose der Krankheit zu geben.

Das TNM-System umfasst im Wesentlichen drei Komponenten:

T - Ausbreitung des Primartumors

N - Fehlen oder Vorhandensein und Ausbreitung von regionaren
Lymphknotenmetastasen

M - Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen
T TX Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt far Primartumor
Ta Nicht invasives papillares Karzinom
Tis Carcinoma in situ (,flat tumor®) mit intakter Basalmembran
Tl Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe
T2 Tumor infiltriert die Harnblasenmuskulatur
T2a Tumor infiltriert oberflachliche Muskulatur (innere Halfte)
T2b Tumor infiltriert tiefe Muskulatur (auRere Halfte)
T3 Tumor infiltriert perivesikales Fettgewebe
T3a Mikroskopische Infiltration
T3b Makroskopische Infiltration (extravesikaler Tumor)
T4 Tumor infiltriert Nachbarorganie wie Prostata, Uterus, Vagina,
Becken- oder Bauchwand
T4a Tumor infiltriert Prostata, Uterus oder Vagina
T4b Tumor infiltriert Becken- oder Bauchwand
N NXx Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen
N1 Metastase(n) in solitarem Lymphknoten des kleinen Beckens
(hypogastrische, obturatorische, externe iliakale oder prasakrale
Lymphknoten)
N2 Metastase(n) in multiplen Lymphknoten des kleinen Beckens
(hypogastrische, obturatorische, externe iliakale oder prasakrale
Lymphknoten)
N3 Metastase(n) in Lymphknoten an Aa. iliacae communes
M MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Tab. 1: TNM-Klassifikation des Harnblasenkarzinoms (Sobin et al. 2010). Einteilung nach
Infiltrationstiefe des Primértumors (T), Ausbreitung in den regiondren Lymphknoten (N) und
Vorhandensein von Fernmetastasen (M).

Die oben beschriebene TNM-Klassifikation ist eine pratherapeutische klinische
Klassifikation (cTNM) und wichtig flr die Auswahl einer geeigneten Therapie.

Sie ergibt sich aus klinischer Untersuchung, Bildgebung, endoskopischen,
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bioptischen und chirurgischen Verfahren. Daneben existiert noch eine
postoperative histopathologische Klassifikation (pTNM), die vor allem Uber eine
adjuvante Therapie und die Prognose der Erkrankung entscheidet. Der
praoperative Befund wird dabei durch pathologische Untersuchungen erganzt.
Fur deren Beurteilung ist die Resektion des Priméartumors (pT) und der
regiondren Lymphknoten (pN) sowie die mikroskopische Untersuchung von

Fernmetastasen (pM) erforderlich.

Dartber hinaus konnen noch das histopathologische Grading (G), die
Lymphgefa3- (L) und Veneninvasion (V) sowie ein eventuell verbliebener
Residualtumorstatus (R) nach Behandlung miterfasst werden.

Das histopathologische Grading wird bei den meisten Tumorlokalisationen

folgendermal3en festgehalten:

G Gx Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden
Gl Gut differenziert

G2 MaRig differenziert

G3-4 | Schlecht differenziert / undifferenziert

Tab. 2: Histopathologisches Grading des Harnblasenkarzinoms (Sobin et al. 2010). Einteilung nach
Differenzierungsgrad des Primartumors (G).

Die hier angewandte TNM-Klassifikation des Harnblasenkarzinoms aus dem
Jahr 2010 unterscheidet sich von friheren Versionen vor allem bei der
Verteilung von T2 und T3 in Unterpunkte und geringfiigig bei der Definition von
N1-N3 (Sobin et al. 2010).

1.1.6.2 WHO- und ISUP-Klassifikation

Die Klassifikation des Harnblasenkarzinoms nach WHO (World Health
Organisation) und ISUP (International Society of Urological Pathology) aus dem
Jahr 2004 fokussiert nach Uberarbeitung der Version von 1973 hauptsachlich
auf die histopathologischen Kriterien des Primartumors. Es wird grundséatzlich
zwischen flachen und papillaren Lasionen unterschieden. Die flachen Lasionen
beinhalten Hyperplasien, reaktive Atypien des Urothels sowie urotheliale
Dysplasien. Urotheliale Carcinoma in situ (CIS) werden bei dieser Klassifikation

ebenfalls als nicht-papillare flache L&sionen mit Zellen maligner Zytologie
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beschrieben, die makroskopisch bei einer Zystoskopie leicht Gibersehen werden
konnen und daher grundsatzlich als ,High-Grade‘-Tumoren einzustufen sind.

Papillare Lasionen werden ihrerseits in vier Gruppen unterteilt: urotheliale
Papillome (gutartige exophytische Neoplasie), papillare urotheliale Neoplasien
mit geringem malignen Potiential (PUNLMP), papillare urotheliale nicht-invasive
Low-Grade Karzinome (LGPUC) und papillare urotheliale nicht-invasive
High-Grade Karzinome (HGPUC). Die in der klinischen Praxis teilweise
weiterhin verwendete und von einigen Autoren (Bostwick und Mikuz 2002)
favorisierte Einteilung der WHO von 1973 soll hier ebenfalls aufgefiihrt und mit
der neueren Version von 2004 verglichen werden. Im Wesentlichen wurden
Grad 1 und 2 neu aufgeteilt und umbenannt, womit die magig differenzierten
Tumoren ganz wegfallen (Lopez-Beltran und Montironi 2004). Der Ubergang ist

hier allerdings flie3end.

Gut differenziertes MaRig differenziertes Schlecht
urotheliales Papillom urotheliales Papillom differenziertes
urotheliales
Papillom
PUNLMP Low-Grade (LGPUC) | High-Grade (HGPUC) | 2004 WHO
Papillare urotheliale Papillares urotheliales nicht- Papillares urotheliales
Neoplasie mit invasives Low-grade Karzinom nicht-invasives High-
niedrigem malignen — Gut differenziert grade Karzinom
Potential — Schlecht differenziert
Gleicht dem Architekturveranderungen, Architekturveranderungen, viel
exophytischen Papillom, | Kernpleomorphie, mitotische Figuren in | Kernpleomorphie, aufgehobene
dickeres Urothel, den unteren Zellreihen Zellpolaritat, Zellatypien,
minimale Atypien, mitotische Figuren in allen
Architekturveranderungen Schichten, Urotheldicke variiert
und leicht vergrof3erte stark
Zellkerne

Tab. 3: WHO-Klassifikation des Harnblasenkarzinoms, Vergleich 1973 zu 2004 (Lopez-
Beltran und Montironi 2004). Einteilung des Harnblasenkarzinoms nach histopathologischen
Kriterien.
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1.1.6.3 Klassifikation nach pathomorphologischen Kriterien

Das Harnblasenkarzinom lasst sich neben der TNM-Klassifikation und dem
histopathologischen Grading auch nach pathomorphologischen Kriterien
klassifizieren. Die World Health Organisation unterteilte 2004 die malignen
Prozesse in der Harnblase nach Ursprungszelltyp und Differenzierungsgrad.
Die vielen dabei entstanden Untergruppen kann man grob wie folgt
zusammenfassen: Ubergangszellkarzinome bzw. Urothelkarzinome mit
papillarem Wachstum machen etwa 90 % aller Neoplasien der Harnblase aus.
Der Rest verteilt sich auf Plattenepithelkarzinome mit 5 % und die vereinzelt

vorkommenden Adenokarzinome (Kaufman et al. 2009).

1.1.7 Risikostratifizierung zur Therapieplanung nicht-muskelinvasiver

Harnblasenkarzinome (Ta, T1)

Schlussendlich sind jedoch vor allem die Tumoranzahl, deren Grof3e und
Klassifikation zusammen mit dem Rezidivrisiko entscheidend fir die
Therapieplanung nicht-muskelinvasiver  Harnblasenkarzinome und das
Langzeitiiberleben der Patienten.

Die Einstufung der EORTC (European Organization for Research and
Treatment of Cancer) zur Abschatzung des Risikos eines Tumorrezidivs oder
einer -progression beruht auf grundlegenden klinischen und pathologischen
Merkmalen wie Tumoranzahl, TumorgroRRe, initialer Rezidivrate, T-Stadium,
Grading und dem Vorhandensein eines CIS. Damit lassen sich Kurz- und
Langzeitiberleben sowie das Rezidivrisiko und die Progression eines Patienten
getrennt voneinander beurteilen. Die sich dabei ergebende Punktzahl (,Score’)
liefert dem behandelnden Arzt ein wertvolles Instrument, die spéatere
Therapieplanung und die Nachsorgeintervalle an das individuelle Risiko eines
Patienten anzupassen (Sylvester et al. 2006). Je nach Hohe des Scores variiert
die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs oder die Gefahr einer Progression nach

einem oder nach funf Jahren.
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Kriterium Rezidiv Progression
1 0 0
Anzahl der Tumoren | 2-7 3 3
>8 6 3
i <3cm 0 0
TumorgrofRe Saem 3 3
kein Rezidiv 0 0
initiale Rezidivrate < 1 Rezidiv / Jahr 2 2
> 1 Rezidiv / Jahr 4 2
. Ta 0 0
T-Stadium T i 4
Nein 0 0
Nachweis ei |
achweis eines CIS Ja i 6
G1 0 0
Grading (WHO1973) | G2 1 0
G3 2 5
Punkte gesamt - 0-17 - 0-23

Tab. 4: Scorebestimmung fiur Rezidiv und Progressi

on (Sylvester et al. éOOG). Berechnung eines

Score fur das Risiko eines Rezidivs und einer Progression anhand von definierten Kriterien.

Rezidiv-Score

Wahrscheinlichkeit fir ein Rezidiv

Nach 1 Jahr Nach 5 Jahren

% (95% KIl) % (95% KIl)
0 15 (10-19) 31 (24-37)
1-4 24 (21-26) 46 (42-49)
5-9 38 (35-41) 62 (58-65)
10-17 61 (55-67) 78 (73-84)

Tab. 5: Wahrscheinlichkeit fiur eine Rezidiventwicklung (Sylvester et al. 2006). Angaben des
prozentualen Anteils der Patienten, die nach 1 bzw. 5 Jahren ein Rezidiv entwickeln.

Progressions-

Wahrscheinlichkeit flir eine Progression

Score Nach 1 Jahr Nach 5 Jahren

% (95% K % (95% KI)
0 0.2 (0-0,7) 0.8 0-1.7)
26 1 (0,4-1,6) 6 (5-8)
7-13 5 @-7) 17 (14-20)
1423 17 (10-24) 45 (35-55)

Tab. 6: Wahrscheinlichkeit fir die Progression (Sylvester et al. 2006). Angaben des prozentualen
Anteils der Patienten, die nach 1 bzw. 5 Jahren eine Progression entwickeln.
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Anhand der prognosebestimmenden Faktoren und der Einteilung der EORTC
sollten Patienten zur Risikostratifizierung in drei Gruppen eingeteilt werden. Die
dabei einflieBenden Eigenschaften sind in der nachfolgenden Tabelle
aufgeschlisselt. Diese Einteilung ist fur die weitere Therapieplanung von

entscheidender Bedeutung.

Risikokategorie Definition Therapieempfehlung
Low-Risk Tumoren | Erstdiagnose, ein einzelner Tumor, | Einmalige intravesikale
Ta, G1 (Low grade), < 3cm Instillation von Chemo-
Durchmesser, kein CIS therapie direkt nach
TUR-B
Intermediate-Risk | alle Tumoren, die weder Low-Risk Einmalige intravesikale
Tumoren noch High-Risk Tumoren sind Instillation von Chemo-

therapie direkt nach
TUR-B, gefolgt von
weiteren Instillationen

von Chemotherapie
oder BCG-Therapie fir
ein Jahr.
High-Risk Tumoren | Eine der folgenden Eigenschaften: BCG-Therapie fur 1-3
e T1 Tumor Jahre oder radikale
e G3 (High grade) Tumor Zystektomie (bei
e CIS héchstem Risiko)
¢ Rezidivdiagnose und multiple
Tumoren und > 3 cm grol3e
Ta G1G2 Tumoren (hier missen
alle Eigenschaften erfillt sein
Subgruppe der T1 G3 Tumoren mit Anteilen von Radikale Zystektomie
High-Risk Tumoren | CIS, multiple oder groRe T1 G3 empfohlen

Tumoren oder Tumorrezidive, T1
G3 Tumoren in der prostatischen

Urethra, mikropapillare Varianten

Tab. 7: Risikostratifizierung nach Tumoreigenschaften mit daraus resultierender Therapie-
empfehlung (Babjuk et al. 2015). Einteilung der Tumoren in Low-, Intermediate- und High-Risk nach
ihren Eigenschaften zur leichteren Risikostratifizierung und Therapieplanung.
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1.1.8 Therapie nicht-muskelinvasiver Harnblasenkarzinome (Ta, T1)

1.18.1 Transurethrale Resektion von Blasenanteilen (TUR-B)

Den Goldstandard einer erfolgreichen Behandlung nicht-muskelinvasiver
Harnblasenkarzinome stellt die transurethrale Resektion von Blasenanteilen
(TUR-B) mit darunterliegenden Muskelanteilen dar (Stenzl 2009). Angestrebt
werden eine vollstdndige Entfernung des Tumorgewebes und damit die Heilung
des Patienten. Abhangig von der GroRRe einer Lasion erfolgt die Resektion der
Tumormasse. Kleine Tumoren (< 1 cm) werden in einem Stick (,en bloc’) mit
Teilen der Blasenwandmuskulatur entnommen, wohingegen grol3ere Tumoren
in mehreren Anteilen reseziert werden. Der Resektionsrand sollte anschlie3end
mikroskopisch tumorfrei sein. Bei der Entnahme von Teilen des Musculus
detrusor vesicae zeigt sich die horizontale und vertikale Ausdehnung des
Tumors besonders gut. Man spricht dabei von einer erweiterten Resektion
(Richterstetter et al. 2012). Dennoch kann nach erfolgreicher Primarresektion
des Tumors bei immerhin 33-78% der T1-Tumorpatienten weiterhin ein
Residualtumor erfasst werden (Miladi et al. 2003). Diese Rate steigt mit der
Anzahl der Primartumoren. Eine umfassende und korrekt durchgefiihrte TUR-B
ist fur die weitere Prognose solcher Patienten essentiell (Brausi et al. 2002). In
bestimmten Fallen sollte somit eine geplante Nachresektion im Abstand von
zwei bis sechs Wochen zur Priméarresektion erfolgen:

e bei unvollstandiger primarer TUR-B (z.B. Fehlen des M. detrusor vesicae

im Resektat)
e Dbeiallen T1- Tumoren

e Dbei allen G3-Tumoren

Die Nachresektion schliel3t die wiederholte Resektion des priméaren Fundorts
mit ein. Dadurch kann die weitere Therapiestrategie moglichst harnblasen-
erhaltend gestaltet und gerade bei hochgradigen T1-Tumoren das rezidivfreie

Uberleben verlangert werden (Grimm et al. 2003; Divrik et al. 2006).
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1.1.8.2 BCG-Immunotherapie

Die intravesikale Gabe attenuierter Tuberkulosebakterien (Bacillus Calmette-
Guérin — BCG) ist Teil der Therapiestrategie bei Patienten mit High-Risk
Karzinomen oder Carcinoma in situ. Dadurch kbnnen sowohl die Rezidivraten
gesenkt (Malmstrom et al. 2009) als auch das Risiko einer Progression
reduziert oder die Progression zumindest verzogert werden (Bthle und Bock
2004). Sogar die Entwicklung von Fernmetastasen kann durch diese Therapie
vermindert und damit das Langzeitiiberleben verbessert werden (Sylvester et
al. 2010). Die BCG-Immunotherapie wird als mindestens gleichwertig, wenn
nicht sogar einer reinen Instillation von Chemotherapeutika tberlegen gesehen.
Daher ist diese Therapie bei Patienten mit mittlerem und hohem Rezidiv- und
Progressionsrisiko angebracht, wahrend sie bei Patienten mit Low-Grade
Tumoren, Hamaturie, Harnwegsinfekten oder nach traumatischer
Katheterisierung aufgrund ihrer starken Nebenwirkungen (wie Blasen-
entztindungen, Fieber, Sepsis, Prostatitis und Arthritis) weniger geeignet ist
(Shang et al. 2011). Auch Patienten, die nach bereits erfolgter primarer
Chemotherapie ein nicht-invasives Tumorrezidiv entwickeln, kénnen von der
BCG-Therapie profitieren. Die vorherige Chemotherapie beeinflusst deren
Wirksamkeit nicht negativ (Malmstrom et al. 2009). Das optimale
Therapieschema zur BCG-Instillation ist eine intensive 6-wochige Induktions-
therapie (Morales et al. 1976) gefolgt von einer mindestens 12-monatigen
Erhaltungstherapie in wochentlichen Sitzungen (Bohle und Bock 2004). Die
Therapie kann im Falle eines Low-Risk Rezidiv nach mehr als einem Jahr mit
ahnlich guten Ergebnissen sogar noch einmal wiederholt werden (Gallagher et
al. 2008). Unklar bleibt weiterhin die optimale Dosis der einzelnen BCG-
Instillationen (Martinez-Pifieiro et al. 2005; Oddens et al. 2013).
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1.1.8.3 Intravesikale Chemotherapie

Das Rezidivrisiko nach erfolgter TUR-B kann durch die einmalige intraoperative
Eingabe eines Chemotherapeutikums in die Harnblase noch einmal um etwa
12 % gesenkt werden (Sylvester et al. 2004). Dieser Effekt beruht auf der
Zerstorung von frei flottierenden Tumorzellen innerhalb der Harnblase und nicht
erkannten Residualtumoren an der Blasenwand durch das Chemo-
therapeutikum. Die Tumorzellen werden dadurch am erneuten Festwachsen an
der Blasenwand gehindert (Brocks et al. 2005). Die gangigen Praparate sind
Mitomycin C, Ebirubicin und Doxorubicin. Alle drei zeigen untereinander eine
ahnliche Wirksamkeit (Sylvester et al. 2004). Das Chemotherapeutikum sollte
moglichst innerhalb der ersten 24 Stunden nach TUR-B, eher aber direkt nach
der Resektion verabreicht werden, es sei denn, es besteht der dringende
Verdacht einer Harnblasenperforation, durch die das Reagenz in das
umliegende Gewebe diffundieren kénnte (Oddens et al. 2004). Der Umfang der
intravesikalen Chemotherapie sollte sich stets am interindividuellen Kurz- und
Langzeitrisiko der Patienten fur ein Rezidiv oder eine Progression nach TUR-B
ausrichten (Sylvester et al. 2006). Bei Low-Risk Patienten ist eine einmalige
Gabe ausreichend (Sylvester et al. 2004). Bei High-Risk Patienten mit multiplen
Tumoren und hohem Rezidiv- und Progressionsrisiko dagegen kodnnen
wiederholte Instillationen des Chemotherapeutikums als Alternative zu einer
BCG-Therapie erfolgen. Bei Patienten mit hohem Rezidiv-, aber niedrigem
Progressionsrisiko gilt die wiederholte intravesikale Chemotherapie als Mittel
der Wahl. Sinnvoll erscheint eine kurze aber intensive Weiterfihrung der
Chemotherapie innerhalb der ersten 3-4 Monate jedoch nie langer als ein Jahr.
Uber Frequenz und Dauer der Anwendung besteht zurzeit noch kein Konsens
(Sylvester et al. 2008). In neuen Ansatzen werden die Rezidivraten erstmals mit
erfolgsversprechenden Ergebnissen mithilfe von Hyperthermie durch
Mikrowellenstrahlung oder durch Anpassung des Urin pH-Werts und der
Urinausscheidung wahrend der Chemotherapiegabe weiter gesenkt (Au et al.
2001; Lammers et al. 2011).
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1.1.84 Zystektomie

Wahrend die radikale Entfernung der Harnblase vor allem in der Therapie der
muskelinvasiver Harnblasenkarzinome (T2-T4) Bedeutung hat, kann bisher nur
Patienten mit nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen zu einer radikalen
Zystektomie geraten werden, bei deren Tumorgrad mit einem sehr hohem
Rezidiv- oder Progressionsrisiko zu rechnen ist (Kamat et al. 2006; Sylvester et
al. 2006). Diese sind:

e multiple und/oder > 3 cm groRe T1 G3 (high grade) Tumoren

e T1 G3 (high grade) Tumoren mit Anteilen von CIS

e T1 G3 (high grade) Tumorrezidive

e T1 G3 (high grade) Tumoren in der prostatischen Urethra

e mikropapillare Variationen des Harnblasenkarzinoms

e Tumoren, die aufgrund ihrer Grol3e nicht vollstandig resezierbar sind.

Bei diesen Patienten stellt die Zystektomie eine vertretbare Alternative zur
einjahrigen BCG-Therapie dar. Auch bei Patienten, deren BCG-Therapie nicht
den erwinschten Erfolg brachte oder die im Verlauf ein BCG-resistentes
Tumorrezidiv entwickeln, bietet die Zystektomie eine weitere Therapie-
moglichkeit (Yates et al. 2012). Ein Hinauszbgern der Zystektomie
verschlechtert dabei sogar die Prognose in dieser Patientengruppe (Raj et al.
2007). Nichtsdestotrotz sollte die radikale Zystektomie mit ihren Risiken, ihrer
hohen Morbiditat und der Lebensqualitatseinschrankung in der Therapie der
nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinome immer das Mittel der letzten Wahl

bleiben.

1.1.9 Therapie muskelinvasiver Harnblasenkarzinome (T2-T4a)

Die Therapie der Wahl muskelinvasiver Harnblasenkarzinome ist die radikale
Zystektomie (Hautmann et al. 2007). Die Palette der Operationsverfahren reicht
von einem geringen Resektionsausmal? bis hin zu einem kompletten Ersatz der
Harnblase. Auch harnblasenerhaltende Verfahren in Kombination mit Radio-
und Chemotherapie stehen im Hinblick auf die Erhaltung der Lebensqualitat der

Patienten zur Verfigung.
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1.19.1 Radikale Zystektomie

Eine radikale Zystektomie mit Entfernung der regionalen Lymphknoten bietet
bei muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen das beste Langzeitiiberleben
(Stein et al. 2001). Die Operation sollte nicht zu lange hinausgezdgert werden,
da sonst die lokalen Komplikationen massiv ansteigen und sich die Prognose in
Bezug auf das Langzeittiberleben verschlechtert (Chang et al. 2003).

Die radikale Entfernung der Harnblase ist bei Patienten mit muskelinvasiven
Harnblasenkarzinomen im Stadium T2-T4a, NO-Nx, MO sowie bei primar
nicht-muskelinvasiven  High-Risk  Harnblasenkarzinomen bzw. deren
Rezidiven (T1 G3) oder BCG-resistenten Tumoren angebracht (Witjes et al.
2015). Ferner kann eine radikale Zystektomie bei allen Tumoren nicht-
urothelialen Ursprungs sowie bei fortgeschrittenen Tumoren (T4b) der
Harnblase, die die Bauch- oder Beckenwand infiltrieren, in palliativer Absicht in

Betracht gezogen werden (Witjes et al. 2015).

Das Ausmald einer radikalen Zystektomie héangt von der Grof3e, Anzahl und
Lokalisation der Tumoren ab. Bei Mannern werden grundsatzlich die Harnblase
mit allen makroskopisch sichtbaren und resezierbaren Tumormassen, die
distalen Ureteren, die regiondren Lymphknoten, sowie die Prostata mitsamt der
Samenblaschen entfernt. Bei Frauen werden in der Regel neben der Harnblase
die komplette Urethra, die distalen Ureteren, die regionaren Lymphknoten, Teile
der angrenzenden Vagina sowie der komplette Uterus mitsamt Adnexen
entfernt (Stenzl et al. 2005). Zusatzlich sollte eine radikale Entfernung der
pelvinen Lymphknotenstationen erfolgen, da auch hier hdufig Metastasierungen
zu finden sind (Fleischmann et al. 2005; Shinagare et al. 2011). In manchen
Fallen kbnnen die die Prostata und den Penis versorgenden Nerven bei den
Mannern sowie die Urethra bei Frauen erhalten werden, wobei weniger
extensive Operationstechniken immer die Gefahr eines lokalen Rezidivs bergen
(Stenzl et al. 2005).



Einleitung 21

Die Operation selbst wird offenchirurgisch oder von geschulten Operateuren in
einzelnen experimentellen Studien auch schon laparoskopisch bzw.

roboterassistiert durchgefiihrt (Chade et al. 2010; Kasraeian et al. 2010).

1.1.9.2 Blasenersatzverfahren

Nach einer radikalen Zystektomie stehen verschiedene Harnableitungsformen
zur Verfuagung, die die Funktion der fehlenden Harnblase ersetzen. Bezlglich
ihrer onkologischen Bedeutung unterscheiden sich diese kaum, wohl aber in
ihrer Bedeutung fir die Lebensqualitat der Patienten.

Die alteste und friiher allgemein Ubliche Ableitungsform ist die ureterocolische
Harnableitung (Coffey 1911). Die Ureteren werden dabei mit dem intakten
Rektosigmoideum verbunden, sodass kein retrograder Harnfluss moglich ist.
Aufgrund haufig aufsteigender Harnwegsinfekte aus dem Enddarm und der
erhohten Gefahr eines Kolonkarzinoms ist dieses Verfahren mittlerweile obsolet
(Gerharz et al. 2003).

Die Ureterocutaneostomie ist eine einfache und inkontinente Form der
Harnableitung durch die Bauchdecke. Hierbei werden die Ureteren entweder
einzeln oder gemeinsam mithilfe eines Stoma in der Bauchdecke fixiert. Dieses
Verfahren wird vor allem bei alteren und anderweitig kompromittierten Patienten
bevorzugt, bei denen eine natlrlichere Harnableitung nicht mehr in Frage
kommt und somit eine supravesikale Ableitung notig ist (Deliveliotis et al. 2005).
Als Standardableitungsform im 20. Jahrhundert hat sich das lleum-Conduit
etabliert (Bricker und Eisemann 1950). Die Ureteren werden hier tUber ein
Pouch (engl. Fur Beutel) aus terminalem Ileum mit der Bauchdecke verbunden.
Diese harninkontinente Form der Ableitung findet auch heute noch in der
klinischen Praxis Anwendung, fuhrt jedoch haufig zu Komplikationen wie
Harnwegsinfekten, Pyelonephritiden und Stenosen (Nieuwenhuijzen et al.
2008).

Die orthotope Neoblase ist eine kontinente Form der Harnableitung und in
vielen Zentren bereits Mittel der ersten Wahl unter den Blasenersatzverfahren
(Hautmann et al. 2007). Ein Stick des terminalen Illeums wird hierbei kugel-
formig zu einem Reservoir umgewandelt und schlie3lich proximal mit den

Ureteren und distal mit der Harnrohre verbunden. Bei guter Compliance ist
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schnell ein anndhernd physiologisches Entleeren der neuen Ersatzblase
moglich. Fur die Patienten verspricht eine Neoblase die natirlichste Form der
Harnableitung (Stenzl et al. 2010b) und damit einen enormen Gewinn an
Lebensqualitat (Gerharz et al. 2005).

1.1.9.3 Blasenerhaltende Therapieverfahren

Aktuelle blasenerhaltende Therapieansatze des muskelinvasiven Harnblasen-
karzinoms kombinieren die TUR-B mit einer Bestrahlung und Chemotherapie
(Rodel et al. 2002). Besonders gute Erfolge zeigt diese Kombination in friihen
Stadien unifokaler Tumoren, da die TUR-B und die Bestrahlung den Tumor
lokal behandeln, wahrend die systemische Chemotherapie, meist bestehend
aus Methotrexat, Cisplatin und Vinblastin, Mikrometastasen verhindern soll. Bei
60-80 % der Patienten kann somit eine komplette Remission und ann&hernd
eine mittlere Uberlebenszeit wie nach radikaler Zystektomie erreicht werden
(Rodel et al. 2002). Immerhin bis zu 42 % der Patienten kénnen so ihre
Harnblase fir mehr als funf Jahre bewahren, wobei diese immer als Quelle

neuer Rezidive angesehen werden kann (Rddel et al. 2002).

1.194 Neoadjuvante und adjuvante Chemotherapie

In der Therapie muskelinvasiver Harnblasenkarzinome werden mit radikaler
Zystektomie 5-Jahres-Uberlebensraten von etwa 50 % erreicht (Stein und
Skinner 2006). Um diese Raten weiter zu steigern, wurde seit den 1980er
Jahren intensiv an einer perioperativen systemischen Chemotherapie
gearbeitet. Vor der radikalen Zystektomie verabreicht, soll die Chemotherapie
besser vertraglich sein, die Tumorlast senken und Mikrometastasen verhindern.
Die 5-Jahres-Uberlebensrate konnte durch diese neoadjuvante Cisplatin-
Kombination um bis zu 8 % angehoben werden (Meeks et al. 2012). Eine
neoadjuvante Chemotherapie vor radikaler Zystektomie kommt jedoch nur bei
einem hoch selektierten Patientengut mit muskelinvasivem Harnblasenkarzinom
in Betracht. Eine ausschlie3liche Radio- oder Chemotherapie spielt in der
kurativen Behandlung muskelinvasiver Harnblasenkarzinome keine Rolle. Fir
die adjuvante Chemotherapie konnte bisher ebenso kein eindeutiger

Uberlebensvorteil nachgewiesen werden (Witjes et al. 2015).
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1.1.10 Therapie metastasierter Blasenkarzinome

Etwa 10-15 % der Patienten mit muskelinvasivem Harnblasenkarzinom haben
bereits zum Zeitpunkt ihrer Diagnosestellung Fernmetastasen (Rosenberg et al.
2005). Vor Einfuhrung einer wirksamen systemischen Chemotherapie betrug
die Lebenserwartung in diesem Zustand kaum mehr als 3-6 Monate (Sternberg
und Vogelzang 2003). Als Erstlinientherapie wird bei diesen Patienten eine
Kombination der Chemotherapeutika Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin und
Cisplatin — kurz M-VAC - angewandt. Entscheidend fir die weitere Prognose
sind der Allgemeinzustand (Karnofsky-Index > 80 %), die Nierenfunktion (GFR
= 60 ml/min) und das Vorhandensein von viszeralen Metastasen (Lunge, Leber,
Knochen) (Bajorin et al. 1999; Santis et al. 2009). Neuerdings wird als
Chemotherapie auch Gemcitabin in Kombination mit Cisplatin — kurz GC — mit
vergleichbaren Ergebnissen aber geringerer Toxizitat eingesetzt. Dadurch kann
die durchschnittliche Lebenserwartung bei metastasiertem Harnblasenkarzinom
auf 14,8 Monate fur M-VAC und 13,8 Monate fur GC gesteigert werden (von der
Maase et al. 2000). Viele Patienten konnen jedoch aufgrund schlechter
Nierenfunktion nicht mit Cisplatin behandelt werden (Dash et al. 2006). lhnen
wird ohne erkennbaren Nachteil eine Kombination mit Carboplatin angeboten
(Santis et al. 2012). In der Zweitlinientherapie kommen Paclitaxel und
Gemcitabin (Sternberg und Vogelzang 2003), Vinca-Alkaloid-Derivate (Culine et
al. 2006) und Angiogenese-Inhibitoren (Black et al. 2007) zum Einsatz. Aktuelle
Zweitlinientherapie der Wahl ist Vinflunin (Bellmunt et al. 2013).

1.1.11 Nachsorge und Prognose des Harnblasenkarzinoms

1.1.11.1 Nachsorge nicht-muskelinvasiver Harnblasenkarzinome

Aufgrund ihres hohen Rezidiv- und Progressionsrisikos sollten Patienten mit Ta-
und T1-Tumoren konsequent nachbeobachtet werden. Je nach individuellem
Risiko des Patienten (Tab. 7, siehe oben) variiert die Frequenz der
Verlaufskontrollen und Nachsorgezystoskopien. Alle Patienten sollten eine erste
Zystoskopie und Urinzytologie drei Monate nach Erstdiagnose erhalten.

Das Ergebnis dieser Untersuchung gilt als wichtigster prognostischer Faktor fur

den weiteren Verlauf der Erkrankung (Solsona et al. 2000; Sylvester et al.
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2006). Patienten mit Low-Risk Tumoren kommen daraufhin bei negativem
Ergebnis nach neun Monaten und dann jahrlich zur Nachsorge (Soukup et al.
2012). Patienten mit High-Risk Tumoren kommen bei negativem Ergebnis nach
der ersten Kontrolle weiterhin alle drei Monate bis zum zweiten Jahr, dann nur
noch alle sechs Monate bis zum fiinften Jahr und dann jahrlich zur Nachsorge.
Bei ihnen wird auRerdem eine jahrliche Bildgebung (bsp. Ausscheidungs-
urographie) empfohlen (Soukup et al. 2012).

In der Nachsorge des Harnblasenkarzinoms ist die Zystoskopie bereits eng mit
der nicht-invasiven Diagnostik (Urinzytologie oder Harnmarkertests) verzahnt.
Nicht jeder Rezidivbefund kann auch in einer Zystoskopie definitiv erkannt
werden. Ein positiver Urinmarkertest im Vorfeld sensibilisiert in der
anschlieBenden Zystoskopie fir das Vorhandensein eines Rezidivs (van der Aa
et al. 2010). Zudem kann ein solcher Urinmarker im Rahmen einer nicht-
invasiven Rezidivdiagnostik die Zystoskopieintervalle verlangern und damit die
Belastung fur den Patienten und die Kosten fir das Gesundheitssystem
senken.

Folgende Punkte sind generell im weiteren Nachsorgeregime nicht-
muskelinvasiver Harnblasenkarzinome zu beachten: Low-Risk Tumoren
entwickeln als Rezidiv im Normalfall auch einen Low-Risk Tumor, der unter
standiger Beobachtung (engl.: watchful waiting) sogar zunachst so belassen
werden kann (Soloway et al. 2003; Gofrit et al. 2006). Nach funf Jahren
Rezidivfreiheit bilden sich bei Low-Risk Tumoren nur noch selten
Langzeitrezidive (Mariappan und Smith 2005). Patienten mit multiplen
High-Risk Tumoren entwickeln als Rezidive mit erhdhter Wahrscheinlichkeit
auch obere Harnwegstumoren (Millan-Rodriguez et al. 2000b). High-Risk
Rezidive sollten aufgrund der Progression und ihrer lebensbedrohlichen
Entwicklung moglichst friih erkannt werden. Sie kdnnen auch nach zehn Jahren
Rezidivfreiheit noch auftreten, weshalb eine lebenslange Nachbeobachtung
dieser Patienten empfohlen wird (Holmang und Strock 2012; Soukup et al.
2012).
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1.1.11.2 Nachsorge muskelinvasiver Harnblasenkarzinome

Die Nachsorge muskelinvasiver Harnblasenkarzinome gestaltet sich im
klinischen Alltag schwierig, da sie trotz radikaler Zystektomie weiterhin
Lokalrezidive im urogenitalen Bereich und Fernmetastasen entwickeln kdnnen.
Der Nutzen eines routinemaRigen onkologischen Follow-Up dieser Patienten
mittels Bildgebung und Zystoskopie bleibt umstritten (Soukup et al. 2012).
Lediglich bei Patienten, die in der Folge Lungenmetastasen entwickeln, kann
sich dadurch die Uberlebensdauer verlangern (Giannarini et al. 2010). Bereits
durch konsequente Nachsorge kénnen bei Patienten mit Blasenersatzverfahren
Komplikationen wie Nierenfunktionsstérungen, Blasenentleerungsstérungen,

Harnwegsinfekte und Stenosen vermieden werden (Soukup et al. 2012).

1.1.11.3 Prognose nicht-muskelinvasiver Harnblasenkarzinome

Patienten mit nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen haben je nach Alter
und Risikostratifizierung eine mittlere 5-Jahresuberlebensrate von 80-95 %
(Noon et al. 2013). Die groRte Gefahr ist jedoch die hohe Rezidivrate dieser
Tumoren. Schatzungsweise 31-78 % der Patienten entwickeln innerhalb von
funf Jahren ein Rezidiv (Sylvester et al. 2006). Trotz initial erfolgreicher TUR-B
kommt es selbst in der Gruppe der Ta-Tumoren in bis zu 37 % der Patienten im
Verlauf von funf Jahren zu einem Rezidiv (Millan-Rodriguez et al. 2000a). Auch
ein nicht-muskelinvasiver Primartumor kann im Rahmen einer Progression
innerhalb des Nachbeobachtungszeitraums in ein muskelinvasives Rezidiv
Ubergehen (Brausi et al. 2002). Etwa 0,8-45 % erleben innerhalb von 5 Jahren
eine Progression ihres Tumors, je nach ihrer individuellen Risikostratifizierung
(Sylvester et al. 2006). Zur Risikostratifizierung und Einschatzung der Prognose
eines nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms stehen neben den EORTC-
Tabellen weitere Prognoseindices (Allard et al. 1998; Sylvester et al. 2006) und
Nomogramme (Youssef und Lotan 2011; Ali-El-Dein et al. 2013) zur
Verfigung. Dabei geben sie jedoch den individuellen klinischen Verlauf der
Erkrankung nicht ausreichend wieder. Erganzend wéaren hier bessere und
validere Urinmarker nétig, um die individuelle Prognose je nach Tumorstadium
beurteilen zu konnen (Alkhateeb et al. 2011).
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1.1.11.4 Prognose muskelinvasiver Harnblasenkarzinome

Die Prognose muskelinvasiver Harnblasenkarzinome wird stark von ihrem
jeweiligen Tumorstadium und Lymphknotenbefall bestimmt. Oftmals ergibt sich
eine deutlich schlechtere Prognose und héhere Mortalitatsrate als bei nicht-
muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen. Die geringsten Rezidiv- und hoéchsten
Uberlebensraten haben Patienten mit Ortlich beschrankten Tumoren ohne
Lymphknotenbefall. Wird hier frihzeitig eine adaquate Therapie eingeleitet, so
kommen diese Patienten kommen auf eine 5-Jahresiberlebensrate von 73 %.
Bei organubergreifendem Tumorwachstum und befallenen Lymphknoten sinkt
die Uberlebensrate auf 25-33 % (Madersbacher et al. 2003; Clifton et al. 2014).
Rezidive muskelinvasiver Harnblasenkarzinome bilden sich in 5-15% der Félle
im umliegenden Gewebe des Primartumors (Huguet 2013), in Uber 50% als
Fernmetastasen bevorzugt in Lunge, Leber und Knochen (Ghoneim et al. 2008)
und in bis zu 6% trotz radikaler Zystektomie abermals im urogenitalen Bereich
(Stein et al. 2005).

Rezidivirei Uberleben im T4-Stadium nur noch 36 % der Patienten die
5-Jahresgrenze (Madersbacher et al. 2003). Neue Chemotherapeutika,
Strahlentherapie-Schemata und Angiogenesehemmer sollen die Prognose
weiter verbessern. Dennoch bleibt die Therapie muskelinvasiver Harnblasen-
karzinome auch zukinftig eine klinische Herausforderung (Merseburger und
Kuczyk 2007).

1.2  Nicht-invasive Urindiagnostik

Die Diagnose eines Harnblasenkarzinoms wird im klinischen Alltag meist durch
invasive oder strahlenintensive Mallnhahmen wie Zystoskopie oder
CT-Urographie gestellt. Die Zystoskopie bildet hierbei nach wie vor den
Goldstandard und wird nach aktueller Leitlinie in der Diagnostik, Therapie und
Nachbehandlung eingesetzt (Babjuk et al. 2015). Erstrebenswert ware jedoch
auf lange Sicht ein nichtinvasives Verfahren, das das Tumorgeschehen in der
Harnblase mit &hnlich hoher Spezifitdit und Sensitivitat wie die Zystoskopie
nachweist (Goebell et al. 2008). Die Anforderungen des International Bladder

Cancer Network an einen solchen Test sind beachtlich: Der Test sollte nach
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Moglichkeit jederzeit und tberall verfigbar, einfach durchzufthren, unabhangig
vom Untersucher und gleichzeitig kostengunstig sein (Lokeshwar et al. 2005).
Zudem sollte er zuverlassig arbeiten und von der Prakanzerose bis zum
fortgeschrittenen Karzinom alle Tumorentitdten unterscheiden kénnen.

Bisher verfugbare Methoden der nicht-invasiven Urindiagnostik zeigen sich
allerdings bezlglich dieser Anforderungen als limitiert. Es existieren jedoch
mehrere vielversprechende Testverfahren, die alleine oder in Kombination ihren

Beitrag dazu leisten kdnnten.

1.2.1 Urinzytologie

Schon seit Jahrhunderten bildet die Harnbeschau und damit die Urinzytologie
eine Grundlage der urologischen Diagnostik. Mitte des 19. Jahrhunderts war es
noch nicht moglich, Gewebeproben direkt aus der Harnblase zu entnehmen.
Man beschrankte sich daher auf die Beurteilung der mit dem Urin
abgeschilferten Zellen. V.D. Lambl fuhrte im Jahre 1856 die Urinzytologie
erstmals in die onkologische Urindiagnostik ein (Grunze und Spriggs 1983). Um
dieser Bedeutung gerecht zu werden, haben die Deutsche Gesellschaft far
Urologie und weitere urologische Organisationen die Matula — das Glas zur
Harnbeschau — zu ihrem Emblem gemacht. Auch heute noch ist die
Urinzytologie nicht aus der nicht-invasiven Diagnostik des Harnblasen-
karzinoms wegzudenken und wird gerne in Erganzung oder als Alternative zur
Zystoskopie angewandt. Die Untersuchung von Spontanurin  oder
Spulflussigkeit hat gerade bei hochgradigen Tumoren und Carcinomata in situ
eine hohe Spezifitat und Sensitivitat (bis zu 100%), da sich hier viele
Tumorzellen von ihrem Zellverband I6sen und im Urin frei umherschwimmen.
Die Sensitivitdt der Urinzytologie variiert jedoch in aktuellen Studien sehr stark
(Budman et al. 2008). Die Methode ist stéranfallig und die Aussagekraft ihrer
Ergebnisse schwindet gerade bei niedriggradigen und differenzierten Tumoren
(Tétu 2009). In diesen Féllen bleibt die Urinzytologie h&ufig falsch negativ
(Babjuk et al. 2015). Ein weiterer Grund fur die limitierte Sensitivitat konnte die
starke Untersucher-Variabilitat der Urinzytologie sein. Nur gut geschultes
Personal sollte diese Untersuchung durchfiihren (Murphy 1990). Eine negative

Urinzytologie schlie3t demnach noch kein Tumorgeschehen in der Harnblase
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aus und auch bei einer positiven Probe ist nicht klar, wo genau sich der Tumor
im harnableitenden System befindet, da sich Zellen vom Nierenkelch bis zur
Harnblase l6sen konnen. Infektionen der oberen Harnwege, Harnsteine und
iatrogene Manipulationen kdnnen das Ergebnis zudem verfalschen (Babjuk et
al. 2015). Die Untersuchung aus Spulurin ist aufgrund ihrer hdheren Spezifitat
zu bevorzugen. Eine Analyse des Morgenurins sollte angesichts néachtlich
stattfindender Zytolyse vermieden werden (Patschan et al. 2008). An grol3en
Zentren mit erfahrenen und geschulten Untersuchern kann die Spezifitat der

Urinzytologie somit 90 % uberschreiten (Lokeshwar et al. 2005).

1.2.2 Molekulare Tumormarker als Ergdnzung zur Urinzytologie

Aufgrund der geringen Sensitivitdt der Urinzytologie bei niedriggradigen
Harnblasenkarzinomen wurden in den letzten 20 Jahren diverse molekulare
Urinmarkertests in der nicht-invasiven Diagnostik des Harnblasenkarzinoms
eingefuhrt, die alle ihre ganz spezifischen Eigenschaften besitzen. Werden die
durch Routine-Zystoskopie entstehenden Gesundheitskosten beriicksichtigt,
eroffnet sich dabei ein weites Feld flr neue kosteneffiziente Untersuchungs-
methoden mit hohem Potential in der Diagnostik und Nachsorge des
Harnblasenkarzinoms. Kein Urinmarkertest scheint jedoch bisher optimal
sowohl zur Primér- als auch zur Rezidivdiagnostik geeignet zu sein. Wahrend
ein Teil dieser Urinmarkertest gute Ergebnisse in der Vorsorge und wenig falsch
positive Ergebnisse zeigt, weist ein anderer Teil besonders hohe Sensitivitaten
in der Rezidivdiagnostik von Harnblasenkarzinomen auf (Tétu 2009).

Die bekanntesten Urinmarker BTA stat, BTA TRAK, NMP-22,
ImmunoCyt/uCyt+™ und UroVysion™ (FISH) wurden von der amerikanischen
Food and Drug Administration (FDA) genehmigt und unterscheiden sich vor
allem darin, ob ihre Analysen am Urin selbst (I6sliche Urinmarkertests) oder an
darin gelésten abgeschilferte Urothelzellen (zellgebundene Urinmarkertests)

ansetzen (van Rhijn et al. 2005).
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1.2.3 Lo&sliche Urinmarkertests

1231 Hamaturie-Teststreifen

Da die schmerzlose Hamaturie das Kardinalsymptom des Harnblasenkarzinoms
darstellt, lassen sich bei den meisten Tumorpatienten geringe Spuren von Blut
im Urin nachweisen. Umgekehrt ist als Ursache einer Hamaturie nur in unter
5 % ein Harnblasenkarzinom zu finden. Auch bei Entziindungen, Harnstein-
leiden, benigner Prostatahyperplasie und ganz physiologisch kann es zur
Mikrohdmaturie kommen (Budman et al. 2008). Als Screening-Methode zur
Diagnostik des Harnblasenkarzinoms kommen Hamaturie-Teststreifen mit einer
Spezifitat von etwa 70 % (Konety 2006) und einem positiv pradiktiven Wert von
nur 5-8 % (Lotan et al. 2008b) nicht in Frage, wohl aber um den Verdacht einer

urologischen Erkrankung zu erharten.

1.2.3.2 BTA stat und BTA TRAK

BTA stat und BTA TRAK (Polymedco Inc., Redmond, WA, USA) sind
Antikdrper, die erhéhte Werte am CFHrp (complement factor H-related peptide)
und damit indirekt das ,bladder tumor antigen‘ (BTA) im Urin nachweisen. Diese
Tests konnen auch als Point-of-Care Test (Abk.. POC) innerhalb weniger
Minuten im Rahmen einer Vorsorge vor einer Zystoskopie durchgefuhrt werden.
BTA stat weist das Antigen in einem Immunassay rein qualitativ nach, wahrend
BTA TRAK im ELISA-Verfahren (enzyme-linked immunosorbert assay) die
guantitative Menge des Antigens angibt. Diese Verfahren erkennen besonders
gut hohergradige Tumoren und fallen durch ihre hohe Sensitivitdt um die 70 %
bei ahnlich hoher Spezifitat auf (Budman et al. 2008). lhre Spezifitdt kann
jedoch bei urogenitalen Entzindungen, Steinleiden und anatomischen
Veranderungen der Harnwege auf etwa 50 % absinken (Lokeshwar et al. 2005).
Der Hersteller selbst sieht hier die Grenzen dieser Tests und warnt sogar davor,
sie als alleinigen Screeningparameter zur Diagnostik des Harnblasenkarzinoms

anzuwenden (Polymedco Inc. 2014).
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1.2.3.3 NMP22

NMPs (nuclear matrix proteins) sind Teile des inneren Zellkerngerusts einer
jeden Zelle (Berezney und Coffey 1974). Diese Strukturen unterstitzen die
Zellform und sind an der Organisation der DNA, ihrer Transkription, Replikation
und Genexpression beteiligt. Bei verschiedenen Krankheitsbildern, wie
Mamma-, Prostata- oder Kolonkarzinomen kénnen ganz spezifische NMPs in
vermehrter Anzahl und Aktivitdt nachgewiesen werden. NMP22 (Matritech Inc.,
Cambridge, MA, USA) ist ein nukleares Matrixprotein und zustandig fur die
Verteilung von Chromatin wahrend der Replikationsphase einer Zelle (Yang et
al. 1992). In gesunden Zellen ist die nachweisbare Menge gering, in
Harnblasenkarzinomzellen bis zu 25-mal so hoch (Keesee et al. 1996).

Der NMP22-Test ist ein quantitativer ELISA-Test, der mittels zweier Antikorpern
verschiedene Epitope des mitotischen Zellapparats nachweisen kann. Er sollte
nur in speziell dafir eingerichteten Laboren von ausgebildeten Fachkraften
durchgefuhrt werden (Lokeshwar und Soloway 2001). Der Hersteller empfiehlt
einen Cut-off-Wert von 10 U/ml, die Empfehlungen in der Literatur schwanken
zwischen 3,6 und 27 U/ml, um das beste Verhdltnis von Sensitivitat und
Spezifitat herzustellen (Lokeshwar et al. 2005).

Der Test zeichnet sich durch seine hohe Sensitivitat von etwa 75 % und seine
Uberzeugende Kosteneffizienz aus. In der Spezifitdt liegt der NMP22-Test mit
75 % jedoch wieder deutlich unter der Urinzytologie (Nguyen und Jones 2008).
Die Spezifitat lasst sich allerdings deutlich erhéhen, wenn der Cut-off-Wert
erhoht und die Patienten mit falsch positiven Ergebnissen aufgrund von
Harnwegsinfekt, Urolithiasis, Fremdkorper, Neoblase, intravesikaler Therapie
und iatrogener Manipulation aussortiert werden. Dadurch erreicht der Test eine
Spezifitat von Gber 95 % (Ponsky et al. 2001).

Die FDA hat den NMP22-Test als Hilfsdiagnostikum bei Hochrisikopatienten mit
Symptomen eines Harnblasenkarzinoms zugelassen. Mittlerweile wurde zudem
eine Point-of-Care Version des Tests verdffentlicht, die ein Testergebnis ohne
gro3es labormedizinisches Vorwissen innerhalb von 30 - 50 Minuten erlaubt
(Grossman et al. 2005).
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1.2.34 Weitere l0sliche Urinmarkertest

Neben den bereits genannten Urinmarkern wird intensiv an weiteren neuen
Biomarkern geforscht. Einer davon ist BLCA-4, ein Transkriptionsfaktor, der bei
Patienten mit Harnblasenkarzinom sowohl in Tumor- als auch in Normalgewebe
der Harnblase nachgewiesen werden kann (Konety et al. 2000). Er wird tber
einen ELISA-Test mit hoher Sensitivitat und Spezifitdt detektiert (van Le et al.
2005). Ein weiterer erfolgversprechender Transkriptionsfaktor, BLCA-1, ist
Bestandteil gegenwartiger Forschungen (Myers-Irvin et al. 2005).

Auch Survivin zahlt zu den neuen potentiellen Biomarkern zur Diagnostik und
Nachsorge des Harnblasenkarzinoms (van Tilborg, A. A. et al. 2009). Es ist Tell
der antiapoptotischen Proteine, die fur die Regulation des Zelltodes
verantwortlich sind (Altieri 2003). Erhdhte Survivinkonzentrationen im Urin sind
mit hoherem Risiko und schwerwiegenderem Verlauf des Harnblasenkarzinoms
vergesellschaftet (Shariat et al. 2004).

Im HA-HAase Test werden die Detektion des Glykosaminoglykans
Hyaluronsaure (HA) und dessen abbauenden Enzyms Hyaluronidase (HAase)
kombiniert. Beide sind mit Tumorzellen assoziiert, werden in den Urin sezerniert
und kénnen mit einem ELISA-ahnlichen Test oder einer PCR nachgewiesen
werden (Lokeshwar et al. 2000).

Beim ,urinary bladder cancer-Test (UBC) werden mittels ELISA die
Zytokeratine 8 wund 18, die Teil des epithelialen Zytoskeletts sind,
nachgewiesen. Liegen diese in erhdhter Konzentration vor, ist die Diagnose
eines Harnblasenkarzinoms wahrscheinlich. Mittlerweile wird zudem ein
Schnelltest (POC, engl.: point-of-care-test) unter dem Namen UBC-rapid
angeboten, der die Zytokeratine nicht nur qualitativ, sondern durch ein
Messgerat (concile Q100 Reader, concile GmbH, Freiburg) mittels Photometrie
auch quantitativ nachweisen kann (Ritter et al. 2014). Die Sensitivitat und
Spezifitdt des Testverfahrens schwankt je nach Studie sehr stark (Babjuk et al.
2008; Jeong et al. 2012) und sinkt beim Schnelltest nochmals deutlich ab
(Schroeder et al. 2004).
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1.2.4 Zellgebundene Urinmarkertests

1.24.1 ImmunoCyt/uCyt+™

ImmunoCyt/uCyt+™ (vertrieben von Diagno-Cure Inc., Québec, QC, Canada)
wurde urspringlich entwickelt, um die geringe Sensitivitat der Urinzytologie zu
erhohen. Es handelt sich um einen Fluoreszenztest, der drei Antikdrper
beinhaltet. Zwei davon, M344 und LDQ10, sind an Fluorescein, einen grinen
Farbstoff gekoppelt und binden an Mucin-Glycoproteindhnliche Antigene
(z.B. M344), die von 71 % der Ta- und T1-Tumoren exprimiert werden (Allard et
al. 1995). Der dritte Antikoérper, 19A211, ist an Texas Red, einen roten Farbstoff
gekoppelt und bindet an eine Form des Carcinoembryonalen Antigens (CEA),
das von 90 % aller Ta- und T1-Tumoren exprimiert wird (Allard et al. 1995).

Zur Auswertung des Tests werden lediglich ein qualitativ hochwertiges
Fluoreszenzmikroskop und eine Zytozentrifuge bendtigt. Die Auswertung kann
von einer fiur die Urinzytologie geschulten Fachkraft mit besonderer
Zusatzqualifikation durchgefiihrt werden. Ein groRer Nachteil dieser Technik
bleibt ihre Untersucherabhangigkeit und ihr Zeitaufwand. Erst durch die
Auswertung von 500 Zellen kann ein Ergebnis als eindeutig negativ gewertet
werden (Tétu 2009). Die Sensitivitat dieses Testverfahrens schwankt je nach
Studiendesign mit 52-100 % stark, seine Spezifitat Ubersteigt kaum die 75 %
(Babjuk et al. 2015). Eine Starke des Testverfahrens liegt darin, dass es auf
niedriggradige Tumoren mit 79 % &hnlich sensitiv reagiert wie auf hochgradige
Tumoren mit 92 %. In Kombination mit der Urinzytologie kann eine Sensitivitat
von fast 99 % fiur hochgradige Tumoren erreicht werden (Mian et al. 2006b).

Die bisherigen Erkenntnisse des ImmunoCyt/uCyt+™-Tests sind viel-
versprechend. Er kdnnte auch in Zukunft eine grol3e Rolle in der Identifikation
von Urothelkarzinomen des oberen Harntrakts (Lodde et al. 2001) und in der

Rezidivdiagnostik des Harnblasenkarzinoms spielen (Tétu et al. 2005).
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1.2.4.2 Weitere zellgebundene Urinmarkertests

Das Lewis Antigen X (Abk.: Lex) — ein Glykoprotein — kommt auf gesunden
Urothelzellen vor und wird in Tumorzellen vermehrt exprimiert. Es wird
immunhistochemisch mithilfe eines P12 Antikorpers auf abgeschilferten Zellen
im Urin mit einer Sensitivitdt und Spezifitat von > 80 % nachgewiesen. Gesunde
Urothelzellen im Urin kénnen jedoch das Ergebnis verfalschen (Tétu 2009).

Der Quanticyt-Nuclear-Karyometry-Test erkennt  morphologische  Ver-
anderungen der Zellkerne und zeigt gleichzeitig deren Ploidie. Die Sensitivitat
dieses Tests liegt bei 60 %, seine Spezifitat bei 80 % (Tétu 2009).

Weitere zellgebundene Urinmarkertests sind die Mikrosatelliten-Analyse, der

Telomerase-Test sowie der DD23-Test (Lokeshwar et al. 2005).

1.3  Multitarget-Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung

Sehr hohen Stellenwert innerhalb der zellgebundenen Urinmarkertests fur die
Diagnostik des Harnblasenkarzinoms besitzt der UroVysion™-Test (Abbott
Molecular, Des Plaines, IL, USA). Dabei handelt es sich um eine Multitarget-
DNA-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (Abk.: FISH) zum Nachweis und zur
Quantifizierung der Chomosomen 3, 7, 17 sowie des Lokus 9p21 in humanen
Urinproben. In diesem Verfahren kommt es zur Anlagerung einer einstréngigen,
fluoreszenzmarkierten DNA-Sonde an komplementare Zielsequenzen in
abgeschilferten Urothelzellen des Patientenurins. Diese Hybridisierung kann
durch Betrachtung unter einem Fluoreszenzmikroskop direkt nachgewiesen
werden. Aus zytogenetischen Studien geht hervor, dass in Zellen eines
Harnblasenkarzinom vor allem die Chromosomen 1, 3, 4, 7, 8,9, 11 und 17 von
Veranderungen betroffen sind (Marano et al. 2000; Junker et al. 2003). Der
Verlust der Heterozygotie (loss of heterozygosity = LOH) ist beispielsweise
beim p-Schenkel des Chromosoms 9 mit bis zu 76 % am wahrscheinlichsten
(Hoglund 2012). Abbott Molecular liefert daher in seinem Diagnose-Kit
verschiedenfarbig fluoreszenzmarkierte Sonden, die zu den spezifischen
Sequenzen der Chromosomen 3 (Spectrum Red), 7 (Spectrum Green),

17 (Spectrum Aqua) und der lokusspezifischen Sequenz 9p21 (Spectrum Gold)
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komplementar sind. Diese Sonden haben sich mit ihrer hohen Sensitivitat in der
Harnblasenkarzinom-Diagnostik bewéhrt (Sokolova et al. 2000). Durch die
Hybridisierung mit der Patienten-DNA und anschlieRender visueller Auswertung
liefern die Sonden Informationen zur Kopienzahl der Chromosomen und damit
ihrer Ploidie. Grundsétzlich werden vom Untersucher unter einem Fluoreszenz-
mikroskop 25 morphologisch auffallige Zellen erfasst. Danach wird die
Untersuchung beendet und das Ergebnis je nach Auswertekriterien eindeutig

als ,positiv‘ oder ,negativ' befundet.

Nach der allgemein gebrauchlichen Methode des Herstellers Abbott Molecular
(Abbott Molecular Inc. 2012) missen mindestens 4 Zellkerne eine Vermehrung
von mindestens 2 der Chromosomen 3, 7 oder 17 oder mindestens 12
Zellkerne einen homozygoten Verlust des Lokus 9p21 (kein Signal fir 9p21)
aufweisen, um die Kriterien fur eine positive Probe zu erfullen.

Diese Auswertekriterien sind fur Priméar- und Rezidivdiagnostik identisch, jedoch
nicht fur jede klinische Situation geeignet. Daher wurden sie in den letzten
Jahren bereits von mehreren Autoren beziglich der Wertigkeit ihrer Rohdaten
validiert und Uberarbeitet, um so die Sensitivitdt und Spezifitdit dieses

Testverfahrens zu optimieren.

Halling et al. definierten in ihrer Arbeit den Cut-off-Wert flur ein positives
Ergebnis auf 5 Zellkerne mit 3 oder mehr Signalen fir 2 oder mehr der
Chromosomen 3, 7 oder 17 in einem Zellkern (Halling et al. 2000). Bei Varella-
Garcia et al. galt ein Ergebnis positiv bei = 16 % der Zellen mit 3 oder mehr
Signalen fir 2 oder mehr der Chromosomen 3, 7, 17 in einem Zellkern oder bei
= 48 % der Zellen mit homozygotem Verlust des Lokus 9p21 (Varella-Garcia et
al. 2004).

Bubendorf et al. stellten im Jahr 2001 konkrete Verbesserungen zu den
Auswertekriterien des UroVysion™-Tests vor, die den Einfluss von tetraploiden
Zellen hervorheben sollten (Bubendorf et al. 2001). Danach wurde ein Befund

als positiv vermerkt, wenn mindestens 3 Zellkerne eine Vermehrung der
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Chromosomen 3, 7 oder 17 aufwiesen oder mindestens 3 Zellkerne weniger als
2 Signale fur den Lokus 9p21 (heterozygoter oder homozygoter Verlust) oder

mindestens 5 Zellkerne einen tetraploiden Chromosomensatz zeigten.

Die von Zellweger im Jahr 2006 erarbeiteten Auswertekriterien stellten den
Verlust des Lokus 9p21 besonders in den Vordergrund (Zellweger et al. 2006).
In diesem Fall wurde eine Probe positiv befundet, wenn mindestens
11 Zellkerne einen tetraploiden Chromosomensatz zeigten oder mindestens
4 Zellkerne nach Abzug der tetraploiden Zellkerne eine Vermehrung der
Chromosomen 3, 7 oder 17 aufwiesen. Zuséatzlich wurde ein Befund als positiv
bewertet, wenn mindestens 4 Zellkerne einen absoluten oder relativen Verlust
des Lokus 9p2l1 zeigten. Absoluter Verlust bedeutete homozygote oder
heterozygote Deletion des 9p21-Lokus (kein Signal oder < 2 Signale fur den
Lokus 9p21). Relativer Verlust bedeutete, dass die Anzahl der Signale vom
Lokus 9p21 = 2, jedoch geringer ist als die Anzahl der Signale von einem der
Chromosom 3, 7 und 17 (Beispiel: 2-4-5-4 oder 3-5-6-5).

Interessanterweise zeigte sich in diesem Ansatz eine Korrelation vom Verlust

des Lokus 9p21 zu erhdhten Rezidivraten.

Die Auswertekriterien Zellwegers wurden schlie3lich 2010 von Fritsche et al. so
abgewandelt, dass noch eine geringe Anzahl an tetraploiden Zellkernen (< 10)
zulassig war (Fritsche et al. 2010). Hier wurde ein Befund als positiv gewertet,
wenn mindestens 5 Zellkerne nach Abzug der tetraploiden Zellkerne eine
Vermehrung von mindestens 2 der Chromosomen 3, 7 oder 17 oder
mindestens 11 Zellkerne einen tetraploiden Chromosomensatz zeigten. Ein
Befund war ebenfalls positiv, wenn bei mindestens 12 Zellkernen kein Signal fur
Lokus 9p21(homozygote Deletion) nachzuweisen war. Die Sensitivitdt dieses
Diagnoseverfahrens ist mit 70 — 86 % relativ hoch und seine Spezifitat kann bis
zu 93 % erreichen (van Rhijn et al. 2005).
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Bei allen bisher erwéhnten Auswertestrategien wurde den einzelnen
Chromosomenaberrationen dieselbe Wertigkeit zuteil. Bereits 2004 beschrieben
Pycha et al. jedoch signifikante Unterschiede im klinischen Ergebnis zwischen
einerseits der Gruppe an FISH-negativen Befunden und FISH-positiven
Befunden mit lediglich Aneuploidie von Chromosom 3 und Lokus 9p21 sowie
andererseits der Gruppe mit FISH-positiven Befunden und Aneuploidie von
Chromosom 7 oder 17 (Pycha et al. 2004). Mian et al. und Lodde et al. pragten
daraufhin in den Jahren 2006 und 2014 den Begriff des molekularen
Gradings (mG) (Mian et al. 2006a; Lodde et al. 2014a). Dabei handelt es sich
um eine Unterteilung der FISH-Befunde anhand der betroffenen Chromosomen
in eine Low-mG-FISH (ausschlieR3lich Aneuploidie in Chromosom 3 und Lokus
9p21) und eine High-mG-FISH Gruppe (auch Aneuploidie in Chromosom 7 oder
17), um so die prognostische Wertigkeit der Untersuchung zu verbessern und
vor allem das Rezidivrisiko von Intermediate-Risk Tumoren besser beurteilen zu
konnen.

Mian et al. bedienten sich fur die Auswertung der FISH-Ergebnisse der Kriterien
von Bubendorf et al. mit einem Cut-Off von 4 Zellkernen fir einen positiven
Befund. Daraufhin wurden hier die positiven FISH-Befunde in Low- und
High-mG-FISH unterteilt und beide Gruppen bezlglich ihrer Rezidiv-

wahrscheinlichkeit verglichen.

Die hier beschriebenen Herangehensweisen zur Auswertung von Rohdaten der
Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung sind bisher nicht hinreichend
bezuglich ihrer klinischen Einsetzbarkeit geprift. Die grof3e Varianz unter den
Auswerteprinzipien spiegelt den Bedarf wider, eine einheitliche, aber dennoch
fur jeden Patienten passende Strategie im klinischen Alltag zu finden. Es bleibt
damit weiterhin offen, ob es nicht einer neuen Herangehensweise an die
Auswertung des UroVysion™-Tests bedarf, um so das volle Potential der
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung als diagnostischem und prognostischem

Urinmarker bestmoglich auszuschopfen.
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1.4  Fragestellung

Die Diagnostik und Nachbeobachtung eines Harnblasenkarzinoms ist
aulRerordentlich  kostenintensiv  (Botteman et al. 2003). Gerade
nicht-muskelinvasive Tumoren belasten durch ihre intensive Nachsorge das
Gesundheitssystem (Grossman et al. 2008).

Bisher galt im klinischen Alltag eine Kombination der invasiven und
kostspieligen Zystoskopie mit der nicht-invasiven Urinzytologie als sensitivste
Methode zur Rezidivdiagnostik des Harnblasenkarzinoms (Yutkin et al. 2010).
Eine zuverlassige nicht-invasive Strategie zur Diagnostik und Nachsorge des
Harnblasenkarzinoms wirde die Zahl der Kontrollzystoskopien und damit die
Gesamtkosten verringern sowie die Lebensqualitat des Patienten verbessern
(Lokeshwar et al. 2005). Keiner der genannten Urinmarkertests weist jedoch
bisher mit der Urinzytologie vergleichbar gute Ergebnisse auf. Probleme
bereiten vor allem die vielen falsch-positiven Befunde. Grund hierfur kénnte der
Einfluss von Hamaturie, Harnwegsinfekten oder einer vorausgegangenen
Therapie des Harnblasenkarzinoms auf die Ergebnisse der Urinmarkertests
sein (Agarwal et al. 2008).

Ein vielversprechender Ansatz ist die Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung von abgeschilferten Urothelzellen aus dem Urin der Patienten
(Lokeshwar et al. 2005). Selbst bei falsch negativer Zystoskopie kann dieser
Test noch auf ein nicht sichtbares Tumorgeschehen hinweisen (Schlomer et al.
2010). Trotz vieler aussagekraftiger Ergebnisse ist die optimale Strategie zur
Auswertung der Rohdaten dieser Untersuchung in der Diagnostik und

Nachsorge des Harnblasenkarzinoms noch nicht gefunden.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist, die in der Literatur beschriebenen
Auswertealgorithmen der ermittelten Rohdaten von Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierungen erstmals bezlglich ihrer Kklinischen Wertigkeit in der
Diagnostik und Prognostik des Harnblasenkarzinoms an einem Kollektiv von
Patienten der Klinik fur Urologie des Universitatsklinikums Tubingen extern zu
validieren und sie durch eine im Rahmen dieser Arbeit erstellte ,modifizierte

Auswertestrategie‘ zu erganzen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Zur Erfassung der dieser Arbeit zugrundeliegenden Daten diente ein
Grundkollektiv an Patienten, bei denen im Zeitraum von Anfang 2007 bis
Anfang 2010 an der Klinik fir Urologie des Universitatsklinikums Tibingen eine
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung aus Urinproben durchgefuhrt wurde.
Patienten, bei denen dieser Test im Verlauf des oben genannten Zeitraum
wiederholt durchgefuhrt wurde, wurden mehrfach erfasst. Dadurch ergab sich
ein Gesamtkollektiv von insgesamt 2228 Patienten. Anhand verschiedener
Einschluss- und Ausschlusskriterien wurde schlie3lich das endgultige
Untersuchungskollektiv fur den Teilbereich der diagnostischen Wertigkeit

gebildet.

Fur den Teilbereich der prognostischen Wertigkeit wurden aus diesem
Gesamtkollektiv Patienten herausselektiert, die nach erfolgreicher Behandlung
eines nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms innerhalb der kommenden
24 Monate diagnostisch nachverfolgt wurden. Bei allen diesen Patienten
begann der Nachbeobachtungszeitraum der Prognostik-Studie nach
Behandlung eines durch Zystoskopie und Histologie nachgewiesenen
Harnblasenkarzinoms mit der ersten negativen Zystoskopie oder im Falle einer
auffalligen Zystoskopie mit einer negativen Histologie und endete mit dem

Zeitpunkt eines Rezidivbefundes oder rezidivfrei nach Ablauf von 24 Monaten.

Erste negative Zystoskopie nach Tumorgeschehen Rezidivdiagnose
—- STUDIENBEGINN positive Zystoskopie
Tumordiagnose l =>ENDE DES FOLLOW-UP
¥

T

Zeitpunktder

FISH-Untersuchung
L 1

| I
0

N tin Monaten

Abb. 1: Studiendesign des Prognostikkollektivs im Falle eines Rezidivs zum Ende des Follow-Up.
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Erste negative Zystoskopie nach Tumorgeschehen 24 quate rezidivfrgi
—> STUDIENBEGINN negative Zystoskopie
Tumordiagnose l =>ENDE DES FOLLOW-UP
?
Zeitpunktder
FISH-Unttlersuchung )
l |
0 t in Monaten

Abb. 2: Studiendesign des Prognostikkollektivs im Falle einer Rezidivfreiheit Gber 24 Monate.

2.1.1 Ein-und Ausschlusskriterien

Zur Rekrutierung der Patienten wurden die jeweiligen elektronischen
Patientenakten gesichtet und der weitere Verlauf der Krankengeschichten
nachvollzogen. Daraus ergab sich ein Untersuchungskollektiv nach folgenden

Einschluss- und Ausschlusskriterien.

2111 Einschlusskriterien

In die vorliegende Studie wurden all jene Patienten aus dem Gesamtkollektiv
eingeschlossen, bei denen
— eine Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung im oben genannten
Zeitraum aus Mittelstrahl- oder Katheterurin im Rahmen einer
Zystoskopie durchgefihrt und die Ergebnisse handschriftich mit
jeweiligen Zellveranderungen notiert wurden.
— im Falle einer auffalligen Zystoskopie eine eindeutige histologische
Beurteilung der dabei gewonnenen Proben vorlag.

2.1.1.2 Zusatzliche Einschlusskriterien des Prognostikkollektivs

Dem Prognostikkollektiv wurden zusatzlich all jene Patienten aus dem
Gesamtkollektiv zugeordnet, bei denen
— ausschlieBlich ein nicht-muskelinvasives Harnblasenkarzinom als letzter
Tumor nachgewiesen wurde (Ta, T1, CIS) und
— der aktuelle zystoskopische Befund nach vorausgegangenem nicht-
muskelinvasivem Harnblasenkarzinom (Ta, T1, CIS) negativ war und

dieses somit als erfolgreich therapiert gelten musste und
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parallel dazu die Rohdaten einer Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung aus Mittelstrahl- oder Katheterurin vorlagen und

innerhalb von 24 Monaten nach der ersten negativen Zystoskopie eine
Nachbeobachtung durch regelmafige Zystoskopien mit Gewebe-
gewinnung und histologischer Beurteilung bei auffalligem Zystoskopie-
ergebnis sowie  Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung  aus
Mittelstrahl- oder Katheterurin erfolgte und deren Rohdaten

handschriftlich mit jeweiligen Zellveranderungen notiert wurden.

2.1.1.3 Ausschlusskriterien

Um Einfluss- und Stérfaktoren auf das Untersuchungskollektiv so weit wie

madglich zu eliminieren wurden Patienten aus der Studie ausgeschlossen,

die parallel zur Urinuntersuchung keine Zystoskopie erhalten hatten.

die in der Vorgeschichte mit einer Neoblase versorgt wurden.

bei denen lokal in die Harnblase infiltrierendes Tumorgewebe
umliegender Organe (z.B. Prostatakarzinom) gefunden wurde.

bei denen das Untersuchungsmaterial fur die Multitarget-Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung aus den Nierenbecken oder dem oberen Harntrakt

gewonnen wurde.

Dariber hinaus wurden Patienten aus dem Untersuchungskollektiv

ausgeschlossen, bei denen einheitliche Bedingungen nicht erfillt waren. Dies

waren Patienten, bei denen

die entnommene Urinprobe fir die diagnostischen Tests nicht eindeutig
einer Abnahmetechnik oder einem Herkunftsort zugeordnet werden
konnte.

das Ergebnis der im Rahmen der Zystoskopie gewonnenen Histologie
nicht aussagekraftig oder nicht eindeutig war.

die Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung aufgrund reduzierter
Signalstarke der einzelnen Sonden oder verminderter Zellzahl im

Praparat nicht auswertbar war.
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2114 Zusatzliche Ausschlusskriterien des Prognostikkollektivs

Aus dem Prognostikkollektiv wurden zusatzlich alle Patienten ausgeschlossen,
bei denen

— ein muskelinvasives Harnblasenkarzinom (T2-T4) als letzter Tumor vor
Beginn des Nachbeobachtungszeitraums oder als hdchstes
Tumorstadium in der Anamnese vorlag.

— keine vollstandige Dokumentation innerhalb von 24 Monaten nach der
ersten negativen Zystoskopie nach therapiertem nicht-muskelinvasivem
Harnblasenkarzinom vorlag.

— das Datum und das Ergebnis der letzten positiven Zystoskopie und damit
das Datum und der Tumorgrad des letzten Tumors vor Beginn der Studie
nicht eindeutig nachvollziehbar war.

2.2 Umgang mit Patientendaten und Datenschutz

Die Daten zur Erhebung und Auswertung der vorliegenden Arbeit wurden an
einem nicht-6ffentlichen Rechner der Klinik fur Urologie des Universitats-
klinikums Tubingen verarbeitet, der keinen Kontakt zum 6ffentlichen Netz oder
World Wide Web hatte und folglich ausschlie3lich mit dem internen
Kliniknetzwerk des Universitatsklinikums Tabingen verbunden war. Zugang zu
diesem Rechner hatten ausschlie3lich dazu befugte Mitarbeiter/innen der Klinik
fur Urologie des Universitatsklinikums Tubingen, die auch an der
Datenerhebung beteiligt waren. Wahrend der Erhebung und Auswertung der
Daten zur vorliegenden Arbeit wurde die arztliche Schweigepflicht zu jedem
Zeitpunkt eingehalten und grof3en Wert auf den vertraulichen Umgang mit
patientenbezogenen Daten gelegt. Nach Abschluss der Erhebung wurden die
personenbezogenen Daten anonymisiert, sodass daraufhin keinerlei
Ruckschlisse auf den jeweiligen Patienten mdglich waren. Auf diese Weise

wurden auch zu jeder Zeit die Auflagen des Bundesdatenschutzgesetzes erftillt.
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2.3 Ethikvotum

Vor Beginn der Datenerhebung und Studiendurchfuihrung wurden mithilfe eines
Prufplans der Studientitel, der Inhalt der vorliegenden Arbeit, deren
Finanzierung und alle daran beteiligten Mitarbeiter festgelegt. Der Prifplan
regelte die Gesamtstudiendauer, die Studienpopulation, deren Rekrutierung,
Ein- und Ausschlusskriterien, Untersuchungsmethoden, die Art der
Dokumentation der erhobenen Daten sowie Informationen Uber die strikte
Erfillung des Datenschutzes. Dieser Prifplan war bereits innerhalb des
Projektes ,Retrospektive Evaluation der Ergebnisse von routinemaliig
durchgefuihrten Urinuntersuchungen zur Detektion von Harnblasenkarzinomen
— Bestimmung der diagnostischen Wertigkeit, einer potenziellen prognostischen
Bedeutung und Evaluation der Einflisse von Storgréien auf das Testergebnis®
vom 16.09.2009 der Ethikkommission des Universitatsklinikums unter der
Leitung von Herrn Professor Dr. Luft vorgelegt und nach sorgfaltiger
Begutachtung positiv beschieden worden. Er tragt das Ethik-Votum 400/2009A.
Da vorliegend eine rein retrospektive Erfassung von klinischen Daten erfolgte,
die routinemafig erhoben und anschlieend in einer Datenbank anonymisiert
wurden, ist fur die Evaluation in der vorliegenden Arbeit auf der Basis des
vorhandenen Votums nicht zwingend eine weitere Begutachtung durch die

Ethikkommission notwendig gewesen.
2.4  Untersuchungsabfolge

2.4.1 Gewinnung der Urinproben

Der zur Durchfuhrung der Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
benotigte Patientenurin wurde in der vorliegenden Arbeit auf zwei Arten und
ausschliel3lich aus der Harnblase gewonnen. Einerseits wurde Urin durch
spontane Miktion gewonnen, ohne Unterscheidung zwischen Erststrahl- und
Mittelstrahlurin. Die Probengewinnung fand dabei im Rahmen eines
Ambulanzbesuchs des Patienten statt, wodurch eine Verunreinigung mit
Morgenurin ausgeschlossen werden konnte. Andererseits wurde Urin als
Katheterurin Uber einen durch die Harnréhre und in der Harnblase liegenden

Zystofix-Katheter gewonnen, wobei nicht zwischen Einmalkatheterisierung und
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einer Dauerkatheterisierung unterschieden wurde. Uber diesen Katheter konnte
auch Spulurin gewonnen werden, indem die Blase nach Einlage des Katheters
mit isotoner Kochsalz- oder Ringerldsung gespult wurde. Wurde vor der Miktion
eine massierende Prostatastimulation durchgefiihrt, handelte es sich bei der
gewonnenen Probe um Exprimaturin, bei dem Anteile von Prostatasekret

nachweisbar sind.

24.1.1 Mechanische Manipulation als potentieller Einflussparameter

Die Urinenthahmen in Form von Katheterurin, Spulurin und Exprimaturin
wurden als Methoden mit mechanischer Manipulation angesehen. Damit fand
definitionsgemal keine mechanische Manipulation bei der Probengewinnung

aus Spontan- und Mittelstrahlurin statt.

2.4.2 Fixierung der Urinproben

Unmittelbar nach der Entnahme erfolgte eine Fixierung und Konservierung der
Urinproben nach Esposti zur weiteren Durchfihrung der Urinzytologie und

Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung.

2421 Fixierung nach Esposti

Fur die Fixierung zur Urinzytologie und Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung wurde das Esposti-Fixativ verwendet (Esposti et al. 1970).
Dieses setzt sich aus 10 % einer 100 %igen Essigsaure (Eisessig),
48 % Methanol und 42 % Aqua dest. zusammen. Der Urin wurde direkt nach
der Gewinnung im Verhdltnis 1:2 mit Esposti-Fixativ gemischt und durch
Schuitteln homogen vermengt. Auf diese Art fixierte Proben kdnnen problemlos
etwa eine Woche bei 2-4°C gelagert werden, es wird jedoch empfohlen, die

Proben innerhalb von 72 Stunden zu analysieren.
2.4.3 Testdurchfuhrung

2.4.3.1 Urinzytologie

Seit Mitte des 19. Jahrhunderts ist die onkologische Urinzytologie Grundlage
der urologischen Diagnostik und seit 1945 hat sie ihren Weg als Goldstandard
auch in die Routinediagnostik gefunden (Rathert und Roth 2007). Bei der
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Evaluation neuer diagnostischer Verfahren wird die Urinzytologie daher héaufig
als Referenzwert herangezogen. Bei dieser Methode werden die im Urin
vorhandenen Zellen angereichert, mittels Zytozentrifugation mdglichst dicht auf
einem Objekttrager konzentriert, gefarbt und anschlielend unter dem
Mikroskop morphologisch beurteilt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
die Urinproben folgendermalien verarbeitet:

Zunachst wurden die nach Esposti fixierten Urinproben zur Zellanreicherung
konzentriert. Dabei wurde die komplette Probe in ein Zentrifugenréhrchen
gefullt. Dieses wurde in einer Zentrifuge (Hettich Rotanta 96R, Hettich
Zentrifugen, Tuttlingen) bei 800 Umdrehungen (600 x g) 12 Minuten lang
zentrifugiert. Daraufhin wurde der Uberstand vorsichtig bis auf 2-3 ml
Restvolumen abgegossen und 600-800 pl des konzentrierten und wieder
aufgeschuttelten Urins in eine Fullkammer mit Trichter (Shandon Cytofunnel,
Shandon Labortechnik GmbH, Frankfurt) pipettiert. Diese wurde mit einem
Filterpapier und einem Objekttrager (R. Langenbrinck, Emmendingen)
abgedeckt und in einer Zytozentrifuge (CytoSpin2, Shandon Labortechnik
GmbH, Frankfurt) bei 1500 Umdrehungen fur 3 Minuten zentrifugiert.

Dabei entstanden Sedimentpraparate, die noch in feuchtem Zustand mit
Merckofix Fixationsspray (Merck KGaA, Darmstadt) auf Objekttragern fixiert,
getrocknet und fur spéatere Arbeitsschritte eingelagert wurden.

Im Anschluss erfolgte die Farbung nach Papanicolaou. Dabei handelt es sich
um eine alkoholische Standardfarbung, die seit dem Jahr 1942 in der
urologischen Zytologie eingesetzt wird (Papanicolaou und Marshall 1945). Die
folgenden Schritte liefen im Farbeautomat Shandon Elliot (Shandon
Labortechnik GmbH, Frankfurt) vollautomatisch ab. Zunachst wurde der
Fixationsfilm auf den Objekttragern 30 Sekunden mit 30%iger Ethanol-Losung
wieder abgelést und mit destilliertem Wasser nachgespult. Dann wurden die
Objekttrager fur 2 Minuten in Harris® Hamatoxylin-Lésung (Papanicolaou-
Losung 1) gegeben. Auf eine erneute Spulung folgte ein zweimaliges
Eintauchen in 0,25%ige wassrige Salzsdure und 5 Minuten Spllung mit
Leitungswasser. Danach wurden die Préaparate in aufsteigender Konzentration

mit Ethanol dehydriert und fir 3 Minuten mit Orange-G-L6sung (Papanicolaou-
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Losung II) gefarbt. Anschlielend wurden die Proben mit 96%igem Ethanol
gespult und mit polychromer Lésung (Papanicolaou-Losung llIb) fir 3 Minuten
eingefarbt. Nach Wiederholung der Ethanolsplilung wurden die Praparate 1
Minute lang in eine Lésung aus Ethanol und Xylol (im Verhaltnis 1:1) gegeben
und abschlieBend 2 Minuten mit Xylol gespult. Auf die fertig gefarbten
Praparate wurde nun ein Deckglas gegeben und sie wurden in der Folge unter
dem Mikroskop beurteilt.

Diese pathomorphologische Bewertung erfolgte an einem Zeiss Olympus
Mikroskop (Carl Zeiss Microscopy, Jena) in den Vergrol3erungsstufen 160x und
400x anhand vereinheitlichter Malignitatskriterien (Rathert und Roth 2007).
Diese Malignitatskriterien beinhalten Verdnderungen des Zellkerns wie:
Verschiebung der Kernplasmarelation, UnregelmaRigkeiten der Kernmembran,
Polymorphie des Zellkerns, Chromatinvermehrung (Hyperchromasie),
Veranderungen in der Feinstruktur des Chromatins sowie eine Vergrofl3erung,

Vermehrung oder Irregularitéat der Nukleolen.

Abb. 3: Schematische Darstellung der wichtigsten morphologischen Malignitéatskriterien. Im
Zentrum eine normale Urothelzelle, A= Verschiebung der Kern-Plasma-Relation, B= Prominenz und
Irregularitdt der Kernmembran, C= Chromatinvermehrung und Transparenzverlust des Zellkerns,
D= Chromatinvergréberung und -verklumpung, E= Vermehrung und Entrundung der Nukleolen,
F= Entrundung und Polymorphie des Zellkerns (Anisokaryose), (Rathert und Roth 2007).
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Da auch normales Urothel sehr variabel aussehen kann, richtete sich die
endgultige Diagnose nie nach nur einem Kriterium sondern entstand vielmehr
aus der Zusammenschau mehrerer Malignitatskriterien. In Anlehnung an die
histopathologische Klassifikation der WHO von Harnblasenkarzinomen aus dem
Jahr 2004 wurde der zytologische Befund in drei Kategorien unterteilt: Zeigten
sich im Praparat Zellen, die einer High-Grade L&sion entsprechen, wurde der
Befund als ,positiv' bewertet. Als ,verdachtig’ und ,kontrollbedurftig® galt ein
Praparat, das atypische Zellen enthielt, die nicht eindeutig als maligne zu
werten und am ehesten mit einer Low-Grade Lasion vereinbar waren. ,Negativ'
wurde der Befund nur, wenn sich keine pathologischen Zellen in der
Urinzytologie fanden. Alle ,malignen’, ,verdachtigen‘ und ,kontrollbedtrftigen’
Befunde dieser Arbeit wurden als ,positives’ Testergebnis gewertet. Nur

eindeutig unauffallige Befunde wurden als ,negative‘ Zytologie eingruppiert.

2.4.3.2 Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung — UroVysion™

Die Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurde mithilfe des Testkit
UroVysion™  (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA) anhand der
Gebrauchsanleitung des Herstellers durchgefihrt. Bei diesem Verfahren lagern
sich einstrangige, fluoreszenzmarkierte DNA-Sonden an komplementare
Sequenzen in der Zielprobe an. Diese Hybridisierung kann anschliel3end durch
Betrachtung unter einem Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen und beurteilt

werden.

Zur Herstellung der fir die vorliegende Arbeit bendtigten Praparate wurden die
gesammelten Urinproben zunéchst in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen bei
800 Umdrehungen (600 x g) 10 Minuten lang bei Raumtemperatur (15-30°C)
zentrifugiert (Hettich Rotanta 96R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen). Nachdem
der Uberstand entfernt, das Sediment resuspendiert und der Inhalt in ein 15 ml
fassendes Zentrifugenrdéhrchen tberfuhrt wurde, konnte die Probe nochmals bei
1200 Umdrehungen (600 x g) 10 Minuten lang bei Raumtemperatur zentrifugiert
werden (CytoSpin2 Zentrifuge, Shandon Labortechnik GmbH, Frankfurt).

AnschlieRend wurde moglichst viel Fixierlésung abgenommen und 0,5-1 ml
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frische Fixierlosung zum Zellsediment gegeben. Das sorgféltig resuspendierte
Sediment wurde auf speziell beschichteten Objekttragern (SuperFrost/Plus,
Langenbrinck, Tieningen) aufgebracht. Laut Anweisung des Herstellers wurden
die Proben mit mehreren Fixierlésungen behandelt, sodass daraufhin die

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung erfolgen konnte.

Fur den Schritt der Hybridisierung wurden zunachst eine Denaturierungslésung
vorbereitet und weitere Arbeitsreagenzien gerichtet. Die UroVysion-
Sondenldsung, die bei -20°C lagerte, wurde parallel in einem 73 £ 1°C heil3en
Wasserbad erwarmt. Sie enthalt einen Hybridisierungspuffer, nicht markierte
Blockierungs-DNA und die fluoreszenzmarkierten DNA-Sonden
CEP 3 SpectrumRed, CEP 7 SpectrumGreen, CEP 17 SpectrumAqua sowie die
Lokus-spezifische Sonde LSI 9p21 SpectrumGold.

Zur Denaturierung der DNA-Doppelstrange in zwei Einzelstrange wurden die
Praparate 5 Minuten lang in 73 £ 1°C heil3e Denaturierungslésung getaucht,
anschlieBend in steigender Konzentration mit Ethanol gewaschen und
getrocknet. Nun wurden 3 pl Sondenlésung auf das Praparat aufgetragen,
dieser Bereich unverziglich mit einem Deckglas verschlossen und mit einer
Gummilésung abgedichtet. Wéhrend der Inkubationsphase bei 37 £ 1°C Uber
Nacht (mind. 16 Stunden) fand die Hybridisierung der fluoreszenzmarkierten
Sonden mit komplementaren DNA-Abschnitten in der Probe statt. Nach
abgeschlossener  Hybridisierung  erfolgten  die  Post-Hybridisierungs-
Waschschritte mit mehreren Waschlésungen. Erst dann wurden die Proben mit
10 ul DAPI lI-Gegenfarbemittel behandelt und ein neues Deckglas aufgelegt. So
bearbeitet konnten die Proben entweder direkt befundet oder lichtgeschutzt

bei -20°C fur eine spéatere Befundung gelagert werden.

Zur Analyse der Probenpréaparate wurde ein Zeiss-Axioskop (Carl Zeiss
Microscopy, Jena) mit 400facher VergroRerung und die Filter
DAPI-Einzelbandpass, Einzelbandpass-Aqua (Chromosom 17),
Einzelbandpass-Gold (Locus 9p21) und Red/Green-Doppelbandpass

(Chromosom 3 und 7) verwendet. Dabei wurde die komplette Probe
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maanderformig nach malignen Zellen mit morphologischen Auffalligkeiten wie
zu grofRem Zellkern, unregelmafligem Umriss, unregelmafiger DAPI-Farbung
und Zellclustern abgesucht. Bei einem Treffer wurden diese Zellen in héherer
Auflésung (600-1000fach) fokussiert und unter allen Filtern die Ploidie des
Zellkerns uberpruft. Auf diese Weise wurden 25 chromosomal aufféallige Zellen
mit genauer Anzahl der Chromosomen 3, 7, 17 und des Locus 9p21
handschriftlich dokumentiert. Die folgende Abbildung zeigt exemplarisch die
Veranderungen der Chromosomen eines  Zellkerns unter dem

Fluoreszenzmikroskop anhand schematischer Darstellungen.

Legende: O: Chromosom 3 (Spectrum Red) O = Chromosom 17 (Spectrum Aqua)
O = Chromosom 7 (Spectrum Green) ® = Locus 9p21 (Spectrum Gold)

1
Aneuploider Zellkern:
Diploider Zellkern Vermehrung von
Chromosom 3 und 17
3

Aneuploider Zellkern:
homozygoter Verlust
von Locus 9p21

Tetraploider Zellkern

Abb. 4: Beispiele von chromosomal diploiden und aneuploiden Zellen. Schematische Darstellung des
mikroskopischen Befunds von normalen und abnormalen Zellkernen in der Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (Abbott Molecular Inc. 2012).
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Daraufhin wurden folgende Auswertekonzepte auf die mikroskopischen

Befunde angewandt:

1.) Die allgemein gebrauchliche Methode von Abbott Molecular (Abbott

Molecular Inc. 2012) des UroVysion™-Testkits:

Danach war ein Befund als positiv zu werten, wenn
= 4 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen 3 oder mehr Kopien
(Signale) fur 2 oder mehr der Chromosomen 3, 7, 17 in einem
Zellkern zeigten oder
= 12 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen mit homozygoter
Deletion des 9p21-Lokus (kein Signal fr 9p21) vorlagen.

Traf keines der Kriterien zu, musste die Suche fortgesetzt werden, bis
= 4 Zellkerne mit 3 oder mehr Kopien (Signale) fur 2 oder mehr der
Chromosomen 3, 7, 17 in einem Zellkern gefunden wurden oder
> 12 Zellkerne mit homozygoter Deletion des 9p21-Lokus (kein
Signal fur 9p21) gefunden wurden oder

die gesamte Probe untersucht wurde.

2.) Eine von Bubendorf et al. vorgestellte Abwandlung der offiziellen
Auswertestrategie, die den Einfluss von tetraploiden Zellen hervorheben
sollte (Bubendorf et al. 2001):

Danach war ein Befund als positiv zu werten, wenn
= 3 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen 3 oder mehr Kopien
(Signale) fur ein oder mehr der Chromosomen 3, 7, 17 in einem
Zellkern zeigten oder
= 3 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen weniger als 2 Signale fur
den Lokus 9p21 (heterozygoter / homozygoter Verlust) zeigten oder
2 5 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen 4 Signale fur jede der 4

Sonden in einem Zellkern zeigten und damit tetraploid waren.



50 Material und Methoden

3.) Die von Zellweger et al. im Jahr 2006 erarbeiteten Auswertekriterien
stellten den Verlust des Lokus 9p21(homozygot, heterozygot und relativ)
in den Vordergrund (Zellweger et al. 2006).

Danach war ein Befund als positiv zu werten, wenn
= 11 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen 4 Signale fur jede der 4
Sonden in einem Zellkern zeigten und damit tetraploid waren oder
> 4 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen nach Abzug der
tetraploiden Zellkerne 3 oder mehr Kopien (Signale) fur 2 oder mehr
der Chromosomen 3, 7, 17 in einem Zellkern zeigten.

Der Befund war aul3erdem als positiv zu werten, wenn
= 4 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen absoluten oder relativen
Verlust des Lokus 9p21 zeigten. Absoluter Verlust bedeutete
homozygote oder heterozygote Deletion des 9p21-Lokus (kein Signal
oder < 2 Signale fur den Lokus 9p21). Relativer Verlust bedeutete,
dass die Anzahl der Signale des Lokus 9p21 im Zellkern = 2, jedoch
geringer als die Anzahl der Signale eines der Chromosom 3, 7
oder 17 (Beispiel: 2-4-5-4 oder 3-5-6-5).

4.) Eine weitere Auswertestrategie fokussierte auf die tetraploiden Zellen
und lie3 auch noch eine geringe Anzahl an tetraploiden Zellkernen (< 10)
zu. Bei dieser Strategie handelte es sich um eine Abwandlung der
Auswertekriterien Zellwegers (Zellweger et al. 2006) und sie wurde 2010
von Fritsche et al. zum ersten Mal vorgestellt (Fritsche et al. 2010):
Danach war ein Befund als positiv zu werten, wenn

= 5 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen nach Abzug der
tetraploiden Zellkerne 3 oder mehr Kopien (Signale) fir 2 oder mehr
der Chromosomen 3, 7, 17 in einem Zellkern zeigten oder

= 11 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen 4 Signale fur jede der 4
Sonden in einem Zellkern zeigten und damit tetraploid waren oder

> 12 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen mit homozygoter
Deletion des 9p21-Lokus (kein Signal fir 9p21) vorlagen.
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5.) Mian et al. bediente sich in seiner Arbeit zur prognostischen Wertigkeit
der Kriterien nach Bubendorf et al., senkte jedoch den Cut-Off fur ein
positives FISH-Ergebnis auf 4 Zellkerne (Mian et al. 2006a). Nach dieser
Bewertung war somit ein Befund als positiv zu werten, wenn

2 4 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen 3 oder mehr Kopien
(Signale) fur ein oder mehr der Chromosomen 3, 7, 17 in einem
Zellkern zeigten oder

= 4 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen weniger als 2 Signale fur
den Lokus 9p21 (heterozygoter / homozygoter Verlust) zeigten oder
2 5 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen 4 Signale fur jede der 4

Sonden in einem Zellkern zeigten und damit tetraploid waren.

War ein Befund negativ oder fielen bei einem positiven Ergebnis
ausschlief3lich chromosomale Aberrationen des Chromosoms 3 bzw. des
Lokus 9p21 auf, so wurde das Ergebnis als Low-mG-FISH eingestuft.
Waren auch chromosomale Aberrationen der Chromosomen 7 und 17
sichtbar, so war der Befund als High-mG-FISH einzuteilen. Da diese
Auswertestrategie mit anschlielender Subklassifizierung in zwei
Risikogruppen nur in der Prognostik des nicht-muskelinvasiven
Harnblasenkarzinoms beschrieben ist, soll sie auch in der vorliegenden

Arbeit nur im Prognostikkollektiv Anwendung finden.

6.) Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die bisher in der klinischen
Praxis verwendeten Kriterien folgendermal3en abgewandelt:
Danach war ein Befund als positiv zu werten, wenn
= 4 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen nach Abzug der tetraploiden
Zellkerne 3 oder mehr Kopien (Signale) fur 2 oder mehr der
Chromosomen 3, 7, 17 in einem Zellkern zeigten.
Diese Kriterien werden im Folgenden ,modifizierte Auswertekriterien’

genannt.
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Die handschriftlich und papiergebunden dokumentierten Befunde der Rohdaten
der  Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ~ wurden  in  einem
mehrstufigen Baumdiagramm fir jede erfasste Zelle entsprechend separat
digitalisiert, sodass pro Befund jeder der 25 Zellen je nach Anzahl der in ihrem
Zellkern vorhandenen Kopien der Chromosomen 3, 7, 17 und des Lokus 9p21
ein Zahlencode zugeordnet werden konnte. Bei den Chromosomen 3, 7 und 17
wurde zwischen diploid und aneuploid, bei Lokus 9p21 zwischen homozygoter
Deletion (=0), heterozygoter Deletion (=1), diploid (=2) und mehr als zwei
Kopien (>2) unterschieden. Diploide und tetraploide Zellkerne erhielten
separate Zahlenwerte. Die nachfolgende Abbildung soll das Verfahren

verdeutlichen.

!

diploide Zelle

tetraploide Zelle

diploid aneuploid

Y Y

Chromosom 7 Chromosom 7
diploid aneuploid diploid aneuploid

Chromosom 17

Chromosom 17

diploid | aneuploid diploid | aneuploid

Abb. 5: Codierung und Digitalisierung der handschriftlichen FISH-Befunde in die Elemente des
34er Codes. Die Kombination der Ploidie der Chromosomen 3, 7, 17 und des Lokus 9p21 ergibt einen
spezifischen Code je Zellkern.

Um die anschlieBende Auswertung zu vereinfachen und dennoch allen oben
beschriebenen Kriterien der einzelnen Testverfahren gerecht zu werden, konnte
der aus 34 Elementen bestehende Zahlencode auf eine Auswahl von
9 Faktoren heruntergebrochen werden. Nachstehende Tabelle gibt Aufschluss

Uber die Zuordnung der Elemente zu einem bestimmten Faktor.
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Eigenschaft des Zellkerns Element im 34er Code Faktor im 9er Code
Diploidie 1,4,g9f. 3 0
Tetraploidie 2 1
Aneuploidie in genau 1 Chromosom

. 10, 14, 22 2
+ homozygote Deletion von Lokus 9p21 0
Aneuploidie in > 1 Chromosom
+ homozygote Deletion von Lokus 9p21 18,26, 30, 34 3
Diploidie

. 6 4
+ homozygote Deletion von Lokus 9p21
Aneuploidie von genau 1 Chromosom 9 13 21 5
+ heterozygote Deletion von Lokus 9p21 | =7 7'
Aneuploidie von > 1 Chromosom

) 17, 25, 29, 33 6
+ heterozygote Deletion von Lokus 9p21
Diploidie 5 7
+ heterozygote Deletion von Lokus 9p21
Aneuploidie von genau 1 Chromosom
+ Vermehrung von Lokus 9p21 = 2 7,811, 12,19, 20 8
Aneuploidie von > 1 Chromosom
+ Vermehrung von Lokus 9p21 = 2 15,16, 23,24, 27, 28, 31, 32 9

Tab. 8: Faktoren zur Auswertung der Testkriterien. Zuordnung der 34 mdglichen Elemente zu einem

der 9 mdglichen Faktoren

Den Faktoren entsprechend wurden alle in dieser Arbeit angewandten

Testkriterien Ubersetzt.

1.) Bei der allgemein gebrauchlichen Auswertemethode nach Abbott

Molecular (Abbott Molecular Inc. 2012) aus dem UroVysion™-Testkit
wurde demnach der Befund als positiv vermerkt, wenn
= 4 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen den Faktor 1, 3, 6 oder 9
aufwiesen oder
= 12 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen den Faktor 2, 3 oder 4

aufwiesen.

2.) Ein Testergebnis wurde in der Auswertemethode nach Bubendorf et al.
als positiv gewertet, wenn

= 3 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen den Faktor 2, 3, 5, 6, 8
oder 9 aufwiesen_oder

= 3 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen den Faktor 2, 3, 4, 5, 6
oder 7 aufwiesen_oder

= 5 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen den Faktor 1 aufwiesen.
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Da die Anzahl der Zellkerne mit relativem Verlust von Lokus 9p21 von
25 ausgewerteten Zellen separat notiert wurde, konnte so auch die

Auswertestrategie nach Zellweger et al. angewandt werden.

3.) Das Testergebnis nach Zellweger et al. wurde dementsprechend als
positiv gewertet, wenn
= 11 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen den Faktor 1 aufwiesen
oder
= 4 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen den Faktor 3, 6 oder 9
aufwiesen oder
= 4 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen einen relativen Verlust

des Lokus 9p21 aufwiesen.

4.) Auch auf die vierte Auswertestrategie nach Fritsche et al. liel3 sich diese
Vereinfachung anwenden. Hier wurde der Befund als positiv bewertet,
wenn

= 5 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen den Faktor 3, 6 oder 9
aufwiesen_oder

= 11 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen den Faktor 1 aufwiesen
oder

> 12 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen den Faktor 2, 3 oder 4

aufwiesen.

5.) Die Auswertemethode nach Mian et al. wurde nach der Umcodierung in
Faktoren als positiv gewertet, wenn
= 4 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen den Faktor 2, 3, 5, 6, 8
oder 9 aufwiesen_oder
= 4 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen den Faktor 2, 3, 4, 5, 6
oder 7 aufwiesen_oder

= 5 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen den Faktor 1 aufwiesen.
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Daraufhin wurden die positiven Befunde nach ihrem molekularen
Grading in Low-mG-FISH eingeteilt, wenn sie negativ waren oder
ausschliel3lich Zellkerne mit den Elementen 1, 3, 4, 5, 6, 19, 20, 21 und
22 (im 34er Code) enthielten. Wurde mindestens einem Zellkern ein
anderes der 34 Elemente zugewiesen, so galt die komplette Probe als
High-mG-FISH.

6.) Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstellte Strategie nach
modifizierten Auswertekriterien wurde in dieser Umwandlung als positiv
gewertet, wenn

= 4 Zellkerne von 25 ausgewerteten Zellen den Faktor 3, 6 oder 9

aufwiesen.

Auf diese Weise codiert, konnte jedem Befund ein eindeutiges Ergebnis

(positiv / negativ) je nach Testverfahren zugeordnet werden.

2.5 Beurteilung der parallelen Zystoskopie und Histologie

Die gesicherte Diagnose eines Harnblasenkarzinoms héngt in der Priméar- und
Rezidivdiagnostik heutzutage noch immer eng mit einer direkten Zystoskopie
der Blase und der Entnahme von Gewebeproben zusammen (Stenzl 2009). Im
Rahmen des Eingriffs kbnnen mehrere Proben enthommen und histologisch
aufgearbeitet werden. Daher bietet sich diese Methode an, um bei Patienten
den Primarverdacht eines Harnblasenkarzinoms zu erhéarten. Auch in der
Rezidivdiagnostik haben sich routinemafige Zystoskopien parallel zur

ambulanten Nachsorge etabliert.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Ergebnisse der parallelen direkten
Zystoskopie mit nachfolgender histologischer Befundung der Probeentnahmen
mit dem Ergebnis der Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung verglichen.
Bei einer unauffalligen Harnblasenwand in der Zystoskopie erfolgte keine

Probenentnahme zur histopathologischen Beurteilung. Der Befund wurde als
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,negativ’ gewertet. Bei dieser Konstellation wurde angenommen, dass zum
Untersuchungszeitpunkt kein Harnblasenkarzinom vorlag.

Bei auffalligen Arealen an der Harnblasenwand wurden noch wahrend der
Untersuchung  Gewebeproben enthommen und anschlieBend unter
histopathologischen Gesichtspunkten beurteilt. Ebenfalls als ,negativ’ wurden
dabei eindeutig benigne Proben im histopathologischen Befund gewertet. Jede
Art von malignem Befund wurde hingegen als ,positiv' registriert und anhand

des jeweiligen Tumorstadiums klassifiziert.

2.6 Dokumentation der Studiendaten

Nach Erfassung der elektronisch gespeicherten Arztbriefe, der Operations-
berichte, Labor- und histopathologischen Befunde sowie der handschriftlich
erhobenen Befunde der Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung der
einzelnen Patienten erfolgte die Dokumentation der klinisch erhobenen Daten.
Dabei wurde anhand der Anamnese zwischen  primér-  oder
rezidivdiagnostischen Befunden unterschieden. Unvollstandige Patientendaten
mit fehlenden Angaben erfuhren durch direkte Sichtung der papiergebundenen
Patientenakten Erganzung. Im Abschluss an die Evaluation erfolgte die
Anonymisierung aller Patientendaten. Die Parameter der Datenbanken beider
Studiengruppen ,Diagnostik® und ,Prognostik werden im Folgenden genauer
erlautert.

Die Datenbank des Diagnostikkollektivs umfasste folgende Parameter fir alle in
die Studie eingeschlossenen Patienten: Name, Vorname, Geburtsdatum des
Patienten, Probennummer der untersuchten Urinprobe, Herkunft der Urinprobe
(aufgeschlisselt nach ,oberer Harntrakt' und ,Harnblase’), Art und Datum der
Uringewinnung. Die handschriftichen Befunde der Multitarget-Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung wurden Zellkern fir Zellkern im oben beschriebenen 34er
Code digitalisiert. Das Ergebnis der parallelen Zystoskopie (,kein Hinweis auf
Tumor’ oder ,auffallige Zystoskopie‘ mit Entnahme von Gewebeproben) sowie
das Ergebnis der histopathologischen Untersuchung (,keine Malignitat’ oder
,Nachweis von malignem Gewebe’) diente als Referenz. Bei Nachweis von

malignem Gewebe in der histopathologischen Aufarbeitung der Gewebeproben
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wurden der Entnahmeort und das Tumorstadium nach TNM- und WHO-
Klassifikation notiert (in ,Ta‘, ,T1°, , T2, ,T3", ,T4* und ,G1°, ,G2°, ,G3’ und ,CIS’).
Tumoren des oberen Harntrakts flossen nicht in die Auswertung der
vorliegenden Arbeit mit ein.

Zusatzlich waren aus vorbestehenden Untersuchungen bereits Ergebnisse
weiterer Urintests (Urinzytologie, NMP22, uCyt+) sowie Einflussfaktoren des
Urinstatus‘ (Leukozytenzahl, Erythrozytenzahl, Nitrit) vorhanden.

Die aus den Patientenunterlagen gewonnenen Daten dienten aufgearbeitet als
Grundlage der in der vorliegenden Arbeit getatigten Berechnungen. Aus dem
Geburtsdatum der Patienten und dem Datum der erhobenen Urinproben
errechnete sich das genaue Alter der Patienten zum Untersuchungszeitpunkt.
Die Herkunft der Urinprobe lieferte eine Einteilung in Urin aus dem ,oberen
Harntrakt’ und Urin aus der ,Harnblase’, wobei in dieser Arbeit auf alle Proben
mit Herkunft auRerhalb der Harnblase verzichtet wurde. Die im 34er Code
digitalisierten Befunde der Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
wurden fur jeden Zellkern in die 9 Faktoren Ubersetzt. Daraufhin wurde die
Anzahl jeder der 9 Faktoren im jeweiligen Befund dokumentiert und damit die
Ergebnisse der drei angewandten Auswertestrategien anhand der vorher
bestimmten Kriterien als ,positiv und ,negativ‘ bewertet.

In der Datenbank des Prognostikkollektivs wurden fir alle Patienten, die die
Ein- und Ausschlusskriterien dieser Studie erfillten, dieselben Parameter wie
beim Diagnostikkollektiv erhoben. Aul3erdem wurden das Datum des letzten
Harnblasenkarzinoms vor Studienbeginn und dessen histopathologisches
Tumorstadium erfasst. Vermerkt wurde auch die Zeit bis zum Auftreten eines
Rezidivs oder bis zum Ende des Follow-Up in Monaten und bei Auftreten eines
Rezidivs im Rahmen des Follow-Up dessen histopathologisches Tumorstadium
nach TNM- und WHO-Klassifikation. Es wurden fir jeden Patienten erganzend
das bisher hoéchste Tumorstadium, ein ,CIS oder ,G3' in der bisherigen
Anamnese sowie ein eventuell ,hoheres Rezidiv‘ als der letzte nachgewiesene

Tumor nach TNM-Klassifikation miterfasst.
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2.7  Statistische Auswertung

Die Auswertungen der vorliegenden Arbeit wurden mit dem Datenanalyse-Tool
JMP® (Version 11.1, SAS Institute, Cary, NC, USA) durchgefihrt.

In die Statistik flossen sowohl nominale, ordinale als auch stetige Merkmale mit
ein. Um dennoch statistische Signifikanz zu erreichen, musste der p-Wert der
einzelnen Signifikanztests unter einem vorher festgelegten Signifikanzniveau
bleiben. Im Rahmen der Auswertung waren Parameter ,signifikant verschieden’,
wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5% blieb (p < 0,05). Ergebnisse mit
p-Werten zwischen 5% und 10% (0,05 > p > 0,1) wurden als ,auffallig’ bewertet.
Alle Parameter mit p-Werten gro3er als 10% (p > 0,1) zeigten ,keinen

signifikanten Unterschied".

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende statistische Analysen angewandt:

- Kontingenzanalysen sind zur Prufung der Abhangigkeit bzw.
Unabhangigkeit zweier oder mehrerer nominal skalierter Variablen

verwendet worden.

- Grenzwertoptimierungskurven (engl.: receiver operating characteristic,
Abk.: ROC) und die dabei berechnete Flache unter der Kurve (engl.:
area under the curve, Abk.. AUC) sind als Qualitditsmald der
Kontingenzanalysen verwendet worden. Je steiler die Kurve und je
groRer die AUC (Werte > 0,5 sprechen gegen einen Zufallsprozess),

desto hoher die Qualitat des Testverfahrens.

- Chi-Quadrat Tests sind zur Prufung der Unterschiedlichkeit von nominal
oder ordinal verteilten Variablen im Rahmen von Kontingenzanalysen

verwendet worden.
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Im Rahmen des Prognostikkollektivs wurden zudem folgende statistische

Analysen angewandt:

Kaplan-Meier-Schatzer (auch Produkt-Limit-Schatzer genannt) sind zur
Schatzung der Uberlebenswahrscheinlichkeit im Rahmen einer

Ereigniszeitanalyse verwendet worden.

Univariable und multivariable Cox-Regressionsanalyen sind zur Prufung
des unabhangigen Einflusses einer oder mehrerer gleichzeitig
einwirkender Einflussvariablen auf dieselbe Zielvariable verwendet
worden. Prognostische Faktoren waren der Tumorgrad des letzten
Tumors (High-Risk vs. Low-/Intermediate-Risk), die Zeit seit dem letzten
Tumor (< vs. > 6 Monate) vor Beginn der Nachbeobachtung, der bisher
hdchste Tumorgrad in der Anamnese (High-Risk vs. Low-/Intermediate-

Risk) sowie der Einfluss der Aberration des Lokus 9p21.
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3 Ergebnisse

3.1 Diagnostikkollektiv

3.1.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Im Untersuchungszeitraum von Januar 2007 bis Januar 2010 wurden an der
Universitatsklinik far Urologie in Tubingen bei insgesamt 2228 Patienten
Urinproben entnommen, um diese zu diagnostischen Zwecken aufzuarbeiten.
Durch die umfassende Datenerhebung des Entnahmevorgangs konnten
Urinproben aus dem oberen Harntrakt und dem Nierenbecken ausgeschlossen
und ausschliel3lich Urinproben aus der Harnblase fir die spatere Analyse
verwendet werden. Anhand der Ein- und Ausschlusskriterien wurden
letztendlich fur die Auswertung der vorliegenden Arbeit n=1048 Patienten in das
Diagnostikkollektiv. und n=122 Patienten in das Prognostikkollektiv

aufgenommen.

3.1.2 Alters- und Geschlechtsverteilung

Im Diagnostikkollektiv waren 858 der 1048 untersuchten Patienten mannlich
und 190 weiblich. Dies entsprach einem Geschlechterverhaltnis von
81,9 % : 18,1 % (Mé&nner : Frauen). Das mittlere Alter des Kollektivs betrug zum
Zeitpunkt der Probenentnahme 64,6 Jahre mit einer Standardabweichung von
13,7 Jahren. Der Median lag bei 67 Jahren. Der jungste Patient war zum

Untersuchungszeitpunkt 20 Jahre, der alteste 101 Jahre alt.

3.1.3 Lokalisation und Tumorstadium

Zum Zeitpunkt der Urinabnahme hatten im Diagnostikkollektiv 820 Patienten
kein Harnblasenkarzinom, was durch eine parallel zur Urinabnahme
durchgeflihrte Zystoskopie mit anschlieBender Histologie entnommener
Gewebeproben festgestellt wurde. Dies entsprach einem Anteil von 78,2 %. Bei
228 Patienten (21,8 %) wurde in der histologischen Aufarbeitung der
Gewebeproben ein malignes Harnblasenkarzinom nachgewiesen. Dabei
entfielen 22 der Tumoren (9,6 %) auf den oberen Harntrakt, in der Harnblase

waren 206 Tumoren (90,4 %) lokalisiert.
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Mit einer Anzahl von 102 Patienten handelte es sich bei etwa der Halfte der
Tumornachweise (44,7 %) um eine Erstmanifestation und bei 126 Tumor-
nachweisen (55,3 %) um Rezidive eines vorbestehenden Harnblasen-

karzinoms.

Von 228 erkannten Neoplasien entsprachen 178 (78,1 %) der Gruppe der nicht-
muskelinvasiven Harnblasenkarzinome (Ta oder T1), 31 Neoplasien (13,6 %)
waren zum Zeitpunkt der Probenentnahme bereits muskelinfiltrierend. In
19 Fallen (8,3 %) wurde dem Tumor seitens der Pathologie kein T-Stadium
zugeordnet. Im histopathologischen Grading wiesen 84 Patienten (36,8 %)
einen G1-Tumor, 75 Patienten (32,9 %) einen G2-Tumor und
48 Patienten (21,1 %) einen G3-Tumor auf. Bei 21 Patienten (9,2 %) wurde das
G-Stadium des Tumors nicht ermittelt, da es sich bei den Tumoren um reine
CIS oder um PUNLMP handelte und damit um das Tumorstadium Ta. Unter
allen Neoplasien konnte bei 37 Patienten (16,2 %) ein CIS nachgewiesen
werden, 19 Tumorpatienten (8,3 %) hatten Anteile eines CIS zusatzlich zu einer
weiteren Tumorentitat, bei 18 Patienten (7,9 %) wurde ausschlie3lich ein CIS
nachgewiesen. Nachfolgende Tabellen geben Aufschluss Uber die genaue
Verteilung des Diagnostikkollektivs.

Anzahl der gesamten Patienten, n 1048
Alter, Median (Range) 67 (20-101)
Geschlecht (ménnlich / weiblich) 858 /190
Eigenschaften Anzahl Patienten ohne Tumor, n (% von Anzahl der 820 (78.2)
des Diagnostik- | gesamten Patienten) '
i I I 0,
kollektivs Anzahl Patlenf[en mit Tumor, n (% von Anzahl der 228 (21.8)
gesamten Patienten)
Erstdiagnostik, n (% von Patienten mit Tumor) 102 (44,7)
Rezidivdiagnostik, n (% von Patienten mit Tumor) 126 (55,3)

Tab. 9: Grundlegende Eigenschaften der Patienten im Diagnostikkollektiv.
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T-Stadium, n (% von Patienten mit Tumor)
Ta 147 (64,5)
T1 31 (13,6)
T2 21 (19,2
T3 5 (22
T4 5 (22
Verteilung nach G-Stadium, n (% von Patienten mit Tumor)
Tumorstadium Gl 84 (36,8)
G2 75 (32,9)
G3 48 (21,1)
CIS, n (% von Patienten mit Tumor)
CIS gesamt 37 (16,2)
zusatzlich CIS 18 ( 7,9)
ausschlieRlich CIS 19 ( 8,3)

Tab. 10: Statistische Verteilung der Tumorstadien der Patienten des Diagnostikkollektiv.

3.1.4 Verteilung chromosomaler Veranderungen

Um das Ausmall der Veranderungen einzelner Chromosomen besser
beurteilen zu konnen, wurden die Verteilungen der chromosomalen
Aberrationen der Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung in Bezug zum

Ergebnis der parallelen Histologie gesetzt.

Von 25 ausgewerteten Zellen der FISH-Analyse waren bei 228 Tumorpatienten
des Diagnostikkollektivs im Median in mindestens 5 Zellkernen das Chromosom
3, 7 oder 17, im Median in 6 Zellkernen mindestens 2 dieser Chromosomen
gleichzeitig und in 4 Zellkernen bereits alle drei Chromosomen vermehrt,
hiervon ausgenommen tetraploide Zellkerne. Diese Werte lagen signifikant tber
der Anzahl chromosomaler Aberrationen im Falle einer negativen parallelen
Histologie (p<0,001).

Die Anzahl der Zellkerne mit homozygotem oder heterozygotem Verlust des
Lokus 9p21 war im Diagnostikkollektiv im Median vergleichbar fur eine positive
oder negative parallele Histologie (p<0,001). Lediglich der relative Verlust des
Lokus 9p21 — wie beschrieben bei Zellweger et al. — zeigte signifikante
Unterschiede. Im Median hatten 3 Zellkerne einen relativen Verlust des
Lokus 9p21 bei positiver, im Median nur 1 Zellkern bei negativer
Tumorhistologie (p<0,001).
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Tetraploide Zellkerne konnten im Median sowohl bei positiver als auch

negativer Histologie im Befund nicht nachgewiesen werden, wobei die

Spannweiten stark variierten und sich dieser Zusammenhang als nicht

signifikant darstellte. Die untenstehende Tabelle gibt hier noch einmal genauer

Aufschluss.

Anzahl der Zellen im Befund
mit jeweiliger Zellkern-
veranderung bei paralleler

Art der Zellkernveranderung I—?izfcl)tllc;/:ire Hnies?slté)vgeire AUC | p-Wert

Vermehrung von..., Median (Spannweite)

Chromosom 3 5 (0-23) 1 (0-23) 0,75 | <0,001

Chromosom 7 6 (0-23) 1 (0-22) 0,76 | <0,001

Chromosom 17 5 (0-22) 1 (0-23) 0,75 | <0,001

> 1 dieser Chromosomen 6 (0-23) 2 (0-23) 0,76 | <0,001

> 2 dieser Chromosomen 4 (0-22) 1 (0-22) 0,74 | <0,001
Verlust von..., Median (Spannweite)

Lokus 9p21 insgesamt 0 (0-21) 0 (0-23) | 0,65 | <0,001

Lokus 9p21 homozygot 0 (0-20) 0 (0-22) | 0,59 | <0,001

Lokus 9p21 heterozygot 0 (0-8) 0 (0-5) 0,60 | <0,001

Lokus 9p21 relativ (Zellweger et al.) 3 (0-15) 1 (0-12) | 0,72 | <0,001
Tetraploide Zellkerne, Median (Spannweite) 0 (0-19) 0 (0-7) 0,53 0,10
Tab. 11: Verteilung der chromosomalen Veranderungen im Diagnostikkollektiv. Anzahl

chromosomaler Aberrationen je nach Befund der parallelen Histologie. Statistisch signifikante Werte fett

markiert.
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3.1.5 Ergebnisse der Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

3.1.5.1 Auswertung nach den Kriterien von Abbott Molecular

Zur Analyse der Ergebnisse der Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
konnten alle 1048 Patienten des Diagnostikkollektivs untersucht werden. Von
ihnen hatten 820 Patienten (78,2 %) zum Zeitpunkt der Urinabnahme
nachweislich kein Harnblasenkarzinom, wéahrend bei 228 Patienten (21,8 %) in
der parallelen Zystoskopie histologisch ein Harnblasenkarzinom nachgewiesen
werden konnte. Den vom Hersteller empfohlenen Auswertekriterien des
UroVysion™-Testkits von Abbott Molecular entsprechend betrug die Sensitivitéat

des Testverfahrens in unserem Kollektiv 71,9 %, die Spezifitat 69,3 %.

Abbott Molecular Abbott Molecular

FISH negativ FISH positiv
Tumorhistologie negativ 568 252
Tumorhistologie positiv 64 164

Tab. 12: Kontingenztabelle der Tumorhistologie nach Abbott Molecular FISH-
Ergebnis. Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Der positiv pradiktive Wert (engl.: positive predictive value, Abk.: PPV) oder die
Genauigkeit der Auswertestrategie betrug 39,4 %, der negativ pradiktive Wert
(engl.: negative predictive value, Abk.: NPV) und damit die Trennfahigkeit der
Auswertestrategie betrug 89,9 %. Die diagnostische Genauigkeit (engl.:
accuracy) lag in diesem Test bei 69,8 %.

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der Auswertestrategie von Abbott

Molecular nach Patienten mit und ohne Harnblasenkarzinom in ihrer
Vorgeschichte aufgeschlusselt.

Auswertung nach AbbOtt | oo st | Spezifitat PPV NPV Accuracy | AUC
Molecular

Gesamtkollektiv 71,9 % 69,3 % 39,4 % 89,9 % 69,8 % 0,71
Primérdiagnostik 72,6 % 74,4 % 35,9 % 93,2 % 74,1 % 0,74
Rezidivdiagnostik 71,4 % 60,5 % 42,9 % 83,6 % 63,7 % 0,66

Tab. 13: Wertigkeit des Testverfahrens nach Abbott Molecular in Primér- und Rezidivdiagnostik.
Auswertestrategie aufgeschlisselt nach Sensitivitét, Spezifitat, PPV, NPV, Accuracy und AUC.
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3.1.5.2 Auswertung nach den Kriterien von Bubendorf et al.

Bei Anwendung einer Variation der allgemein gebrauchlichen Testkriterien nach
Bubendorf et al., die die Bedeutung der tetraploiden Zellkerne hervorheben soll,
war die Sensitivitat im Diagnostikkollektiv mit 76,8 % leicht hoher als bei der

Auswertung nach Abbott Molecular, die Spezifitdit mit 62,8 % jedoch leicht

geringer.

Bubendorf FISH negativ |Bubendorf FISH positiv
Tumorhistologie negativ 515 305
Tumorhistologie positiv 53 175

Tab. 14: Kontingenztabelle der Tumorhistologie nach Bubendorf et al. FISH-
Ergebnis. Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Der positiv pradiktive Wert (PPV) dieser Auswertestrategie berechnete sich auf
36,5 %, der negativ pradiktive Wert (NPV) auf 90,7 %. Die diagnostische
Genauigkeit (accuracy), lag mit lediglich 65,8 % deutlich unter dem Wert der
Auswertung nach Abbott Molecular.

Um die grundlegende Wertigkeit der Auswertestrategie nach Bubendorf et al. in
Bezug auf Primér- und Rezidivdiagnostik zu bewerten, sind die Ergebnisse im
Folgenden nach Patienten mit und ohne Harnblasenkarzinom in ihrer

Vorgeschichte aufgeschlisselt.

gﬁ;‘é"fgfr?get”;fh Sensitivitat | Spezifitat PPV NPV Accuracy | AUC
Gesamtkollektiv 76,8 % 62,8 % 36,5 % 90,7 % 65,8 % 0,69
Primérdiagnostik 74,5 % 67,3 % 31,0% 93,0 % 68,4 % 0,71
Rezidivdiagnostik 78,6 % 55,3 % 42,1 % 86,2 % 62,1 % 0,67

Tab. 15: Wertigkeit des Testverfahrens nach Bubendorf et al. in Priméar- und Rezidivdiagnostik.
Auswertestrategie aufgeschlisselt nach Sensitivitéat, Spezifitat, PPV, NPV, Accuracy und AUC.
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3.1.5.3 Auswertung nach den Kriterien von Zellweger et al.

Die Auswertestrategie von Zellweger et al. erlaubt noch 10 tetraploide Zellkerne
in einem negativen Befund und legt einen besonderen Fokus auf den relativen
Verlust des Lokus 9p2l1. Bei dieser Variante betrug die Sensitivitat des

Testverfahrens in unserem Kollektiv 68,4 %, die Spezifitat 78,8 %.

Zellweger FISH negativ

Zellweger FISH positiv

Tumorhistologie negativ

646

174

Tumorhistologie positiv

72

156

Tab. 16: Kontingenztabelle der Tumorhistologie nach Zellweger et al. FISH-
Ergebnis. Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Der positiv pradiktive Wert (PPV) der Auswertestrategie lag in unserem
Kollektiv bei 47,3 %, der negativ pradiktive Wert (NPV) bei 89,9 %. Die

diagnostische Genauigkeit (accuracy) betrug mit diesem Testverfahren 76,5 %.

Anschlie3end erfolgte die Aufschlisselung dieser Auswertestrategie nach
Patienten mit und ohne Harnblasenkarzinom in ihrer Vorgeschichte, um damit
die Beurteilung der Wertigkeit des Testverfahrens in Bezug auf Primér- und

Rezidivdiagnostik zu ermoglichen.

Q:ﬁvv\;/:g;telingtna?.ch Sensitivitdt | Spezifitat PPV NPV Accuracy AUC
Gesamtkollektiv 68,4 % 78,8 % 47,3 % 89,9 % 76,5 % 0,74
Primérdiagnostik 65,7 % 84,3 % 45,3 % 92,6 % 81,2 % 0,75
Rezidivdiagnostik 70,6 % 69,4 % 48,9 % 85,1% 69,8 % 0,70

Tab. 17: Wertigkeit des Testverfahrens nach Zellweger et al. in Primér- und Rezidivdiagnostik.
Auswertestrategie aufgeschliisselt nach Sensitivitat, Spezifitat, PPV, NPV, Accuracy und AUC.
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3.1.54 Auswertung nach den Kriterien von Fritsche et al.

Nach der Auswertestrategie von Fritsche et al., in der immerhin 10 tetraploide
Zellkerne noch als negatives Ergebnis und der Verlust des Lokus 9p21 &hnlich
den Kriterien von Abbott Molecular bewertet wird, belief sich die Sensitivitat im
Diagnostikkollektiv auf 58,3 %, die Spezifitat auf 85,0 %.

Fritsche FISH negativ

Fritsche FISH positiv

Tumorhistologie negativ

697

123

Tumorhistologie positiv

95

133

Tab. 18: Kontingenztabelle der Tumorhistologie nach Fritsche et al. FISH-

Ergebnis. Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Als positiv pradiktiver Wert (PPV) dieser Auswertestrategie ergaben sich
52,0 %, (NPV) 88,0 %.

Genauigkeit (accuracy) lag in diesem Test mit 79,2 % deutlich iber dem Wert

als negativ pradiktive Wert Die diagnostische

der Auswertung nach Abbott Molecular.

Tabelle

aufgeschlisselt

Im Folgenden zeigt eine wiederum die Ergebnisse der

Auswertestrategie nach Patienten mit und ohne

Harnblasenkarzinom in ihrer Vorgeschichte, um damit die grundlegende
Wertigkeit des Testverfahrens in Bezug auf Primér- und Rezidivdiagnostik zu

beurteilen.

ér‘*itss"zf]';”;ga?“h Sensitivitat | Spezifitat PPV NPV Accuracy | AUC
Gesamtkollektiv 58,3 % 850% | 520% | 88,0% 79,2 % 0,72
Primérdiagnostik 54,9 % 90,9 % 54,4 % 91,1 % 85,0 % 0,73
Rezidivdiagnostik 61,1 % 750% | 503% | 823% 70,9 % 0,68

Tab. 19: Wertigkeit des Testverfahrens nach Fritsche et al.

in Primér- und Rezidivdiagnostik.
Auswertestrategie aufgeschlisselt nach Sensitivitéat, Spezifitat, PPV, NPV, Accuracy und AUC.
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3.1.55 Auswertung nach den modifizierten Kriterien dieser Arbeit

Bereits wahrend der Erhebung der Daten fiel der tUberdurchschnittlich haufige
Verlust des Lokus 9p21 im Patientenkollektiv ohne klinische Relevanz und ohne
bestehendes Tumorgeschehen auf. Auch die Anzahl der tetraploiden Zellkerne
stand bei der ersten Sichtung der Daten nur bedingt mit dem Tumorstadium in
Verbindung. Daher wurde vermutet, dass lediglich eine Aneuploidie der
Chromosomen 3, 7 und 17 in direkter Verbindung mit dem Harnblasenkarzinom
stand.

Anhand einer nominal-logistischen Regressionsanalye ergab sich ein
Cut-off-Wert von mindestens 4 Zellkernen mit einer chromosomalen Aberration
von Chromosom 3, 7 oder 17 als Kriterium der modifizierten Auswertestrategie
dieser Arbeit. Bei mehr als 3 Zellkernen mit den oben genannten
chromosomalen Veranderungen erreichte das Testverfahren in unserem

Diagnostikkollektiv die hochste Sensitivitat gepaart mit der hdchsten Spezifitat.

pOA;f:/r:ndze;::kljﬂe Sensitivitat| Spezifizitat | Sensitiv.-(1-Spez.) Vp\)lgz,r \:Ysg_r Fslc?sc.h Fglesgc.h
10 20,18 95,24 15,42 46 781 39 182
9 27,63 93,90 21,53 63 770 50 165
8 33,33 92,32 25,65 76 757 63 152
7 42,54 90,49 33,03 97 742 78 131
6 50,44 87,20 37,63 115 715 105 113
5 57,89 85,00 42,89 132 697 123 96
4 64,04 81,10 45,13 146 665 155 82
3 71,93 70,85 42,78 164 581 239 64
2 82,02 52,20 34,21 187 428 392 41
1 89,91 30,85 20,77 205 253 567 23

Tab. 20: Nominal-logistische Regression der FISH-positiven Zellkerne mit dem Ergebnis der
parallelen Histologie. FISH positiv bedeutet in diesem Fall = 3 Kopien fur = 2 der Chromosomen 3, 7 und
17; tetraploide Zellkerne ausgeschlossen.




Ergebnisse 69

Im Rahmen der modifizierten Auswertekriterien dieser Arbeit, die den Verlust
von Lokus 9p21 und die tetraploiden Zellkerne vernachlassigt, errechneten sich
im Diagnostikkollektiv eine Sensitivitat dieses Testverfahrens von 64,0 % und

eine Spezifitat von 81,1 %.

Der positiv pradiktive Wert (PPV) dieser modifizierten Auswertestrategie lag mit
48,5 % uber, der negativ pradiktive Wert (NPV) mit 89,0 % unter den Werten
der Auswertung nach Abbott Molecular. Die diagnostische Genauigkeit
(accuracy) lag in diesem Test jedoch mit 77,4 % Uber dem Wert der

Auswertung nach Abbott Molecular.

Modifizierte Auswertung

Modifizierte Auswertung

FISH negativ FISH positiv
Tumorhistologie negativ 665 155
Tumorhistologie positiv 82 146

Tab. 21: Kontingenztabelle der Tumorhistologie nach FISH-Ergebnis der

modifizierten Auswertung. Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Die Ergebnisse der modifizierten Auswertestrategie dieser Arbeit sind ebenfalls
nach Patienten mit und ohne Harnblasenkarzinom in ihrer Vorgeschichte
aufgeschlisselt worden, um auch hier deren grundlegende Wertigkeit in Bezug

auf Primar- und Rezidivdiagnostik bewerten zu kénnen.

Modifizierte Auswertung Sensitivitat Spezifitat PPV NPV Accuracy AUC
Gesamtkollektiv 64,0 % 81,1 % 48,5 % 89,0 % 77,4 % 0,73
Primérdiagnostik 61,8 % 86,4 % 47,4 % 92,0 % 82,4 % 0,75
Rezidivdiagnostik 65,9 % 72,0 % 49,4 % 83,6 % 70,2 % 0,69
Tab. 22: Wertigkeit des modifizierten Testverfahrens in Primér- und Rezidivdiagnostik.

Auswertestrategie aufgeschlisselt nach Sensitivitéat, Spezifitat, PPV, NPV, Accuracy und AUC.
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3.1.6 Ergebnisse der Urinzytologie

Die Ergebnisse der verschiedenen Auswertekonzepte der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung wurden mit den Ergebnissen der Urinzytologie — dem bisherigen
Goldstandard der nicht-invasiven Harnblasenkarzinomdiagnostik — verglichen.
Von 1048 Patienten des Diagnostikkollektivs konnte bei 1015 Patienten
(96,9 %) das Ergebnis der Urinzytologie ausgewertet werden. Hiervon hatten
788 Patienten (77,6 %) zum Zeitpunkt der Urinabnahme nachweislich kein
227 Patienten (22,4 %)
Tumornachweis. Die daraus berechnete Sensitivitat der Urinzytologie betrug im
Diagnostikkollektiv 70,0 %, ihre Spezifitat 82,3 %.

Harnblasenkarzinom, dagegen einen positiven

Zytologie negativ Zytologie positiv

Tumorhistologie negativ 652 140

Tumorhistologie positiv 67 156

Tab. 23: Kontingenztabelle der Tumorhistologie nach Ergebnis der Zytologie.
Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Der positiv pradiktive Wert (PPV) oder die Genauigkeit der Urinzytologie betrug
52,7 %. Korrekt als negativ erkannt an der Gesamtheit der als negativ
erkannten Ergebnisse wurden mit der Zytologie 90,7 % der Ergebnisse, was
dem negativ pradiktiven Wert (NPV) und damit der Trennfahigkeit des Tests
entspricht. Die diagnostische Genauigkeit (accuracy) dieser Untersuchung in

unserem Kollektiv betrug somit 79,6 %.

Zur Beurteilung der Wertigkeit der Urinzytologie in Primar- oder Rezidiv-

diagnostik des Harnblasenkarzinoms, sind im Folgenden auch ihre Ergebnisse

nach Patienten mit positiver und negativer Tumoranamnese getrennt
aufgelistet.

Auswertung der Zytologie Sensitivitat | Spezifitat PPV NPV Accuracy AUC
Gesamtkollektiv 70,0 % 82,3 % 52,7 % 90,7 % 79,6 % 0,76
Primardiagnostik 71,0 % 87,8 % 53,8 % 93,8 % 85,0 % 0,79
Rezidivdiagnostik 69,1 % 72,9 % 51,8 % 84,9 % 71,8 % 0,71

Tab. 24: Wertigkeit der Urinzytologie in Primér- und Rezidivdiagnostik. Auswertung aufgeschlisselt
nach Sensitivitat, Spezifitat, PPV, NPV, Accuracy und AUC.
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3.1.7

Ubersicht aller Auswertungen im Diagnostikkollektiv

Nachfolgende Tabelle gibt noch einmal einen Uberblick tber die Sensitivitat,

Spezifitat und Wertigkeit der verschiedenen Auswertestrategien und kann zum

Vergleich der einzelnen Diagnoseverfahren verwendet werden. Samtliche

abgebildeten Werte waren signifikant mit einem p-Wert < 0,001.

Sensitivitat | Spezifitat | PPV NPV | Accuracy | AUC

Auswertung der FISH Gesamtkollektiv 71,9% 69,3% | 39,4% | 89,9% 69,8% 0,71

Ergebnisse nach Primardiagnostik 72,6% 74,4% 35,9% | 93,2% 74,1% 0,74
Abbott Molecular . .

Rezidivdiagnostik 71,4% 60,5% | 42,9% | 83,6% 63,7% 0,66

Auswertung der FISH Gesamtkollektiv 76,8% 62,8% | 36,5% | 90,7% 65,8% 0,69

Ergebnisse nach Primérdiagnostik 74,5% 67,3% | 31,0% | 93,0% 68,4% 0,71
Bubendorf et al. - .

Rezidivdiagnostik 78,6% 55,3% | 42,1% | 86,2% 62,1% 0,67

Auswertung der FISH Gesamtkollektiv 68,4% 78,8% | 47,3% | 89,9% 76,5% 0,74

Ergebnisse nach Primérdiagnostik 65,7% 84,3% | 45,3% | 92,6% 81,2% 0,75
Zellweger et al. o .

Rezidivdiagnostik 70,6% 69,4% | 48,9% | 85,1% 69,8% 0,7

Auswertung der FISH Gesamtkollektiv 58,3% 85,0% | 52,0% | 88,0% 79,2% 0,72

Ergebnisse nach Primérdiagnostik 54,9% 90,9% | 54,4% | 91,1% 85,0% 0,73
Fritsche et al. . .

Rezidivdiagnostik 61,1% 75,0% 50,3% | 82,3% 70,9% 0,68

Modifizierte Gesamtkollektiv 64,0% 81,1% 48,5% | 89,0% 77,4% 0,73

Auswertung der FISH | Primardiagnostik 61,8% 86,4% | 47,4% | 92,0% 82,4% 0,75
Ergebnisse . .

9 Rezidivdiagnostik 65,9% 72,0% | 49,4% | 83,6% | 70,2% 0,69

Gesamtkollektiv 70,0% 82,3% |52,7% | 90,7% 79,6% 0,76

Auswertung der Primardiagnostik |  71,0% 87,8% |53,8% | 93,8% | 850% | 0,79

Urinzytologie 9 gk o0 o0 o0 i !
Rezidivdiagnostik 69,1% 72,9% | 51,8% | 84,9% 71,8% 0,71

Tab. 25: Tabellarische Ubersicht der Auswerteverfahren im Diagnostikkollektiv. Aufgeschlisselt
nach Sensitivitat, Spezifitdt, PPV, NPV, Accuracy und AUC; griin = im Vergleich der jeweiligen Spalte

hohe Werte, rot = im Vergleich der jeweiligen Spalte niedrige Werte.
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Um das volle Potential der Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
auszuschopfen und die Spannweite der Untersuchung zu erweitern, wurde friih
die ldee entwickelt, diese mit anderen Urinmarkertests oder den Ergebnissen
der Urinzytologie zu kombinieren (Birkhahn et al. 2007; Campos-Fernandes et
al. 2007; Horstmann et al. 2009). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
nun erstmals die Unrinzytologie mit den Ergebnissen der FISH-Befunde —
aufgeschlisselt nach deren Auswertestrategie — kombiniert. Ein positiver
Kombinationsbefund lag demnach nur bei auffalliger oder positiver Urinzytologie
bei gleichzeitig positiver FISH-Untersuchung vor. Im Folgenden sind die
einzelnen Kombinationen nach ihrer Sensitivitat, Spezifitdit und Wertigkeit in
Primar- und Rezidivdiagnostik aufgeschlisselt. Alle Angaben waren signifikant

mit einem p-Wert < 0,001.

Kombination von... Sensitivitat | Spezifitéat | PPV NPV | Accuracy | AUC

Urinzytologie + Gesamtkollektiv 60,9% 86,4% 55,2% | 88,9% 80,9% 0,74

FISH Ergebnisse

nach Abbott Priméardiagnostik 62,4% 91,4% 58,9% | 92,5% 86,7% 0,77
Molecular Rezidivdiagnostik 59,7% 77,9% 52,5% | 82,5% 72,6% 0,69
Gesamtkollektiv 63,1% 86,5% 56,4% | 89,5% 81,5% 0,75

Urinzytologie +

FISH Ergebnisse Primardiagnostik 62,4% 91,0% 57,8% | 92,5% 86,3% 0,77

nach Bubendorf et al. . -
Rezidivdiagnostik 63,7% 78,9% 55,2% | 84,2% 74,5% 0,71

Urinzytologie + Gesamtkollektiv 58,2% 88,5% 58,2% | 88,5% 82,0% 0,74

FISH Ergebnisse Primardiagnostik 56,4% 93,2% 62,0% | 91,6% 87,2% 0,75

nach Zellweger et al. . -
9 Rezidivdiagnostik 59,7% 80,5% 55,6% | 83,0% 74,5% 0,70

Urinzytologie + Gesamtkollektiv 53,1% 89,6% 58,5% | 87,4% 81, 7% 0,71

FISH Ergebnisse Primérdiagnostik 51,0% 94,0% 62,7% | 90,7% 86,9% 0,73

nach Fritsche et al.

Rezidivdiagnostik 54,8% 82,2% 55,7% | 81,6% 74,2% 0,69
Urinzytologie + Gesamtkollektiv 56,2% 88,8% 58,0% | 88,0% 81,7% 0,73
Modifizierte Primardiagnostik 9 9 9 9 9
Auswertung der g 54,9% 93,6% 62,9% | 91,3% 87,2% 0,75
FISH Ergebnisse Rezidivdiagnostik 57,3% 80,5% | 54,6% | 82,2% | 73,8% 0,69

Tab. 26: Tabellarische Ubersicht der Auswertung der Urinzytologie in Kombination mit den
Auswerteverfahren der FISH im Diagnostikkollektiv. Aufgeschlisselt nach Sensitivitat, Spezifitat, PPV,

NPV, Accuracy und AUC; grin = im Vergleich der jeweiligen Spalte hohe Werte, rot = im Vergleich der
jeweiligen Spalte niedrige Werte.
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3.2 Prognostikkollektiv

3.2.1 Alters- und Geschlechtsverteilung

Im Prognostikkollektiv waren von 122 untersuchten Patienten 103 mé&nnlich und
19 Patienten weiblich. Dies entsprach einem Geschlechterverhaltnis von
84,4 % : 15,6 % (Manner : Frauen). Das mittlere Alter des Kollektivs betrug zum
Zeitpunkt der Probenentnahme 69,7 Jahre mit einer Standardabweichung von
10,8 Jahren. Der Median lag bei 70 Jahren. Der juingste Patient war zum

Untersuchungszeitpunkt 35 Jahre, der alteste 96 Jahre alt.

Anzahl der gesamten Patienten des Follow-Up, n 122
Alter, Median (Range) 70 (35-96)
Geschlecht (mannlich / weiblich), n 103/19
Anzahl der Patienten ohne Rezidiv zum Ende des
: 84 (68,9)
Follow-Up, n (% aller Patienten des Follow-Up)
Eigenschaften Anzahl der Patienten mit Rezidiv zum Ende des Follow- 39 (319)
des Prognostik- | Up, n (% aller Patienten des Follow-Up) ’
kollektivs Zeit bis zum Auftreten des Rezidiv oder Ende des Follow- | (1-24)
Up in Monaten, Median (Range)
Zeit seit letztem Tumor bis zu Beginn des Follow-Up in
. 7 (1-289)
Monaten, Median (Range)
Zeit bis zum Auftreten des Rezidiv in Monaten
. ' 12 (1-24
Median (Range) ( )
Zeit _b|s zum Auftreten einer Progression in Monaten, 125 (1-23)
Median (Range)

Tab. 27: Grundlegende Eigenschaften des Prognostikkollektivs.

3.2.2 Lokalisation und Tumorstadium

Entsprechend der Einschlusskriterien des Prognostikkollektivs hatten alle
Patienten kurz vor Beginn der Studie ein durch histologische Analyse von
Gewebeproben nachgewiesenes nicht-muskelinvasives Harnblasenkarzinom.
Startpunkt der Studie war der Zeitpunkt der ersten negativen Zystoskopie nach

Therapie dieses vorangegangenen Harnblasenkarzinoms.

Bei der Studienpopulation des Prognostikkollektivs handelte es sich
ausschlief3lich um Patienten mit nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen
in der Anamnese. Es wiesen 75 Patienten (61,5 %) beim letzten Tumor vor
Studienbeginn das Stadium Ta, 32 Patienten (26,2 %) das Stadium T1 auf und
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bei 5 Patienten (4,1 %) war das T-Stadium des letzten nicht-muskelinvasiven
Harnblasenkarzinoms von seiten der Pathologie nicht genauer spezifiziert, da
der letzte Tumor mehr als zehn Jahre zurlck lag. Im histopathologischen
Grading wurden 53 Patienten (43,5 %) ein G1-Tumor, 38 Patienten (31,1 %) ein
G2-Tumor und 16 Patienten (13,1 %) ein G3-Tumor als letzter Tumor vor
Studienbeginn zugewiesen. Bei 5 Patienten (4,1 %) handelte es sich beim
letzten Tumor um ein nicht-muskelinvasives Harnblasenkarzinom mit nicht
genauer spezifizierbarem G-Stadium. In 26 Fallen (21,3 %) konnte schon
einmal ein G3-Tumor in der Patientenanamnese ermittelt werden. Ein CIS
konnte bei 22 der 122 Patienten (18,0 %) im letzten Tumor vor Studienbeginn
diagnostiziert werden. Bei 12 Patienten (9,8 %) bestanden Anteile eines CIS in
weiterer Lokalisation zusatzlich zum Tumor, bei 10 Patienten (8,2 %) wurde
ausschliellich ein CIS nachgewiesen. Anamnestisch wurden jedoch bei
26 (21,3 %) der 122 im Kollektiv eingeschlossenen Patienten in der

Vergangenheit schon einmal ein CIS nachgewiesen.

Im Median wurden die Patienten 24 Monate nachbeobachtet. Innerhalb dieser
Zeit entwickelten sie ein Rezidiv oder Gberlebten die 24 Monate rezidivfrei. Zum
Ende des Nachbeobachtungszeitraums hatten 39 Patienten (31,9 %) einen
Rezidivtumor. Die Zeit bis zum Auftreten dieses Rezidivs betrug im Median
12,3 Monate. 29 dieser 39 Rezidive (74,4 %) entsprachen der Gruppe der nicht-
muskelinvasiven Karzinome (Ta oder T1), 2 (5,1 %) davon waren zum Zeitpunkt
der Probenentnahme bereits muskelinfiltrierend. Im histopathologischen
Grading hatten 16 Patienten (41,0 %) einen G1-Rezidivtumor,
9 Patienten (23,1 %) einen G2-Rezidivtumor und 7 Patienten (17,9 %) einen
G3-Rezidivtumor. Bei 12 der 39 Rezidivpatienten (30,8 %) konnte im Rezidiv-
tumor ein CIS nachgewiesen werden. 5 Patienten (12,8 %) hatten Anteile eines
CIS zusatzlich zum Rezidivtumor, bei 7 Patienten (17,9 %) wurde
ausschlieB3lich ein CIS als Rezidivtumor diagnostiziert. Nur 5 der 39 Rezidiv-
tumorpatienten (12,8 %) wiesen jedoch sowohl Anteile eines CIS im letzten
Tumor vor Studienbeginn auf und bildeten auch im Rezidivtumor wieder Anteile

eines CIS aus.
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In 14 Fallen (11,5 %) entwickelten Patienten im Falle ihres Rezidiv ein hoheres

T- oder G-Tumorstadium oder zum ersten Mal in ihrer Tumorgeschichte ein CIS

und damit eine Progression. Diese Progression wurde im Median nach

12,5 Monaten erreicht. Eine Progression in ein muskelinvasives Harnblasen-

karzinom entwickelten nur 2 Patienten (5,3 %) des Kollektivs.

Nachfolgende Tabelle gibt detaillierten Aufschluss Uber die Verteilung der

Primar- und Rezidivtumorstadien der Patienten des Prognostikkollektivs.

Bisher
Letzter Tumor hoéchster Rezidivtumor
Tumorgrad
n (% aller n (% aller n (% aller
Patienten des | Patienten des | Patienten mit
T-Stadium Follow-Up) Follow-Up) Rezidivtumor)
Ta 75 (61,5) 71 (58,2 24 (61,5)
T1 32 (26,2) 36 (29,5) 5 (12,8)
T2 - - - - 2 (51
T3 - - - - 1 (28
NMIBC-nlcht.” 5 (41) 5 (41) o
, genauer spezifiziert
Verteilung X
nach Tumor- | G-Stadium
stadium G1 53 (43)5) 48 (39,3) 16 (41,0
G2 38 (31,1) 42 (34,4) 9 (23,1
G3 16 (13,1) 17 (14,0) 7 (17,9
NMIBC-nlcht.” 5 (41) 5 (41) o
genauer spezifiziert
CIS
CIS gesamt 22 (18,0 26 (21,3) 12 (30,8)
zusatzlich CIS 12 (98 16 (13,1) 5 (12,8)
ausschlieBlich cls | 10 ( 8,2) 10 (82 7 (17,9)

Tab. 28: Statistische Verteilung der Tumorstadien der Patienten des Prognostikkollektivs
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3.2.3 Uberlebenswahrscheinlichkeiten

Kaplan-Meier-Schatzer wurden zur Beurteilung der Uberlebenswahrschein-
lichkeit im Rahmen einer Ereigniszeitanalyse verwendet. Dadurch konnte das
24 Monate rezidiv- bzw. progressionsfreie Uberleben aller Patienten des
Prognotikkollektivs ermittelt werden. Dieses betrug 66,9 % fur das Rezidiv bzw.
86,6 % fur den Progress. Die detaillierten Uberlebenswahrscheinlichkeiten
konnen den nachstehenden Kaplan-Meier-Kurven fur das Prognostikkollektiv

entnommen werden.
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Abb. 6: Kaplan-Meier Analyse flir das Auftreten Abb. 7: Kaplan-Meier Analyse fir das Auftreten
eines Rezidiv im gesamten Prognostikkollektiv. einer Progression beim Rezidiv im gesamten
Prognostikkollektiv.

3.2.4 Univariable Varianzanalysen

Im Rahmen univariabler Cox-Regressionsanalysen wurden klinische Faktoren
ermittelt, die einen Einfluss auf die Zeit bis zum Eintreten eines Rezidivs oder
einer Tumorprogression haben. Hierbei konnte ermittelt werden, dass eine Zeit
von < 6 Monaten seit dem letzten Tumor vor Beginn des Nachbeobachtungs-
zeitraums (p<0,001) sowie der homozygote Verlust des Lokus 9p21 in > 12
Zellkernen im Befund (p=0,015) mit einem erh6hten Risiko einhergeht, im Laufe
des Follow-Up einen Rezidivtumor zu entwickeln. Der Tumorgrad des letzten
Tumors sowie der bisher hochste Tumorgrad hatten keinen signifikanten

Einfluss auf das Rezidivrisiko.
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Hazard 95 %
Parameter Ratio (HR) Konfidenz- p-Wert
intervall (CI)
Letzter Tumor High-Risk vs. Low-Risk 1,07 0,56 - 2,02 0,837

Hochster Tumorgrad bisher High-Risk vs.

Low- oder Intermediate-Risk 1,10 058- 210 0,761

Zeit seit letztem Tumor < vs. > 6 Monate 4,43 2,26- 9,31 | <0,001

Homozygoter Verlust des Lokus 9p21 in <vs. =12

11,77 1,82 - 43,55 0,015
Zellkernen

Tab. 29: Univariable Cox-Regressionsanalyse fiur Rezidiv zum Ende des Follow-Up. Angabe von
Hazard Ratio (HR), 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) und p-Wert. Statistisch signifikante Werte fett
markiert.

Ein Zeitraum von < 6 Monaten seit dem letzten Tumor vor Beginn des
Nachbeobachtungszeitraums (p=0,008) geht dariber hinaus auch mit einem
erhohten Risiko einer Tumorprogression im Falle des Rezidivs einher wahrend
dieses bei homzogotem Verlust des Lokus 9p21 in > 12 Zellkernen im Befund
zumindest auffallig ist (p=0,057). Der Tumorgrad des letzten Tumors sowie der
bisher htéchste Tumorgrad hatten hier ebenfalls keinen Einfluss auf das

Progressionsrisiko.

Hazard 95 %
Parameter Ratio (HR) Konfidenz- p-Wert
intervall (CI)

Letzter Tumor High-Risk vs. Low-Risk 1,31 0,45- 3,83 0,613
Hochster Tumorgraq blshgr High-Risk vs. 1,97 068- 641 0,213
Low- oder Intermediate-Risk

Zeit seit letztem Tumor < vs. > 6 Monate 4,36 1,45- 15,95 0,008

in< P

Homozygoter Verlust des Lokus 9p21 in <vs. =12 17.27 0,90 - 108,84 0,057
Zellkernen

Tab. 30: Univariable Cox-Regressionsanalyse fiur Progress beim Rezidivtumor. Angabe von Hazard
Ratio (HR), 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) und p-Werts. Statistisch signifikante Werte fett markiert.

Anhand der Ergebnisse dieser univariablen Cox-Regressionsanalysen wurden
die jeweiligen ,FISH-Auswertestrategie’, die ,Zeit seit letztem Tumor vor Beginn
des Nachbeobachtungszeitraums’ sowie der ,hochste Tumorgrad bisher‘ als
Faktoren festgelegt, die in die multivariablen Analysen in den folgenden

Abschnitten mit einflielRen.
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3.2.5 Verteilung chromosomaler Veranderungen

Im  Prognostikkollektiv. wurden die Verteilung der chromosomalen
Verdanderungen im Zellkern danach differenziert, ob die Nachbeobachtung
eines Patienten mit seiner Rezidivdiagnose endete, dieser tUber 24 Monate
rezidivfrei blieb oder ob im Rezidivfall ein Progress im Vergleich zum
Primartumor vorlag.

Patienten mit Rezidiv zum Ende des Follow-Up hatten in der FISH-Analyse der
25 Zellkerne im Median in etwa 3 Zellkernen eine Vermehrung von Chromosom
3, 7 oder 17, in 3 Zellkernen eine Vermehrung von mindestens 2 dieser
Chromosomen gleichzeitig und in 2 Zellkernen sogar eine Vermehrung aller drei
Chromosomen, hiervon ausgenommen tetraploide Zellkerne. Bei Patienten
ohne Rezidiv im Verlauf des Follow-Up konnten diese chromosomalen
Aberrationen im Median in einem Zellkern weniger nachgewiesen werden.

Im Bezug auf den Progress im Rezidivfall waren die Ergebnisse deutlich
heterogener. Hier hatten Patienten mit Progress im Median in etwa 7 Zellkernen
eine Vermehrung von Chromosom 3, 7 oder 17, in 8 Zellkernen eine
Vermehrung von mindestens 2 dieser Chromosomen gleichzeitig und in
6 Zellkernen sogar eine Vermehrung aller drei Chromosomen, hiervon
ausgenommen tetraploide Zellkerne. Bei Patienten ohne Progress im Rezidivfall
konnte im Median in 2 Zellkernen eine Vermehrung des Chromosoms 3 und
Chromosoms 7, in 1 Zellkern eine Vermehrung des Chromosoms 17, in 2
Zellkernen die Vermehrung von mindestens 2 dieser Chromosomen gleichzeitig
und in 1 Zellkern die Vermehrung aller drei Chromosomen gleichzeitig,
ausgenommen tetraploide Zellkerne, nachgewiesen werden.

Die Anzahl der Zellkerne mit homozygotem oder heterozygotem Verlust des
Lokus 9p21 war in Bezug auf Rezidiv zum Ende des Follow-Up und Progress
im Rezidivfall bei beiden Endpunkten im Median etwa gleich. Ebenso wenig
unterschied sich die Anzahl der tetraploiden Zellkerne in den beiden Klassen im
Median. Die Anzahl der Zellkerne mit homozygotem Verlust des Lokus 9p21
war im Kollektiv lediglich bei Patienten mit einem Rezidiv im Nach-
beobachtungszeitraum signifikant erhoht, wahrend die Anzahl der Zellkerne mit

relativem Verlust des Lokus 9p21 nach Zellweger et al. im Kollektiv bei
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Patienten mit Progress im Rezidivfall signifikant erhoht war. Aufféallig blieben

weiterhin der deutliche Unterschied in der Spannweite der chromosomalen

Veranderungen bei den beiden Endpunkten und die Tatsache, dass lediglich

eine chromosomale Aberration der Chromosomen 3, 7 oder 17 bzw. = 2 dieser

Chromosomen zugleich sowie der Verlust des Lokus 9p21 einen signifikanten

Zusammenhang herstellen konnten.

Anzahl der Zellen im Befund

mit jeweiliger
Zellkernveranderung bei

Rezidiv zum kein Rezidiv
Art der Zellkernveranderung Ende des zum Ende des AUC | p-Wert
Follow-Up Follow-Up
Vermehrung von..., Median (Spannweite)
Chromosom 3 3 (0-23) 1 (0-13) 0,63 0,010
Chromosom 7 3 (0-22) 1 (0-12) 0,62 0,012
Chromosom 17 2 (0-23) 1 (0-11) 0,62 0,004
> 1 dieser Chromosomen 3 (0-23) 2 (0-13) 0,62 0,015
> 2 dieser Chromosomen 2 (0-22) 1 (0-11) 0,62 0,004
Verlust von..., Median (Spannweite)
Lokus 9p21 insgesamt 0 (0-23) 0 (0- 6) 0,58 0,016
Lokus 9p21 homozygot 0 (0-22) 0 (0- 5) 0,55 0,036
Lokus 9p21 heterozygot 0 (0- 4) 0 (0- 4) 0,56 0,146
Lokus 9p21 relativ (Zellweger et al.) 1 (0-11) 1 (0-7) 0,56 0,060
Tetraploide Zellkerne, Median (Spannweite) 0 (0- 7) 0 (0- 3) 0,55 0,069

Tab. 31: Verteilung der chromosomalen Verédnderungen im Prognostikkollektiv in Bezug auf
Rezidiv zum Ende des Follow-Up. Anzahl chromosomaler Aberrationen je nach Rezidivstatus zum Ende
des Follow-Up. Statistisch signifikante Werte fett markiert .

Anzahl der Zellen im Befund

mit jeweiliger
Zellkernveréanderung bei

Art der Zellkernveranderung F';rgfigisvsf;? Tﬁ'%g;ﬁﬁ;ﬁ AUC | p-Wert
Vermehrung von..., Median (Spannweite)
Chromosom 3 7 (0-23) 2 (0-13) 0,69 0,001
Chromosom 7 7,5 (0-22) 2 (0-14) 0,69 0,001
Chromosom 17 6,5 (0-23) 1 (0-14) 0,69 0,001
> 1 dieser Chromosomen 7,5 (0-23) 2 (0-14) 0,69 0,001
> 2 dieser Chromosomen 6 (0-22) 1 (0-11) 0,68 0,001
Verlust von..., Median (Spannweite)
Lokus 9p21 insgesamt 0 (0-23) 0 (0-15) 0,60 0,028
Lokus 9p21 homozygot 0 (0-22) 0 (0-15) 0,61 0,050
Lokus 9p21 heterozygot 0 (0- 4) 0 (0- 4) 0,58 0,156
Lokus 9p21 relativ (Zellweger et al.) 2,5 (0-11) 1 (0-9) 0,68 0,002
Tetraploide Zellkerne, Median (Spannweite) 0 (0- 4) 0 (0- 7) 0,52 0,716

Tab. 32: Verteilung der chromosomalen Verdnderungen im Prognostikkollektiv in Bezug auf
Progress im Rezidivfall. Anzahl chromosomaler Aberrationen je nach Rezidivstatus zum Ende des
Follow-Up. Statistisch signifikante Werte fett markiert .
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3.2.6 Ergebnisse der Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
3.2.6.1 Auswertung nach den Kriterien von Abbott Molecular

Die Anteile der Patienten mit und ohne Rezidiv innerhalb von 24 Monaten sowie
mit und ohne Progress beim Rezidivtumor

empfohlenen Testkriterien sind in der nachstehenden Tabelle nach positiven

bzw. negativen FISH-Ergebnis zu Beginn der Nachbeobachtung aufgeteilt.

Abbott Molecular Abbott Molecular

FISH negativ FISH positiv
Kein Rezidiv zum Ende des Follow-Up 56 27
Rezidiv zum Ende des Follow-Up 16 23

Tab. 33: Kontingenztabelle des Rezidivstatus zum Ende des
Molecular FISH-Ergebnis. Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Follow-Up nach Abbott

Abbott Molecular

Abbott Molecular

nach den vom Hersteller

FISH negativ FISH positiv
Kein Progress beim Rezidivtumor 67 41
Progress beim Rezidivtumor 5 9

Tab. 34: Kontingenztabelle des Progress beim Rezidivtumor nach Abbott Molecular FISH-
Ergebnis. Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Das 24 Monate rezidiv- bzw. progressionsfreie Uberleben bei Patienten mit
negativem FISH-Ergebnis nach Abbott Molecular betrug 76,90 % bzw. 92,23 %
im Gegensatz zu 52,78 % bzw. 77,75 % bei Patienten mit positivem FISH-
Ergebnis zu Beginn des Nachbeobachtungszeitraums (p=0,0126 fur Rezidiv;
p=0,0573 flur Progression). Grafisch ist dieses Verhéltnis in den folgenden

Kaplan-Meier-Kurven abgebildet.
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Abb. 8: Kaplan-Meier Analyse fiir das Auftreten
eines Rezidiv. Aufgeteilt nach negativem und
positivem FISH-Ergebnis nach Abbott Molecular
(p=0,0126).

Abb. 9: Kaplan-Meier Analyse fir das Auftreten
einer Progression beim Rezidiv. Aufgeteilt nach
negativem und positivem FISH-Ergebnis nach Abbot
Molecular (p=0,0573).
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In der univariablen Cox-Regressionsanalyse war ein positives FISH-Ergebnis
nach den Kriterien von Abbott Molecular ein signifikanter Risikofaktor sowohl fur
ein Rezidiv zum Ende des Follow-Up, als auch fir eine Progression des Tumors
beim Rezidiv (p=0,0095 und p=0,0491). In der multivariaten Cox-
Regressionanalyse bestatigte sich eine positive FISH-Analyse nach Abbott
Molecular als signifikanter Risikofaktor fur ein Rezidiv und eine Progression
jedoch nicht (p=0,0705 fur Rezidiv; p=0,1278 fur Progression).

Rezidiv zum Ende des Follow-Up Progress beim Rezidivtumor
95 % 95 %
Parameter thziirc(iHR) Konfidenz- p-Wert :thiin(jHR) Konfidenz- p-Wert
intervall (Cl) intervall (CI)
Abbott Molecular FISH 231 123445 0,009 291 |1,00947 0,049
positiv vs. negativ

Tab. 35: Univariable Cox-Regressionsanalyse fir Rezidiv zum Ende des Follow-Up und
Progression beim Rezidiv. Angabe von Hazard Ratio (HR), 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) und
p-Wert. Statistisch signifikante Werte fett markiert.

Rezidiv zum Ende des Follow-Up Progress beim Rezidivtumor
95 % 95 %
3 Parameter-Analyse g:tzi?)r((jHR) Konfidenz- p-Wert :thii“(jHR) Konfidenz- p-Wert
intervall (Cl) intervall (CI)
Abbott Molecular FISH 186  |0,97-367  |0,0632 229 |077-7,66  |0,1372
positiv vs. negativ
Zeit seit letztem Tumor
3,71 1,85-7,93 0,0002 3,33 1,07-12,49 0,0369

<vs. > 6 Monate

Hochster Tumorgrad
bisher High-Risk vs. Low- 0,83 0,43-1,61 0,5870 1,47 0,49-4,89 0,4918
oder Intermediate-Risk

Hazard 95 % Hazard 95 %
2 Parameter- Analyse Ratio (HR) Konfidenz- p-Wert Ratio (HR) Konfidenz- p-Wert
intervall (Cl) intervall (CI)
Abbott Molecular FISH 181  |0,95352 0,0705 232  |0,79-7,64 0,1278
positiv vs. negativ
Zeit seit letztem Tumor
3,97 2,00-8,42 0,0001 3,75 1,23-13,91 0,0196

< vs. > 6 Monate

Tab. 36: Multivariable Cox-Regressions-Analyse fir Rezidiv zum Ende des Follow-Up und
Progression beim Rezidivtumor. Angabe von Hazard Ratio (HR), 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) und
p-Wert. Statistisch signifikante Werte fett markiert.
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3.2.6.2 Auswertung nach den Kriterien von Bubendorf et al.

Die Anzahl der Patienten mit und ohne Rezidiv zum Ende des Follow-Up sowie
mit und ohne Progress beim Rezidivtumor ist im Folgenden je nach FISH-
Ergebnis nach der Auswertestrategie von Bubendorf et al. zu Beginn des

Nachbeobachtungszeitraums aufgelistet.

Bubendorf FISH negativ

Bubendorf FISH positiv

Kein Rezidiv zum Ende des Follow-Up

50

33

Rezidiv zum Ende des Follow-Up

15

24

Tab. 37: Kontingenztabelle des Rezidivstatus zum Ende des Follow-Up nach Bubendorf et al.

FISH-Ergebnis. Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Bubendorf FISH negativ

Bubendorf FISH positiv

Kein Progress beim Rezidivtumor

59

49

8

Progress beim Rezidivtumor 6

Tab. 38: Kontingenztabelle des Progress beim Rezidivtumor nach Bubendorf et al. FISH-
Ergebnis. Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Rezidiv- bzw. progressionsfrei Uberlebten die 24 Monate 75,96 % bzw. 89,72 %
der Patienten mit negativem FISH-Ergebnis nach Bubendorf et al., verglichen
mit 56,92 % bzw. 82,57 % der Patienten mit positivem FISH-Ergebnis zu
Beginn des Nachbeobachtungszeitraums (p=0,0642 fir Rezidiv; p=0,4547 fur
Progression). In den folgenden Kaplan-Meier-Kurven ist diese Beziehung

nachzuvollziehen.
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Abb. 11: Kaplan-Meier Analyse fiir das Auftreten
einer Progression beim Rezidiv. Aufgeteilt nach
negativem und positivem FISH-Ergebnis nach
Bubendorf et al. (p=0,4547).

Abb. 10: Kaplan-Meier Analyse fur das Auftreten
eines Rezidiv. Aufgeteilt nach negativem und
positivem FISH-Ergebnis nach Bubendorf et al.
(p=0,0642).
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Ein positives FISH-Ergebnis nach den Kriterien von Bubendorf et al. steigerte in
der univariablen Cox-Regressionsanalyse signifikant das Rezidivrisiko im
Follow-Up, hatte jedoch keinen Einfluss auf den Progress beim Rezidivtumor
(p=0,043 und p=0,373). Auch in der multivariablen Cox-Regressionsanalyse der
signifikantesten klinischen Werte konnte keine Verbindung zwischen einem
positiven FISH-Ergebnis nach Bubendorf et al. und einem erhdhten Risiko, ein
Rezidiv zum Ende des Follow-Up oder einen Tumorprogress beim Rezidiv zu

entwickeln, gefunden werden.

Rezidiv zum Ende des Follow-Up Progress beim Rezidivtumor
95 % 95 %
Parameter Sthi?J“(jHR) Konfidenz- p-Wert :thii“(jHR) Konfidenz- p-Wert
intervall (Cl) intervall (CI)
Bubendorf FISH positiv 193  [1,02376  |0,043 161 |056-490 0373
vs. negativ

Tab. 39: Univariable Cox-Regressionsanalyse fir Rezidiv zum Ende des Follow-Up und
Progression beim Rezidiv. Angabe von Hazard Ratio (HR), 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) und
p-Wert. Statistisch signifikante Werte fett markiert.

Rezidiv zum Ende des Follow-Up Progress beim Rezidivtumor
95 % 95 %
3 Parameter-Analyse g:tzi?)r((jHR) Konfidenz- p-Wert :thii“(jHR) Konfidenz- p-Wert
intervall (Cl) intervall (CI)
Bubendorf FISH positiv 185 [095370  |0,0719 1,79  |0,59-607  |0,3059
VS. negativ
Zeit seit letztem Tumor 406  |2,04-862  |<0,0001 373  |1,22-1382 |0,0206

< Vvs. > 6 Monate

Hochster Tumorgrad
bisher High-Risk vs. Low- 0,78 0,39-1,53 0,4636 1,48 0,48-5,04 0,4967
oder Intermediate- Risk

Hazard 95 % Hazard 95 %
2 Parameter-Analyse Ratio (HR) Konfidenz- p-Wert Ratio (HR) Konfidenz- p-Wert
intervall (CI) intervall (CI)
Bubendorf FISH positiv 174  |0,92-3.40 0,0875 147  |051-4,47 0,4760
vs. negativ
Zeit seit letztem Tumor 425 |217-8,96 <0,0001 425 |1,41-1556 |0,0096

<vs. > 6 Monate

Tab. 40: Multivariable Cox-Regressions-Analyse fir Rezidiv zum Ende des Follow-Up und
Progression beim Rezidivtumor. Angabe von Hazard Ratio (HR), 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) und
p-Wert. Statistisch signifikante Werte fett markiert.
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3.2.6.3 Auswertung nach den Kriterien von Zellweger et al.

Die Auswertestrategie nach Zellweger et al. legt einen besonderen Fokus auf
den relativen Verlust des Lokus 9p21 und ist speziell zur Rezidivdiagnostik des
Harnblasenkarzinoms entwickelt worden. Die Anteile der Patienten mit und
ohne Rezidiv innerhalb von 24 Monaten bzw. mit und ohne Progress beim
Rezidivtumor sind nun in Abhéangigkeit zum FISH-Ergebnis nach dieser

Auswertung zu Beginn des Nachbeobachtungszeitraums bestimmt worden.

Zellweger FISH negativ

Zellweger FISH positiv

Kein Rezidiv zum Ende des Follow-Up

58

25

Rezidiv zum Ende des Follow-Up

21

18

Tab. 41: Kontingenztabelle des Rezidivstatus zum Ende des Follow-Up nach Zellweger et al.

FISH-Ergebnis. Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Zellweger FISH negativ

Zellweger FISH positiv

Kein Progress beim Rezidivtumor

73

35

Progress beim Rezidivtumor

6

8

Tab. 42: Kontingenztabelle des Progress beim Rezidivtumor nach Zellweger et al. FISH-
Ergebnis. Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Das rezidiv- bzw. progressionsfreie Uberleben liber 24 Monate der Patienten
mit negativem FISH-Ergebnis lag nach den Kriterien von Zellweger et al. bei
72,43 % bzw. 91,41 % gegeniber 56,73 % bzw. 77,37 % bei Patienten mit
positivem FISH-Ergebnis zu Beginn des Beobachtungszeitraums (p=0,1499 fur

Rezidiv; p=0,0962 fur Progression).
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Abb. 12: Kaplan-Meier Analyse fir das Auftreten
eines Rezidiv. Aufgeteilt nach negativem und
positivem FISH-Ergebnis nach Zellweger et al.
(p=0,1499).

Abb. 13: Kaplan-Meier Analyse fur das Auftreten
einer Progression beim Rezidiv. Aufgeteilt nach
negativem und positivem FISH-Ergebnis nach
Zellweger et al. (p=0,0962).
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Die univariable Cox-Regressionsanalyse zeigte, dass ein positives FISH-
Ergebnis nach den Kriterien von Zellweger et al. das Rezidivrisiko im
Allgemeinen sowie das Risiko einer Tumorprogression im Rezidivfall nicht
beeinflusste. In der multivariablen Cox-Regressionsanalyse mit den
signifikantesten klinischen Einflussparametern stand ein positives FISH-
Ergebnis nach diesen Kriterien in keinem signifikanten Zusammenhang zu

einem erhéhten Rezidiv- oder Progressionsrisiko.

Rezidiv zum Ende des Follow-Up Progress beim Rezidivtumor
95 % 95 %
Parameter thziirc(iHR) Konfidenz- p-Wert :thiin(jHR) Konfidenz- p-Wert
intervall (Cl) intervall (CI)
zellweger FISH positiv 166 |087-312  |0,1192 258 |089-7.84 0,078
vs. negativ

Tab. 43: Univariable Cox-Regressionsanalyse fir Rezidiv zum Ende des Follow-Up und
Progression beim Rezidiv. Angabe von Hazard Ratio (HR), 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) und
p-Wert. Statistisch signifikante Werte fett markiert.

Rezidiv zum Ende des Follow-Up Progress beim Rezidivtumor
95 % 95 %
3 Parameter-Analyse :thiir((jHR) Konfidenz- p-Wert :thi?)“(jHR) Konfidenz- p-Wert
intervall (CI) intervall (Cl)
Zellweger FISH positiv 1,47  |0,75-2,85 0,2582 217  |0,73-6,81 0,1632
VS. negatlv
Zeit seit letztem Tumor 3,98  |2,00-844 <0,0001 359  |1,17-1332  |0,0244

< Vvs. > 6 Monate

Hochster Tumorgrad
bisher High-Risk vs. Low- 0,84 0,43-1,63 0,6019 1,38 0,46-4,66 0,5722

oder Intermediate-Risk

Hazard 95 % Hazard 95 %
2 Parameter-Analyse Ratio (HR) Konfidenz- p-Wert Ratio (HR) Konfidenz- p-Wert
intervall (Cl) intervall (Cl)
Zellweger FISH positiv 141  |0,74-2,66 0,2886 221 |0,76-6,77 0,1404
vs. negativ
Zeit seit letztem Tumor 426  |217-8,98 <0,0001 398  |1,32-14,63 [0,0138

<vs. > 6 Monate

Tab. 44: Multivariable Cox-Regressions-Analyse fiir Rezidiv zum Ende des Follow-Up und Progress
beim Rezidivtumor. Angabe von Hazard Ratio (HR), 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) und p-Wert.
Statistisch signifikante Werte fett markiert.
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3.26.4

Auswertung nach den Kriterien von Fritsche et al.

Die Anteile der Patienten mit und ohne Rezidiv zum Ende des Follow-Up sowie

mit und ohne Progress beim Rezidivtumor sind anschlielRend in Abhangigkeit

zum FISH-Ergebnis nach der Auswertestrategie von Fritsche et al. zu Beginn

des Nachbeobachtungszeitraums dargestellt.

Fritsche FISH negativ

Fritsche FISH positiv

Kein Rezidiv zum Ende des Follow-Up

61

22

Rezidiv zum Ende des Follow-Up

21

18

Tab. 45: Kontingenztabelle des Rezidivstatus zum Ende des Follow-Up nach Fritsche et al.
FISH-Ergebnis. Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Fritsche FISH negativ

Fritsche FISH positiv

Kein Progress beim Rezidivtumor

76 32

Progress beim Rezidivtumor

6 8

Tab. 46: Kontingenztabelle des Progress beim Rezidivtumor nach Fritsche et al. FISH-
Ergebnis. Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Nach 24 Monaten betrug das rezidiv- bzw. progressionsfreie Uberleben bei

Patienten mit negativem FISH-Ergebnis nach Fritsche 73,30 % bzw. 91,72 %

gegenuber 54,19 % bzw. 75,80 % bei Patienten mit positivem FISH-Ergebnis zu

Beginn des Nachbeobachtungszeitraums (p=0,0713 fur Rezidiv; p=0,0579 fur

Progression).

Anteil der Patienten ohne Rezidiv
o
®

— Fritsche FISH positiv

= = Fritsche FISH negativ

0,0

Zeit in Monaten

L L DL B L DL B R B B B B
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Abb. 14: Kaplan-Meier Analyse fur das Auftreten

eines Rezidiv.
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Abb. 15: Kaplan-Meier Analyse fur das Auftreten
einer Progression beim Rezidiv. Aufgeteilt nach

negativem und positivem FISH-Ergebnis nach
Fritsche et al. (p=0,0579).
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Nach der Auswertestrategie von Fritsche et al. erhOhte ein positives
FISH-Ergebnis in der univariablen Cox-Regressionsanalyse annéhernd
signifikant sowohl das Rezidivrisiko wahrend des Follow-Up als auch das Risiko
eines Progress beim Rezidivtumor (p=0,058 wund p=0,049). In der
multivariablen Cox-Regressionsanalyse steigerte das positive FISH-Ergebnis
nach Fritsche etal. zu Beginn des Follow-Up das allgemeine Rezidivrisiko

sowie das Progressionsrisiko nicht signifikant.

Rezidiv zum Ende des Follow-Up Progress beim Rezidivtumor
95 % 95 %
Parameter thziirc(iHR) Konfidenz- p-Wert :thiin(jHR) Konfidenz- p-Wert
intervall (Cl) intervall (CI)
Fritsche FISH positiv vs. 186 |098349  |0,058 289 |1,00-878 0,049
negativ

Tab. 47: Univariable Cox-Regressionsanalyse fir Rezidiv zum Ende des Follow-Up und
Progression beim Rezidiv. Angabe von Hazard Ratio (HR), 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) und
p-Wert. Statistisch signifikante Werte fett markiert.

Rezidiv zum Ende des Follow-Up Progress beim Rezidivtumor
95 % 95 %
3 Parameter-Analyse :thiir((jHR) Konfidenz- p-Wert :thi?)“(jHR) Konfidenz- p-Wert
intervall (CI) intervall (Cl)
Fritsche FISH positiv vs. 169 |0,87-3,25 0,1198 255  |0,87-7,90 0,0874
negativ
Zeit seit letztem Tumor 396  |1,99-841 <0,0001 358 |117-1327 |0,0245

< Vvs. > 6 Monate

Hochster Tumorgrad
bisher High-Risk vs. Low- 0,84 0,43-1,62 0,5946 1,41 0,47-4,69 0,5439
oder Intermediate-Risk

Hazard 95 % Hazard 95 %
2 Parameter-Analyse Ratio (HR) Konfidenz- p-Wert Ratio (HR) Konfidenz- p-Wert
intervall (Cl) intervall (Cl)
Fritsche FISH positiv vs. 163  |0,86-3,07 0,1333 255  |0,88-7,79 0,0825
negativ
Zeit seit letztem Tumor 423  |216-8,92 <0,0001 399 |1533-1467 |0,0132

<vs. > 6 Monate

Tab. 48: Multivariable Cox-Regressions-Analyse fiir Rezidiv zum Ende des Follow-Up und Progress
beim Rezidivtumor. Angabe von Hazard Ratio (HR), 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) und p-Wert.
Statistisch signifikante Werte fett markiert.
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3.2.6.5 Auswertung nach den Kriterien von Mian et al.

Im Folgenden ist die Anzahl der Patienten mit und ohne Rezidiv zum Ende des

Follow-Up sowie mit und ohne Progress beim Rezidivtumor je nach FISH-

Ergebnis nach der Auswertestrategie von Mian et al.

Nachbeobachtungszeitraums aufgelistet.

Mian FISH negativ

Mian FISH positiv

Kein Rezidiv zum Ende des Follow-Up 56

27

Rezidiv zum Ende des Follow-Up

20

19

Tab. 49: Kontingenztabelle des Rezidivstatus zum Ende des Follow-Up nach Mian et al.
FISH-Ergebnis. Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Mian FISH negativ

Mian FISH positiv

Kein Progress beim Rezidivtumor

70

38

Progress beim Rezidivtumor

6

8

zu Beginn des

Tab. 50: Kontingenztabelle des Progress beim Rezidivtumor nach Mian et al. FISH-Ergebnis.
Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Rezidiv- bzw. progressionsfrei Uberlebten die 24 Monate 72,69 % bzw. 91,02 %
der Patienten mit negativem FISH-Ergebnis nach Mian et al. im Vergleich zu
57,37 % bzw. 79,18 % der Patienten mit positivem FISH-Ergebnis zu Beginn
p=0,1608 fur

den folgenden Kaplan-Meier-Kurven

des Nachbeobachtungszeitraums (p=0,1965 fur Rezidiv;

Progression). Diese Differenz ist in

nachzuvollziehen.

— Mian FISH positiv ~ = Mian FISH negativ
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Abb. 16: Kaplan-Meier Analyse fiir das Auftreten
Aufgeteilt nach negativem und
positivem FISH-Ergebnis nach Mian et

eines Rezidiv.

(p=0,1965).

al.

A L B
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Zeit in Monaten

Anteil der Patienten ohne Tumorprogression

Abb. 17: Kaplan-Meier Analyse fur das Auftreten
einer Progression beim Rezidiv. Aufgeteilt nach
negativem und positivem FISH-Ergebnis nach Mian
et al. (p=0,1608).
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Gemald der Auswertestrategie nach Mian et al. erhOhte ein positives
FISH-Ergebnis in der univariablen Cox-Regressionsanalyse signifikant weder
das Risiko fur einen Progress im Rezidivfall, noch das Rezidivrisiko selbst
(p=0,129 und p=0,140). In der multivariablen Cox-Regressionsanalyse hatte
lediglich  der  Zeitpunkt des letzten Tumors vor Beginn des
Nachbeobachtungszeitraums einen signifikanten Einfluss auf das Risiko eines
Rezidivs und Progress im Rezidivfall. Das Ergebnis der FISH-Untersuchung

nach den Kriterien von Mian zeigte auch hier in keinem Fall eine Signifikanz.

Rezidiv zum Ende des Follow-Up Progress beim Rezidivtumor
95 % 95 %
Parameter Sthi?J“(jHR) Konfidenz- p-Wert :thii“(jHR) Konfidenz- p-Wert
intervall (Cl) intervall (CI)
Mian FISH positiv vs. 161 [085303 0,140 226 |0,78-686  |0,129
negativ

Tab. 51: Univariable Cox-Regressionsanalyse fir Rezidiv zum Ende des Follow-Up und
Progression beim Rezidiv. Angabe von Hazard Ratio (HR), 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) und
p-Wert. Statistisch signifikante Werte fett markiert.

Rezidiv zum Ende des Follow-Up Progress beim Rezidivtumor
95 % 95 %
3 Parameter-Analyse gztziir((jHR) Konfidenz- p-Wert :thi?)r?HR) Konfidenz- p-Wert
intervall (CI) intervall (CI)
Mian FISH positiv vs. 145 [0,74-283  |0,2771 188  [0,62-593  |0,2607
negativ
Zeit seit letztem Tumor 400  |2,02-849  |<0,0001 367 |1,101358 |0,0221

<vs. > 6 Monate

Hochster Tumorgrad
bisher High-Risk vs. Low- 0,83 0,42-1,63 0,5843 1,39 0,46-4,75 0,5612
oder Intermediate-Risk

Hazard 95 % Hazard 95 %
2 Parameter-Analyse Ratio (HR) Konfidenz- p-Wert Ratio (HR) Konfidenz- p-Wert
intervall (CI) intervall (CI)
Mian FISH positiv vs. 138  |0,73-2,61 0,3155 1,96 |0,68-5,97 0,2137
negativ
Zeit seit letztem Tumor 427  |2,17-9,01 <0,0001 405  |1,34-1489 |0,0125

< vs. > 6 Monate

Tab. 52: Multivariable Cox-Regressions-Analyse fur Rezidiv zum Ende des Follow-Up und Progress
beim Rezidivtumor. Angabe von Hazard Ratio (HR), 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) und p-Wert.
Statistisch signifikante Werte fett markiert.
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Entsprechend den Orignialarbeiten von Mian et al. und Lodde et al. wurden die
positiven FISH-Ergebnisse dieser Auswertestrategie anschlieRend noch anhand
ihres jeweiligen molekularen Gradings klassifiziert (Mian et al. 2006a; Lodde et
al. 2014a). Obwohl die Anzahl der positiven und negativen Befunde nicht
identisch zur Auswertung nach Bubendorf et al. waren, fiel auf, dass keinem
positiven FISH-Befund nach dem Auswertekonzept von Mian et al. im
Prognostikkollektiv ein Low-mG-Grading zugeordnet werden konnte, da alle als
positiv befundeten Ergebnisse auch Aberrationen der Chromosomen
7 und/oder 17 enthielten und somit in die Gruppe des High-mG-Grading fielen.
Die Subklassifikation durch das molekulare Grading konnte somit im

Prognostikkollektiv der vorliegenden Arbeit nicht angewandt werden.

Auswertung nach |[Auswertung nach
Bubendorf et al. Mian et al.
Negative FISH-Befunde, n 65 76
Positive FISH-Befunde, n 57 46
Low-mG-FISH, n 65 76
High-mG-FISH, n 0 0
(% der positiven FISH-Befunde) 57 (100 %) 48 (100 %)

Tab. 53: Subklassifizierung der positiven FISH-Befunde anhand ihres
molekularen Gradings nach Mian et al. (Mian et al. 2006a).
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3.2.6.6

Auswertung nach den modifizierten Kriterien dieser Arbeit

Die Anzahl der Patienten mit und ohne Rezidiv zum Ende des Follow-Up sowie

mit und ohne Progress beim Rezidivtumor soll in der folgenden Tabelle nach

ihrem FISH-Ergebnis nach den modifizierten Auswertekriterien dieser Arbeit zu

Beginn des Nachbeobachtungszeitraums aufgeschlisselt werden.

Modifizierte Auswertung |Modifizierte Auswertung
FISH negativ FISH positiv

Kein Rezidiv zum Ende des Follow-Up 59 24

Rezidiv zum Ende des Follow-Up 21 18

Tab. 54: Kontingenztabelle des Rezidivstatus zum Ende des Follow-Up nach FISH-Ergebnis
modifizierte Auswertung. Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Modifizierte Auswertung

Modifizierte Auswertung

FISH negativ FISH positiv
Kein Progress beim Rezidivtumor 74 34
Progress beim Rezidivtumor 6 8

Tab. 55:

Kontingenztabelle des Progress beim Rezidivtumor

nach FISH-Ergebnis

modifizierte Auswertung. Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Das 24 Monate rezidiv- bzw. progressionsfreie Uberleben bei Patienten mit

negativem FISH-Ergebnis nach modifizierter Auswertung betrug 72,79 % bzw.

91,53 % im Gegensatz zu 55,65 % bzw. 76,70 % bei Patienten mit positivem

FISH-Ergebnis zu Beginn des Nachbeobachtungszeitraums (p=0,1136 fur

Rezidiv; p=0,0793 fur Progression).

— Modifizierte Auswertung FISH positiv

== Modifizierte Auswertung FISH negativ
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Abb. 18: Kaplan-Meier Analyse fir das Auftreten
eines Rezidiv. Aufgeteilt nach negativem und
positivem  FISH-Ergebnis nach  modifizierten
Auswertekriterien (p=0,1136).
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Abb. 19: Kaplan-Meier Analyse fiir das Auftreten
einer Progression beim Rezidiv. Aufgeteilt nach
negativem und positivem FISH-Ergebnis nach
modifizierten Auswertekriterien (p=0,0793).
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In der univariablen Cox-Regressionsanalyse zeigte ein positives FISH-Ergebnis
nach den modifizierten Auswertekriterien dieser Arbeit zu Beginn des Follow-Up
lediglich ein marginal signifikant gesteigertes Risiko fur ein Rezidiv im Follow-
Up oder eine Progression des Tumors im Rezidivfall (p=0,089 und p=0,065).
Auch in der multivariablen Cox-Regressionsanalyse zeigte sich fur ein positives
FISH-Ergebnis nach den modifizierten Kriterien dieser Arbeit kein

Zusammenhang zum Rezidivrisiko allgemein und ,Progress beim Rezidiv'.

Rezidiv zum Ende des Follow-Up Progress beim Rezidivtumor
95 % 95 %
Parameter thziirc(iHR) Konfidenz- p-Wert :thiin(jHR) Konfidenz- p-Wert
intervall (Cl) intervall (CI)
Modifizierte Auswertung 1,74  |092:326  |0,089 270 094821 0,065
FISH positiv vs. negativ

Tab. 56: Univariable Cox-Regressionsanalyse fir Rezidiv zum Ende des Follow-Up und
Progression beim Rezidiv. Angabe von Hazard Ratio (HR), 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) und
p-Wert. Statistisch signifikante Werte fett markiert.

Rezidiv zum Ende des Follow-Up Progress beim Rezidivtumor
95 % 95 %
3 Parameter-Analyse :thiir((jHR) Konfidenz- p-Wert :thi?)“(jHR) Konfidenz- p-Wert
intervall (CI) intervall (Cl)
Modifizierte Auswertung 150 |076-2,91  [0,2325 223 |075-7,00  |0,1481
FISH positiv vs. negativ
Zeit seit letztem Tumor 394 |1,98-8,38 <0,0001 351  |1,14-1305 |0,0279

< Vvs. > 6 Monate

Hochster Tumorgrad
bisher High-Risk vs. Low- 0,84 0,43-1,63 0,6002 1,39 0,46-4,67 0,5661
oder Intermediate-Risk

Hazard 95 % Hazard 95 %
2 Parameter-Analyse Ratio (HR) Konfidenz- p-Wert Ratio (HR) Konfidenz- p-Wert
intervall (Cl) intervall (CI)
Modifizierte Auswertung 144 |076-272  |0,2614 226 |078-694  |0,1301
FISH positiv vs. negativ
Zeit seit letztem Tumor 422  |214-891  |<0,0001 391  |1,29-1440 |0,0153

<vs. > 6 Monate

Tab. 57: Multivariable Cox-Regressions-Analyse fiir Rezidiv zum Ende des Follow-Up und Progress
beim Rezidivtumor. Angabe von Hazard Ratio (HR), 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) und p-Wert.
Statistisch signifikante Werte fett markiert.
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3.2.7 Ergebnisse der Urinzytologie

Bei allen 122 Patienten des Prognostikkollektivs konnte das Ergebnis der
parallelen Urinzytologie zusatzlich zu den FISH-Analysen ausgewertet werden.
Nachstehende Tabelle gibt Aufschluss lber die Anzahl der Patienten mit und
ohne Rezidiv zum Ende des Follow-Up sowie mit und ohne Progress beim
Rezidivtumor in Abhéngigkeit vom Ergebnis der Urinzytologie zu Beginn des

Nachbeobachtungszeitraums.

Zytologie negativ Zytologie positiv
Kein Rezidiv zum Ende des Follow-Up 65 18
Rezidiv zum Ende des Follow-Up 18 21

Tab. 58: Kontingenztabelle des Rezidivstatus zum Ende des Follow-Up nach Ergebnis der
Zytologie. Angabe der absoluten Patientenzahlen.

Zytologie negativ Zytologie positiv
Kein Progress beim Rezidivtumor 79 29
Progress beim Rezidivtumor 4 10

Tab. 59: Kontingenztabelle Progress beim Rezidivtumor nach Ergebnis der Zytologie. Angabe der
absoluten Patientenzahlen.

Das 24 Monate rezidiv- bzw. progressionsfreie Uberleben bei Patienten mit
negativer Zytologie betrug 77,14 % bzw. 94,48 % im Gegensatz zu 46,15 %
bzw. 68,63 % bei Patienten mit positiver Zytologie zu Beginn des Nach-
beobachtungszeitraums (p=0,0002 fur Rezidiv; p=0,0004 fiir Progress).

— Urinzytologie positiv = = Urinzytologie negativ
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Abb. 20: Kaplan-Meier Analyse fur das Auftreten Abb. 21: Kaplan-Meier Analyse fiir das Auftreten
eines Rezidiv. Aufgeteilt nach negativer und einer Progression beim Rezidiv. Aufgeteilt nach
positiver Zytologie (p=0,0002). negativer und positiver Zytologie (p=0,0004).
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In der univariablen Cox-Regressionsanalyse stellte eine auffallige Zytologie zu
Beginn des Nachbeobachtungszeitraums einen signifikanten Risikofaktor
sowohl fur ein ,Rezidiv zum Ende des Follow-Up‘ als auch fir einen ,Progress
beim Rezidivtumor* dar (p=0,0007 und p=0,0008). In einer anschlieRenden
multivariablen  Cox-Regressionsanalyse der signifikantesten klinischen
Einflussparameter bestatigte sich der Einfluss einer auffalligen Zytologie zu
Beginn des Nachbeobachtungszeitraums auf das Rezidiv- und

Progressionsrisiko.

Rezidiv zum Ende des Follow-Up Progress beim Rezidivtumor
95 % 95 %
Parameter Sthi?J“(jHR) Konfidenz- p-Wert :thii“(jHR) Konfidenz- p-Wert
intervall (Cl) intervall (CI)
E;g:%’\t/o'og'e positiv vs. 303 |161574  |0,0007 642 [2152342 |0,0008

Tab. 60: Univariable Cox-Regressionsanalyse fir Rezidiv zum Ende des Follow-Up und
Progression beim Rezidiv. Angabe von Hazard Ratio (HR), 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) und
p-Wert. Statistisch signifikante Werte fett markiert.

Rezidiv zum Ende des Follow-Up Progress beim Rezidivtumor
95 % 95 %
3 Parameter-Analyse gztziir((jHR) Konfidenz- p-Wert :thi?)r?HR) Konfidenz- p-Wert
intervall (CI) intervall (CI)
Urinzytologie positiv vs. 227 |1,18-441  |0,0143 502 |1,63-18,71 |0,0045
negativ
Zeit seit letztem Tumor 346  |172-743  |0,0004 279 |089-1044 |0,0767

<vs. > 6 Monate

Hochster Tumorgrad
bisher High-Risk vs. Low- 0,87 0,46-1,66 0,6724 1,49 0,51-4,88 0,4723
oder Intermediate-Risk

Hazard 95 % Hazard 95 %
2 Parameter-Analyse Ratio (HR) Konfidenz- p-Wert Ratio (HR) Konfidenz- p-Wert
intervall (CI) intervall (CI)
Urinzytologie positiv vs. 227  |1,19-4,37 0,0131 499  |1,62-1859 |0,0046
negativ
Zeit seit [etztem Tumor 370  [1,86-7,89 0,0001 304 |0,9811,38 |0,0537

< vs. > 6 Monate

Tab. 61: Multivariable Cox-Regressions-Analyse fur Rezidiv zum Ende des Follow-Up und Progress
beim Rezidivtumor. Angabe von Hazard Ratio (HR), 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) und p-Wert.
Statistisch signifikante Werte fett markiert.
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3.2.8 Ubersicht aller Auswertungen im Prognostikkollektiv

Die einzelnen Auswertestrategien sind nun noch einmal gemeinsam in ihrer
Wertigkeit in Bezug auf Rezidiv zum Ende des Follow-Up und Progress beim
Rezidivtumor aufgelistet. Die folgenden statistischen Gré3en beziehen sich auf
den Endpunkt Rezidiv oder Progress. So beschreibt die Sensitivitat hier den
Anteil der richtig positiven FISH-Ergebnisse zum Zeitpunkt null aus der Gruppe
der Patienten, die spater tatsachlich ein Rezidiv erhalten, wahrend die Spezifitat
den Anteil der richtig negativen FISH-Ergebnisse aus der Gruppe der Patienten

wiedergibt, die Gber 24 Monate rezidivfrei bleiben werden.

Sensitivitat | Spezifitdt | PPV | NPV | Accuracy

76,9%
74,4%

AUC | p-Wert

Auswertung der FISH Ergebnisse
nach Abbott Molecular
Auswertung der FISH Ergebnisse
nach Bubendorf et al.
Auswertung der FISH Ergebnisse
nach Zellweger et al.

Auswertung der FISH Ergebnisse
nach Fritsche et al.

Auswertung der FISH Ergebnisse
nach Mian et al.

Modifizierte Auswertung der
FISH Ergebnisse

58,9% 67,5% | 46,0%

69,9%
73,5% | 45,0%

64,8% | 0,63

62,3%
67,5%

0,0874
71,1% 63,1%
78,3%

Tab. 62: Tabellarische Ubersicht der Auswerteverfahren im Prognostikkollektiv in Bezug auf
Rezidiv zum Ende des Follow-Up. Aufgeschlusselt nach Sensitivitat, Spezifitat, PPV, NPV, Accuracy und

AUC; griin = im Vergleich der jeweiligen Spalte hohe Werte, rot = im Vergleich der jeweiligen Spalte
niedrige Werte.

0,0642

Auswertung der Urinzytologie

Sensitivitat | Spezifitdt | PPV | NPV |Accuracy | AUC | p-Wert

Auswertung der FISH Ergebnisse
nach Abbott Molecular
Auswertung der FISH Ergebnisse
nach Bubendorf et al.
Auswertung der FISH Ergebnisse
nach Zellweger et al.

Auswertung der FISH Ergebnisse
nach Fritsche et al.

Auswertung der FISH Ergebnisse
nach Mian et al. tjet

Modifizierte Auswertung der 063 | 0.0642
FISH Ergebnisse ’ ’

64,3 62,0 18,0 | 93,1 62,3 0,63 | 0,0617

0,62

0,64

Auswertung der Urinzytologie

Tab. 63: Tabellarische Ubersicht der Auswerteverfahren im Prognostikkollektiv in Bezug auf
Progress beim Rezidivtumor. Aufgeschlisselt nach Sensitivitét, Spezifitat, PPV, NPV, Accuracy und

AUC; griin = im Vergleich der jeweiligen Spalte hohe Werte, rot= im Vergleich der jeweiligen Spalte
niedrige Werte.
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4 Diskussion

4.1  Diagnostik und Prognostik des Harnblasenkarzinoms

Das Harnblasenkarzinom bildet den vierthdufigsten malignen Tumor bei
Mannern in Europa. Seine hohe Inzidenz sowie starke Rezidivheigung machen
eine rigide und kostenintensive Nachbeobachtung nétig und sind ursachlich far
die hochsten Behandlungskosten je Tumorpatient von der Diagnose bis zum
Tod (Botteman et al. 2003; Stenzl et al. 2008).

Die Einteilung eines Harnblasenkarzinoms hangt stark von der Ausbreitung des
Primartumors (T-Stadium) und dessen Differenzierungsgrad (G-Stadium) ab.
Nicht-muskelinvasive Harnblasenkarzinome (Ta, T1) kénnen mittels TUR-B und
intravesikaler Immuno- oder Chemotherapie lokal behandelt werden, gehen
jedoch mit einer hohen Rezidivneigung einher (Sylvester et al. 2006).
Muskelinvasive Harnblasenkarzinome (T2-T4) infiltrieren den Musculus detrusor
vesicae oder benachbarte Strukturen, wodurch die Uberlebensprognose gerade
bei fortgeschrittenen Tumoren stark sinkt. Als Therapie kann diesen Patienten
die radikale Entfernung ihrer Harnblase in kurativer oder teils nur palliativer
Absicht angeboten werden. Weitere Therapiemdglichkeiten umfassen
systemische Chemotherapeutika und Angiogenese-Inhibitoren.

Erstes Anzeichen eines malignen Geschehens der Harnblase ist oftmals die
schmerzlose Makrohamaturie. Allgemeinsymptome zeigen sich erst bei
Fortschreiten der Erkrankung. Im Klinischen Alltag der Primardiagnostik und
Nachsorge des Harnblasenkarzinoms stellt die Zystoskopie den Goldstandard
dar. Ein grundlegender Nachteil ist ihre geringe Sensitivitat bei der Erkennung
flacher Lasionen (Burger et al. 2013b). Zudem handelt es sich um eine teure
und fir den Patienten unangenehme, da invasive Mal3hahme (Yeo et al. 2013).
In Kombination oder als Ergdnzung zur Zystoskopie kommt regelmaldig die
Urinzytologie als nicht-invasives Diagnostikum zur Anwendung. Mit diesem
Verfahren lassen sich jedoch Low-Grade Tumoren nicht ausreichend
zuverlassig detektieren (Babjuk et al. 2015). Zur besseren Beurteilung der
Prognose und Risikostratifizierung der Erkrankung tragen verschiedene

Prognoseindices bei.
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In der Zusammenschau spiegeln diese Methoden jedoch den jeweiligen
klinischen Verlauf nur unzureichend wider. Betroffene Patienten sowie
behandelnde Arzte wiirden von einem zuverlassigen nicht-invasiven Parameter
profitieren, der ihnen sowohl Aussagen Uber das aktuelle Stadium und die
Aggressivitat als auch uber den Verlauf und die Prognose der Erkrankung
geben kann. Die bekanntesten nicht-invasiven Urinmarker sind BTA stat, BTA
TRAK, NMP-22, ImmunoCyt/uCyt+™ und UroVysion™ (FISH), aber auch neue
Urinmarker wie BLCA-4, HAHAase oder UBC zeigen erste erfolgversprechende
Ergebnisse. Einen besonderen Stellenwert hat die Multitarget-Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung in Form des UroVysion™-Tests, die durch fluoreszenz-
markierte DNA-Sonden komplementére Zielsequenzen in abgeschilferten
Urothelzellen im Patientenurin nachweisen kann. Durch visuelle Auswertung
wird die Ploidie der Zellkerne bestimmt und der Befund anhand differentieller
Auswertekonzepte ermittelt. Mit dieser Methode scheint es sogar maoglich, ein
Tumorgeschehen zu einem Zeitpunkt nachzuweisen, an dem noch kein
makroskopischer Befund in der Zystoskopie sichtbar ist (Yoder et al. 2007;
Gofrit et al. 2008; Schlomer et al. 2010). Zudem kénnen damit vor allem
High-Risk Karzinome und CIS mit Sensitivitdten und Spezifititen von bis zu
96 % zuverlassig erkannt werden (Bubendorf et al. 2001; Mian et al. 2003;
Fritsche et al. 2010). Obwohl die Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
bereits seit langerer Zeit im klinischen Alltag der Diagnostik und Prognostik des
Harnblasenkarzinoms etabliert ist, kann sie bisher noch nicht mit den
Ergebnissen der klassischen Zystoskopie und Urinzytologie konkurrieren (Tilki
et al. 2011). Viele ihrer Auswertekonzepte wurden an gemischten Populationen
mit Anteilen von Primar- und Rezidivdiagnostikpatienten erstellt und besitzen
daher ganz eigene Charakteristika. Durch den fehlenden Konsens einer
einheitlichen Auswertung dieser Methode entstehen dartber hinaus sehr
inhomogene Testergebnisse (Maffezzini et al. 2010). Diese Inhomogenitat
erschwert die weltweite Vergleichbarkeit von FISH-Befunden sowie die

anschlieBende Bestimmung individueller Prognosen und Rezidivrisiken.
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Besonders bezuglich ihrer Wertigkeit in der jeweiligen klinischen Situation
unterscheiden sich die in dieser Arbeit behandelten Auswertekriterien der
Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung deutlich.

Nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick der haufigsten bisher in der Literatur

angewandten Auswertestrategien.

ﬁ::;]/vertung Autor Jahr | Proben (n) | Sensitivitat | Spezifitat | PPV NPV
Halling et al. 2000 242 84,2% 91,8% - -
Placer et al. 2002 80 80,4% 85,3% 88,1% | 76,3%
Halling et al.
Skacel et al. 2003 120 85,0% 97,0% - -
Marin-Aguilera etal. | 2007 112 76,0% 94,7% - -
Sarosdy et al. 2002 448 71,0% 65,8% 53,0% | 80,6%
Friedrich et al. 2003 101 68,0% 89,0% 84,0% | 78,0%
Abbott Laudadio et al. 2005 258 73,0% 75,0% - -
Molecular — Kang et al. 2006 62| 89,4% 933% | 97,7% | 73,7%
UroVysion™
Bladder Cancer | Sarosdy et al. 2006 473 69,0% 79,0% 31,0% | 95,0%
Kit Junker et al. 2006 121 60,0% 82,6% - -
Moonen et al. 2007 103 39,1% 89,7% - -
Gudijénsson at al. 2008 158 30,0% 95,0% 71,0% -
Bubendorf et Bubendorf et al. 2001 117 71,0% 96,0% 98,0% | 86,0%
al. Mian et al. 2003 63 96,4% 46,4% 67,5% | 93,7%
Zellweger et al. | Zellweger et al. 2006 138 - - 71,0% | 79,0%
Fritsche et al. Fritsche et al. 2010 210 95,0% 93,0% 76,0% | 99,0%
Modifizierte Modifizierte 2015 1048 70,0% 82.6% 53.7% | 90.5%
Auswertung Auswertung

Tab. 64: Historische Ubersicht der Auswertestrategien von FISH-Befunden. Aufgelistet sind
Originalarbeiten (fett markiert) sowie weitere Autoren, die sich dieser Methoden bedienten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, erstmals die in der Literatur
beschriebenen Auswertekonzepte an einem Kollektiv von 1048 Patienten der
Klinik fir Urologie des Universitatsklinikums Tibingen anhand ihrer klinischen
Wertigkeit in Diagnostik und Prognostik des Harnblasenkarzinoms zu
evaluieren und durch eine im Rahmen der Arbeit erstellte ,modifizierte

Auswertestrategie‘ zu erganzen.
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4.2  Eigenschaften der Patientenkollektive

Zur Erhebung der Daten der vorliegenden Arbeit wurden im Diagnostikkollektiv
1048 Patienten und im Prognostikkollektiv 122 Patienten berlcksichtigt. Das
durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der Probenentnahme lag in beiden
Kollektiven im Median bei 67-69 Jahren, das Geschlechterverhéltnis der
Manner : Frauen betrug in etwa 5:1. Diese Ergebnisse entsprechen der Alters-
und Geschlechterverteilung weltweiter epidemiologischer Studien zum
Harnblasenkarzinom (Ferlay et al. 2013b). Bereits zum Zeitpunkt der
Urinabnahme wurde in der parallelen Zystoskopie bei 21,8 % aller Patienten
des Diagnostikkollektivs ein malignes Harnblasenkarzinom histologisch
gesichert, wobei 78,1 % der Befunde als nicht-muskelinvasive Harnblasen-
karzinome (Ta,T1) und nur 13,6 % als muskelinvasiv eingruppiert werden
konnten. Im histopathologischen Grading verteilten sich diese Tumoren jeweils
zu etwa einem Drittel auf die Kategorien G1, G2 und zu etwa 20 % auf G3. Die
Pravalenz im Diagnostikkollektiv spiegelt in keiner Weise die Epidemiologie des
Harnblasenkarzinoms in der Allgemeinbevolkerung wider. Bei den
eingeschlossenen Patienten der Klinik fir Urologie des Universitatsklinikums
Tldbingen handelte es sich um ein von Grund auf selektiertes Kollektiv und nicht
um eine standardisierte und randomnisierte Studiengruppe. Der Anteil der nicht-
muskelinvasiven Befunde in der Kohorte stimmt jedoch mit Werten in der
Literatur tGberein (Burger et al. 2013a).

Entsprechend der Einschlusskriterien wiesen alle 122 Patienten des Prognostik-
kollektivs bereits ein Harnblasenkarzinom in der Anamnese auf. Dabei handelte
es sich ausschliel3lich um nicht-muskelinvasive Tumorstadien (Ta, T1, CIS),
wodurch die Rezidivrate und Progression der Erkrankung besser beurteilbar
und mit bestehender Literatur vergleichbar wurde. Das Follow-Up begann mit
dem FISH-Befund parallel zur ersten negativen Zystoskopie nach erfolgreicher
Behandlung eines vorausgegangenen nicht-muskelinvasiven Harnblasen-
karzinoms. Die Nachbeobachtungszeit des Prognostikkollektivs endete mit dem
Zeitpunkt einer Rezidivdiagnose oder nach Ablauf von 24 Monaten rezidivfrei.
Im Median wurden alle Patienten 24 Monate nachbeobachtet. Etwa ein Drittel

der Patienten entwickelte im Verlauf des Nachbeobachtungszeitraums einen



100 Diskussion

Rezidivtumor, wobei ein Grof3teil dieser Rezidive der Gruppe der nicht-
muskelinvasiven Harnblasenkarzinome (Ta,T1) zuzuordnen war. Die Zeit bis
zum Auftreten eines Rezidivs betrug im Median 12 Monate. In 14 Fallen
entwickelte sich im Median nach 12,5 Monaten beim Rezidivtumor ein hoheres
T- oder G-Tumorstadium und damit eine Progression. Den kompletten Nach-
beobachtungszeitraum von 24 Monaten Uberlebten im Prognostikkollektiv

66,9 % bzw. 86,6 % der Patienten rezidiv- bzw. progressionsfrei.

4.2.1 Analyse chromosomaler Veranderungen der Kollektive

Im Erbgut der Zellen eines Harnblasenkarzinoms konnten in den letzten
Jahrzehnten mittels zytogenetischer Analyse komplexe chromosomale
Verdanderungen entdeckt werden. Der Verlust von DNA-Information am
p-Schenkel des Chromosom 9 stellte sich bereits in frihen Tumorstadien als
pathogenetisch entscheidender Faktor dar (Richter et al. 1998; Hoglund et al.
2001; Hoglund 2012). Auf Grundlage dieser Studien wurde fur den Lokus 9p21
ein Farbsignal in das allgemeingebrauchliche Urovysion™-Kit integriert. Die
Vermehrung der Chromosomen 3, 7 und 17 wiesen in Kombination am
sensitivsten ein Tumorgeschehen nach, weshalb auch diese Sonden Grundlage
des Urovysion™-Kit wurden (Sauter et al. 1997; Sokolova et al. 2000). Diese
Ergebnisse decken sich nur teilweise mit den in der vorliegenden Arbeit
gewonnenen Erkenntnissen.

Im Diagnostikkollektiv zeigten die Chromosomen 3, 7 und 17 eine signifikante
Vermehrung im Falle einer positiven parallelen Histologie und damit eines
Tumorgeschehens — bei Chromosom 7 mit der hdochsten AUC von 0,76 —
wahrend ein Verlust des Lokus 9p21 nicht gehauft auftrat (p<0,001). Lediglich
der relative Verlust des Lokus 9p21 nach Zellweger et al. war im Falle einer
positiven parallelen Histologie signifikant erhéht (p<0,001).

Im Prognostikkollektiv waren in der Gruppe der Patienten mit Rezidiv zum Ende
des Follow-Up bzw. Progress im Rezidivfall die Chromosomen 3, 7 und 17
signifikant vermehrt (p=0,001-0,012). Auch eine geh&ufte Aberration des
Lokus 9p21 konnte nachgewiesen werden (p=0,016 bzw. p=0,028). Analog zum
Diagnostikkollektiv konnte beim Progress im Rezidivfall ebenso ein signifikant

erhohter relativer Verlust des Lokus 9p21 nachgewiesen werden (p=0,002).
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Ahnliche Beobachtungen stellten bereits andere Arbeitsgruppen an (Fritsche et
al. 2010; Kohler et al. 2014). Grund fir diese uneinheitlichen Ergebnisse kénnte
auch das schwache Signal des Lokus 9p21 im Urovysion™-Kit sein, das sich
teilweise schlecht vom Hintergrund der Probe abhebt. Zudem ist weiterhin
ungeklart, ob der Verlust des Lokus 9p21 bei niedriggradigen Ta- und
T1-Tumoren oder bei héhergradigen Tumoren (2T2) sowie CIS vermehrt auftritt
(Knowles 2008).

Sowohl im Diagnostik-, als auch im Prognostikkollektiv waren tetraploide
Zellkerne groftenteils nicht nachweisbar. Tetraploide Zellen in FISH-Befunden
aus Spulurin sind jedoch nichts Ungewoéhnliches. Vor allem reaktive
Urothelzellen nach Blasenirritationen (z.B. durch einen Harnwegsinfekt) sind
haufig tetraploid (Bushman et al. 1994; Bubendorf et al. 2001). Diese Zellen
werden durch den Spiilvorgang abgeschilfert und treten dadurch im Befund
vermehrt auf (Zellweger et al. 2006). Es wird daher mittlerweile empfohlen,
tetraploide Zellkerne bei der Beurteilung von FISH-Befunden auszuschliel3en,
um so die Rate der falsch-positiven Ergebnisse gering zu halten (Moatamed et
al. 2013).

4.3 Die Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung in der
Diagnostik des Harnblasenkarzinoms

In der Primardiagnostik des Harnblasenkarzinoms ist die Multitarget-
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung bereits etabliert und kann potentiell zu einem

zeitnahen und korrekten Befund beitragen.

Die vom Hersteller Abbott Molecular empfohlene Auswertestrategie ergab im
Diagnostikkollektiv mit der Literatur vergleichbare Ergebnisse bezogen auf die
Sensitivitat und Spezifitat (72% und 70% zu 71% und 66 % in der
Originalarbeit) (Sarosdy et al. 2002). Der positiv pradiktive Wert schnitt im
Vergleich schlechter (39 % zu 53 % in der Originalarbeit), der negativ pradiktive
Wert und die Accuracy im Vergleich zur Originalarbeit wieder besser ab
(90 % und 70 % zu 81 % und 68 %). Vermutlich beeinflusste auch die hohe
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Anzahl an nicht-muskelinvasiven Tumoren der vorliegenden Kohorte die
Sensitivitat und Spezifitdit dieser Auswertung negativ. In der reinen
Primardiagnostik stieg der NPV sogar auf 93 % und die Spezifitdit sowie die
Accuracy auf 74 %. Mit dieser Methode kdnnten somit vor allem im ambulanten
Bereich falsch-positive Diagnosen und dadurch entstehende Folgekosten

vermieden werden.

Eine Variante dieser Auswertestrategie nach Bubendorf et al. zeigte in unserem
Kollektiv im Vergleich zur Originalarbeit (Bubendorf et al. 2001) eine
verminderte Spezifitat (63 % zu 96 %) und einen deutlich geringeren PPV (37 %
zu 98 %), jedoch eine leicht hohere Sensitivitdt (77 % zu 71 %) und einen
hoéheren NPV (91 % zu 86 %). Die Sensitivitdt und der PPV waren im Rahmen
der reinen Rezidivdiagnostik noch minimal besser (79 % zu 77 % und 42 % zu
37 % im Gesamtkollektiv), allerdings auf Kosten der bis dahin hohen Spezifitat
(55 % zu 63 %). Eine Arbeit von Mian et al. bediente sich ebenfalls dieser
Auswertestrategie und hatte dabei mit der vorliegenden Abeit vergleichbar hohe
Verluste der Spezifitat und des PPV gegenuber der Originalarbeit zu
verzeichnen (Mian et al. 2003). In unserem Kollektiv lieferte die Variante nach
Bubendorf et al. im direkten Vergleich zur Auswertestrategie von Abbott
Molecular in der Primardiagnostik Ubereinstimmende, in der Rezidivdiagnostik
bessere Ergebnisse. Nach dieser Strategie waren noch 4 tetraploide Zellkerne
bei einer negativen Probe zuldssig, um so den gehauft vorkommenden
tetraploiden Zellkernen und deren geringem pathogenetischen Einfluss
entgegenzuwirken (Bubendorf et al. 2001). Die dezidierte Vermehrung
tetraploider Zellkerne trotz negativer Histologie konnte in der vorliegenden
Arbeit nicht Dbestatigt werden. Die Analyse der chromosomalen
Zellkernveranderungen ergab im Median weder bei positiver noch bei negativer
Tumorhistologie tetraploide Zellkerne, wobei sich dieses Ergebnis als nicht

signifikant darstellte (p=0,1).
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Die Auswertestrategie nach Zellweger et al. wurde urspriinglich zur
Verbesserung der klinischen Wertigkeit der FISH-Diagnostik in der Nachsorge
des Harnblasenkarzinoms entwickelt. Dabei erhéhte sich die zulassige Anzahl
der tetraploiden Zellkerne sogar auf 10 fur einen negativen Testbefund. Zudem
wurde der absolute und relative Verlust des Lokus 9p21 in den Fokus geruckt
(Zellweger et al. 2006). Grundlage bildet die Theorie einer frihzeitigen
Aberration des Lokus 9p21 in den Tumorzellen des Harnblasenkarzinoms
(Tsukamoto et al. 2002). Der Verlust des Lokus 9p21 stellte sich dagegen in der
vorliegenden Arbeit uneinheitlich dar. Wahrend sich die Anzahl der Zellkerne
mit homo- und heterozygoten Verlust des Lokus 9p21 bei Patienten mit
positiver oder negativer Tumorhistologie nicht unterschied, so gab es doch eine
signifikante Differenz in der Anzahl der Zellkerne mit relativem Verlust des
Lokus 9p21 nach Zellweger et al. (3 Zellkerne im Median bei positiver vs. 1
Zellkern im Median bei negativer Tumorhistologie). In der Originalarbeit
entstand durch diese Art der Auswertung ein relativ hoher PPV und NPV von
71 % und 79 % gegenuber 47 % und 90 % fir den PPV und NPV nach dieser
Strategie im Diagnostikkollektiv. Im Vergleich zur Auswertung des Herstellers
Abbott Molecular ergaben sich jedoch eine deutlich héhere Spezifitat (79 % zu
69 % bei Abbott Molecular), ein groRerer PPV (47 % zu 39 % bei Abbott
Molecular), ein vergleichbarer NPV und eine hdhere Accuracy (77 % zu 70 %
bei Abbott Molecular).

Die Auswertestrategie von Fritsche et al. aus dem Jahre 2010 diente priméar zur
Nachsorge nicht-muskelinvasiver High-Risk Harnblasenkarzinome und CIS
(Fritsche et al. 2010). Es handelt sich dabei um eine Mischung der Auswerte-
konzepte von Zellweger et al. und denen des Herstellers Abbott Molecular. Sie
erreichte im Rahmen der Originalarbeit im Vergleich zu den Werten der
vorliegenden Arbeit eine deutlich hdhere Sensitivitat und Spezifitat (95 % und
93 % zu 58 % und 85 % in der vorliegenden Arbeit) sowie einen besseren PPV
und NPV (76 % und 99 % zu 52 % und 88 % in der vorliegenden Arbeit).
Obwohl diese Art der Auswertung von FISH-Befunden zur Nachsorge des Harn-

blasenkarzinoms entwickelt wurde, zeigte sie im Diagnostikkollektiv in der
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reinen Primardiagnostik im Vergleich zur reinen Rezidivdiagnostik eine deutlich
verbesserte Leistung mit einer Spezifitat, einem NPV und einer Accuracy von
91 %, 91 % und 85 % statt nur 75 %, 82 % und 71 %. Die Sensitivitdt und der
PPV entsprachen in Primér- und Rezidivdiagnostik etwa einander (55 % und
54 % zu 61 % und 50 %). Gegenuber der Auswertestrategie des Herstellers
Abbott Molecular konnte diese neue Herangehensweise nach Fritsche et al. im
Diagnostikkollektiv eine gesteigerte Spezifitat, PPV und Accuracy aufweisen
(85 %, 52 % und 79 % zu 69 %, 40 % und 70 % bei Abbott Molecular), worunter
jedoch die Sensitivitat litt (58 % zu 72 % bei Abbott Molecular).

Im Rahmen der Datenerhebung dieser Arbeit konnte im Diagnostikkollektiv
weder der UbermaRige Verlust des Lokus 9p21 noch das Vorkommen vieler
tetraploider Zellkerne bei positiver Tumorhistologie bestétigt werden. Folglich
wurde eine stark vereinfachte modifizierte Auswertestrategie entwickelt, die sich
auf chromosomale Aberrationen der Chromosomen 3, 7 und 17 beschrénkte.
Durch diese Anpassung wurden die FISH-Befunde leichter auswertbar und fur
den klinischen Alltag zeit- und ressourcensparend handhabbar. In Primé&r- und
Rezidivdiagnostik zeigten sich dabei mit bestehenden Auswertemethoden
konkurrenzfahige Ergebnisse. Gegenliber der Auswertung nach Abbott
Molecular bot diese neue Methode im Diagnostikkollektiv eine deutlich erhdhte
Spezifitat, PPV und Accuracy (81 %, 49 % und 77 % zu 69 %, 40 % und 70 %
bei Abbott Molecular) bei vergleichbaren Werten beim NPV (89 % zu 90 %) und
verminderten Werten in der Sensitivitat (64 % zu 72 % bei Abbott Molecular).

Mithilfe des allgemein gebrauchlichen Urovysion™-Kit konnen bevorzugt High-
Grade Karzinome und CIS entdeckt werden (Moonen et al. 2007; Edge et al.
2010). Diese Methode leidet allerdings an einer bisher geringen Sensitivitat bei
der Erkennung von Low-Grade Karzinomen (Lokeshwar et al. 2005). Da das
Diagnostikkollektiv zu knapp zwei Dritteln aus niedriggradigen Ta/G1l oder
G2-Tumoren bestand, ergab sich eine oftmals geringere Sensitivitat der
Auswertestrategien im Vergleich zur Originalliteratur (Gudjonsson et al. 2008).

Auch der PPV aller Auswertestrategien in der vorliegenden Arbeit lag mit
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Werten zwischen 35 % und 55 % deutlich unter den Angaben der Literatur. Ein
Grund dafir kénnte die eher niedrige Spezifitat der Auswertestrategien im
Diagnostikkollektiv sein. Die Spezifitdt hat auf den PPV generell einen groR3eren
Einfluss als die Sensitivitat (Gordis 2008). Dartber hinaus hangt der PPV stark
von der hohen Anzahl nicht-muskelinvasiver Karzinome sowie der Erkrankungs-
haufigkeit innerhalb der vorliegenden Kohorte ab. Je hoher die Pravalenz einer
Krankheit innerhalb eines Kollektivs, desto hoher der PPV. Bei einer
bestehenden Prévalenz von 21,8 % und einer durchschnittlichen Sensitivitat
und Spezifitdt aller Auswertestrategien von 68 % und 75 % im Diagnostik-
kollektiv erreichte der PPV nur einen mittleren Wert von 45 %. Selbst wenn die
Sensitivitat und Spezifitat Werte von 99 % und 95 % erreichen wirden, kénnte

der PPV bei gleichbleibender Pravalenz nie gré3er als 85 % werden.

In der Zusammenschau aller Ergebnisse des Diagnostikkollektivs zeigte die
Auswertung des Herstellers Abbott Molecular in Primér- und Rezidivdiagnostik
konstant hohe Werte. In der reinen Primérdiagnostik wird jedoch eine Methode
mit moglichst hoher Spezifitat und hohem PPV favorisiert (Goebell et al. 2008).
Diese Vorgaben konnten von den hier besprochenen Auswertestrategien die
Auswertung nach Fritsche et al. sowie die modifizierte Auswertung dieser Arbeit
am besten erfillen. Mit einer Spezifitat von 91 % bzw. 86 % und einem PPV
von jeweils um die 50 % hielten sie die Rate der falsch-positiven

Primardiagnosen gering.

In der Nachsorge und Rezidivdiagnostik des Harnblasenkarzinoms sollten
hingegen nach Madoglichkeit die Anzahl der falsch-negativen Ergebnisse
moglichst niedrig gehalten werden, um frihzeitig ein Rezidivgeschehen
aufzudecken. Daher wird hier eine hohe Sensitivitat und ein hoher NPV
bevorzugt (Lokeshwar et al. 2005). Bei diesen Werten lieferte die modifizierte
Auswertung mittelmafige, mit der Auswertung nach Abbott Molecular
vergleichbare Ergebnisse (Sensitivitdt 66 %, NPV 84 %, Accuracy 70 %). Mit
Werten von 79 % und 86 % fir die Sensitivitat und den NPV erbrachte die
Auswertestrategie nach Bubendorf et al. in der reinen Rezidivdiagnostik die

beste Leistung, jedoch mit einer deutlich verminderten Accuracy von nur 62 %.
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4.4  Die Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung in der
Prognostik des nicht-muskelinvasiven Harnblasen-

karzinoms

Die Diagnose eines nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms geht
unabhangig von seinem histopathologischen Grading stets mit einem hohen
Rezidiv- und Progressionsrisiko einher. Ziel der vorliegenden Arbeit war im
Prognostikkollektiv die externe Validierung differentieller Auswertekonzepte der
Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ertsmals auch zur objektiven
Einschatzung der individuellen Prognose eines Patienten und somit zur
Reduzierung der kostenintensiven und invasiven Folgezystoskopien in der
Nachsorge des nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms (Gudjonsson et al.
2008). Im Besonderen wurde die vorliegende Arbeit auch der Fragestellung
gerecht, ob es tatsachlich ausreicht, das Ergebnis einer FISH-Untersuchung
allein mit dem Ergebnis einer parallelen Zystoskopie zu vergleichen und
welcher diagnostische Weg im Falle eines positiven FISH-Befundes bei
negativer paralleler Zystoskopie eingeschlagen werden sollte. Im Studiendesign
dieser Arbeit war die Zystoskopie zu Beginn des Nachbeobachtungszeitraums
definitionsgemal negativ wahrend das Ergebnis der FISH-Untersuchung je
nach Auswertestrategie dennoch positiv ausfallen konnte. Diese Eigenschaft
wird als ,anticipatory positivity’ bezeichnet, eine Art vorausschauender Blick in
die Zukunft (Sarosdy et al. 2002). Dieser Effekt wurde durch PPVs von 41,9 %
(bei Zellweger et al.) bis 46 % (bei Abbott Molecular) sichtbar. Eine negative
Zystoskopie in der Nachsorge des Harnblasenkarzinoms kann daher nicht mit
absoluter Sicherheit ein Rezidivgeschehen ausschlieRen und im Falle eines
positiven FISH-Befundes bei negativer Zystoskopie ware zumindest eine
erhohte Wachsamkeit angebracht (Kim et al. 2014).

Die Ergebnisse von FISH-Untersuchungen wurden bisher nur in wenigen
Studien als prognostischer Marker in der Rezidivdiagnostik des Harnblasen-
karzinoms angewandt. Dabei ergaben sich nach therapierter Grunderkrankung
selbst im Falle einer negativen Zystoskopie ohne klinische Anzeichen bei allein
positivem FISH-Befund Rezidivraten zwischen 39 % und 69,5 % (Sarosdy et al.
2002; Zellweger et al. 2006; Yoder et al. 2007; Gofrit et al. 2008). Zudem kam
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es bei 50 % -73 % der Patienten zu einem Progress im Vergleich zum
Primartumor (van Rhijn et al. 2009b; Maffezzini et al. 2010). Die in der Literatur
beschriebene durchschnittliche Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs von
8-30 Monaten (Mian et al. 2006a; Gofrit et al. 2008) deckte sich mit den
12 Monaten im Median im Prognostikkollektiv wohingegen eine durch-
schnittliche Zeit bis zum Auftreten eines Progresses im Rezidivfall in der
vorliegenden Arbeit von 12,5 Monaten deutlich unterhalb der in der Literatur
beschriebenen 35 Monate lag (Matsuyama et al. 2014).

Zur besseren Risikostratifizierung werden die Patienten im klinischen Alltag
mithilfe der Risiko-Tabellen der EORTC unterteilt (Sylvester et al. 2006). Diese
Klassifizierung kann jedoch nur bedingt das individuelle Risiko des einzelnen
Patienten wiedergeben. Eine verbesserte Risikostratifizierung ware daher
dringend notig.

In der Literatur finden sich oftmals Risikofaktoren wie Alter und Geschlecht der
Patienten, Tumorgrad, -gréf3e, -anzahl sowie jeweilige Therapieansatze (Lodde
et al. 2014a). Im Rahmen von univariablen und multivariablen Cox-
Regressionsanalysen wurden in der vorliegenden Arbeit vorrangig Faktoren
analysiert, die als Bestandteil des EORTC-Risiko-Score einen Einfluss auf das
Rezidiv- und Progressionsrisiko haben (Sylvester et al. 2006). So wurden
samtliche G3-, CIS- und =T1-Tumoren als High-Risk Tumoren eingestuft,
wahrend die Entitdten der Low- und Intermediate-Risk Tumoren als
Referenzgruppe verwendet wurden.

Da allein die erste negative Zystoskopie nach Tumorbehandlung den Startpunkt
der Nachbeobachtung definierte, war die Zeit seit dem letzten Tumor vor
Studienbeginn nicht fur alle Patienten identisch. Folglich fielen die Zeitpunkte,
zu denen die FISH-Proben abgenommen wurden, sehr heterogen aus. Um
dennoch den Einfluss der Zeit seit dem letzten Tumorgeschehen zu bestatigen,
floss diese als Faktor in die Regressionsanalyen mit ein. Hierbei ergab sich bei
einer Zeitspanne von < 6 Monaten seit der letzten Tumordiagnose sowohl in der
univariablen als auch in der multivariablen Analyse unabhangig vom Grad des
letzten Tumors und der jeweiligen Auswertestrategie der FISH-Befunde mit

hoher Signifikanz ein bis zu 4-fach erhodhtes Risiko fur ein Rezidiv im Verlauf
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des Follow-Up sowie ein Progress im Rezidivfall. Damit bestatigt sich der
aul3erordentliche Einfluss der Zeitspanne zwischen dem Datum der letzten
Tumordiagnose und dem Zeitpunkt der Probenabnahme auf die Interpretation

der FISH-Ergebnisse und damit das weitere Nachsorgeregime.

Die Auswirkungen eines Verlustes von Lokus 9p21 auf das Rezidivrisiko des
nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms wurden bereits vielfach diskutiert.
Der Lokus 9p21 enthélt das p16 Gen, das seinerseits in den korrekten Ablauf
des Zellzyklus eingebunden ist. Eine Fehlfunktion dieses Proteins kann zu
einem ungeregelten Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus und damit zur
Tumorgenese fliihren (Matsuyama et al. 2014). Schon 2002 wurde die pradiktive
Wertigkeit eines homozygoten Verlusts des Lokus 9p21 geschildert (Tsukamoto
et al. 2002). Zellweger et al. beschrieb im Jahr 2006 einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Verlust von Lokus 9p21 und einem erh6hten
Rezidivrisiko (Zellweger et al. 2006). Kawauchi et al. pragte 2009 erstmals den
Begriff des ,9p21-Index’ zur besseren Risikostratifizierung eines Rezidivs
(Kawauchi et al. 2009). Bei all diesen Studien tauchte fiir einen positiven FISH-
Befund wiederholt ein Wert von >12 Zellkernen (Abbott Molecular Inc. 2012)
oder >12 % von 100 Zellkernen auf (Matsuyama et al. 2014). Auf dieser
Grundlage wurde der Einfluss dieses Faktors auf das Rezidivgeschehen und
das Risiko einer Progression im Rahmen einer univariablen Regressions-
analyse Uberpruft. Auf ein Rezidiv zum Ende des Follow-Up ergab sich dabei
eine signifikante (p=0,015) Risikosteigerung um das 12-fache. Beim Progress
im Rezidivfall zeigte diese chromosomale Aberration eine auffallige (p=0,057)
Risikosteigerung um das 17-fache. Anhand dieser und der Ergebnisse des
Diagnostikkollektivs konnte der in der Literatur vielfach beschriebene Einfluss
des Lokus 9p21 im Rahmen der Erstdiagnostik eines Harnblasenkarzinoms
nicht bestatigt werden, durchaus aber auf das Rezidiv- und Progressionsrisiko
eines Patienten mit vorbestehendem nicht-muskelinvasiven Harnblasen-
karzinom. Somit konnte der Verlust des Lokus 9p21 ein wesentlicher

Bestandteil zukilnftiger Auswertestrategien in Bezug auf die Beurteilung des
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Rezidiv- und Progressionsrisikos eines Patienten bleiben oder sogar noch an

Bedeutung gewinnen.

Die verschiedenen Auswertekonzepte und Interpretationen des UroVysion™-
Tests unterscheiden sich stark in ihrer prognostischen Wertigkeit in der
Nachsorge des nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms.

Im Rahmen der univariablen Regressionsanalysen ergab sich durch einen
positiven FISH-Befund nach Abbott Molecular bei negativer paralleler
Zystoskopie ein signifikant erhohtes Risiko sowohl fur ein Rezidiv zum Ende
des Follow-Up, als auch fur einen Progress im Rezidivfall Die
Auswertestrategie nach Bubendorf zeigte allein ein signifikant erhdhtes Risiko
fur ein Rezidiv zum Ende des Follow-Up, die Auswertestrategie nach Fritsche et
al. allein ein signifikant erhdhtes Risiko fir einen Progress des Tumors im
Rezidivfall. Bemerkenswerterweise lagen die Testdurchfihrung und die
Entwicklung des Rezidivtumors bis zu 24 Monate auseinander. Diese Tatsache
bestatigt vorherige Arbeiten, die darauf hindeuten, dass der UroVysion™-Test
pramaligne Veranderungen im Urothel der Harnblase nachweisen kann, obwohl
diese noch nicht makroskopisch in der Zystoskopie sichtbar sind. Die meisten
dieser Arbeiten beschrieben die Korrelation zwischen einem positiven FISH-
Befund des UroVysion™-Tests und einem erhohten Rezidivrisiko, aber nur
wenige konnten bisher auch einen Zusammenhang zu einem erhéhten

Progressionsrisiko nachweisen (Riesz et al. 2007; Seideman et al. 2015).

Die Auswertestrategie nach Abbott Molecular bot im Prognostikkollektiv das
beste Konzept, um zuverlassig ein Rezidivgeschehen auszuschliel3en, ohne
viele falsch-negative Diagnosen zu stellen. Das 24 Monate rezidiv- und
progressionsfreie Uberleben lag bei dieser Strategie im Falle eines negativen
FISH-Befundes zu Beginn des Nachbeobachtungszeitraums mit 77 % und 92 %
am hochsten. Ein Grund dafur konnte der hohe Stellenwert des Lokus 9p21
dieser Auswertestrategie sein, da sich der Verlust des Lokus 9p21 im Rahmen
der univariablen Regressionsanalyse wie oben beschrieben ebenfalls als

unabhangiger Risikofaktor fur ein Rezidivgeschehen herausgestellt hat.
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Die modifizierte Auswertung dieser Arbeit lag in Bezug auf das 24 Monate
rezidiv- und progressionsfreie Uberleben mit 73 % und 92 % im Falle eines
negativen FISH-Befundes zu Beginn des Nachbeobachtungszeitraums nur im
Mittelfeld.

Ahnliche Werte erzielte auch die Auswertung des UroVysion™-Tests nach Mian
et al. Die in der Originalarbeit und weiteren Studien beschriebene Sub-
klassifikation durch ,molekulares Grading‘ konnte in der vorliegenden Arbeit
nicht angewandt werden (Pycha et al. 2004; Mian et al. 2006a; Lodde et al.
2014a). Obwohl durch die Auswertung nach Mian et al. aufgrund des
geringeren Cut-Off-Wertes im Vergleich zu Bubendorf et al. weniger positive
Befunde anfielen, so wiesen diese jedoch alle Aberrationen der Chromosomen
7 oder 17 auf und wurden somit in die Klasse der High-mG-FISH eingestuft. Der
Klasse der Low-mG-FISH konnte kein positiver Befund zugeordnet werden.
Ahnliche Schwierigkeiten mit dieser Subklassifikation sind in der Literatur
beschriebenen. Als Grund wird die Zuordnung der Zellkerne mit Aneuploidie
des Chrosomoms 3 zur Gruppe der Low-mG-FISH genannt (Matsuyama et al.
2014). Ob diese Unterteilung somit im klinischen Alltag Verwendung finden
kann und im Besonderen in der Nachsorge der Intermediate-Risk Tumoren
einen klaren Nutzen bringt, sollte in einer gréReren Kohorte Uberprift werden.

Fur die nahe Zukunft ist eine genauere molekulare Analyse der Zell-
verdnderungen im Harnblasenkarzinom no6tig. So konnen die aktuell
gebrauchlichen Gensonden reevaluiert sowie der Einfluss weiterer
chromosomaler Aberrationen beurteilt und diese gegebenenfalls im klinischen
Alltag in die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung eingebunden werden (Hoglund
2012; Lodde et al. 2014b).

Aus den beschriebenen Ergebnissen lassen sich vereinfacht mehrere
diagnostische Wege anhand des parallelen Zystoskopie- und Urinzytologie-
befundes erdrtern: Bei einer positiven Zystoskopie und Urinzytologie bieten die
Ergebnisse der Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung bislang keinen

zusatzlichen Erkenntnisgewinn. Sind bei einer Nachsorgezystoskopie allerdings
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nur unklare Lasionen sichtbar, so kann das Ergebnis der FISH-Untersuchung
Gewissheit bringen und unnétige Resektionen verhindern (Lotan et al. 2008a).

Bei negativer bzw. unklarer Zystoskopie und negativer Urinzytologie sollte
jedoch bei positivem parallelen FISH-Befund eine Probenentnahme aus der
Harnblase und die Evaluation der oberen Harnwege in Betracht gezogen
werden (Lotan et al. 2008a). In der Theorie schlie3t somit eine negative
Zystoskopie noch kein beginnendes Rezidivgeschehen aus und ein auffalliger
FISH-Befund ist noch kein Beweis dafir. Er kann vielmehr auf frei flottierende
Tumorvorlauferzellen hindeuten, die das Potential besitzen, sich im Laufe der
Zeit zu Harnblasenkarzinomzellen weiterzuentwickeln. Wann und wie viele
dieser Zellen eine solche Transformation durchlaufen, ist schwer vorhersagbar.
Die Wahrscheinlichkeit fur einen Patienten mit einem Low-Risk Tumor in der
Anamnese und derzeit negativem Zystoskopie- und FISH-Befund, an einem
Harnblasenkarzinom zu leiden, ist &ufRerst gering (Nguyen et al. 2009). Bei
dieser Konstellation sind demnach aktuell keine Tumorvorlauferzellen im
harnleitenden System nachweisbar. Auch das Risiko dieses Patienten, im
kommenden Jahr ein Rezidiv zu entwickeln ist gering. Daher kann es in diesem
Fall sinnvoll sein, die Nachsorgeintervalle zu verlangern und erst nach 8-12
Monaten wieder eine Folgeuntersuchung durchzufiihren (Soloway et al. 2003;
Gofrit et al. 2006; Nguyen et al. 2009).

Patienten mit einem High-Risk Tumor in der Anamnese und derzeit negativem
Zystoskopie- und negativem FISH-Befund sollten jedoch weiterhin konsequent
alle 3 Monate mittels Zystoskopie, Urinzytologie und FISH-Untersuchung
nachbeobachtet werden (Gofrit et al. 2008).

Alle Patienten mit positiver Tumoranamnese und derzeit negativem
Zystoskopie- aber positivem FISH-Befund bedirfen gemafld den aktuellen
Leitlinien ebenfalls einer intensiven Nachbeobachtung alle 3 Monate mittels
Zystoskopie, Urinzytologie und FISH-Untersuchung sowie regelmafiger
Evaluation der oberen Harnwege (Gofrit et al. 2008). In diesem Fall sollte
zudem eine Probenentnahme der Harnblase und der prostatischen Urethra,
sowie eine Evaluation der oberen Harnwege erwogen werden (Lotan et al.
2008a).
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nicht-muskelinvasiven
Abh&ngigkeit

Zusammengenommen lasst sich somit bei einem

Harnblasenkarzinom folgendes Nachsorgeregime in vom

Ergebnis der FISH-Untersuchung zum Zeitpunkt der parallelen Nachsorge-

zystoskopie diskutieren:

Zystoskopie

unaufallig/uneindeutig *—I

Urinzytologie

\j auffallig

Urinzytologie

negativ v verdadchtig v positiv Y

Y

y positiv

FISH-Untersuchung FISH-Untersuchung

Keine FISH-Untersuchung nétig.
Probenentnahme oder

¢_l

operative Resektion

\_¢

Y Y
negativ positiv negativ positiv
Probenentnahme Probenentnahme

Low-Risk-Tumor:
Routine-Follow-Up
nach 8-12 Monaten

High-Risk-Tumor:
Routine-Follow-Up

alle 3 Monate,
jahrlich Bildgebung

aus Blase und

prostatischen
Urethra erwéagen.
Untersuchung des
oberen Harntrakts.
Routine-Follow-Up

alle 3 Monate

Reevaluation mittels
Zystoskopie nach
6-12 Wochen

aus Blase und
prostatischen

Urethra durchfiihren.

Untersuchung des

oberen Harntrakts.

Routine-Follow-Up
alle 3 Monate

Abb. 22: Rezidivdiagnostikregime nicht-muskelinvasiver Harnblasenkarzinome gemé&R aktueller
Literatur. (Gofrit et al. 2008; Lotan et al. 2008a).

Ziel der Erforschung neuartiger Urinmarkertests ist stets auch die Senkung der
mit der Diagnose eines Harnblasenkarzinoms verbundenen Nachsorgekosten
fur das Gesundheitssystem (Sievert et al. 2009). Der Einsatz von Urinmarker-
tests als Erganzung zum Standard-Nachsorgeregime ist unter 6konomischen
Gesichtspunkten weiterhin umstritten. Es wird angezweifelt, dass Urinmarker-
tests in diesem Bereich Zystoskopien ersetzen oder erganzen kdénnen (Hong
und Loughlin 2008; Youssef et al. 2012). Ihr Einsatz soll unwirtschaftlich sein
und zuséatzliche Kosten von etwa 100 € in der ohnehin schon teuren Nachsorge
von Harnblasenkarzinomen verursachen (Kamat et al. 2011; Lodde et al.
2014a).

Einbindung der FISH-Diagnostik vor allem bei Patienten mit einer negativen

Abweichende Studien belegen jedoch, dass die erganzende

oder unklaren Zystoskopie und auffalliger Urinzytologie einen frihen Hinweis
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auf ein Rezidivgeschehen geben und somit die anschlieRenden Behandlungs-
kosten um mehr als 2000 $ pro Patient reduzieren kann (Yoder et al. 2007;
Lotan et al. 2008a; Gayed et al. 2013).

4.5 Vergleich zu den Ergebnissen der Urinzytologie

In ihrer kurzen Geschichte musste sich die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung in
der Diagnostik und Prognostik des Harnblasenkarzinoms stets mit der hohen
Spezifitat der Urinzytologie messen lassen. Unter Optimalbedingungen kann
diese Werte von Uber 90 % erreichen (Lokeshwar et al. 2005). Die Urinzytologie
unterliegt allerdings einer starken Untersucher- und institutionellen Variabilitat
(Raitanen et al. 2002; Karakiewicz et al. 2006). Ihre Auswertung wird zudem
durch eine geringe Zelldichte im Urin, Harnwegsinfektionen, Harnsteine oder
durch intravesikale Instillationen erschwert. Bei niedrigmalignen Tumoren leidet
sie dartber hinaus unter einer geringen Sensitivitdt von weniger als 65 %
wahrend sie hochmaligne Tumoren mit einer Sensitivitdt von bis zu 80 %
erkennt (Lokeshwar et al. 2005). Ahnliche Erkenntnisse lieferten die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit. Die Urinzytologie war im Diagnostikkollektiv bestens
zur Primardiagnostik eines Harnblasenkarzinoms geeignet. Hier erreichte sie im
Vergleich zur Literatur mit einer Sensitivitat und einem NPV von etwa 70 % und
91 % sowie einer Spezifitat, PPV und Accuracy von bis zu 88 %, 54 % und
85 % deutlich tberdurchschnittliche Werte. Grund dafir kénnte die Zusammen-
setzung des vorliegenden Kollektivs, sowie die standardisierte Probenentnahme
und Auswertung aller Urinzytologiebefunde durch eine speziell ausgebildete
Fachkraft sein. Die Spezifitdt, der PPV und die Accuracy der Untersuchung
konnten in der Kombination aus Urinzytologie und FISH-Befunden sogar noch
einmal gesteigert werden. So erreichte die Urinzytologie zusammen mit der
modifizierten Auswertung dieser Arbeit in der reinen Primardiagnostik eine
Spezifitat von 94 %, einen PPV von 63 % sowie eine Accuracy von 87 %,

worunter jedoch die Sensitivitat mit Werten von dann nur noch 55 % stark litt.
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Auch im Prognostikkollektiv war die Urinzytologie in ihrer Wertigkeit den
Auswertungen der FISH-Untersuchung weiterhin Uberlegen. Sowohl in der
univariablen, als auch in der multivariablen 2 und 3 Parameter-Analyse stellte
eine positive Urinzytologie einen signifikanten Risikofaktor fur ein Rezidiv zum
Ende des Follow-Up und den Progress im Rezidivfall dar. Eine positive
Urinzytologie zu Beginn war demnach auch mit dem héchsten Anteil an
Patienten mit Rezidiv im Verlauf des Nachbeobachtungszeitraums sowie einem
Progress im Rezidivfall verbunden. Das 24 Monate rezidiv- und
progressionsfreie Uberleben von Patienten mit negativer Urinzytologie hingegen
war mit Werten von 77 % und 94 % im direkten Vergleich mit den
Auswertungen der FISH-Untersuchung ebenfalls am héchsten.

Die Durchfihrung einer Urinzytologie im Falle einer negativen Zystoskopie hat
somit auch in der Nachsorge des Harnblasenkarzinoms weiterhin ihre
Berechtigung und kann noch nicht durch die bereits vielversprechenden FISH-
Untersuchungen ersetzt werden. Vielmehr liefert eine gemeinsame Anwendung
beider Verfahren die besten Ergebnisse und kdnnte die Rezidivdiagnostik des
Harnblasenkarzinoms auch in 6konomischer Hinsicht revolutionieren (Zellweger
et al. 2006). Bei eindeutig auffalliger Urinzytologie bringt ein positiver FISH-
Befund wie oben bereits beschrieben keinen Wissenszuwachs, da sich stark
entdifferenzierte Zellen meistens FISH-positiv darstellen (Skacel et al. 2003).
Gerade bei der Unterscheidung reaktiver Lasionen und Low-Risk Tumoren
jedoch leidet die Urinzytologie unter der schlechten Objektivierbarkeit ihrer
Methodik (Raitanen et al. 2002). Hier kénnten sich beide Verfahren ergénzen.
Von einem grundlegend optimierten Nachsorgeregime wuirden nicht nur die
betroffenen Patienten, sondern auch die behandelnden Arzte profitieren, die im
Falle eines positiven Urinzytologie-FISH-Kombinationsbefundes die Nachsorge
selbst intensivieren oder im Falle eines negativen Ergebnisses die einzelnen

Follow-Up Zystoskopien hinauszégern kénnten.
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4.6 Anforderungen an den zukinftigen Einsatz von Urin-
markertests

An den Einsatz eines Urinmarkertests werden je nach klinischem Kontext in der
Diagnostik oder Nachsorge des Harnblasenkarzinoms unterschiedliche
Anforderungen gestellt, wobei die jeweilige Aussagekraft variieren kann (Lotan
et al. 2010).
Ziele kdnnten sein:
— Einsatz eines Urinmarkertests als Screening-MalRnahme in der
gesunden Population.
— Einsatz eines Urinmarkertests in der Primardiagnostik bei Patienten mit
Risikofaktoren, die mit Erst-Symptomen wie Hamaturie vorstellig werden.
— Einsatz eines Urinmarkertests als Verlaufsparameter in der
Nachbeobachtung von Patienten mit vorbestehendem Harnblasen-

karzinom, zur Kontrolle des Therapieerfolgs und zur Rezidivdiagnostik.

Der routinemaflige Einsatz von Urinmarkertests als Screeningmaflinahme
innerhalb einer gesunden Bevolkerung wird trotz geringer Kosten und guter
Umsetzbarkeit — verglichen mit der Zystoskopie — noch nicht empfohlen, da die
Pravalenz des Harnblasenkarzinoms in der Bevolkerung relativ gering und das
symptomfreie Intervall sehr kurz sind (van Rhijn et al. 2009a). Selbst der
Einsatz innerhalb einer Hochrisikobevoélkerung bleibt umstritten (Banek et al.
2012; Huber et al. 2012). Die Kosten pro korrekt erkanntem Harnblasen-
karzinom waren deutlich hoher als bei bereits bestehenden Screening-
Mallnahmen wie bei Mamma- oder Kolonkarzinomen. Zunachst missten hier
genaue Kiriterien einer Screening-Population wie Alter, Risikofaktoren der
Patienten und Frequenz des Screenings festgelegt werden (Lotan et al. 2008b).
Der Einsatz von Urinmarkertests in der Primardiagnostik des Harnblasen-
karzinoms bei Patienten, die mit Symptomen wie Hamaturie vorstellig werden,
ist dagegen auf3erst sinnvoll. Bisher kann noch keiner der Urinmarker eine
Zystoskopie ersetzen, sie erh6hen jedoch die Sensibilitdt des Untersuchers und
dienen als Anhaltspunkt fir Tumoren, die sonst im Rahmen der Zystoskopie

Ubersehen worden waren (van der Aa et al. 2010).
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Jeder neue Urinmarker wird stets an der vergleichsweise hohen Sensitivitat und
Spezifitat der Urinzytologie gemessen. Um in der Primardiagnostik mit der
Urinzytologie konkurrieren zu kénnen, missen die Urinmarkertests eine hohe
Spezifitat und einen hohen positiv pradiktiven Wert aufweisen (Goebell et al.
2008). Dadurch konnen falsch positive Ergebnisse und folglich unnétig invasive
Untersuchungen gering gehalten, aber moglichst frihzeitig besonders die
hochmalignen Formen des Harnblasenkarzinoms entdeckt werden (Tétu 2009).
Die Spezifitdat aller gangigen Urinmarkertests ist bisher allerdings aufgrund
vieler falsch positiver Ergebnisse noch nicht mit der Spezifitat der Urinzytologie
vergleichbar (Lokeshwar et al. 2005).

In der Rezidivdiagnostik von Patienten mit vorbestehendem Harnblasen-
karzinom sind vor allem Urinmarker mit hoher Sensitivitdt und einem hohen
negativ pradiktiven Wert gefordert, um hier die Zahl der falsch negativen
Ergebnisse gering zu halten und damit die Zahl der Kontrollzystoskopien
verringern zu kdnnen, ohne diese ganzlich zu ersetzen (Lokeshwar et al. 2005).
Im Rahmen der Nachsorge und Rezidivdiagnostik sind Urinmarker folglich von
grodter Bedeutung und hier decken die Kosten auch den Nutzen der
Untersuchung (Stenzl et al. 2008).

Denkbar waren in Primar- und Rezidivdiagnostik auch Kombinationen
verschiedener Urinmarker wie Urinzytologie in Kombination mit NMP22 und
FISH oder uCyt+™ zusammen mit NMP22 und FISH. Dabei kann die
Sensitivitat anndhernd 100% erreichen, wéhrend die Spezifitdt jedoch durch

viele falsch positive Ergebnisse stark absinkt (Horstmann et al. 2009).

Gerade bei niedrigmalignen Formen des Harnblasenkarzinoms ist es nétig, die
Patienten konsequent und engmaschig nachzuverfolgen, da Rezidive
schleichend und oft klinisch unsichtbar entstehen. Haufige Zystoskopien in der
Nachsorge sind jedoch aufwandig, teuer und fur den Patienten unangenehm
(van der Aa et al. 2008; Stenzl et al. 2008). Ein verlasslicher, durch weitere
Studien ausreichend validierter Urinmarker kénnte die Intervalle zwischen den

invasiven Nachsorgeuntersuchungen verlangern und damit die Lebensqualitat
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der Patienten deutlich verbessern (van Rhijn et al. 2005; Schmitz-Drager et al.
2008). Zudem wiuirde ein solcher Urinmarkertest schon zu Beginn der
Rezidivdiagnostik eine entscheidende Ergadnzung zu bisher vorhandenen
Prognoseindices darstellen und den behandelnden Arzten ein wertvolles

Instrument zur individuellen Risikostratifizierung der Patienten liefern.
4.7  Limitationen der vorliegenden Arbeit

4.7.1 Patientenkollektiv

Das in die Untersuchungen eingeschlossene Patientenkollektiv entsprach
aufgrund seiner Uberdurchschnittlich hohen Inzidenzrate an Harnblasen-
karzinomen nicht der Normalverteilung in der Bevolkerung. Da es sich um das
vorselektierte Patientengut eines Universitatsklinikums handelte, bestand bei
vielen der Patienten im Rahmen einer Routineuntersuchung bereits aufgrund
von klinischen Symptomen der dringende Verdacht auf ein Harnblasen-
karzinom. Innerhalb der Tumorpatienten waren zudem die Anzahl der nicht-
muskelinvasiven Tumoren mit 78 % und die Anzahl der Rezidivdiagnosen mit
54 % sehr stark vertreten. Dadurch lasst sich wahrscheinlich auch die nur
moderate Accuracy der besprochenen Auswertestrategien erklaren. Die hier
gewonnenen Erkenntnisse kénnen somit nur schwer auf eine randomnisierte
Gruppe oder klinische Fragestellungen wie den Einsatz eines Urinmarkertest

als Screeningparameter angewandt werden.

Die vorliegende Arbeit hatte als rein retrospektive Evaluation verschiedener
Auswertestrategien der Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung einige
erkenntnistheoretische Nachteile. Die Nachbeobachtung begann mit dem
Zeitpunkt der ersten negativen Zystoskopie nach Therapie eines nicht-
muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms. Dieser Zeitpunkt war bei allen
Patienten verschieden und der Studienbeginn damit sehr heterogen. Dennoch
wurden alle Patienten ab diesem Zeitpunkt bis zur Rezidivdiagnose oder
andernfalls mindestens Uber die Dauer von 24 Monaten nachverfolgt. Die
Zeitspanne seit dem letzten Tumor vor Studienbeginn floss in die Regressions-

analysen mit ein.
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Durch eine rein retrospektive Studie kann generell kein kausaler
Zusammenhang hergestellt und daher kann im vorliegenden Fall auch nicht
ausgeschlossen werden, dass ein positives FISH-Ergebnis zu Beginn den
weiteren Verlauf der Nachbeobachtung und damit die Behandlung des

Patienten beeinflusst haben kodnnte.

4.7.2 Befunderhebung und Datenerfassung

Bereits seit dem Jahr 2000 besteht der Konsens, bei der Auswertung von FISH-
Untersuchungen die komplette Probe mé&anderférmig nach malignen Zellen mit
morphologischen Auffalligkeiten zu durchsuchen, bis mindestens 25 Zellen
identifiziert wurden. Andernfalls sei die komplette Probe zu untersuchen
(Sokolova et al. 2000; Abbott Molecular Inc. 2012). Die chromosomalen
Veranderungen dieser Zellen werden daraufhin zur Befundung der Probe nach
der jeweiligen Strategie herangezogen. Bei der Befunderhebung an der Klinik
fur Urologie des Universitatsklinikums Tubingen wurde die Untersuchung bei
einer eindeutig positiven Probe nach den Kriterien von Abbott Molecular jedoch
teilweise bereits bei weniger als 25 chromosomal auffalligen Zellkernen
gestoppt und das Ergebnis handschriftlich notiert. Im Falle einer weniger
auffalligen oder negativen Probe wurde jedoch die komplette Probe untersucht
und die chromosomalen Eigenschaften von 25 morphologisch auffalligen Zellen
notiert.

Angesichts dieser Malinahme konnen bei positiven Proben Informationen
verlorengegangen gegangen sein, worunter die Sensitivitdt der Ergebnisse
leidet. Waren mehr Zellkerne pro auffalliger Probe notiert worden, so waren
eventuell mehr tatsachlich Kranke als richtig positiv befundet worden. In der
vorliegenden Arbeit hatte dieses Vorgehen jedoch keinen mal3geblichen
Einfluss auf die Sensitivitdit, da die Dbetroffenen Proben nach allen
Auswertekonzepten als positiv befundet worden waren. Somit konnten die

gewonnen Daten zum Vergleich der Auswertestrategien herangezogen werden.

Obwohl die erganzenden Daten nach besten Wissen und Gewissen aus
Arztbriefen, Operationsprotokollen sowie mikrobiologischen und pathologischen

Befundberichten der Klinik flr Urologie des Uniklinikums Tubingen ermittelt



Diskussion 119

wurden, kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei der Erstellung dieser
Dokumente Erkenntnisse verlorengegangen oder durcheinandergebracht

worden sind.

4.7.3 Untersuchervariabilitat

Alle in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Untersuchungen unterliegen
einer gewissen Untersucherabhangigkeit. Die Interpretation von Urinzytologie-
Befunden variiert stark (Raitanen et al. 2002) und wird durch eine geringe
Zelldichte im Urin, Harnwegsinfektionen, Harnsteine sowie Applikation von
Flissigkeiten in die Harnblase erschwert. Da die Ergebnisse der Multitarget-
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von Hand unter dem Fluoreszenzmikroskop
ausgewertet werden, kann es auch hier zu subjektiven Interpretationen
kommen. Schwierigkeiten bereiten bei der Befundung zudem die oftmals
schwachen Signale des Lokus 9p21 im Diagnose-Kit (Kohler et al. 2014) sowie
die uneinheitliche Auswertung der Methode (Maffezzini et al. 2010). Die FISH-
Untersuchung selbst ist kaum von stérenden Einflussfaktoren betroffen, kann
jedoch im Falle von massiv frei flottierenden Urothelzellen (Moatamed et al.
2013) und nach Virusinfektionen mit z.B. Polyoma-Viren (Tapia et al. 2011)
vermehrt falsch-positive Ergebnisse und durch nicht erkannte Harnwegs-
infektionen und Low-Grade Karzinome, eine Verschmutzung durch Gleitmittel
oder vaginales Plattenepithel sowie durch einen Mangel an auswertbaren
Urothelzellen vermehrt falsch-negative Ergebnisse erzeugen (Dimashkieh et al.
2013).
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4.8 Schlussfolgerung

Die Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ist heutzutage schon
routinem&lig in den klinischen Diagnostik und Nachsorge des Harnblasen-
karzinoms eingebunden wund gibt Auskunft Uber Vorhandensein und
Schweregrad der Erkrankung, aber auch Uber den Erfolg der Therapie (Ding et
al. 2011). Sie erbringt als eigenstandige Untersuchung, in Erganzung zur
Urinzytologie oder in Kombination mit anderen molekularen Markern
hervorragende Ergebnisse, ist leicht umsetzbar und dabei weitestgehend von
urogenitalen Einflussfaktoren oder dem jeweiligen Untersucher unabhangig. Die
Aussagekraft dieser Methode ist jedoch stark von der jeweilig angewandten
Auswertestrategie abhangig. Ein Konsens uber die Auswertung der FISH-
Befunde durch allgemeingiltige und anerkannte Auswertekriterien besteht
bisher noch nicht und ist daher dringend notwendig.

In der vorliegenden Arbeit wurden die diagnostische und prognostische
Wertigkeit bereits etablierter Auswertestrategien genauer beleuchtet und extern
validiert. Diese zeigten je nach klinischer Fragestellung unterschiedliche
Ergebnisse. Die besonders weit verbreitete Auswertung des Herstellers Abbott
Molecular konnte sowohl in Diagnostik als auch Prognostik des Harnblasen-
karzinoms durchweg die zuverlassigsten Ergebnisse liefern.

Um die Laborbefundung im klinischen Alltag zu vereinfachen und den
chromosomalen Veranderungen von Harnblasenkarzinomzellen noch besser
gerecht zu werden, wurde eine modifizierte Auswertestrategie vorgestellt, die
sowohl in Primar- als auch Rezidivdiagnostik kokurrenzfahige Ergebnisse liefert
und deren prognostische Aussagekraft als durchaus vergleichbar angesehen
werden kann.

Die Urinzytologie war in ihrer Aussagekraft jedoch allen Ergebnissen der
besprochenen Auswertestrategien tberlegen und behalt damit zusammen mit
der Zystoskopie in der Diagnostik und Nachsorge des Harnblasenkarzinoms

weiterhin ihre Berechtigung.
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Um unnétig invasive Diagnostik zu vermeiden, ware schlie3lich eine
Optimierung oder die Kombination bestehender Urinmarkertests notig und erst
im weiteren Verlauf ein Wandel im klassischen Nachsorgeregime des
Harnblasenkarzinoms denkbar (Todenhdéfer et al. 2015).

Der Fokus zukunftiger Forschung sollte auch die Bedeutung tetraploider
Zellkerne bei der Auswertung der FISH-Ergebnisse, die Validierung des
Lokus 9p21 sowie die Entdeckung neuer Sonden fir abweichende Gen-Loki
einschliel3en, die die chromosomalen Variationen von Harnblasenkarzinom-
zellen noch besser abbilden. Ein internationaler Konsens Uber eine allgemein
gultige Auswertestrategie mit definierten Cut-Off-Werten kénnte die Effizienz
dieser Methode noch weiter steigern.

Besonders in der Rezidivdiagnostik niedrigmaligner Harnblasenkarzinome
konnten Patienten dann vom positiv antizipatorischen Effekt einer Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung profitieren. Ein positiver FISH- oder Urinzytologie/FISH-
Kombinationsbefund zu Beginn des Nachbeobachtungszeitraums wirde auf
eine erhohte Suszeptibilitat gegentber Rezidivtumoren hinweisen, zu einer
Anpassung des Nachbeobachtungsschemas flihren und eine Kontroll-
Zystoskopie notwendig machen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen in Zusammenschau mit der
aktuellen Literatur, dass die Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung in
bestimmten klinischen Situationen und in 6konomisch sinnvollem Rahmen in
Erganzung zur Zystoskopie und Urinzytologie zusatzliche Erkenntnisse in der
Diagnostik und Prognostik des Harnblasenkarzinoms erbringen kann, dass das
Potential dieser Untersuchung bisher jedoch noch nicht umfassend

ausgeschopft wurde.
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5 Zusammenfassung

Ein Groliteil aller Harnblasenkarzinome lasst sich zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung als nicht-muskelinvasiv (Ta, T1 und CIS) einstufen. Diese
Tumorentitat neigt haufig zu Rezidiven und verursacht durch lange Nach-
beobachtungszeitraume die héchsten Kosten pro Patient von der Diagnose bis
zum Tod. Diagnostik und Nachsorge des Harnblasenkarzinoms haben sich in
den letzten Jahrzehnten stark gewandelt. Als Goldstandard gilt weiterhin die
Zystoskopie, im klinischen Alltag regelméRig erganzt durch die Urinzytologie.
Unzureichende Erkenntnisse einer Urinzytologie in Bezug auf die Prognose und
das Rezidivrisiko eines Patienten flhrten zur Entwicklung spezifischer Urin-
markertests. Darunter auch die Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
abgeschilferter Urothelzellen aus dem Urin der Patienten. Sie liefert
Informationen tber die Anzahl der Chromosomen 3, 7, 17 und des Lokus 9p21
in den Zellkernen einer Probe, ist variabel einsetzbar und dabei weitestgehend

unabhdagig von urogenitalen Einflussfaktoren.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die in der Literatur beschriebenen Auswerte-
algorithmen der Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung erstmals beztglich ihrer
klinischen Wertigkeit in der Diagnostik und Prognostik des Harnblasen-
karzinoms extern zu validieren und sie durch eine im Rahmen dieser Arbeit
erstellte ,modifizierte Auswertestrategie’ zu erganzen, um somit die Labor-
befundung dieser Methode im klinischen Alltag zu vereinfachen und den
chromosomalen Veranderungen von Harnblasenkarzinomzellen noch besser

gerecht zu werden.

Das Diagnostikkollektiv der vorliegenden Arbeit umfasste 1048 Patienten, im
Prognostikkollektiv waren 122 Patienten mit der Vorgeschichte eines nicht-
invasiven Harnblasenkarzinoms eingeschlossen. Die gewonnenen Urinproben
der Patienten wurden der Urinzytologie und Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung zugefihrt und anhand etablierter Auswertestrategien befundet.
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Die Analyse der Befunde erfolgte mithilfe von Kontingenzanalysen, Grenzwert-
optimierungskurven, uni- und multivariablen Regressionsanalysen sowie

Kaplan-Meier-Schatzern.

In der Zusammenschau der Ergebnisse des Diagnostikkollektivs zeigte die
Auswertung des Herstellers Abbott Molecular in Primar- und Rezidivdiagnostik
des Harnblasenkarzinoms konstant hohe Werte gepaart mit der jeweils
hdchsten Accuracy. In der reinen Primardiagnostik wird jedoch eine Methode
mit mdglichst hoher Spezifitat und hohem PPV favorisiert. Diese Vorgaben
konnten von den besprochenen Auswertestrategien die Befundung nach
Fritsche et al. mit 91 % fur die Spezifitdit und 54 % fir den PPV sowie die
modifizierte Auswertung dieser Arbeit mit 86 % und 47 % am besten erfillen. In
der Rezidivdiagnostik des Harnblasenkarzinoms sollte hingegen die Anzahl der
falsch-negativen Ergebnisse moglichst gering gehalten werden, um ein Rezidiv-
geschehen zeithah nachzuweisen, was durch die Auswertung der Befunde
nach Bubendorf et al. mit einer Sensitivitat und einem NPV von 79 % und 86 %

am besten gelang.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die externe Validierung der
Auswertekonzepte im Prognostikkollektiv zur objektiven Einschatzung der
individuellen Prognose eines Patienten. Mit einem 24 Monate rezidiv- und
progressionsfreien Uberleben im Falle eines negativen FISH-Befundes zu
Beginn des Nachbeobachtungszeitraums von 77 % und 92 % bot die Auswerte-
strategie des Herstellers Abbott Molecular das beste Konzept, ein solches
Rezidivgeschehen zuverlassig auszuschlieBen, ohne viele falsch-negative
Diagnosen zu stellen. Ein positiver Befund nach dieser Strategie war zudem mit

einem signifikant erhdhten Rezidiv- und Progressionsrisiko verbunden.

Unabhangig von den Ergebnissen der FISH-Befunde war jedoch die
Urinzytologie sowohl in der Primér- als auch in der Rezidivdiagnostik des
Harnblasenkarzinoms in ihrer klinischen und prognostischen Wertigkeit

weiterhin Uberlegen. Die Durchfuhrung einer Urinzytologie im Fall einer
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negativen Zystoskopie hat damit auch zukinftig in der Diagnostik und
Nachsorge des Harnblasenkarzinoms ihre Berechtigung und kann noch nicht
durch die bereits viel versprechenden FISH-Untersuchungen ersetzt werden.
Momentan scheint vielmehr eine Kombination mit der Urinzytologie das volle

Potential der Multitarget-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung auszuschopfen.

Nur durch ein besseres Verstandnis der chromosomalen Verénderungen in den
Zellen des Harnblasenkarzinoms und durch den Konsens einer
allgemeingultigen und anerkannten Auswertestrategie der Multitarget-
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung kann eine Verlangerung der Zystoskopie-
intervalle in der Nachsorge erreicht und damit die Rezidivdiagnostik des

Harnblasenkarzinoms auch in 6konomischer Hinsicht verbessert werden.
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7 Anhang

7.1  Erklarung zum Eigenanteil

Die vorliegende Arbeit wurde vom Doktorand Lutz Philipp Guttenberg im
Rahmen einer retrospektiven Studie im Zeitraum von April 2013 bis Dezember
2015 unter Betreuung von Professor Dr. med. Schwentner erstellt.
Herr Dr. med. Todenhdfer war zusammen mit Herrn Hennenlotter am Konzept
des Studiendesigns der vorliegenden Arbeit beteiligt. Das Kollektiv basiert auf
einer Datensammlung fortlaufender Eintrage von Patienten, deren Urin im

Rahmen der klinischen Routine untersucht wurde.

Die dabei entstandenen Urinproben wurden von Frau Gerber und Frau Senger
entsprechend den Vorgaben des UroVysion™-Kit gefarbt, unter dem
Fluoreszenzmikroskop  befundet und die Ergebnisse handschriftlich
dokumentiert. Im Rahmen der Datenerhebung wurden diese Befunde vom
Doktorand codiert, digital aufgearbeitet und in eine Basisdatenbank
eingebunden. Diese Basisdatenbank ist teilweise von Mitarbeiterinnen des
Urologischen Labors, teilweise von friheren Doktorandinnen und Doktoranden
der Klinik fur Urologie aufgebaut und fortgefuhrt worden. Weitere Patienten-
daten (wie Arztbriefe, Operationsprotokolle und pathologische Befunde) wurden
durch die Klinik fir Urologie an einem internen Rechner fir die abschliel3ende

Datenrecherche zur Verfligung gestellt.

Die statistische Auswertung der zugrundeliegenden Daten erfolgte in
Zusammenarbeit mit Herrn Dr. med. Todenhéfer. Herr Professor Dr. med.
Schwentner hat in Kooperation mit Herrn Dr. med. Todenhotfer und Herrn

Hennenlotter die vorliegende Arbeit betreut und das Manuskript korrigiert.

In Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit wurde eine Schrift unter dem
Titel ,Prognostic relevance of positive urine markers in patients with negative
cystoscopy during surveillance of bladder cancer’ bei der Zeitschrift BMC

Cancer eingereicht.
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Eine weitere wurde unter dem Titel ,Validation and critical evaluation of the
diagnostic and prognostic value of multitarget fluorescence in situ hybridization
in bladder cancer — Comparison of different analysis concepts‘ der Zeitschrift

Urologic Oncology vorgelegt.

Ich versichere, das Manuskript selbststandig verfasst und keine weiteren als die

von mir angegebenen Quellen verwendet zu haben.

Tlbingen, den
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