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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Harnblasenkarzinom
1.1.1 Epidemiologie

Beim Harnblasenkarzinom handelt es sich zumeist um Urothelkarzinome, die
nicht selten gleichzeitig an verschiedenen Stellen der Blase und ableitenden
Harnwegen vorkommen. Das Harnblasenkarzinom zahlt weltweit zu den
haufigsten malignen Tumorerkrankungen.

Die Inzidenz fur einen Harnblasentumor in Europa betrug 2012 fir Manner 6,5%
und ist damit in Europa nach Prostata-, Lungen- und Kolorektaltumoren die
vierthaufigste Tumorart (Ferlay et al., 2013). Die geschatzte Zahl der
Neuerkrankungen an Harnblasentumoren im Jahr 2014 in den USA lag bei
74.690 Patientinnen und Patienten. Uber zwei Drittel davon, namlich 56.390 der
Falle, waren Manner. Etwas mehr als 15.500 Patienten verstarben an Tumoren
der Harnblase, davon mehr als 11.100 Manner (Siegel, Ma, Zou, & Jemal, 2014).
Das Erkrankungsrisiko steigt mit dem Alter kontinuierlich an, was zeigt, dass es
sich beim Harnblasenkarzinom um eine Erkrankung des Alters handelt.
Dreiviertel aller Patienten sind Uber 65 Jahre alt, das mediane Alter zum Zeitpunkt
der Diagnose ist 65 Jahre (Schmelz, 2014).

Die 5-Jahres-Pravalenz betrug fur Deutschland im Jahr 2010 rund 46.700, wobei
Manner Uber dreimal so haufig betroffen sind als Frauen (Koch-Institut, 2010).
Auch bei der Erstdiagnose gibt es geschlechterspezifische Unterschiede. Wie in
einer Studie mit 27.773 Patienten gezeigt werden konnte, sind Frauen, trotz
geringerer Inzidenz, bei der Erstvorstellung in einem fortgeschritteneren
Tumorstadium und haben im Vergleich zu Mannern eine schlechtere Prognose
(Waldhoer, Berger, Haidinger, Zielonke, & Madersbacher, 2015).

So befanden sich die Frauen gegeniiber den Mannern bei der Erstdiagnose in
Deutschland 2009-2010 h&ufiger im Tumorstadium T2 (39% gegeniber 34%)
und T3 (17% gegeniber 12%) und seltener im Stadium T1 (37% gegeniber

47%). Damit korrespondiert die hohere Uberlebensrate der Manner (59%)
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gegeniber den Frauen (50%) bis finf Jahre nach der Erstdiagnose (Koch-
Institut, 2010).

Die Funf-Jahres-Uberlebensrate lag von 2003-2009 in den USA bei 80%. Bei
Mannern Gber 80 Jahren stellt das Harnblasenkarzinom die vierthaufigste
tumorbedingte Todesursache dar (Siegel et al., 2014). Uber 5.500 Personen
sterben in Deutschland pro Jahr an der Erkrankung (Li et al., 2014).

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Zur Atiologie des Harnblasenkarzinoms wird bereits seit Jahrzehnten Forschung
betrieben. Bei der Entstehung handelt es sich wohl zumeist um ein
Zusammenspiel von genetischer Pradisposition und Umweltfaktoren (Burger et
al., 2013). Etwa 25% der Harnblasenkarzinome werden durch Umweltfaktoren
ausgelost (Schmelz, 2014). Eine positive Familienanamnese erstgradiger
Verwandter verdoppelt das Risiko, selbst an einem Urothelzellkarzinom zu
erkranken (Aben et al., 2002).

Es gilt als gesichert, dass Zigarettenkonsum der wichtigste Risikofaktor fir einen
Blasentumor ist. Pathophysiologisch lasst sich dies durch die im Rauch
enthaltenen und nachweislich kanzerogenen aromatischen Amine wie
beispielsweise 2-Naphthylamin und Polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe erklaren (Burger et al., 2013; Vineis & Pirastu, 1997; Wynder
& Goldsmith, 1977). Auch Passivraucher haben ein erhdhtes Risiko, an einem
Harnblasenkarzinom zu erkranken, insbesondere nichtrauchende Frauen (Jiang,
Yuan, Skipper, Tannenbaum, & Yu, 2007). Selbst das rezidivfreie Uberleben
nach transurethraler Resektion eines nicht-muskelinvasiven Harnblasentumors
ist bei Rauchern und ehemaligen Rauchern verkirzt (Lammers et al., 2011).
Die berufsbedingte Karzinominduktion durch Exposition mit schadigenden
Substanzen ist ein weiterer wichtiger Punkt. Dies trifft wohl auf etwa 7,1% der
erkrankten Manner zu (Rushton et al., 2010). Besonders gefahrdet sind
beispielsweise Beschaftigte in der Farb-, Druck- und Aluminiumindustrie. Die
lange Latenzzeit von 10 i 40 Jahren macht die Detektion der Noxen besonders
schwierig. Auch folgende Medikamente werden mit der Ausbildung von

Harnblasenkarzinomen in Verbindung gebracht: Chlornaphazin, Phenacetin und
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Cyclophosphamid (Rubben, 2014). Auf genetischer Ebene wurde eine N-
Acetyltransferasen- (NAT) Mutation detektiert, die eine langsamere Acetylierung
und damit Entgiftung von aromatischen Aminen bewirkt. Patienten mit einer
langsameren Acetylierung durch die NAT2 erkrankten haufiger an einem
Harnblasenkarzinom (Stern et al., 2009). Eine Deletion im Gen fur die Glutathion-
S-Transferase (GST), die beispielsweise oxidativen Stress mindert, soll ebenso
mit einem erhohten Erkrankungsrisiko zusammenhangen (Garcia-Closas et al.,
2005).

Patienten mit Dauerkatheterableitung und insbesondere in Vergesellschaftung
mit chronischen Harnwegsinfekten oder Steinleiden haben eine erhdhte Inzidenz
des Harnblasenkarzinoms (Kantor et al., 1984). Fir gewdhnlich handelt es sich
hier um Plattenepithelkarzinome (Kaufman et al., 1977; Wynder & Goldsmith,
1977).

Die Bilharziose, verursacht durch eine Infektion mit Schistosoma haematobium,
ist in grof3en Teilen Afrikas und in arabischen Landern endemisch. Sie gilt dort,
wohl als Zusammenspiel von mechanischer Reizung und der Bildung von
Nitrosaminen, als Hauptursache fir die Entstehung von Harnblasenkarzinomen
(Burger et al., 2013; Hicks et al., 1977).

1.1.3 Klinik

Haupt- und Frihsymptom ist die schmerzlose Mikroh&dmaturie mit
Makrohamaturieepisoden, die bei 85 % der Patienten zur Diagnose fihren
(Kirkali et al., 2005). 15-30% der Patienten mit einer Makrohamaturie und 2-10%
mit Mikrohamaturie haben ein Harnblasenkarzinom. Allerdings besteht kein
Zusammenhang zwischen der Auspragung der Hamaturie und dem Ausmalf3 der
Tumorerkrankung (Schmelz, 2014). Weitere Symptome sind die Pollakisurie,
Dysurie oder Flankenschmerzen (Kirkali et al., 2005). Das klinische Bild kann
auch von einer obstruktiven Harnsymptomatik geprdgt sein. Das
Allgemeinbefinden ist oft lange unbeeintrachtigt und der Beginn schleichend, was

die Diagnostik erschwert.
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Ist das Karzinom schon weiter fortgeschritten, ist eine Obstruktion des
Ureterostiums mit anschlieRender Hydronephrose maoglich, in schweren Fallen
bis hin zur Pyelonephritis.

Je nach Tumorstadium bzw. Infiltration oder Metastasierung sind auch andere
Organe symptomatisch. Bei der Infiltration ins Rektum kénnen Obstipationen
oder Diarrhéen auftreten oder bei Herden in der Leber veréanderte Leberenzyme.
Metastasen in der Lunge verursachen Husten oder die ossare Infiltration
Knochenschmerzen. Weitere mdgliche Pradilektionsstellen sind auch das ZNS

und endokrine Organe wie Schilddriise und Nebenniere (Schmelz, 2014).

1.1.4 Pathologie

Das Ubergangsepithel (Urothel) ist das typische Epithel der ableitenden
Harnwege und kleidet Nierenbecken, Ureter, Harnblase und proximale Urethra
aus. Zu etwa 90% gehen Harnblasenkarzinome aus dem Ubergangsepithel
hervor, sogenannte Urothelkarzinome (Kirkali et al., 2005).
Plattenepithelkarzinome machen etwa 5% aus und Adenokarzinome, die zu
einem Drittel vom Urachus ausgehen und meist am Blasendach lokalisiert sind,
sind mit 0,5-2% sehr selten (Schmelz, 2014). Urothelkarzinome sind vor allem an
der Hinter- oder Seitenwand der Blase lokalisiert, etwa ein Viertel im

Blasenhalsbereich (Hautmann, 2010).

1.1.5 Staging

Das TNM-System der Union internationale contre le cancer (UICC) ist ein
Grundgertst fur die Beurteilung der Prognose einer Tumorerkrankung. Die
Festlegung der klinischen TNM-Kategorien (clinical- c¢TNM) erfolgt
pratherapeutisch und ist ausschlaggebend fir die Therapiewahl. Die patho-
hi stol ogische Klassifizierung i ls pTNMJ
gekennzeichnet und wesentlich fir die Prognose des Harnblasenkarzinoms. Die
Ubereinstimmung von klinischem und pathologischem Staging ist schlecht

(Staging error).

ur ch
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Beurteilt wird die lokale Ausbreitung des Primartumors (Primartumor, T), der
Lymphknotenbefall (Nodes, N) und die Fernmetastasen (Metastasen, M; siehe
Tab. 1). Der hauptsachliche nodulare Befall findet sich in der obturatorischen
Region (74%) und im Bereich der A. iliaca externa (65%) (Schmelz, 2014).

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose eines Urothelkarzinoms der Harnblase zeigen
etwa 80% der Tumore ein oberflachliches, papillares Wachstum (Metts, Metts,
Milito, & Thomas, 2000). Nach der TNM-Klassifikation gehdren dazu Ta und T1
Tumore und das Carcinoma in situ (CIS, Tis). Ta Tumore beschranken sich auf
das Urothel und sind papillar aufgebaut. Das Carcinoma in situ hat einen flachen,
nicht-papi | | 2r en Auf bau und i st vermutl i ch
Urothelkarzinoms (Spruck et al., 1994). T1 Tumore infiltrieren das subepitheliale
Bindegewebe. 10-15% der papillaren Tumore entwickeln eine Progression mit
muskelinvasivem Wachstum im weiteren Verlauf (Ribben, 2014)

20- 30% Tumore sind bereits bei der Erstdiagnose muskelinfiltrierend und weisen
eine deutlich schlechtere Prognose auf (Rubben, 2014).

Fernmetastasen treten vor allem in Lunge, Leber und Knochen auf. Bei 57 20%
der Patienten treten schon bei der Erstdiagnose Fernmetastasen auf (Metts et
al., 2000). Lymphknotenmetastasen sind bei 25% der Patienten bei Erstdiagnose
beschrieben (Wang et al., 2014).

T - Primartumor
TX Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt auf einen Primartumor
Ta Nicht-invasives papillares Karzinom
Tis Carcinoma in situ: bei flachen (nicht-papillaren) Tumoren
T1 Tumor infiltriert die Lamina propria
T2 Tumor infiltriert die Muskulatur
T2a nur die oberflachliche Muskulatur (<50%)
T2b infiltriert die tiefe Muskulatur (AuRere Hélfte)
T3 Tumor infiltriert das perivesikale Fettgewebe
T3a nur mikroskopische Infiltration des Fettgewebes
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T3b makroskopische Infiltration bzw. extravesikale Tumormasse
T4 Tumor infiltriert Nachbarorgane

T4a Prostata, Uterus, Vagina

T4b Becken- oder Abdominalwand

N T Lymphknotenmetastasen

NX Regionale Lymphknoten (LK) kénnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen
N1 Solitdare LK-Metastase (hypogastrisch, obturatorisch, externe

iliakale oder prasakrale LK)

N2 Multiple LK-Metastasen (hypogastrisch, obturatorisch, externe

iliakale oder prasakrale LK)

N3 LK-Metastasen entlang der Aa. iliacae communes

M - Fernmetastasen

MX Fernmetastasen nicht beurteilbar
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen nachgewiesen

Tab. 1: TNM-Stadien des Harnblasenkarzinoms.

1.1.6 Grading

Das Grading wird dazu benutzt, den Differenzierungsgrad eines Tumorgewebes,
also seine Abweichung von normalem Gewebe, anzugeben. Bei der
mikroskopischen Beurteilung wird auf wichtige Bestimmungsparameter wie
GroRe und Form der Zellkerne, die Teilungsaktivitat und Ahnlichkeit zum
Ursprungsgewebe geachtet.

Lange Zeit wurde das Grading-System (G1-3) der WHO-KIlassifikation von 1973

verwendet (siehe Tab. 2).




Einleitung

Urothelpapillom

Grade 1 gut differenziert
Grade 2 mafig differenziert
Grade 3 schlecht differenziert

Tab. 2: Histopathologisches Grading, WHO-Klassifikation von 1973.

GO-Tumore (Papillome) werden laut dieser Klassifikation als gutartig eingestuft,
ihre Zelllagen sind etwas vermehrt. Sie wachsen blumenkohlartig in das
Blasenlumen und werden von normalem Epithel bedeckt. Das Epithel von G1-
Tumoren ist noch gut differenziert, es liegt keine Polymorphie vor. G3-Tumore
sind anaplastisch, niederdifferenziert, mit hochgradiger Kernpolymorphie und
hohem Malignitatsgrad. G2-Tumore sind dazwischen einzuordnen (Hautmann,
2010).

Nach der WHO-Klassifikation von 2004 werden Harnblasenkarzinome in Low-
grade- und High-grade-Tumore (LG und HG) eingeteilt (siehe Abb. 1). Hierbei
wird getrennt zwischen genetisch stabilen und instabilen Tumoren. 70 7 80% sind
genetisch stabil und haben eine gute Prognose, wahrend 20 i 30% genetisch
instabil sind und schnell muskelinvasiv werden (K. Lindemann-Docter, 2008).

Papillare Tumore, die hoch differenziert sind werden in der neuen Klassifikation

als Apapillare urotheliale Neoplasie mit ni
bezeichnet und ni cht al stinvasaave iLgwmgeade-e i ngest
Kar zi nomei ( NI LGC) sind def i ni eader al s

Schichtungsstérung des Urothels, bei denen noch eine deutliche
Ubereinstimmung zu normalem Urothel vorhanden ist.

Da das Gros der in der vorliegenden Arbeit benutzten Proben vor Einfihrung des
neuen WHO-Gradings entnommen wurde, wurde hier auf das WHO-Grading von

1973 zurlckgegriffen.



Einleitung

g Normales
o Urothel\
c 3
Hyperplasie X
X PUNLMP —
7 ®
stabil 4| NILGC -
N 5
=> —
'% NICGC S
Dysplasie =
E ysp o
=
o NIHGC H| _
c instabil </, o
~[cs | &
vl -
Q
- » pT1 2
'% pT2-4| &
> [(H]
c 22

Abb. 1: Histopathologisches Grading, WHO-Klassifikation 2004. NIHGC= nichtinvasive
high-grade-Tumore, restliche Begriffe siehe Text (modifiziert nach Hautmann, 2010).

1.1.7 Rezidiv- und Progressionsverhalten

Die wesentlichen prognostischen Faktoren fur das Harnblasenkarzinom sind die
Infiltrationstiefe und der Grad der Tumordifferenzierung (Metts et al., 2000). Auch
der Resektionsstatus und Lymphknotenstatus sind wesentliche prognostische
Faktoren (Stein et al., 2001)

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose eines Urothelkarzinoms der Harnblase zeigen
80% der Tumore ein oberflachliches, papillares Wachstum. Eine Metastasierung
ist bei TO und T1-Tumoren selten (Metts et al.,, 2000). Patienten mit
oberflachlichen Tumoren (Ta-T1) bilden lediglich in 0,7% der Fallen Metastasen
(Schmelz, 2014). Das Rezidivrisiko liegt allerdings trotz kompletter
transurethraler Resektion (TUR) bei 60-80%. Davon erleiden 20% der Patienten
einen Progress in einen muskelinvasiven Tumor. Sehr geféahrlich sind auch
multifokale Tumore mit Dysplasien oder einem CIS. Beim CIS besteht bei etwa
54% der Patienten die Gefahr, den Progress in einen muskelinvasiven Tumor zu
erleiden (Babjuk et al., 2013).
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Patienten im Stadium T2 oder T3 Uberleben unbehandelt nur in 5-10% langer als
5 Jahre (Hautmann, 2010). Diese Tumore verhalten sich aggressiv und
metastasieren friih. Die Metastasierung geschieht vorwiegend lymphogen uber
die Beckenlymphknoten nach paraaortokaval mit hamatogenen Fernmetastasen

in Lunge, Leber und Skelett.

Insgesamt sind bei muskelinfiltrierenden Harnblasenkarzinomen interindividuell
sehr unterschiedliche Verlaufe zu beobachten. Die bisherigen klinischen und
pathologischen Parameter sind fiir eine zuverlassige Detektion von Patienten mit
hohem Rezidiv- und Mortalitatsrisiko alleine nicht ausreichend (Bolenz & Lotan,
2008).

Eine denkbare Ergdnzung, um das Rezidiv- und Progressionsverhalten besser
abschatzen zu kénnen, ware der Einsatz von molekularen Markern (Kim & Bae,
2008).

Beispielsweise konnte ein Zusammenhang zwischen der Expression des
Tumorsuppressors p53 und dem Proliferationsmarker MIB-1 und der rezidivfreien
Zeit bzw. dem tumorabhangigen Uberleben festgestellt werden (Popov et al.,
1997).

Auch der immunhistochemische Nachweis des epidermal growth factor receptors
(EGFR) hangt eng mit dem Rezidiv- und Progressionsverhalten des
Harnblasenkarzinoms zusammen (Nguyen et al., 1994).

Eine routinemalige Anwendung von molekularen Markern erfolgt bislang noch
nicht (Mohammed et al., 2016).

In Hinblick auf individuelle Behandlungskonzepte und Nachsorgeintervalle
konnen Molekularmarker helfen, Risikopatienten zu identifizieren (Lotan et al.,
2013). Nur so ist es letztlich méglich, die Prognose des Harnblasenkarzinoms zu

verbessern.

1.1.8 Diagnostik

Die Diagnostik hat zum einen das Ziel, das Vorliegen der Erkrankung zu sichern
und zum anderen, den Patienten eine stadien- und prognoseorientierte Therapie

zukommen lassen zu kénnen.
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In der Zystoskopie zeigt sich der Typ, die Anzahl und Ausdehnung der Tumoren.
Gesichert wird die Diagnose durch die transurethrale Resektion der Blase (TUR).
Die TUR stellt gleichzeitig die definitive Therapie fur Ta, T1 und teilweise T2-
Tumore dar. Der Tumor sollte komplett reseziert werden und zum Ausschluss
von Prékanzerosen weitere Proben aus dem Uroepithel der Blase entnommen
werden. Obligat ist die bimanuelle Palpation.

Die Detektionsrate, insbesondere von flachen und schwer sichtbaren Tumoren,
kann durch Anwendung der sog. photodynamischen Diagnostik (PDD)
verbessert werden. Bei der Blaulichtzytoskopie wird eine Stunde vor der
eigentlichen Zystoskopie ein Photosensibilisator instilliert, beispielsweise 5-
Aminolavulinsaure (5-ALA). Das Tumorgewebe leuchtet dann unter blauem Licht
rotlich. Im Vergleich zur Weildlichtzytoskopie konnten tber 50% mehr Carcinoma
in situ detektiert werden (Zaak et al., 2002).

In der Urinzytologie werden abgeschilferte Zellen mikroskopisch beurteilt.
Gewonnen werden die Zellen aus spontanen Urinproben oder aus
Blasenspulproben. Die Sensitivitat korreliert mit dem Differenzierungsgrad des
Tumors und betragt bei Grad-1-Tumoren 10-30% und bei Grad-3-Tumoren incl.
CIS 80-90% (Hautmann, 2010).

Insbesondere die geringe Sensitivitat bei gut differenzierten Urothelkarzinomen
fuhrte zur Suche nach Urinmarkern. Zellzyklusregulatoren, Proliferations- und
Apoptosemarker, tyrosinkinase-assoziierte Marker, epigenetische Marker und
Angiogenesefaktoren kommen hinsichtlich der Markersuche eine besondere
Bedeutung zu (Mohammed et al., 2016).

Aktuell sind jedoch keine Biomarker empfohlen (Stenzl et al., 2012; Witjes et al.,
2014). Neben den hohen Kosten ist auch der hohe Anteil an falsch positiven
Ergebnissen von Nachteil (Todenhofer et al., 2013).

Die bildgebenden Verfahren spielen im Tumornachweis eine eher
untergeordnete Rolle. Die Sonografie vermittelt einen orientierenden Blick auf
Harnblase und Niere. Im Urogramm stellen sich eher Raumforderungen im
oberen Harntrakt dar. Auch im Zystogramm stellen sich Harnblasenkarzinome
nur gelegentlich dar. In der Computertomographie (CT) oder

Magnetresonanztomographie (MRT) ist ein Tumor identifizierbar und die

10



Einleitung

Tumorausbreitung bzw. Infiltration der Nachbarorgane lasst sich beurteilen.
Lymphknotenmetastasen <1 cm werden allerdings genauso wenig erfasst wie
Mikrometastasen. Die operative Lymphadenektomie bietet hier den einzig

sicheren Nachweis oder Ausschluss.

1.1.9 Therapie

Die Behandlungsoptionen hangen in erster Linie vom TNM-Stadium und
histologischen Differenzierungsgrad des Tumors und dem Allgemeinzustand des

Patienten ab.

1.1.9.1 Therapie des nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms

Zum nicht muskelinvasiven Harnblasenkarzinom (NMIBC) zahlen Ta, T1 und
CIS, was bei Erstdiagnose auf 75% der Patienten zutrifft (Metts et al., 2000). Ziel
der Behandlung ist der Erhalt einer funktionstichtigen Blase und ein
Langzeitiberleben ohne Tumor. Die Standardtherapie ist die transurethrale
Resektion (TUR), bei der mit einer hochfrequenzstromfuhrenden Schlinge der
Tumor fraktioniert oder, wenn maoglich, in toto abgetragen wird. Bei inkompletter
Resektion, hohergradigen Tumoren oder T1-Tumoren wird eine zweite TUR nach
2-6 Wochen empfohlen (J. Alfred Witjes, 2016). Die Zufallsbiopsie aus anderen
Blasenregionen kann eventuelle Prékanzerosen bzw. begleitende Dysplasien
detektieren.

Die Chemotherapie ist als systemische Therapie oder als Ilokale
Instillationstherapie mdglich und abh&ngig vom individuellen Risiko (J. Alfred
Witjes, 2016). Zur Instillationstherapie wird in erster Linie Mitomycin C verwendet
bzw. das Immuntherapeutikum BCG (Bacillus Calmette-Guérin), wobei es sich
um abgeschwachte Tuberkelbakterien handelt (Weiss, Pietzak, Wein, Malkowicz,
& Guzzo, 2015). In der systemischen Therapie kommt als Standard Erstlinien-
Therapie das GC-Schema (Gemcitabin und Cisplatin) oder M-VAC-Schema
(Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin, Cisplatin) zum Einsatz, alternativ

carboplatinhaltige Schemata (Stenzl et al., 2012).
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1.1.9.2 Therapie des muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms

Beim muskelinvasiven Blasenkarzinom ist bei Frauen und Mannern die radikale
Zystektomie die Therapie der Wahl (J. Alfred Witjes, 2016). Dabei werden neben
der kompletten Harnblase die distalen Ureteren entfernt. Beim Mann werden
eventuell zuséatzlich Prostata und Samenblasen, bei der Frau die angrenzende
Vaginalwand, Ovarien und der Uterus entfernt (Stein & Skinner, 2004). Die
Lymphadenektomie hat zum einen kurativen Charakter, zum anderen kommt ihr
die wichtige Bedeutung der Prognoseeinschatzung zu. Gegebenenfalls schlief3t
sich an eine Zystektomie die Versorgung mit einem orthotopen Blasenersatz an.
Nach radikaler Zystektomie bei T2-Tumoren ohne neoadjuvante Therapie betragt
die funf-Jahres-Uberlebensrate 62% (Madersbacher et al., 2003). Auch in der
palliativen Situation kdnnen Patienten von einer Zystektomie durch eine gute
lokale Tumor- und damit Symptomkontrolle profitieren (Madersbacher et al.,
2003)

Lange Zeit galt das metastasierte Harnblasenkarzinom als inkurabel.
Unbehandelt liegt das mittlere Gesamtuberleben bei 3-6 Monaten (Bellmunt et
al., 2013). Auch hier kommen, je nach Allgemeinzustand und Komorbiditaten des
Patienten, das oben genannte GC- bzw. M-VAC-Schema zum Einsatz (J. Alfred
Witjes, 2016). Beide Schemata bewirken ahnliche Gesamtlberlebensraten,
allerdings ist das GC-Schema besser vertraglich (von der Maase et al., 2000).
Trotz der hohen Toxizitat der Therapieregime ist der Erfolg, insbesondere in der
Therapie des muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms, oft unbefriedigend.

Das mittlere progressionsfreie Uberleben mit dem GC-Schema liegt bei
durchschnittlich nur 7,7 Monaten, das mediane Uberleben betragt 14 Monate
(Roberts et al., 2006).

Mit dem zunehmenden Wissen um die Pathophysiologie der Tumore entstanden
auch neue Angriffspunkte fur zielgerichtete Therapieschemata.

Beispielsweise hangt der epidermal growth factor receptor (EGFR) eng mit dem
Rezidiv- und Progressionsverhalten des Harnblasenkarzinoms zusammen

(Nguyen et al.,, 1994). Erlotinib ist ein EGFR-Inhibitor. Bei Patienten mit
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muskelinvasivem Harnblasenkarzinom konnte mit einer neoadjuvanten Erlotinib-
Gabe eine Verkleinerung des Tumors erreicht werden (Pruthi et al., 2010).
Bereits in mehreren klinischen Studien erfolgreich eingesetzt wurde der
monoklonale IgG1- Antikérper Atezolizumab (Rosenberg et al., 2016). Er bindet
direkt an den programmierten Zelltod-Liganden PD-L1, Uber den die Hemmung
der Immunantwort aufgehoben und die antitumorale Immunantwort aktiviert wird
(Powles et al., 2014). Zum Einsatz kommt Atezolizumab beim lokal
fortgeschrittenen oder metastasierten Harnblasenkarzinom nach erfolgter
platinhaltiger Chemotherapie (Rosenberg et al., 2016). Etwa 30-50% der
Patienten erfillen die Kriterien fir den Erhalt von Cisplatin nicht, beispielsweise
wegen ihrer schlechten Nierenfunktion (Dash et al., 2006). Atezolizumab scheint
auch fir diese Patientengruppe ein recht gut vertraglicher und wirksamer
Wirkstoff zu sein (Balar et al., 2017).

Die weitere Entwicklung solch neuer Therapieansatze birgt ein enormes Potential

in der Behandlung des fortgeschrittenen Harnblasenkarzinoms.
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1.2 Somatostatin und seine Rezeptoren

1.2.1 Somatostatin

Vor Uber vierzig Jahren wurde Somatostatin (SST) als ein Inhibitor des
hypophysaren Wachstumshormons (GH), auch bekannt als Somatotropin,
entdeckt (Brazeau et al., 1973). Es handelt sich um ein natdrlich vorkommendes
zyklisches Peptidhormon mit zahlreichen Funktionen. Es gibt zwei biologische
SST- Isoformen: SST-14 und SST-28, letzteres mit einer Verlangerung am N-
Terminus. SST-14 und SST-28 haben beide eine hohe Bindungsaffinitat zu allen
funf SST-Rezeptorsubtypen.

SST spielt eine grof3e Rolle in der Regulation und insbesondere Hemmung von
unterschiedlichsten physiologischen Funktionen im menschlichen Korper
(Theodoropoulou & Stalla, 2013). Es kann unterschieden werden zwischen
antisekretorischen und -proliferativen Effekten des SST.

Der antisekretorische Effekt des SST zeigt sich neben der Hemmung der GH-
Freisetzung Uber SSTR2 und SSTR5 auf3erdem in der Inhibition des Thyreoidea-
stimulierenden Hormons (TSH), Prolaktin und gastrointestinaler Hormone wie
Gastrin (Koch & Schonbrunn, 1988; Ren et al., 2003). SST hemmt die
Magensauresekretion und Freisetzung von Pankreasenzymen (Bloom et al.,
1974). Aullerdem moduliert es die Magenentleerung und den intestinalen
Blutfluss (Pawlik, Gustaw, Czarnobilski, Sendur, & Konturek, 1989). Es konnte
gezeigt werden, dass SST uUber SSTR2 bzw. SSTR3 die GH-induzierte IGF-1-
Produktion in der Leber und damit die Glukagon- und Insulinfreisetzung hemmt
(Besser et al., 1974; Murray et al., 2004). Ferner nimmt es, zumeist hemmenden,
Einfluss auf das Immunsystem (van Hagen et al., 1994). Auch auf Funktionen
des Zentralnervensystems wie die Langzeitpotenzierung (LTP) nimmt SST
Einfluss (Fan & Fu, 2014).

Neben seiner Wirkung auf die endokrine und exokrine Sekretion spielt SST auch
eine Rolle in der Zellproliferation, im Zelliberleben und der Angiogenese von
normalen Zellen und Tumorzellen.

Beim Wechsel von ruhendem zu proliferierendem Epithel scheint eine

Hochregulierung von SSTR2 und SSTR5 stattzufinden, sog. Aangi ogeni ¢
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(Adams, Adams, Lindow, Zhong, & Atkin, 2005; Woltering, 2003). Bocci et al.
(2007) konnten hingegen nachweisen, dass SST uber den SSTR1 eine eher
antiangiogenetische Wirkung hat.

Bereits vor Uber 20 Jahren konnte nachgewiesen werden, dass nach SST-
Analoga-Gabe die Aktivitat der Thyrosin-Phosphatase (PTP) steigt und
wachstumsfaktortragende Tyrosinkinaserezeptoren dephosphoryliert und damit
inaktiviert werden. SSTR1, 2, 4 und 5 vermitteln auf diese Weise einen
Zellzyklusarrest am G1/S-Ubergang oder iiber den SSTR3 am G2/M- Ubergang
(Cheung & Boyages, 1995; Sharma, Patel, & Srikant, 1996; Srikant, 1995). Auch
tber die Hemmung von L-Typ-Ca2+ Kandlen, vermittelt von SSTR2 und SSTR5,
wirken SST bzw. seine Analoga direkt zytostatisch an Tumorzellen (Tallent et al.,
1996).

Die Apoptoseresistenz ist eine weitere zentrale Eigenschaft von malignen
Tumoren. Unter Apoptose versteht man den gezielten und kontrollierten
Untergang einer Zelle, was auf verschiedenen Wegen erfolgen kann. SST bzw.
seine Analoga induzieren beispielsweise eine Azidifizierung der Zelle, was zur
Apoptose fuhrt (Srikant, 1995; Thangaraju et al., 1999). Auch die Hemmung des
Na+/H+ Austauschers (NHEL) fihrt zu einer Ubersauerung der Zelle. Gehemmt
werden kann NHE1 von SSTR1, 3 und 4 (C. Y. Lin et al., 2003). SSTR2 und
SSTR3 konnen aulRerdem die Apoptose induzieren, abhangig oder nicht von
einer Akkumulation des Tumorsuppressors p53 (Sharma et al., 1996; Teijeiro et
al., 2002).

SST spielt offensichtlich eine sehr groRe Rolle in der Regulation von
unterschiedlichen physiologischen Funktionen im menschlichen Kérper. Die in
den letzten Jahren in verschiedenen Bereichen der Tumorbekdmpfung
angestellten Forschungen zeigen das enorme Potential von SST und seiner

Analoga.

1.2.2 Somatostatin-Analoga und Konjugate

Naturlich vorkommendes SST hat eine systemische Halbwertszeit von einer bis

drei Minuten. Deswegen wurden synthetische, stabilere, Derivate entwickelt. Es
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gibt Peptid- und Nicht-Peptid-Analoga, die affin sind zu einem einzelnen
Rezeptor-Subtyp, mehreren oder Pan-Somatostatin-Analoga.

Octreotid und Lanreotid sind Beispiele fur SST-Analoga (SSTA) und werden
unter anderem Dbereits in der Behandlung der Akromegalie bzw.
Gastroenteropankreatischen Neuroendokrinen Tumoren (GEP-NET) eingesetzt
(Faiss et al., 1999; Reubi, Laissue, Krenning, & Lamberts, 1992).

Auch beim muskelinvasiven Harnblasenkarzinom wéare unter Umstanden eine
Therapie mit SST-Konjugaten beispielsweise als neoadjuvante oder adjuvante
Therapie denkbar.

Zu den fur die Tumorentwicklung wichtigen Angiogenesefaktoren gehdren unter
anderem der vascular endothelial growth factor (VEGF) (Guillermet-Guibert et
al.,, 2005). Bei Patienten mit Kolorektalem Karzinom wurden durch die
Behandlung mit dem SSTA Octreotid die VEGF-Expression des Tumors und der
VEGF-Serumlevel gesenkt (Cascinu et al., 2001). Auch eine SSTR3-vermittelte
Herunterregulation der VEGF-Transkription konnte gezeigt werden (Florio et al.,
2003). AulRerdem hemmen SSTA die Angiogenese in der Chorion-Allantois-
Membran des Huhnes (CAM-Model), in Epithelzellen der menschlichen
Umbilicalvene (HUVEC) und der menschlichen Plazentavene (HPVAM-Model)
(Woltering, 2003). Bei GEP-NET wird unter SSTA-Hochdosis-Therapie mit
Lanreotid von antiproliferativen Effekten, Besserung der Symptome und in

einzelnen Fallen gar von einer Regression berichtet (Faiss et al., 1999).

Eine andere Moglichkeit, sich das SST in der anti-Krebs-Therapie oder
Diagnostik zu Nutze zu machen ist die Verknipfung mit einem
Chemotherapeutikum oder radioaktiven Liganden. Die rezeptorgerichtete
Uberbringung der Chemotherapeutika bietet verschiedene Vorteile. Werden
durch die Analoga die jeweiligen tumorspezifischen und Uberexprimierten SSTR
selektiv anvisiert, treten bei gesteigerter Effizienz weniger systemische
Nebenwirkungen auf. In den letzten Jahren wurden verschiedene Analoga mit
verschiedenen Chemotherapeutika kombiniert. Beispiele fur solche Konjugate
sind Verbindungen von SST mit Paclitaxel, Methotrexat, Doxorubicin,
Combrestatin und Colchizin (Sun & Coy, 2011; Szereday et al., 2003).
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Die in den letzten Jahren geschaffene Evidenz der antineoplastischen Wirkung
von zytotoxischen SSTA in verschiedenen Tumoren in vivo und in vitro lassen
auf weitere Erfolge hoffen. Umso wichtiger ist es, die Verteilung und die Starke
der Expression von SSTR nun auch am Harnblasenkarzinomgewebe zu
erfassen. Nur so kann die potentielle Rolle von Somatostatin-Rezeptoren und
ihre Bedeutung fur die Therapie des muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms

evaluiert werden.

1.2.3 Somatostatinrezeptoren

Seine Wirkung entfaltet SST dber die Bindung an G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (GPCR) mit sieben Transmembrandomanen (Guillermet-Guibert et
al., 2005). Mithilfe Rezeptor-spezifischer Analoga und der Entwicklung von
monoklonalen  Antikérpern wurde die Identifikation der einzelnen
Somatostatinrezeptor (SSTR) - Subtypen mdglich

Die SST-Rezeptorfamilie besteht aus finf Somatostatin-Rezeptoren (SSTR1-
SSTR5). Der SSTR2 kommt auf3erdem in den SpleiRvarianten SSTR2A und
SSTR2B vor (Patel, Greenwood, Kent, Panetta, & Srikant, 1993). Bisher wurde
jedoch nur die 2A-Variante in menschlichem Gewebe gefunden (Fischer et al.,
2008).

SSTR werden auf funf verschiedenen Chromosomen kodiert (Hoyer, 2000). Fur
die Erkennung und Bindung der Liganden ist das extrazellulare N-terminale
Segment zustandig, wahrend die Weiterleitung des Signals ins Zellinnere durch
den intrazellular gelegenen C-Terminus erfolgt (Patel, 1999). Die Wirkung von
SST auf eine Zelle kommt durch ein komplexes Zusammenspiel jeweils mehrerer
Rezeptortypen zustande (Moller, Stidsen, Hartmann, & Holst, 2003). Dabei
erfolgt die Signalweiterleitung bei allen sechs SSTR-Subtypen dber die
Hemmung der Adenylatcyclase. SSTR1 und 2 sind zuséatzlich assoziiert mit
spannungsabhangigen Ca2+ Kanalen, SSTR1 mit Na+/H+ Austauschern und
SSTR2 bis 5 zusatzlich mit regulierenden K+ Kanélen (Taniyama et al., 2005).
SSTR werden in variabler Dichte in Normal- und in Tumorgewebe exprimiert
(Reubi, Waser, Schaer, & Laissue, 2001). Aul3er ihrer oben beschriebenen

Wirkung auf die endokrine und exokrine Sekretion vermitteln SSTR eine
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hemmende Rolle in der Zellproliferation, im Zelliberleben und der Angiogenese
von physiologischen Zellen und Tumorzellen, was essentiell fir die Entwicklung,
Invasion und Metastasierung eines Tumors ist.

In Gehirn, Hypophyse, Gastrointestinaltrakt, Pankreas, Schilddriise, Nieren und
zahlreichen anderen Geweben konnten verschiedene SSTR-Subtypen bereits
identifiziert werden (Reubi et al, 1992; Taniyama et al, 2005). Die
immunhistochemische Evaluation der SSTR-Expression des
Harnblasenkarzinoms steht allerdings noch aus.

Eine Auswertung der Expression der einzelnen SSTR-Subtypen im Gewebe des
muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms kdnnte helfen, die Karzinogenese zu
verstehen, die Progression der Tumore besser abzuschétzen, die Diagnose

einfacher zu stellen und neue Therapieanséatze liefern.

1.2.3.1. Nachweis

Fur den morphologischen Nachweis von SSTR im Gewebe gibt es verschiedene
Methoden.

Die In-Situ-Hybridisierung stellt nicht das eigentliche Protein dar, sondern die
MRNA.

Mit der Autoradiographie ist die Rezeptorbindungsstelle beurteilbar. Neben ihrer
hohen Spezifitdt und Sensitivitdt Uberzeugt diese Methode aufgrund ihrer
geringen Auflésung jedoch nicht.

Mit der Immunhistochemie steht eine Methode zur Verfiigung, die mittels
spezifischer Antikérper membranstandige Rezeptoren in fixiertem Gewebe
erkennt. Sie Uberzeugt durch ihre hohe Auflosung. Neben dem Vorkommen ist
es auch mdglich, die Lokalisation und Quantitdt der Proteine zu bestimmen
(Taylor & Levenson, 2006). Durch selektive Antikorper ist es maoglich, die
einzelnen SSTR-Subtypen zu identifizieren. Beispielsweise ist es in der
Routinediagnostik  moglich, die SSTR2A-Expression in  menschlichen
neuroendokrinen Tumoren mittels des Kaninchen-Antikérpers UMB-1 zu

evaluieren (Fischer et al., 2008).
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1.3 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Es konnte bereits gezeigt werden, dass SSTR im Harnblasenkarzinomgewebe
und normalem Blasengewebe exprimiert werden (Karavitakis, Msaouel,
Michalopoulos, & Koutsilieris, 2014). Die hier vorliegende immunhistochemische
Untersuchung der SSTR-Expression an einem grol3en Patientenkollektiv mit
muskelinvasivem Harnblasenkarzinom ist die erste ihrer Art.

Ziel der Arbeit war der Nachweis und die semiquantitative Bestimmung der
SSTR1-5-Expression in muskelinfiltrierenden Harnblasenkarzinomen und in
korrespondierenden normalen Urothelien.

Folgende Fragestellungen sollen in der vorliegenden Arbeit beantwortet werden:
Welche SSTR-Subtypen werden exprimiert und in welchen subzellularen
Segmenten? Gibt es Intensitatsunterschiede zwischen Normal- und
Tumorgewebe? Lassen sich Muster von Co-Expressionen der SSTR-Subtypen
erkennen?

AnschlieRend wurde untersucht, ob sich klinische Implikationen fur die Diagnostik
ableiten lassen. Folgende Fragestellungen wurden dabei bearbeitet: Gibt es
einen Zusammenhang der SSTR-Expression mit dem TNM-Stadium und
Grading? Lassen sich Aussagen zur SSTR-Expression in Abh&angigkeit von Alter
und Geschlecht machen?

Und zuletzt wurde die potentielle prognostische Wertigkeit eruiert: Gibt es einen
Zusammenhang zwischen der SSTR-Expression mit der rezidivfreien Zeit, dem
tumorspezifischen Uberleben und dem Gesamtiiberleben?

Es besteht in mehrfacher Hinsicht ein Interesse daran, Tumoren in einem frihen
Stadium zu entdecken, seine Entwicklung abzuschatzen, Rezidive schnell zu
erkennen und neue Ansatze fur die Therapie zu finden. Die vorliegende Arbeit

soll ihren Teil zum Verstandnis Uber die Pathologie und Tumorbiologie beitragen.
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2 Material und Methoden
2.1 Patienten

Diese Untersuchung umfasste 103 Patienten, sie sich im Zeitraum von 1996 bis
2006 einer Zystektomie in der Urologischen Klinik des Universitatsklinikums
Tdbingen unterzogen. Zum Zeitpunkt der Zystektomie hatte jeder der

eingeschlossenen Patienten ein uroth

Zuerst wurde eine 299 Patienten umfassende Gesamtdatenbank erstellt, die sich
in der Urologischen Klinik Tubingen im Zeitraum von Dezember 1984 bis
Dezember 2006 einer Zystektomie unterzogen. Grundlage waren bereits
bestehende Datenbanken. Erganzt wurde die zusammengetragene
Gesamtdatenbank durch weitere Parameter mit dem Ziel einer optimalen
onkologischen Charakterisierung des Patientenkollektivs zum Zeitpunkt der
Zystektomie. Die Gesamtdatenbank umfasste schlief3lich Name, Vorname,
Geburtsdatum, Geschlecht, Operationsmethode, Datum der OP, Alter zum
Zeitpunkt der Operation, TNM-Stadien, R-Status, Grading und CIS. Aul3erdem
umfasst die Datenbank Informationen zur  Therapie:  vorherige
Instillationstherapie, neoadjuvante und adjuvante Chemotherapien. Weiterhin
umfasst sie Informationen Uber das Follow-up wie Vorliegen eines Rezidivs,
Datum des Rezidivs, errechnete Zeitspanne bis zum Auftreten des Rezidivs,
tumorabhangiges Versterben, Zeitpunkt des tumorabhangigen Versterbens,
errechnete Zeitspanne bis zum tumorabhéngigen Versterben, errechnetes
Gesamtuberleben beziehungsweise letzte Beobachtung der Patienten. Zuletzt
sind personliche Daten wie Anschrift und Telefonnummer und die behandelnde
niedergelassene urologische Praxis und ggf. Hausarztpraxis festgehalten.
Grundlage zur Erstellung der Datenbank waren Pathologieberichte, Arztbriefe,
radiologische Konsile und Daten des CCC (Comprehensive Cancer Center).
Erganzende Informationen wurden durch Faxe und Telefonate mit Patienten,
Urologen und Hausarzten erhoben. Die letzte Erhebung des Patientenkollektivs
erfolgte am 02.08.2013.
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Aus dem Kollektiv ausgeschlossen wurden anschlie3end Patienten, die unter die
unter Punkt 2.1.1 aufgefuhrten Kriterien fielen. Auf diese Weise mussten 196
Patienten vom Kollektiv ausgeschlossen werden.

Von den verbleibenden 103 Patienten musste bei 9 Patienten auf die Daten einer
TUR-B zurtckgegriffen werden. Bei diesen Patienten wurde zum Zeitpunkt der
Zystektomie kein muskelinfiltrierendes Harnblasenkarzinom mehr

nachgewiesen.

2.1.1 Ausschlusskriterien

1 Zeitpunkt der Zystektomie vor Januar 1996 aufgrund fehlender
Verfugbarkeit der Paraffinblocke
fehlende Auffindbarkeit von Paraffinblécken
unvollstandige Pathologieberichte
andere Blasentumor-Entitaten als urotheliale Tumore (wie
Adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome u.a.)

1 Patienten mit Zystektomiepréparaten ohne muskelinfiltrierendes
Harnblasenkarzinom und ohne urotheliale Karzinomanteile
Auftreten von Tumoren anderer Genese mit Harnblaseninfiltration
Normalgewebe mit Expression von p53 und CK20- dies deutet auf
lediglich entztindliche, reaktive, Veranderung hin (Mallofre, Castillo,
Morente, & Sole, 2003)

2.2 Tissue Microarrays

Das Verfahren der Tissue Microarrays (TMA) ermoglicht die gleichzeitige
Untersuchung einer grol3en Anzahl von Geweben. J. Kononen postulierte dieses
Verfahren erstmalig im Jahre 1998 (Kononen et al., 1998). Dafir werden
verschiedenen Tumorgeweben a u s einem SpenderShhzenc k
entnommen und die Gewebezylinder auf einem Paraffinblock (ARecipientf)
zusammengesetzt. In Verbindung mit der Immunhistologie ist es so moglich,
mittels einer einmaligen Applikation eines Antikdrpers viele Stanzzylinder

gleichzeitig standardisiert zu untersuchen. Der Vorteil ist, dass gleiche
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Farbebedingungen und Umgebungseigenschaften herrschen, was eine genaue
Vergleichbarkeit der einzelnen Stanzen ermdglicht. Aul3erdem werden bei einem
TMA weniger Materialien verbraucht, er ist damit kostenginstig und
ressourcenschonend. Das Verfahren des TMA spielt deswegen vor allem auch
in der Tumorforschung eine grof3e Rolle.

Die Effizienz, Okonomie und Genauigkeit dieser Technologie wurden in den
letzten Jahren immer wieder bestatigt (Braunschweig, Chung, & Hewitt, 2004;
Kumar, De Silva, Venter, & Armes, 2004).

Neben dem TMA sind zahlreiche andere Charakterisierungen von Tumorproben
moglich, beispielsweise mittels in situ Hybridisierung der DNA oder RNA oder der
Nachweis von RNA bzw. DNA mittels PCR.

Die Auswahl und Erstellung der in der hier vorliegenden Studie verwendeten

TMA-BIldcke stellte sich im Detail wie folgt dar:

Verwendet wurden Paraffinblocke des Paraffinarchivs des Institutes fur
Pathologie der Universitat Tubingen. Pro Patient wurden je zwei Blocke mit
muskelinvasivem  Harnblasenkarzinomgewebe sowie ein Block mit
Normalgewebe herausgesucht. War dies, beispielsweise nach einer radikalen
Zystektomie ohne Resttumorgewebe nicht mdoglich, wurde das Material der
vorausgegangenen TUR-B verwendet. Die Auswahl der Blocke erfolgte anhand
der jeweiligen Pathologieberichte lber das Paraffinarchiv des Institutes fir
Pathologie der Universitat Tubingen.

Die zum jeweiligen Paraffinblock passenden HE- Schnittprparate wurden
herausgesucht und reprasentative Tumoranteile und Normalgewebe markiert.
Das jeweils markierte HE-Schnittpraparat wurde tber den Geberblock gelegt und
mit einer Hohlnadel das gewiinschte Areal anvisiert. Die fur diese Untersuchung
verwendete Hohlnadel hatte einen Durchmesser von 0,6mm fur die Arrays 1 und
2 bzw. 1mm fur die Arrays 3 und 4. Auf diese Weise wurden reprasentative
Gewebestanzen (insgesamt 363) aus verschiedenen Lokalisationen entnommen
und auf vier neuen Paraffinblocken, den Empfangerbldcken, angebracht. Zuvor

wurde dort an der gewiinschten Stelle ein Loch gestanzt. Der Abstand zwischen
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den einzelnen Stanzen betrug 1mm. Es wurde fiir die bessere Orientierung unter
dem Mikroskop darauf geachtet, dass die Anordnung der Stanzzylinder auf den
Empfangerblécken in einer Reihe erfolgte. Fir eine spater eindeutige Zuordnung
der vier Arrays wurde auf die Anordnung als asymmetrisches Muster geachtet.
Zusétzlich wurden zur besseren Orientierung Stanzen mit Schweinemuskulatur
eingebracht (siehe Abb.3). Verwendet wurde der Manual Tissue Arrayer MTA |
der Firma Beecherlnstruments, Inc. (Sun Prairie, WI, USA).

Die fertigen TMA-Blocke wurden anschlieBend im Warmeschrank auf 37°C
erwarmt. Auf diese Art wurde sichergestellt, dass sich das Paraffin besser mit
den verschiedenen Gewebestanzen verbindet, um ein Auseinanderbrechen beim
anschlieRenden Schneiden zu verhindern.

Die Schnitte fir das Mikroskopiepraparat wurden in einer Dicke von 4-6um
geschnitten. Das verwendete Mikrotom war das Mikrotom RM 2125RT (Leica,
Nussloch, Germany). Zuletzt wurden die erhaltenden Schnitte auf Objekttragern

fixiert.

2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Methode

Die Immunhistochemie (IHC) ist eine Methode, um Proteine oder andere
Antigene (AG) mit Hilfe von markierten Antikérpern (AK) sichtbar zu machen.
Bereits 1941 entwickelte Coons ein Verfahren, um Pneumokokken- AG mit AK
nachzuweisen und verband damit die klassische Histologie mit der Biochemie.
(Coons, 1941; Longuespee et al., 2014). In den folgenden Jahren wurde dieses
Verfahren immer weiter entwickelt.

Man unterscheidet verschiedene Farbungen: Bindet ein Primarantikdrper Uber
ein Epitop an spezifische Gewebeeigenschaften mittels einer Antigen-Antikorper-
Reaktion und sind die Primarantikdrper mit einem Detektionssystem (Marker)
verbunden, spricht man von einer direkten Farbung. Ein solches
Detektionssystem kann z.B. Fluoreszin sein, dann spricht man von der
Immunfluoreszenz. Eine andere Méglichkeit ist, den Priméarantikdrper mit einem
Enzym zu verknUpfen. Der Priméarantikdrper geht auch hier eine feste Antigen-

Antikdrper-Bindung ein. Gibt man dem Enzym ein spezifisches Substrat hinzu,
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kommt es unter der Enzym-Substrat-Reaktion zur Bildung eines Farbstoffes, der
dann sichtbar wird.

Bei der indirekten Farbung wird ein Sekundarantikdrper eingesetzt. Dieser
sekundare AK ist gegen das Fc-Fragment des Primarantikdrpers gerichtet. In
diesem Falle ist das Enzym mit dem Sekundarantikérper verbunden. Auch hier
lauft die oben beschriebene Enzym-Substrat-Reaktion unter Bildung eines
Farbstoffs ab, der sichtbar wird und als Indikator flr ein bestimmtes Epitop

gesehen werden kann.

Dank der Immunhistochemie ist es mdoglich, neben dem Vorkommen auch die
Lokalisation eines Proteins zu bestimmen. So wird bei zytoplasmatischen
Proteinen das Zytoplasma angefarbt. Sind Proteine beispielsweise
membranstdndig oder nur im Zellkern lokalisiert werden entsprechend
Zellmembran bzw. Zellkern angefarbt.

Als weiteres Merkmal zur Charakterisierung von Tumorgewebe dient die
Quantifizierung der Antigenmenge. Dafir kann die optische Dichte und
Farbeintensitat hinzugezogen werden (Matkowskyj, Cox, Jensen, & Benya, 2003;

Taylor & Levenson, 2006).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich mit der Immunhistochemie
Tumorgewebe hinsichtlich Vorkommen, Verteilung und Quantitat ihrer

spezifischen Antigene charakterisieren lassen.

2.3.2 Labelled (Strept-) Avidin-Biotin-Methode

Die Labelled (Strept-) Avidin- Biotin- Methode (LSAB) - Methode z&hlt ebenfalls
zu den indirekten Nachweismethoden. Seit ihrer Etablierung 1981 wird die
Avidin- Biotin- Immunhistochemie sehr haufig eingesetzt (Hsu, Raine, & Fanger,
1981).

Mit der LSAB- Methode wurden in dieser Untersuchung die SSTR-Subtypen

nachgewiesen.
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Der  Sekundérantikbrper ist  hierbei  biotinyliert und  wird von
peroxidasekonjugierten Streptavidin-Molektlen erkannt, die jeweils zu mehreren
an den Sekundarantikérper binden (Guesdon, Ternynck, & Avrameas, 1979)
(siehe Abb. 2A). Streptavidin, isoliert aus Streptomyces avidinii, hat vier
Bindungsstellen fir das Vitamin Biotin. Die mit dem Streptavidin-Molekdl

konjugierte Peroxidase, hochgereinigte Meerrettichperoxidase, kann daraufhin

mit einem Chromogen (DAB +, 3,30Diaminobenzidin)

kontrastreiche braune Farbung am Ort des vom priméren Antikdrper erkannten

und gebundenen Antigens erwirken (siehe Abb. 2B).

. — Streptavidin,

biotinylierter peroxidasekonjugiert
Sekundarantikdrper —

Primarantikdrper —

‘ ‘ ‘ -—— Gewebeantigen

A
Chromogen — .
. Farbereaktion
B

Abb. 2: LSAB-Methode, vereinfachte Darstellung. (A) Streptavidin-Biotin-Komplex. Der
Primarantikbrper bindet an das Antigen, (B) Reaktion der Peroxidase mit dem
Chromogen und Sichtbarmachen der Bindung. (Eigene Darstellung, modifiziert nach
Education Guide, Immunohistochemical Staining Methods, 5" Edition, Fa. Dako,
Glostrup, Danemark).
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Diese Reaktion kann allerdings auch durch die endogene Peroxidase katalysiert
werden. Es ist moglich, dass die Aktivitdt der endogenen Peroxidase, die im
Harnblasengewebe zahlreich vorhanden ist, durch den Vorgang der
Gewebefixation nicht vollstandig zerstort wurde. Deswegen sind falsch positive
Ergebnisse und Hintergrundfarbungen zu beflrchten. Durch die 30minitige
Inkubation in 3%igem Wasserstoffperoxid wird die endogene Peroxidase
geblockt und steht somit fir die DAB-Oxidation nicht mehr zur Verfigung.
Insbesondere in formalinfixiertem Gewebe kann es auflerdem zur sog.
Maskierung des Antigens kommen. Ursache sind Aldehydvernetzungen, die die
Bindung des Priméarantikoérpers an das Antigen verhindern oder erschweren und
somit ein falsch negatives Ergebnis verursachen. Eine Madoglichkeit zur
Demaskierung ist das Kochen in Citratpuffer (pH 6,0) in der Mikrowelle. Die
Crosslinks lésen sich und der Primarantikdrper kann optimal an das Antigen
binden.

Bei einigen Geweben kommt es vor, dass sich Biotin oder Avidin auch ohne
biotinylierten Antikérper binden, sei es an endogenes Biotin oder an
unspezifische Gewebsbestandteile. Um dies zu verhindern ist vor der
Antikdrperzugabe eine Behandlung mit einem Avidin/Biotin Blocking-Kit sinnvoll.
Mit diesen Hilfsmitteln und Vorgehensweisen kann eine unspezifische

Hintergrundfarbung reduziert werden.

2.3.3 Durchfihrung der Immunhistochemie

In der vorliegenden  Untersuchung  werden  funf  verschiedene
immunhistochemische Farbungen verwendet: SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTR4
und SSTRS5. Die Farbungen erfolgten im Kliniklabor der Klinik fiir Urologie der
Universitatsklinik Tdbingen. Vor Beginn der Immunfarbung wurden alle

Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht.

2.3.3.1 Farbeprotokoll gegen SSTR1, SSTR2, SSTR3 und SSTR4

Es wurde das im Folgenden aufgefiihrte Protokoll zur immunhistochemischen
Farbung der SSTR-Subtypen 1, 2, 3 und 4 angewandt.
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Die Schnittpraparate wurden zuerst Uber Nacht getrocknet bei 37°C im
Warmeschrank. Dann wurden sie in einem ersten Schritt 3x 10min in Xylol
entparaffiniert und in einer absteigenden Ethanolreihe (100%, 96%, 70%)
rehydriert. Vor der Farbung mit dem Antikoérper wurde die Aktivitat der endogenen
Peroxidase reduziert durch  30-minttige Inkubation mit  3%igem
Wasserstoffperoxid (Fa. Sigma) und anschlielend mit TBST (0,1 M Tris, pH 7,6,
0,15 M NaCl) gespdlt.

Jeder der SSTR-Subtypen bendtigt eine individuelle Vorbehandlung und

Verdinnung (siehe Tab. 3). Diese ist im Folgenden aufgefthrt:

SSTR-Subtyp Verdinnung Demaskierung
SSTR1 3ug/ml Kochen in 10mM
Citratpuffer (pH 6,0)

15min in der Mikrowelle

SSTR2 1:100 Kochen in Dako high pH-
Puffer 10min in der
Mikrowelle

SSTR3 8ug/ml Kochen in Dako high

Puffer (pH 9,0) 15min in
der Mikrowelle

SSTR4 4ug/mi Kochen in 10mM
Citratpuffer (pH 6,0)

20min in der Mikrowelle

Tab. 3: Verdinnung und Demaskierung fir SSTR1-4.

Die Demaskierung erfolgte fir die einzelnen SSTR-Subtypen gemald dem
Vorbehandlungsschema. Nach der AbkiUhlung fir 30min im jeweiligen Puffer
folgte abermals eine Waschung mit TBST.

Als Blocklésung diente das Avidin/Biotin Blocking Kit (Vector Blocking-Kit SP-
2001). Die Inkubationszeit in der Avidin Solution betrug 15min, nach zweimaliger
Waschung fur jeweils 5min mit TBST erfolgte die finfzehnminutige Inkubation in

der Biotin Solution. Auch hierauf folgte 2x 5min waschen mit TBST.
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Die Schnittpraparate wurden mit den Priméarantikérpern Uber Nacht bei 4°C im
Kihlschrank inkubiert.

Verwendet wurden hierzu die Priméarantikbrper Anti-SSTR1-migG1l gegen
SSTR1, Anti-SSTR2 (UMB1) gegen SSTR2, Anti-SSTR3-mIgG2a gegen SSTR3
und Anti-SSTR4-mlgG2a gegen SSTR4 der Firma Novartis (Novartis AG, Basel,
Schweiz).

Dabei wurde fir jeden Subtyp eine eigene Verdinnung gewahlt (siehe Tab. 3).
Als Verdinnungsmedium diente bei allen vier Subt ypen der
Antibody Diluent (Dako, Glostrup, Denmark).

Am nachsten Tag wurden die Schnittpraparate 3x 5min mit TBST gespililt.

Di e weiteren Schritte erfol gten mi t
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse (Dako, Glostrup, Denmark), beruhend auf

einem indirekten Streptavidin-Biotin 7 Verfahren, der sog. LSAB-Methode.

Al s biotinylierter Sekund?@aranti k®rper

Secondary Antibodies (AB2), biotinylierte Ziege-Anti-Maus- und Ziege-Anti-
Kaninchen-Immunglobuline.  Die  Inkubationszeit betrug  30min  Dbei
Raumtemperatur. AnschlielRend erfolgte die Waschung mit TBST 3x 5min.

In einem letzten Inkubationsschritt wurde das Farbsubstrat hinzugegeben,
bestehend aus 20ul DAB+ Chromogen (DAB-LAsung, Diaminobenzidinlésung)
und 1000ul wasserstoffperoxidhaltigem HRP  Substrate Buffer. Die
Inkubationszeit betrug 2min fir SSTR1, 3min fir SSTR2, 6min fir SSTR3 und
5min fur SSTR4, die anschlieRende Waschung wurde 2x 5min mit Aqua dest.
durchgeflhrt.

Als Gegenfarbung wurde eine 60-sekindige Hamatoxilinfarbung nach Meyer
(Romeis, 2010) mit anschlieBendem Blauen fir 7min unter Leitungswasser
angeschlossen.

Die Dehydrierung erfolgte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (96%, 100%) fur

2X 3min bzw. 2x 5min und abschliel3end 3x 5min mit Xylol.

Die nun fertig gefarbten Schnittpraparate wurden abschlieBend eingedeckt mit

Hilfe des VectaMount (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA).
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2.3.3.2 Farbeprotokoll gegen SSTR5

Die Entparaffinierung in Xylol, die Rehydrierung mit einer absteigenden
Alkoholreihe und der Peroxidaseblock mit 3%igem Wasserstoffperoxid erfolgten
analog der Farbung mittels Anti-SSTR1-4. Die Waschung erfolgte ebenfalls mit
TBST flr 5min.

Fur die Demaskierung wurde auch hier das Kochen fur 3x 5min in Citratpuffer in
der Mikrowelle (Moulinex Mikro-Chef MO 500, Moulinex, Alencon, Frankreich)
gewahlt. Anschliel3end kihlten die Praparate fur 30min bei Raumtemperatur ab
und wurden 2x 5min mit TBST (0,05M Triss pH7,6; 1,15M NaCl; 0,1% Tween 20)
gewaschen.

Als Primarantikérper wurden SSTR5 von Novartis (Novartis AG, Basel, Schweiz)
benutzt in einer Verdinnung von 3ug/ml mit dem Verdinnungsmedium Dako
Diluent S0809 (Dako, Glostrup, Denmark). Die Inkubation erfolgte bei 4°C im
Kihischrank Gber Nacht. Anschlieend wurden die Schnittpréparate gewaschen
mit TBST fur 3x 5min.

Verwendet wurde als Sekundarantikdrper (Link) der biotinfreie Advance HRP
Link (anti rabbit SAK) aus dem benutzten Kit Advance HRP K4067 (Dako,
Glostrup, Denmark). Inkubiert wurde 30min bei Raumtemperatur und
anschliel3end gewaschen 3x 5min mit TBST. Danach erfolgte eine 30-minttige
Inkubation mit dem Advance HRP Enzyme bei Raumtemperatur, gefolgt von drei
weiteren funfmindtigen Waschungen mit TBST.

In einem letzten Inkubationsschritt wurde nun das Farbsubstrat hinzugegeben,
Liquide DAB+Substrate ImMmPACT (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA,
USA), bestehend aus 1000ul Buffer und 30ul DAB. Die Inkubationszeit betrug
4min, anschlielend wurde 2x 5min mit Aqua dest. gespult.

Als Gegenfarbung folgte eine 40-sekindige Hamatoxilinfarbung nach Meyer
(Romeis, 2010) und 7-mindtiges Blauen in Leitungswasser.

Die Dehydrierung erfolgte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (96%, 100%) fur
2x 3min bzw. 2x 5min und abschliel3end 3x 5min mit Xylol.

Die nun fertig gefarbten Schnittpraparate wurden eingedeckt mit Hilfe des

VectaMount (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA).
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Zur Qualitatskontrolle diente parallel das positive Kontrollgewebe eines

Hodentumors.

2.4 Beurteilung des Expressionsverhaltens

Zur Beurteilung der TMAs wurden die Objekttrager digitalisiert (Pannoramic
DESK, 3DHistech Ltd, Budapest, Ungarn). Die Betrachtung der Stanzen erfolgte
anonymisiert und ohne das Wissen um die klinisch-pathologischen Parameter
des jeweiligen Gewebes. Lediglich die K-Nummer der Pathologie und die
Nummer des Geberparaffinblocks waren jedem Dot zugeordnet. So war bei
Entblindung eine eindeutige Zuordnung maoglich. Zum Einsatz kam die Software
Pannoramic Viewer (3DHistech Ltd, Budapest, Ungarn). Beispielbilder konnten
ebenfalls mit dieser Software festgehalten werden (siehe Abb. 3A).

Die Ergebnisse wurden auf einem fir jeden der vier TMAs mit Excel individuell
erstellten Dokumentationsblatt festgehalten (Excel 2011®, Microsoft Germany,
Unterschleil3heim). Die Anordnung der Stanzen auf den TMA-BI6cken entsprach
dabei der Anordnung der Felder auf dem verwendeten Dokumentationsblatt
(siehe Abb. 3B).
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B

Abb. 3: (A) Immunhistochemisch gefarbter TMA-Objekttrager mit (B) Darstellung der
korrespondierenden Auswertetabelle. Gelb: Schweinemuskel als Orientierungshilfe.
Eigene Aufnahmen.

Fur alle Schnitte erfolgte die Beurteilung am selben Bildschirm und bei gleicher
Helligkeit. Ein erster Eindruck konnte bei 10- bzw. 20-facher Vergrél3erung
gewonnen werden. FUr eine genauere Betrachtung und Beurteilung der

zellularen Verteilung wurde die 40-fache VergréR3erung hinzugezogen.

In jeweils zwei Durchgangen erfolgte die Auswertung der Marker ohne Kenntnis
der Ergebnisse des ersten. Gab es Abweichungen zwischen den beiden
Durchlaufen, wurde ein drittes Mal, abermals verblindet, ausgewertet.

AnschlieBend wurden die Daten der fertig ausgefillten Auswertebdgen in die
bestehende Datenbank mit klinisch-pathologischen und anderen erhobenen

Daten der Patienten Ubertragen.

2.4.1 Evaluationskriterien fir die Auswertung

Fur die zellulare Verteilung aller SSTR-Subtypen ergab sich die Mdglichkeit einer
zytoplasmatischen, nukledren und membranstéandigen Expression. Es wurden
alle subzellularen Kompartimente beurteilt. Die Auswertung erfolgte

semiquantitativ.
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2.4.1.1 Zytoplasmatische Rezeptoren

Zunachst wurde die Expression der zytoplasmatischen Rezeptoren beurteilt. Es
zeigten sich innerhalb einer Stanze verschiedene Farbeintensitaten, allerdings
ohne vorherrschende Farbeintensitat. Um neben der Intensitat der Farbung auch
deren Ausbreitung optimal zu erfassen, wurde der H-Score, analog zu
Maygardens immunhistochemischen Analysen am Prostatakarzinom, verwendet
(Maygarden, Novotny, Moul, Bae, & Ware, 1994). In der vorliegenden
Untersuchung wurde der H-Score sowohl fr Tumor- als auch fir Normalgewebe
verwendet.

Fur die Bestimmung des H-Scores wird die Summe aller urothelialer Tumorzellen
(bzw. des benignen Urothels) einer Stanze als 100% festgesetzt. Fir jede Stanze
wird daraufhin die prozentuale Anzahl der Zellen bestimmt, die jeweils den
Intensitdten O (keine Farbung) bis 3+ (stark angefarbt) zugerechnet werden
konnen. Um den H-Score zu erhalten, werden die Prozentsétze der einzelnen
Farbeintensitatsstufen (Prozentsatz x Intensitatsstufe) addiert (siehe Abb. 4). Die

so bestimmten Tumoranteile ergeben in ihrer Summe wieder 100%.

H-Score = (% 0)x 0+ (% 1+)x 1+ (% 2+)x 2+ (% 3+) x 3

Abb. 4: H-Score (nach Maygarden et al., 1994).

Auf diese Weise ist ein kontinuierliches Ergebnis von 0 bis zum Ho6chst-Score
300 maglich.

2.4.1.2 Membranstandige Rezeptoren

Ebenso wurden die Schnitte in Hinblick auf die Expression membranstandiger
Rezeptoren beurteilt. Auch hier erfolgte die Auswertung semiquantitativ.

Es zeigte sich, dass auch bei der membranstandigen SSTR-Expression nicht
immer eine vorherrschende Farbeintensitat angegeben werden kann. Deswegen
wurde fur die Evaluation der Membran ebenfalls der zuvor beschriebene H-Score

angewendet (siehe Abb. 4).
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Konnte bei gleichzeitiger zytoplasmatischer Farbung die Zellgrenze nicht erkannt
werden, wurde von einer gleichstarken Farbung von Membran und Zytoplasma

ausgegangen und entsprechend gleich bewertet.

2.4.1.3 Nukleare Rezeptoren

Eine Braunfarbung der Zellkerne konnte nur vereinzelt beobachtet werden und

war zumeist unspezifisch und wurde deswegen nicht erhoben.

2.5 Statistische Auswertungen der Datenbank

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Statistikprogramms JMP
(Version 13, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

Das festgelegte Signifikanzniveau der statistischen Tests betrug p<0,05 (5%).

Fur die demographischen und anderen Gréf3en des Patientenkollektivs wie Alter

bei  Operation, Geschlecht und TNM-Stadium wurden  Median,
Standardabweichung SD, Mittelwert und Haufigkeitsverteilungen mit Quartilen

erhoben. Auch fur die Daten des Follow-ups, tumorspezifisches Uberleben und
Gesamtuberleben, wurden statistische Kenngréf3en und Haufigkeitsverteilungen

erhoben.

Fur die ZielgroRen  Farbeintensitat der  zytoplasmatischen  und
membranstandigen SST-Rezeptoren wurden ebenfalls zuerst die statistischen

KenngrofRen und Haufigkeitsverteilungen erhoben. Es folgte der Vergleich der

ZielgroBen in Tumor- und Normalgewebe mittels Wilcoxon/Kruskal-Wallis-Test

und folgender Chi-Quadrat-Approximation (Kruskal, 1952).

Zur besseren Beurteilung erfolgte die Dichotomisierung folgendermalen: Das

Alter zum Zeitpunkt der OP i man:69JahreMBdi an un
Stadium 0 < pT3 ®Bonadadilunmd ipnT30 N N6 und 1
Gegenuberstellung der Zielvariablen SSTR-Expression in Tumorgewebe mit den

TNM-Stadien erfolgte jeweils fur die membranstandige und die zytoplasmatische
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Féarbung in univariaten Analysen mittels Wilcoxon/Kruskal-Wallis-Test und Chi-
Quadrat-Approximation (Kruskal, 1952).

Die Interaktion der SSTR-Subtypen wurde mittels linearer Regressionsanalyse
bestimmt, zuerst fir die membranstandigen SSTR, danach fir die
zytoplasmatischen SSTR.

Der Zusammenhang zwischen Patientencharakteristika wie Alter und Geschlecht
mit den Zielvariablen erfolgte in einfaktorieller Analyse mittels Wilcoxon/Kruskal-
Wallis-Test und damit einhergehender Chi-Quadrat-Approximation.

Fur die Ergebnisse des Krankheitsverlaufs, Auftreten eines Rezidives,
tumorabhangiges Versterben und Gesamtuberleben wurden statistische
KenngroRen (Median, SD, Mittelwert) und Haufigkeitsverteilungen mit Quartilen
erhoben. Die Untersuchung des Zusammenhangs mit den ZielgroRen im
Tumorgewebe erfolgte mit dem Log Rang-Test und die Darstellung der
Ergebnisse durch Kaplan-Meier-Kurven (Kaplan, 1958; Mantel, 1966).
Dichotomisierung der SSTR-Expression in 0 <Medianund1 O Medi an
Zuletzt wurde mittels multivariater Analysen, der Cox-Regressionsanalyse, die
Unabhangigkeit des Einflusses von verschiedenen Pradiktoren auf den

Krankheitsverlauf gepruft (Cox, 1972).

2.6 Ethik

Die vorliegende Arbeit ist Teil eines Verbundprojektes ARetr ospekti ve

immunhistochemische Untersuchungen zur Expression onkologisch relevanter
Proteinparameter beim muskelinvasiven Urothelkarzinom der Harnblase mittels
der Ti ssue Mi crionerhatbdemyverscldeddena Diskefitationen zur
Thematik angefertigt wurden. Der Ethikantrag hierfir wurde der Tulbinger
Ethikkommission bereits vorgelegt und bewilligt, das gesamte Vorhaben der
Gewebeuntersuchungen mittels Tissue Microarray erhielt die Nummer
279/2013B0O2, die individuellen Nachbeobachtungen der Krankheitsverlaufe
wurden mit Votum 647/2917B0O2 bewilligt.
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2.7 Datenschutz

Der Umgang mit Patientendaten erfolgte unter Einhaltung der &rztlichen
Schweigepflicht und Bericksichtigung der Datenschutzauflagen. Es waren nur
Personen an den Untersuchungen und Erhebungen der klinischen Verlaufsdaten
beteiligt, die der Schweigepflicht unterliegen.

Nach Abschluss der Erhebungsphase der klinischen Daten wurde das
Patientenkollektiv vollstandig anonymisiert. Name und Geburtsdatum wurden
entfernt und den Patienten stattdessen fortlaufende Nummern zugeteilt. Eine
Ruckverfolgung etwa durch Geburtsdaten oder |Initialen wird somit

ausgeschlossen.

2.8 Verwendete Software

Literaturverwaltung: EndNoteX7 (Thomson Reuters, New York, USA)

{ Statistische Auswertung: JMP 10.0® (Version 13, SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA)

 Datenbankerstellung: Microsoft Excel 2011® (Microsoft Germany,
Unterschleil3heim)

f Verfassung der Dissertation: Microsoft Word 2011® (Microsoft Germany,
Unterschleil3heim)

1 Betrachten und Auswertung der Scans: Pannoramic Viewer (3DHistech
Ltd, Budapest, Ungarn)
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Ausgewertet wurden die Daten von 103 Patienten, die sich einer radikalen
Zystektomie eines muskelinfiltrierenden Harnblasenkarzinoms an der Klinik fur
Urologie des Universitatsklinikums TiUbingen unterzogen haben. Die Patienten
wiesen mindestens ein Tumorstadium T2a und grofRer auf. Die Operationen
fanden zwischen 1996 und 2006 statt.

3.1.1 Patientendaten

Der jungste der erfassten 103 Patienten war zum Zeitpunkt der Operation 32
Jahre alt, der alteste 84 Jahre (Mittelwert 66 Jahre, Median 69 Jahre, SD 10,8
Jahre). Von den 103 untersuchten Patienten waren 79 (77%) mannlich und 24
(23%) weiblich (siehe Tab. 4).

3.1.2 Tumorklassifikation

Von allen 103 untersuchten Patienten konnte die Infiltration des Primartumors
festgestellt werden (T-Stadium). Die Stadien reichten von T2a (n=17, 16%) bis
T4b (n=6, 6%). Die haufigsten erfassten Tumorstadien waren mit jeweils 24
Patienten T3a und T3b (jeweils 23%).

Die Zahl der befallenen Lymphknoten konnte bei 99 der 103 Patienten erhoben
werden. Bei den meisten Patienten (n=58, 59%) fanden sich keine regionalen
Lymphknotenmetastasen. 2 Patienten (2%) hatten mit N3 das hochste N-
Stadium.

Fernmetastasen (M-Stadium) konnten bei 99 Patienten beurteilt werden. 90
Patienten (91%) wiesen zum Zeitpunkt der Operation keine Fernmetastasen auf.
Die anderen 9 Patienten wiesen bereits Fernmetastasen (M1, 9%) auf.

Von allen 103 Patienten konnten Daten zum histologischen Grading erhoben
werden. Dass muskelinvasive Harnblasenkarzinome in der Regel schlecht
differenziert sind zeigt sich an der Verteilung des Gradings. 78 Patienten hatten
G3-Tumore (76%), 25 Patienten (24%) G2-Tumore (siehe Tab. 4).
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Parameter Median n %
Alter zum Zeitpunkt der Operation (n=103) 69
Geschlecht (n=103)
Mannlich 79 | 77
Weiblich 24 | 23
T-Stadium (n=103) T3a
T2a 17 | 16
T2b 14 | 14
T3a 24 | 23
T3b 24 | 23
T4a 18 | 17
T4b 6 |6
N-Stadium (n=99) 0
NO 58 | 59
N1 24 | 24
N2 15 | 15
N3 2 |2
M-Stadium (n=99) 0
MO 90 |91
M1 9 |9
Grading (n=103) 3
G1 0
G2 25 | 24
G3 78 | 76

Tab. 4: Patientenkollektiv, Patientenverteilung und Tumorklassifikation.
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3.2 Immunhistochemische Ergebnisse

Die SSTR-Subtypen 1 bis 5 konnten allesamt immunhistochemisch
nachgewiesen und unter dem Lichtmikroskop betrachtet werden. Die Expression
der Rezeptoren zeigte sich sowohl in Normal- als auch im Tumorgewebe. Auf
dem TMA wurden die gut beurteilbaren Stanzen bewertet. Die Féarbung stellte
sich von hell- bis dunkelbraun dar.

Die Tumorzellen waren in einigen Stanzen diffus im umliegenden Gewebe
verteilt, in anderen als massive Cluster erkennbar.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Immunhistochemie fir die einzelnen

Subtypen erlautert.

3.2.1 SSTR1

Fir den SSTR1 zeigten sich die Membranen in vielen Fallen homogen gefarbt.
Das Zytoplasma dagegen zeigte innerhalb einer Stanze eine Uberwiegend
heterogene Farbung des Zytoplasmas unter Aussparung der Zellkerne (s. Abb.
5). In manchen Féllen zeigte sich eine zum Lumen hin héhere Farbeintensitét der
Zellen.

Eine rein nukleare Farbung wurde nicht beobachtet und soll im Folgenden auch
nicht in die Wertung einflieBen. Allenfalls in wenigen Einzelfallen konnte eine
unspezifische Farbung beobachtet werden.

Es konnte jeweils zwischen Geweben mit geringer, maRiger und starker

membranstandiger und zytoplasmatischer Expression unterschieden werden.

Abb. 5: Farbung gegen SSTR1, Braunfarbung der Zellen. VergréR3erung 1:400, O bis
2+ Tumorgebe, 3+ benignes Gewebe. Jeweils homogene Farbung von Membran und
Zytoplasma unter Aussparung des Zellkerns.
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Die statistische Auswertung der erhobenen Ergebnisse soll im Folgenden

erlautert werden.

3.2.1.1 Statistische Kenngré3en

Im urothelialen Normalgewebe ergaben sich fir die membrandse Farbung H-
Score Werte zwischen 120 und 300 (Median 300, Mittelwert 276, SD 46). Im
Zytoplasma des urothelialen Normalgewebes zeigten sich Werte zwischen 110
und 300 (Median 230, Mittelwert 224, SD 52).

Im Tumorgewebe konnten fiir die membrandse Farbung Werte zwischen 100 und
300 erreicht werden (Median 200, Mittelwert 214, SD 52). Fir die
zytoplasmatische Farbung ergaben sich ebenfalls Werte zwischen 100 und 300
(Median 194, Mittelwert 194, SD 49).

3.2.1.2 Vergleich der membrantsen Expression in Normal- und
Tumorgewebe

Fir den Vergleich der membrantésen SSTR1-Expression in Normal- und

Tumorgewebe stellte sich in der einfaktoriellen Analyse mittels Wilcoxon/Kruskal-

Wallis-Test mit p<0,0001 ein signifikantes Ergebnis dar. Membranen in benignem

Gewebe exprimierten mehr SST-Rezeptoren als Membranen in Tumorgewebe

(s. Abb. 6).
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p<0,0001
300 $ S
o ! [}
= . $
)
&, }
< 250
= $
5
> 200 $
o
= $
£ 150 ¢
D [ ]
g - s
L
100 i
Normalgewebe Tumorgewebe

Abb. 6: Vergleich der membrandsen Expression von SSTR1 in Normal- und
Tumorgewebe, H-Score, einfaktorielle Analyse (Wilcoxon Test, p<0,0001).

3.2.1.3 Vergleich der zytoplasmatischen Expression in Normal- und
Tumorgewebe

Der Vergleich der zytoplasmatischen Expression von SSTR1 in Normal- und
Tumorgewebe zeigte in der einfaktoriellen Analyse mittels Wilcoxon/Kruskal-
Wallis-Test mit p=0,0016 ein signifikantes Ergebnis. Benignes urotheliales

Zytoplasma exprimierte mehr SSTR1 als Zytoplasma in Tumorgewebe (siehe
Abb. 7).
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Abb. 7: Vergleich der zytoplasmatischen Expression von SSTR1 in Normal- und
Tumorgewebe, H-Score, einfaktorielle Analyse (Wilcoxon Test, p=0,0016).

3.2.1.4 Korrelation mit TNM-Klassifikation und Grading

3.2.1.4.1 T-Stadium
Mit p=0,0477 konnte in Tumorgewebe ein signifikanter Zusammenhang zwischen

dem Tumorstadium T wund der Expression membranstandiger SSTR1
nachgewiesen werden. Bei geringerer Tiefeninfiltration des Tumors wurden mehr
SSTR1 an den Membranen exprimiert (s. Abb. 8).

Ebenso konnte mit p=0,0424 ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
zytoplasmatischen SSTR1-Expression und dem T-Stadium dargestellt werden.
Auch hier zeigte sich eine vermehrte SSTR1-Expression bei geringerer
Tiefeninfiltration  beziehungsweise schwachere SSTR1-Expression im

Zytoplasma invasiverer Tumoren (s. Abb. 9).
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Abb. 8: Korrelation der membranstandigen SSTR1-Expression mit dem T-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,0477.
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Abb. 9: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR1-Expression mit dem T-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,0424.

3.2.1.4.2 N-Stadium
Fur die Korrelation von SSTR1 mit dem Lymphknotenstatus der Patienten konnte

in Tumorgewebe weder fir die membranstandige noch die zytoplasmatische
Expression ein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden (s. Abb. 10
und 11).
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Abb. 10: Korrelation der membranstandigen SSTR1-Expression mit dem N-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,3674.
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Abb.11: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR1-Expression mit dem N-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,7072.

3.2.1.4.3 M-Stadium
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der SSTR1-Expression in

Membranen und Zytoplasma des Tumorgewebes und dem Ausmald der

Fernmetastasierung festgestellt werden (s. Abb. 12 und 13).
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Abb. 12: Korrelation der membranstéandigen SSTR1-Expression mit dem M-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,4865.
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Abb. 13: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR1-Expression mit dem M-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,3029.

3.2.1.4.4 Grading
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang hergestellt werden zwischen

Grading und der SSTR1-Expression in Membranen und Zytoplasma des

Tumorgewebes (s. Abb. 14 und 15).
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Abb. 14: Korrelation der membranstéandigen SSTR1-Expression mit dem Grading;
Wilcoxon-Test; p=0,8353.
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Abb. 15: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR1-Expression mit dem Grading;
Wilcoxon-Test; p=0,4219.
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3.2.2 SSTR2

Die Farbung des SSTR2 zeigte sich ebenfalls membranstdndig und
zytoplasmatisch in verschiedenen Brauntdonen (s. Abb.16). Eine Farbung des
Zellkerns wurde nur in Einzelfallen beobachtet und soll nicht in die Auswertung

mit einflieRen.
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Abb. 16: Farbung gegen SSTR2, Braunfarbuhg des Zytoplasmas und der
Membranen, Zellkerne ausgespart. Vergrol3erung 1:400, Tumorgewebe.

3.2.2.1 Statistische Kenngrdol3en

In den Membranen des Normalgewebes ergaben sich Werte zwischen 100 und
230 (Median 200, Mittelwert 174,4, SD 41,9), im Zytoplasma zwischen 100 und
210 (Median 160, Mittelwert 159, SD 36,1).

In den Membranen des Tumorgewebes fanden sich Werte zwischen 0 und 300
(Median 177,5, Mittelwert 158,1, SD 53,8). Im Zytoplasma des Tumorgewebes
ergaben sich ebenfalls Werte zwischen 0 und 300 (Median 165, Mittelwert 154,1,
SD 52,4).

3.2.2.2 Vergleich der membrantsen Expression in Normal- und
Tumorgewebe

Beim Vergleich der SSTR2-Expression in Membranen des Normal- und

Tumorgewebes ergab sich ein signifikantes Ergebnis mit p=0,0193. Membranen

des Normalgewebes exprimierten mehr SSTR2 als Membranen des

Tumorgewebes (s. Abb. 17).
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Abb. 17: Vergleich der membrantsen Expression von SSTR2 in Normal- und
Tumorgewebe, H-Score, einfaktorielle Analyse (Wilcoxon Test, p=0,0193).

3.2.2.3 Vergleich der zytoplasmatischen Expression in Normal- und
Tumorgewebe

Der Vergleich der zytoplasmatischen SSTR2-Expression in Tumor- und

Normalgewebe ergab keinen signifikanten Unterschied.
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Abb. 18: Vergleich der zytoplasmatischen Expression von SSTR2 in Normal- und
Tumorgewebe, H-Score, einfaktorielle Analyse (Wilcoxon Test, p=0,6269).
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3.2.2.4 Korrelation mit TNM-Klassifikation und Grading

3.2.2.4.1 T-Stadium
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der membrandsen und

zytoplasmatischen Expression von SSTR2 in Tumorgewebe festgestellt werden

(s. Abb. 19 und 20).
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Abb. 19: Korrelation der membranstandigen SSTR2-Expression mit dem T-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,6237.
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Abb. 20: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR2-Expression mit dem T-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,3262.
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3.2.2.4.2 N-Stadium
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der membrandsen und

zytoplasmatischen ~ SSTR2-Expression in  Tumorgewebe und dem

Lymphknotenbefall der Patienten festgestellt werden (s. Abb. 21 und 22).
350
p=0,7144
300
250

200

150

100

50

SSTR2 Farbeintensitat Membran

0

-50

N+

Abb. 21: Korrelation der membranstandigen SSTR2-Expression mit dem N-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,7144.
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Abb. 22: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR2-Expression mit dem N-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,7366.
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3.2.2.4.3 M-Stadium
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der SSTR2-Expression in

Membranen und Zytoplasma des Tumorgewebes und dem M-Stadium
festgestellt werden (s. Abb. 23 und 24).
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Abb. 23: Korrelation der membranstandigen SSTR2-Expression mit dem M-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,5093.
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Abb.24: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR2-Expression mit dem M-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,4032.
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3.2.2.4.4 Grading
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der membrandsen und

zytoplasmatischen SSTR2-Expression in Tumorgewebe und dem Grading
festgestellt werden (s. Abb. 25 und 26).
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Abb. 25: Korrelation der membranstéandigen SSTR2-Expression mit dem Grading;
Wilcoxon-Test; p=0,3922.
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Abb. 26: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR2-Expression mit dem Grading;
Wilcoxon-Test; p=0,2337.
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3.2.3 SSTR3

Auch fur den SSTR3 konnten Farbungen der Membran und des Zytoplasmas
gezeigt werden. Die membranstandige Farbung verteilte sich eher homogen Gber
das Urothelgewebe. Die zytoplasmatische Farbung des SSTR3 zeigte sich eher
inhomogen in verschiedenen Brauntonen.

Vereinzelt war eine geringe Braunfarbung des Zellkerns sichtbar, die jedoch in
der weiteren Beurteilung nicht bericksichtigt wurde. Eine rein nukleéare Farbung
konnte nicht beobachtet werden (s. Abb. 27).
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und 3+ Tumorgebe, 2+ benignes Gewebe. 1+ bis 3+ membranstandige und
zytoplasmatische Expression; bei 1+ teils nukleare Expression.

Die statistische Auswertung der erhobenen Ergebnisse soll im Folgenden

erlautert werden.

3.2.3.1 Statistische KenngréRen

Im Normalgewebe zeigten sich bei der membranstandigen SSTR3-Expression
Werte zwischen 0 und 220 (Median 175, Mittelwert von 145,6, SD 71,9). Fir die
zytoplasmatische Expression ergaben sich ebenfalls Werte von 0 bis 220
(Median 162,5, Mittelwert 137, SD 71,5).

In den Membranen des Tumorgewebes konnten Werte des H-Scores zwischen
0 und 300 (Median 47,5, Mittelwert 61, SD 67,8) festgestellt werden, im
Zytoplasma zwischen 0 und 235 (Median 45, Mittelwert 57, SD 62).

52



Ergebnisse

3.2.3.2 Vergleich der membrantsen Expression in Normal- und
Tumorgewebe

Im Vergleich der membransténdigen Expression von SSTR3 in Normal- und
Tumorgewebe ergab die einfaktorielle Analyse mittels Wilcoxon/Kruskal-Wallis-
Test mit p<0,0001 ein signifikantes Ergebnis. Benigne urotheliale Membranen

exprimierten mehr SSTR3 als Membranen in Tumorgewebe.
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Abb. 28: Vergleich der membrantsen Expression von SSTR3 in Normal- und
Tumorgewebe, H-Score, einfaktorielle Analyse (Wilcoxon Test, p<0,0001).

3.2.3.3 Vergleich der zytoplasmatischen Expression in Normal- und
Tumorgewebe

Mit p<0,0001 lag fur den Vergleich der zytoplasmatischen Expression von SSTR3
in Normal- und Tumorgewebe ein signifikantes Ergebnis vor. Benignes
urotheliales Zytoplasma exprimierte mehr SSTR3 als Zytoplasma in
Tumorgewebe (s. Abb. 29).
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Abb. 29: Vergleich der zytoplasmatischen Expression von SSTR3 in Normal- und
Tumorgewebe, H-Score, einfaktorielle Analyse (Wilcoxon Test, p<0,0001).

3.2.3.4 Korrelation mit TNM-Klassifikation und Grading

3.2.3.4.1 T-Stadium
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Tumorstadium T und

der Expression membranstandiger SSTR3 nachgewiesen werden. Mit p=0,092
zeigte sich allerdings die leichte Tendenz, dass eine vermehrte SSTR3-
Expression an den Membranen mit einer geringeren Tiefeninfiltration einherging
(s. Abb. 30).
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Abb. 30: Korrelation der membranstandigen SSTR3-Expression mit dem T-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,0920.

Auch bei der zytoplasmatischen SSTR3-Expression in Tumorgewebe konnte
eine solche Tendenz festgestellt werden. Bei starkerer Tiefeninfiltration des

Tumors wurde weniger SSTR3 im Zytoplasma exprimiert (p=0,0823).
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Abb. 31: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR3-Expression mit dem T-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,0823.
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3.2.3.4.2 N-Stadium
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von

SSTR3in Membranen und Zytoplasma des Tumors und dem Lymphknotenstatus

der Patienten gezeigt werden.
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Abb. 32: Korrelation der membranstandigen SSTR3-Expression mit dem N-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,1410.
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Abb. 33: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR3-Expression mit dem N-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,1888.
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3.2.3.4.3 M-Stadium
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der membranésen und

zytoplasmatischen Expression von SSTR3 und dem Ausmafll der

Fernmetastasierung festgestellt werden.
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Abb. 34: Korrelation der membranstandigen SSTR3-Expression mit dem M-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,1106.
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Abb. 35: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR3-Expression mit dem M-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,1105.

3.2.3.4.4 Grading
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der membrandsen und

zytoplasmatischen Expression von SSTR3 und dem Grading festgestellt werden.
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Abb. 36: Korrelation der membranstéandigen SSTR3-Expression mit dem Grading;
Wilcoxon-Test; p=0,1831.
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Abb. 37: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR3-Expression mit dem Grading;
Wilcoxon-Test; p=0,2652.
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3.2.4 SSTR4

Die Expression des SSTR-Subtyp 4 zeigte eine weitestgehend homogene
Farbung der Membranen. Dagegen zeigte sich eine eher heterogene Farbung
des Zytoplasmas, auch hier weitestgehend unter Aussparung der Zellkerne. Eine
rein nukledre Farbung wurde nicht beobachtet und soll im Folgenden auch nicht
in die Wertung einflieRen.

Es konnte jeweils zwischen Geweben mit geringer, mafiger und starker
membranstandiger und zytoplasmatischer Expression unterschieden werden (s.
Abb. 38).

, -
7 &
) -

Abb. 38: Farbung gegen SSTR4, Braunfarbung der ZeIIn. VergréBerung 1:400,
Tumorgewebe. Jeweils homogene Farbung von Zytoplasma und Membran unter
Aussparung des Zellkerns.

Es folgt die statistische Auswertung der erhobenen Ergebnisse.

3.2.4.1 Statistische KenngréRen

In den Membranen des Normalgewebes ergaben sich Werte zwischen 0 und 300
(Median 200, Mittelwert 216,5, SD 59,7), im Zytoplasma zwischen 80 und 235
(Median 160, Mittelwert 158,6, SD 36,8).

Die Auswertung der membrandésen SSTR4-Expression im Tumorgewebe ergab
Werte zwischen 0 und 300 (Median 200, Mittelwert 187,9, SD 65,3). Im
Zytoplasma des Tumorgewebes zeigten sich Werte des H-Scores von 0 bis 290
(Median 180, Mittelwert 170,8, SD 58,5).
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3.2.4.2 Vergleich der membrantésen Expression in Normal- und
Tumorgewebe

Beim Vergleich der SSTR4-Expression in Membranen von Normal- und
Tumorgewebe ergab sich mit p=0,0137 ein signifikantes Ergebnis. In den
Membranen des Normalgewebes wurden mehr SSTR4 exprimiert als in

Membranen des Tumorgewebes.
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Abb. 39: Vergleich der membrantsen Expression von SSTR4 in Normal- und
Tumorgewebe, H-Score, einfaktorielle Analyse (Wilcoxon Test, p=0,0137).

3.2.4.3 Vergleich der zytoplasmatischen Expression in Normal- und
Tumorgewebe

Der Vergleich der zytoplasmatischen SSTR4-Expression in Normal- und

Tumorgewebe ergab keinen signifikanten Unterschied (s. Abb. 40).
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Abb. 40: Vergleich der zytoplasmatischen Expression von SSTR4 in Normal- und
Tumorgewebe, H-Score, einfaktorielle Analyse (Wilcoxon Test, p=0,1065).

3.2.4.4 Korrelation mit TNM-Klassifikation und Grading

3.2.4.4.1 T-Stadium
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der membranésen und

zytoplasmatischen Expression von SSTR4 in Tumorgewebe und dem T-Stadium
festgestellt werden.
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Abb. 41: Korrelation der membranstandigen SSTR4-Expression mit dem T-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,5498.
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Abb. 42: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR4-Expression mit dem T-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,3938.

3.2.4.4.2 N-Stadium

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der SSTR4-Expression in
Membranen und Zytoplasma des Tumorgewebes und dem N-Stadium der
Patienten festgestellt werden.
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Abb. 43: Korrelation der membranstandigen SSTR4-Expression mit dem N-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,8615.

62



Ergebnisse

300
p=0,9660
g 250
@
a
g 200 ‘
N
=
= 150 i H
S M
c
2 100
5
¥ 50
’—
w
w
O [ ]
N- N+

Abb. 44: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR4-Expression mit dem N-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,9660.

3.2.4.4.3 M-Stadium
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der SSTR4-Expression

in Membranen und Zytoplasma des Tumorgewebes und dem M-Stadium der
Patienten festgestellt werden.
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Abb. 45: Korrelation der membranstandigen SSTR4-Expression mit dem M-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,6795.
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Abb. 46: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR4-Expression mit dem M-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,7848.

3.2.4.4.4 Grading
Fir membranstandige SSTR4-Expression in Tumorgewebe lie3 sich die

minimale Tendenz zur verstarkten Expression bei schlecht differenzierten

Tumoren nachweisen (p=0,0974).
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Abb. 47: Korrelation der membranstandigen SSTR4-Expression mit dem Grading;
Wilcoxon-Test; p=0,0974.
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Auch fur die zytoplasmatische SSTR4-Expression konnte die leichte Tendenz
festgestellt werden, dass histologisch schlechter differenzierte Tumore (G3) im
Vergleich zu G2-Tumoren mehr zytoplasmatische SSTR4 exprimieren
(p=0,0825).
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Abb. 48: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR4-Expression mit dem Grading;
Wilcoxon-Test; p=0,0825.
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3.2.5 SSTR5

Es konnten Farbungen der Membran und des Zytoplasmas festgestellt werden.
Die membranstandige Expression verteilte sich wie schon bei den vorherigen
Subtypen eher homogen Uber das Urothelgewebe. Die zytoplasmatische
Farbung des SSTR5 zeigte sich heterogen in verschiedenen Brauntbnen und
insgesamt sehr intensiv (s. Abb. 49).

Einzelne benigne Gewebedots zeigten an der luminalen Seite des Urothels

einzelne Zellen, die weder eine zytoplasmatische noch eine membranstandige

Farbung aufwiesen.

Abb. 49: Farbung gegen SSTR5 Braunfarbung der Zellen, Score 0-3. VergroéRerung
1:400, 0 benignes Gewebe, 1+ bis 3+ Tumorgewebe. Jeweils homogene Farbung von
Zytoplasma und Membran, vereinzelt nukleére Farbung.

3.2.5.1 Statistische Kenngrdl3en

In den Membranen des Normalgewebes ergaben sich Werte zwischen 70 und
300 (Median 170, Mittelwert 167,6, SD 61,8). Im Zytoplasma des
Normalgewebes zeigten sich fur den H-Score ebenfalls Werte zwischen 70 und
300 (Median 135, Mittelwert 142,3, SD 54,8).

In der membranstandigen SSTR5-Expression des Tumorgewebes ergaben sich
Scores zwischen 45 und 300 (Median 200, Mittelwert 206,3, SD 67,4). Auch im
Zytoplasma des Tumorgewebes ergaben sich Werte zwischen 45 und 300
(Median 180, Mittelwert 186,4, SD 60,1).

3.2.5.2 Vergleich der membrantésen Expression in Normal- und
Tumorgewebe

Der Vergleich von SSTR5 in den Membranen von Normal- und Tumorgewebe

ergab mit p=0,0017 ein signifikantes Ergebnis (siehe Abb. 50). In den
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Membranen des Tumorgewebes wurden mehr SSTR5 exprimiert als in

Membranen des Normalgewebes.
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Abb. 50: Vergleich der membrandsen Expression von SSTR5 in Normal- und
Tumorgewebe, H-Score, einfaktorielle Analyse (Wilcoxon Test, p=0,0017).

3.2.5.3 Vergleich der zytoplasmatischen Expression in Normal- und
Tumorgewebe

Beim Vergleich der SSTR5-Expression im Zytoplasma von Normal- und

Tumorgewebe ergab sich mit p<0,0001 ein signifikantes Ergebnis. Im

Zytoplasma des Tumorgewebes wurde mehr SSTR5 exprimiert als im

Zytoplasma des Normalgewebes (siehe Abb. 51).
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Abb. 51: Vergleich der zytoplasmatischen Expression von SSTR5 in Normal- und
Tumorgewebe, H-Score, einfaktorielle Analyse (Wilcoxon Test, p<0,0001).

3.2.5.4 Korrelation mit TNM-Klassifikation und Grading
3.2.5.4.1 T-Stadium
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der membranésen und

zytoplasmatischen Expression von SSTR5 in Tumorgewebe und dem T-Stadium
festgestellt werden (s. Abb. 52).
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Abb. 52: Korrelation der membranstandigen SSTR5-Expression mit dem T-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,5353.
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Abb. 53: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR5-Expression mit dem T-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,4838.

3.2.5.4.2 N-Stadium
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der membrandsen und
zytoplasmatischen Expression von SSTR5 in Tumorgewebe und dem N-Stadium

festgestellt werden.
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Abb. 54: Korrelation der membranstandigen SSTR5-Expression mit dem N-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,9531.
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Abb. 55: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR5-Expression mit dem N-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,9620.

3.2.5.4.3 M-Stadium
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der membrandsen und

zytoplasmatischen Expression von SSTR5 in Tumorgewebe und dem M-Stadium
festgestellt werden (s. Abb. 56 und 57).
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Abb. 56: Korrelation der membranstandigen SSTR5-Expression mit dem M-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,7753.
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Abb. 57: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR5-Expression mit dem M-Stadium;
Wilcoxon-Test; p=0,7039.

3.2.5.4.4 Grading
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der membrandsen und

zytoplasmatischen Expression von SSTR5 in Tumorgewebe und dem Grading

festgestellt werden (s. Abb. 58 und 59).
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Abb. 58: Korrelation der membranstandigen SSTR5-Expression mit dem Grading;
Wilcoxon-Test; p=0,6981.
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Abb. 59: Korrelation der zytoplasmatischen SSTR5-Expression mit dem Grading;
Wilcoxon-Test; p=0,7524.

72



Ergebnisse

3.2.6 Interaktion der SSTR-Subtypen in Tumorgewebe

Es wurde untersucht, inwiefern die Expression der jeweiligen SSTR-Subtypen in
Tumorgewebe miteinander korreliert. Dafliir wurden abermals die Mittelwerte der

bestimmten H-Scores verwendet.

3.2.6.1 Membranstandige SSTR

Es konnte festgestellt werden, dass der SSTR-Subtyp 1 positiv mit den Subtypen
2-5 korreliert. Je hoher die Expression von SSTR1, desto hoher auch die
Expression von SSTR2 (p=0,0069), SSTR3 (p=0,0001), SSTR4 (p=0,0001) und
SSTR5 (p=0,0012).
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Abb. 60: Korrelation der SSTR1 Farbeintensitat mit der Farbeintensitat von (A) SSTR2
(p=0,0069), (B) SSTR3 (p=0,0001), (C) SSTR4 (p=0,0001) und (D) SSTR5 (p=0,0012).
Jeweils membranstandige Farbung, lineare Regressionsanalyse.

Auch fur den Vergleich der Expression des Subtypen 2 mit SSTR3 ergab sich mit
p<0,0001 ein signifikantes Ergebnis. Je mehr SSTR2 exprimiert wurde, desto
mehr SSTR3 wurde auch exprimiert (siehe Abb. 61). Die Prufung der Korrelation
von SSTR2 mit den Subtypen 4 und 5 ergab kein signifikantes Ergebnis.
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Abb. 61: Korrelation der SSTR2 Farbeintensitat mit der Farbeintensitat von (A) SSTR3
(p<0,0001), (B) SSTR4 (p=0,3546) und (C) SSTR5 (p=0,0704). Jeweils
membranstandige Farbung, lineare Regressionsanalyse.

AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die Subtypen 3 und 4 positiv miteinander
korrelieren (p=0,0036, siehe Abb. 62A). Fir die Subtypen 3 und 5 ergab sich die
Tendenz (p=0,065), dass bei steigender SSTR5-Expression die Anzahl der
SSTR3-Rezeptoren sank (s. Abb. 62B).

Die SSTR-Subtypen 4 und 5 korrelierten nicht signifikant miteinander (s. Abb.
63).
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Abb. 62: Korrelation der SSTR3 Farbeintensitat mit der Farbeintensitat von (A) SSTR4
(p=0,0036) und (B) SSTR5 (p=0,0650). Jeweils membranstandige Farbung, lineare

Regressionsanalyse.
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Abb. 63: Korrelation der SSTR4 Farbeintensitat mit der Farbeintensitat von SSTR5
(p=0,1707). Jeweils membranstandige Farbung, lineare Regressionsanalyse.

3.2.6.2 Zytoplasmatische SSTR

Es konnte festgestellt werden, dass der SSTR-Subtyp 1 positiv mit den Subtypen
2-5 korreliert. Je hoher die Expression von SSTR1, desto hoher auch die
Expression von SSTR2 (p=0,0001), SSTR3 (p=0,0001), SSTR4 (p=0,0001),
SSTR5 (p=0,0002, s. Abb. 64).
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Abb. 64: Korrelation der SSTR1 Farbeintensitat mit der Farbeintensitat von (A) SSTR2
(p<0,0001), (B) SSTR3 (p<0,0001), (C) SSTR4 (p<0,0001) und (D) SSTR5 (p=0,0002).
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Jeweils zytoplasmatische Farbung, lineare Regressionsanalyse.

Selbiges galt fir SSTR2 mit den Subtypen 3 (p=0,0001) und 5 (p=0,0057): Je
mehr SSTR2 exprimiert wurde, desto mehr SSTR3 beziehungsweise SSTR5

wurde exprimiert (siehe Abb. 65). Ein solcher Zusammenhang war fur SSTR2

und SSTRA4 nicht nachweisbar.
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Abb. 65: Korrelation der Farbeintensitaten von SSTR2 mit (A) SSTR3 (p=0,0001), (B)
SSTR4 (p=0,1764) und (C) SSTR5 (p=0,0057). Jeweils zytoplasmatische Farbung,
lineare Regressionsanalyse.

Auch SSTR3 und SSTR4 korrelierten positiv miteinander (p=0,0233). Je mehr
SSTR3 exprimiert wurde, desto mehr SSTR4 wurde auch exprimiert (siehe Abb.
66). Zwischen SSTR3 und SSTR5 liel3 sich kein signifikanter Zusammenhang

feststellen.
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Abb. 66: Korrelation der SSTR3 Féarbeintensitaten mit (A) SSTR4 (p=0,0233) und (B)
SSTR5 (p=0,1619). Jeweils zytoplasmatische Farbung, lineare Regressionsanalyse.

Bei SSTR4 und SSTR5 zeigte sich die Tendenz, dass eine vermehrte SSTR4-
Expression auch mit einer erhéhten SSTR5-Expression einherging (p=0,0597, s.
Abb. 67).
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Abb. 67: Korrelation der SSTR4 Farbeintensitat mit SSTR5 (p=0,0597). Jeweils
zytoplasmatische Farbung, lineare Regressionsanalyse.
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3.2.7 Korrelation mit demographischen Daten
3.2.7.1 Alter

3.2.7.1.1 SSTR1
Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von

SSTR1 in Membranen oder Zytoplasma des Tumorgewebes mit dem

Patientenalter.
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Abb. 68: Korrelation des Patientenalters und der SSTR1-Expression in (A) Membranen
des Tumorgewebes (p= 0,4060) und (B) Zytoplasma des Tumorgewebes (p=0,5501).
Jeweils Wilcoxon-Test.
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3.2.7.1.2 SSTR2
Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von

SSTR2 in Membranen des Tumorgewebes und dem Patientenalter. Mit p=0,0671
zeigte sich fur die SSTR2-Expression im Zytoplasma von Tumorgewebe die

leichte Tendenz, dass &ltere Patienten weniger SSTR2 exprimierten (s. Abb.69).
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Abb.69: Korrelation des Patientenalters und der SSTR2-Expression in (A) Membranen
des Tumorgewebes (p= 0,1458) und (B) Zytoplasma des Tumorgewebes (p=0,0671).
Jeweils Wilcoxon-Test.
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3.2.7.1.3 SSTR3
Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von

SSTR3 in Membranen oder Zytoplasma des Tumorgewebes mit dem

Patientenalter.
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Abb.70: Korrelation des Patientenalters und der SSTR3-Expression in (A) Membranen
des Tumorgewebes (p= 0,3174) und (B) Zytoplasma des Tumorgewebes (p=0,3550).
Jeweils Wilcoxon-Test.
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3.2.7.1.4 SSTR4
Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von

SSTR4 in Membranen oder Zytoplasma des Tumorgewebes mit dem

Patientenalter.
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Abb.71: Korrelation des Patientenalters und der SSTR4-Expression in (A) Membranen
des Tumorgewebes (p=0,4161) und (B) Zytoplasma des Tumorgewebes (p=0,4861).
Jeweils Wilcoxon-Test.
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3.2.7.1.5 SSTR5
Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von

SSTR5 in Membranen oder Zytoplasma des Tumorgewebes mit dem

Patientenalter.
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Abb.72: Korrelation des Patientenalters und der SSTR5-Expression in (A) Membranen
des Tumorgewebes (p=0,4916) und (B) Zytoplasma des Tumorgewebes (p=0,7262).
Jeweils Wilcoxon-Test.
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3.2.7.2 Geschlecht

3.2.7.2.1 SSTR1
Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von

SSTR1 in Membranen oder Zytoplasma des Tumorgewebes mit dem Geschlecht

der Patienten.
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Abb.73: Korrelation des Patientengeschlechts und der SSTR1-Expression in (A)
Membranen des Tumorgewebes (p=0,2769) und (B) Zytoplasma des Tumorgewebes
(p=0,7727). Jeweils Wilcoxon-Test.
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3.2.7.2.2 SSTR2
Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von

SSTR2 in Membranen oder Zytoplasma des Tumorgewebes mit dem Geschlecht

der Patienten.
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Abb.74: Korrelation des Patientengeschlechts und der SSTR2-Expression in (A)
Membranen des Tumorgewebes (p=0,7787) und (B) Zytoplasma des Tumorgewebes
(p=0,7444). Jeweils Wilcoxon-Test.
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3.2.7.2.3 SSTR3
Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von

SSTR3 in Membranen oder Zytoplasma des Tumorgewebes mit dem Geschlecht

der Patienten.
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Abb.75: Korrelation des Patientengeschlechts und der SSTR3-Expression in (A)
Membranen des Tumorgewebes (p=0,2902) und (B) Zytoplasma des Tumorgewebes
(p=0,2865). Jeweils Wilcoxon-Test.
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3.2.7.2.4 SSTR4
Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von

SSTR4 in Membranen oder Zytoplasma des Tumorgewebes mit dem Geschlecht
der Patienten.
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Abb.76: Korrelation des Patientengeschlechts und der SSTR4-Expression in (A)
Membranen des Tumorgewebes (p=0,7813) und (B) Zytoplasma des Tumorgewebes
(p=0,2609). Jeweils Wilcoxon-Test.
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3.2.7.2.5 SSTR5
Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von

SSTR5 in Membranen oder Zytoplasma des Tumorgewebes mit dem Geschlecht

der Patienten.
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Abb.77: Korrelation des Patientengeschlechts und der SSTR5-Expression in (A)
Membranen des Tumorgewebes (p=0,7670) und (B) Zytoplasma des Tumorgewebes
(p=0,9225). Jeweils Wilcoxon-Test.
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3.2.8 Korrelation mit dem Krankheitsverlauf
3.2.8.1 Rezidiv

Patienten, die nicht RO reseziert werden konnten oder bei denen zum Zeitpunkt
der Operation bereits Nodulare bzw. Fernmetastasen (N1/2/3 bzw. M1) vorlagen,
galten nicht als tumorfrei und wurden fir die Auswertung des Auftretens eines
Rezidivs nicht bericksichtigt.

Fur 70 der 103 Patienten (=68%) konnten unter diesen Voraussetzungen Daten
zum Auftreten eines Rezidivs erhoben werden. 31 Patienten (44,3%) erlitten ein
Rezidiv. Der Zeitraum fur das Auftreten eines Rezidivs lag mit einem Median von
44,5 Monaten zwischen 2 und 184 Monaten nach erfolgter Operation. 39

Patienten (55,7%) Uberlebten rezidivfrei.

3.2.8.1.1 SSTR1

Fur die membranstdndige SSTR1-Expression in Tumorgewebe ergab sich kein
signifikanter Zusammenhang mit der rezidivfreien Zeit. Lediglich die mit p=0,0894
leichte Tendenz, dass eine erhdhte SSTR1-Expression in den Tumormembranen
mit einer langeren rezidivireien Zeit einherging.

Bei der zytoplasmatischen SSTR1-Expression in Tumorgewebe zeigte sich, dass
Patienten mit starkerer SSTR1-Expression eher rezidivfrei blieben als Patienten
mit schwacherer SSTR1-Expression (p=0,0494, s. Abb. 78).
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Abb. 78: Zeitraum bis zum Auftreten eines Rezidivs in Monaten in Abhangigkeit der
SSTR1-Expression in (A) Membranen des Tumorgewebes (p=0,0894) und (B)
Zytoplasma des Tumorgewebes (p=0,0494).

Jeweils Kaplan-Meier-Kurve. SSTR1-Expression 0 (rot) < Median, 1 (blau) O Me di an .
Median fur SSTR1-Expression in Membranen 200, Median fir SSTR1-Expression im
Zytoplasma 194.

3.2.8.1.2 SSTR2
Es ergab sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der SSTR2-

Expression in Membranen und Zytoplasmen des Tumorgewebes mit dem

Zeitraum bis zum Auftreten eines Rezidivs (s. Abb.79). Mit p=0,0791 zeigte sich
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die leichte Tendenz, dass eine verstarkte SSTR2-Expression mit einer [angeren

rezidivfreien Zeit einherging.
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Abb. 79: Zeitraum bis zum Auftreten eines Rezidivs in Monaten in Abhangigkeit der
SSTR2-Expression in (A) Membranen des Tumorgewebes (p=0,0791) und (B)
Zytoplasma des Tumorgewebes (p=0,1313).

Jeweils Kaplan-Meier-Kurve. SSTR2-Expression 0 (rot) < Median, 1 (blau) O Me di an .
Median fir SSTR2-Expression in Membranen 177,5, Median fir SSTR2-Expression im
Zytoplasma 165.
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3.2.8.1.3 SSTR3
Es ergab sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der SSTR3-

Expression in Membranen und Zytoplasmen des Tumorgewebes mit dem

Zeitraum bis zum Auftreten eines Rezidivs (s. Abb.80).
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Abb. 80: Zeitraum bis zum Auftreten eines Rezidivs in Monaten in Abhangigkeit der
SSTR3-Expression in (A) Membranen des Tumorgewebes (p=0,1113) und (B)
Zytoplasma des Tumorgewebes (p=0,1113).

Jeweils Kaplan-Meier-Kurve. SSTR3-Expression 0 (rot) < Median, 1 (blau) © Me di an .
Median fur SSTR3-Expression in Membranen 47,5, Median fur SSTR3-Expression im
Zytoplasma 45.
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