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4. Abstracts

4.1 Deutsche Version

In den letzten Jahren stieg die Zahl der Harnblasenkarzinomfalle. Im Jahr 2013
erkrankten deutschlandweit etwa 29.500 Menschen an einem Harnblasenkarzinom
und etwa 5.900 Erkankte verstarben daran.

Nach aktuellem Kenntnisstand werden fur das Harnblasenkarzinom keine
prognostische Marker verwendet. Gezielt Marker beim Harnblasenkarzinom, wie zum
Beispiel fur die individuelle Prognose oder der individuellen Therapieplanung,
einsetzen zu konnen, wurde einen sehr groRen Fortschritt in der
Harnblasenkarzinomforschung bewirken.

Die Arbeit befasst sich genau mit dieser Thematik und hat das Ziel der Eruierung des
prognostischen Werts der Marker Survivin und ERCC-1 beim Harnblasenkarzinom,
sowie die Analyse des mdglichen Einflusses der genannten Marker auf die
Therapieentscheidung.

Die vorliegende internationale und multizentrische Studie integrierte insgesammt 288
Patienten, die aufgrund ihres Harnblasenkarzinoms radikal zystektomiert wurden.
Dabei besteht das gesamte Patientenkollektiv aus drei verschiedenen Gruppen, die
unterschiedlich therapiert wurden. Patienten aus Gruppe | erhielten neben der
radikalen Zystektomie keine Chemotherapie. Diejenigen aus Gruppe Il erhielten
daneben eine neoadjuvante Chemotherapie und diejenigen aus Gruppe Il erhielten
eine adjuvante Chemotherapie.

Zur Detektion der Marker im Harnblasenkarzinomgewebe erfolgte die
immunhistologische Farbung der Tissue-Microarrays und die anschlieRende
Auswertung der Expressions- und Intensitatshdohen.

Die Ergebnisse zeigten einen signifikanten Zusammenhang zwischen einer hohen
Expression von Survivin im Zytoplasma (p = 0,048), sowie einen tendenziell
signifikanten Zusammenhang fir eine hohe Expression von Survivin im Zellkern (p =
0,058), und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen.

Ebenfalls zeigten Patienten mit einer hohen Survivinexpression im Zytoplasma ein
tendenziell signifikant schlechteres tumorspezifisches Uberleben (p = 0,070).

Fir den Marker ERCC-1 zeigte sich ebenfalls ein tendenziell signifikanter
Zusammenhang zwischen Expressionshoéhe (p = 0,055) bzw. Intensitat (p = 0,057) und
dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen — allerdings nicht wie erwartet

prognostisch ungtnstig flur Patienten mit einer hohen Expression bzw. Intensitat,

Vil



sondern eher prognoseverbessernd.

Ubereinstimmend hierzu zeigten Patienten mit einer hohen ERCC-1 Expression im
Zellkern ein tendenziell signifikant Iangeres tumorspezifisches Uberleben als Patienten
mit niedriger Expression (p = 0,095).

Patienten mit einer hohen Survivinexpression im Zytoplasma schienen signifikant von
einer neoadjuvanten Chemotherapie zu profitieren (p = 0,023).

Ebenfalls zeigten Patienten mit einer niedrigen Expression von Survivin im Zellkern
ebenfalls nach neoadjuvanter Chemotherapie ein langeres tumorspezifisches
Uberleben zu zeigen (p = 0,001).

Die neoadjuvante Chemotherapie schien sich auch signifikant bei Patienten mit einer
niedrigen ERCC-1 Expression (p =0,0710) und Intensitat (p = 0,023) zu bewahren.
Survivin - und ERCC-1 haben Potential sich in der Behandlung des
Harnblasenkarzinoms zu etablieren, allerdings sind weitere Studien notwendig, da
auch einige Ergebnisse kontrovers zu den Ergebnissen der bestehenden Literatur

stehen.

4.2 Englische Version

In recent years, the number of bladder cancer cases has increased.

According to current knowledge, no prognostic markers are used for bladder
carcinoma. The targeted use of markers for bladder carcinoma, for example for
individual prognosis or individual therapy planning, would bring about a huge progress
in bladder cancer research.

The aim of our work is to determine the prognostic value of the markers Survivin and
ERCC-1 in bladder cancer and to analyze the possible influence of these markers on
therapy decisions.

The present international and multicenter study integrated a total of 288 patients who
had undergone radical cystectomy for bladder cancer. The entire patient population
consists of three different groups that were treated differently. Patients from group |
received no chemotherapy in addition to radical cystectomy, those from group I
received neoadjuvant chemotherapy and those from group Il were treated with
adjuvant chemotherapy.

To detect the markers in the tissue, immunohistological staining of the tissue-
microarrays and subsequent evaluation of the expression and intensity levels was

performed.



Our results showed a significant association between a high expression of survivin in
the cytoplasm (p = 0.048), as well as a tendentially significant association for a high
expression of survivin in the nucleus (p = 0.058), and the occurrence of lymph node
metastases.

Patients with a high survival expression in the cytoplasm also tended to show
significantly worse tumor-specific survival (p = 0.070).

The marker ERCC-1 also showed a tendency to show a significant correlation between
expression level (p = 0.055) or intensity (p = 0.057) and the occurrence of lymph node
metastases. However, not as expected prognostically unfavorable for patients with a
high expression or intensity, but rather prognostically improving.

Correspondingly, patients with high ERCC-1 expression in the cell nucleus tended to
have significantly longer tumor-specific survival than patients with low expression (p =
0.095).

Patients with a high survival expression in the cytoplasm seemed to benefit
significantly from neoadjuvant chemotherapy (p = 0.023).

Also patients with a low expression of survivin in the cell nucleus also showed a longer
tumor-specific survival after neoadjuvant chemotherapy (p = 0.001).

Neoadjuvant chemotherapy also appeared to be significantly effective in patients with
low ERCC-1 expression (p = 0.010) and intensity (p = 0.023).

Survivin and ERCC-1 have potential to become established in the treatment of bladder
cancer, but further studies are needed as some results are controversial to those in the

existing literature.



5. Einleitung

5.1 Anatomie der Harnblase

5.1.1 Makroskopisch

Die Harnblase (Vesica urinaria) ist ein muskulares Hohlorgan, welches die Funktion
des Harntransports und der Harnspeicherung hat. Sie liegt extraperitoneal zentral im
kleinen Becken und weist eine kugelformige Form auf. Dabei ist die Form stark vom
Flllungsgrad der Blase abhangig. Eine gesunde Harnblase kann insgesamt das
Volumen von 1500 ml Urin tragen, der Harndrang vom Menschen entsteht allerdings
schon bei 250-500 ml (1).

Der Aufbau der Harnblase ist in vier Abschnitte unterteilt:

Apex vesicae (Harnblasenspitze)
Corpus vesicae (Harnblasenkorper)

Fundus vesicae (Blasengrund) mit Trigonum vesicae

0w NP

Cervix vesicae (Blasenhals) (1).

Die Harnblasespitze (Apex vesicae) stellt den kranialen und ventralen Bereich der
Harnblase dar und wird vom Peritoneum Uberzogen. Dieser Bereich geht Uber in den
Harnblasenkdrper, der den Hauptanteil der Harnblase darstellt. Seitlich am
Blasengrund, dem Fundus vesicae, munden die beiden Ureteren. Die
Mulndungsstellen der Ureteren werden Ureterostien genannt. Der Blasengrund bildet
den kaudalen Bereich der Harnblase. Dort findet man das sogenannte Trigonum
vesicae, welches ein Dreieck darstellt, das von den beiden Ureterostien und der
Urethra (Harnrohre) gebildet wird. Das Besondere am Trigonum vesicae ist die
Verwachsung zwischen Muskulatur und Blasenschleimhaut, welche zur Folge hat,
dass keine Schleimhautfalten an dieser Stelle vorhanden sind. Der Blasenhals (Cervix

vesicae) ist ein enger, kaudaler Ubergang in die Harnréhre, auch Urethra genannt (1).

Im ungefullten Zustand weist die Harnblasenwand eine Dicke von 5-7 mm auf, im
geflllten Zustand ist sie 1,5-2 mm dick. Entleert weist die Harnblase Schleimhautfalten
auf, welche mit zunehmendem Fullungsgrad verstreichen. Am Trigonum vesicae sind

auch im vollstandig entleerten Zustand keine Falten aufzufinden (1).



5.1.2 Mikroskopisch

Die Harnblasenwand ist in drei Schichten aufgeteilt: Tunica mucosa, Tunica muscularis
und Tunica adventitia (1).

Die innerste Schicht ist die Tunica mucosa, sie tragt an ihrer Oberflache Urothel. Das
Urothel stellt ein sogenanntes Ubergangsepithel dar. Das Urothel kann sich je nach
Fullungszustand respektive Dehnungszustand umorientieren. Bei einem leeren
Fullungszustand sind die Urothelzellen hochprismatisch. Nimmt der Fullungszustand
allerdings zu, werden die Urothelzellen zunehmend platter. Des Weiteren gehort zur
Tunica mucosa die Lamina propria, welche eine lockere Bindegewebsschicht darstellt
und die Faltenbildung ermoglicht (1).

Die nachste Schicht stellt die Tunica muscularis dar. Hierbei handelt es sich um glatte
Muskulatur, die fur die Blasenentleerung zustandig ist (M. detrusor vesicae). Der M.
sphincter vesicae internus ist der Blasenschlielmuskel, der auch eine glatte
Muskulatur aufweist. Die aul3erste Schicht wird von der Tunica adventita gebildet und

stellt das umgebende Bindegewebe dar (1).

5.2 Das Harnblasenkarzinom

5.2.1 Epidemiologie

Das Harnblasenkarzinom ist eine maligne Erkrankung, an der in Deutschland im Jahr
2013 etwa 22.300 Manner und 7.200 Frauen neu erkrankten. Dabei zeigten Manner
bei Diagnosestellung ein mittleres Erkrankungsalter von 71,9 Jahren, Frauen hingegen
erkrankten im Mittel mit 73,4 Jahren (2).

Am Harnblasenkarzinom sind in Deutschland im Jahr 2013 etwa 1.900 Frauen und
knapp 4.000 Manner verstorben. Das mittlere Sterbealter betrug bei Frauen 80,3 Jahre

und bei Mannern etwas jlinger mit 77,8 Jahren (2).

5.2.2 Atiologie

Die Atiologie des Harnblasenkarzinoms weist verschiedene Ursachen auf.
Hauptrisikofaktoren der Harnblasenkarzinogenese sind Rauchen, aromatische Amine,
Harnwegsinfekte aber auch Medikamente.

Etliche Studien zeigen Ubereinstimmend ein erhdhtes Risiko fur Zigarettenraucher, an
einem Harnblasenkarzinom zu erkranken. Ein wesentlicher Faktor fur die Bestimmung
des erhohten Risikos ist die Dauer des Nikotinkonsums und die Anzahl der gerauchten

Zigaretten pro Tag. Beispielhaft werden hier die Zahlen aus der Studie von Brennan et



al. aufgezeigt, welche den Einfluss der Dauer und der Menge des Nikotinkonsums auf
das Harnblasenkarzinom aufzeigen (Tabellen 1 und 2) (3), (4). Die karzinogene

Wirkung des Nikotins liegt in dem enthaltendem 2-Naphtylamin (5).

Tabelle 1: Dauer des Rauchens und Menge der gerauchten Zigaretten bei Mannern und
Harnblasenkarzinom

Dauer (Jahre)  1-9 Zigaret- 10-19 Zigaret-  20-29 Zigaret- > 30 Zigaret-
ten/Tag RR ten/Tag RR ten/Tag RR ten/Tag RR
(95 % Ki) (95 % Kil) (95 % Ki) (95 % Kil)
1-9 1,3(08-19) 14(,7-25 09(,3-32) 0,4(0,1-3,5)
10-19 20(14-28) 21(15-29 15(0,8-30) 22(1,2-3)9)
20 - 29 20(1,4-2,7) 28(221-36) 36(25-53) 4,2(28-6,4)
30 -39 22(1,7-29) 43(35-52) 58H43-78) 43(31-6,0)
> 40 32(26-41) 51(43-6,1) 57@44-74) 52(39-6,9)

Quelle: S3 Leitlinien Harnblasenkarzinom, nach Brennan et al. 2000 (3)

Tabelle 2: Dauer des Rauchens bei Frauen und Harnblasenkarzinom

Dauer (Jahre) RR (95 % Kl)x*

1-9 1,0
10 - 19 1,2 (0,6 - 2,3)
20 - 29 1,3 (0,7 - 2,5)
30 - 39 1,9 (1,1 - 3,5)
> 40 2,0 (1,1 - 3,5)

# Adjustiert nach Alter, Zentrum und Anzahl der Zigaretten/Tag
Quelle: S3 Leitlinien Harnblasenkarzinom, nach Brennan et al. 2001 (4)

Ein weiterer Risikofaktor fur die Entwicklung eines Harnblasenkarzinoms sind die aro-
matischen Amine. Vor allem sind Arbeiter in der Leder-, Farb-, und Textilindustrie einer
erhohten Exposition gegentber aromatischen Aminen ausgesetzt und weisen damit
ein erhohtes Profilrisiko auf, an einem Harnblasenkarzinom zu erkranken. In diesen
Branchen wird das Harnblasenkarzinom als Berufskrankheit anerkannt. Es wird ge-
schatzt, dass 25 % der Harnblasenkarzinome auf die berufliche Exposition gegentber

den aromatischen Aminen zurtickgehe (6).



Eine gesicherte karzinogene Wirkung auf die Harnblasenkarzinogenese zeigen fol-
gende aromatische Amine: 2-Naphtylamin, Benzidin, 4-Aminobiphenyl, Dichlorbenzi-
din, Orthodianisidin, Phenacetin, Chlornaphazin, Cyclophophamid, 44-Methylen-2-
chloranilin, Auramin, Magenta und Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (7).

Kantor et al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass Menschen mit Harnwegsinfekten in
der Vergangenheit ein erhdhtes Risiko zeigten, an einem Plattenepithelkarzinom der
Harnblase zu erkranken. Dieses Risiko war vor allem bei denjenigen erhéht, die in der
Vergangenheit an drei oder mehr Harnwegsinfekten erkrankt waren. Sie zeigten au-
Rerdem, dass das Risiko an einem Plattenepithelkarzinom der Harnblase zu erkranken
bei solchen Personen hdher liege, die an Harnblasensteinen litten. Ein erhdhtes Risiko
bei Personen mit Nierensteinen in der Vergangenheit konnte sich allerdings nicht zei-
gen (8).

Die Bilharziose stellt eine Besonderheit in der Harnwegsinfektion dar. Ist bei Patienten,
die an einer Bilharziose leiden, die Harnblase mitbetroffen, steigt fur sie das Risiko, an
einem Plattenepithelkarzinom der Harnblase zu erkranken, erheblich. In der Studie
Salem et al. konnte allerdings Uber die letzten Jahre ein Rickgang in dem Auftreten
eines Plattenepithelkarzinoms der Harnblase nach Bilharziose und hingegen eine Zu-
nahme in dem Auftreten eines Urothelkarzinoms der Harnblase nach Bilharziose ge-
zeigt werden (9).

Des Weiteren wurde ein erhdhtes Auftreten von Harnblasenkarzinomen bei Patienten
mit einer Dauerkatheterisierung gezeigt (10).

In der Studie Baker et al. zeigten insgesamt 5 % der Patienten, die mit dem Arzneistoff
Cyclophosphamid behandelt wurden, im Verlauf ein Harnblasenkarzinom (11). Auch
in der Studie von Fairchild et al. zeichnete sich —im Vergleich zu der Patientengruppe
ohne Cyclophosphmaidbehandlung — eine neunfach erhéhte Harnblasenkarzinominzi-

denz bei der Patientengruppe mit einer Cyclophosphamidbehandlung ab (12).

5.2.3 Symptome

Das haufigste Erstsymptom des Harnblasenkarzinoms stellt die schmerzlose

Makrohamaturie dar. Daneben kénnen auch andere irritative Symptome auftreten, wie

beispielsweise das Leiden unter einer Polakisurie, welche einen gehduften Harndrang

mit geringer Miktion bezeichnet. Es kann auch eine erschwerte beziehungsweise (bzw.)
schmerzhafte Harnblasenentleerung vorliegen, welche als Dysurie bezeichnet wird.

Rezidivierende Harnwegsinfekte, insbesondere beim Uber 40-Jahrigen, sollten

4



ebenfalls an die Differentialdiagnose eines Harnblasenkarzinoms denken lassen.
Im spateren Stadium kann das Harnblasenkarzinom zu einer Harnstauungsniere und

damit resultierenden Flankenschmerzen flihren (13).

5.2.4 Klassifikation und Stadien
5.2.4.1 Histologie und Lokalisation

Bei den Harnblasenkarzinomen handelt es sich in 95 % der Falle um Urothelkarzinome,
also einem Karzinom, welches vom Ubergangsepithel ausgeht. Demgegentiber sind
Plattenepithelkarzinome mit nur 2,8 % vertreten und Adenokarzinome machen einen
Anteil von 1,9 % beim Harnblasenkarzinom aus (14).

Das Urothelkarzinom findet man am haufigsten - in 46 % der Falle - an den
Seitenwanden der Harnblase. Es taucht zu 18 % an der Blasenhinterwand auf, zu 13 %
am Trigonum vesicae, zu 9 % am Blasendach, zu 8 % an der Blasenvorderwand und
zu 6 % am Blasenhals. Allerdings kommt das Urothelkarzinom nicht nur in der

Harnblase vor, sondern auch im Nierenbecken und im Ureter (15).

5.2.4.2 TNM-Klassifikation

Das Staging des Harnblasenkarzinoms erfolgt Uber das TNM Kilassifikationssystem,
welches eine Klassifikation der Union Internationale contre le Cancer (UICC) ist und
die Einteilung maligner Tumore erlaubt. Das Staging ist von grof3er Bedeutung fur die
weitere Therapieplanung und spielt eine bedeutende Rolle in der Prognose fur die
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Erkrankten. Die Klassifikation gibt Ausschluss Uber
die Tumorausbreitung im Gesamtorganismus. Hierbei steht T (Tumor) fir die
Infiltrationstiefe des Primartumors in die Harnblasenwand (Abbildung 1).

Der Lymphknotenstatus N (Nodes) beschreibt, ob regionare Lymphknoten mitbetroffen
sind und ggf. deren Ausmal. Die M-Klassifizierung (M = Metastasen) dient der
Beschreibung eventueller Fernmetastasen. Die Tabelle 1 zeigt die aktuelle TNM-

Klassifikation des Harnblasenkarzinoms nach S3-Leitlinien (16).

5.2.4.3 Grading

Zur Tumorbeschreibung gehdrt neben dem Staging auch das Grading. Das Grading
beschreibt den Malignitatsgrad eines Tumors, welcher durch die Morphologie und die
Differenzierung des Tumors charakterisiert wird. Mit steigender Entdifferenzierung
steigt das Grading des Harnblasenkarzinoms.



Die Klassifikation des Gradings erfolgte gemal® der 1973 von der World Health
Organisation (WHO) in drei Differenzierungsgrade: G1-G3. Diese Klassifikation ist
heutzutage veraltet. Seit 2004 gilt die neue WHO Klassifikation; diese erfolgt durch die
Einteilung der Harnblasenkarzinome in ,low grade“ und ,high grade“ (17). Fur die
Unterscheidung zwischen low und high grade wird auf die Zellschichtung, die Zellform,
Anzahl der Mitosen, Nukleonengréf3e und zytologische Veranderungen geachtet (18).
Das low grade Harnblasenkarzinom weist nur geringe Veranderungen in der
Zellschichtung und der Zellform auf, wohingegen das high grade Harnblasenkarzinom
deutliche Zellschichtungsstorungen, vergrolerte Nukleolen, vermehrte Mitosen und

deutliche zytologische Veranderungen zeigt (18).

Abbildung 1: T-Stadien des Harnblasenkarzinoms mit schematischer Darstellung der

Invasionstiefe in die Harnblasenwand (19)

1 Epithel

2 Subapitheliales Bindegewebe
3 Muskulatur .

4 Peivesikales Fetigewebe .




Tabelle 3: TNM-Klassifikation S3 Leitlinien (16)

Klassifikation

Tumor

T Priméartumor

TX Primartumor kann nicht bewertet wer-
den

TO Kein Nachweis von Primartumor

Ta Nicht-muskelinvasives papillares Karzi-
nom

Tis Carcinoma in situ: ,flache Neoplasie®

T1 Tumor dringt in subepitheliales Bindege-
webe ein

T2 Tumor dringt in Muskularis propria ein

T2a Tumor dringt in oberflachliche Muskula-
ris propria ein (innere Halfte)

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

T3 Tumor dringt in perivesikales Gewebe
ein:

T3a Mikroskopisch

T3b Makroskopisch (Extravesikale Masse)

T4 Tumor dringt in eines der folgenden ein:
Prostatastroma, Samenbléaschen, Ute-
rus, Vagina, Beckenwand

T4a Tumor dringt ein in Prostatastroma, Sa-
menbléaschen, Uterus oder Vagina

T4b Tumor dringt ein in Beckenwand oder
Abdominalwand

N Regionale Lymphknoten

NX Regionale Lymphknoten kénnen nicht
bewertet werden

NO Keine regionalen Lymphknotenmetasta-
sen

N1 Metastase in einem Lymphknoten des

wirklichen Beckenbereiches (ein hypo-
gastrischer, obturatorischer oder pra-




sakraler Lymphknoten oder ein Lymph-
knoten aus dem Bereich der Arteria ili-
aca externa)

N2 Metastase in mehreren Lymphknoten
des wirklichen Beckenbereiches (ein hy-
pogastrischer, obturatorischer oder pra-
sakraler Lymphknoten oder ein Lymph-
knoten aus dem Bereich der Arteria ili-
aca externa)

N3 Metastasen der Lymphknoten an der Ar-
teria iliaca communis

M Fernmetastasen
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

(Abktirzungen: TNM Tumor-Nodes-Metastases)

5.2.5 Diagnostik
Bei dem klinischen Verdacht eines Harnblasenkarzinoms, wie beispielsweise bei einer
Mikrohamaturie, einer schmerzlosen Makrohamaturie, einer positiven Urinzytologie
oder unspezifische Reizsymptome, ist eine grundliche Diagnostik unentbehrlich (16).
Zu einer grundlichen Harnblasenkarzinomdiagnostik gehort die Urindiagnostik. In der
Urindiagnostik soll ein Urinsediment zur Beurteilung der Morphologie der Erythrozyten
erfolgen. Aullerdem soll eine Urinzytologie durchgefihrt werden. Eine negative
Urinzytologie kann mit einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit kein high grade
Urothelkarzinom ausschlie3en. Urinmarker zum Harnblasenkarzinom sind nach
derzeitigem Stand nicht empfohlen und sollen nicht verwendet werden (16).
Eine Sonographie der Nieren und der Harnblase ist bei dem Verdacht auf ein
Harnblasenkarzinom obligatorisch. Die Sonographie kann Aufschluss Uber die
Lokalisation, die Ausbreitung und das Vorhandenseit einer moglichen Harnstauung
geben. In manchen Fallen kdnnen Tumore in der Harnblase sonographisch dargestellt
werden (16).
Unverzichtbar in der Diagnostik eines mdglichen Harnblasenkarzinoms ist die
Weililicht-Zystoskopie. Diese wird mit Hilfe eines flexiblen oder rigiden Zystoskops
durchgefiihrt. Das flexible Zystoskop ermdglicht einen besseren Komfort fir den
Patienten und zeigt die gleiche Effektivitat wie das rigide Zystoskop. Die Zystoskopie
8



kann mit einer Fluroszensfarbung kombiniert werden, welche eine bessere Detektion
ermdglicht. Bei einem zystoskopischen Verdacht auf ein Harnblasenkarzinom muss
eine histologische Sicherung erfolgen, die durch eine transurethrale Resektion der
Blase (TUR-B) ermdglicht wird. Durch die Biopsie kann die Verdachtsdiagnose
gesichert und das T-Stadium bestimmt werden. Handelt es sich um ein nicht-
muskelinvasives Harnblasenkarzinom, stellt die transurethrale Resektion gleichzeitig

einen Teil der Therapie dar (16).

5.2.6 Therapie

Die Therapie des Harnblasenkarzinoms richtet sich nach dem Tumorstadium, welche
durch die TUR-B festgestellt werden kann. Durch das Resektat kann eine Aussage
bezlglich der Infiltrationstiefe, der Histologie und des Gradings gegeben werden.

FUr die Therapieentscheidung ist es notwendig, zu unterscheiden, ob bereits eine
Infiltration der Muskulatur vorliegt. Spezifisch zu dieser Studie wird gezielt im
Folgenden der Fokus auf die radikale Zystektomie als auch auf die neoadjuvante —

und die adjuvante Chemotherapie als Therapieoptionen gelegt.

5.2.6.1 Stellenwert der radikalen Zystektomie

Das muskelinvasive Harnblasenkarzinom (> pT2) stellt die Indikation zur vollstandigen
Entfernung der Harnblase (radikale Zystektomie) dar. Zur radikalen Zystektomie des
Mannes gehort ebenfalls die Entnahme der Prostata und der Samenblasen, weshalb
sie ebenfalls als radikale Zystoprostatovesikulektomie bezeichnet wird. Bei der Frau
werden neben der Harnblase auch der Uterus, die Adnexe und Anteile der vorderen
Vaginawand entfernt. Des Weiteren gehort zu der radikalen Zystektomie die bilaterale
pelvine Lympadenektomie (Fossa obturatoria, entlang der A. und V. iliaca externa,
entlang der A. iliaca interna). Die Lymphadenektomie kann das progressions-freie, das
tumorspezifische und auch das Gesamtiberleben des Patienten verbessern und stellt
dadurch einen unverzichtbaren Teil der radikalen Zystektomie dar. Fir eine suffiziente

Lymphadenektomie sollen mindestens 10-16 Lymphknoten entnommen werden (16).

Die Operationsletalitat der radikalen Zystektomie liegt bei 1,5 % (20). Dennoch ist die
radikale Zystektomie eine grole Umstellung und Lebensveranderung fir die
betroffenen Patienten. Durch die Schonung der Nervenfasern kann der Erhalt der

Sexualitat und der Sphinkterfunktion verbessert werden (16).



In der Studie Hautmann et al. zeigten die Patienten nach radikaler Zystektomie ohne
neoadjuvante Chemotherapie und ohne Lymphknotenbefall eine krankheitsspezifische
10-Jahres-Uberlebensrate von 90,5 % bei pTO0, pTa, pT1; 66,8 % bei pT2; 59,7 % bei
pT3 und 36,6 % bei pT4 (21).

Die Sterberate fur Patienten, die keinerlei Therapie erhalten, liegt zwei Jahre nach

Diagnosestellung bei ca. 85 % (22).

5.2.6.2 Stellenwert der Chemotherapie beim Harnblasenkarzinom

Patienten mit einem muskelinvasivem Harnblasenkarzinom koénnen von einer
neoadjuvanten Therapie profitieren. Dabei ist die Entscheidung, daflir oder dagegen,
unabhangig vom Lymphknotenstatus und soll als eine cisplatinhaltige
Polychemotherapie verabreicht werden (16).

In der Studie von Malmstrom et al. zeigte sich ein verlangertes Langzeitiberleben bei
zusatzlicher neoadjuvanter Chemotherapie. Allerdings nur flr Patienten mit einem pT3
oder pT4 Stadium. Patienten im pT1 oder pT2 Stadium zeigten keinen Benefit von der
neoadjuvanten Chemotherapie (23).

Auch Grossmann et al. kamen in ihrer Studie zu dem Ergebnis, dass Patienten mit
einem lokal fortgeschrittenem Harnblasenkarzinom von einer neoadjuvanten
Chemotherapie vor der radikalen Zystektomie profitieren wirden. Sie belegten nicht
nur, dass die Patienten ein verlangertes Langzeitiberleben, sondern auch die Tendenz
zur Eliminierung des Tumors zeigten (24).

Die multizentrische Studie von Kitamura et al. kam, tUbereinstimmend mit Grossmann
et al., zu dengleichen Schlussfolgerungen (25).

Die adjuvante Chemotherapie wird Patienten nach radikaler Zystektomie verabreicht,
wenn sich pathologisch ein organiberschreitendes Wachstum (> pT3) zeigt oder ein
Lymphknotenbefall vorliegt (16). Die adjuvante Chemotherapie hat das Zerstoren von
Mikrometastasen als Ziel, um das Risiko eines Rezidivs zu minimieren.

Freiha et al. konnten in ihrer Studie ein verlangertes progressions-freies Intervall bei
Patienten mit adjuvanter Chemotherapie, gegenuber Patienten mit alleiniger radikaler
Zystektomie, zeigen (26).

Auch in der Studie Skinner et al. zeigte sich bei Patienten mit adjuvanter
Chemotherapie, im Vergleich zu Patienten mit alleiniger radikaler Zystektomie, ein
signifikant verlangertes medianes Uberleben (27). Diese Ergebnisse konnten ebenfalls

in der Studie Stockel et al. bestatigt werden (28).
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Lange Zeit galt das MVAC/MVEC Schema (MVAC: Methotrexat, Vinblastin, Adriblastin,
Cisplatin; MVEC: Methotrexat, Vinblastin, Epirubicin, Cisplatin) als sogenannter
Goldstandard. Allerdings weisen diese Schemata eine hohe Toxizitat auf -
Granulozytopenie, Stomatitis, granulozytopenisches Fieber und eine erhohte
Mortalitat konnen die Folge sein (29), (30). Daher werden diese Schemata heutzutage
immer mehr durch das GC Schema (Gemcitabine, Cisplatin) ausgetauscht.

Von der Maase et al. untersuchten in ihrer Studie das Langzeitiiberleben und das
progressions-freie Intervall von Patienten, die nach dem GC Schema behandelt
wurden und von Patienten, die nach dem Ublichen MVAC Schema behandelt wurden.
Sie zeigten, dass das GC Schema weder im Langzeitliberleben noch im progressions-
freiem Intervall dem MVAC Schema unterlegen war (31).

Dem stimmten auch Lehmann et al. in ihrer Studie zu und zeigten zudem, dass weniger
Patienten eine Leukopenie als Nebenwirkung bei der GC Therapie entwickelten als
Patienten unter einer MVAC Therapie (32).

5.3 Cisplatin-Resistenz

Rosenberg zeigte 1969 an Escherichia coli erstmals, dass Cisplatin in der Lage ist,
durch sein Platinatom die Zellteilung zu hemmen (33). Cisplatin gehort zur Gruppe der
Zytostatika und findet seine Indikation bei malignen Tumoren, wie etwa beim
Harnblasenkarzinom. Es ist mithilfe seines Platinions in der Lage, sogenannte
Crosslinks zu Purinbasen der DNA zu bilden (34).

Durch den induzierten Fehler in der DNA wird die Apoptose der Zelle eingeleitet (34).
Es stellt sich jedoch als generelles Problem dar, dass einige Patienten resistent gegen

Cisplatin sind und daher nicht auf eine Cisplatin-basierte Chemotherapie ansprechen.

5.4 Survivin

Survivin (BIRCYS) ist ein Mitglied der Inhibitor of apoptosis (IAP)-Familie (35). Es stellt
das kleinste und strukturell ein einzigartiges Mitglied dar (35). Das Survivin Gen liegt
in der chromosomalen Region 17925 und enthalt vier Exons (36). Aus diesen entsteht
das Protein Survivin, welches aus 142 Aminosauren besteht (36). Alle Mitglieder der
IAP Familie besitzen strukturell mindestens eine Baculoviral IAP repeat (BIR) Domane.
Die Einzigartigkeit des Survivin Proteins besteht darin, dass es im Gegensatz zu den
anderen |AP Mitgliedern nur eine BIR Domane aufweist (37), (38). Tamm et al. zeigten
in ihrer Arbeit, dass durch die Entfernung von BIR2 von XIAP, welches ein Mitglied der
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IAP Familie ist, die Fahigkeit der Hemmung der Caspasen aufgehoben wird. Daraus
resultiere der Schluss, dass die Domane BIR eine entscheidende Rolle in der Funktion
der Antiapoptose spiele (39). Die Sequenz der BIR Domane des Proteins Survivin zeigt
groRe Ahnlichkeit zu der BIR Doméne des Familienmitglieds XIAP (39).

Survivin wird als ein multifaktorielles Protein angesehen, dem verschiedene
Bedeutungen zukommen. Es zeigt Funktionen in der Zellregulation, in der Inhibierung
der Apoptose und in der Forderung der Angiogenese (36), (40). Durch die Interaktion
von Survivin mit den Caspasen 3,7 und 9 ist das Protein in der Lage, die Apoptose,
welche durch die Uberexpression von den Caspasen 3, 7 und 9 eingeleitet wird, zu
hemmen (39). Dies impliziert, dass Survivin auch als Caspase Hemmer angesehen
werden kann. Die Zellteilung wird vom Protein Survivin in der G2/M Phase
kontrolliert (41).

Survivin kommt sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma vor, dabei wird es vom
Zellkern ins Zytoplasma exportiert (42), wobei die Survivin Expressionshéhe mit der
Mitoseaktivitat korreliert (43).

Erstmalig wurde das Protein Survivin 1997 von Ambrosini et al. in fetalen Zellreihen
sowie in verschiedener maligner Zellreihen beschrieben (35). In normalen adulten
differenzierten Zellen findet sich keine Expression des besagten Proteins (35), (44).
Mittlerweile wurde die Expression von Survivin in mehreren Karzniomen beschrieben:
Neuroblastom (45), Brustkarzinom (46), Osophaguskarzinom (47) und im
Kolorektalem Karzinom (48). Die Expression von Survivin im Harnblasenkarzinom
wurde erstmalig von Swana et al. identifiziert, indem er eine immunhistologische
Anaylse durchfiihrte (49).

In einigen Studien wurde die potentielle Rolle von Survivin als prognostischer Marker
beim Harnblasenkarzinom untersucht. Etliche Studien sehen ein hohes Potential,
Survivin in Zukunt als einen Marker in der Diagnostik, der Nachsorge und der Prognose

des Harnblasenkarzinoms, einsetzen zu konnen.

5.5 ERCC-1

Das Excision-repari-cross-complementation-group-1 (ERCC-1) Enzym ist Teil des
Nukleotid Excision Repair (NER) Systems und tragt eine entscheidenende Rolle in der
Entfernung des durch das Platinion fehlerhaft induzierten DNA Adducts (50). Durch die
Entfernung des fehlerhaften Nukleotids kann die Zelle der Apoptose entgehen und

somit entfallt die Wirkung der Cisplatin Chemotherapie.
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Die Studie von Hoffmann et al. zeigt eine Assoziation zwischen einer hohen
Expression des Enzyms ERCC-1 und einer Cisplatin-Resistenz auf (51).

Auch Tumore wie Zervix-, Ovarial-, Magen-, Kolon- oder nicht kleinzellige
Lungenkarzinome mit hoher ERCC- 1 mRNA Expression scheinen mit einer hohen
Cisplatin-Resistenz assoziiert zu sein (52), (53), (54), (55), (56).

In einigen Studien wurde auch der prognostische Wert des Enzyms ERCC-1 auf das
Harnblasenkarzinom getestet. Eine hohe Expression des Markers scheint nicht nur mit
einer Cisplatin-Resistenz verbunden zu sein, sondern auch mit einer schlechteren
Prognose. Allerdings erscheint die Studienlage zu ERCC-1 als prognostischer Marker
beim Harnblasenkarzinom noch spérlich zu sein. Daher sollte auch in dieser Arbeit der

maogliche prognostische Wert analysiert werden.

13



5.6 Zielsetzung und Fragestellungen

In der vorliegenden Arbeit werden die Marker Survivin und ERCC-1 als mogliche
prognostische Faktoren beim Harnblasenkarzinom analysiert.

Viele Studien sehen ein hohes Potential in Survivin als moglichen prognostischen
Marker beim Harnblasenkarzinom. Die vorliegende internationale Arbeit hat ebenfalls
das Ziel den prognostischen Wert des Markers beim Harnblasenkarzinom zu
Uberprufen. Die Studie koénnte durch die grolie Patientenpopulation und durch die
internationale Rekrutierung eine fundierte Aussagekraft dazu geben .

Einige Studien befassten sich in der Vergangenheit mit der Korrelation zwischen
ERCC-1 Expression und einer Cisplatinresistenz.

Ziel dieser Arbeit ist die Analyse des prognostischen Werts von ERCC-1 beim
Harnblasenkarzinom.

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit wird auf folgende Fragestellungen gelegt:

I.  Besteht eine Korrelation zwischen den Expressionshéhen bzw. der Intensitat der Mar-
ker und den klinisch pathologischen und histopathologischen Charakteristika wie dem
Grading, dem Vorliegen von Lymphknotenmetastasen und dem Auftreten eines Re-

zidivs?

II.  Zeigen Patienten mit einer hohen Expression bzw. hohen Intensitat der Marker, im
Vergleich zu Patienten mit niedriger Expression und niedriger Intensitét, ein schlechte-
res tumorspezifisches Uberleben? Kénnten die Marker in Zukunft eine Aussage tber

die Prognose beim Harnblasenkarzinom geben?

. Profitieren Patienten, die eine hohe Expression bzw. hohe Intensitat der Marker auf-
zeigen, von einer Chemotherapie? Konnen die Marker in Zukunft in der Entscheidungs-

findung der Therapieempfehlung eine Rolle spielen?
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6. Methodik
Die vorliegende Studie erfolgte im Rahmen einer internationalen Kooperation
zwischen der urologischen Kilinik der Helios Klinik Bad Saarow, der medizinischen

Universitat Turku und der medizinischen Universitat Helsinki.

6.1 Patienten und Material

6.1.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv setzt sich aus drei Patientengruppen zusammen. Dabei stellt
das Patientenkollektiv aus Turku die Gruppe | dar, die Patienten aus Helsinki bilden
die Gruppe Il und Gruppe Il stammt aus Bad Saarow. Initial lagen die klinischen Daten
zu insgesamt 425 Patienten vor. Aus den 425 Patienten mussten 137 Patienten aus
der Studie exkludiert werden, sodass rund 288 Patienten in die Studie einschlielen
konnten.

Dabei wurden 29 Patienten aus der Gruppe | ausgeschlossen. Bei zwolf der Patienten
lag, in den vorliegenden TMAs kein Tumorgewebe vor, zu 15 Patienten lagen keine
TMAs vor und bei zwei Patienten waren die immunhistologischen Farbungen nicht
auswertbar.

Aus der Gruppe Il wurden 20 Patienten aufgrund nicht vorliegender TMAs exkludiert.

Aus der Gruppe Ill wurden 88 Patienten exkludiert. In 87 Fallen lagen keine TMAs vor

und in einem Fall zeigte sich im TMA kein Tumorgewebe.

6.1.2 Patientencharakteristika

In die Analyse der Expressionshohen der Biomarker Survivin und ERCC-1 wurden
insgesamt 288 Patienten, welche alle an einem Harnblasenkarzinom erkrankt waren,
einbezogen.

Die Studie, bestehend aus 288 Patienten, darunter 232 (80,6 %) Manner und 56
(19,4 %) Frauen, setzt sich aus einem Kollektiv von drei Patientengruppen zusammen,
welche jeweils in drei verschiedenen Kliniken als auch mit drei verschiedenen
Therapieregimen behandelt wurden. Gemein haben alle Patienten die radikale
Zystektomie.

Gruppe | stammt aus der Universitatsklinik Turku und umfasst 170 (59,0 %) Patienten,
die keine Chemotherapie erhalten haben, sondern bei welchen nur die radikale
Zystektomie unternommen worden ist.

In der Universitatsklinik Helsinki wurde Gruppe Il, bestehend aus 73 (25,3 %) Fallen,

behandelt. Diese erhielten vor der radikalen Zystektomie eine neoadjuvante
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Chemotherapie.

Gruppe Il mit 45 (15,6 %) Patienten stammt aus dem Helios Klinikum in Bad Saarow
und wurden nach der radikalen Zystektomie mit einer adjuvanten Chemotherapie
therapiert.

Im Folgenden werden die Patientencharakteristika der drei Patientengruppen
vorgestellt und erortert. Zur Verstandlichkeit sei zu Beginn zu erwahnen, dass nicht fur
alle Patienten alle Daten im Primardatensatz vorlagen, sodass in diesen Fallen nur die
Anzahl bzw. der Prozentsatz der Patienten beschriebem wird zu dem auch die Daten
vorlagen. Die Tabelle 4 zeigt gebiindelt eine Ubersicht aller Patientencharakteristika

der drei Gruppen.

6.1.2.1 Gruppe I: Keine Chemotherapie

Im ersten Patientenkollektiv, welches an der Universitatsklinik in Turku behandelt
wurde, sind insgesamt 170 Falle enthalten. Unter diesen 170 Patienten sind 140
(82,4 %) mannlich und 30 (17,6 %) weiblich. Die Patienten unterzogen sich alle einer
radikalen Zystektomie und keiner dieser Patienten wurde zusatzlich mit einer
adjuvanten oder neoadjuvanten Chemotherapie behandelt.

Aus dem Patienenkollektiv gaben 76/164 (46,3 %) kein Raucherverhalten an und
88/164 (53,7 %) gaben an Raucher zu sein.

In der Patientengruppe aus Turku lagen die Klinisch pathologischen und
histopathologischen Patientencharakteristika zur radikalen Zystektomie als auch die
TMAs aus der radikalen Zystektomie vor.

Histologisch betrachtet zeigte sich in 164 (96,5 %) der Falle ein Urothelkarzinom und
nur bei sechs (3,6 %) der Patienten ein Adeno — oder Plattenepithelkarzinom.

Das T-Stadium lag bei insgesamt 76 (44,7 %) Patienten unter pT2a, ein T-Stadium
= pT2a zeigte sich bei 94 (55,3 %) Patienten und somit bestand eine Muskelinvasivitat.
Das Grading zeigte bei der Mehrzahl, 141 (82,9 %), ein high grade Karzinom,
wohingegen 29 (17,1 %) der Patienten ein low grade Karzinom zeigten. Zum Zeitpunkt
der radikalen Zystektomie waren die Lymphknoten von 13/64 (20,3 %) Patienten
befallen, die Mehrheit mit 51/64 (79,7 %) zeigte allerdings keinen Lymphknotenbefall.
Von einem Rezidivbefall waren insgesamt 67 (39,4 %) der Patienten betroffen, den
restlichen 102 (60,0 %) Patienten blieb ein Rezidiv erspart.

Zum Zeitpunkt des letzten Follow-ups wurde der Status von 44 (25,9 %) als noch
lebend angegeben, einer (0,6 %) der Patienten lebte mit einem Rezidiv, 66 (3,8 %)
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sind an ihrem Blasenkarzinom verstorben und 42 (24,7 %) sind ebenfalls verstorben,
allerdings war in diesen Fallen nicht der Harnblasentumor ursachlich. In 17 (10,0 %)
der Falle lag kein Follow-up mehr vor. Das Mediane Follow-up dieser Gruppe betrug
39 Monate.

6.1.2.2 Gruppe lI: Neoadjuvante Chemotherapie

Die zweite Gruppe stammt aus der Universitatsklinik Helsinki und wurde neben der
radikalen Zystektomie mit einer neoadjuvanten Chemotherapie behandelt.

Das Patientenkollektiv besteht aus 73 Patienten, darunter sind 12 (16,4 %) weiblich
und 61 (83,6 %) mannlich. Als Nicht-Raucher bezeichneten sich 10/66 (15,2 %) der
Patienten, die restlichen 56/66 (84,8 %) gaben an, Raucher zu sein.

Alle Patienten aus der Gruppe erhielten eine neoadjuvante Chemotherapie, das
Regime bestand in den meisten Fallen 68 (93,2 %) aus Gemcitabin und Cisplatin. Die
restlichen funf (6,8 %) Patienten erhielten ein abweichendes neoadjuvantes
Zytostatikaregime, welches jedoch aus den Daten nicht ersichtlich wird. In wenigen
Fallen, 6 (8,2 %), musste zusatzlich zur neoadjuvanten Chemotherapie nach der
radikalen Zystektomie eine adjuvante Chemotherapie verabreicht werden. Auch
dieses Regime erfolgte in der Kombination aus Cisplatin und Gemcitabin.

Zu diesem Patientenkollektiv liegen die klinisch pathologischen und
histopathologischen Patientencharakteristika und die TMAs sowohl aus der TUR-B als
auch aus der radikalen Zystektomie vor.

In der histologischen Auswertung zeigte sich im TUR-B Material bei 68 (93,2 %)
Patienten ein Urothelkarzinom. Die restlichen funf (6,9 %) Patienten litten unter einem
Plattenepithelkarzinom oder an einem Kleinzellkarzinom.

Des Weiteren zeigte sich im TUR-B Material bei zwei (2,7 %) Patienten ein T-Stadium
< pT2a also ein nicht-muskelinvasives Karzinom, wohingegen die restlichen 71
(97,3 %) Patienten ein T-Stadium = pT2a zeigten und somit an einem muskelinvasiven
Karzinom litten.

Das Grading wurde anhand des TUR-B Materials bei 51/69 (73,9 %) Patienten als high
grade Karzinom bezeichnet und bei 18/69 (26,1 %) Patienten offenbarte sich ein low
grade Karzinom.

Die Histologie des Gewebes aus der radikalen Zystektomie zeigte bei 36/41 (87,8 %)
ein Urothelkarzinom, die restlichen 5/41 (12,1 %) Patienten wiesen ein Plattenepithel-

Adeno- oder ein Kleinzellkarzinom auf.

17



Das T-Stadium wurde hier bei 16 (21,9 %) der Patienten als <pT2a angegeben und
somit als nicht-muskelinvasiv bezeichnet, bei 28 (38,4 %) Patienten prasentierte sich
ein T-Stadium =pT2a und somit ein muskelinvasives Karzinom. Bei 29 (39,7 %)
Patienten war kein Tumor mehr im Gewebe der radikalen Zystektomie nachweisbar.
Das Grading wurde hier bei 35/37 (94,6 %) Patienten als high grade Karzinom und bei
2/37 (5,4 %) Patienten als low grade Karzinom angegeben.

Zum Zeitpunkt der radikalen Zystektomie konnte bei 8/70 (11,4 %) ein
Lymphknotenbefall nachgewiesen werden. Die Mehrheit, 62/70 (88,6 %), zeigte
allerdings keine Mitleidenschaft der Lymphknoten.

An einem Rezidiv erkrankten insgesamt 16 (21,9 %) Patienten, bei den restlichen 57
(78,1 %) wurde kein Rezidiv diagnostiziert.

Zum Zeitpunkt des letzten Follow-ups wurde der Status von 54 (74,0 %) als noch
lebend angegeben, zwei (2,7 %) der Patienten lebten mit einem Rezidiv, 14 (19,2 %)
sind an ihrem Blasenkarzinom verstorben und drei (4,1 %) sind ebenfalls verstorben,
allerdings war in diesen Fallen nicht der Harnblasentumor ursachlich. Das Mediane

Follow-up dieser Gruppe betrug 41 Monate.

6.1.2.3 Gruppe lll: Adjuvante Chemotherapie

In dem Patientenkollektiv aus Bad Saarow befinden sich insgesamt 45 Falle,
bestehend aus 14 (31,1 %) Frauen und 31 (68,9 %) Mannern. Insgesamt gaben 34
(75,6 %) Patienten ein regelmafiges Rauchverhalten an, wohingegen 11 (24,4 %) sich
als Nicht-Raucher bezeichneten.

In allen Fallen aus der Gruppe wurde nach der radikalen Zystektomie eine
Chemotherapie angesetzt. Die Chemotherapie erfolgte in 16 (35,6 %) der Falle in der
Kombination aus Paclitaxel, Cisplatin und Gemcitabin. In 29 (64,4 %) der Falle wurde
zusatzlich zu dem eben genannten Regime noch eine Monotherapie mit Gemcitabin
angesetzt. Keiner der Patienten erhielt eine neoadjuvante Chemotherapie.

Zu diesem Patientenkollektiv liegen die TMAs sowohl aus der TUR-B als auch aus der
radikalen Zystektomie vor. Die histopathologischen Patientencharakteristika liegen nur
zu den Proben aus der radikalen Zystektomie vor.

In der Histologie zeigte sich bei allen 45 (100,0 %) Patienten ein Urothelkarzinom.
Dieses wurde bei allen 45 (100,0 %) als high grade Karzinom klassifiziert. Die Daten
zum T-Stadium lagen in 44 von 45 Faéllen vor. In allen 45 (100,0 %) Fallen lag ein T-
Stadium =pT2a vor.
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Zum Zeitpunkt der radikalen Zystektomie konnte bei 17 (37,8 %) Patienten kein Befall
der Lymphknoten nachgewiesen werden, jedoch zeigten sich in 28 (62,2 %) der Falle
Metastasen in den Lymphknoten.

Unter einem Rezidiv litten insgesamt 23 (51,1 %) Patienten und 22 (48,9 %) zeigten
kein Rezidivverhalten.

Zum Zeitpunkt des letzten Follow-ups konnten 13 (28.9 %) Patienten als noch lebend
eruiert werden, einer (2,2 %) der Patienten lebte mit einem Rezidiv, 27 (60,0 %) der
Patienten sind an ihrem Harnblasenkarzinom verstorben und vier (8,9 %) Patienten
verstarben, jedoch nicht aufgrund ihres Harnblasenkarzinoms. Das Mediane Follow-

up dieser Gruppe betrug 33 Monate.

6.1.3 Art der untersuchten Proben

Bei den untersuchten Proben handelt es sich um in Formalin fixierte und in Paraffin
eingebettete histologische Gewebeblécke aus den Archiven der oben genannten
Institute. Von jedem Block wurde eine Hamatoxylin-Eosin Farbung (HE- Farbung) nach
standardisierter Methodik erstellt. Nach Beurteilung (von Herrn Dr. E. Kilic) der Schnitte,
wurden die geeigneten Paraffinblocke zur Herstellung der Tissue-Microarrays (TMAs)

ausgewahilt.
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Zu 6.1.2: Tabelle 4: Patientencharakteristika

Patientencharakteristika

Geschlecht
weiblich
mannlich

Rauchverhalten
negativ
positiv

Status
lebend
lebend mit Rezidiv

verstorben durch Blasenkarzinom
verstorben durch andere Ursache

unbekannt

Neoadjuvantes CR
GC
anderes

Adjuvante Chemotherapie
nein
ja

Adjuvantes CR
PCG
PCG plus Gemcitabine Mono
GC
unbekannt

Rezidiv
negativ
positiv

Rezidiv Typ
kein Rezidiv
lokales Rezidiv
Fernmetastase

lokales Rezidiv + Fernmetastase

Histologie TUR-B
Urothelkarzinom
Plattenepithelkarzinom
Adenokarzinom
Kleinzellkarzinom

Gruppe I:
Patienten n
(%)

30 (17,6)
140 (82,4)

76/164 (46,3)
88/164 (53,7)

44 (25,9)

1(0,6)
66 (38,8)
42 (24,7)
17 (10,0)

0 (0,0)
0 (0,0)

170 (100,0)
0 (0,0)

0 (0,0)
0 (0,0)
0 (0,0)
0 (0,0)

103 (60,6)
67 (39,4)

102 (60,0)
16 (9,4)
42 (24,7)
10 (5,9)

Gruppe II:
Patienten n
(%)

12 (16,4)
61 (83,6)

10/66 (15,2)
56/66 (84,8)

54 (74,0)
2(2,7)
14 (19,2)
3 (4,1)
0 (0,0)

68 (93,2)
5 (6,8)

67 (91,8)
6 (8,2)

0/6 (0,0)

0/6 (0,0)
5/6 (83,3)
1/6 (16,7)

57 (78,1)
16 (21,9)

0/5 (0,0)
5/5 (100,0)
0/5 (0,0)
0/5 (0,0)

68 (93,2)
1(1,4)
0 (0,0)
4 (5,5)

Gruppe lll:
Patienten n
(%)

14 (31,1)
31 (68,9)

11 (24,4)
34 (75,6)

13 (28,9)
1(2,2)
27 (60,0)
4 (8,9)
0 (0,0)

0 (0,0)
0 (0,0)

0 (0,0)
45 (100,0)

16 (35,6)
29 (64,4)
0 (0,0)
0 (0,0)

22 (48,9)
23 (51,1)
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Patientencharakteristika

pT-Stadium TUR-B
pTcis, pTa, pT1
pT2
pT3
pT4

Grading (WHO 2004) TUR-B
low grade
high grade

Histologie RZ
Urothelkarzinom
Plattenepithelkarzinom
Adenokarzinom
Kleinzellkarzinom

pT-Stadium RZ

pTa

pT1

pcis

pT2a

pT2b

pT3a

pT3b

pT4a

pT4b

kein Tumor

Grading (WHO 2004) RZ
low grade
high grade

Lymphknotenbefall RZ
negativ
positiv

(Abkirzungen: CR Chemotherapieregime;
RZ radikale Zystektomie)

Gruppe I:
Patienten n
(%)

164 (96,5)
3 (1,8)
3 (1,8)
0 (0,0)

23 (13,5)
42 (24,7)
11 (6,5)
20 (11,8)
18 (10,6)
33 (19,4)
14 (8,2)
5 (2,9)

4 (2,4)

0 (0,0)

29 (17,1)
141 (82,9)

51/64 (79,7)
13/64 (20,3)

Gruppe II:
Patienten n
(%)

2(2,7)
51 (69,9)
18 (24,7)

2 (2,7)

18/69 (26,1)
51/69 (73,9)

36/41 (87,8)
1/41 (2,4)
1/41 (2,4)
3/41 (7,3)

3 (4,1)

8 (11,0)
5 (6,8)

5 (6,8)

8 (11,0)
6 (8,2)

4 (5,5)

4 (5,5)
1(1,4)
29 (39,7)

2/37 (5,4)
35/37 (94,6)

62/70 (88,6)
8/70 (11,4)

Gruppe lll:
Patienten n
(%)

45 (100,0)
0 (0,0)
0 (0,0)
0 (0,0)

0/44 (0,0)
0/44 (0,0)
0/44 (0,0)
4144 (9,1)
5/44 (11,4)
22/44 (50,0)
6/44 (13,6)
5/44 (11,4)
2/44 (4,5)
0/44 (0,0)

0 (0,0)
45 (100,0)

17 (37,8)
28 (62,2)

TUR-B Transurethrale Resektion der Blase;
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6.2 Immunhistochemische Untersuchung

Immunhistologische Farbungen dienen der Detektion von Antigenen durch gegen
diese gerichteten Antikdrper. Dabei konnen die besagten Antikorper entweder direkt
mit einem Farbstoff versehen sein oder mit Enzymen verbunden sein, die dann indirekt
eine Farbreaktion auslosen. Daraus wird ersichtlich, dass es sowohl eine direkte als
auch eine indirekte Methode zur Antigendetektion gibt. Der Vorteil der direkten
gegenuber der indirekten Methode ist die sehr schnelle Durchfuhrbarkeit, jedoch ist
das erzielte Farbsignal schwacher als bei der indirekten Methode und vor allem zeigt
die indirekte Methode die deutlich hdhere Sensitivitat im Vergleich zur direkten (57).
Angesichts dieser Aspekte wurde in dieser Studie das indirekte Nachweisverfahren

ausgewahilt.

6.2.1 Indirektes Nachweisverfahren

Bei der indirekten Methode bindet ein spezifischer, nicht konjugierter Primarantikdrper
an das Antigen der zu untersuchenden Gewebsprobe. An den besagten
Primarantikdrper bindet im nachsten Schritt der, mit einem Markerenzym oder
Fluorochrom konjugierte, Sekundarantikérper. Der Sekundarantikdrper ist spezifisch
gegen die Tierspezies des Primarantikorpers gerichtet. Als letztes wird ein Komplex
hinzugegeben, welcher das gewunschte Markerenzym tragt. Durch die Enzym-
Substrat-Reaktion entsteht ein farbiges Endprodukt (57).

Zu den indirekten Nachweistechniken gehoren die Peroxidase-Anti-Peroxidase-
Methode (PAP-Methode) und die Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische
Phosphatase-Methode (APAAP-Methode) (57).

In dieser Arbeit wurde die indirekte immunhistologische Farbung nach der APAAP-
Methode durchgeflihrt.

6.2.2 Entparaffinierung, Antigendemaskierung und Hemmung der endogenen
Enzymaktivitat

Zunachst wurden die Paraffinschnitte fur vier Stunden bei 60 °C im Brutschrank
getrocknet. Dieser Vorgang dient der Schmelzung des Paraffins und der Beseitigung
des noch am Gewebe befindlichen Wassers. Danach wurden die Schnitte zweimal fir
je zehn Minuten in Xylol getrankt, um eine Entparaffinierung zu erzielen. AnschlieRend
erfolgte die Rehydrierung der Schnitte Uber eine absteigende Alkoholreihe (Ethanol

100 %, Ethanol 96 %, Ethanol 80 %, Ethanol 70 %), in die die Schnitte jeweils flr zwei
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Minuten getrankt wurden. Abschlielend wurden die Schnitte in destilliertem Wasser
gewaschen. Bevor eine immunhistochemische Farbung durchgefiihrt werden kann,
muss eine Demaskierung der Antigene durchgeflhrt werden. Die Maskierung der
Antigene beruht auf den Kreuzverbindungen reaktiver Gruppen, meist
Aldehydvernetzungen, die wahrend der Fixierung in Formalin entstehen. Die
Demaskierung der Antigene erfolgt Uber die Brechung der Aldehydverbindungen,
wodurch die Antigene fur die Antikérper zuganglich werden. Diese Brechung der
Aldehydvernetzungen kann entweder enzyminduziert oder hitzeinduziert erfolgen. In
dieser Studie wurde die hitzeinduzierte Antigendemaskierung durchgefuhrt. Dabei
werden die Schnitte in einem Schnellkochtopf in einem Liter Citratpuffer mit einem pH-
Wert von 6,0 fur sieben Minuten gekocht. Anschlielend wurden die Schnitte in Tris-
gepufferter Kochsalzlosung (TBS) gelagert. Um ein Herunterlaufen der spater
aufgetragenen FlUssigkeiten zu verhindern, wurden die Gewebeproben auf den

Schnitten mit einem flissigkeitsblockenden Stift der Firma Dako umrandet.

6.2.3 Spezifische Farbung

Die Antikdrper gegen Survivin (bereitgestellt von der Ruhr-Universitat Bochum) und
ERCC-1 (vom Hersteller Abcam) wurden mit einer Antikdrper-Verdiinnungslésung
(ANTIBODY DILUENT, Invitrogen Corporation, USA) in einer Verdinnungsstufe von
1:50 verdunnt. Zunachst wurden die Schnitte mit dem Protein Blocking System von
Dako fur zehn Minuten bei Raumtemperatur geblockt. AnschlieRend erfolgte die
Inkubation mit dem primaren Antikdrper bei Raumtemperatur. Nach einer Stunde
wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser, TBS Tween 0,025 % und TBS gespdlt.
Im nachsten Schritt erfolgte die Zugabe des konjugierten sekundaren Antikdrpers
(Anti-rabbit Alkaline Phosphatase, 1:500), welcher an den primaren Antikérper bindet
und ihn somit detektiert. Die Kontrollschnitte zur Anfertigung der Kontrollfarbungen
wurden lediglich mit der Antikdrper-Verdinnungslosung — ohne Hinzugabe eines
Antikdrpers — versehen. Nach 30 Minuten Inkubationszeit wurden die Schnitte erneut
mit destilliertem Wasser, TBS Tween 0,025 % und TBS gewaschen. Die Reaktion
wurde mit Sigma Fast Red visualisiert, dabei betrug die Reaktionszeit fur Survivin zehn
Minuten und fur ERCC-1 30 Minuten. Die Reaktion wurde mit Leitungswasser gestoppt

und anschliel3end wurden die Schnitte in destilliertem Wasser gelagert.
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6.2.4 Gegenfarbung und Einbettung

Um eine histologische Auswertung zu ermdglichen, wurden die Schnitte gegengefarbt.
Hierzu wurden die Schnitte fir eine Minute in Hamalaun getaucht und abschliel3end
mit Leitungswasser gewaschen. Schlie8lich wurden die Schnitte mit Deckglasern von
Menzel-Glaser eingedeckt. Als Eindeckmittel wurde Microscopy Aquatex (Merck,

Deutschland) verwendet.

6.3 Interpretation der immunhistologischen Analyse
Die immunhistologischen Ergebnisse wurden lichtmikroskopisch ohne Kenntnis der
Patientendaten und unabhangig von zwei Untersuchern (Dr. E. Kilic und Adisch Kiani)
ausgewertet. Die individuellen Ergebnisse der beiden Untersucher waren in 93 % der
Falle identisch und zeigten somit sehr ahnliche Ergebnisse. Die Auswertung eines
Patienten erfolgte an allen vorliegenden Stanzen. Unterschieden sich die Stanzen in
ihren Ergebnissen, wurde die hochste Einstufung auserwahlt. In Fallen, in denen nur
eine Stanze evaluierbar war, wurde diese als reprasentativ angenommen.
Fur die Interpretation des Tumormarkers Survivin im Zytoplasma wurde die
Farbintensitat anhand einer Skala von 0 bis 3 eingeteilt. Dabei wurden Stanzen, die
keine Farbung aufzeigten, auf der Skala bei O eingestuft. Proportional zur Intensitat
der Farbung wurden die Stanzen auf der Skala hoher eingestuft. Die Stufen 0 und 1
wurden als niedrige Expression bezeichnet, die Stufen 2 und 3 hingegen als hohe
Expression. Die Abbildung 2 zeigt exemplarisch Survivin mit hoher Expression (Stufe
3) im Zytoplasma und Survivin mit niedriger Expression (Stufe 1) im Zytoplasma.
FiUr die Interpretation von Survivin und ERCC-1 im Zellkern wurde der prozentuale
Anteil der Zellkerne, die eine Farbung aufwiesen, herangezogen. Dabei erfolgte eine
Einstufung in 0 %, 25 %, 50 %, 75 % oder 100 %. Anhand dieser Ergebnisse erfolgte
wiederum die Einteilung in niedrige Expression (0 % und 25 %) oder hohe Expression
(50 %, 75 % und 100 %). Abbildung 3 verdeutlicht exemplarisch anhand einer Survivin
Farbung die Einteilung der prozentual gefarbten Zellkerne. In Abbildung 3A sind 25 %
der Zellkerne gefarbt, somit liegt eine niedrige Expression vor. In Abbildung 3B sind
hingegen 50 % der Kerne gefarbt, somit liegt eine hohe Expression vor.
Des Weiteren wurde eine Einteilung der Farbintensitat der Zellkerne fur die Detektion
von ERCC-1 vorgenommen. Die Farbintensitat wurde anhand einer Skala von 0 bis 2
eingestuft. In die Gruppe der ,hohe Intensitat wurden Stanzen gezahlt, die eine
Farbintensitat von 2 aufwiesen, 0 und 1 wurden als ,niedrige Intensitat“ eingestuft.
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Abbildung 4 zeigt beispielhaft den Unterschied zwischen einer hohen und einer
niedrigen Farbintensitat.

Alle Kontrollfarbungen fielen erwartungsgemal negativ aus, exemplarisch wurde eine
Kontrollfarbung abgebildet (Abbildung 5).

Die Ergebnisse wurden in Excel zusammengetragen.

Abbildung 2: Immunhistochemische Farbung von Survivin im Zytoplasma: niedrige Expression
(A) und hohe Expression (B)

2A-ZB-

Abbildung 3: Immunhistochemische Férbung von Survivin im Zellkern: niedrige Expression (A)
und hohe Expression (B)

3A-BB-

Abbildung 4: Immunhistochemische Férbung von ERCC-1 im Zellkern: niedrige Intensitét (A)
und hohe Intensitét (B)

4A-4B-

Abbildung 5: Exemplarische Kontrollfdrbung
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6.4 Statistik

Fur die statistische Auswertung dieser Studie wurde das Programm SPSS 10.0
(Statistical Package for the Social Sciences 10.0) verwendet. Vor der statistischen
Analyse wurden alle Daten auf Vollstandigkeit und systemische Fehler Uberpruft.

Die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Expression von den
Tumormarkern Survivin und ERCC-1 und dem Uberleben der Patienten wurde anhand
der Kaplan-Meier Analyse durchgefuhrt. Die Darstellung erfolgte anhand dem ,Log-
Rank-Test".

Fur den Zusammenhang des jeweiligen Tumormarkers mit den klinisch pathologischen
und histopathologischen Parametern wurden der Chi-Quadrat-Test und Kreuztabellen
verwendet.

Als signifikant wurden Ergebnisse mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0.050

und als tendenziell signifikant von 0,050 < p < 0,100 gewertet.
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7. Ergebnisse

7.1 Expressionshohen der Marker

Zur Verstandlichkeit sei zu Beginn zu erwahnen, dass nicht fir alle Patienten alle
Expressionshohen bzw. Intensitatshohen ermittelt werden konnten, sodass in diesen
Fallen nur die Anzahl bzw. der Prozentsatz der Patienten beschriebem wird zu dem

auch die Ergebnisse vorlagen.

7.1.1 Gruppe I: Keine Chemotherapie

TMAs aus dem Patientenkollektiv Gruppe | lagen aus den Gewebeproben der
radikalen Zystektomie vor.

In der immunhistologischen Untersuchung der Expression des Markers Survivin im
Zytoplasma erwies sich bei 130/167 (77,8 %) der Patienten eine niedrige Expression
und bei 37/167 (22,2 %) wurde eine hohe Expression des Markers festgestellt. Die
Untersuchung des Expressionsausmales des Biomarkers Survivin im Zellkern zeigte
bei 160/167 (95,8 %) Patienten eine niedrige Expression und bei 7/167 (4,2 %)
Patienten eine hohe Expression.

Die immunhistologische Untersuchung des Markers ERCC-1 im Zellkern zeigte bei
128/168 (76,2 %) Patienten eine niedrige Expression und bei 40/168 (23,8 %)
Patienten eine hohe Expression. Die Intensitat von ERCC-1 im Zellkern wurde bei
154/168 (91,7 %) Patienten als niedrig bemessen und nur bei 14/168 (8,3 %) als hoch.

7.1.2 Gruppe ll: Neoadjuvante Chemotherapie

In der immunhistologischen Untersuchung der TMAs des TUR-B Materials zeigte sich
bei 29 (39,7 %) Patienten eine niedrige Expression von Survivin im Zytoplasma und
bei 44 (60,3 %) Patienten eine hohe Expression. Die Untersuchung der Expression
von Survivin im Zellkern zeigte in 21 (28,8 %) der Falle eine niedrige Expression und
in 52 (71,2 %) der Falle wurde eine hohe Expression beobachtet.

Die Untersuchung der Expressionshdohe von ERCC-1 im Zellkern wies bei 3/72 (4,2 %)
der Patienten eine niedrige Expression auf, wohingegen bei 69/72 (95,8 %) Patienten
eine hohe Expression beobachtet werden konnte. Die ERCC-1 Intensitat bewies sich
bei 17/72 (23,6 %) Patienten als niedrig und bei 55/72 (76,4 %) als hoch.

Im Nachfolgenden werden die Expressionshéhen der beiden Biomarker aus den TMAs,
welche aus dem Gewebe der radikalen Zystektomie stammen, eroértert. Im Zytoplasma

zeigte sich bei 50/68 (73,5 %) der Patienten eine niedrige Expression von Survivin und
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bei 18/68 (26,5 %) wurde eine hohe Expression beobachtet. Im Zellkern zeigte sich
bei 66/68 (97,1 %) der Falle eine niedrige Expression des Biomarkers Survivin und bei
nur 2/68 (2,9 %) eine hohe.

Die Expression von ERCC-1 im Zellkern erwies sich bei 57/67 (85,1 %) Patienten als
niedrig und bei 10/67 (14,9 %) Patienten als hoch. Die Intensitat der ERCC-1 Farbung
wurde bei 61/67 (91,0 %) Patienten als niedrig beschrieben und bei 6/67 (9,0 %)

Patienten wurde eine hohe Intensitat beobachtet.

7.1.3 Gruppe lll: Adjuvante Chemotherapie

Im Nachfolgenden werden die Beobachtungen aus den TMAs der TUR-B vorgestellt.
Die Expression von Survivin im Zytoplasma erwies sich bei 15/23 (65,2 %) Patienten
als niedrig und in 8/23 (34,8 %) der Falle als hoch. Die Expression von Survivin im
Zellkern zeigte sich bei 19/23 (82,6 %) Patienten als niedrig und bei 4/23 (17,4 %)
Patienten als hoch.

Der Biomarker ERCC-1 im Zellkern zeigte bei 22/23 (95,7 %) Patienten eine niedrige
Expression und bei 1/23 (4,3 %) eine hohe Expression. Die Intensitat von ERCC-1
wurde bei allen (100,0 %) Patienten als niedrig beschrieben.

Als nachstes erfolgt die Vorstellung der Expressionshohen der Biomarker aus den
TMAs der radikalen Zystektomie. Die Expression von Survivin im Zytoplasma erwies
sich bei 11/31 (35,5 %) Patienten als niedrig und bei 20/31 (64,5 %) als hoch. Im
Zellkern erwies sich die Expressionshdhe von Survivin in 24/31 (77,4 %) Fallen als
niedrig und in 7/31 (22,6 %) als hoch.

ERCC-1 im Zellkern zeigte in 21/32 (65,6 %) der Falle eine niedrige Expression und in
11/32 (34,4 %) der Falle eine hohe. Die Intensitat von ERCC-1 wurde in 27/32 (84,4 %)
der Falle als niedrig und in 5/32 (15,6 %) als hoch beschrieben.
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Zu 7.1: Tabelle 5: Expressionshéhen von Survivin

TMAs Gruppe I: Patienten n (%)
niedrig hoch

TUR-B Zytoplasma - -

TUR-B Zellkern - -

RZ Zytoplasma
RZ Zellkern

130/167 (77.8)
160/167 (95.8)

37/167 (22.2)
7/167 (4.2)

Zu 7.1: Tabelle 6: Expressionshéhen und Intensitdtshéhen von ERCC-1
TMAs Gruppe I: Patienten n (%)
niedrig hoch
TUR-B Zellkern - -
TUR-B Intensitat - -

RZ Zellkern
RZ Intensitat

128/168 (76.2)
154/168 (91.7)

40/168 (23.8)
14/168 (8.3)

Gruppe lI: Patienten n (%)

niedrig
29 (39.7)
21 (28.8)

50/68 (73.5)
66/68 (97.1)

hoch
44 (60.3)
52 (71.2)

18/68 (26.5)
2/68 (2.9)

Gruppe llI: Patienten n (%)

niedrig
3/72 (4.2)
17/72 (23.6)

57/67 (85.1)
61/67 (91.0)

hoch
69/72 (95.8)
55/72 (76.4)

10/67 (14.9)
6/67 (9.0)

Gruppe llI: Patienten n (%)

niedrig hoch
15/23 (65.2) 8/23 (34.8)
19/23 (82.6) 4/23 (17.4)

11/31 (35.5)
24/31 (77.4)

20/31 (64.5)
7/31 (22.6)

Gruppe llI: Patienten n (%)

niedrig hoch
22/23 (95.7) 1/23 (4.3)
23/23 (100.0) 0/23 (0.0)

21/32 (65.6)
27/32 (84.4)

11/32 (34.4)
5/32 (15.6)

(Abkirzungen: TMA Tissue-Microarray; ERCC-1 Excision-repair-cross-complementation-group 1; TUR-B Transurethrale Resektion der Blase; RZ

radikale Zystektomie)
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7.2 Korrelationen zwischen der Marker und den klinisch pathologischen und
histopathologischen Charakteristika

Mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests konnten Kreuztabellen zur Eruierung der ersten Fra-
gestellung, ob Korrelationen zwischen der Marker und den klinisch pathologischen als

auch histopathologischen Charakteristika bestehen, erstellt werden.

7.2.1 Gruppe I: Keine Chemotherapie

In Gruppe | lie3 sich eine signifikante Korrelation zwischen der Expressionshéhe von
Survivin im Zytoplasma und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen nachweisen
(p = 0,048). Von den Patienten aus Gruppe I, die keine Lymphknotenmetastasen auf-
zeigten, exprimierten 41 (80,4 %) Patienten eine niedrige Menge Survivin im Zyto-
plasma. Nur zehn (19,6 %) der Patienten ohne Lymphknotenmetastasen zeigten eine
hohe Expression des Markers im Zytoplasma. Im Vergleich zu Patienten ohne Lymph-
knotenmetastasen manifestierte sich bei Patienten mit Lymphknotenmetastasen ein
hoherer Prozentsatz an Fallen mit hoher Expression von Survivin im Zytoplasma. Hier
wurden nur sieben (53,8 %) der Patienten in die Kategorie niedrige Expression und
sechs (46,2 %) der Patienten in die Kategorie hohe Expression eingeteilt.

Eine signifikante Korrelation zwischen Survivin im Zytoplasma und dem Rezidivverhal-
ten (p = 0,114), dem Grading (p = 0,834), dem Geschlecht (p = 0,864) oder dem
Rauchverhalten (p = 0,190) konnte nicht eruiert werden.

Desweiteren zeichnete sich eine tendenziell signifikante Korrelation zwischen Survivin
im Zellkern und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen auf (p = 0,058). Von den
Patienten, die keine Lymphknotenmetastasen aufzeigten, exprimierten 48 (94,1 %)
Patienten eine niedrige Menge Survivin im Zellkern. Nur drei (5,9 %) der Patienten
ohne Lymphknotenmetastasen wiesen eine hohe Expression des Markers im Zellkern
auf. Im Vergleich zu Patienten ohne Lymphknotenmetastasen zeigten Patienten mit
Lymphknotenmetastasen einen hoheren Prozentsatz an Fallen mit hoher Expression
von Survivin im Zellkern. Hier wurden nur 10 (76,9 %) der Patienten in die Kategorie
niedrige Expression und drei (23,1 %) der Patienten in die Kategorie hohe Expression.
Eine signifikante Korrelation zwischen Survivin im Zellkern und dem Rezidivverhalten
(p = 0,880), dem Grading (p = 0,215), dem Geschlecht (p = 0,796) oder dem Rauch-
verhalten (p = 0,866) konnte nicht dokumentiert werden.

Eine signifikante Korrelation zwischen ERCC-1 im Zellkern und dem Vorliegen von

Lymphknotenmetastasen (p = 0,621), dem Rezidivverhalten (p = 0,621), dem Grading
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(p = 0,164), dem Geschlecht (p = 0,589) oder dem Rauchverhalten (p = 0,278) konnte
nicht dokumentiert werden.

Ebenfalls konnte keine signifikante Korrelation zwischen der ERCC-1 Intensitat und
dem Vorliegen von Lymphknotenmetastasen (p = 0,254), dem Rezidivverhalten
(p =0,739), dem Grading (p = 0,758), dem Geschlecht (p = 0,716) aufgezeichnet wer-
den. Es zeigte sich eine tendenziell signifikante Korrelation zum Rauchverhalten (p =
0,084).

Die Tabelle 7 verdeutlicht die Korrelationen der Marker mit den klinisch pathologischen
und histopathologischen Patientencharakteristika der Gruppe |I.

7.2.2 Gruppe Il: Neoadjuvante Chemotherapie

In Gruppe Il manifestierte sich eine tendenziell signifikante Korrelation zwischen Sur-
vivin im Zytoplasma und dem Vorliegen von Lymphknotenmetastasen (p = 0,072). Von
den Patienten aus Gruppe Il, die keine Lymphknotenmetastasen aufzeigten, exprimier-
ten 40 (70,2 %) Patienten eine niedrige Menge Survivin im Zytoplasma. 17 (29,8 %)
der Patienten ohne Lymphknotenmetastasen verdeutlichten eine hohe Expression des
Markers im Zytoplasma. Im Vergleich hierzu zeigten Patienten mit Lymphknotenmeta-
stasen in acht (100,0 %) Fallen eine niedrige Expression und keiner (0,0 %) der Pati-
enten eine hohe Expression.

Es verdeutlichte sich keine signifikante Korrelation zwischen Survivin im Zytoplasma
und dem Rezidivverhalten (p = 0,879), dem Grading (p = 0,382) oder dem Rauchver-
halten (p = 0,664).

Es zeigte sich eine signfikante Korrelation zwischen der Expressionshéhe von Survivin
im Zytoplasma und dem Geschlecht (p = 0,042).

Ebenfalls konnte keine signifikante Korrelation zwischen Survivin im Zellkern und dem
Vorliegen von Lymphknotenmetastasen (p = 0,590), dem Rezidivverhalten (p = 0,426),
dem Grading (p = 0,800), dem Geschlecht (p = 0,506) oder dem Rauchverhalten
(p = 0,524) aufgezeichnet werden.

Auch der Marker ERCC-1 im Zellkern zeigte keine signifikante Korrelation zum Lymph-
knotenbefall (p = 0,795), zum Rezidivverhalten (p = 0,264), zum Grading (p = 0,538),
zum Geschlecht (p = 0,479) oder zum Rauchverhalten (p = 0,208).

Auch zwischen der ERCC-1 Intensitat und dem Lymphknotenbefall (p = 0,331), dem
Rezidivverhalten (p = 0,150), dem Grading (p = 0,645), dem Geschlecht (p = 0,934)
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oder dem Rauchverhalten (p = 0,427) charakterisierte sich keine signifikante Korrela-
tion.
Die Tabelle 8 verdeutlicht die Korrelationen der Marker mit den klinisch pathologischen

und histopathologischen Patientencharakteristika der Gruppe II.

7.2.3 Gruppe lll: Adjuvante Chemotherapie

In Gruppe Il konnte keine signifikante Korrelation zwischen Survivin im Zytoplasma
und dem Vorliegen von Lymphknotenmetastasen (p = 0,842), dem Rezidivverhalten
(p =0,641), dem Geschlecht (p = 0,214) oder dem Rauchverhalten (p = 0,660) gezeigt
werden.

Auch Survivin im Zellkern zeigte keine signifikante Korrelation zum Lymphknotenbefall
(p = 0,531), zum Rezidivverhalten (p = 0,354), zum Geschlecht (p = 0,495) oder zum
Rauchverhalten (p = 0,248).

Der Marker ERCC-1 im Zellkern zeigte eine tendenziell signifikante Korrelation zu dem
Auftreten von Lymphknotenmetastasen (p = 0,055). Von den Patienten, die keine
Lymphknotenmetastasen hatten, verdeutlichten sechs (46,2 %) Patienten eine nied-
rige Expression des Markers ERCC-1. Sieben (53,8 %) der Patienten ohne Lymph-
knotenmetastasen wiesen eine hohe Expression auf. Im Vergleich zu Patienten ohne
Lymphknotenmetastasen, zeigten Patienten mit Lymphknotenmetastasen einen hohe-
ren Prozentsatz an Fallen mit niedriger ERCC-1 Expression im Zellkern. Hier wurden
vier (21,1 %) Patient in die Kategorie hohe Expression und 15 (78,9 %) der Patienten
in die Kategorie niedrige Expression eingeteilt.

Eine signifikante Korrelation zum Rezidivverhalten (p = 0,373), zum Geschlecht
(p = 0,210) oder zum Rauchverhalten (p = 0,652) konnte nicht dokumentiert werden.
Die ERCC-1 Intensitat wies eine tendenziell signifikante Korrelation zu dem Vorliegen
von Lymphknotenmetastasen auf (p = 0,051). Von den Patienten, die nicht unter
Lymphknotenmetastasen litten, zeigten neun (69,2 %) Patienten eine niedrige Intensi-
tat des Markers ERCC-1. Vier (30,8 %) der Patienten ohne Lymphknotenmetastasen
zeichneten eine hohe Intensitat auf. Im Vergleich zu Patienten ohne Lymphknotenme-
tastasen, zeichneten Patienten mit Lymphknotenmetastasen einen hoheren Prozent-
satz an Fallen mit niedriger ERCC-1 Intensitat auf. Hier wurde nur ein (5,3 %) Patient
in die Kategorie hohe Intensitat und dafir 18 (94,7 %) der Patienten in die Kategorie

niedrige Intensitat eingeteilt.
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Die ERCC-1 Intensitat wies keine signifikante Korrelation zum Rezidivverhalten (p =
0,425), zum Geschlecht (p = 0,646) oder zum Rauchverhalten auf (p = 0,646).
Die Tabelle 9 verdeutlicht die Korrelationen der Marker mit den klinisch pathologischen

und histopathologischen Patientencharakteristika der Gruppe lII.
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Zu 7.2.1: Tabelle 7: Gruppe | — Korrelationen zwischen der Marker und den klinisch pathologischen und histopathologischen Charakteristika

Patientencharakteristika

Geschlecht
weiblich
mannlich

Rauchverhalten
negativ
positiv

Grading (WHO 2004)
low grade
high grade

Lymphknotenmetastasen
negativ
positiv

Rezidivverhalten
negativ
positiv

Survivin Zytoplasma

niedrig

23 (76,7)
107 (78,1)

23 (79,3)
107 (77,5)

41 (80,4)
7 (53,8)

82 (82,0)
48 (71,6)

hoch

7 (23,3)
30 (21,9)
p = 0,864

20 (27,0)
16 (18,4)
p = 0,190

6 (20,7)
31 (22,5)
p = 0,834

10 (19,6)
6 (46,2)
p = 0,048

18 (18,0)
19 (28,4)
p=0,114

Survivin Zellkern

niedrig

29 (96,7)
131 (95,6)

71 (95,9)
83 (95,4)

29 (100,0)
131 (94,9)

48 (94,1)
10 (76,9)

hoch

1(3,3)
6 (4,4)
p = 0,796

3(4,1)
4 (4,6)
p = 0,866

0 (0,0)
7 (5,1)
p=0215

3 (5,9)
3 (23,1)
p = 0,058

4 (4,0)
3(4,5)
p = 0,880

ERCC-1 Zellkern

niedrig

24 (80,0)
104 (75,4)

60 (80,0)
64 (72,7)

25 (86,2)
103 (74,1)

40 (78,4)
11 (84,6)

40 (78,4)
11 (84,6)

(Abktirzungen: ERCC-1 Excision-repair-cross-complementation-group 1; WHO World Health Organisation)

hoch

6 (20,0)
34 (24,6)
p = 0,589

15 (20,0)
24 (27,3)
p=0,278

4 (13,8)
36 (25,9)
p=0,164

11 (21,6)
2 (15,4)
p=0,621

11 (21,6)
2 (15,4)
p=0,621

ERCC-1 Intensitat

niedrig

28 (93,3)
126 (91,3)

72 (96,0)
78 (88,6)

27 (93,1)
127 (91,4)

48 (94,1)
11 (84,6)

92 (91,1)
62 (92,5)

hoch
2 (6,7)

12 (8,7)
p=0716
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Zu 7.2.2: Tabelle 8: Gruppe Il — Korrelationen zwischen der Marker und den klinisch pathologischen und histopathologischen Charakteristika

Patientencharakteristika

Geschlecht
weiblich
mannlich

Rauchverhalten
negativ
positiv

Grading (WHO 2004)
low grade
high grade

Lymphknotenmetastasen
negativ
positiv

Rezidivverhalten
negativ
positiv

Survivin Zytoplasma

niedrig

6 (50,0)
44 (78,6)

7 (70,0)
39 (76,5)

2 (100,0)
23 (71,9)

40 (70,2)
8 (100,0)

38 (73,1)
12 (75,0)

hoch

6 (50,0)
12 (21,4)
p =0,042

3 (30,0)
12 (23,5)
p = 0,664

0 (0,0)
9(28,1)
p = 0,382

17 (29,8)
0(0,0)
p=0,072

14 (26,9)
4 (25,0)
p = 0,879

Survivin Zellkern

niedrig

12 (100,0)
54 (96,4)

10 (100,0)
49 (96,1)

2 (100,0)
31 (96,9)

55 (96,5)
8 (100,0)

50 (96,2)
16 (100,0)

hoch

0 (0,0)
2 (3,6)
p = 0,506

0 (0,0)
2 (3,9)
p = 0,524

0 (0,0)
1(3,1)
p = 0,800

2 (3,5)
0 (0,0)
p = 0,590

2 (3,8)
0 (0,0)
p = 0,426

ERCC-1 Zellkern

niedrig

11(91,7)
46 (83,6)

10 (100,0)
43 (86,0)

2 (100,0)
26 (83,9)

47 (83,9)
7 (87,5)

42 (82,4)
15 (93,8)

hoch

1(8,3)
9(16,4)
p=0,479

0 (0,0)
7 (14,0)
p = 0,208

0 (0,0)
5(16,1)
p = 0,538

9(16,1)
1(12,5)
p=0,795

9(17,6)
1(6,3)
p = 0,264

ERCC-1 Intensitat

niedrig

11(91,7)
50 (90,9)

10 (100,0)
47 (94,0)

2 (100,0)
28 (90,3)

50 (89,3)
8 (100,0)

45 (88,2)
16 (100,0)

hoch

1(8,3)
5(9,1)
p = 0,934

0 (0,0)
3(6,0)
p =0427

0 (0,0)
3(9,7)
p = 0,645

6 (10,7)
0 (0,0)
p = 0,331

6 (11,8)
0 (0,0)
p =0,150
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Zu 7.2.3: Tabelle 9: Gruppe Il — Korrelationen zwischen der Marker und den klinisch pathologischen und histopathologischen Charakteristika
Survivin Zellkern

Patientencharakteristika

Geschlecht
weiblich
mannlich

Rauchverhalten
negativ
positiv

Lymphknotenmetastasen
negativ
positiv

Rezidivverhalten
negativ
positiv

2 (20,0)
9 (42,9)

3 (30,0)
8 (38,1)

4 (33,3)
7 (36,8)

4 (30,8)
7 (38,9)

Survivin Zytoplasma
niedrig

hoch

8 (80,0)
12 (57,1)
p =0,214

7 (70,0)
13 (61,9)
p = 0,660

8 (66,7)
12 (63,2)
p=0,842

9 (69,2)
11 (61,1)
p = 0,641

niedrig

7 (70,0)
17 (81,0)

9 (90,0)
15 (71,4)

10 (83,3)
14 (73,7)

9 (69,2)
15 (83,3)

hoch

3 (30,0)
4 (19,0)
p =0,495

1(10,0)
6 (28,6)
p =0,248

2 (16,7)
5 (26,3)
p =0,531

4 (30,8)
3(16,7)
p = 0,354

ERCC-1 Zellkern

niedrig

5 (50,0)
16 (72,7)

6 (60,0)
15 (68,2)

6 (46,2)
15 (78,9)

8 (57,1)
13 (72,2)

hoch

5 (50,0)
6 (27,3)
p=0,210

4 (40,0)
7 (31,8)
p=0,652

7 (53,8)
4 (21,1)
p = 0,055

6 (42,9)
5 (27,8)
p = 0,373

8 (80,0)
19 (86,4)

8 (80,0)
19 (86,4)

9 (69,2)
18 (94,7)

11 (78,6)
16 (88,9)

ERCC-1 Intensitat
niedrig

hoch

2 (20,0)
3 (13,6)
p = 0,646

2 (20,0)
3 (13,6)
p = 0,646

4 (30,8)
1(5,3)
p =0,051
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7.3 Tumorspezifisches Uberleben in Abhingigkeit der Marker

Die zweite Fragestellung beschaftigte sich mit dem Vergleich des tumorspezifischen
Uberlebens in Abhangigkeit der Expressionshéhen und Intensitat der Marker.

Zur Analyse des tumorspezifischen Uberlebens der Patienten wurden die gemessenen
Expressionshohen der Marker aus den immunhistologischen Farbung der TMAs der
radikalen Zystektomie herangezogen. Es erfolgte die Erstellung von Kaplan-Meier-

Kurven.

7.3.1 Gruppe I: Keine Chemotherapie

In der ersten Gruppe, stammend aus Turku, wurden diejenigen Patienten betrachtet,
die sich nur einer radikalen Zystektomie unterzogen haben und weder eine
neoadjuvante noch eine adjuvante Chemotherapie erhalten haben. Zur Eruierung des
tumorspezifisches Uberlebens wurden die Expressionshdhen der
immunhistologischen Farbungen der TMAs der radikalen Zystektomie herangezogen.
Es konnte in der Kaplan-Meier-Kurve ein tendenziell signifikantes langeres
tumorspezifisches Uberleben bei denjenigen Patienten dokumentiert werden, die eine
niedrige Expressionsrate von Survivin im Zytoplasma aufwiesen. Patienten mit hoher
Expression zeichneten ein kiirzeres tumorspezifisches Uberleben auf (p = 0,070). In
die Untersuchung miteinbezogen wurden insgesamt 167 Patienten, davon zeigten 130
Patienten eine niedrige Expression von Survivin im Zytoplasma und 37 Patienten
hingegen eine hohe Expression (Abbildung 6A).

Es konnte kein eindeutiges Ergebnis in der Untersuchung des tumorspezifischen
Uberlebens, mit dem abhangigen Parameter des Markers Survivin im Zellkern, erzielt
werden. Auch hier wurden 167 Patienten eingeschlossen, darunter zeigte die Mehrheit
der Patienten (160 Falle) eine niedrige Expression auf und nur sieben der Patienten
zeigten eine hohe Expression. Durch die sehr ungleiche Gruppenaufteilung konnte hier
keine auswertbare Kurve herangezogen werden (Abbildung 6B).

Die Analyse der Kaplan-Meier-Kurve, die das tumorspezifische Uberleben der
Patientengruppe mit niedriger Expression von ERCC-1 im Zellkern und der
Patientengruppe mit hoher Expression des Markers im Zellkern illustrierte,
verdeutlichte ein tendenziell signifikant langeres tumorspezifisches Uberleben bei
denjenigen Patienten, die eine hohe Expession von ERCC-1 aufwiesen (p = 0,095). In
die Analyse flossen insgesamt 168 Patienten mit ein, darunter 128 Falle mit einer

niedrigen Expressionsrate und 40 Falle mit hoher Expressionsrate (Abbildung 7A).
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Die Eruierung des unterschiedlichen tumorspezifischen Uberlebens, abhangig von der
Intensitat des Markers ERCC-1, brachte keine aussagekraftigen Ergebnisse. Auch in
diese Untersuchung wurden 168 Patienten miteingeschlossen, von denen 154
Patienten eine niedrige Intensitat zeigten und die restlichen 14 Patienten eine hohe
Intensitat (Abbildung 7B).

7.3.2 Gruppe ll: Neoadjuvante Chemotherapie

In der zweiten Gruppe, die in Helsinki behandelt wurde, wurden diejenigen Patienten
untersucht, die vor der radikalen Zystektomie eine neoadjuvante Chemotherapie
erhalten haben. Zur Eruierung des tumorspezifisches Uberlebens wurden die
Expressionshohen der immunhistologischen Farbungen der TMAs der radikalen
Zystektomie herangezogen.

In der Kaplan-Meier-Kurve verdeutlichte sich der Anschein des langeren
tumorspezifischen Uberlebens bei Patienten mit einer hohen Expression von Survivin
im Zytoplasma gegenuber Patienten mit einer niedrigen Expression dieses Markers.
Allerdings erwies sich hierfur keine Signifikanz (p = 0,5630). In diese Analyse wurden
insgesamt 68 Patienten bericksichtigt, darunter befanden sich 50 Patienten in der
Gruppe der Niedrigexprimierer und 18 Patienten in der Gruppe der Hochexprimierer
(Abbildung 8A).

Fir die Analyse des tumorspezifischnen Uberlebens abhéangig von der
Expressionshohe des Markers Survivin im Zellkern wurden insgesamt 68 Patienten
miteinbezogen, darunter zeigten 66 Patienten eine niedrige Expression im Zellkern
und nur zwei Patienten eine hohe Expression. Durch die ungleiche Fallaufteilung
konnte hier kein aussagekraftiges Ergebnis erzielt werden (p = 0,487) (Abbildung 8B).
Zur Eruierung des tumorspezifischen Uberlebens bei Patienten mit niedriger und hoher
Expression des Markers ERCC-1 wurden 67 Patientenfalle einbezogen. In der Analyse
der Expressionshohe des Markers ERCC-1 im Zellkern wurde ein langeres
tumorspezifisches Uberleben bei Patienten mit hoher Expression, im Vergleich zu
Patienten mit niedriger Expression, angedeutet, allerdings zeigte sich keine Signifikanz
(p = 0,356). Unter den 67 Patientenfalle, die zu dieser Analyse herangezogen wurden,
befanden sich 57 Patienten in der Gruppe der niedrig Expremierer und zehn Patienten
in der Gruppe der Hochexprimierer (Abbildung 9A).

In der Analyse der Intensitat des ERCC-1 Markers im Zellkern zeigte sich der Anschein
des langeren tumorspezifischen Uberlebens bei Patienten mit hoher Intensitét.
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Allerdings ohne eine Signifikanz (p = 0,796). Aus den 67 hier untersuchten Fallen,
zahlten 61 Falle in die Gruppe der niedrigen Intensitat und sechs in die Gruppe der
hohen Intensitat (Abbildung 9B).

7.3.3 Gruppe lll: Adjuvante Chemotherapie

Die dritte Patientengruppe stammt aus Bad Saarow, hier wurden die Patienten nach
der radikalen Zystektomie mit einer adjuvanten Chemotherapie behandelt. Zur
Eruierung des tumorspezifisches Uberlebens wurden die Expressionshéhen der
immunhistologischen Farbung der TMAs der radikalen Zystektomie herangezogen.
Fur die Analyse des tumorspezifischen Uberlebens der Patienten mit niedriger und
hoher Expression von Survivin im Zytoplasma standen insgesamt 31 Patienten zur
Verfugung. Von diesen 31 Patienten wiesen elf Patienten eine niedrige Expression von
Survivin im Zytoplasma auf und 20 Patienten zeigten eine hohe Expression. In der
Analyse konnte kein signifikanter Unterschied im tumorspezifischen Uberleben in
Abhangigkeit der Expressionshohe des Markers dokumentiert werden (p = 0,628)
(Abbildung 10A).

In die Analyse des tumorspezifischen Uberlebens der Patienten mit niedriger und
hoher Expression von Survivin im Zellkern wurden ebenfalls 31 Patienten integriert,
von diesen hatten 24 Patienten eine niedrige Expression und sieben zeigten eine hohe
Expression des Markers. Es offenbarte sich der Anschein des Ilangeren
tumorspezifischen Uberlebens bei den Patienten mit einer hohen Expression von
Survivin im Zellkern. Jedoch erwies sich hierfir keine Signifikanz (p = 0,171)
(Abbildung 10B).

In die Analyse des Uberlebens in Abhangigkeit von der Expressionshéhe des Markers
ERCC-1 im Zelkern wurden insgesamt 32 Patienten integriert. Aus diesem
Patientenkollektiv zeigten 21 Patienten eine niedrige Expressionshohe und elf
Patienten zeigten eine hohe Expressionshdohe. Es demonstrierte sich kein signifikanter
Unterschied im tumorspezifischen Uberleben (p = 0,348) (Abbildung 11A).

Es wurde ebenfalls kein signifikanter Unterschied im Uberleben in Abhangigkeit der
Intensitatshohe von ERCC-1 eruiert (p = 0,819). Fir diese Analyse wurden ebenfalls
32 Patienten herangezogen, davon zeigten 27 Patienten eine niedrige Intensitat von
ERCC-1 und funf Patienten wiesen eine hohe Intensitat auf (Abbildung 11B).

39



Zu 7.3.1: Abbildung 6: Kaplan-Meier-Kurve — Gruppe I: Tumorspezifisches Uberleben in

Abhéngigkeit der Survivin Expression im Zytoplasma (A) und im Zellkern (B)
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Zu 7.3.1: Abbildung 7: Kaplan-Meier-Kurve — Gruppe I: Tumorspezifisches Uberleben in

Abhéngigkeit der ERCC-1 Expression im Zellkern (A) und der ERCC-1 Intensitét (B)
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Zu 7.3.2: Abbildung 8: Kaplan-Meier-Kurve — Gruppe Il: Tumorspezifisches Uberleben in

Abhéngigkeit der Survivin Expression im Zytoplasma (A) und im Zellkern (B)
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Zu 7.3.2: Abbildung 9: Kaplan-Meier-Kurve — Gruppe Il: Tumorspezifisches Uberleben in
Abhéngigkeit der ERCC-1 Expression im Zellkern (A) und der ERCC-1 Intensitét (B)
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Zu 7.3.3: Abbildung 10: Kaplan-Meier-Kurve — Gruppe IlI: Tumorspezifisches Uberleben in

Abhéngigkeit der Survivin Expression im Zytoplasma (A) und im Zellkern (B)
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Zu 7.3.3: Abbildung 11: Kaplan-Meier-Kurve — Gruppe IlI: Tumorspezifisches Uberleben in
Abhéngigkeit der ERCC-1 Expression im Zellkern (A) und der ERCC-1 Intensitét (B)
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7.4 Tumorspezifisches Uberleben bei hoher Markerexpression und
unterschiedlichen Therapieregimen

In diesem und im nachsten Kapitel erfolgt die Eruierung der dritten Fragestellung,
namlich ob die Marker bei der Therapieentscheidung des Harnblasenkarzinoms
mitwirken konnten. Hierzu wurden aus allen drei Gruppen jeweils diejenigen Patienten
betrachtet, die eine hohe Expression der Marker aufwiesen. Anschliel3end erfolgte die
Erstellung der Kaplan-Meier-Kurven zur Eruierung des tumorspezifischen Uberlebens.
Eine hohe Expression von Survivin im Zytoplasma zeigten in der ersten Gruppe aus
Turku insgesamt 37 Patienten, in der zweiten Gruppe aus Helsinki wurden 18
Patienten gezahlt und in der letzten Gruppe, stammend aus Bad Saarow, waren 20
Patienten vertreten. In der Kaplan-Meier-Kurve zeigte sich ein signifikant langeres
tumorspezifisches Uberleben in der Patientengruppe aus Helsinki (p = 0,023), welche
eine neoadjuvante Chemotherapie erhalten haben. Das tumorspezifische Uberleben
der Patientengruppen aus Bad Saarow und Turku unterschied sich nicht wesentlich,
das tumorspezifische Uberleben war bei beiden Gruppen deutlich schlechter im
Vergleich zu den Patienten aus Helsinki (Abbildung 12A).

Der Vergleich der drei Patientengruppen mit jeweils hoher Expression von Survivin im
Zellkern zeigte allerdings kein signifikantes Ergebnis, auch wenn anhand der Kaplan-
Meier-Kurve der Anschein zum besseren Uberleben der Patienten aus Helsinki
geweckt wird (p = 0,745). Fur diese Analyse konnten nur insgeamt 16 Patienten
herangezogen werden, davon stammen 7 aus der Gruppe |, zwei stammen aus der
Gruppe Il und die restlichen sieben aus der Gruppe lll. Das kleine Patientenkollektiv
konnte hier eine Ursache der ausbleibenden Signifikanz darstellen (Abbildung 12B).
Beim Vergleich der drei Patientengruppen, mit jeweils hoher Expression von ERCC-1
im Zellkern wurden insgesamt 61 Patienten integriert. Von diesen 61 Patienten
stammen 40 Patienten aus Turku, zehn aus Helsinki und elf aus Bad Saarow. Das
langste tumorspezifische Uberleben zeigten die Patienten aus Helsinki und das
kirzeste die Patienten aus Bad Saarow. Allerdings zeigte sich keine Signifikanz
(p = 0,262) (Abbildung 13A).

In die Analyse der Patienten mit jeweils starker Intensitdt von ERCC-1 wurden 25
Patienten einbezogen. Hier demonstrierte sich ebenfalls das langste tumorspezifische
Uberleben in der Patientengruppe aus Helsinki, allerdings ohne Signifikanz (p = 0,133).
Von den 25 Patienten stammen 14 aus Turku, sechs aus Helsinki und funf aus Bad
Saarow (Abbildung 13B).
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Zu 7.4: Abbildung 12: Vergleich tumorspezifisches Uberleben von Patientenkollektiven mit
hoher Expression von Survivin im Zytoplasma (A) und im Zellkern (B) bei verschiedenen
Therapieregimen
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Zu 7.4: Abbildung 13: Vergleich tumorspezifisches Uberleben von Patientenkollektiven mit
hoher Expression von ERCC-1 im Zellkern (A) und ERCC-1 Intensitét (B) bei verschiedenen

Therapieregimen
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7.5 Tumorspezifisches Uberleben bei niedriger Markerexpression und
unterschiedlichen Therapieregimen

In dieser Analyse wurden aus allen drei Gruppen jeweils diejenigen Patienten
betrachtet, welche alle eine hohe Expression von Survivin bzw. ERCC-1 aufwiesen.
Dabei wurden die Patientengruppen auf ihr tumorspezifisches Uberleben in der
Kaplan-Meier-Kurve eruiert.

Es wurden insgesamt 191 Patienten mit einer niedrigen Expression von Survivin im
Zytoplasma identifiziert, aus diesen 191 Patienten stammen 130 Patienten aus Turku,
50 aus Helsinki und 11 aus Bad Saarow. Es erwies sich der Anschein des langeren
Uberleben in der Patientengruppe aus Helsinki, welche eine neoadjuvante
Chemotherapie erhielten und das kiirzeste Uberleben zeigte die Patientengruppe aus
Bad Saarow. Eine Signifikanz bleib aus (p = 0,210) (Abbildung 14A).

Fir die Untersuchung des tumorspezifischen Uberlebens von Patienten mit einer
niedrigen Expression von Survivin im Zellkern wurden insgesamt 250 Patienten
eingeschlossen. Von diesen 250 Patienten stammen 160 Patienten aus Turku, 66 aus
Helsinki und 24 aus Bad Saarow. In dieser Analyse verdeutlichte sich ein signifikant
langeres tumorspezifisches Uberleben bei Patienten, die eine Chemotherapie vor der
radikalen Zystektomie erhalten haben und das kirzeste tumorspezifische Uberleben
zeigten die Patienten, die nach der radikalen Zystektomie mit einer Chemotherapie
behandelt wurden (p = 0,001) (Abbildung 14B).

In der Analyse des tumorspezifischen Uberlebensverhalten der Patienten mit niedriger
Expression von ERCC-1 im Zellkern mit verschiedenen Therapieregimen wurden
insgesamt 206 Patienten integriert. Von diesen stammen 128 aus Turku, 57 aus
Helsinki und 21 aus Bad Saarow. In der Analyse offenbarte sich ein signifikant langeres
tumorspezifisches Uberleben bei den Patienten, die eine neoadjuvante
Chemotherapie erhalten haben. Das kiirzeste Uberleben zeigte die Patientengruppe
aus Bad Saarow, welche mit einer adjuvanten Chemotherapie behandelt wurde
(p = 0,010) (Abbildung 15A).

Patienten mit einer niedrigen Intensitat von ERCC-1 im Zellkern zeigten ebenfalls in
der Gruppe aus Helsinki ein signifikant langeres tumorspezifisches Uberleben, im
Vergleich zu den Patientengruppen aus Turku und Bad Saarow (p = 0,023). In diese
Analyse wurden insgesamt 242 Patienten integriert, davon stammen 154 aus Turku,
61 aus Helsinki und 27 aus Bad Saarow (Abbildung 15B).
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Zu 7.5: Abbildung 14: Vergleich tumorspezifisches Uberleben von Patientenkollektiven mit

niedriger Expression von Survivin im Zytoplasma (A) und im Zellkern (B) bei verschiedenen

Therapieregimen
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Zu 7.5: Abbildung 15: Vergleich tumorspezifisches Uberleben von Patientenkollektiven mit
niedriger Expression von ERCC-1 im Zellkern (A) und ERCC-1 Intensitdt (B) bei

verschiedenen Therapieregimen
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8. Diskussion

In der vorliegenden multizentrischen Arbeit wurden die Expressionshohen der
Biomarker Survivin und ERCC-1 beim Harnblasenkarzinom immunhistologisch
analysiert. Es konnten insgesamt 288 Patienten aus drei verschiedenen Zentren in die
Studie integriert werden. Alle Patienten wurden auf der Grundlage eines
Harnblasenkarzinoms radikal zystektomiert. In Gruppe |l wurden die Patienten
zusatzlich mit einer neoadjuvanten Chemotherapie behandelt. Die Patienten in Gruppe
lIl erhielten zusatzlich eine adjuvante Chemotherapie. Patienten aus der Gruppe |

erhielten keine Chemotherapie.

8.1 Prognostische Aussagekraft der Marker auf die klinisch pathologischen und
histopatholgischen Charakteristika

Zu Beginn wurde die Hypothese gestellt, dass die Expressionshéhe von Survivin,
sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern, mit den klinisch pathologischen und
histopathologischen Parametern assoziieren wurde. Es wurde vermutet, dass
Patienten mit einer hohen Expression, im Vergleich zu Patienten mit einer niedrigen
Expression, ein schlechteres Grading aufweisen wirden. Aul3erdem wurde von einer
erhdhten Wahrscheinlichkeit flr das Auftreten von Lymphknotenmetastasen und dem
Auftreten eines Rezidivs bei Patienten mit hoher Survivinexpression ausgegangen.

In den Ergebnissen konnte in Gruppe | eine signifikante Korrelation zwischen dem
Auftreten von Lymphknotenmetastasen und der Expressionshéhe von Survivin im
Zytoplasma aufgewiesen werden (p = 0,048). Von den Patienten, die keine
Lymphknotenmetastasen aufzeigten, exprimierten 41 (80,4 %) Patienten eine niedrige
Menge Survivin im Zytoplasma. Nur 10 (19,6 %) der Patienten ohne
Lymphknotenmetastasen zeigten eine hohe Expression des Markers im Zytoplasma.
Im Vergleich zu Patienten ohne Lymphknotenmetastasen zeigten Patienten mit
Lymphknotenmetastasen einen héheren Prozentsatz an Fallen mit hoher Expression
von Survivin im Zytoplasma. Hier wurden nur 7 (53,8 %) der Patienten in die Kategorie
niedrige Expression und 6 (46,2 %) der Patienten in die Kategorie hohe Expression
eingeteilt. Eine signifikante Assoziation zwischen dem Lymphknotenbefall und der
Survivinexpression konnte in den anderen beiden Gruppen nicht bestatigt werden.
Die Survivinexpression zeigte in keiner Gruppe eine Assoziation zum Grading oder
zum Rezidivauftreten.

Die vorausgegangene Hypothese wurde ebenfalls von einigen anderen Studien
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analysiert. Nachfolgend werden einige Studien aus der Literatur, die sich mit dieser
Thematik beschaftigten, vorgestellt.

Die Studie Chen et al. fihrte eine immunhistologogische Analyse von Patienten mit
einem Urothelkarzinom der Harnblase durch. Insgesamt wurde das Gewebe von 56
Patienten unteruscht. Alle Patienten wurden im Chiayi Christian Hospital in Chiayi City,
Taiwan im Zeitraum von August 2006 bis Mai 2007 behandelt. Sie analysierten
ebenfalls das Tumorgewebe der Patienten immunhistologisch zur Detektion der
Survivinexpression. Anders als in dieser Arbeit differenzierten sie nicht zwischen
Survivin im Zytoplasma und Survivin im Zellkern. In der Studie zeigten Patienten mit
einem muskelinvasiven Harnblasenkarzinom eine signifikant hdhere Expression von
Survivin als Patienten mit einem nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinom (p =
0,042). Eine hohe Expression von Survivin wurde in 66,6 % der muskelinvasiven
Urothelkarzinomfalle beschrieben, hingegen zeigten nur 34,2 % der nicht-
muskelinvasiven Karzinome eine hohe Expression. Ebenfalls ging die Hohe der
Expression des Markers signifikant mit dem Differenzierungsgrad einher (p = 0,074).
Je hoher die Expressionshohe, desto hoher war der Entdifferenzierungsgrad der
Tumore. Patienten, die eine gute Differenzierung aufwiesen (G1), zeigten in nur 30,8 %
der Falle eine hohe Expression des Markers Survivin. Hingegen zeigten schlecht
differenzierte Tumore (G3) in 85,7 % der Falle eine hohe Expression. Die Studie
untersuchte nicht den moglichen Zusammenhang zwischen einem Lymphknotenbefall
und der Expressionshohe des Markers Survivin (58).

Die Studie Wang et al. rekrutierte insgesamt 138 Patienten, die im Zeitraum von Januar
2008 bis Januar 2012 im Beijing Chao Yang Hospital (Peking, China) in Behandlung
waren. Die Patienten litten an einem nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinom und
unterliefen alle einer TUR-Blase. Es erfolgte ein Follow-up Uber insgesamt 48 Monate.
Zusatzlich wurde als Kontrollarm das Gewebe von 10 Probanden untersucht, die nicht
an einem Harnblasenkarzinom erkrankt waren.

Mittels immunhistologischer Farbung zeigte sich der Nachweis von Survivin im
Harnblasenkarzinomgewebe, jedoch nicht im Gewebe der gesunden Probanden.
Patienten, mit geringer Expression des Markers Survivin, zeigten ein signifikant
langeres Rezidiv-freies-Intervall als diejenigen Patienten mit hoher Expression (p =
0,002).

Aulerdem war das Auftreten eines Rezidivs signifikant mit der Expressionshohe

assoziiert (p < 0.050). Allerdings zeigte sich keine Assoziation zwischen
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Expressionshohe und dem Differenzierungsgrad der Karzinome. Die Assoziation zum
Alter oder Geschlecht konnte ebenfalls nicht bewiesen werden (59).

In die Studie Xi et al. wurden insgesamt 72 Patienten mit einem nicht-muskelinvasiven
Harnblasenkarzinom inkludiert. Alle Patienten unterliefen im Zeitraum von 2000 bis
2006 einer TUR-Blase in den Kliniken Cangzhou Clinical College of Integrated
Traditional Chinese and Western Medicine und Hebei Medicine University.
Anschlielend an die TUR-Blase erfolgte die intravesicale Instillation der adjuvanten
Chemotherapie. Zusatzlich wurden elf gesunde Probanden im Kontrollarm analysiert.
Durch die immunhistologische Farbung konnte nachgewiesen werden, dass die
Probanden mit gesundem Blasengewebe kein Survivin exprimierten.

Des Weiteren zeigte sich eine signifikante Assoziation zwischen der Expressionshéhe
des Markers Survivin und dem Rezidiv-freiem-Intervall (p = 0,000). Hierbei zeigte sich
eine hohe Expression verbunden mit einem geringeren Rezidiv-freiem-Intervall. Auch
das Auftreten eines Rezidivs zeigte sich signifikant haufiger bei Patienten mit einer
hohen Expression des Markers (p < 0.010). Aulderdem zeigten Patienten mit einem
schlecht differenzierten Harnblasenkarzinom (G3), im Vergleich zu Patienten mit
einem gut bzw. maRig differenzierten Harnblasenkarzinom (G2 bzw. G3), signifikant
haufiger eine hohe Expression von Survivin (p = 0,010). Allerdings konnte weder eine
Assoziation zum Alter, noch zum Geschlecht, noch zum Staging gestellt werden (60).
In die Studie Skagias et al. wurden insgesamt 80 Patienten mit einem Urothelkarzinom
der Harnblase im Zeitraum von 1998 bis 2005 inkludiert. Auch in dieser Studie erfolgte
die immunhistologische Analyse des Markers Survivin. Wie in dieser Studie, wurde die
Expression von Survivin im Zytoplasma und Survivin im Zellkern differenziert
betrachtet. Sie zeigten, mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit Ubereinstimmend,
keine signifikante Assoziation zwischen Survivin im Zytoplasma und dem Grading oder
dem T-Stadium. Hingegen konnte eine erhdhte Expression von Survivin im Zellkern
signifikant mit einem erhdhten Entdifferenzierungsgrad des Tumors (p = 0,007) und
einem erhohten Staging (p = 0,039) assoziiert werden. In einer Kaplan-Meier Analyse
konnte verdeutlicht werden, dass eine erhdhte Expression von Survivin im Zellkern
signifikant mit einem geringeren Rezidiv-freiem-Intervall einherginge (p = 0,029) (61).
Die Studie Shariat et al. fihrte ebenfalls eine immunhistologische Analyse bei
insgesamt 222 Patienten durch. Inkludiert wurden Patienten mit einem
Urothelkarzinom der Harnblase, die radikal zystektomiert wurden. Zusatzlich wurden

neun Patienten, die aus nicht onkologischer Ursache zystektomiert wurden, als

54



Kontrollgruppe miteinbezogen. Keiner der neun Patienten exprimierte eine erhdhte
Menge Survivin. Auch in dieser Studie wurde die Korrelation des Markers zu klinisch
pathologischen und histopathologischen Charakteristika untersucht. Shariat et al.
zeigten eine signifikante Korrelation zwischen erhohter Survivinexpression und einem
fortgeschrittenem T-Stadium (p = 0,032). Ubereinstimmend mit dieser Arbeit zeigten
auch Shariat et al. eine signifikante Assoziation zwischen erhdhter Survivinexpression
und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen (p = 0,028). In einer Kaplan-Meier-
Kurve konnte die Studie ein signifikant langeres Rezidiv-freies-Intervall bei Patienten
mit geringer Survivinexpression zeigen (p < 0,001) (62).

Auch die Studie Senol et al. untersuchte den potentiell prognostischen Marker Survivin
beim Urothelkarzinom der Harnblase. Insgesamt wurden 147 Patienten inkludiert. Alle
Patienten erhielten entweder eine TUR-Blase oder eine radikale Zystektomie. Durch
immunhistologischer Analysen erfolgte die Detektion und Auswertung von Survivin im
Zellkern. Die Studie Senol et al. konnte die Anfangshypothese dieser Arbeit bestatigen.
Sie zeigten eine signifikante Assoziation zwischen der Expressionshohe des Markers
Survivin im Zellkern und dem T-Stadium (p = 0,003) und dem Rezidivauftreten (p =
0,003). Ein erhohtes T-Stadium tauchte signifikant haufiger bei Patienten mit einer
hohen Markerexpression auf. Ebenfalls wurde das Auftreten eines Tumorrezidivs
haufiger bei denjenigen Patienten beobachtet, die Survivin in grélReren Mengen
exprimierten. Die Assoziation zwischen dem Marker und dem Lymphknotenbefall
wurde nicht untersucht (63).

In der vorliegenden Studie konnte die Anfangshypothese, dass Patienten mit einer
hohen Expression des Markers Survivin, im Vergleich zu Patienten mit einer niedrigen
Expression, schlechtere klinisch pathologische und histopathologische Charakteristka
aufweisen wurden, nur bedingt bestatigt werden. Die Ergebnisse zeigten lediglich eine
signifikante Assoziation zwischen einer hohen Expression von Survivin im Zytoplasma
und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen.

Allerdings bestatigten einige Studien die genannte Anfangshypothese. Dadurch ergibt
sich die Schlussfolgerung, dass ein hohes Potential in Survivin als prognostischer
Marker beim Harnblasenkarzinom steckt. Allerdings sind weitere Studien notwendig
und wunschenswert.

Auch fir den zweiten Marker, ERCC-1, wurde die Hypothese gestellt, dass die
Expressionshohe von ERCC-1 und die Intensitat der Farbung mit den klinisch

pathologischen und histopathologischen Parametern assoziieren wirden. Auch hier
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lag die Vermutung darin, dass Patienten mit einer hohen Expression bzw. hohen
Intensitat, im Vergleich zu Patienten mit niedriger Expression bzw. niedriger Intensitat,
ein schlechteres Grading aufweisen wirden. Des Weiteren gingen wir, bei Patienten
mit hoher Expression bzw. hoher Intensitat, von einer erhdhten Wahrscheinlichkeit fur
das Auftreten von Lymphknotenmetastasen und dem Auftreten eines Rezidivs aus.
Zur Eruierung der Hypothese wurden die Expressionshéhe von ERCC-1 im Zellkern
und der Grad der Intensitat der Farbung untersucht. An dieser Stelle sei zu erwahnen,
ausgehend von meiner Literaturrecherche und Wissensstand, keine Studie zuvor die
ERCC-1 Intensitat als eigenen Marker analysierte. Die vorliegenden Studien
detektierten den Grad der Intensitdt und den Prozentsatz der ERCC-1 positiven
Zellkerne und bildeten hieraus den Produktwert. Das Produkt wurde als zu
analysierender Marker herangezogen.

FUr den Marker ERCC-1 konnte die Hypothese, dass Patienten mit hoher Expression
und hoher Intensitat schlechtere klinisch pathologische und histopathologische
Charakteristika aufweisen wirden, nicht bestatigt werden. Es zeigte sich keinerlei
signifikante Korrelation zwischen Markerexpression und dem Grading oder dem
Rezidivverhalten. Allerdings verdeutlichte sich in Gruppe Il eine tendenzielle
Korrelation zwischen dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen und der
Expressionshéhe von ERCC-1 im Zellkern (p = 0,055). Von den Patienten, die keine
Lymphknotenmetastasen aufzeigten, exprimierten sechs (46,2 %) Patienten eine
niedrige Menge ERCC-1 im Zellkern. Sieben (53,8 %) der Patienten ohne
Lymphknotenmetastasen zeigten eine hohe Expression des Markers im Zellkern. Im
Vergleich zu Patienten ohne Lymphknotenmetastasen, zeigten Patienten mit
Lymphknotenmetastasen einen hoheren Prozentsatz an Fallen mit niedriger
Expression von ERCC-1 im Zellkern. Hier wurden nur vier (21,1 %) der Patienten in
die Kategorie hohe Expression und 15 (78,9 %) der Patienten in die Kategorie niedrige
Expression eingeteilt. Folglich demonstrierte sich hier, entgegen der Hypothese, dass
Patienten mit niedriger Expression des Markers ERCC-1 ein schlechteres Outcome
zeigen. Einstimmig hierzu, erwies sich ebenfalls in Gruppe Ill eine tendenzielle
Korrelation zwischen dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen und der ERCC-1
Intensitat (p = 0,051). Von den Patienten, die keine Lymphknotenmetastasen
entwickelten, zeigten neun (69,2 %) Patienten eine niedrige ERCC-1 Intensitat und
vier (30,8 %) der Patienten eine hohe Intensitat. Verglichen hierzu, zeigten Patienten

mit Lymphknotenmetastasen einen héheren Prozentsatz an Fallen mit niedriger
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ERCC-1 Intensitat. Hier wurde nur einer (5,3 %) der Patienten in die Kategorie hohe
Intensitat und dafur 18 (94,7 %) der Patienten in die Kategorie niedrige Intensitat
eingeteilt. Somit verdeutlichte sich auch fir die ERCC-1 Intensitdt ein Ergebnis
entgegengesetzt der Anfangshypothese. Eine niedrige ERCC-1 Intensitat scheint, den
Ergebnissen zu Folge, mit einem schlechteren Outcome assoziiert zu sein.

Im Nachfolgenden wird die aktuelle Studienlage zu ERCC-1 beim Harnblasenkarzinom
vorgestellt.

In der Studie von Klatte et al. wurde eine immunhistologische Untersuchung
durchgefuhrt. Hier wurden insgesamt 432 Patienten mit einem Urothelkarzinom der
Harnblase herangezogen. Alle Patienten wurden an einer Klinik im Zeitraum von 1988
bis 2003 behandelt. Keiner der Patienten erhielt eine neoadjuvante Chemotherapie.
Es erfolgte die immunhistologische Analyse der Expression des Markers ERCC-1.
Dabei zeigten 124 Patienten keine ERCC-1 Expression und 308 eine positive
Expression. Ubereinstimmend mit der dieser Studie, konnte keine signifikante
Korrelation zwischen der Expression von ERCC-1 und dem T-Stadium, dem Grading
oder dem Vorliegen von befallenen Lymphknoten gezeigt werden. Allerdings belegte
sich, dass Patienten ohne ERCC-1 Expression ein signifikant hoheres Risiko fur ein
Rezidiv aufwiesen (p = 0,021) (64). Dieses Ergebnis offenbart, ibereinstimmend mit
dem Ergebnis dieser Studie, ein schlechteres outcome flir Patienten mit niedriger
ERCC-1 Expression.

In der Studie von Kawashima et al. wurde ebenfalls eine immunhistologische
Untersuchung zum Nachweis der ERCC-1 Expression durchgeflihrt. Insgesamt
wurden die Tumorgewebeproben von 58 Patienten untersucht. In die Studie
einbezogen wurden Patienten mit einem Harnblasenkarzinom ohne Fernmetastasen.
Alle Patienten erhielten eine neoadjuvante Chemotherapie. Die Patienten wurden im
Zeitraum von 1997 bis 2010 im Osaka Rosai Krankenhaus behandelt.

In der Studie dokumentierte sich keine signifikante Korrelation zwischen der ERCC-1
Expression und den klinisch pathologischen Charakteristika wie dem T-Stadium, dem
Lymphknotenbefall oder dem Grading (65).

Leider untersuchten, in den mir bekannten Studien, nur zwei die Korrelation zwischen
ERCC-1 und den klinisch pathologischen und histopathologischen Charakteristika.
Kawashima et al. zeigten keinerlei signifikante Assoziation (65). Allerdings zeigten
Klatte et al. eine signifikant haufigeres Rezidivauftreten bei Patienten mit niedriger

ERCC-1 Expression (64). Basierend auf der Anfangshypothese war initial ein
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gegensatzliches Ergebnis zu erwarten. Doch auch in der vorliegenden Arbeit
verdeutlichte sich eine  Tendenz  zum haufigeren  Auftreten von
Lymphknotenmetastasen bei Patienten mit niedriger ERCC-1 Expression. Dies wirde
das Ergebnis von Klatte et al., dass Patienten mit niedriger Expression, im Vergleich
zu Patienten mit hoher Expression, eher eine schlechtere Prognose aufweisen,
untermauern.

Der mogliche Zusammenhang zwischen der Marker und den klinisch pathologischen
und histopathologischen sei an dieser Stelle vorsichtig zu geniel3en. Wianschenswert
waren mehr Studien, vorallem da die Studienlage kontrovers scheint, ob eine hohe
Expression oder eine niedrige Expression des Markers eine bessere Prognose fur die

Patienten zeigen.

8.2 Prognostische Aussagekraft der Marker auf das tumorspezifische Uberleben
Die zweite Hypothese bestand darin, dass Patienten mit einer hohen Expression von
Survivin im Vergleich zu Patienten mit niedriger Expression, ein schlechteres
tumorspezifisches Uberleben zeigen wiirden. Zur Eruierung dieser Hypothese wurden
die Expressionshohen von Survivin im Zytoplasma und im Zellkern gesondert
untersucht.

Die Ergebnisse konnten die Hypothese leider nicht bestatigen. Es erschien lediglich in
Gruppe | eine Tendenz zum langeren tumorspezifischen Uberleben zugunsten der
Patienten mit niedriger Survivinexpression im Zytoplasma zu geben (p = 0,070).
Ansonsten verdeutlichte sich kein signifikanter Vorteil im tumorspezifischen Uberleben
in Abhangigkeit der Expressionshéhe von Survivin im Zytoplasma, noch in
Abhangigkeit der Expressionshdhe von Survivin im Zellkern.

Die schon oben beschriebene Studie Skagias et al. (siehe Abschnitt 8.1) untersuchte
ebenfalls die Korrelation zwischen Survivin und dem Gesamtiberleben.
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Studie, zeigte sich auch in der Studie
Skagias et al. keine signifikante Korrelation zwischen dem Gesamtuberleben und der
Expressionshdhe von Survivin im Zytoplasma noch im Zellkern. Die Studie untersuchte
im Gegensatz zu der vorliegenden Studie nicht das tumorspezifische Uberleben,
sondern das Gesamtuberleben (61).

Kontrovers hierzu zeigte sich in der bereits erwahnten Studie Chen et al. (siehe
Abschnitt 8.1) eine signifikante Assoziation zwischen der Expressionshohe des

Markers Survivin und dem Gesamtiiberleben. Auch in der eben beschriebenen Arbeit
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Chen et al. wurde nicht, wie in der vorliegenden Arbeit, das tumorspezifische
Uberleben, sondern das Gesamtiiberleben analysiert. Die Patienten, die in einer
erhdhten Menge Survivin exprimierten, zeigten, verglichen mit Niedrigexprimierer, ein
schlechteres Gesamtuberleben (p = 0,046) (58).

Die bereits erwahnte Studie Shariat et al. (siehe Abschnitt 8.1) stimmte ebenfalls mit
der Studie Chen et al. Uberein. Auch hier erwies sich ein signifikant schlechteres
tumorspezifisches Uberleben bei Patienten mit einer hohen Survivinexpression (p <
0,001). Shariat et al. analysierten ebenfalls das tumorspezifische Uberleben und nicht
das einfache Gesamtuberleben (62).

Auch unter dem Gesichtspunkt des tumorspezifischen Uberlebens scheint Survivin
einen hohes Potential zu haben. Wiinschenswert waren allerdings mehr Studien, die
nicht nur das Gesamtiiberleben, sondern auch das tumorspezifische Uberleben
analysieren.

Auch fir den zweiten Marker, ERCC-1, wurde die Hypothese aufgestellt, dass
Patienten mit einer hohen Expression von ERCC-1 bzw. einer hohen ERCC-1
Intensitat im Vergleich zu Patienten mit niedriger Expression bzw. niedriger ERCC-1
Intensitat, ein schlechteres tumorspezifisches Uberleben zeigen wiirden.

Die Ergebnisse konnten flir Patienten, mit einer niedrigen Expressionshdéhe von
ERCC-1 oder niedrigen Intensitat, keinen Vorteil im tumorspezifischen Uberleben
zeigen. Somit konnte die Anfangshypothese leider nicht bestatigt werden. Lediglich in
Gruppe | verdeutlichte sich eine Tendenz des besseren tumorspezifischen Uberlebens,
gegensatzlich zu der Anfangshypothese, zugunsten der Patienten mit einer hohen
Expressionsrate von ERCC-1 im Zellkern (p = 0,095).

Die Studie von Kim et al. umfasst eine immunhistologische Untersuchung der
Tumorgewebeproben von 89 Patienten, welche in der Zeit von Mai 2001 bis August
2007 im Samsung Medical Center behandelt wurden. In die Studie eingeschlossen
wurden Patienten, die an einem metastasiertem Urothelkarzinom erkrankt waren.
Dabei wurde nicht nur das Urothelkarzinom der Harnblase, sondern auch das
Urothelkarzinom des Nierenbeckens und des Harnleiters eingeschlossen. Die
Patienten  erhielten eine  Cisplatin-basierte = Chemotherapie.  Fur  die
immunhistologische Untersuchung wurde den Patienten vor Beginn der
Chemotherapie eine Tumorgewebeprobe entnommen. Ziel dieser Studie war es,
herauszufinden, ob der Marker ERCC-1 eine prognostische Aussage daruber treffen

kann, ob Patienten auf eine Cisplatin-basierte Chemotherapie ansprechen oder nicht.
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In der Studie zeigte sich zwischen den beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied
im Ansprechen auf die Chemotherapie. Insgesamt zeigten 49 der 89 Patienten eine
Expression des Tumormarkers ERCC-1. 61 der Patienten sprachen auf die
Chemotherapie an, 27 dieser Patienten zeigten keine ERCC-1 Expression und bei 34
Patienten war die ERCC-1 Expression positiv. Es dokumentierte sich kein signifikanter
Unterschied im medianem Gesamtlberleben fur Patienten mit niedriger versus hoher
Expression von ERCC-1 (66).

In der Studie von Bellmunt et al. wurde von 57 Patienten die Expression der messenger
RNA des Markers ERCC-1 aus der Tumor-DNA (Desoxyribonukleinsaure) gemessen.
Eingeschlossen wurden Patienten mit einem fortgeschrittenem Urothelkarzinom der
Harnblase. Die Patienten wurden im Zeitraum von Marz 1997 bis Juni 2004 behandelt.
Auch hier erhielten die Patienten eine Cisplatin-basierte Chemotherapie. Durch eine
RNA-Sequenzierung wurden die Patienten in die Gruppen ,niedrige Expression® und
»hohe Expression“ von ERCC-1 eingeteilt. Entgegen der Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit, zeigte sich in der Studie Bellmunt et al. das Gesamtlberleben bei Patienten mit
niedriger Expression signifikant langer als bei Patienten mit hoher Expression (p =
0,030). Insgesamt reagierten 74,1% der Patienten auf die Chemotherapie, es konnte
jedoch kein Zusammenhang mit der Expression von ERCC-1 festgestellt werden (67).
Die Studie von Hoffmann et al. fihrte ebenfalls eine Genexpressionsanalyse zur
Untersuchung der Expression von ERCC-1 durch. Insgesamt wurden 108 Patienten
mit einem lokal fortgeschrittenen Harnblasenkarzinom in die Studie integriert. Die
Patienten erhielten eine adjuvante Cisplatin-basierte Chemotherapie.
Ubereinstimmend mit der vorliegenden Studie konnte auch die Studie Hoffmann et al.
keinen signifikanten Unterschied im Gesamtuberleben belegen.

Die Zeit des medianen Gesamtlberlebens betrug fir die Patientengruppe der
Niedrigexprimierer 72,4 Monate und fur die der Hochexprimierer 33,1 Monate (51).

In der bereits vorgestellten Studie Klatte et al. (siehe Abschnitt 8.1) zeigte sich ein
Zusammenhang zum tumorspezifischen Uberleben. Patienten mit ERCC-1 Expression
zeigten, im Vergleich zu Patienten ohne ERCC-1 Expression, ein verlangertes
tumorspezifisches Uberleben (p = 0,007) (64).

Die Studie Ozcan et al. fuhrte ebenfalls eine immunhistologische Analyse von ERCC-
1 beim Harnblasenkarzinom durch. Inkludiert wurden insgesamt 38 Patienten mit
einem museklinvasivem Harnblasenkarzinom. Die gesamte Patientenpopulation

erhielt eine Cisplatin-basierte neoadjuvante Chemotherapie. Die Patienten wurden im
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Zeitraum von Juni 2005 bis Oktober 2010 behandelt.

Die Studie zeigte, entgegengesetzt zur Studie Klatte et al., ein langeres
GesamtlUberleben bei Patienten mit niedriger ERCC-1 Expression (p = 0,058).
Patienten mit niedriger Expression hatten ein medianes Gesamtuberleben von 26,7
Monaten, Patienten mit hoher Expression hingegen nur von 9,3 Monaten (68).

Des Weiteren zeigten Kawashima et al., dessen Studiendesign oben beschrieben
wurde (siehe Abschnitt 8.1), Ubereinstimmend mit Ozcan et al., eine Tendenz zum
langeren Gesamtuberleben bei Patienten ohne ERCC-1 Expression (p = 0,070) (65).

Wie zu Beginn beschrieben, konnte die Anfangshypothese, dass das tumorspezifische
Uberleben bei Patienten mit einer niedrigen ERCC-1 Expression verbunden sei, nicht
bestatigen, allerdings bestatigten einige oben vorgestellte Studien die eben genannte
Anfangshypothese.

Eine niedrige bzw. keine Expression des Markers ERCC-1 scheint in einigen Arbeiten
(68), (65) mit einem verlangerten Gesamtuberleben verbunden zu sein. Auch in der
Studie Bellmunt et al. bestatigte sich dieses Ergebnis anhand einer RNA-
Sequenzierung (67). Die RNA-Sequenzierung ermoglicht, verglichen mit der
immunhistologischen Analyse, ein objektives Detektieren der Expressionshohen.
Allerdings sei an dieser Stelle zu bemerken, dass die Studien Ozcan et al., Kawashima
et al. und Bellmunt et al. (68), (65), (67) das Gesamtlberleben untersuchten, diese
Studie hingegen untersuchte das tumorspezifische Uberleben. Entgegengesetzt der
am Anfang gesetzten Hypothese und der eben genannten Studien, zeigten Klatte et
al. ein verlangertes tumorspezifisches Uberleben bei Patienten mit einer hohen ERCC-
1 Expression (64). Die Arbeit basierte auf einer immunhistologischen Analyse und
integrierte die grofte Patientenpopulation verglichen mit den vorgestellten Studien,
inklusive der vorliegenden Arbeit.

Zusatzlich, zeigte Klatte et al. ein signifikant erhdhtes Rezidivrisiko bei Patienten mit
einer niedrigen Expression (64). Schlussfolgernd kann man sagen, dass die Patienten
mit niedriger Expression, der Studie Klatte et al., eine schlechtere Prognose hatten als
Patienten mit einer hohen Expression. Dies widerspricht grundsatzlich der
Anfangshypothese und den Ergebnissen der anderen Studien. Diese Erkenntnis
macht allerdings deutlich, dass noch einige Studien zu ERCC-1 als Prognosemarker
beim Harnblasenkarzinom notwendig und winschenswert sind.

Die Studien Kim et al. und Hoffmann et al. zeigten, Ubereinstimmend mit dieser Arbeit,

keine signifikante Korrelation zwischen dem Gesamtuberleben und der ERCC-1
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Expression (66), (51). An dieser Stelle sei wieder zu erwahnen, dass die eben
genannten Studien das Gesamtiiberleben, nicht das tumorspezifische Uberleben,
untersuchten.

Aus den aufgefuhrten Ergebnissen und der bisherigen Literatur kann geschlossen
werden, dass noch weitere Studien, zur Etablierung von Survivin und ERCC-1 als
prognostische Marker beim Harnblasenkarzinom, nétig und wunschenswert sind. Es
zeigt sich ein gewisses Potential fir Survivin und ERCC-1 als Marker beim
Harnblasenkarzinom, allerdings zeigen sich auch kontroverse Ergebnisse.

Viele der Studien untersuchten die Korrelation zwischen Markerexpression und dem
Gesamtlberleben, allerdings nicht die Korrelation zum tumorspezifischen Uberleben.
Zur Untersuchung der Marker auf ihre prognostische Aussagekraft ware allerdings eine

Eruierung des tumorspezifischen Uberlebens notwendig.

8.3 Limitationen im Vergleich der verschiedenen Studien zu den Markern beim
Harnblasenkarzinom

Aus den aufgefuhrten Ergebnissen der ersten und zweiten Hypothese sowie der
bisherigen Literatur kann geschlossen werden, dass noch weitere Studien zur
Etablierung von Survivin als prognostischen Marker beim Harnblasenkarzinom
unumganglich und absolut erforderlich sind. Es zeigt sich ein hohes Potential fur
Survivin als Marker beim Harnblasenkarzinom, allerdings zeigen sich auch
kontroverse Ergebnisse.

Ein mdglicher Grund der unterschiedlichen Studienergebnisse kdnnte zum einem die
unterschiedliche Gruppierung der Patienten in die Kategorien ,niedrige
Expression“ und ,hohe Expression sein. Beispielsweise stuften viele der Studien
Patienten, bei denen mehr als 10 % der Zellkerne Survivin exprimierten, als
Hochexprimierer ein. In der vorliegenden Studie wurden Patienten erst ab einer
Zellkernbeteiligung von 50 % als Hochexprimierer eingestuft. Eine einheitliche
Einstufung in die jeweiligen Kategorien ware fur die Zukunft zielfUhrender, doch auch
hier stellt sich die Problematik der Grenzenfestsetzung.

Des Weiteren untersuchten viele der Studien die Korrelation zwischen
Markerexpression und dem Gesamtiberleben, allerdings nicht die Korrelation zum
tumorspezifischen Uberleben. Zum einheitlichen Vergleich von verschiedenen
Studienergebnissen, wéare der Vergleich des tumorspezifischen Uberlebens

aussagekraftiger.
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Ein sehr groldes Problem stellt die fehlende Objektivitat bei einer immunhistologischen
Untersuchung dar. Die TMAs werden immunhistologisch gefarbt und anschliel3end
mikroskopisch ausgewertet. In allen Studien und auch in dieser Arbeit wurden zwar die
TMAs von zwei unabhangigen Betrachtern analysiert, allerdings ist bei einer solchen
Auswertung nie eine vollstandige Objektivitat gegeben. Die subjektive Auswertung
stellt folglich eine sehr groRe mdgliche Fehlerquelle dar, die auch die unterschiedlichen
Ergebnisse der Studien erklaren konnte.

Ziel sollte es sein, eine objektive Analyse, wie beispielsweise anhand einer
Sequenzierung des Markers, durchzufuhren.

Auch im zweiten Marker, ERCC-1, scheint ein gewisses Potential zu stecken. Auch flr
diesen Marker ergibt sich das zuletzt genannte Problem der fehlenden Obejektivitat,
verursacht durch die immunhistologischen Analysen.

Ein weiterer Punkt ist die Uberschaubare Studienlage zu ERCC-1 als prognostischer
Marker beim Harnblasenkarzinom, vorallem mit Schwerpunkt auf die Korrelation zu
klinisch pathologischen und histopathologischen Charakteristika.

Die verschiedene Grenzeneinteilung der Expressionshdhen sei, wie auch bei Survivin,
hier zu kritisieren. Wie bereits weiter oben angemerkt, untersuchte die vorliegende
Arbeit nicht, wie die anderen Studien, das Produkt aus prozentualer Zellkernbeteilung

und Intensitat der Farbung, sondern bewertete beide Punkte einzeln.

8.4 Therapieentscheidung in Abhangigkeit der Marker

Zusatzlich zu den anderen Studien wurde in dieser Arbeit das tumorspezifische
Uberleben von Niedrigexprimierer bzw. Hochexprimierer, allerdings mit
unterschiedlichen Therapieregimen, untereinander verglichen. Dies war durch die
multizentrische Rekrutierung und hohe Patientenpopulation mdglich. Eine derartige
Analyse wurde in der Vergangenheit, basierend auf meiner Literaturrecherche und
meinem Wissensstand, nicht durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass Patienten
die Survivin im Zytoplasma hoch exprimierten, signifikant von einer neoadjuvanten
Chemotherapie profitieren. Verglichen wurden hierzu jeweils die Patienten, aus den
drei verschiedenen Gruppen, die Survivin im Zytoplasma hoch exprimierten. Patienten,
mit einer hohen Expression der Gruppe Il (neoadjuvante Chemotherapie) zeigten ein
signifikant langeres tumorspezifisches Uberleben als Patienten, mit einer hohen
Expression der Gruppen | und Il (keine Chemotherapie und adjuvante Chemotherapie)

(p = 0,023).
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Weitere Analysen hierzu waren fur Zukunft winschenswert. Konnte man den Marker
zur Therapieentscheidung hinzuziehen, konnte man vielen Patienten, die womaoglich
von keiner Chemotherapie profitieren wirden, eine unnoétige mit Nebenwirkung
behaftete Chemotherapie ersparen. Die Patienten, die von einer Chemotherapie
profitieren konnten, konnte man gezielt selektieren und behandeiln.

Der nachster Punkt beschaftigte sich mit der Fragestellung, ob der Marker ERCC-1
zur Entscheidungsfindung, von welchem Therapieregime die Patienten am meisten
profitieren wiirden, beitragen kénnte. Dazu wurde das tumorspezifische Uberleben von
Niedrigexprimierer bzw. Hochexprimierer, allerdings mit unterschiedlichen
Therapieregimen, gegenubergestellt. Die Ergebnisse zeigten, dass Patienten mit einer
niedrigen ERCC-1 Expression im Zellkern signifikant von einer neoadjuvanten
Chemotherapie profitierten. Sie zeigten im Vergleich zu Patienten, ohne neoadjuvanter
Chemotherpie, ein verlangertes tumorspezifisches Uberleben (p = 0,070). Auch
Patienten mit einer niedrigen Intensitat von ERCC-1 scheinen signifikant von einer
neoadjuvanten Chemotherapie zu profitieren. Die Patientengruppe mit neoadjuvanter
Chemotherapie zeigte ebenfalls ein verlangertes tumorspezifisches Uberleben (p =
0,023).

Bei Patienten mit einer hohen ERCC-1 Expression im Zellkern schien es keinen
signifikanten Unterschied im tumorspezifischen Uberleben, in Abhangigkeit zu einer
neoadjuvanten Chemotherapie, zu geben. Allerdings zeigten Patienten mit einer
hohen Intensitat von ERCC-1 ein signifikant langeres tumorspezifisches Uberleben,
wenn sie eine neoadjuvante Chemotherapie erhielten (p = 0,001).

Diese Art der Analyse wurde, nach meinem Wissensstand, bisher nicht in anderen
Studien durchgefuhrt. Allerdings scheint der Marker ERCC-1 tatsachlich in der
Entscheidungsfindung, ob Patienten von einer neoadjuvanten Chemotherapie
profitieren kdnnten, hilfreich sein zu kdnnen. Die Studien bisher konzentrierten sich auf
die Testung einer moglichen Cisplatin-Resistenz. So konnten beispielsweise Hoffmann
et al. einen Zusammenhang zwischen einer hohen ERCC-1 Expression und einer
Cisplatin-Resistenz zeigen (51). Gegensatzlich dazu erwies sich in den Studien
Bellmunt et al. und Kim et al. kein signifikanter Zusammenhang zwischen der ERCC-
1 Expression und dem Ansprechen auf eine Cisplatin-basierte Chemotherapie bei
Patienten mit einem Harnblasenkarzinom (67), (66).

Um gezielt Patienten selektieren zu kdnnen, die von einer Chemotherapie profitieren

konnten, sind weitere Untersuchungen notwendig.
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9. Schlussfolgerungen

Die Arbeit hat gezeigt, dass die Marker fur die Frage nach einer Chemotherapie
potentiell entscheidungserhebliche Faktoren darstellen konnten. Marker, die in der
Entscheidungsfindung einer notwendigen Chemotherapie helfen konnten, in der Klinik
etablieren zu koénnen, wirde einen sehr grolen Gewinn und Fortschritt in der
medizinischen Versorgung des Harnblasenkarzinoms darstellen.

Die prognostische Aussagekraft zum tumorspezifischen Uberleben und zu klinisch
pathologischen und histopathologischen Charakteristika anhand von Survivin und
ERCC-1 scheint umstritten zu sein. Es erscheint allerdings, dass eine tendenzielle
Aussagekraft bestiinde, daher waren mehr Arbeiten zu der Analyse anhand RNA-

Sequenzierungen notwendig.
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