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1 Einleitung
Das Urothdkarzinom
1.1 Epidemiologe

Das Harnblasenkarzinom macht etwa 3% dler bdsatigen Tumore aus und it der zweit-
haufigge urologische Tumor in den wedtlichen Indudriendtionen mit ener Inzidenz von
ewa zwanzig Neuerkrankungen pro 100000/Jahr in Deutschland [35]. Es versterben
jéhrlich tumorbedingt 5000 Patienten in Deutschland und ca 10500 in den USA [11,31].
Das Altersmaximum liegt in der funften bis debenten Dekade. Die Geschlechtsverte-
lung zwischen Frauen und Mannern betrdgt 1:6 (je nach Literatur bis 1:3) [35,13]. In
den indudridiserten Landern ig die Inzidenz héher ds in landlichen Regionen [13].
Besonders in den letzten Jahrzehnten ist e@ne Zunahme der Neuerkrankungen zu ver-
zeichnen. Bezogen auf dle Pdaienten schwankt die Tumormortditét je nach Autor zwi-
schen drel und fUnf Prozent bezogen auf das Gesamtkollektiv [4,5].

1.2 Riskofaktoren

Zu den hauptsichlichen Riskofektoren gehtrt die Expostion mit Toxinen. Diese erfolgt
vor dlem im Bereich der chemischen Indudrie mit aromatischen Aminen z.B. Benzidin,
[3-Naphthylamin, 4-Aminodiphenyl [25]. Die aromatischen Amine werden in der Leber
hydroxyliert, glukoroniert und anschlieffend rend diminiert [13]. Die Inektivierung er-
folgt Uber die N-Acetyltransferase, die aber bae jedem Menschen unterschiedlich schnell
acetyliert; je schneler die Acetylierung, desto geringer das Krebsrisko und umgekehrt
[13]. Aber auch in der Textilindustrie und bel Berufsgruppen wie Strallenbauarbeitern,
Schorngteinfegern und Arbeitern in Kokereien und in der Druckindudrie efolgt ene
detige Toxinexpodtion. Als zvilisatorische Ursache steht in erster Linie der Nikotina-
busus (Raucher); ausschlaggebend ist hierba das 2-3-Naphthylamin. Die Tryptophan-
Metabolite werden in der Leber zu Orthoaminophenolen metabolisert. Danach werden
de mit Sulfat oder Glukuronsaure konjugiert und rena ausgeschieden [25]. Durch die
im Urin vorhandene [3-Glukuronidase werden mittels Hydrolyse Orthophenole freige-
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setzt, die Uber ene Veadnderung der DNS karzinogen wirken [25]. Als weltere zivilisa
torische Ursachen kommen chronische Entziindungen der ableitenden Harnwege (Dau
erkatheder, Bilharziose) in Frage [13]. Auch Medikamente wie Chlorngphazin (heute
nicht mehr verwendet), Phenacetin und Cyclophosphamid wirken kanzerogen [13]. Ein
weterer Zusammenhang besteht zwischen Bakannephropathie und dem Urothelkarzi-
nom, was wahrscheinlich auf einen sgrophytischen Rz im geagerten Getreide zu-
rickzuftihren ist [13].

1.3 Symptome

Charakteritische Letsymptome des Urothekarzinoms ist die schmerziose Makro-
héamaturie [13], ebenso wie die Mikrohdmaturie. Beide Symptome treten nur intermittie-
rend auf. Ein weteres Symptom sind dysurische Miktionsbeschwerden jensats des
40. Lebengahres, wenn de auf  Antibiotikatherapie nicht ansprechen. Erst  bel
fortgechrittenen  Tumoren treten  suprasymphysae Schmerzen bzw.  dlgemeine

Tumorsymptome auf [25].

1.4 Diagnodik

Zur Diagnogtik werden folgende Untersuchungen genutzt:
- Sonographie

- exfdlidive Urinzytologie

- Zytoskopie

- Urogramm

- bimanudle Untersuchung

- transurethrale Resektion

- Computertomographie (CT)

- Kernspintomographie (NMR-Tomographie)
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Prim& werden nichtinvasve Untersuchungen wie Sonogragphie zum Ausschluss render
Ursachen genutzt [13]. Mit Hilfe des Ultraschdls ist die Erfassung der Harnblasenkon-
tur, die Darstdlung von Divertikdn und Harnblasentumoren mogich. Uber ene transu-
rethrd in die Harnblase eingefiihrte Ultraschdlsonde sind auch Aussagen Uber Grad der
Wandinfiltration sowie Tumorausbreitung in den Wandschichten maglich [35].

Ahb, J-15.  Schoema der cndovesikalen Sonaoar phic
Wie bur der mmsrcklden Sonopraphie (AR, - 1o
wndd byt e Darstelbung im Coer- uml Liings-
scbvimina Illll‘!_'lll\.'ll

aus. Urologie, Alken P. und Walz P.,1998 Seite 77 [1]

Desweiteren eignet sch die exfoliaive Urinzytologie Se dient der Suche von Tumor-
zdlen im Harntrakt [25]. Dazu wird en Urinsediment hergestdlt, welches z.B. mit Me-
thylenblau, HE oder Pegpanicolaou geférbt und anschlielfend fixiert wird. Vor dlem be
Urothekarzinomen und Tumoren, die in die Harnwege enbrechen, i se sehr aussa
gekréftig. Ba Blasentumoren und insdbesondere dem Carcinoma in Stu ist die Urin-
zytologie wesentlich sendtiver ds dle anderen diagnostischen Vefahren [25]. Mit
Hilfe verschiedener Kriterien (Verschiebung der Kernplasmareation, Prominenz und
Irregularitét der Kernmembran, Chromatinvermehrung mit Transparentverlust des Zel-
kerns, Anderung der Chromatinfeingtruktur, Vermehrung und Entrundung der Kernkor-
perchen, Entrundung und Vaianz der Zedlkerne) efolgt eine Eintelung in 5 Grade
(nach Papanicolaou) [13].
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Grad Sengdvitét der Urinzytologie
Grad 1 gutartig 10-30 %

Grad 2 gutartig 40-60 %

Grad 3 atypisch 80-90 % (incl. cis)

Grad 4 mdigne

Grad 5 maigne [13]

Die Zytoskopie ig ein haufig durchgefiihrtes endoskopisches Verfahren in der Urologie.
Se ig bam Man imme mit der Urethroskopie kombiniert. Dazu wird zunéchst en
Gletmittd ingaliert und dann mit enem daren Insdrument durch die Hanréhre bis in
die Blase vorgegangen. Diese Ingrumente snd mes aus Metdl und enthdten in ihrem
Inneren mehrere Prismen, Uber die (Kdt-)Licht Ubertragen werden kamn, um die Blase
auszuleuchten und die Einscht in den Hohlraum zu ermdglichen. In der mit Wasser
gefillten, hell erleuchteten Blase dnd dle Einzeheiten ads direktes aufrechtes Bild gut
schtbar. Das rhytmische Entleerungsspid der Ostien lésst sch beobachten, Entzindun-
gen der Blasenschleimhaut, Tumore, Steine und Fremdkoérper sind gut erkennbar [35].

Zur genauen morphologischen Dardelung des Urogenitasysems egnet dSch das
Urogramm. Dieses ist bei Symptomen wie Mikro- oder Makrohdmeaturie obligat [3,13].
Dabel wird Kontrastmittel intravents injiziet und 7 bzw. 15 min. spéter je ene
Rontgenaufnahme  gefertigt.  Auf  diesr  delen  dch  Nierenbeckenkelchsystem,
Harnlater und Harnblase zur Beurteilung dar [35].

Die bimanudle Untersuchung erfolgt in Narkose. Die Beweglichkeit der Blase kann be
vollig relaxierter Bauchdecke bimanuel (rektd oder rekto-vagind) beurtellt werden [3].
Pdpaion grof¥rer Tumore und Abschéizung ihrer Beziehung zur Blasenwand ig so
maoglich [3]. Fir enen infiltrierenden Tumor, der die Blasengrenze berets Uberschritten
hat, spricht die Fixation der Blase an der Beckenwand [3].

Vergrolierte Lymphknotenpakete kdnnen den ersten Hinwels auf eine lymphogene Me-
tastaserung des Tumors geben [35].
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& 0-15: Bimanuelle Untersuchung der Harnblase in Narkose. Durch rektoabdo
minale (bei der Frau vaginoabdominale) Palpation lassen sich Grofe und Beweglich-
keit eines Tumors beurteilen

aus. Urologie; Wdter Merkle ,1997 Seite 163 [25]

Mittels Computertomographie ist die Harnblase zuverlassg erfassbar [35] und Blasen
tumore konnen zumes identifiziert werden [13]. Ein Vortel des CT ig der glech
zeitige Uberblick Uber den gesamten Korperquerschnitt, so dass man sets den Zu-
sammerhang mit den benachbarten Organen erhdt [35]. Daher kann eine eventudle
Infiltration in benachbarte Organe fedtgedtdlt werden [13]. Unter Ausnutzung von
Unterschieden der ROntgenabsorption  lassen  sSch  Dichteunterschiede  feststellen.
Raumforderungen ab 0,52 cm Durchmesser snd zu erkennen. Be Tumorverdacht zur
Stadieneinteilung von Tumoren sowie zur Abgrenzung von Nachbarschaftgprozessen
hat dch die Computertomographie in kurzer Zeit einen festen Platz in der Diagnostik
erobert [35].

Die Kernspintomographie i en weteres bildgebendes Untersuchungsverfahren. Dabe
wird der Resonanzeffekt zwischen Atomkernen in einem meagnetischen Feld und einer
€l ektromagnetischen Welle aus dem Spektrabereich der Rundfunkwellen genutzt.

Die NMR ig praktisch auf den Wassergehdt von Gewebszellen und Korperfliissgke-
ten beschrénkt, da fete Materie wie Knochen kernspintomographisch nicht abzubilden
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and. In der Urologie ziden derzetige Untersuchungen dahin, die NMR-Tomographie
esaizweise oder komplement&r zur CT enzusetizen, da Langsschnitte angefertigt wer-
den koénnen [3].

Der grof¥e Tell der Karzinome (ca. 80%) wird zum Zetpunkt der Diagnose as ober-
flachlich eingestuft und it dso auf die Mukosa (Stadium pTa) oder Lamina propria
(Stadium pT1) beschrankt. Se werden unter kurativer Zielsetzung durch ene transu-
rethrae Elektroresektion bzw. durch eine radikae Zysektomie behanddt. Die weiteren
20 % haben zum Zetpunkt der Diagnose berets in die Harnblasenmuskulatur infiltriert
oder snd metastasert und snd damit fir eine konsarvative Thergpie nicht mehr zugang-
lich.

Nach transurethraer Resektion  oberfl&chlicher Harnblasenkarzinome kommt es in 60-
80% dea Fdle innerhdb von 4 Jahren zur Rezidivbildung [8]. Ein Progress der
Erkrankung erfolgt bel bis zu 48 % [9,10]. Die Rezidivhéufigkeit korrdiert sowohl mit
Infiltrationgtiefe und Differenzierungsgrad des Tumors ads auch mit der Progressons-
und Uberlebensrate [6].

Eine Sondergdlung nimmt das Carcinoma in dtu en, en nichtinvasves, flaches Karz-
nom, das auf das Epithd beschrankt ist. Es kommt sowohl as singulérer Tumor ds
auch in Kombination mit anderen Blasentumoren vor (sogenanntes assoziiertes Cis).
Die Entwicklung ist schwer zu prognogtizieren, da das Cis generdl auch zur Muskdin
vason und Metastaserung beféhigt it [29]. In 38-83% entsteht aus dem Cis innerhab
von 5 Jahren en invasver Tumor [2,20].

15 Meagtaserung

Die Meadaserung des Urothekarzinoms efolgt lymphogen in die obturatorischen
Lymphknoten, Uber extern/intern iliskde und weter in die lumbaen Lymphknoten.
Hamatogen werden Knochen, Leber und Lunge befdlen.
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1.6 Pahologie

Je hoher das Tumorgadium (Infiltrationstiefe) und je hoher das Grading desto schlech
ter die Prognose, wie auch bel multilokulérem Auftreten. Bezogen auf die Therapie ist
die Prognose be konservaiven Malinahmen (transurethrde Elektroresektion) schlechter
ads bea radikdchirurgischen Malhahmen; diese flhren jedoch zu ener sarken Beein

tréchtigung der Lebensquditét [35].

Die Tumormortditét bezogen auf dle Patienten schwankt je nach Autor zwischen dre
und funf Prozent bezogen auf das Gesamtkollektiv [4,9] .

Tumorgadium 5-Jahresiiberlebensrate
pTa-pT1l (superficiae Tumoren) 65-79%

pT2-pT3a (muskdinvasve Tumoren) 30-40%

pT3b 5-20%

pT4 0-6%

N1-3/M1 0%

Tab. 1. 5-Jahresiberlebensrate nach radikder Zystektomie in Korrdation zur Ausdeh
nung der Blasentumor- Erkrankung [30]

Die Invasongiefe des Tumors in die Blasenwand ist ausschlaggebend fur die Klassfi-
kation. Die genaue Bedimmung efordet folgende Untersuchungen: Urogramm mit
Blasendarstellung, Zytoskopie mit Biopse oder transurethrader Resektion des Tumors,
bimanudlle Untersuchung, biochemischer Nachwels von Fernmetastasen, CT und evtl.
intrakavitére Sonographie.

Die Bewertung in dem hier vorgestditen Patientenkollektiv orientiert sch an der inter-
nationalen Einteilung von Krebserkrankung des von der Union Internationd Contre le
Cancer entwickelten TNM-Systems.
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T = lokae Ausdehnung des Tumors gemdl3 klinischer und bioptischer Untersuchung

TX Primértumor nicht beurteilbar

T0 kein Anhdlt fir Primartumor

Tis Carcinomain gtu, prainvasves Karzinom

Ta papill&res noninvasives Karzinom

T1 Invason der Basdmembran (Lamina propria)

T2 Tumor mit Invasion der oberfl&chlichen Muskulatur

T3 Tumor mit Invasion der tieferen Muskulatur oder des
periveskuléren Gewebes

T3a Befdl der tiefen Muskulatur

T3b Infiltration des periveskuléren Gewebes

T3bi mikroskopische Infiltration des periveskul&ren Gewebes

T3bii meakroskopische Infiltration des periveskuléren Gewebes
T4

T4a Infiltration von Progtata oder Uterus oder Vagina

T4b Infiltration von Becken oder Bauchwand

AulRerdem konnen folgende Zusétze verwendet werden:

is asoziiertes Carcinomain Stu
m multiple L&sionen
p histopathol ogische Einstufung des Tumors

pTa  plis pTA T pii pTia [AEL] pTd

i Abb.7.12 Kiassifikation des Tumorwachstums beim Hamblasenkarzinom
aus. Urologie, Hautmann Huland, Springer Verlag, 1997, S. 201 [13]

Lamina
peogiria

Worskouiatur

Fettguwebe
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N = regiondrer Lymphknotenbefdl

Nx  Beurtelung der regiondren Lymphknoten nicht mdglich

NO  keineregiondren Lymphknotenmetastasen

N1  Meadasein enem regiondren Lymphknoten, im grofden
Durchmesser £ 2cm

N2  Befdl enes solitdren Lymphknoten (Durchmesser grof3er 2cm
und £ 5cm)

N3  Befdl von Lymphknoten mit mehr as 5cm im grofden
Durchmesser

M = Metastasierung

Mx  keine Beurteilung der Metastasen maglich

MO  keine Fernmetastasen

M1  Fernmetastasen

Mit Indices (z.B. oss, pul, hep etc.) sollte die Metastasenlokalisation angezeigt werden

G = Differenzierungsgrad

GO  Pepillom, keine Evidenz ener Angplasie
Gl  hoher Grad der Differenzierung

G2  mittlerer Grad der Differenzierung

G3  geinger Grad der Differenzierung

G4  angplagtisches Karzinom (undifferenziert)

R = Fehlen oder V orhandensain von Residuatumoren nach Behandlung

Rx Resdudtumor kann nicht beurteilt werden
RO  kein Resduatumor

R1  higologischer Resdudtumor

R2  makroskopischer Resduatumor



Eine wetere gebrauchliche Eintelung ig die des American Joint Comitte Agangt

Cancer (AJCC)
Stage Oa Ta, NO, MO
Stage Ois Tis, NO, MO
Stage 1 T1, NO, MO
Stage 2 T2, NO, MO
Stage 3 T3a, NO, MO
T3b, NO, MO
T4a, NO, MO
Stage 4 T4b, NO, MO
Jedes T, N1, MO
Jedes T, N2, MO
Jedes T, N3, MO

Jedes T, jedesN, M1

LOKALISATION

Dach 10 %

Hinter- und
Seitenwand |
0% |

multilokular 4 | _i

475 (1]

Trigonum wnd

b | Blasenhals 20 %

Abb. 7.15a.b a Divertikelkarzinom der Blasa
b Lokalisation und Form der Blasentumoren.

FORM

- a, géstielt
W papillar B0 %

— b. breitbasig |

ST e LT I

Carcinoma

in situ

- isoliert, pnmar < 2%

- begleitend, sekundir 25 %

aus. Urologie, Altwein J., Ribben H.,1993, Seite 196 [3]
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1.7 Thergpie

Zur Therapie des Harnblasenkarzinoms gibt es verschiedene Behandlungsmdglichkeiten
wie zB. transurethrde Elektroresektion, lokae Chemothergpie mit Zytodatika, in
Ausnahmefdlen Blasenteilresektion, Radiothergpie und Zystektomie mit  Harnableitung
in den Darm. Se werden kombiniert oder auch ds Monothergpie eingesetzt. Die
enzuschlagende Therapie wird bestimmt durch Alter, Stadium, Madignitdsgrad und
dlgemeinen Gesundheitszustand des Patienten [3].

1.7.1 Dietransurethrae Elektroresektion

Bel der transurethrden Resektion (TUR) wird der Tumor endoskopisch unter Sicht mit
ener Hochfrequenzstrom fuhrenden Schlinge abgetragen. Dabel wird auch eine Probe
vom Tumorrand und vom Tumorgrund entnommen und zur higologischen Untersu
chung genutzt [1].

In der folgenden Abbildung wird das Prinzip der TUR dargestellt.

Anb 100 Elekiroresskbion der Slaserumoren

aus. Urologie, Sokeland, 1987 Seite 147 [35]
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1.7.2 Dieintraveskde Chemothergpie

Eine wetere Thergpiemdglichkeit i die intraveskae Chemotherapie mit Epirubicin,
Mitomycin, Doxorubicin oder die Immunthergpie mit BCG (Bacillus-Camette-Guerin).
Diese Subgtanzen senken die Rezidivquoten und Rezidivintervale, eine Progresson
wird jedoch nicht verhindert [25]. Daher dnd auch be diessr Thergpie regdméige
endoskopische Kontrollen unerlésdich.

Die folgende Tabele gibt enen Uberblick Uber die intraveskde Anwendung und
Dosierung von Chemotherapeutika

Tabelle 16.12 Intravesikale Anwendung wund Do-
sierung von Chemotherapeutika

Substanz Dosiarung
Mitamycin C 2040 rmg'20 mi NaCl
Epirubicin 40-60 mgi'50 mi MaCl
Draxarubicin 50-80 mg/50 mi NaCi
Anwendungsschema
Start: 2—4 Wochan nach TUR
Inmtarvall: 4—§ wiwidchanilich

* manatlich

Gesamtdauer: 512 Monate

aus: JensE. Altwein, Herbert Riibben, Urologie, 1993 Seite 428 [3]

Doxorubicin und Mitomycin C und Epirubicin snd sysemisch nicht wirksam; de snd
aquieffektiv. und werden aufgrund ihres Molekulargewichtes nicht resorbiert [3]. Die
intraveskde Verweldauer betrégt 1-2 Stunden, eine Langzeitbehandlung von mehr ds
enem Jahr hat dch nicht ads Uberlegen erwiesen. Nebenwirkungen wie dlergische
Reaktionen, Miktionsbeschwerden, Hamaturie oder spédtere Harnréhrengriktur  konnen
auftreten. Die intraveskde Thergpie wird von ca 10% der Paienten aufgrund lokaer
Beschwerden abgebrochen. Nach Therapieende bilden sich die lokaen Beschwerden in
der Regd zurtick [3].

Bem Einsaiz von BCG zegten mehrere Studien ene Verlangerung des rezidivireen

Intervals und eine Verminderung der Progressonsrate.
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Die Nebenwirkungen jedoch reichen von der chemischen Cydtitis [36] ba bis zu 91 %
der Patienten, Uber Myelosuppresson [16] bis hin zur BCG-Sepsis (0,4% der Patienten)
[7].

1.7.3 Die sysemische Chemotherapie

Die sygemische Chemotherapie erfolgt mit methotrexat- und cisplatinhdtigen Kombi-
nationen. Die Nebenwirkungen snd substanzspezifisch, dosisabhdngig und nehmen mit
der Summe der kombinierten Chemotherapeutika zu [3].

Eine reativ geringe Nebenwirkungsrate ba vergleichbarer Effektivitdt besteht be der
Zwelerkombination von Cisplatin und Methotrexat [3].

Tabelle 16.13 Systemische Chemotherapie des
metastasieran Urothelkarzinams mit Cisplatin und

hethotrexat

Substanz Dosierung Applikation
Cisplatin 70 mglgrm Tag 1
hethotrexat 40 mglgm Tag 1,15

Wdh. nach 28 Tg.

aus: Jens E. Altwein, Herbert Ribben, Urologie, 1993 Seite 428 [3]

Eine Polychemothergpie mit vier verschiedenen Zytodtaika z.B. nach dem MVAC-
Schema hat erheblich grofRere Nebenwirkungen. Zu diesen zéhlen zB. Sepss,
Mukosits, Mydosuppresson und Kardiotoxizitét [3].

Tabelle 16.14 Polychemotherapie des metasta-
sigrten Urothelkarzinoms nach dem MYAL-Sche-

ia.

Substanz Dosierung Applikation
Methotrexal 30 mgigm Tag1, 15, 22
Vinblastin 3 mgfgm Tag 2, 15, 22
Doxorubicin 30 mgigm Tag 2
Cisplatin 70 mgigm Tag 2

Wdh. nach 28 Tg

aus: JensE. Altwein, Herbert Rilbben, Urologie, 1993 Seite 429 [3]

Eine erneute Diagnostik erfolgt nach 2 Zyklen. Es konnen 2 wetere Therapiezyklen
efolgen, wenn ene subjektive Bessarung oder eine komplette Remisson stattgefunden
hat. Ansonden ist ene wetere Behandlung mittels supportiver Malinahmen notwendig
[3].
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1.7.4 Sahlenthergpie

Be der externen Radiothergpie werden die Blasenregion und die pelvinen Lymphknoten
transkutan mit 50-60 Gy bedrahlt. Die Nachteile snd radiogene Spétschéden wie
Schrumpfblase oder Stahlenproktitis, demgegentber steht der Vortel der Organerhal-
tung. Allerdings snd ca 45% der Patienten sogenannte ,,non-responder”, d.h. se we-
sen higologisch noch einen Resttumor auf. In diessm Fal sollte eine Nachbehandlung
in Form ene Savage-Zystektomie (operative Blasenentfernung post radiationem) datt-
finden [1].

Das organerhdtende Vefahren der Radiothergpie kann aufgrund der geringeren
Langzeit—Uberlebensrate  und  gefirchteter  Nebenwirkungen nicht  systematisch  bei
Paienten mit ansongen hoher Lebensarwartung und geringerem  Operationsrisiko
eingesetzt werden [13].

Die interditidle Radiothergpie beinhdtet die operative Einpflanzung von Strahlentré
gen (Jod, Iridium, Gold) in die Blase. Die bisherigen Ergebnisse diessr Thergpie snd
bel lokalem Wachstum besser ds bei der externen Hochvolttherapie [3].

Bea der kombinierten Chemo-Radiotherapie werden aul3er Bestrahlung auch Zytodtatika
gegeben zB. Cigplatin oder Adriamycin. Man erhofft sich dabel eine Potenzierung der
Thergpeutika [13]. Diese Thergpie gdlt eine gute dternative Behandlungsform fur Peti-
enten dar, die ein zu grof3es Operationsrisko oder eine ansonsten nur geringere Lebens
erwartung haben [13].

1.7.5 DieZygektomie

Ba Mannern beinhdtet die radikde Zygsektomie die kurative Entfernung von Harn
blase, Prostata, sowie distaler Harnleiter. Da bei Tumorlokaisation in der prostatischen
Hanrohre oder am Blasenausgang prinzipiel  Tumorrezidive in der  verblebenden
Harnr6hre auftreten konnen (Haufigkeit ca 10%) wird in diesen Fdlen auch ene
Urethrektomie notwendig [25].

Bel Frauen beinhdtet die radikde Zystektomie die kurative Entfernung von Harnblase,
Hanrohre, Gebdrmutter, Adnexe (sofern aufgrund des Alters indiziet) sowie distaer
Ureter [25].
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Nach der radikden Zystektomie gibt es verschiedene Mdglichkeiten der Harnablatung.
Zum enen kann die Hanableitung mittels Ileum-Conduit oder Kolon-Conduit erfolgen
oder Uber eine Ersatzblasenkonstruktion aus Dinn- und Dickdarm (Typ Mainz-Pouch,
Typ Ileum-Neoblase) wobel die Miktion dann durch die Bauchpresse erfolgt [25].

a .ﬁ-nammische Grenzen der radikalen b Anatomische Grenzen der radikalen
Zystektomie belm Mann Zystektomie bei der Frau

& C-18a, b: Resektionsgrenzen bei radikaler Zystektomie

aus: Urologie, Water Merkle S. 166 [25]

1.8 Thergpiewahl

Ba den meden Patienten mit enem oberflachlichem Hanblasenkarzinom (Tis, Ta, T1,
NO, M0O) efolgt zundchst eine kurative Behandlung durch transurethrale Resektion des
Karzinoms. Be Ta-Tumoren dler Mdignitdisgrade Uberleben 92% der Patienten 5
Jahre [3]. Aber aufgrund der hohen Rezidivquote erfolgt eine engmaschige endosko-
pische Kontrolle in Absténden von 3 Monaten. Bel einem T1-Tumor mit dem Mdigni-
tétsgrad G3 it die 5-Jahres-Uberlebensrate nur noch 60 %. Dieses Karzinom weist in
22 % Metadasen auf und bei einem Drittel der Patienten entwickdt sch ein muske-
infiltrierender Tumor. Daher i be hohem Madignitdésgrad ca 6 Wochen nach dem
Ergeingriff ene Nachresektion obligat [3]. Die Rezidivprophylaxe kann auch medika
mentés efolgen. Dann wird z.B. Mitomycin ale 2 Wochen fir 6 Monate in die Blase
indilliert. Eine Bestrahlung ds Rezidivprophylaxe hat sch nicht bewahrt [13].
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Ba Pdaienten mit e@nem infiltrierenden Tumor (T2-3, NO, MO) efolgt zundchst ene
TUR zum higologischen Nachweis der Muskdinfiltration. Wird diese bestétigt, dann ist
ene radikde Zygektomie indiziet [3]. Die ehemds hohe Mortdité diese Eingriffs von
10 % ist auf 2-3% zurtickgegangen [13].

Be pathologischer Bedtétigung des T2-Stadiums (NO, MO) betrégt die 5-Jahres
Uberlebensrate nach 0.g. Therapie 80 %; bel T3-Tumoren 50-60 % [13]. Bei Patienten
mit invasven Tumoren (Stadium T3 und grof¥er) und Regiond- oder Fernmetastasen ist
ene Helungschance zumes nicht gegeben. Die wetere Vefdrensveise orientiet Sch
dann am jewelligen higtologischen Stadium.

Be Pdienten mit fortgeschrittenem Karzinom (T4, N1-3, M1) it ene kurative Therapie
kaum moglich. Die Behandlung besteht vor dlem in der systemischen Chemothergpie
[3]. Die Kombination von Methotrexat und Cisplatin mit zusdtzlich Adriamycin  und
Vinblagin (MVAC-Schema) oder mit Vinblastin dleine (CMV-Schema) haben zu Re-
missongraten von 50-70 % gefuhrt [13]. Die Hafte dieser Remissongaten sind kom:
plette Remissonen. Die Langzeit-Uberlebensrate betrégt damit 15-20 % [13].

Tabelle 7.12 Prognose des Urothelkarzinoms in Abhangigkeit von Tumorstadium und Tumaorgrad.

Tumor Stadium Rezidive Metastazen _ SeJahres-
bzw. Progression Uberlebens-Rate

oberflachlich Tat. Gioa Mp, My 4D—60%0 0-5% = G0 %h

oberflachlich aggressiv Ta-1: Gz, Mg, Mg =70y = 305y B0=-75 5%
invasiv (n. Zystektomie) Taaa, Mo, Mg - 20-55 % 35657
fortgeschr imetastasierend  Tapq, Ny M, - > 60 %% < 208%

aus: JensE. Altwein, Herbert Riibben, Urologie, 1993 Seite 203 [3]
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1.9 Problematik der Prognose und Rezidiv-Friherkennung

Die bisher benutzten konventiorellen Prognoseparameter (Priméartumordtadium, Tumor-
grad, Multifokditét, rezidivirdes Interval) haben dch fur ene frihe und definitive
Therapieentscheidung  (radikade Operation versus transurethrale Resektion mit  oder
ohne anschlielende Indillation) ds nicht ausreichend erwiesen. Eine solche Thergpie-
entscheidung wére fir die Patienten sehr wertvoll, da derzeit trotz Indillationstherapie
40 % dler behanddten Petienten ein Rezidiv erleiden und 14 % enen Tumorprogress.
Deswveiteren werden 40 % der Peatienten, die eine intraveskde Thergpie erhdten,
unnttig behanddt, da in ene unbehanddten Kontrollgruppe dieser Prozentsatz
ebenfals rezdivfre bleibt (Lamm, 1992).

Eine mogliche Erklarung fir die unzureichenden Prognosefaktoren konnte sich dadurch
ergeben, dass diee mes Uber die Beurtelung des Primétumors definiert snd. Dabei
konnte gerade bei Blasenkarzinomen das makroskopisch normae Urothd aul}erhab des
Tumors fir Tumorentsehung und Rezidive von Bedeutung sein. Dementsprechend
scheint es snnvall die Prognose fir Tumorrezidive nicht nur aus der Andyse des ent-
nommenen Tumormaterids der Blase zu erstdlen, sondern aus der Andyse des umlie-
genden ,,normalen* Gewebes.

Da géndige Biopgen aus der Schlemhaut im Rahmen enes follow-up ohne Tumor-
nachweis nicht vertretbar snd, bietet die Blasenspllzytologie eine Moglichkeit Urothel-
zdlen ohne invasven Eingriff zu untersuchen. Besonders geeignet scheint dafir der
monoklonale AntikOrper 486 p3/12, der Anfang der achtziger Jahre ds ener von dre
moAKs in ener Arbetsgruppe um Professor Huland getestet wurde. Mit dessen Hilfe
konnten Urothdlarede identifiziert werden, die mit herkdmmlichen Methoden nicht er-
fast wurden aber fir die Prognose von Tumorrezidiven von entscheidender Bedeutung
sein konnten.

Da dieser Antikorper aber nicht tumorspezifisch i, wurde ene Quantifizierung
(QUIC= quantitative Urinimunzytologie) der podtiven Zdlen in der Urinzytologie
durchgefihrt und auf diese Weise ene Identifizierung der Tumorpaienten im Vergleich
zum Normalkollektiv erreicht.

Der podtive Vorhersagewert der Urinimmunzytologie betrug be Grad 1- und Grad 2-
Tumoren nahezu 90 %, bei Grad 3-Tumoren nur 79 %. Diese Methode wurde auch mit
anderen Antikorpern von anderen Arbetsgruppen erfolgreich reproduziert (Fradet et d.
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1987, Fradet et a. 1990, Huland et d. 1991). Unabhangig von der Wahl des moAK's ist
die Spezifitdt der quantitativen Urinimmunozytologie schlecht (Huland et d. 1991),
insbesondere bel  Pdienten mit unspezifischen Reizzugtéanden der Blase oder Uro-
lithiags

1.10 Zidsstzung der vorliegenden Arbeit

Im Rahmen ener Multicenterstudie des UKE werden Blasenkarzinompatienten mit
intraveskd applizietem Mitomycin C oder BCG oder rekombinantem Interleukin 2
behanddt. Durch Blasenspllungen werden Blasenkarzinomzellen zum  Zeitpunkt der
Diagnose und wéahrend der Verlaufskontrolle gewonnen, die mittels Husszytometrie mit
dem Antikorper 486p 3/12 andyset werden. Die Aufarbeitung und Messung erfolgt
nach der Standardmethode, wie de von G. Steinfurth entwickdt wurde (Steinfurth G.,
2000). Da der 486pAK auch auf Leukozyten exprimiert wird, wurde CD 45 Antileuko-
zyten- Antikorper zur Identifizierung der Leukozyten eingesetzt.

De klinische Verlauf der Paienten wird auf Korrdation zur flusszytometrischen Mes-
sung untersucht. Dabel wirde man nach efolgter Resektion eine stark erniedrigte Ex-
presson des Antikorpers ewarten, die der Expresson be Normazdlen entsprechen
sollte. Ein Angteigen der Expresson wahrend des follow up wirde dann auf ein Rezdiv
hindeuten.
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2 Materia und Methoden

2.1 Maeridgewinnung
2.1.1 Zdlkultur

Die Zdlkultur 486 p, ene Kazinomzdllinie, wurde uns von der Urologischen Kilinik
des UKE zur Veflgung geddlt. Se sammt urgpringlich aus dem Soan Kettering
Ingtitute for Cancer Research, Rye, N.Y ..

Die Zdlen wurden zunéchgt in RPMI-Medium in Gewebekulturflaschen (Haks) as
Mono-Layer angeziichtet und zwemd wochentlich im Verhdtnis 1:3 wie folgt gesplit-
tet. Alle Vorgange des Splittens wurden mit derilen Fipetten und in ener Fallstrom-
Werkbank vorgenommen. Zuers wurde das Medium abgesaugt und verworfen. Dann
wurde in die Haschen 5ml Trypsin (vorher be 37°C warmgestdlt) pipettiert, das nach
ene Minute Einwirkzeit ebenfdls abgesaugt wurde. Die Hasks wurden fir 7-10 Min.
in den Brutschrank gelegt, damit sch die Zdlen vom Gefd¥boden |6sen. Dass dieses
efolgt ig, l&sst 9ch mikroskopisch Uberprifen, wenn sch die Zdlen nicht mehr sern
sondern kugdformig darsdlen. Die Zdlen wurden nun in 5ml RPMI (vorher ba 37°C
warmgestdlt) aufgenommen und jewells 1 ml davon in eine neue mit 20 ml RPMI ge-
fullte Hasche pipettiert. Die FHaschen mit den geplitteten Zdlkulturen wurden dann im
Brutschrank bei 37 °C aufbewahrt.

Aulerdem isolieten wir Leukozyten aus Buffycoat (zur Verfligung gestdlt von der
Abtellung fir Transfusonsmedizin des UKE) nach der folgenden Methode:

Zu 5ml Buffycoa wurden 5ml Dextran gegeben und gut gemischt (Dextran = Oncover-
tin, 500ml Infusondlasche). Anschliel¥end liefen wir die so angesetzte Mischung be
Raumtemperatur 30 Min. stehen. Die Erythrozyten setzten sch as Bodensatz ab, wah
rend sich die Leukozyten im oberen Anteil ansammeten. Der entstehende Uberstand
wurde vordchtig abpipettiet und mit kater Ammoniumcloridiosung (Ansaiz NH4CL-
Lsg.. 8mg/ml) im Uberschuss versetzt und fir 10 Min zum Inkubieren im Kihlschrank
aufbewahrt.
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Daauf efolgte ene Zentrifugation bel 200g fir 10 Min. Das hierbel entstandene Sedi-
ment aus Granulozyten und anderen Leukozyten konnte nun zur weiteren Verarbeitung
verwendet werden. Sollten die noch vorhandenen Erythrozyten hierbel nicht  hinre-
chend lyset worden sein, wurde der Waschvorgang mit  Amoniumchlorid  erneut
durchgeftihrt.

2.1.2 Blasenylilflissgketen

Die Entnahme der Blasengplilflissigkat efolgte préoperaive sowie im Rahmen der
routinemddgen follow-up Untersuchungen in Absténden von 3 Monaen. Die Blase
wurde Uber enen liegenden Katheder mittels einer Blasengoritze ausgiebig (ca 10x) mit
Kochsdzlosung (0,9% NaCl) gespilt und 200 ml Splilflissgket fur wetere Unter-
suchung mittels Flusszytometrie gewonnen. Die Kaheteriserung gelt in diesem Fal
éne gedgnete Mdoglichkat der Gewinnung von Urothdzelen dar, da se kenen
invesven Eingriff benhdtet. Die Anlieferung aus den auswéatigen Kliniken efolgte
mittels Kurierdienst bzw. durch unsere Studienkoordinatorin noch am sdben Tag. Die
Proben konnten dann nach unseren Erfahrungen maxima drel Tage im Kihlschrank be
4°C aufbewahrt und anschliel3end weiterverarbeitet werden.

2.2 Probenaufbereitung

2.2.1 Zellgavinnung

200ml Blasengplilflissgkeit wurden auf vier Zentrifugenréhrchen zu je 50ml aufgetellt
und dann bei 2000 U/Min fir 10 Minuten zentrifugiet. Der entstandene Uberstand
wurde anschliefRend abgesaugt und verworfen. Das verbliebene Sediment wurde in 20ml
Hanks-Lésung aufgenommen und in vier Reagenzgléaser zu je 5ml Uberfihrt. Es erfolgte
ene eneute Zentrifugation fir 10 Minuten be 200g. Danach wurde wieder der
Uberstand abgesaugt. Das Zdlsediment wurde mit 3ml Hanks-L6sung suspendiert. Zur
Bestimmmung der Zedlzahl wurden 200ul dieser Suspenson in 98 ml NaClkLosung
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aufgenommen  und am Coulter-Counter mit der Stufe 4 (Sendvitét) fir normde  und
der Stufe 8 fur hémorrhagische Proben gemessen. Diese Messung efolgte zweima und
die beiden Ergebnisse der Zellzehl wurden gemittelt. Danach wurde die 10° Zelen
entsprechende Menge an Zdlsuspenson erechnet und in je ein Reagenzglas fur die
Postiv- bzw. Negativprobe pipettiert. Anschliel?end wurden die so aufbereiteten Proben
bei 200g fur 10 Minuten abzentrifugiet und der Uberstand vorsichtig abgesaugt. Die
von uns verwendeten Parameter fir die Zentrifugation und das Aufarbeiten der Proben
emittdte G. Stanfurth in Vesuchen anhand der Blasenkarzinomzdlkultur p486/12
(Steinfurth G., 2000).

2.2.2 Inkubation mit Primarantikorpern 486 und CD45

Zum Zdlsediment mit 10° Zellen wurden nun 100pl des Antikorpers p486/12 gegeben.
Bel dem Antikdrper p486 handdt es sch um einen monoklonaen anti-Human-Mouse-
IgM, der mit enem Glycoprotein auf der Oberfléche von Trangtionazdlkarzinomzel-
len reagiet. Zur Markierung von Granulozyten und anderen Leukozyten wurden 10 pl
des AntikOrpers CD45 hinzugefiigt. Beide Antikorper wurden unverdinnt angewandt.
Die korrespondierenden Kontrollproben wurden mit 110yl PBA versetzt und grindlich
gemischt. Nun wurden die Proben bel 4°C fir 8-24 h inkubiert.

2.2.3 Inkubation mit fluoreszenzmarkierten Zweitantikorpern

Nach der Inkubation wurden zu jeder Probe 100ul PBA gegeben. Nach guter Durch
mischung wurden die Proben 5 min. be 200g zentrifugiet und der Uberstand abge-
saugt. Diese ,Waschung® wurde anschlieffend mit 150ul PBA wiederholt. Auf diese
Weise wurden nicht gebundene Antikorper ausgewaschen. Zur Markierung des an die
Tumorzdlen gebundenen Antikorpers p486/12 mit enem Huorchrom verwendeten wir
Cy-3 (dehe auch verwendete Materidien). Zu jeder Probe wurden daher 50ul dieses
Antikorpers hinzugefigt und gut gemischt (diesr AntikOrper wurde vorher 1:10 mit
PBA verdinnt). Anschlielend erfolgte eine erneute Inkubation der Proben fir 8-24 h
bel 4°C.
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2.2.4 Aufbereitung zur Messung

Nun wurde der nicht gebundene Antell an Antikorper CY-3 durch zweimdiges
Waschen mit PBS-Lésung entfernt. Im ersten Waschschritt wurden  100ul  PBS
hinzugefigt, grindlich gemischt und anschlielfend be 200g fur Smin. aozentrifugiert,
der Uberstand abermals abgesaugt und verworfen. Der zweite Waschschritt erfolgte
andog mit 150yl PBS. Das nach der Zentrifugation gewonnene Sediment wurde in
350ul PBS aufgenommen, durch e@n 53um- Netz gefiltert und zur Messung in Facscan
Rohrchen Uberfihrt.

2.3 Vewendete Materidien
2.3.1 Antikorper

1990 wurden in ener Arbetsgruppe von Prof. Huland dreé monoklonde Antikorper
gegen Urothekarzinomzellen hergestdlt. Dazu gehdrt auch der von uns verwendete
monoklonale Antikorper p 486/12 . Dieser Antikorper zeigt keine Kreuzresktivité mit
BlutgruppentAntigenen wie ABO, Rhesus, Lewis, Kdl, Lutheran und Pl. P486/12 it
en IgM Antikérper und identifiziet membrangebundene Glykoproteine [18]. Er rea
giet mit Normagewebe (Urcthezdlen von Gesunden, Epidermis, Nierengewebe, fetae
Hanblase, Magenschleimhaut, Parotis und Brustdriisengewebe) in  unterschiedlicher
Intendté. Er i nicht karzinomspezifisch, aber en auf Tumoren verstérkt expremiertes
Antigen wird von ihm erkannt [17]. Auffalig stark reagiert p 486/12 mit Granulozyten.
Die Ahnlichkeit mit CEA ds onkofetdem Antigen it hoch, obwohl die p486 Zdllinie
mit CEA-Antikdrpern nicht reagiet und auch beim CEA keine Kreuzresktivitd mit
Granulozyten bestent [33]. Das p486/12 Antigen wird versdrkt exprimiert im Urothel
aus der Umgebung invasver Hanblasenkarzinome. Aufgrund seiner Paraffingangigkelt
kann p 486/12 auch an Routinepréparaten in der Pathologie eingesetzt werden. Zur Flu-
oreszenzmarkierung des p 486/12 wurde der CY-3-Antikorper der Firma Jackson:
Immuno-Research  verwendet. Der CY-3-Antikorper i en mit Huoreszenzfarbsoffen
markiertes Anti-Mouse-IgM. Er emittiet im Rotbereich. Da p 486/12 auffdlig mit
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Granulozyten reagiert, benutzten wir zu deren Markierung den Antikdrper CD 45 der
Firma Dianova Dies ig en anti human Pan Leukozyten Maus 1gG1-Antikorper, der mit
HTC konjugiert is. Am Facscan wird dieser Fluoreszenzfarbstoff be der Messung vom
Grunkana erfass.

2.3.2 Losungen

Hank's

4000mg NaCl E. Merck, Darmstadt
2000mg KCl E. Merck, Darmstadt
30mg KH2PO4 E. Merck, Darmstadt

24mg NaHPO, E. Merck, Darmstadt

500mg Glucose E. Merck, Darmstadt

D(+)-Glucose (Monohydrat)

500ml HyO dest.

PBA (1%)

1g Bovines- Serum-Albumin (BSA) Sgma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

in 100ml phosphatgepufferte Sazldsung (PBS) gel 0%t

NH4Cl — Lésung
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Songtige Materidien

Reagenzgl&ser

Einmd-Pipetten (3ml Transfer Pipetten, Facon, Becton Dickinson and Company)
FacscantRohrchen  (Polystyrenreagenzglas mit  Rundboden  (ohne  Verschiul)) — seril,
gammea-bestrahlt, Einwegartikel, Falcon, Dickinson and Company)

50ml Zentrifugenréhrchen mit Decke (Firma Falcon)

S0 Netz

Einmd pipettengpitzen (Seril, Firma Braun)

Gewebekulturflaschen (Flasks) 250 ml (Cdlgtar)

2.4 Messung der Proben am Facscan

Nachdem die Proben wie oben beschrieben aufbereitet worden waren, fuhrten wir die
Messungen an einem Facscan der Firma Becton Dickinson durch. Zur weiteren Andyse

benutzten wir die Facscan Research- Software sowie das Programm WINMDI.

2.4.1 Prinzip der Husszytometrie

Ein Durchflusszytometer is en optisches Messsystem, das Streulicht und Fluoreszenz-
dgnde enzdner Zdlen in einem Hissgketsstrom fokusseter Partikd andysert. Die
in dner Suspendon enthdtenen Zelen bzw. Zdlbestandtele werden liner am
optischen Andysepunkt vorbeigeeitet und dort von enem fokusserten Lichtstrahl
(Laser be ener Wedlenlange von 488 nm) beeuchtet. Das optische Detektionssystem
und die Elektronik quantifizieren die Huoreszenz- und Streulichtemissonen jeder
eénzenen Zdle. Huoreszierende Verbindungen (Fluorchrome) absorbieren Lichtenergie
Uber enen verglechswese weten, fir de jewels chaakterisischen Wellenbereich
[32].

Diese Enegie hebt die Elektronen auf en hoheres Energieniveau Beim Ricksprung
zum Grundniveau emittiert das Elektron ein Photon. Dieser ds Fluoreszens bezeichne-
ter Strahlentibergang kann durch Photodioden bzw. Photomultipler erfasst werden. Die
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Differenzierung verschiedener Zdlen eafogt durch ene Mehrfarbenfluoreszenz-
messung. Das Licht wird nicht in dle Richtungen gleichmddg gedreut. Die Licht-
dreuung i€ am grolden im Klenwinkdbereich (0-10°) des enfdlenden Lichtdtrahls
(Vorwartsstreulicht, Forward Angle Light Scatter, FSC), ein geringerer Tell des Lichts
dreut seitwarts (90°) dazu (Setdreulicht, Side Scatter, SSC). Da die Bildung der
Vorwértss und Setwértsstreuung auf unterschiedlichen Eigenschaften der Zdlen beruht,
lifert de dadurch auch unterschiedliche Informeationen [32]. Der FSC ig sendtiv fir
die Querschnittsflache der gemessenen Partikd und gibt Information Uber die Zdlgrole.
D SSC ig sendtiv fir den Refrektionandex und liefet Angaben Uber die
Zdlgranularitédt, die Membranfatung sowie die auere Form [32]. Fir jede enzelne
Zdle werden Vorwértsstreuung, Setwartsstreuung und bis zu dre  Fluoreszenz-
intendtéten gemessen und gespeichert. Die Veardédrkung kann fir dle Parameter linear
und logarithmisch engeddlt werden. Schliedich ergibt Sch fir eine Probe aus der
Summe vider aufeinandefolgender Einzedlmessungen das Gesamtergebnis, das in
Form von dot-plots fur zwe Parameter oder in Form von Histogrammen fir enen
Parameter dargestellt werden kann.

Der Vortell des Facscan liegt vor dlem darin begriindet, dass bel der Erfassung der De-
ten mehrere, voneinander unabhdngige Parameter efast werden konnen und die ur-
soringliche Korrdation der Daten flr eine spdtere Auswertung erhdten blelbt. Die en-
zelnen Messdaten werden ds Ligtendatel erfasst, d.h. der Computer speichert die Werte
dler Parameter in der Reihenfolge, in der die Zdlen die Messzdlle passieren.
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8 Fluoreszenz
N

Abb. 4: Anordnung der optischen Elemente zur Messung von Fluoreszenz und

Streulicht. (1=Laserstrahl, 2=Quarzglaskivette, 3=Blockerstreifen, 4=Sammellinse,

5=Teilerspiegel, 6=Photodiode, 7=Lichtfilter, 8=Photomultiplier.)

aus Durchflusszytometrie in der klinischen Zdldiagnostik, Schmitz Rothe, Schattauer
Verlag, 1994 Seite 16 [32]

2.4.2 Messung der Zdlsuspensonen

Die von uns gemessenen Proben waren mit FITC bzw. CY 3 gelabelt worden. Beide sind
mit der gleichen Wdlenldnge anregbar (488 nm), geben die Energie jedoch in unter-
schiedlichen Farbbereichen ab. (Fluoreszenz 1 530-560 nm bzw. Fluoreszenz 3 590-
670 nm, im folgenden FL 1 und FL 3 ). Mit Hilfe von Filtern wurden die verschiedenen
Fluoreszenzlichtintenstdten dann getrennt.
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Be der Messung verwendeten wir fir das Facscan die folgenden Eingtellungen :

FSC SSC FL1 FL 2 FL 3
Detektor EOO 300 627 516 706
Amplifier Gain 1,00 1,00 LOG LOG LOG
Data Mode LINEAR LINEAR LOG LOG LOG

Es wurden nun je Probe mindestens 2000 events gemessen, wobel jewells eine Positiv-
probe und eine Kontrollprobe as Vergleichsstandard gemessen wurden. Die Kontroll-
proben wurden nicht mit den Primérantikérpern p486/12 und CD 45 versetzt, sondern
mit entsorechender Menge PBA (dehe auch 222). Auch mit den fluoreszenz-
markierten ZweitantikOrpern wurden nur die Positivproben versetzt (Sehe auch 2.2.3).

2.4.3 Auswertung und Anadyse der Messungen

Die gespeicherten Daen konnten nun jederzeit in einer korrelierenden Zweipunktpara:
meterdarstedllung (dot plots) fir jede Parameterkombination dargestellt und anaysert
werden. Fir unsere Bdange war hierbe insbesondere die Darstdlung der Fuoreszerz 1
gegen die Fuoreszenz 3 sowie Forward Scatter gegen Side Scatter von Interesse. In der
unten zu sehenden Matrix (Sehe Abb. 24.4) gdlt jeder Punkt fir ene bestimmte Zele
deren Huoreszenz 3 (486p-AK) und Fluoreszenz 1 (CD 45-AK) dar.

2.4.4 Auswertung der dot-plots

Die Auswertung der dot-plots erfolgte nach der von G. Steinfurth entwickelten Methode
[34], die aber wie nachfolgend erl&utert von uns leicht modifiziet wurde. Andog zu G.
Stanfurth haben wir zundchst ba Proben mit vid Debris ein Live-Gate gesetzt, um die
Menge der Zdltrimmer und damit deren Einfluss zu minimieren. Denn je mehr
ZdItrimmer mitgemessen werden, desto geringer wird die Prozentzahl der ds pogtiv
efasten Zdlen im Veglech zur gesamt efassten Zelmenge. Dann wurde in die
dot-plots der Kontrollproben ein Gate gesetzt, das den Bereich umfasst, in dem in der
Postivprobe die p486-postiven Zdlen ewartet wurden. Diessr Bereich wurde im
Vergleich zu G. Steinfurth um das Stiick G erweitert (Sehe Abb.).
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Abb.2.4.4
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Dazu gab folgender Versuch Anlass. Wir haben zundchst eine Probe wie oben beschrie-
ben aufbereitet, gemessen und dabel das Gate von der G. Steinfurth Methode um den
Bereich G erweitert. Anschlielend haben wir die gleiche Zdlzahl derseben Probe mit
jeweils 10000, 20000, 50000, 70000 Leukozyten (aus Buffycoats isoliert) versetzt und
aufbereitet. Diese Proben wurden mit demselben Gate gemessen, das bel der Probe ohne
Leukozytenzusatz genutzt wurde. Dabel zeigte Sch, dass die Menge der im Gate befind-
lichen Zdlen prozentud zur zunehmenden Menge der Gesamtzellen @bnahm. Die An
zehl der im Gate befindlichen Zdlen blieb adso gleich, unabhéngig von der Menge der
Zugesatzten Leukozyten. Daher igt erdchtlich, dass in dem von uns eweterten Tal (G)
des Gates keine Leukozyten sondern postiv- Zelen gemessen werden. Deshadb wurde
dieser Bereich in unser Messgate aufgenommen.

Die Grenze inwieweit das Gate an die Punktwolke der negativen Zdlen in der Kontroll-
probe angelegt wurde, haben wir von G. Steinfurth Ubernommen [34]. Dieser testete fur
einen Bereich von 15 % dler Zdlen der Negativprobe as ,fdsch Postive® das zugeht-
rige Ergebnis in der Pogtivprobe. Dabei gelte sch heraus, dass bei der 1% Grenze
wenig fasch Podtive in der Pogtivprobe gemessen wurden, doer daftir mehr fasch Ne-
gative. Mehr fadsch Pogtive lield die 5% Grenze zu, |1&sst aber die Zahl der fasch Nega
tiven niedrig [34]. Da es fur unsere Untersuchungen entscheidender i, die Zahl der
fasch Negdtiven niedrig zu hdten, dafir eher die Zahl der fdsch Pogtiven etwas hoher
in Kauf zu nehmen, wahlten wir ebenfdls die 5 % Grenze.
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3 Ergebnisse

In den folgenden Abbildungen wird dargestdlt, inwieweit der Messparameter (%0AK
podtive Zdlen) mit den Charakteristika der Tumoren wie lokde Ausdehnung,
Differenzierungsgrad oder Messzeitpunkt im Krankhetsverlauf korreliert. Dabe sind in
der jeweils ersten Spdte der Abbildungen die Werte der 15 Patienten der Kontroll-
gruppe dargestelt. Die grauen Baken geben jewells den Mittelwert an.

31

Die Abbildung zeigt zundchst einen Verglech der flusszytometrischen Ergebnisse der
Kontrollgruppe zu den Ergebnissen dler Patienten mit einem Tumor. Als Kontrollgrup-
pe dienten Patienten, die wegen Prodatekarzinom, Blasengein, Blasenpapillom oder
Cyditis in Behandlung waren. Die Aufschlissdung efolgt nach der lokden Ausdehr
nung des Tumors (in der internationalen Eintellung von Krebserkrankung in das TNM-
Sysem mit T gekennzeichnet). Der Differenzierungsgrad wird hierbel vorerst nicht mit
einbezogen.

Abb. 3.1;
?5— - - - -
7a| _ _ In der zweiten Spdte ,pta’ snd die
B[ - ' Werte der 100 Peatienten mit einem
B0 : papilléren  noninvasiven  Karzinom
55 ; , : P
= : dargestellt, in der dritten ,ptl* die
a0 ) :
:15_ Wete dar 39 Pdaienten mit enem
an ] Tumor, der in die Basamembran
35| 23 e invesert ig. Die viete Spdte ,pt2°
3k = B ; : zeigt die Werte der 5 Patienten mit
25| - ) o, s
2|:|_ gnem Tumor, der in die obefléchli-
&l _ che Muskulaur infiltriert hat.
ml - | G :
Lkontrallgrupp pta pti pr2
Durch=schnitt 21,05 25,51 764 35,26
max 55,55 7445 BE,31 70,00
min 2,06 3,65 5,15 9,90
Alter £4.,00 64,00 £9,00 BE,O0
Alersspanne HE-GE a4-52 AG-GE 55-74
“erhatnis m:f 2.7:1 6,4:1 2,81 0,17
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Die Abbildung zeigt enen Veglech de fluszytomerischen Messergebnise in
Abhéngigkeit von dem Messzatpunkt je nach dem ob dieser prim& (dso zum Zeit-
punkt der Diagnose), im follow-up oder zum Zeitpunkt des Rezidives lag, unabhangig
von der lokaen Ausdehnung des Tumors.

Abb. 3.2:
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kantrallgruped  PFIM follow: rez.
Durchschnitt| 2103 | 2656 | 2656 | 29,23
i 5355 | B130 | 7448 | 50,75

rmin 206 4 53 3,15 .80

In der zweten Spdte ,prim.“ snd die Ergebnisse der 20 Messungen dargestdlt, die
priméa efolgten. Die dritten Spdte ,follow” zeigt die Werte der 102 Messungen im
follon-up und die vierten Spdte ,rez” gddlt die 21 Messargebnisse nach Rezidiv-
auftreten dar.
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3.3
Die nachste Abbildung beinhdtet die Messergebnisse der Petienten mit papilldrem ron-
invasvem Kazinom, aufgechlissdt nech der Differenzierung im Vergleich zur Kot

trollgruppe.
Abb. 3.3:

75
7o
65)
60
55
50
45
40
35

30
25
20
15
10

=

L]

(S s pta 31 pta G2 pta &3

Durchschnitt | 21,03 20 .84 2245 A5 05
Max 53 .55 74,48 47 .33 A5 05

min 2 05 3,65 Fi= A5 05
Alter B4 00 B4 .00 B4 .00 72,00

Altersspanne| 36-82 | 44-82 | 45-78
werhaltnis mef| 2,71 4.8:1 11 B:1 0,ao0

In der zweiten Spdte ,pta G1* snd die Werte der 50 Petienten mit einem papilléren
noninvasven Karzinom mit enem hohen Grad der Differenzierung dargestdit. Die drit-
ten Spdte ,pta G2 zeigt die Werte der 50 Patienten mit einem papilldren noninvasven
Karzinom mit mittlerem Grad der Differenzierung. In der vierten Spdte ,pta G3* i der
Wert des enen Paienten mit enem papilldren noninvesven Karzinom mit geringem
Grad de Differenzierung dargestdlt. Aufgrund dieses enzdnen Wertes i der Mitte-
wert ohne Bedeutung.
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Die folgende Abbildung vergleicht die Kontrollgruppe mit den Werten der Patienten mit
enem noninvasaven papill&en Tumor mit hohem Grad der Differenzierung in Abhdn-
gigkeit vom Zeitpunkt der Messung.

Abb.3.4:
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kontrallaruppe] ptaG1 primie| praGi Folloo | ptaG1 Rrex.

Durchschnitt| 2103 | 31468 | 2889 | 27V 38
max 5355 | B130 | 7448 | 5075
in 2,05 4593 355 5,50

In der zweiten Spate ,pta G1 prim&“ snd die 5 Werte der priméen Messung der Pati-
enten mit e@nem hoch differenzierten noninvesven papilléren Karzinom. Die  dritte
Spdte ,pta G1 follow”* zeigt die 35 Werte der Patienten mit hoch differenzierten nonin-
vasven papill&ren Karzinom, die im follow-up gemessen wurden. In der vierten Spdte
.pta G1 rez* snd die 10 Werte zu sehen, die nach Auftreten eines Rezidives bel Peatient
ten mit @nem noninvasven papill&ren Karzinom mit hohem Differenzierungsgrad ge-

messen wurde.
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Die Abbildung zeigt die Werte der Pdienten der Kontrollgruppe verglichen mit den
Waerten der Patienten mit einem noninvasven papill&ren Tumor mit mittlerem Grad der
Differenzierung in Abhéngigkeit vom Zeitpunkt der Messung.

Abb. 3.5:
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s
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30
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20

konkrollaruppe] pkaGZ primir| pha G2 follou | praGrex.

Durchschnitt| 21,03 | 2421 [ 2151 [ 26599
max 5355 | 4513 [ 473533 | 4513
rrin 2,06 &30 il 8,30

Der zwete Spdte ,pta G2 primé&*“ zeigt die 10 Werte der priméren Messung der Petien
ten mit enem mittd differenzieten noninvasven papill&ren Karzinom. In der dritten
Spdte ,pta G2 follow* dnd die 37 Werte der Patienten mit mittd differenziertem non-
invasivem papillé&rem Karzinom dargestlt, die im follow-up gemessen wurden.

Die 6 Werte, die nach Auftreten eines Rezidives bel Patienten mit einem noninvasven
papillaren Karzinom mit mittlerem Differenzierungsgrad  gemessen wurden, snd in der
vierten Spdte ,pta G2 rez." dargestdlt.
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3.6

Die n&chge Abbildung beinhatet die Messergebnisse der Petienten mit enem Karz-
nom, dass in die Lamina propria, in subepithdides Bindegewebe ausgedehnt ist (ptl),
aufgeschliissdt nach der Differenzierung im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Abb. 3.6:
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&0

55
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45

40

35

S0

25

20

kontrollarups o prlG1 ptl G2 ptlG3
Durchschnitt 21,05 15,79 27,04 30,05
max 53,55 19,44 53,30 65,51
min 2,06 15,50 3,15 7,70
Alter 54,00 &&,00 E7.00 F&,00
Alkersspanne SE-E2 53-79 4E6-TE S6-55
werhaltnis mof 2,71 0,08 0,21 1,81

In der zweiten Spdte ,ptl G1* dnd die Werte der 3 Patienten mit einem Karzinom,
welches in die Basdmembran invaset is, mit eénem hohen Grad der Differenzierung
dargestelt. Die dritten Spdte ,ptl G2‘ zeigt die Werte der 17 Petienten mit einem Uber
die Lamina Propria in die Submucosa ausgedehnten Karzinom mit mittlerem Grad der
Differenzierung. Der vierten Spate ,ptl G3* snd die Werte der 19 Patienten mit einem
in die Lamina Propria ausgedehnten Karzinom mit geringem Grad der Differenzierung

ZuU entnehmen.
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3.7

In der néchsten Abbildung sind die Werte der Kontrollgruppenpatienten mit den Werten
der Pdienten mit einem in die Lamina Propria ausgedehnten Tumor mit mittlerem Grad
der Differenzierung in Abhdngigkeit vom Zeaitpunkt der Messung verglichen worden.

Abb. 3.7:
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konkrollaruppe] pEl GZprimir] gkl G2 follow | gl GErex.

Curchschnitt| 21,03 | 2481 | 27 22 | 3225
max 5355 [ 3550 | 5330 [ 35,50
min 206 | 1442 ] 3158 | 2900

In der zweiten Spdte ,ptl G2 prim&*“ snd die 2 Werte der priméaen Messung der Pati-
enten mit einem mittd differenzierten bis in die Lamna Propria reichendem Karzinom
dargesdlt. Die dritten Spdte ,ptl G2 follow* enthdit die 14 Werte der Patienten mit
mittd  differenziertem ins subepitheide Bindegewebe rechendem Kazinom, die im
follow-up gemessen wurden. In der vierten Spdte ,ptl G2 rez” snd die 2 Werte zu
sehen, die nach Auftreten eines Rezidives bel Pdienten mit eénem die Basalmembran

invaderenden Karzinom mit mittlerem Differenzierungsgrad gemessen wurden.
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3.8

Die wetere Abbildung gelt die Werte der Patienten der Kontrollgruppe verglichen mit
den Werten der Patienten mit enem in die Lamina Propria und das subepithdide Bin
degewebe ausgedehnten Tumor mit geringem Grad der Differenzierung  in Abhéngig-
keit vom Zeitpunkt der Messung dar.

Abb. 3.8:
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Durchschnitt| 21,03 | 27 38 | 2886 | 37 84
max 5355 | 4365 | BEB31 | 4681
min 206 1505 | 770 [ 27 B4

In der zweiten Spdte ,ptl G3 prim&* snd die 3 Werte der priméen Messung der Pati-
enten mit enem geing differenzieten, in die Lamina Propria reichenden Karzinom
abzulesen. Die dritten Spdte ,ptl G3 follow” enthdt die 13 Werte der Petienten mit
gering differenziertemn, bis in die Submucosa reichendem Kazinom, die im follow-up
gemessen wurden. In der vierten Spdte ,ptl G3 rez snd die 3 Werte dargestellt, die
nech Auftreten eines Rezidives be Peienten mit enem die Basdmembran durchbre-

chenden Karzinom mit geringem Differenzierungsgrad gemessen wurden.
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In der folgenden Abbildung ist die Kontrollgruppe mit den Werten der Patienten mit
enem Tumor, der in die obeflachliche Muskulaur infiltriet hat und enen geringen
Grad der Differenzierung aufwe s, verglichen worden.

Abb.3.9:
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Durchschnitt| 21,03 3526
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Verhidltnis mif| 2,701 a7

Die Spdte zwe ,pt2 G1* und drel ,pt2 G2* blelben aufgrund nicht vorhandener Petien
ten mit enem in die obefléchliche Muskulaur infiltrierenden Karzinom hohen und
mittleren Differenzierungsgrades ohne Werte. In der vieten Spdte ,pt2 G3* snd die
Werte der 5 Patienten mit einem in die oberfléchliche Muskulatur infiltrierenden Karz-
nom mit geringem Differenzierungsgrad dargestdlt.

In den folgenden sechs Abbildungen snd die Verlaufskurven einzener Patienten darge-
ddlt. Die Buchgtaben P und f markieren Zeitpunkt (dargestdlt auf der Abszisse die
Monate vom Beginn bis Ende unserer Untersuchungen) und den entsprechenden Wert
(dargestelt auf der Ordinate in % AK podtive Zdlen). ,,P* gseht dabe fir priméae Mes
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aung, ,f fir fdlow-up. Der graue Baken kennzeichnet den Zeitpunkt des Rezidiv-
auftretens. Be den Abbildungen ohne grauen Baken waren die Patienten bis zum Ab-

schluss unserer Untersuchungen rezidivfre.
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4 Diskussion
41 Mateid und Methodik

4.1.1 Zdlausbeute bel der Blasenspllung

Be der von uns verwendeten Methode der flowzytometrischen Auswertung der Probe
ig die Zahl der gemessenen Zdlen von entscheldender Bedeutung. Denn nur bel gentk
gender Zdlmenge und anndhernd gleicher Zdlzahl zur Auswertung i e@n Verglech
der Ergebnisse maglich.

Es gdlte Sch dabel heraus, dass die Zdlzahl sehr stark abhangig ist von der korrekten
Entnehme der Blasenflissgkeiten. Wéahrend unserer Versuchsreihe begann die Zahl der
Zdlen in den Proben dark abzunehmen, so dass nach der unter 2.1.2. beschriebenen
Methode der Zelgewinnung bei der Messung keine 10° Zdlen entsprechende Menge an
Zdlsuspenson vorhanden war. Die entsporechenden Proben mussten aufgrund mangen-
der Zdlzahl verworfen werden. Als haufiger Proben aus diessm Grund fir unsere
Auswertung nicht mehr genutzt werden konnten, baten wir in e@nem Rundschrelben
noch enma um die Kkorrekte Entnehme der Blasensplilfliissgket insbesondere um en
mehrmaiges Spilen ( 10-md ). In den anschlief?end gelieferten Proben war die Zdlzahl
um ein Mehrfaches erhoht, so dass die Proben wieder zur Auswertung genutzt werden

konnten.

4.1.2 Hamorrhagische Proben

Ein weatees Problem beziglich der Zdlzahl dgdlten indbesondere die  dak
hamorrhagischen Spllungen dar. Trotz Vorbehandiung mit NHsCL zur Auddlung
dellte sich spédter bel der Auswertung der dot-plots heraus, dass ein grol3er Teil der
Zdlen Debris und kene rdlevanten Zdlen waren. Der Ausschluss von Debris mittels
Gate minimierte dieses Problem. Dies hatte wiederum den Nachteil, dass die verble-
bende Menge an Zdlen haufig gering war. Einige Proben haten eine so geringe
Zdlzahl, dass ene Auswertung nicht moglich war. Be ausreichender Zdlzahl war diese
im Veglech zu nicht hdmorrhagischen Proben jedoch oft um sovid geringer, dass en
objektiv vergleichbarer Wert nicht zu ermittedln war. Bel glecher Zahl pogdtiver Zelen

in zwel Proben i der gemessene Prozentsaiz hoher in der Probe mit der geringeren
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Auggangszehl an Zdlen. Wird dso be ena Probe mit fedgdegter Zdlzahl ene
bedimmte ,Zdlat* (in unserem Fal Debris) entfernt oder zahlenm&dg minimiert, wird
auf diese Weise indirekt der Prozentsatz der anderen Zdlen in dieser Probe erhoht. Die
Prozentsitze diesr Probe sind dsreng genommen nicht mehr objektiv mit denen der

anderen vergleichbar.

4.1.3 Gredinienziehung

Eine geringe Fehlerquele liegt in der Tasache, dass ene hundertprozentige Trennung
von Antikorperpostiven bzw. negativen Zdlen mit der Grenzlinienziehung im dot-plot
im Ubergangsbereich nicht rediserbar ist, aber durch die 5% Grenze soweit wie mog-
lich minimiert wird (Sehe 2.4.4).

4.1.4 Velaufskurven

Die og. Probleme insbesondere der Zdlzahl fuhrte zum Vewerfen eniger Proben.
Daher erhidten wir von den enzenen Paienten zu wenig kontinuierliche Spllungen
mit messbaren Ergebnissen. Deshdb waren bel der Auswertung der Ergebnisse haufig
keine deutlichen Verlaufskurven der enzenen Patienten ergdlbar, aus denen man

weitere Schitisse hétte ziehen konnen.

4.2 Ergebnisdiskusson
4.2.1 Patientenkollektiv

Das von uns ausgewertete Petientenkollektiv entspricht in der Vertellung bezogen auf
die Tumorausdehnung der Normverteilung, d.h. dass zum Zetpunkt der Erstdiagnose
80 % der Tumoren ptl oder ptasind.

In der ersten Ergebnistabelle snd die Werte der Kortrollgruppe im Vergleich zu den
Werten der Peienten mit pta, ptl und pt2 Tumor dargestellt. Zu erwarten wére en
niedrigerer Durchschnittswert bel der  Kontrollgruppe, ein  deutlich hoherer  Durch
schnittswert bel pta und noch etwas hohere Werte bei ptl und pt2. Die Saffelung der
Werterhthung i zwar vorhanden, aber der Durchschnittswert der Kontrollgruppe liegt
mit 21,03 nur knapp unter dem der Patienten mit pta-Tumor bei 25,81. Die Spanne der
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Werte der Pdienten mit enem Tumor is bis auf wenige Werte deckungsgleich mit der
Kontrollgruppe. Wenn man den Durchschnittswert der Kontrollgruppe ads pos-/neg
Grenze setzt, wirde dies bedeuten, das bel pta Tumoren 54 richtig postiv (=54%) und
46 fasch negativ (=46%) sind. Bel den ptl Tumorpatienten sind demnach 24 richtig
positiv (=61,5%) und 15 fdsch negativ (38,5%). Bel den pt2 Tumorpatienten snd 3
richtig pogtiv (=60%) und zwe fasch negetiv (=40%). Die Rate der fasch negativen
schwankt zwischen 38,5-46% und it damit in der Sensivitét gering.

In der ndchgten Ergebnistabelle sind die Werte der Kontrollgruppe im Vergleich zu den
Primér-, follon-up- bzw. Rezidivwerten unabhéngig von der Ausdehnung des Tumors
dargestelt. Die ewarteten Ergebnisse sdhen wie folgt aus Wert der Kontrollgruppe
niedrig, Durchschnittsvert der Prim&werte deutlich hoher, Durchschnittsvert  der
follon-ups &hnlich niedrig den Werten der Kontrollgruppe, Durchschnittswvert  der
Rezidiv-Peatienten wieder hoher, angeigend bis zu den Prim&werten und darlber
hinaus. Die tatsachlichen Ergebnisse konnten diese Erwartung nicht erflllen. Die Werte
der primdren Messung waren im Durchschnitt nur unwesentlich hoher ds die der
Kontrollgruppe. Die durchschnittlichen Ergebnisse der  follow-up Messungen  waren
identisch mit denen der priméen Messung und wiesen ene immense Streuung auf.
Demnach war im Durchschnitt nach efolgter Operation keine deutliche Senkung der
postiven Zdlen zu erkennen. Die Werte der Messungen nach Rezidivauftreten waren
gegentiber den follow-up Messungen nur unwesentlich erhoht.

4.2.2 Aufschliisssung nach Untergruppen
Da aufgrund dieser Ergebnise keine Korrdaion zwischen klinischem Verlauf und

Messergebnis zu erkennen war, haben wir die Ergebnisse getrennt nach Tumorgrad und
Differenzierung  aufgeschliissdt und ausgewertet, um eventudl bel ener Untergruppe
eine Korrelation zu entdecken.

Zundchs haben wir nur die Paienten mit papill&rem noninvesven Kazinom nach
Differenzierungsgrad  aufgetellt und mit den Werten der Kontrollgruppe verglichen. Die
Werte der Patienten mit pta G1 Tumor lagen im Durchschnitt héher ds die der
Paienten mit pta G2. Aufgrund eines einzdnen Messwertes eines Patienten mit pta G3
i dalber keine vergleichende Aussage moglich. Eine wetere Differenzierung der

Pdaienten mit enem pta Gl Tumor nach Meszetpunkt (primér, follow-up, zum
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Rezidivauftreten) ergab, dass die Primawete im Veglech zur Kontrollgruppe
erwartungsgemald hoher waren, wéahrend des follon-up's aber im Durchschnitt nur
wenig absanken und zum Zetpunkt des Rezidivauftretens nicht andtiegen, sondern
sogar noch gering aofiden.

Die gleche Differenzierung haben wir bei den pta G2 Tumorpatienten durchgefihrt.
Auch hierbe war nur en gering erhthter Durchschnittsvert im Verglech zur Kontroll-
gruppe zu verzeichnen. Der durchschnittliche follon-up Wert war so niedrig wie der der
Kontrollgruppe und stieg bel den Rezidivmessungen wieder starker an. Be diesen Wer-
ten ig ene Korrdaion zum klinischen Verlauf zu beobachten. Allerdings snd die
Spannen der enzdnen Werte sehr grol3 und die Unterschiede zwischen den Durch
schnittswverten sehr gering.

Ebenso wie die Werte der ptaTumorpatienten haben wir die Werte der ptl Tumor-
patienten gesondert aufgeschliissdt betrachtet. Dabel fid bel der Aufschlisssung nach
Differenzierungsgrad auf, dass die Durchschnittswverte der ptl G1 Tumorpatienten noch
unter denen der Kontrollpatienten lagen. Es war dlerdings en Andgieg der Durch
schnittswerte bel  abnehmendem  Differenzierungsgrad zu  erkennen. Bel welterer  Auf-
tellung der ptl G2 Werte nach  Primér-, follow-up- und Rezidivmessung war jewels en
Angtieg der Durchschnittswerte zu verzeichnen. Be den ptl G3 Werten war dies ebenso
de Fdl. Hieba wa kene Korrdaion im Veglech zum klinischen Velauf zu
erkennen, denn die im follow-up gemessenen Werte waren hoher as die der Kontroll-
gruppe und lagen sogar Uber den primér gemessenen Werten.

Bel der Gruppe der pt2 Tumorpatienten lagen nur wenige Werte vor. Diese Tumore
waren dle gering differenziet (pt2 G3) und waren im Vergleich zur Kontrollgruppe
stark erhoht.

Anhand dieser Ergebnisse waren auch nach verschiedenen Aufschiiissslungen aufgrund
der durchschnittlichen Werte der Untergruppen keine deutliche Korrdation zum klini-
schen Velauf zu erkennen. Daher haben wir die Verlaufskurven einzelner Petienten
gesondert betrachtet. Um unsere Hypothese zu bestdtigen, misste der Priméwert sehr
hoch sain, der follow-up Wert wesentlich niedriger; dle weiteren follow-up Werte soll-
ten dnlich niedrig sain und nur be Pdatienten, die en Rezidiv eleden, kurz vorher
wieder angeigen.
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In der ersden Abbildung snd die Werte der follow-up's stark abfalend, steigen aber
kurz vor Auftreten des Rezidives wieder an. In der zweiten Abbildung ist der erste
follon-up Wert nur etwas niedriger as der Primawert, es kommt dan zu enem
lechten Abfdl des follow-up Wertes und kurz darauf zur Rezidivbildung. Dies seht im
volligen Gegensatz zu unserer Erwartung.

Die weteren Abbildungen (drei bis sechs) zeigen Verlaufskurven von Tumorpatienten
ohne Rezidiv. Dabe snd die starken Schwankungen der follow-up Werte auffdlig. In
Abbildung vier und funf snd die Werte die Primé&rmessung vorhanden und eingetragen.
In beiden Falen liegen diee deutlich niedriger ds die folgenden follow-up Werte und
widerlegen damit unsere Annahme eines Abfals der Ak postiven Zdlen. In der Abbil-
dung drei snd die follon-up Werte kontinuierlich stark ansteigend, ohne dass es zum
Rezidivauftreten kommt.

Diesen Ergebnissen zufolge i auch bel der Bebrachtung der Verlaufskurven einzener
Patienten keine Korrdation zwischen flusszytometrischer Messung und klinischem Ver-
lauf zu erkennen. Diese Methode it demnach a's Prognoseparameter nicht geeignet.

4.2.3 Andere Prognoseparameter

Da der untersuchte Antikdrper keine Vorhersage fur die Prognose lieferte, haben wir in
Vorversuchen einen weiteren Antikorper URO 5 getestet. Die Ergebnisse waren wenig
vielversprechend und deshab wurden die Untersuchungen abgebrochen.

Eine Vidzahl von maoglichen Prognoseparametern wird derzeit von anderen Arbeits
gruppen untersucht.

Zwe neue, noch wenig angewandte, aber ausbauféhige Untersuchungsverfahren lassen
laut Dr. Mdlet auf eine hohere Sendvité hoffen (MT online 17.08.99 Dr. Mdlet). Es
handedt sch um Quanticyt (Anadyse von Zdlken und DNA mit Spezidférbung) und
Immunocyt (immunfluoreszenz- zytol ogische Untersuchung).

Einige weitere Tests zeigen bisher Ergebnisse mit einem hohen prognostischen Wert. Es
and dies die Suche im Urin nach dem Bladder-Tumor-Antigen (BTA-Test), Urinary
Nucler Matrix Progin (NMP-22-Test), nach Fibringpdtprodukten (PDF-Test) und
Cytokeratin (Cyfra21-1). (MT online 17.08.99 Dr. Madllet)

In Untersuchungen der Univergté Tibingen wurde die Bedeutung des Nuklear Matrix
Proteins 22 (NMP 22) fir die Detektion und Verlaufskontrolle des Blasenkarzinoms
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getestet (Lahme, 1999). Ba 164 Patienten wurde im Rahmen einer progpektiven Studie
der NMP 22 Test im Veglech zur Urinzytologie evduiert. Von den untersuchten
Petienten hatten 40 en Blasenkarzinom, 44 waen in der Verlaufskontrolle des
Blasenkarzinoms, 7 Pdienten hatten enen Hanwegsnfekt, 12 Harngeinpatienten und
61 gesunde Probanden ds Kontrollkollektiv. Bei  unterschiedlichen Cut-off-Werten
(von7-12 U/ml) wurde Sendvitét und Spezifitdt bestimmt. Die Sensvité betrug 68,2-
51,2 %, die Spezfitdt 76,7-93,3 %. Be enem Cut-off von 10 U/ml ergab sich be guter
Spezifitdt von 933% ene augechende Sendvitd von 61%. Von den invasv
wachsenden Tumoren wurden 90% erkannt (mit Urinzytologie 70%), be ober-
flachlichen Tumoren war die Sengvitd mit 46,7 % ebenfdls hoher ds be der Urin-
zytologie mit 36,7%. Be Pdienten mit Urolithizss und Harninfektion betrug die
Spezifitdt 50% und igt damit der Urinzytologie unterlegen, da bel dieser keine fdsch
postiven Befunde auftraten. Daraus folgerte Dr. Lahme, dass der NMP 22 Test eine
Methode zur Erkennung und Verlaufskontrolle des Blasenkarzinoms dargtelt, die ene,
gemessen an der Urinzytologie, ausreichende Spezifitdt und Sensvité aufwelst, aber
zytoskopische Kontrollen nicht ersetzen kann (Lahme, 1999).

In ener Studie zum Verglech von BTA-Test, NMP 22 und VUC (voided urinary
cytology) in Bezug auf Erkennung des Primédtumors und Rezidiven wurden die Teds
an Urinproben von 147 Patienten durchgeftihrt, von denen 85 keinen Blasentumor in der
Vergangenheit hatten und 62 wegen enes obefléchlichen Karzinoms beobachtet
wurden (Giannopoulos et d., 2000). Eine Gruppe von gesunden dtersm&dg dhnlichen
Paienten wurde ebenfals enbezogen. Higologisch wurde be 99 Pdtienten en
Kazinom bestétigt, 62 davon waren Primértumore und 37 Rezidive. Es zeigte sich, dass
sowohl BTA-Test ds auch NMP 22 besser zur Tumorerkennung geeignet sind as VUC
(Sengvitéa von BTA 71,7 %, von NMP 22 62,6 % und von VUC 38,4 %). Dabe zeigte
der BTA-Ted veglichen mit dem NMP 22 Test eine hohere Sensvitét (71,7 % bzw.
62,6 %), wahrend der NMP 22 Test spezifischer war (73,9 % bel NMP 22 bzw. 56,5 %
be BTA). Fadsch postive Ergebnisse in beiden Tedts bei einem Patienten follow-up
schenen dabe mit enem zukinftig auftretenden Rezidiv zu korrdieren (Giannopoulos
et a., 2000).

Ein weiterer Ansaizpunkt in der Suche nach einem Prognoseparameter ergibt sch aus
der Bestimmung von pl85. In ener 5-Jahres-Studie Uber den Prognosewert von pl85
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Onkoprotein wurden 81 Peatienten Gewebeproben entnommen (Moreno Sierra e 4.,
2000). Dabe sammten zwanzig Proben von nichttumorGsem Blasengewebe, die
anderen enundsechzig Proben wurden Petienten mit Blasenkarzinom entnommen. Die
Erhdhung von pl85 wurde durch Enzym Immunoandyse (EIA) besimmt. Die Ergeb-
nise wurden datisisch ausgewertet. Dabel fanden sich erhohte Leve von pl85 bei
Petienten, die en Rezidiv haten. Auch be den Pdienten, die an Blasenkarzinom
verdarben, war der pl85 Level hther ds bel den Uberlebenden Peatienten, aber der
Unterschied war gatigtisch nicht grold genug, um darauf auf ein Gesamtuiberleben oder
Schichtung von Tumorgrad oder Infiltration Rickschlisse zu ziehen. Demnach  wird
von der durchfihrenden Studiengruppe eine Bestimmung von pl85 Onkoprotein ds
gannvoll erachtet in der Voraussage des Wiederauftretens von Tumoren (Moreno Sierra
et a., 2000).

Ein waterer Ansaizpunkt in der Rezidiviriherkennung bietet die Kombination eniger
Parameter. Dabel beschreibt Dr. med. Krause die kombinierte Untersuchung des Pro-
liferationsmarkers Ki 67, des Markers fir die Tumorsuppresson p53, des Nicht-
metastaserungsproteins nm 23 und dem Nachweis DNA aneuploider Tumorzellen ds
vidversorechend  (Krause, 1999). Mittds spezifischer  Antikbrper  wurden  die
Tumormarker an entparafinierten  Gewebeschnitten  immunhistochemisch  nachgewiesen.
Mit DNA-Zytophotometrie wurden aneuploide Tumorzdlen mit enem DNA-Gehdt
>5C(5CER) aus den Blasenspllflissgkeiten bestimmt. Ki67 und p53 waren bei
benignem Gewebe gets negativ und fir nm23 dets podtiv und aneuploide Zdlen waren
nicht nachweisbar. Im Veglech zu fortgeschritteneren Karzinomen zeigte das
oberfléchliche Karzinom das geringste Proliferationsverhdten (Ki67), den geringsten
Antell aneuploider Zdlen, aber eine am d&ksten alterierte Tumorsuppression (pS3) und
en ekennbares Metastaserungspotentid  (nm23). Zumindest fir das oberfléchliche
Hanblasenkarzinom bietet sch laut Dr. Krause somit die Moglichkeit der Frih-
erkennung moglicher Tumorrezidive nach transurethraler Resektion (Krause,1999).

Als prognostischer Marker beim Harnblasenkarzinom kommen maglicherweise auch
das monocyte chemoattractant protein (MCP-1) und Interleukin 8 (IL-8) in Frage. In
einer Arbeit von Dr. med. Perabo wurde erstmas gezeigt (Perabo, 1999), dass Harn
blasenkarzinomzdlen in vitro und in vivo MCP 1 und IL 8 produzieren und dass die

Urinkonzentration dieser Molekile mit dem Tumorgtadium und dem Differenzierungs-
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grad des Tumors korrdieren. Inwieweit MCP 1 und IL 8 dch aufgrund dessen ds
rdevante prognosische Marker eignen muss es in progpektiven Studien geklart
werden (Perabo, 1999).

Ebenfdls e¢ in wdteen Swudien nachzuwesen g die  Sgnifikenz  von
Metdlothionein. Diese Proteine spiden ene entscheidende Rolle in der  zdluldren
Detoxifikation von Schwermetdlionen und bestzen ene Induzierbarkeit durch vide
Fektoren, insbesondere Metdle. An Zystektomiepréparaten wurde eine Immunhisto-
logie gegen Metdlothionein durchgefiihrt, mikroskopisch ausgewertet und datigtisch
berechnet hinsichtlich TNM-System, histologischem Grading, den Uberlebensdaten und
(sofern durchgefuihrt) den Chemotherapiedaten (WLlfing, 1999). Fir das in der  Studie
von Dr. Wilfing verwendete Kollektiv zeigte dieser, dass die Expresson von
Metdlothionein  en  unabhdgiger Prognosefaktor fir das Harnblasenkarzinom it
(Wilfing, 1999).

All diese Prognoseparameter sind zur Zeit noch nicht ausgereift, zeigen aber zum Tell
interessante  Perspektiven. Thr genauer Aussagewert bezlglich der Behandlungsstrate-
gien lésst Sch ergt durch weitere Studien bestimmen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden flusszytometrischen Studie wurden aus Blasenspllungen  von
Blasenkarzinompatienten (die mittels intraveskder Chemotherapie behanddt werden)
BlasenCa Zdlen zum Zetpunkt der Diagnose und wéhrend der Verlaufskontrolle
gewonnen. Diese wurden mittels Husszytometrie mit dem  Antikorper 486p 3/12
andysert.

Dabed war bem Berachten der durchschnittlichen Werte der Patienten zum gleichen
Krankhatszeitpunkt  keine Korreation zwischen Expresson des 486p Antigens und
Krankhetsverlauf zu erkennen (keine Senkung der postiven Zdlen nach Operation,
kene Erhdhung vor Rezidivauftreten). Auch be gesonderter Untersuchung der
Verlaufskurven enzener Petienten ewies dch die flusszytometrische  Untersuchung
mit dem 486p 3/12 nicht as prognostisch relevant.

Die differenziete Ergebnisasndyse aufgechlissdt nach Tumorgrad und Differenzie-
rung lief3 ebenfals keine prognogtische Bedeutung erkennen.

Die flusszytometrische Anadyse von BlasenCa Zellen mit dem Antikorper 486p 3/12
gsdlt somit fir die Prognosebeurteilung von Blasenkarzinompatienten und Rezidivfrih-
erkennung keine geeignete aussagekréftige Methode dar.
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