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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie

Das Harnblasenkarzinom ist das siebthdufigste Karzinom weltweit und das
zweithdufigste Karzinom des Urogenitaltrakts. In der Bundesrepublik werden jéhrlich
etwa 16.000 Harnblasenkarzinome neu diagnostiziert, 5500 Patienten versterben jedes
Jahr (2008) (Robert-Koch-Institut). Weltweit ist das Harnblasenkarzinom fiir 3,2% aller
Krebserkrankungen verantwortlich und tritt deutlich hdufiger beim Mann als bei der
Frau auf (im Verhéltnis 3,5 : 1 weltweit), am hdufigsten in Westeuropa, Nordamerika
und Australien (DM Parkin, 2003). Der Grof3teil der Harnblasenkarzinome (Ménner
84% und Frauen 79%) geht vom Urothel aus, 70% davon sind bei Erstdiagnose nicht-
invasiv. Die Rate an Rezidiven liegt bei etwa 50% und 5-10% gehen in ein invasives
Karzinom iiber (JN Eble, 2004). Andere Entitidten des Harnblasenkarzinoms, wie zum
Beispiel das Plattenepithelkarzinom (1,1%) oder das Adenokarzinom (2,8%) kommen
weit weniger hiufig vor (DM Parkin, 2003). Mit zunehmenden Alter steigt die Inzidenz

bis zum Altersmedian von 65 Jahren an (Grignon, 1997).

1.2 Atiologie/Risikofaktoren

Etliche Risikofaktoren fiir die Entwicklung des Harnblasenkarzinoms sind bekannt,
wobei der wichtigste Risikofaktor das Rauchen ist. Raucher haben ein 2 bis 6-fach
erhohtes Risiko ein Harnblasenkarzinom zu entwickeln (Brennan et al., 2000, Castelao
et al., 2001, Negri and La Vecchia, 2001). Langjdhrige Raucher (60 Jahre und lénger)
haben ein 5-6-fach hoheres Risiko an einem Harnblasenkarzinom zu erkranken
(Brennan et al., 2000). Auch die Menge an gerauchten Zigaretten erhoht das Risiko

signifikant (3-fach bei 40 Zigaretten und mehr pro Tag) (Brennan et al., 2000).



Die Belastung mit verschiedenen Substanzen am Arbeitsplatz ist ebenfalls ein
Risikofaktor fiir die Entwicklung eines Harnblasenkarzinoms, zuerst beschrieben von
Rehn 1895 bei Arbeitern in der Anilin-Féarbeindustrie (Dietrich and Dietrich, 2001).
Darauffolgende Untersuchungen identifizierten die aromatischen Verbindungen
Benzidin und 2-Naphtylamin als ursdchlich fiir die Entstehung des
Harnblasenkarzinoms (Clayson, 1981). Bis zu 25% der Harnblasenkarzinome werden
auf eine berufliche Belastung mit den entsprechenden Karzinogenen zuriickgefiihrt
(Pashos et al., 2002).

Bereits in den frithen achtziger Jahren zeigten verschiedene epidemiologische Studien
einen Zusammenhang zwischen einem chronischen Analgetikaabusus mit Phenacetin
und einem erhdhten Risiko an einem Urothelkarzinom des Nierenbeckens, des Ureters
und der Harnblase zu erkranken (Piper et al., 1985).

Das Zytostatikum Cyclophosphamid ist nicht nur an der Entstehung von Leukdmien und
Lymphomen beteiligt sondern erhoht zusitzlich auch das Risiko fiir die Entstehung von
Plattenepithelkarzinomen und Leiomyosarkomen der Harnblase (Tanguay et al., 2003).
Eine chronische Infektion der Harnblase mit Schistosoma haematobium kann die
Entstehung eines Plattenepithelkarzinoms ebenfalls begiinstigen. Auch chronische
Entziindungen der ableitenden Harnwege und Harnleitersteine werden von einigen
Autoren als Risikofaktoren genannt.

Als weiterer Risikofaktor fiir die Entstechung eines Harnblasenkarzinoms gilt die
Verwendung von chloriertem Trinkwasser und mit Arsen kontaminiertes Trinkwasser

(Cantor et al., 1998, Hopenhayn-Rich et al., 1996, Smith et al., 1998).



1.3 Klinik

1.3.1 Symptome

Das Ausmal der klinischen Symptome héngt stark von der Ausbreitung und der Grof3e
des Tumors ab. Das héufigste Symptom ist die schmerzlose Makrohdmaturie, die bei
85% der Patienten vorkommt. Bei sehr grolen Tumoren kann aufgrund der geringeren
Blasenkapazitit eine Pollakisurie vorkommen. Je nach Lokalisation der Tumoren
konnen auch Dysurie (bei Tumoren im Blasenhals) oder eine Hydronephrose (bei
Tumoren im Bereich der Uretermiindung) auftreten. Bei fortgeschrittenem Tumorleiden
kommen auch Gewichtsverlust, Abdominalschmerzen und Knochenschmerzen aufgrund
von Metastasen vor.

1.3.2 Diagnostik

Die Diagnose des Harnblasenkarzinoms wird zystoskopisch gestellt. Bei
zystoskopischem Verdacht auf ein Carcinoma in-situ des Urothels ist die Urinzytologie
erforderlich. In allen anderen Situationen wird die Urinzytologie fakultativ
durchgefiihrt. Bei makroskopisch sichtbaren Tumoren hat die transurethrale
Elekroresektion (TUR-B) sowohl diagnostische als auch therapeutische Bedeutung. Es
werden getrennte Biopsien aus dem Tumorgrund (inklusive Detrusormuskulatur) und
aus den Tumorrdandern entnommen. Je nach zystokopischem Befund erfolgt noch ein
sogenanntes ,,Mapping aus verschiedenen Arealen der Harnblase, um unter anderem
ein zusétzliches Carcinoma in-situ auszuschlieen. Die weitere Diagnostik richtet sich
nach dem histologischen Ergebnis (pT-Stadium und Tumorgrad). Bei muskelinvasiven
Harnblasenkarzinomen (> pT2) und bei klinischem Verdacht auf einen lokal
fortgeschrittenen Tumor dienen MRT und CT zur Ausbreitungsdiagnostik und als

Entscheidungshilfen bei der weiteren Therapie.



1.4 Pathologie

Die Histologie des Urothelkarzinoms ist sehr variabel. Stromainvasive Tumoren (pT1)
konnen sowohl ,Jlow grade als auch ,high grade* sein und weisen meist ein papilldres
Wachstumsmuster auf. Muskelinvasive Tumoren (pT2-4) sind hingegen fast immer
,high grade® und zeigen meist ein nicht-papillédres Wachstumsmuster.

Die Gradierung der Tumoren erfolgt seit der WHO-Klassifikation 2004 nur in ,,low
grade* oder ,,high grade* und héngt von dem Grad der zytologischen Atypien und der
Architektur ab, wobei es hier keine einheitlichen Kriterien gibt.

Die Morphologie des invasiven Urothelkarzinoms ist nicht spezifisch, so dass die
eindeutige Zuordnung eines malignen Tumors in Harnblasenbiopsien in manchen Fillen
ohne Bezug zum Oberflachenurothel und ohne Verédnderungen des Oberfldchenurothels
im Sinne von Urotheldysplasie bzw. Carcinoma in-situ unmaoglich ist.

Es gibt verschiedene histologische Varianten des Urothelkarzinoms, wobei eine
squamose und glandulédre Differenzierung am hiufigsten nachweisbar ist. Seltene Typen
sind die sogenannte ,nested“ Variante, mikrozystische Variante, mikropapilldre
Variante, ,,Lymphoepithelioma-like” Variante, ,,Lymphoma-like* und plasmazytoide
Variante, sarkomatoide Variante, das Urothelkarzinom mit Riesenzellen, das
Urothelkarzinom mit trophoblastirer Variante, ,,Clear cell“ Variante, ,,Lipid-cell*

Variante und das undifferenzierte Karzinom.



1.5 Stadieneinteilung
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—— Urothel
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Abb. 1 TNM-Klassifikation des Harnblasenkarzinoms (aus: Hertle et al. 2010)

Die Stadieneinteilung der Harnblasenkarzinome erfolgt je nach Infiltrationstiefe (siehe
Abbildung 1). Ein besonderes Tumorstadium stellt das Stadium pTa dar, welches ein
nicht-invasives papilldres Urothelkarzinom klassifiziert. Die in dlteren und vor allem
klinischen Lehrbiichern immer noch anzutreffende Einteilung der Harnblasenkarzinome
in oberflichliche (pTa, pT1, Carcinoma in situ) und invasive (pT2 und hohere Stadien)
Karzinome ist falsch und sollte heute nicht mehr angewendet werden. Umfassende
genetische Untersuchungen haben gezeigt, dass sich pT1- und pT2-4-Urothelkarzinome
auf der genetischen Ebene nur marginal unterscheiden (Richter et al., 1998).

Die Unterscheidung zwischen einem nicht-invasiven und einem minimal-invasiven
(pT1) Urothelkarzinom kann sehr schwierig sein. Insbesondere bei pTa-Tumoren
kommt es immer wieder zur fehlerhaften Diagnose einer oberfldchlichen
Stromainvasion (Diagnose eines Stadiums pT1 statt pTa). In mehreren Studien wurden
urspriinglich als pTl-klassifizierte Urotheltumoren von einem Spezialisten
nachbeurteilt. In der bisher groften diesbeziiglichen Untersuchung stufte die
Arbeitsgruppe Tosoni 35% ihrer initialen pT1-Karzinome zu einem Stadium pTa zuriick

(Tosoni et al., 2000).



1.6 Prognostische und prddiktive Faktoren

1.6.1 Klinische Faktoren

Tumormultifokalitdt, Tumorgrée von >3cm und gleichzeitiges Vorkommen eines
Carcinoma in-situ sind Risikofaktoren fiir ein Rezidiv und eine Tumorprogression
(Rodriguez-Alonso et al.,, 2002). Tumorausbreitung aullerhalb der Harnblase,
Infiltration der Uretermiindung (Haleblian et al., 1998), Lymphknotenmetastasen und
systemische Tumormanifestation sprechen fiir eine schlechte Prognose.

1.6.2 Morphologische Faktoren

Tumorstadium und Tumorgrad sind die wichtigsten morphologischen Prognosefaktoren,
wobei der Tumorgrad nur bei pT1-Tumoren eine prognostische Aussagekraft hat, da die
meisten muskelinvasiven Tumoren ohnehin schlecht differenziert sind.

Einige Varianten des Urothelkarzinoms, wie beispielsweise das mikropapillédre
(Johansson et al., 1999) oder das sarkomatoide Urothelkarzinom (Lopez-Beltran et al.,
1998) haben eine besonders schlechte Prognose.

Eine Hidm- und insbesondere Lymphangioinvasion korreliert zwar mit einer
schlechteren 5-Jahres-Uberlebensrate (Lapham et al., 1997), ist aber wahrscheinlich
aufgrund von Spaltartefakten iiberdiagnostiziert.

Wie auch in anderen Tumoren spricht ein sogenannten ,,pushing front of invasion® fiir
eine bessere Prognose als eine sogenannte ,.tentacular invasion® (Jimenez et al., 2000).
1.6.3 Genetische Faktoren

Trotz zahlreicher Studien gibt es bislang keine genetische Verdnderung, die einen
iiberzeugenden pridiktiven Wert besitzt und in die Klinik eingefiihrt wurde. Einige
Studien in den 90er Jahren konnten zeigen, dass Verdnderungen des TP53
Tumorsuppressorgens in  Form  einer immunhistochemisch  nachweisbaren

Akkumulation des TP53 Proteins mit einer schlechteren Prognose sowohl bei pT1
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(Grossman et al., 1998) als auch bei pT2-4 (Esrig et al., 1994) Tumoren korrelierte.
Verschiedene darauffolgende Studien konnten jedoch dieses Ergebnis nicht bestdtigen
(Fleshner et al., 2000, Lianes et al., 1998). Griinde dafiir konnten unter anderem die
hohe Interobservervariabilitdt von pTa/pT1-Tumoren sein (p53 negative pTa-Tumoren
mit guter Prognose in der Gruppe der pT1) und die schlechte Reproduzierbarkeit von
immunhistochemischen Protokollen. Auch die Zellzyklusregulatoren p21 (Stein et al.,
1998), p27 (Tiguert et al., 2002), das Tumorsuppressorgen Retinoblastom (Rb)
(Cordon-Cardo et al., 1992, Cote et al., 1998), die Rezeptortyrosinkinasen HER2 (Lonn
et al., 1995, Sato et al., 1992), EGFR (Mellon et al., 1995, Messing, 1990), das Ausmal3
der Angiogenese (Bochner et al., 1995) und das Enzym Cyclooxygenase (COX)
(Tiguert et al, 2002) wurden als prognostische Marker in einigen Studien
vorgeschlagen, konnten jedoch aufgrund fehlender Validierung in Folgestudien nicht
iiberzeugen (Jahnson et al., 1995, Lipponen, 1993, Thogersen et al., 1999, Lianes et al.,

1998, Kim et al., 2002).

1.7 Therapie

Die Therapie des Harnblasenkarzinoms richtet sich nach Tumorstadium, Tumorgrad,
Tumorgrofe, Tumormultifokalitit und begleitendem Carcinoma in-situ. Die
nachfolgenden Therapieempfehlungen entsprechen einer Leitlinie erstellt durch die

Deutsche Gesellschaft fiir Urologie (DGU).

1.7.1 Therapie nicht-invasiver und stromainvasiver Harnblasenkarzinome
(pTis, pTa, pT1)

Die transurethrale Elektroresektion (TUR-B) hat bei papillaren Tumoren diagnostische
und therapeutische Bedeutung. Nach der TUR-B wird die Indikation zur adjuvanten

Therapie in Form einer intravesikalen Rezidivprophylaxe gestellt. Nur nach kompletter
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Resektion eines pTaGl-Tumors entfillt die intravesikale Instillationstherapie. Zur
intravesikalen Rezidivprophylaxe stehen Zytostatika (Doxorubicin, Mitomycin C) und
der Immunmodulator BCG (Bacillus Calmette-Guérin) zur Verfiigung. Bei Patienten
mit einem hohen Progressionsrisiko (G3-Tumoren, Rezidivtumoren) wird eine
intravesikale Behandlung mit BCG bevorzugt.

pT1G3-Tumoren stellen eine besondere Gruppe dar, da sie genetisch besonders instabil
und daher hiufig progredient sind. Hier ist zwar nach vollstandiger TUR der Versuch
der organerhaltenden Therapie mittels intravesikaler BCG-Instillationsprophylaxe
gerechtfertigt, bei einem Rezidiv innerhalb von drei bis sechs Monaten ist die radikale
Zystektomie jedoch indiziert.

Auch beim Carcinoma in-situ des Urothels (pTis) ist das Rezidiv- und
Progressionsrisiko hoch, so dass die adjuvante intravesikale medikamentose Therapie
mit BCG nach der TUR obligat ist und eine radikale Zystektomie bei Therapieversagen

indiziert ist.

1.7.2 Therapie muskelinvasiver Harnblasenkarzinome (=pT2)

1.7.2.1 Radikale Zystektomie

Die Therapie der Wahl bei organbegrenzten, muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen
ist die radikale Zystektomie mit pelviner Lymphadenektomie. Das operative Vorgehen
der radikalen Zystektomie beim Mann beinhaltet die Entfernung von Harnblase,
Prostata und Samenblasen. Die radikale Zystektomie bei der Frau beinhaltet die
Entfernung von Harnblase, Uterus, Adnex(en) und vorderer Vaginalwand.

1.7.2.2 Radiotherapie

Eine definitive Strahlentherapie wird nur bei Patienten angewendet, die fiir eine radikale

Zystektomie nicht geeignet sind bzw. diese ablehnen oder einen Organerhalt wiinschen.
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1.7.2.3 Systemische Chemotherapie

Bei Patienten im metastasierten Stadium stellt die Kombinations-Chemotherapie aus
zwei bis vier Substanzen den aktuellen Standard dar. Neben dem klassischen M-VAC-
Schema aus Methotrexat, Vinblastin, Doxorubicin (=Adriamycin) und Cisplatin kénnen
verschiedene Kombinationsprotokolle aus Cisplatin, Docetaxel, Paclitaxel und

Gemcitabine gewihlt werden.

1.8 Molekulare Grundlagen des Urothelkarzinoms

Man kann aufgrund genetischer Verdnderungen zwei grundsétzlich unterschiedliche
Gruppen des Urothelkarzinoms unterscheiden. Die genetisch stabile Gruppe umfasst
,low grade® nicht-invasive papilldre Urothelkarzinome (pTa, G1-G2), welche zwar
hdufig rezidivieren, jedoch nur ein geringes Progressionsrisiko aufweisen. Dem
gegeniiber steht die genetisch instabile Gruppe mit nicht-invasiven papilldren ,high
grade* Urothelkarzinomen (pTa, G3), dem Carcinoma in-situ (pTis) und den invasiven
Urothelkarzinomen (pT1-4).

Die erste Gruppe weist nur wenige genetische Verdnderungen auf, der DNA-Gehalt ist
héufig diploid oder peridiploid. Besonders haufig sind Verluste von Chromosom 9 oder
von Teilen von Chromosom 9 und FGFR 3- Mutationen (Tsai et al., 1990, Billerey et
al., 2001). Die zweite Gruppe mit ,high grade“ Neoplasien und invasiven
Urothelkarzinomen zeigt eine Vielzahl von genetischen Verdnderungen, einschlieBlich
Chromosom 9-Verlusten. Eine Vielzahl der Tumoren dieser Gruppe weisen p53-
Mutationen auf (Cordon-Cardo et al., 1994). Oft bestehen numerische Verdnderungen in
Form von Zugewinnen bzw. Amplifikationen, iiber 90% der Tumoren zeigen eine
DNA-Aneuploidie (Richter et al., 1997). Ein aktuelles Modell der Entstehung von

urothelialen Neoplasien ist in Abb. 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Der Entstehungsmechanismus von zwei unterschiedlichen Gruppen von
Urothelkarzinomen. (Abbildungsquelle: (Falke and Witjes, 2011))

1.9 HER2 und EGFR

HER2 (Chromosom 17q12) und EGFR (Chromosom 7p11) gehoren zu der Gruppe der
Rezeptortyrosinkinasen. Rezeptortyrosinkinasen spielen eine zentrale Rolle in der
interzelluliren Signaltransduktion. Sie sind integrale Membranproteine mit einer
extrazelluldren Liganden-bindenden Doméne, einer Transmembran-Doméne und einer
zytosolischen katalytischen Doméne. Durch die Bindung des Liganden wird die
Tyrosin-spezifische Proteinkinaseaktivitdt des Rezeptors stimuliert und damit eine
Kaskade von Signalen ausgeldst, die schlieBflich eine Anderung der physiologischen
Aktivitdit der Zelle und des Gen-Expressions-Musters bewirken. Die von den
verschiedenen RTKs initiierten Signale beeinflussen ein breites Spektrum zelluldrer
Funktionen, wie die Steuerung von Zellproliferation und - differenzierung, die
Foérderung des Zelliiberlebens und die Anderung des Zellstoffwechsels (Blume-Jensen
and Hunter, 2001, Robinson et al., 2000). Aufgrund dieser Funktion tragen deregulierte
Kinaseaktivitdten hdufig zu einer malignen Transformation bei. Etwas mehr als die
Halfte der bekannten RTKs wurden wiederholt bei malignen Transformationen aberrant
ausgeprigt und/oder aktiviert gefunden (Blume-Jensen and Hunter, 2001). Aberrante

RTK-Aktivititen konnen verschiedene Ursachen haben. Sie konnen auf sehr starke
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Expression, verursacht durch  Gen-Amplifikationen oder  Translokationen,
zurlickzufithren sein oder auf konstitutive Aktivierung durch Punktmutationen oder
Fusionen mit anderen Genen, die zu einer permanenten Dimerisierung fiihren. Eine
weitere Moglichkeit besteht in einer autokrinen oder parakrinen Ligandenaktivierung.
Da RTKSs eine zentrale Rolle in der Pathogenese vieler Tumoren spielen, stellen sie
einen Angriffspunkt in der Gen-spezifischen Therapie (,targeted therapy*) von
verschiedenen Neoplasien dar. Gegenwértig werden liberwiegend zwei verschiedene
Formen der RTK-Hemmung verwendet: spezifische ATP-Analoga (sog. ,,small
molecule“-RTK Inhibitoren), wie Imatinib, und monoklonale Antikérper, wie

Trastuzumab oder Cetuximab (siche Abbildung 3).

Cetuximab/ \« %asluzunwab

Panitumumab HER1/ HER2/ / i
NEU

EGFR
Extracellular

ST TR A e S S TR e e
e
Erlotinib Tyrosine kinase

P

YNTNININTNINGS

Target genes activated Nucleus

Abbildung 3: Inaktivierung des EGFR- bzw.- HER2-Signaltransduktionskaskade durch die
monoklonalen Antikérper Cetuximab/Panitumumab und Trastuzumab in einer Tumorzelle
(Abbildungsquelle: (La Thangue and Kerr, 2011))

HER2 wird in 40-75% der invasiven Urothelkarzinome {iberexprimiert (Gandour-
Edwards et al., 2002, Kruger et al., 2002, Wulfing et al., 2005) und stellt damit den

Tumor mit der hochsten HER2-Uberexpression dar. Im Gegensatz zum
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Mammakarzinom ist jedoch die Uberexpression nicht Folge einer Genamplifikation.
Lediglich 5-16% der Urothelkarzinome weisen eine HER2-Amplifikation (Underwood
etal., 1995, Lae et al., 2010, Tapia et al., 2007) auf. Die Ursache fiir die Uberexpression
bei den nicht-amplifizierten Féllen ist bislang unklar. Eine Studie konnte zeigten, dass
HER2-Uberexpression ein unabhiingiger Prognosemarker fiir krankheitsspezifisches
Uberleben ist (Kruger et al., 2002). Eine Anti-HER2-Therapie mit Trastuzumab hat
beim Harnblasenkarzinom insgesamt eher enttduschende Resultate erbracht.

Eine EGFR-Amplifikation ldsst sich in 3—5%, eine EGFR-Expression in 30—74% der
Harnblasenkarzinome nachweisen (Berger et al., 1987, Chow et al., 1993, Gorgoulis et
al., 1995, Lipponen and Eskelinen, 1994, Nguyen et al., 1994, Sauter et al., 1994,
Wright et al., 1991, Chaux et al., 2012). In verschiedenen Studien konnte eine EGFR-
Amplifikation/Expression mit Tumorproliferation und schlechter Prognose korreliert
werden (Chow et al., 2001, Sauter et al., 1994). In Zelllinien konnte zudem gezeigt
werden, dass Zellproliferation durch Gefitinib (ein EGFR-Inhibitor) blockiert wird
(Dominguez-Escrig et al., 2004, Shrader et al., 2007). In zwei Phase-II-Studien konnte
jedoch kein zusdtzlicher Nutzen durch Gefitinib nachgewiesen werden (Philips et al.,

2009, Petrylak et al., 2010).

1.10 Cyclin D1

Cycline sind Proteine, die eine wichtige Funktion bei der Steuerung des Zellzyklus
spielen. Das CCND1 Gen liegt auf dem Chromosom 11q13 und kodiert fiir das Cyclin
D1 Protein, welches, wie auch Cyclin D2 und Cyclin D3 zu der Familie der D-Typ
Cycline gehort. Diese konnen in Assoziation mit Cyclin-abhidngigen Kinasen (CDKs,
cyclin-dependent kinases), das Retinoblastom-Tumor-Suppressor-Protein  (pRb)

inaktivieren und das Zellwachstum von der Gl-Phase zur S-Phase beschleunigen
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(Abbildung 4). Andererseits kann Cyclin D1, CDK-unabhédngig, durch seine
Kontrollfunktion in der G1 Phase samtliche Transkriptionsfaktoren beeinflussen (Ewen
and Lamb, 2004). Eine Amplifikation oder Uberexpression von Cyclin D1 spielt daher
eine wichtige Rolle bei der Kanzerogenese von verschiedenen Tumoren, z. B. beim
Mammakarzinom  (Arnold and  Papanikolaou, = 2005), nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom (Gautschi et al.,, 2007), Melanom (Li et al.,, 2006) oder

Mantelzelllymphom (Bertoni et al., 2000).

se/

E2F1-3

Abbildung 4: Durch Phosphorylierung wird das Retinoblastom-Tumor-Suppressor-Protein pRb, durch
Holoenzyme (Cyclin D1-CDK4; Cyclin D1-CDK®6, Cyclin E-CDK2) gesteuert inaktiviert. Dadurch wird
der Transkriptionsfaktor E2F aus dem pRB-E2F-Komplex geldst. Der Transkriptionsfaktor E2F fiihrt
wiederum zu einer Induktion der Transkription von Genen, die fiir die Progression von G1-Phase zur S-
Phase notwendig sind. (Abbildungsquelle: (Coller, 2007))

Beim Harnblasenkarzinom konnte in 30-70% (Moonen et al., 2001, Suwa et al., 1998,
Takagi et al., 2000, Wagner et al., 1999) eine Cyclin D1-Uberexpression und in 10-20%
(Bringuier et al., 1996, Proctor et al., 1991, Sauter et al., 1993, Schraml et al., 1999)
eine Cyclin DI-Amplifikation gefunden werden. In einer Studie mit 392
Harnblasenkarzinomen konnte in 44% der Fille eine Uberexpression, sowie eine
signifikante Assoziation mit niedrigem Tumorstadium und histologischem Grad, jedoch
nicht mit der Tumorprogression nachgewiesen werden (Wagner et al., 1999). In einer

weiteren Studie mit 163 Urothelkarzinomen fand sich weder ein Zusammenhang mit
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Tumorstadium noch mit Zellproliferation (Suwa et al., 1998). In der Studie von
Liukkonen et al (Liukkonen et al., 2000) mit 207 Urothelkarzinomen konnte Cyclin D1
ebenfalls keine zusétzliche prognostische Aussagekraft erzielen.

Wie alle Onkoproteine stellt auch Cyclin D1 ein attraktives Therapieziel dar. Im
Gegensatz zu den Rezeptortyrosinkinasen HER2 und EGFR ist jedoch die Hemmung
von Cyclin D1 aufgrund der fehlenden intrinsischen Enzymaktivitit und der
intrazelluldren Lokalisation sehr viel schwieriger. Daher wird eine indirekte Hemmung
von Cyclin D1, beispielsweise durch eine Hemmung Zyklin-abhéngiger Kinasen
CDK4/CDK6 (Fry et al.,, 2001) und in Kombination mit anderen Kinaseinhibitoren

(Kim et al., 2011) in verschiedenen Studien getestet.

1.11 Ziel der Arbeit

HER2, EGFR und Cyclin D1 sind bekannte Ziele in der onkologischen Therapie. Eine
wichtige Vorraussetzung an ein solches Therapieziel ist, dass die genetische
Verdnderung im gesamten Tumor homogen vorhanden ist, andernfalls wiirde nur ein
Subklon des Tumors therapiert werden. Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der
Priavalenz und der Heterogenitit von HER2-, EGFR- und Cyclin D1-Amplifikationen
mittels der Fluoreszenz in-situ Hybridsierung (FISH) an zwei unterschiedlichen

Gewebemicroarray (TMA) mit ingesamt 302 Urothelkarzinomen der Harnblase.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Es wurden insgesamt 302 Patienten, die an einem Urothelkarzinom der Harnblase im
Zeitraum von 1994-2008 operiert wurden, analysiert. Bei diesen Patienten wurde
entweder eine Zystektomie oder eine transurethrale Resektion durchgefiihrt. Bei 146
Tumoren handelte es sich um ein Stadium pT1 (Infiltration der Lamina propria), bei den
restlichen Tumoren um ein Stadium mindestens pT2 (Infiltration der Lamina muscularis
propria), da bei einer transurethralen Resektion hochstens ein Stadium pT2

diagnostiziert werden kann.

2.2 Kontrollgewebe

Das Kontrollgewebe (n=68) beinhaltete normales Urothel der Harnblase (n=9),
normales Urothel des Nierenbeckens (n=6), Nierenparenchym (n=2), Herzmuskulatur
(n=2), Kolonschleimhaut (n=2), Lunge (n=2), Endometrium (n=2), Lymphknoten (n=2),

Prostata (n=2); Skelettmuskulatur (n=2) und Haut (n=2).

2.3 TMA-Herstellung

Das Tumorarray-Verfahren macht es moglich bis zu 600 Gewebezylinder (Durchmesser
0,6mm — Abbildung 5) von histologisch definierten Regionen verschiedener Tumoren in

einem einzigen Paraffinblock zu untersuchen.
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Abbildung 5: Beispiel fiir ein Urothelkarzinom, Durchmesser 0,6mm.

Mit Hilfe eines Array-Stanzgerites (Abbildung 6) wird der TMA hergestellt. Das Array-

Stanzgerit besteht aus zwei Nadeln. Eine diinnere Nadel ermdglicht es Locher in die

dient der Entnahme von

stanzen; die dickere Nadel

Empfingerblocke zu

Tumorgewebestiicken aus den Spenderblocken und deren Einbringen in den

Empfingerblock.
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Abbildung 6. Das Instrument besteht aus einem diinnen, an der Spitze geschdrften Hohlzylinder (innerer
Durchmesser ca. 600um), welcher in einem X-Y-Achsen Préazisionsgerit gehalten wird. Ein genau in den
Hohlzylinder passender Stahldraht ermoglicht das Ausstoen von gestanzten Gewebestiicken in mit

einem analogen Instrument (duflerer Durchmesser ca. 600um) vorgefertigte Locher im Empféngerblock
(Tumor-Array).

2.4 Aufbau der TMAs

Zwei unterschiedliche TMAs wurden hergestellt:
A) Priavalenz-TMA:
Dieser TMA besteht aus 302 Tumoren und dient der Untersuchung der Privalenz von

molekularen Veranderungen.

n auf TMA
Gesamt 302
Tumorstadium psz Ellin q igg
Gl 1
Tumorgrad G2 100
G3 201

Tabelle 1: Zusammensetzung des Priavalenz-TMAs
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B) Heterogenitéts-TMA:

Dieser TMA besteht aus insgesamt 6 Blocken mit jeweils 97 pT2 (mind.)-Tumoren und
dient der Untersuchung der Heterogenitit von molekularen Verdnderungen. Von jedem
dieser 97 Tumoren wurden jeweils aus 6 unterschiedlichen Gewebestiicken eine Stanze
entnommen und auf 6 Blocken verteilt. Der Aufbau des Heterogenitits-TMA ist in

Abbildung 7 dargestellt.

Block 1

Block 2

Block 3

Block 4

Block 5

Harnblase mit einem Tumor im Bereich

des Blasendachs. Block 6

Abbildung 7: Ubersichtsaufnahme des Harnblasen-Heterogenitits-TMA. Jeder Tumor ist jeweils einmal
auf einem Block représentiert.
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2.5 Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH)

Mit der FISH-Technik konnen ausgewihlte Gene selektiv markiert und im
Fluoreszenzmikroskop erkannt werden. FISH basiert auf dem Prinzip, dass sich
Einzelstrang-DNA an komplementire DNA-Sequenzen spezifisch anlagert. Diese
Methode ermdglicht bei gleichzeitiger Hybridisierung mit einer Zentromersonde, die
das Chromosom markiert auf dem das zu untersuchende Gen sich in normalen Zellen
befindet, numerische Aberrationen zu erfassen.

2.5.1 Vorbehandlung

Die Paraffinschnitte werden auf einem Objekttrager, Superfrost plus, bei 56° C iiber
Nacht im Brutschrank gebacken, anschlieBend 3 x 10 Minuten in Xylol und 2 x 5
Minuten in 96% Ethanol entparaffiniert und 3 Minuten auf der Heizplatte (48° C)
luftgetrocknet.

Bevor die Zellen mit den FISH-Sonden hybridisiert werden konnten, mussten die
Priparate vorbehandelt werden. Die Vorbehandlung dient dazu, die DNA fiir die
Sonden zuginglich zu machen und die Zellen zu fixieren. Dazu wurden die Objekttriger
15 Minuten in Pretreatment Reagent (Abbott, USA) bei 80° C im Wasserbad geschiittelt
und danach mit H,O gespiilt. AnschlieBend wurden die Préparate 45 bzw. 150 min in
Proteaselosung bei 37° C geschiittelt und danach mit H,O gespiilt.

In einer aufsteigenden Alkoholreihe (70% - 80% - 100% Ethanol, je 2 min) wurden die
Priaparate zum Schluss dehydriert und 20 min getrocknet.

2.5.2 Hybridisierung

Nach dieser Vorbehandlung wurden 10 pl Sondenansatz (Gensonde und
Zentromersonde) auf das Priparat gegeben, mit einem Deckglidschen abgedeckt und mit

Fixogum™ (Marabu, Tamm/Germany) abgedichtet. Die Préparate wurden dann bei
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72°C im Thermobrite (Abbott, Wiesbaden-Delkenheim) flir 5 min denaturiert und
schlieBlich liber Nacht bei 37°C (Brutschrank) hybridisiert.

2.5.3 Waschen und Gegenfarbung

Nach einer ca. 12-stiindigen Hybridisierungszeit wurden die Priparate gewaschen.
Fixogum™ wird entfernt und Objekttrager in 2 X SSC (Sodium Chloride Sodium
Citrate)/ 0,3% NP40 (Nonyl Phenoxylpolythoxylethanol) pH 7,2-7,4, 2 Minuten bei 72°
C gewaschen, kurz mit H,O gespiilt und im Dunkeln luftgetrocknet. Die Zellkerne
wurden im ndchsten Schritt mit 10 wl DAPI (4',6-Diamidin-Phenylindol-
Dihydrochlorid; 1000ng/ml, Abbott) 30 s gegengefdrbt und dann nochmals 5 min mit
2xSSC gewaschen. DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der unspezifisch an DNA bindet
und fiir die Fluoreszenzmikroskopie blau farbt. Die Praparate wurden zum Schluss mit
Vectashield®, welches ein Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe wihrend der
Fluoreszenzmikroskopie verhindert, eingedeckt.

2.5.4 FISH-Auswertung

Fiir jede Gewebeprobe auf dem Array wurde die Zahl der Gen (HER2, EGFR, Cyclin
D1)- und Zentromer 17, 7, 11- Signale pro Tumorzellkern untersucht. Die Auswertung
erfolgt mit einem Zeiss Fluoreszenzmikroskop (40x-100x- Objektiv), welches einen
Doppelfilter zur gleichzeitigen Visualisierung der Spectrum Orange und Spectrum
Green Signale (Vysis) besitzt. Die Anzahl der Gensignale in Relation zu den
Zentromersignalen wurden, wenn mdglich ausgezdhlt, bei Vorhandensein von Clustern
geschitzt. Ein Uberwiegen der Gen-spezifischen Sonde im Vergleich zur
Zentromersonde bedeutet eine numerische Aberration in Form eines Zugewinnes bzw.
Amplifikation des untersuchten genomischen Locus. Eine Ratio >1 und < 2 galt als
Zugewinn. Als Kriterium filir eine Amplifikation galt eine Gen/Zentromer Ratio > 2

oder das Vorhandensein von Clustern.
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2.6 Statistik

Fiir unsere Untersuchungen haben wir das Statistik-Programm JMP 8.0 (SAS Institute
INC, NC, USA) verwendet. Die Beziehungen zwischen den verschiedenen
pathologisch-anatomischen Parametern und den HER2, EGFR und Cyclin DI-
Alterationen wurden mittels Kreuztabelle iiber Chi-quadrat-Tests (Likelihood)

ausgewertet.
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3. Ergebnisse
3.1 Technische Aspekte der FISH-Untersuchung

3.1.1. Auswertung der Pravalenz-TMAs

Insgesamt waren 203 (67,2%), 221 (73,2%) bzw. 251 (83,1%) Tumoren fiir HER2,
EGFR bzw. Cyclin D1 auswertbar. Bei den iibrigen Spots konnte aufgrund von
fehlendem Gewebe/Tumorzellen oder schlechter Hybridisierung keine Aussage gemacht
werden.

3.1.2 Auswertung der Heterogenitats-TMAs

Insgesamt waren 80 (82,5%), 83 (85,6%) bzw. 87/97 (89,7%) Tumoren fiir HER2,
EGFR bzw. Cyclin D1 auswertbar. Bei den {iibrigen Spots konnte aufgrund von
fehlendem Gewebe/Tumorzellen oder schlechter Hybridisierung keine Aussage

gemacht werden

3.2 Auswertung der Préivalenz der Genamplifikation

3.2.1 HER2

Insgesamt 8,4% (n=17) der Tumoren zeigten eine HER2-Amplifikation (Abb. 8). In
hoheren Tumorstadien konnten zwar vermehrt HER2-Amplifikationen nachgewiesen
werden, dies erreichte jedoch keine statistische Signifikanz (p=0,2419). HER2-

Amplifikation wurden jedoch ausschlielich in G3-Tumoren (p=0,0005) nachgewiesen.
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Abbildung 8: HER2 Amplifikation. Rotes Signal: HER2. Griines Signal: Zentromersonde fiir Chromosom
17. DNA-Farbung durch DAPI (blau). Rote Signale weisen ,,Clusterbildung* — Genamplifikation auf.

HER 2 HER 2

Amplifikation Amplifikation p-Wert

(n) (“o)

auswertbar n=203 17 8,4
Tumorstadium ol ¢ 6! 0,2419

pT2 mind. 11 10,6

Gl 0 0

Tumorgrad G2 0 0 0,0005

G3 17 12,8

Tabelle 2: Korrelation zwischen HER2-Amplifikation und pathologischen Parametern.

3.2.2 EGFR

Insgesamt 2,7% (n=6) der Tumoren zeigten eine EGFR-Amplifikation (Abb. 9). EGFR-
Amplifikation konnten vermehrt in hoheren Tumorstadien und in hohergradigen
Tumoren nachgewiesen werden, wobei diese Korrelation nur fiir das Tumorstadium eine

statistische Signifikanz erreichte (p=0,0042).
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Abbildung 9: EGFR Amplifikation. Rotes Signal: EGFR. Griines Signal: Zentromersonde fiir
Chromosom 7. DNA-Farbung durch DAPI (blau). Rote Signale weisen ,,Clusterbildung® -
Genamplifikation auf.

EGFR EGFR
Amplifikation Amplifikation p-Wert
(n) (“o)
auswertbar n=221 6 2,7
Tumorstadium ol 0 0 0,0042
pT2 mind. 6 5,3
Gl 0 0
Tumorgrad G2 1 1,3 0,5694
G3 5 3,5

Tabelle 3: Korrelation zwischen EGFR-Amplifikation und pathologischen Parametern.

3.2.3 Cyclin D1

Insgesamt 17,1% (n=43) der Tumoren zeigten eine Cyclin D1-Amplifikation (Abb. 10).
Cyclin DI-Amplifikation konnten vermehrt in hoheren Tumorstadien und in
hohergradigen Tumoren nachgewiesen werden, wobei diese Korrelation keine

statistische Signifikanz erreichten.
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Abbildung 10: Cyclin D1 Amplifikation. Rotes Signal: Cyclin D1. Griines Signal: Zentromersonde fiir
Chromosom 11. DNA-Farbung durch DAPI (blau). Rote Signale weisen ,,Clusterbildung” -
Genamplifikation auf.

Cyclin D1 Cyclin D1
Amplifikation Amplifikation p-Wert
(n) (“o)
auswertbar n=251 43 17,1
pT1 16 13,1
Tumorstadium 0,0987
pT2 mind. 27 20,9
Gl 0 0
Tumorgrad G2 13 15,3 0,7011
G3 30 18,2

Tabelle 4: Korrelation zwischen Cyclin D1-Amplifikation und pathologischen Parametern.

3.3 Auswertung der Heterogenitdts-TMAs

Ein Tumor wurde nur in die Heterogenititsanalyse eingeschlossen, wenn mindestens 3

von 6 spots auswertbar waren.
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3.3.1 HER2
Insgesamt waren bei 80 (82,5%) Tumoren mindestens 3 spots auswertbar. Davon
wiesen 11 (13,8%) eine HER2-Amplifikation auf, die in 5 (45,5%) Féllen homogen und

6 (54,5%) heterogen ausfiel (Abbildung 11).

Heterogene HER2-Amplifikation
(n=6)

Homogene HER2-Amplifikation -
(n=5)

Abbildung 11: HER2-Heterogenitit

3.3.2 EGFR

Insgesamt waren bei 83 (85,6%) Tumoren mindestens 3 spots auswertbar. Davon
wiesen 2 (2,4%) eine EGFR-Amplifikation auf, die in einem Fall homogen und in

einem Fall heterogen ausfiel (Abbildung 12).
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Homogene EGFR-Amplifikation Heterogene EGFR-Amplifikation
(n=1) (n=1)

Abbildung 12: EGFR-Heterogenitit

3.3.3 Cyclin D1

Insgesamt waren bei 87 (89,7%) Tumoren mindestens 3 spots auswertbar. Davon
wiesen 23 (26,4%) eine Cyclin D1-Amplifikation auf, die in 15 (65,2%) Féllen

homogen und in 8 (34,8%) Fallen heterogen ausfiel (Abbildung 13).

Heterogene Cyclin D1-Amplifikation
(n=8)

Homogene Cyclin D1-Amplifikation
(n=15)

Abbildung 13: Cyclin D1-Heterogenitét
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4. Diskussion

Das invasive Harnblasenkarzinom gehdrt mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 40% zu
den Tumoren mit einer besonders schlechten Prognose. Trotz zahlreicher Studien gibt es
bislang keine vielversprechende neuartige Therapie, die die Prognose deutlich
verbessert.

In dieser Studie wurde die TMA-Methode zur Untersuchung der Heterogenitdt von drei
potentiellen therapeutischen Zielgenen (HER2, EGFR, Cyclin DI1) beim
Urothelkarzinom der Harnblase verwendet. Um Alterationen dieser Gene nachzuweisen,
wurde die Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH) angewandt. Diese Methode
erlaubt bei gleichzeitiger Hybridisierung mit einer Zentromersonde, die das Chromosom
markiert auf dem das zu untersuchende Gen sich befindet, numerische Aberrationen zu
erfassen. Da diese Methode das Gen spezifisch markiert und durch die gleichzeitige
Markierung des Zentromers nicht nur eine Ploidie- sondern auch Positivkontrolle
vorhanden ist, ist die Fehleranfilligkeit hier viel kleiner als bei der Immunhistochemie.
Bei der Immuhistochemie spielen eine Vielzahl an Faktoren, wie Fixationszeit, Alter
der Gewebeschnitte, Vorbehandlung etc., eine entscheidende Rolle (Mirlacher et al.,
2004). Dies spiegelt sich auch in der Spannbreite der bereits publizierten
Immunbhistologie-Daten im Vergleich zu FISH-Daten wieder. Fiir HER2 liegen die
Expressionsdaten, die mittels Immunhistologie erhoben worden beim Urothelkarzinom
zwischen 40% und 75% (Gandour-Edwards et al., 2002, Kruger et al., 2002, Wulfing et
al., 2005), die FISH-Daten liegen dagegen nur zwischen 5% und 16% (Tapia et al.,
2007, Underwood et al., 1995, Lae et al., 2010). Dies lasst sich auch bei EGFR- und
Cyclin DI1-Daten beobachten. EGFR wird in 30-74% der Urothelkarzinome
iiberexprimiert und in 3-5% der Félle amplifiziert gefunden (Berger et al., 1987, Chow
et al., 1993, Gorgoulis et al., 1995, Lipponen and Eskelinen, 1994, Nguyen et al., 1994,
Sauter et al., 1994, Wright et al., 1991, Chaux et al., 2012). Cyclin D1 wird in 30-70%
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der Fille iiberexprimiert (Moonen et al., 2001, Suwa et al., 1998, Takagi et al., 2000,
Wagner et al., 1999) und in 10-20% amplifiziert (Bringuier et al., 1996, Proctor et al.,
1991, Sauter et al., 1993, Schraml et al., 1999) gefunden. Unsere Resultate liegen im
Rahmen der bereits publizierten Daten. In unserer Studie wurden in beiden TMAs
insgesamt bei 9,9% der Fille einer HER2-Amplifikation, in 2,6% eine EGFR-
Amplifikation und in 19,5% eine Cyclin D1-Amplifikation nachgewiesen.

Das TMA-Verfahren erlaubt die gleichzeitige Untersuchung von Hunderten von
Gewebeproben auf einem einzigen Objekttriger (Bubendorf et al., 2001). Das Verfahren
hat aber den Nachteil, dass pro Tumor nur sehr geringe Gewebemengen untersucht
werden (jeweils ein Gewebefragment mit einem Durchmesser von 0,6 mm). Aufgrund
dieser Tatsache wird immer wieder in der Literatur diskutiert, ob zum einem TMAs
geeignet sind fiir den Nachweis zwischen molekularen Verdnderungen und
Tumorphénotyp oder Prognose und ob diese Methode die Heterogenitit des Tumors
vernachléssigt.

Zahlreiche Studien mit groBen Tumorkollektiven haben jedoch etablierte
Zusammenhinge zwischen molekularen Parametern und klinischen bzw. pathologischen
Parametern bestitigen konnen. Beim Mammakarzinom konnte beispielsweise die
Beziehung zwischen Amplifikationen von HER2 , Cyclin D1, Myc mit Tumorphénotyp
oder Prognose (Al-Kuraya et al., 2004) bestitigt werden. Auch bei Nierenkarzinomen
konnten Beziehungen zwischen Vimentin-Expression und Prognose (Moch et al., 1999),
bei Harnblasenkarzinomen Beziehungen zwischen Tumorzellproliferation (Ki67-
Labeling-Index), p53-Status und Differenzierungsgrad und Prognose am TMA bestétigt
werden (Nocito et al., 2001, Moch et al., 1993).

Um die Heterogenitét eines Tumors zu beriicksichtigen wurde in verschiedenen Studien
vorgeschlagen, dass nicht nur eine Stanze pro Tumorblock, sondern mehrere Stanzen

pro Tumorblock entnommen werden (Rubin et al., 2002, Kristiansen et al., 2008).
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Obwohl mehrere Stanzen pro Tumorblock die Konkordanz zwischen TMA-Resultat und
dem korrespondierenden Grosschnitt erhoht (Rubin et al., 2002), wird dadurch die
potentielle Heterogenitit nur unzureichend dargestellt. In dieser Arbeit konnten wir
feststellen, dass der prozentuale Anteil der Amplifikationen bei Untersuchung von
mehreren Gewebespots im Heterogenitits-TMA hoher war als im Privalenz-TMA.
HER2-Amplifikationen wurden in 8,4% der Félle im Privalenz-TMA und in 13,8% der
Félle im Heterogenitits-TMA nachgewiesen. Cyclin D1-Amplifikationen wurden in
17,1% der Fille im Pridvalenz-TMA und in 26,4% der Fille im Heterogenitits-TMA
gefunden. Bei EGFR-Amplifikationen, die ohnehin sehr selten sind, war kein
Unterschied festzustellen. Der Privalenz-TMA besteht jedoch im Gegensatz zum
Heterogenitéits-TMA, bei dem nur Tumoren des Stadiums pT2-4 verwendet wurden, zur
Hélfte aus Tumoren des Stadiums pTl und zur anderen Hilfte aus Tumoren des
Stadium pT2-4. Wenn man die pT2-4 Tumoren im Priavalenz-TMA getrennt analysiert
ist der Unterschied nicht mehr so deutlich (HER2: 10,6%; Cyclin D1: 20,9%).

Im Institut fiir Pathologie des UKE wurde ein neue TMA-Plattform entwickelt, um die
Heterogenitéit von molekularen Markern darzustellen und zu quantifizieren. Bei genauer
Entnahmelokalisation kann damit auch zwischen intra- (innerhalb eines Tumorknotens)
oder interfokaler Heterogenitit (zwischen verschiedenen multifokalen Tumorknoten)
eines molekularen Markers unterschieden werden. Das AusmaBl der Heterogenitét
erlaubt zum einen eine Aussage liber den potentiell zu erwartenden Erfolg einer Gen-
spezifischen Therapie (,,targeted therapy*) und kann zum anderen Aufschluss iiber den
Entstehungszeitpunkt einer molekularen Verdnderung geben. FEin geringer
Heterogenitétsgrad spricht eher fiir ein frithes Ereignis und ein hoher Grad fiir ein
spiteres Ereignis. Im Gegensatz zum Prostatakarzinom, fiir den ebenfalls ein
Heterogenitits-TMA im Institut fiir Pathologie, UKE hergestellt wurde (Minner et al.,

2013), ist beim Urothelkarzinom der Harnblase, eine dreidimensionale Zuordnung der
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Tumorgewebestiicke nicht moglich, da die Tumoren hiufig mittels der transurethralen
Resektion (TUR) in vielen kleinen Einzelstiicken abgetragen wurden. Im Fall einer
Zystektomie ist wiederum die vollstindige Einbettung des Tumors im Gegensatz zum
Prostatakarzinom fiir die Stadiumeinteilung nicht notwendig und wird somit nicht
regelhaft durchgefiihrt. In dieser Studie wurde liberwiegend TUR-Material verwendet
und pro Fall aus jeweils 6 unterschiedlichen Gewebestlicken eine Stanze entnommen,
um eine potentielle Tumorheterogenitét fiir einen molekularen Marker zu untersuchen.

Tumorheterogenitit ist eine wichtige und potentielle Limitation fiir eine Gen-spezifische
Therapie. Ein Patient, der fiir ein bestimmtes Zielgen ,positiv¢ getestet wurde,
entwickelt moglicherweise eine Resistenz gegen die gezielte Therapie, wenn eine
Subpopulation des Tumors, welche keine Alteration des Zielgens aufweist, durch die
Therapie einen Selektionsvorteil erreicht. Trotz der Bedeutsamkeit von
Tumorheterogenitdt ist die Anzahl der Heterogenitdtsstudien von therapeutischen
Zielgenen relativ klein. Studien iiber die Wirksamkeit von Tyrosinkinaseinhibitoren
sind fiir das Harnblasenkarzinom relativ selten und meistens auf kleine Fallzahlen
beschrinkt. Es bestehen jedoch Anhaltspunkte, dass Anti-HER2- bzw. Anti-EGFR-
Therapien zumindest in einigen Féllen beim Urothelkarzinom erfolgreich sein konnten
(Peyromaure et al., 2005, Baselga et al., 2000). Trastuzumab, ein monoklonaler Anti-
HER2-Antikorper ist bei HER 2-positiven Mammakarzinomen (Dahabreh et al., 2008)
(Slamon et al., 2001) (Bang et al., 2010) und bei HER 2-positiven Magenkarzinomen
heute das Therapeutikum der Wahl. Urothelkarzinome gehdren neben den
Mammakarzinomen zu den am hdufigsten HER 2-amplifizierten malignen Tumoren.
Klinische Studien zur Anwendung von Trastuzumab beim Harnblasenkarzinom haben
zwar in Kombination mit anderen Chemotherapeutika in einzelnen Phase 2-Studien
erfolgversprechende Ergebnisse gezeigt (Hussain et al.,, 2007), insgesamt sind die

Resultate jedoch eher enttduschend, so dass Trastuzumab bislang noch nicht in Phase 3-
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Studien untersucht wurde. Einer der Griinde fiir die enttduschenden Resultate konnte die
Heterogenitit von HER2-Amplifikationen darstellen. In unserer Studie wiesen 9,9% der
Urothelkarzinome eine HER2-Amplifikation auf. HER2-Amplifikationen wurden
vermehrt, jedoch statistisch nicht signifikant in hoheren Tumorstadien (p=0,2419) und
ausschlieBlich in G3-Tumoren (p=0,0005) gefunden. Nur in knapp der Hélfte der Fille
erwies sich die HER2-Amplifikation als homogen, das heil3t, dass eine Amplifikation in
allen untersuchten Gewebeproben nachweisbar war. In einer grolen Studie von Lae et
al. wurden insgesamt 1005 Urothelkarzinome mittels Immunhistologie und FISH
untersucht. Dabei wurde in 5,1% der Tumoren eine HER2 Amplifikation gefunden,
wobei in 35% der Fille sowohl mittels Immunhistologie als auch mit FISH eine
Heterogenitdt nachgewiesen wurde. Untersuchungen beim Mamma- und
Magenkarzinom zeigen im Gegensatz dazu eine hohe Homogenitit von HER2-
Amplifikationen innerhalb eines Tumors (Marx et al., 2009, Simon et al., 2001). Eine
weitere Ursache fiir das Versagen der Trastuzumab-Therapie diirfte die
Patientenselektion darstellen, die in einer Vielzahl der Studien immunhistochemisch
und nicht mittels Amplifikationsnachweis erfolgte, obwohl das Vorliegen einer HER 2-
Genamplifikation der beste pridiktive Faktor fiir eine Trastuzumab-Wirksamkeit ist
(Sauter et al., 2009). Da eine HER 2-Uberexpression in 40-75% der Urothelkarzinome
beschrieben wird (Gandour-Edwards et al., 2002, Kruger et al., 2002, Wulfing et al.,
2005) ist davon auszugehen, dass in mehreren Therapiestudien auch nicht HER 2-
amplifizierte Tumoren zur Behandlung gelangten. Es ist zudem bekannt, dass
unterschiedliche Fixierung, insbesondere die Ethanolfixierung und unterschiedliche
Proteindemaskierungen zu falsch-positiven immunhistologischen Ergebnissen fiihren
konnen (Sauter et al., 2009).

Eine EGFR-Amplifikation konnten wir nur in 8 von 304 Tumoren detektieren. EGFR-

Amplifikationen wurden ausschlieBlich in Tumoren des Stadiums pT2-4 (p=0,0042) und
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vermehrt, jedoch statistisch nicht signifikant, in Tumoren mit einem hoéheren Grad
gefunden (p=0,5694). Nur in einem von 2 Fillen auf dem Heterogenitdts-TMA war die
Amplifikation homogen nachweisbar. Im Institut fiir Pathologie des UKE konnte beim
Bronchialkarzinom mittels eines Heterogenitits-TMAs mit insgesamt 144 Tumoren in
der Hiélfte der Fille ebenfalls eine intratumorale EGFR-Heterogenitét detektiert werden
(Grob et al., 2013). Studien beziiglich EGFR-Inhibition beim Harnblasenkarzinom
wurden fast ausschlieBlich an Zelllinien durchgefiihrt. Dabei konnte jedoch in einigen
dieser Studien gezeigt werden, dass die Zellproliferation durch Gefitnib (ein EGFR-
Inhibitor) blockiert wird (Dominguez-Escrig et al., 2004, Shrader et al., 2007). Die
molekularen Voraussetzungen filir eine erfolgreiche Anti-EGFR-Therapie beim
Harnblasenkarzinom sind somit zumindest teilweise gegeben, wobei Ergebnisse
aktueller klinischer Studien noch ausstehen (zusammengefasst in (Vishnu et al., 2011)).
Beim Bronchialkarzinom ist insbesondere eine EGFR-Mutation mit einem Ansprechen
auf Anti-EGFR-Inhibitoren assoziiert. Derartige EGFR-Mutationen insbesondere in
Exon 19 und 21 wurden im Harnblasenkarzinom bislang nicht gefunden (Chaux et al.,
2012, Blehm et al., 2006).

Cyclin D1-Amplifikationen konnte in insgesamt 19,5% der Tumoren nachgewiesen
werden. Ein gehduftes Auftreten konnte mit héheren Tumorstadium (p=0,0987) und
Tumorgrad (p=0,7011) beobachtet werden konnte, wobei diese Korrelationen keine
statistische Signifikanz erreichten. 65,2% der Cyclin DI1-Amplifikationen fielen
homogen aus. Die hohere Homogenitdt von Cyclin D1 im Vergleich zu HER2 und
EGFR konnte dafiir sprechen, dass Cyclin D1-Alterationen ein frithes Geschehen in der
Tumorgenese des Harnblasenkarzinoms sind. In einer Studie zu Cyclin-D1
Amplifikationen beim Mammakarzinom wurde in allen Féllen (n=8) eine intratumorale
Heterogenitit detektiert (Glockner et al., 2002). Cyclin D1 spielt nicht nur als

potentielles Therapieziel eine wichtige Rolle (Fry et al., 2001, Kim et al., 2011),
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sondern wird zusammen mit anderen Zellzyklusproteinen im Rahmen einer potentieller
Resistenzentwicklung gegen Trastuzumab (Anti-HER2-Therapie) diskutiert (Nahta and
Esteva, 2006). Trastuzumab therapierte Zellen werden in der G1-Phase gehemmt mit
der Folge einer Reduktion der Zellproliferation. Diese Zellzyklusblockade wird durch
eine reduzierte Expression verschiedener Proteine, einschlieBlich Cyclin D1 begleitet
(Lane et al., 2000).

Das Harnblasenkarzinom ist ein genetisch instabiler Tumor, der eine Vielzahl von
Genverdnderungen aufweist. Auch in unserer Studie konnten wir zeigen, dass zwei der
untersuchten Gene, HER2 und Cyclin DI, auch im Vergleich zu anderen Tumoren
héufig amplifiziert sind (Tapia et al., 2007, Donnellan and Chetty, 1998). Obwohl wir
mit unserem Heterogenitits-TMA insgesamt nur einen kleinen Teil des Tumors
untersucht haben (mindestens 3 spots mit 0,6mm Durchmesser), konnten wir bei ca. der
Halfte aller Félle fiir die drei untersuchten Zielgene eine Heterogenitéit aufweisen. Das
Ergebnis zeigt, dass Heterogenitit von HER2, EGFR und Cyclin D1 keine Ausnahme,
sondern eher die Regel darstellt und impliziert, dass vor einer potentiellen Therapie
mehrere Anteile des Tumors untersucht werden sollten, um ein Therapieversagen zu

vermeiden.
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5. Zusammenfassung

HER2, EGFR und Cyclin D1 sind potentielle Ziele in der Therapie des
Harnblasenkarzinoms. Eine wichtige Vorraussetzung an ein solches Therapieziel ist,
dass die genetische Verdnderung im gesamten Tumor homogen vorhanden ist,
andernfalls wiirde nur ein Subklon des Tumors therapiert werden. In dieser Arbeit
wurden Privalenz und Heterogenitit von HER2-, EGFR- und Cyclin DI-
Amplifikationen mittels der Fluoreszenz in-situ Hybridsierung an insgesamt 302
Urothelkarzinomen der Harnblase mit zwei unterschiedlichen Gewebemicroarray
(TMA), einem Pravalenz-TMA und einem Heterogenitéts-TMA untersucht. HER2-
Amplifikationen wurden in 9,9%, EGFR-Amplifikationen in 2,6% und Cyclin D1-
Amplifikationen in 19,5% der Tumoren gefunden. Ein gehéuftes Auftreten von HER2-,
EGFR- und Cyclin D1-Amplifikationen wurden in Tumoren mit héheren Tumorstadium
und Tumorgrad gefunden, wobei diese Korrelation sich nicht immer als statistisch
signifikant erwies. Fiir alle drei Gene wurde ein hohes Mal} an Heterogenitét festgestellt
- HER2: 54,5%, EGFR: 50% und Cyclin D1: 34,8%. Das Ergebnis zeigt, dass
Heterogenitdt von HER2, EGFR und Cyclin D1 keine Ausnahme, sondern eher die
Regel darstellt. Dies konnte mdglicherweise einer der Ursachen fiir die eher
enttduschenden Resultate klinischer Studien mit Anti-HER2-Medikamenten
(Trastuzumab) darstellen. Vor einer potentiellen Gen-spezifischen Therapie gegen
HER2, EGFR und Cyclin D1 beim Urothelkarzinom sollte demzufolge mehrere Anteile

des Tumors untersucht werden, um ein Therapieversagen zu vermeiden.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

ATP:
BCG:

CCND1:

CDK:
COX:
CT:
DAPI:
DGU:
DNA:
EGFR:
FGFR3:
FISH:
HE:
HER 2:

M-VAC:

min:
MRT:
pRb:
Rb:
RTK:
SSC:
TMA:
TNM:
TP53:
TUR-B:
WHO:

Adenosintriphosphat

Bacillus Calmette-Guérin

Cyclin D1

Cyclin-abhingige Kinase
Cyclooxygenase

Computertomographie
4’,6’-Diaminodino-2-Phenylindole
Deutsche Gesellschatft fiir Urologie
Desoxyribonukleinsdure

epidermal growth factor receptor
fibroblast growth factor receptor 3
Fluoreszenz in-situ Hybridisierung
Hiamatoxylin-Eosin

human epidermal growth factor receptor 2
Methotrexat, Vinblastin, Doxorubicin (=Adriamycin), Cisplatin
Minute

Magnetresonanztomographie
Retinoblastom-Tumor-Suppressor-Protein
Retinoblastom

Rezeptortyrosinkinase

Saline-sodium citrate buffer

tissue microarray

Tumor, Nodes, Metastases

tumor protein 53

Transurethrale Elektroresektion der Blase

World Health Organization
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