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Einleitung 1

1. Einleitung
1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Harnblasenkarzinom macht 2% der malignen Tumorerkrankungen aus (Garnick et al.
1983, S.93). Es ist der 5. hiufigste Tumor tiberhaupt, beim Mann gilt es nach Lungen-, Prosta-
ta- und Kolonkarzinom als der 4. hdufigste Tumor, bei der Frau als der 10. hdufigste (Haut-

mann et al. 2001, S.204). Zugleich ist es der zweithdufigste Tumor im Urogenitaltrakt.

Die Inzidenz, also die Zahl der Neuerkrankungen unterscheidet sich bei Mann und Frau der-
gestalt, daB3 ca. 30 neue Tumorerkrankungen pro 100000 ménnliche Einwohner auftreten, bei
Frauen hingegen 8 pro 100000 (Hautmann et al. 2001, §.204). Damit sind Minner mit einem
Verhiltnis von 3:1 betroffen. Betrachtet man die Altersabhédngigkeit, so ergibt sich eine Stei-
gerung der Inzidenz von 0,2/100 000 bei 20jdhrigen auf 200/100 000 bzw. 60/100 000 bei
80jdhrigen Ménnern bzw. Frauen und ein Altersgipfel in der fiinften bis siebten Lebensdeka-
de (Riibben 1998, S.85). Insgesamt treten in Deutschland ca. 16000 neue Félle auf. Tumorbe-

dingt versterben jedes Jahr in Deutschland ca. 5000 Patienten.

Die Atiologie des Harnblasenkarzinom ist gut erforscht. Ursichlich gilt das kanzerogene Po-
tential vieler chemischer Stoffe, oft aromatische Amine aus der Farbindustrie als gesichert.
Hierbei nimmt 2-Naphthylamin eine Schliisselrolle ein, da es auch fiir das zwischen zwei bis
sechsfach erhohte Erkrankungsrisiko von Zigarettenrauchern verantwortlich gemacht wird.
Ebenso gibt es einen gesicherten Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Blasentumoren
und bestimmten Medikamenten wie Chlornaphazin oder Phenacetin, aber auch Erkrankungen

wie Bilharziose und der Balkannephropathie.

1.2 Pathologie

In der Harnblase finden sich benigne und maligne Tumoren. Zu den hiufigen gutartigen Tu-
moren gehort das Papillom, das noch von unverdndertem Epithel bedeckt ist und in das Lu-

men hervorwéachst.

Teilt man die malignen Harnblasentumore histologisch ein, finden sich in iiber 90% Urothel-
karzinome, Plattenepithelkarzinome machen 3-5% aus. Adeno- bzw. undifferenzierte Karzi-
nome kommen in je 2-3% der Fille vor. Das Carcinoma in situ wird oft als Sonderform oder

gar eigene Tumorentitit (Block et al. 1998, S.4) betrachtet, da es eine schwerstgradige
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Dysplasie darstellt und, obwohl es die Lamina propria mucosae nicht iiberschreitet, eine grof3e

maligne Potenz beziiglich Progression und Infiltration besitzt.

Sekundére Tumoren in der Harnblase, verursacht durch Metastasierung oder durch Infiltration
ausgehend von Tumoren in benachbarten Organen sind sehr selten. Weiterhin sind Tumoren

nicht-epithelialen, mesenchymalen Ursprungs klassifiziert.

1.3 Histopathologische Klassifikation

Ein genaues Klassifizierungsschema hat die Union International Contre Le Cancer (UICC)

mit dem TNM-System geschaffen.

Das T-Stadium gibt {iber die GroB3e bzw. Infiltrationstiefe des Primirtumors Auskunft. Tabel-
le 1 zeigt die Systematik der Klassifikation nach dem T-Stadium.

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO kein Anhalt fur Primartumor

Tis Carcinoma in situ

Ta Nicht invasiver, papillarer Tumor

T1 Invasion der Basalmembran (Lamina propria)

T2 Infiltration der Blasenmuskulatur
T2a Infiltration der oberflachlichen Blasenmuskulatur (innere Halfte)
T2b Infiltration der tiefen Blasenmuskulatur (duRere Halfte)

T3 Infiltration des perivesikalen Fettgewebe
T3a mikroskopisch
T3b makroskopisch

T4 Infiltration von Prostata oder Uterus, Vagina, Becken oder Bauchwand
T4a Infiliration von Prostata, Uterus oder Vagina
T4b Infiltration von Becken oder Bauchwand

Tabelle 1

Ubersicht iiber die T-Stadien der TNM-Klassifikation
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Mit den Zusitzen p-, -is und m- wird eine genaue Bezeichnung beziiglich der genauen histo-
logischen Beurteilung, des zusdtzliche Auftretens eines Carcinoma in situ und eines multiplen

Tumors getroffen.

Der eventuelle Befall der Lymphknoten wird nach dem N-Stadium klassifiziert. Das wird in
der folgenden Tabelle (Tab. 2) dargestellt:

Nx Lymphknotenstatus unbekannt

NO keine Lymphknotenmetastasen

N1 Befall eines Lymphknotens <2cm

N2 Befall eines Lymphknotens von 2 bis 5cm oder mehrerer Lymphknoten <5cm
N3 Befall eines Lymphknotens >5¢cm

Tabelle 2

Ubersicht iiber den Lymphknoten-Status der TNM-Klassifikation

Das M-Stadium gibt Auskunft iiber das Vorhandensein von Fernmetastasen. Das Schema da-

zu wird in der folgenden Tabelle (Tab. 3) angeben.

Mx unbekannt

MO metastasenfrei
M1 Fernmetastasen
Tabelle 3

Ubersicht iiber den Fernmetastasen-Status der TNM-Klassifikation

Ein sehr wichtiger Beurteilungsfaktor ist das histopathologische Grading. Es beschreibt den
Differenzierungsgrad der Tumorzellen. Hier werden drei Grade unterschieden, in die die Be-
urteilung vieler Faktoren eingeht. Dazu gehort unter anderem eine erhdhte Zellzahl, Verdnde-
rungen der Kerngestalt, ein Verlust der Differenzierung von basalen hin zu oberfldchlichen
Zellschichten, Haufung von Mitosefiguren und Riesenzellen (Mostofi et al. 1973 nach Kor-
man 1997, §.257). Der Grad I beschreibt ein Gewebe, das noch weitgehend dem Ausgangs-
gewebe dhnelt, aber schon einen Schichtungsverlust aufweist. Die Kerne sind noch relativ
monomorph. Ein weitgehend anaplastischer, also stark entdifferenzierter Tumor wird mit dem
Grad III bezeichnet. Das Ausgangsgewebe ist nicht mehr zu erkennen und es liegt eine hoch-

gradige Kernpolymorphie vor, eine regelrechte Schichtung ist nicht mehr zu erkennen.
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Dazwischen ist die heterogene Gruppe der Grad I Tumore angesiedelt, die eine miBige Dif-

ferenzierung aufweisen.

Eine Einteilung in vier Schweregrade ist auch {iblich, wobei hier der vierte Grad einen sehr
stark entdifferenzierten Tumor beschreibt (Einteilung der WHO). Dieses Einteilungsschema

wird vom Pathologischen Institut der TU Miinchen verwendet.

1.4 Klinische Einteilung des Urothelkarzinoms

1.4.1 Oberflachliche Tumore

Bei 70% der Patienten wird beim Erstbefund ein oberfldchlicher Tumor festgestellt, wihrend
in 30% der Félle schon eine Infiltration der Muskulatur stattgefunden hat. Zu den oberflachli-
chen Tumoren werden Neoplasien gerechnet, die auf die Mucosa (Ta und Tis) oder auf die

Submucosa (T1) beschrédnkt sind.

Wihrend bei der Beurteilung der Prognose von muskelinvasiven Tumoren eine Einteilung in
verschiedene Klassen anhand der Differenzierungsgrade wegen der insgesamt schlechten
Prognose nicht moglich ist, ergibt sich ein signifikanter Unterschied in der Unterscheidung
zwischen mittelgradig differenzierten und entdifferenzierten oberflachlichen Tumoren (Riib-
ben et al. 1998, S.94). Es ergeben sich unterschiedliche Risiken fiir Rezidivierung, Progressi-

on und tumorbedingtes Versterben.

Korman gibt fiir oberflichliche Tumoren des Differenzierungsgrades II ein 10-Jahres-
Uberleben von 87% an, wohingegen nur 35% der Patienten mit einem Tumor des Differenzie-
rungsgrades III die 10 Jahre {iberleben (Korman et al. 1997, S.258). Ein &hnlicher Zusam-
menhang zeigt sich zwischen Differenzierungsgrad und einem mdglichen ProgreB3, also der
Ubergang in einen muskelinvasiven Tumor: bei 18-33% der Patienten mit Tumoren des Diffe-
renzierungsgrades II tritt ein Progrel} ein, hingegen bei 50-62% der Tumoren mit Differenzie-

rungsgrad III. Der Differenzierungsgrad ist ein sehr wichtiger Prognosefaktor.

Der zweite wichtige Prognosefaktor ist das T-Stadium. Die tumorspezifische Uberlebensrate
iiber 20 Jahre von 89% fiir Ta-Tumoren gibt eine vergleichsweise giinstige Prognose an, da
nur 30% der Patienten mit T1-Tumoren einen vergleichbaren Zeitraum tiberleben (Korman et
al. 1997, §.258 ). Auch fiir den Progref3 hin zu einem muskelinvasiven Tumor besteht ein sig-
nifikanter Unterschied von 0-4% bei Ta-Tumoren und 27-46% bei T1-Tumoren. Das Risiko
an einem Rezidiv zu erkranken sei fiir beide Tumorstadien &hnlich (Korman et al. 1997,

S.258).
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Als besonders aggressiv werden die Karzinome mit der Staging-Formel T1 G3 gesehen. Bei
diesen Tumoren besteht ein 50%iges Risiko fiir einen ProgreB3. Diese Gruppe von Tumoren
scheint sich eher wie ein invasiver Tumor zu verhalten, so dafl die Behandlung dieser Patien-

ten besonders sorgfiltig geplant werden sollte.

Das Carcinoma in situ (Cis) kommt in zwei Auspragungen vor: diffus oder fokal. Diese Un-
terscheidung ist zur Risikoabschétzung sehr sinnvoll, da nach Droller die Inzidenz fiir einen
Progrel3 von 8% fiir ein fokales Cis auf 78% fiir ein diffus auftretendes Cis steigt (Droller et
al. 1997, S. 249).

1.4.2 Muskelinvasive Tumore

Tumoren, die dem Stadium groBer gleich T2a zugewiesen werden, iiberschreiten die Lamina
propria mucosae und dringen in die Lamina muskularis vor. Als bester Prognosefaktor gilt
hier wie oben erwihnt nicht der Differenzierungsgrad oder das T-Stadium, sondern das Vor-
liegen von Lymphknotenmetastasen. Die Uberlebensraten sind fiir T2- und T3a-Tumoren in
Abwesenheit von Lymphknotenmetastasen gleich (Pressler et al. 1997, S.279). Bei vorhande-
nen Lymphknotenmetastasen besteht aber ein signifikanter Unterschied beziiglich der Uberle-
benszeit zwischen Urothelkarzinomen, die noch auf die Blase beschriankt sind (also T2), und
denjenigen, die extravesikal ausgedehnt sind. Eine Unterscheidung innerhalb dieser letzten

Gruppe ist aber aufgrund der gleichermalBen schlechten Prognose nicht unbedingt mdoglich.

1.5 Aspekte der molekularen Karzinogenese und molekularer

Prognosefaktoren

In den letzten 10 Jahren wurde eine Vielzahl moglicher molekularer Prognosefaktoren er-
forscht. Einer der Griinde liegt wohl darin, da3 der Wunsch besteht, nicht nur Aussagen iiber
das Uberleben von Patienten mit Tumorleiden anhand von statistischen Auswertungen zu tref-
fen, sondern Einblick in das Verhalten von Tumorzellen zu gewinnen. Damit wiirde nicht nur
ein Weg bestehen, die Prognose der Patienten ndher zu bestimmen, sondern auch, Patienten
zu identifizieren, deren Behandlung eine Modifikation klassischer Behandlungsstrategien be-

darf.

Andererseits konnten aus dem Wissen um neue molekulare Aspekte neuartige Therapiemdog-

lichkeiten erwachsen, die pharmakologisch oder gentherapeutisch in die verschiedenen Ebe-
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nen der Karzinogenese eingreifen. Die Transformation einer gesunden Zelle in eine maligne
Tumorzelle 1duft meist tiber einen Mechanismus, der mehrere Schritte beinhaltet (Modell der
»Mehrschrittkarzinogenese*). Dabei sind verschiedene Genklassen involviert. Es sind Zell-

zyklusgene, Onkogene, Tumorsuppressorgene und DNA-Reparaturgene betroffen (Brandau et

al. 2001, S.491-492).

Zwei Klassen sind besonders wichtig: (Proto-)onkogene und Tumorsuppressorgene. Die bei-
den untersuchten Genprodukte Bcl2 und Her2/neu zdhlen zu den von Onkogenen kodierten

Proteinen.

1.5.1 Onkogene

Bei Protoonkogenen handelt es sich um Gene, die eine physiologische Aufgabe besitzen: sie
kodieren fiir Proteine, die positiv regulierend auf Wachstum, Proliferation und Differenzie-
rung wirken (Grimm et al. 1998, S.806). Ihre Produkte sind unter anderem Wachstumsfakto-
ren, Wachstumsfaktorrezeptoren, Signaltransduktoren, Proteinkinasen oder Transkriptionsfak-
toren (Grimm et al. 1998, §.806). Diese Gene konnen durch somatische Mutation verandert
werden: eine Aktivierung des Protoonkogen zu einem Onkogen hat stattgefunden. So kann
eine Translokation oder Amplifikation der Gene, eine Punktmutation oder Insertion eines
stirkeren Promotors entweder zu veriinderten Genprodukten oder zu einer Uberproduktion
des unverdnderten Genprodukts fithren (Grimm et al. 1998, S.806). Jetzt kann der urspriing-
lich gewollte proliferationsfordernde Effekt zu einem unkontrollierten Wachstum und somit

zur Entstehung von Neoplasien fiihren.

Obwohl es sich hier zwar um einen generellen zelluldren Mechanismus handelt, findet sich oft
eine Assoziation von Onkogenen mit bestimmten Tumorentititen. So findet sich das c-myc-
Onkogen, das Zellproliferation und -differenzierung kontrolliert, hauptséchlich beim Burkitt-
Lymphom. Das c-abl/bcr-Gen, das als tyrosinspezifische Proteinkinase an der intrazelluldren
Signaliibertragung beteiligt ist, ist charakteristisch fiir die chronische myeloische Leukdmie
(CML) (Grimm et al. 1998, S.806). Die fiir das Harnblasenkarzinom wichtigsten Onkogene
sind die ras-Gen-Familie, in der Ha-ras die wichtigste Rolle spielt, und der epidermal growth
factor receptor (EGFR). Es findet sich zwar eine Uberexpression im neoplastischen Gewebe,
ein positiver prognostischer Wert konnte aber noch nicht bewiesen werden (Brandau et al.

2001, 5.492).
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1.5.2 Das Protoonkogen Bcl2

Das Bcl2-Gen befindet sich auf dem Chromosom 18921 und kodiert fiir ein Protein von
25kDa, das Bcl2-Onkoprotein, kurz Bcel2 genannt wird. Im Folgenden ist mit Bcl2 das Pro-

dukt, nicht aber das Gen gemeint.

1984 wurde eine Uberexpression von Bcl2 bei pri-B-Zell-Leukiimien gefunden. Ca. 85% der
follikuldren Lymphome und ca. 20% der diffusen B-Zell-Lymphome (Korsmeyer et al. 1992,
S.879) weisen diesen Befund auf, der mit einer t(14;18) Translokation des Bcl2-Gens assozi-

iert. Bcl2 ist eine Abkiirzung fiir ,,B-Zell-Lymphom/Leukédmie-2 Gen*“.

Bcl2 gehort zu einer Gruppe der Onkogene, die als Regulatoren des Zelltodes, der Apoptose
gelten. Eine strukturelle Verwandtschaft und gleichzeitig eine intensive gemeinsame Interak-
tion mit anderen, strukturell dhnlichen Genprodukten hat den Namen der Bcl2-Familie ge-
pragt.

Diese Familie teilt sich in zwei Untergruppen: es gibt Apoptoseantagonisten wie Bcl2, Bcl-
Xi, Bcl-w und Apoptoseagonisten wie Bax, Bak, Bcl-Xg, Bad, Bid. Diese Familie wird als die
,biologisch wichtigste Klasse von Apoptoseregulatoren® (Kroemer et al. 1997, S.614) gese-
hen. Dabei befinden sich die beiden Untergruppen in gesunden Zellen in fein reguliertem
Gleichgewicht. Dieses Gleichgewicht entscheidet, ob eine Zelle auf einen potentiell todlichen
Stimulus (ausgeldst z.B. durch chemische Noxen, Zelltraumen, aber auch durch intra- oder

interzelluldre Induktion) mit der Einleitung des programmierten Zelltodes reagiert oder nicht.
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In der folgenden Abbildung (Abb.1) ist dieses Gleichgewicht schematisch wiedergegeben.

Todlicher Stimulus

Antiapoptotisch¢

Bcl2 Proapoptotisch
Bax

Programmierter
Zelltod

Caspase- Mitondrien-
abhanig abhanig

Abbildung 1

Schema des proapoptotischem und antiapoptotischem Gleichgewicht bedingt durch die Bcl2-Familie

SchlieBlich kann der Zelltod durch zwei verschiedene, aber miteinander interagierende Me-
chanismen eingeleitet werden: durch eine Mitochondrienfehlfunktion und die Caspase-
vermittelte Apoptose. Dabei zeigen die Mitochondrien eine Anderung des Membranpotenti-
als, eine Produktion reaktiver Sauerstoffradikale, eine Anderung der Permeabilitit und eine
Bildung von Cytochrom C. Dieses aktiviert Apaf-1, das den Ablauf der Caspase-
Reaktionskette initiiert und somit das Verbindungsmolekiil zwischen beiden Mechanismen
darstellt. Die aktivierten Caspasen bestehen aus zwei kleinen (p12) und zwei groBen (p17)
Untereinheiten, die ihrerseits Molekiile (wie PARP) freisetzen, die den Zelltod schlieBlich
bewirken (Gross et al., 1999, S. 1900).

Auch die Verteilung der pro- und antiapoptotischen Untergruppen auf die zelluldren Kompar-
timente ist unterschiedlich. Die antiapoptotischen Proteine wie Bcl2 sind integrale Membran-
proteine, die sich hauptsidchlich in Membranen der Mitochondrien, aber auch des Endoplas-

matischen Retikulums und des Zellkerns befinden (Gross et al. 1999, S.1899). Die anderen
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Familienmitglieder finden sich in freier Form im Zytoplasma oder Zytoskelett, so dal3 sie das
Auftreten von apoptose-fordernden Stimuli iiberwachen konnen. Treffen solche Reize auf
eine Zelle werden bestimmte Regionen in proapoptotischen Proteinen phosphoryliert, so daf3
sie jetzt die Moglichkeit haben, mit anderen Molekiilen Homo- oder Heterodimere zu bilden.
Hunter beschreibt eine der vielen Mdglichkeiten, bei der Bax mit Bcl2 dimerisiert und damit
Bcl2 an seiner antiapoptotischen Aktivitit hindert. Dadurch wird der Zelltod eingeleitet. Die-
ser kann durch mehrere, auch parallel ablaufende Mechanismen ausgefiihrt werden: es wird
vermutet, dal diese neu geformten Dimere direkten Effekt auf die Membran ausiiben. Sie
konnen entweder selber Kanile in der Mitochondrienmembran formen oder die sogenannten
,permeability transition pores* (PTP) induzieren. Es folgt jeweils ein verdndertes Membran-
potential und ein Entweichen von reaktiven Stoffen wie Cytochrom C, das wiederum einen
zweiten ausfilhrenden Mechanismus, die Caspase-Kaskade anstoft (Gross et al. 1999,
S.1905). Die morphologisch nachvollziehbare Folge ist ein Schwellen der Mitochondrien,
eine Verdichtung des Chromatins und des Zytoplasmas bis zu deren Zerfall und Bildung der
sogenannten Apoptosekorperchen, die schlielich von Gewebsmakrophagen oder angrenzen-

den Zellen aufgenommen werden.

Liegt aber eine Uberexpression von Bcl2 oder Bel-X; vor, konnen diese Effekte nicht oder
nur in geringerem Masse ablaufen (Gross et al. 1999, S.1903). Eine Vielzahl von Mechanis-
men werden dafiir verantwortlich gemacht. In einem Review von Kroemer werden Effekte auf
die Zellmembran, das Redoxpotential, auf Proteasen, interzelluldre Ionen und auf die Mito-
chondrien aufgefiihrt (Kroemer et al. 1997, S.617). Aus Versuchen in zellfreien Systemen
kann gefolgert werden, da3 Bcl2 ein Freiwerden von apoptose-fordernden Proteinen aus den

Mitochondrien verhindert (Kroemer et al. 1997, S.618).

So wird schlieBlich auf Grund dieser Annahmen eine Uberexpression von Bel2 in einen Zu-
sammenhang mit dem Entstehen von Neoplasien gebracht, da diese Zellen einem natiirlichen

Zelltod entgehen und ungehindert proliferieren konnen.
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1.5.3 Das Onkogen Her2/neu

Wie auch Bcel2 gehort Her2/neu zu einer Familie von untereinander strukturell sehr dhnlichen
Rezeptoren. Dazu gehoren drei weitere Rezeptoren, die Herl, Her3 und Her4 genannt werden.
Diese Rezeptoren wurden unabhingig in verschiedenen Laboratorien entdeckt, so dafl mehre-
re Namen fiir diese Familie vorhanden sind: zuerst wurden sie in Neuroglioblastom-Tumoren
von Ratten entdeckt und wurden daher ,,neu” genannt. Andererseits wurde eine enge Ver-
wandtschaft mit dem epidermal growth factor receptor (EGFR, entspricht Her1), dessen kor-
respondierendes Gen als c-erbB bekannt war, gefunden, so dal der Name c-erbB-2 geprigt
wurde. Das Her2 steht fiir ,,human EGF receptor. Die Kombination Her2/neu ist sehr ge-

brauchlich (DiGiovanni et al. 1999, S.1).

Her2/neu gehért auch zu den Onkogenen. Liegt eine Uberexpression vor, fiihrt es aber nicht
wie Bcl2 tiber eine Hemmung der Apoptose zu einer moglichen Entartung von Zellen, son-
dern es stellt einen Proliferationsreiz flir viele Zellen da. Besonders kritisch sei das fiir Epi-

thelzellen (Klapper et al. 2000, S.42).

Dafiir miissen aber mehrere Voraussetzungen erfiillt sein: zuallererst miissen Wachstumsfak-
toren, die an diese Rezeptorfamilien binden konnen, vorhanden sein. Dazu gehdrt der ,,epi-
dermal growth factor” (EGF), transforming growth factor alpha (TGF-a), Amphiregulin (AR)
und circa 30 weitere EGF-dhnliche Substanzen, die autokrin oder von umliegenden Stroma-
zellen sezerniert werden. Fiir Her2/neu wurde noch kein spezifischer Ligand identifiziert, es
fungiert eher als Corezeptor mit geringer Affinitdt und grofler Spezifitit. Die wichtigste Vor-
aussetzung ist das Dimerisieren der einzelnen Familienmitglieder, wobei Her2/neu der belieb-
teste Partner ist. Bilden sich liganden-induzierte Heterodimere aus Her2/neu und einem ande-
ren Familienmitglied wird im Gegensatz zu anderen Kombinationen eine sehr grof3e Verstér-
kung des mitogenen, also wachstumsfordernden Signals bewirkt. Als einer der Griinde dafiir
wurde gefunden, daB3 Heterodimere mit Beteiligung von Her2/neu in geringerem Masse einer

Endozytose unterliegen.

Klinische Bedeutung als Prognosefaktor hat Her2 vor allem beim Mammakarzinom erlangt.
Wihrend Her2/neu bei Brustkrebspatientinnen ein statistisch signifikant geringeres Uberleben
belegt, bewirkt die alleinige Uberexpression von Her3 kein geringeres Uberleben (DiGiovanni

etal.1999, S.1).

Das die Zellproliferation fordernde Potential von Her2/neu kommt nicht durch ein verdnder-
tes, aggressiveres Protein zustande. Es wurde zwar eine aktivierende Punktmutation in Glio-

blastomen von Ratten festgestellt, diese konnte aber beim Menschen nicht nachgewiesen wer-
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den (Singleton et al. 1992, S.1146). Hier scheint lediglich die Zahl der Genkopien fiir
Her2/neu erhoht, was eine erhdhte Expression des Her2/neu-Protein bewirkt. Ersteres kann
durch den Nachweis erhohter m-RNA-Mengen im Northern Blot belegt werden, das Protein
kann wie in der vorliegenden Arbeit durch die immunhistochemische Farbung nachgewiesen

werden.

1.6 Fragestellung

Obwohl zahlreiche Untersuchungen zur Wertigkeit molekularer Prognosefaktoren bei huma-
nen Tumoren vorliegen, ist die Datenlage verwirrend und nur wenige einzelne Prognosefakto-

ren haben sich als verwertbar erwiesen.
Dies gilt auch fiir die beiden Prognosefaktoren Bcl2 und Her2/neu.

Ebenso scheint bei verschiedenen Tumorentitdten Uneinigkeit iiber die Aussagekraft der je-
weiligen molekularen Prognosefaktoren zu herrschen. So gilt die nachgewiesene Uberexpres-
sion des Bcl2-Onkoproteins bei Brustkrebspatientinnen als Zeichen einer giinstigen Uberle-
benschance (Joensuu et al. 1994, S.1191), in vielen anderen Tumoren aber als prognostisch

ungiinstiges Zeichen (Desoize et al. 1994, S.2291).

Es konnen also einerseits an anderen Tumoren gewonnene Erkenntnisse nicht auf das Harn-
blasenkarzinom iibertragen werden, andererseits ist die Datenlage {iber die beiden molekula-

ren Prognosefaktoren Bcl2 und Her2/neu auch beim Harnblasenkarzinom sehr uneinheitlich.

Eine abschliefende Aussage zu prognostischem oder pradiktivem Wert dieser beiden Onko-

gene konnte beim Harnblasenkarzinom noch nicht getroffen werden.

Aus diesem Grunde wurden in der vorliegenden Arbeit die beiden Prognosefaktoren Bcl2 und
Her2/neu an demselben Patientenkollektiv beziiglich ihrer prognostischen Bedeutung unter-

sucht, um dann deren Wertigkeit einzeln und in Kombination zu evaluieren.

Zu diesem Zweck wurde die allgemein anerkannte und auch im Routinebetrieb eingesetzte
Methode der Immunhistochemie eingesetzt, um eine Uberexpression beider molekularer Mar-

ker nachzuweisen.
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten und Material

In die Untersuchung der Expression von Bcl2-Onkoprotein und Her2/neu-Onkoprotein wur-
den insgesamt 201 Patienten einbezogen, wobei fiir die Farbung von Her2/neu nur 163 Patien-

ten zur Verfligung standen, da nicht mehr geniigend Tumorgewebe vorhanden war.

Diese waren zwischen 24 und 90 Jahren alt und waren alle an einem Urothelkarzinom er-
krankt. Sie wurden zwischen Februar 1990 und Dezember 1998 im Klinikum Rechts der Isar
in Miinchen operiert und anschlieBend meist von niedergelassenen Urologen oder der Urolo-
gie im Klinikum Rechts der Isar betreut. Der durchschnittliche Nachsorgezeitraum betriagt 41
Monate (zwischen 4 und 102 Monaten). Das Patientenkollektiv besteht aus 144 Ménnern und
57 Frauen bzw. fiir die Her2/neu-Farbung 116 Méinnern und 47 Frauen, das Durchschnittsalter

liegt bei 68 Jahren (zwischen 24 und 90 Jahren).

Dabei wiesen 79 der Patienten, deren Tumoren Bcl2 gefarbt wurden, und 59 der Patienten,
deren Tumoren Her2/neu gefarbt wurden, Risikofaktoren auf. Dazu zéhlt aktives oder ehema-
liges Tabakrauchen und die berufliche Exposition gegeniiber fiir die Entstehung von Blasen-

tumoren relevanten Karzinogenen. Eine Aufstellung dieser Daten zeigt die Tabelle 4.

Risikofaktoren der Patienten mit Bcl2-Farbung

Patientenzahl insgesamt 201
keine Risikofaktoren 122
Risikofaktoren, davon 79

aktiver Raucher 55
ehemaliger Raucher 23
berufliche Exposition 1

Risikofaktoren der Patienten mit Her2/neu-Farbung

Patientenzahl insgesamt 163
keine Risikofaktoren 104
Risikofaktoren, davon 59

aktiver Raucher 42

ehemaliger Raucher 17

berufliche Exposition 0
Tabelle 4

Auflistung der Risikofaktoren der Patienten mit Bcl2- oder Her2/neu-Firbung
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2.1.1 Art der untersuchten Proben

Bei den untersuchten Proben handelt es sich um Formalin-fixiertes und in Paraffin eingebette-
tes Material aus dem Archiv des Pathologischen Instituts der TU Miinchen. Der TN(M)-Status
des jeweiligen Harnblasenkarzinoms wurde anhand eines HE-Schnittes von einem Pathologen
iberpriift. Dieses wurde von Herrn Dr. G. Weirich durchgefiihrt, der auch an der Beurteilung

der immunhistochemischen Farbung mafBgeblich beteiligt war.

2.2 Immunhistochemische Untersuchung

2.2.1 Probenverarbeitung

Untersucht wurde jeweils ein Schnitt des tumordsen Gewebes und ein oder zwei verschiedene
Schnitte mit Geweben aus nicht verdnderten, benignen Anteilen der Blase. Dafiir wurden von
den Paraffinblocken 4-5um dicke Schnitte angefertigt und wegen der besseren Haftung auf
mit Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager der Firma Menzel-Gléser aufgezogen.

2.2.2 Entparaffinierung, Antigendemaskierung und Hemmung der endo-

genen Enzymaktivitit

Fiir beide Farbungen wurde ein Protokoll festgelegt, das die besten Ergebnisse zeigte und sich

wie folgt darstellt:

Die Paraffinschnitte wurden iiber Nacht bei ca. 60°C im Brutschrank getrocknet, um restli-
ches, noch am Gewebe befindliches Wasser zu verfliichtigen und um das Paraffin zu schmel-
zen. Danach wurden die Schnitte in Xylol entparaffiniert, dann {iber eine absteigende Alko-
holreihe rehydriert und schlieSlich mit Aqua dest. und Tris-Puffer gewaschen. Da bei der Fi-
xierung in Formalin Kreuzvernetzungen reaktiver Gruppen, meist Aldehydvernetzungen (Noll
et al. 2000, S.40) innerhalb des Gewebes entstehen und dadurch viele Antigene fiir diagnosti-
sche Antikorper unzuginglich sind, muf3 eine Antigendemaskierung durchgefiihrt werden.
Diese wird in Ubereinstimmung mit der Arbeit von Cattoretti hitzeinduziert durchgefiihrt
(Cattoretti et al. 1993, S.86-88). Dabei werden die mit dem Bcl2-Antikorper zufirbenden
Schnitte fiir 7min in einem Schnellkochtopf in 10mMol Citratpuffer gekocht, wihrend die mit
dem Her2/neu-Antikorper zufarbenden Schnitte fiir 40min im Wasserbad bei 92°C ebenfalls

in 10mMol Citratpuffer hitzedemaskiert werden.
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Um eine gleichméBige Benetzung der Objekttrager zu ermdglichen und ein Herunterlaufen
der spéter aufgetragenen Fliissigkeiten zu verhindern, wurden die Prdparate mit einem Fett-
stift der Firma Dako eingekreist. Da spéter als Teil der indirekten Nachweismethode ein En-
zymkomplex verwandt werden soll, der iiber Meerrettich-Peroxidase das Chromogen um-
setzt, muf} die Aktivitdt der endogenen, vor allem in Erythrozyten und Granulozyten vorhan-
denen Peroxidase effektiv blockiert werden, um eine unspezifische Hintergrundfiarbung zu

vermeiden. Das wird durch eine Inkubation in 20%iger H,O,-Losung fiir Smin erreicht.

2.2.3 Spezifische Firbung

Bei den jetzt eingesetzten Antikdrpern handelt es sich jeweils um monoklonale Antikérper
der Firma Dako. Die Verdiinnung des Primarantikdpers wurde wie folgt evaluiert: sicher posi-
tive Kontrollen, die fiir Bcl2 aus Lymphknoten und fiir Her2/neu aus Mamma stammen und
deren Genamplifikation durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und somit deren
Onkoprotein-Expression bewiesen wurde, wurden mit verschiedenen Verdiinnungsstufen in-
kubiert. Zusétzlich wurde bei der Farbung des Her2/neu Onkoproteins eine Korrelation zu
dem kéuflich erwerbbaren HercepTest der Firma Dako evaluiert. Dabei ergab sich als beste
Verdiinnung 1:50 fiir Bcl2 und 1:300 fiir Her2/neu. Als Detektionssystem wurde die Labeled-
Streptavidin-Biotin-Methode (LSAB-Methode) gewihlt. Dies ist eine indirekte Nachweisme-
thode. Dabei bindet ein spezies-spezifischer Antikorper, der als sogenannter Briicken- oder
Sekundérantikorper biotinyliert vorliegt, an den Primérantikorper. Weiterhin macht sich diese
Methode die Affinitdt zwischen Biotin und Streptavidin zu Nutze, da im nédchsten Schritt ein
aus Merrettich-Peroxidase (=HRP) und Streptavidin bestehender Enzymkomplex an den Se-
kunddrantikorper bindet. Dieser Enzymkomplex setzt im ndchsten Schritt das Chromogen

Diaminobenzidin (DAB) zu einem braunen Farbprodukt um.
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In der untenstehenden Abbildung (Abb. 2) ist ein Schema der LSAB-Methode zu sehen.

Streptavidin-
\\'x' Peroxidase-Komplex
o

Sekundérantikdrper

o Biotin

Primérantikdrper k

Abbildung 2

LSAB-Methode (nach Noll et al. 2000, S.18)

2.2.4 Gegenfirbung und Einbettung

Um eine histologische Beurteilung zu erleichtern, werden die Schnitte gegengefarbt. Dafiir
werden sie fiir 10s in Hiamalaun getaucht, welches in warmen, flieBenden Wasser abgewa-
schen wird, wodurch eine leichte, blduliche Hintergrundfarbung entsteht. SchlieBlich werden
die Préparate in aufsteigender Alkoholreihe und in Xylol dehydriert und mit Eukitt (Herstel-
ler: Kindler) eingedeckt.
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2.2.5 Ubersicht iiber das Protokoll und Reagenzien

Tabelle 5 zeigt eine Ubersicht iiber die angewendeten Inkubationszeiten, wobei die Schnitte
immer in einer feuchten Kammer inkubiert wurden, um ein Austrocknen zu verhindern. Alle

Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Substanz Menge in pl Zeit in Min
Primarantikdrper 200 60
Sekundarantikdrper 200 30
Streptavidin-Enzymkonjugat 200 30
Chromogen DAB 230 10

Tabelle 5

Wichtige Inkubationszeiten fiir immunhistochemische Firbung mit Bcl2- und Her2/neu-spezifischen An-
tikorpern

Die verwendeten Losungen und Reagenzien setzen sich folgendermal3en zusammen (Tab. 6):

Losung Zusammensetzung
Tris-Puffer 1:10 Verdiinnung der Stammlésung mit Aq. dest.
Tris-Puffer-Stammlésung 60,5g Trizma-Base (Merck), 90g NaCl (Merck) in 1000ml Aq. dest.,

mit 2N Salzsaure (Merck) eingestellt auf pH 7,6

H202 60ml H,0, 30%ig (Merck) in 240ml Aqg. dest.

Citratpuffer 18ml Stammldsung. A, 82ml Stammldésung B und 900ml Aq. dest.,

eingestellt auf pH 6,0

Citratpuffer Stammldsung. A 21,01g Zitronensduremonhydrat (Merck) in 1000ml Aqg. dest.

Citratpuffer Stammlésung. B 29,41g Natriumcitrat (Merck) in 1000ml Ag. dest.

Hamalaun saures Hamalaun nach Mayer

Tabelle 6

Zusammensetzung der fiir die immunhistochemische Bcl2 und Her2/neu-Firbung von histologischen Pri-
paraten verwendeten Losungen
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Die unten stehende Tabelle (Tab. 7) enthilt die genaue Bezeichnung der verwendeten Sub-

stanzen und die Herstellerangaben.

Antikorper Firma
Anti-human BCL2 Onkoprotein Clone 124 Lot 011 (monoklonal Maus) Dako
Anti-human c-erbB-2 (=Her2/neu) Onkoprotein Lot 108 (monoklonal Hase) [Dako
Antikorperverdiinnungslésung Dako
Detektionssystem Firma
Chemmate Detection Kit, Peroxidase/DAB, Hase/Maus bestehend aus Dako
biotinylierter Sekundarantikdrper-Lésung Dako
Enzymkomplex Streptavidin-Peroxidase (HRP) Dako
Chromogen 3,31-Diaminobezidin Tetrahydrochlorid DAB Dako
Chromogen-Verdiinnungspuffer Dako
Tabelle 7

Genaue Bezeichnung und Firmenangabe der verwendeten Antikorper und Nachweissysteme fiir die im-
munhistochemische Bcl2 und Her2/neu-Féirbung von histologischen Priparaten

2.3 Qualitiatskontrolle, Positiv- und Negativkontrollen

Zur Qualitdtssicherung wurde nicht nur das oben beschriebene standardisierte Protokoll streng
eingehalten, sondern es wurde auch darauf Wert gelegt, falsch positive und falsch negative

Ergebnisse auszuschlieen.

2.3.1 Uberpriifung der Spezifitit

Um die Spezifitit des Antikorpers zu iiberpriifen und somit falsch positive Ergebnisse zu
vermeiden, wurde ein sicher negatives Préparat mit dem Antikorper in der jeweiligen Farbe-
reihe inkubiert. Dafiir diente z.B. die Kontroll-Zell-Linie MDA-231 der Firma Dako. Es zeig-

te sich regelrecht nie eine Fiarbung.

Als Methode zur Uberpriifung der Spezifitit des Detektionssystems, also des Sekundiranti-
korpers und des Streptavidin-Peroxidase-Komplexes, diente bei jeder Féarbung ein Priparat,
bei dem der Primérantikorper weggelassen wurde. Das wurde als Negativkontrolle angesehen.

Auch hier zeigte sich nie eine Farbung.



Patienten, Material und Methoden 18

2.3.2 Uberpriifung der Sensitivitiit

Die Sensitivitit beschreibt die Affinitdt des Antikdrpers zu seinen Antigenen. Dafiir wurde bei
jeder Farbung ein sicher positives Priparat mitgefarbt. Diese Priparate stammen, wie oben
beschrieben, aus Geweben, deren Expression der Onkoproteine durch andere Methoden gesi-

chert wurde. Es ergab sich in jedem Fall eine spezifische Farbung.

Dafiir wurde auf jeden Schnitt, der Her2/neu gefarbt werden sollte, ein kleines Stiick des posi-
tiven Gewebes als Positivkontrolle aufgezogen. Bei der Bcl2-Farbung wurde pro Farbeeinheit
nur eine externe Positivkontrolle mitgefiihrt, da hier eine zweite interne Kontrolle mitbenutzt
werden konnte. Die im Stroma oder Urothel vorhandenen Leukozyten beweisen eine gelun-

gene, spezifische Farbung, wenn diese im ganzen Objekt homogen geférbt sind.

Folgende Bilder zeigen diese spezifische Farbung anhand der jeweiligen Positivkontrollen. In
Abbildung 3 ist die Positivkontrolle fiir die Her2/neu-Farbung mit deutlicher zirkumferenter
Membranfarbung dargestellt.

Abbildung 3

Probe von Mammagewebe nach Firbung mit Antikdrper gegen Her2/neu als Positivkontrolle der
Her2/neu-Firbung (100x Vergrofierung)
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Die Positivkontrolle fiir die Farbung des Onkoprotein Bcl2 zeigt eine Anfarbung, die im gan-
zen Préparat homogen ist und somit eine gleichméBige Verteilung des Antikorpers, aber auch

der Nachweisreagenzien belegt (Abb. 4).

Abbildung 4

Probe von Lymphknotengewebe nach Firbung mit Antikorper gegen Bcl2 als Positivkontrolle der Bel2-
Féarbung (50x Vergrofierung)
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2.4 Auswertung

Die Auswertung wurde gemeinsam mit dem Pathologen Herrn Dr. G. Weirich (Pathologi-
sches Institut der TU Miinchen) vorgenommen. Dabei wurde ein Lichtmikroskop mit einer
Vergroferung zwischen 10 und 400fach verwendet. Fiir beide Farbungen wurde ein Bewer-
tungsschema festgelegt, das sowohl der Intensitit der Farbung, der Verteilung der gefarbten

Anteile des Tumors, als auch der Menge bzw. Flache des gefirbten Anteils Rechnung trégt.

2.4.1 Bewertung der Bcl2-Fiarbung

Bei der BCL2-Firbung ergab sich folgende Einteilung, die in zwei Kategorien vorgenommen

wurde.

1. Bewertung der Positivitdt in Relation zum vorherrschenden Intensitétsgrad, der sich an

der Farbeintensitdt der Leukozyten orientiert

a. keine Farbung der Karzinomzellen oder Farbung von weniger als 30% der

Tumorzellen bedeutet ,,Score 0° oder ,,negativ*

b. Fiarbung von iiber 30% der Tumorzellen, wobei die Farbung gleich der Férbe-

intensitit der Leukozyten ist, bedeutet ,,Score 1 oder ,,moderat positiv*

c. Férbung von iiber 30% der Tumorzellen, wobei die Fiarbung stirker als die

Férbeintensitit der Leukozyten ist, bedeutet ,,Score 2 oder ,,stark positiv*

2. es ergaben sich zwei vorherrschenden Verteilungsmuster der positiv gefarbten Karzi-

nomzellen innerhalb des Tumors
a. basale Anordnung der positiv gefarbten Zellen
b. diffuse Anordnung der positiv gefarbten Zellen

Beispiele zur Erlauterung diese Sachverhaltes finden sich im Kapitel ,,Ergebnisse der immun-

histochemischen Auswertung*.

Fiir statistische Berechnung muflten aber neue Kodierungen geschaffen werden, da einerseits
manche Test nur zwei Auspridgungen einer Variable zulassen (also z.B. nur ,,negativ* und
,»positive statt ,,negativ®, ,,moderat positiv" und ,,stark positiv‘), andererseits aber auch die

oben aufgezdhlten Kategorien zusammengefal3t werden miissen.
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Es haben sich folgende drei Kodierungen als sinnvoll erwiesen:

1.

die Positivitdt der Farbung wird wie in der eigentlichen immunhistochemischen Beur-
teilung beibehalten mit O=negativ, 1=moderat positiv (Abk.: ,,p*) und 2=stark positiv

(Abk.: ,,pp“). Diese Kodierung wird spéter ,,Farbeintensitdt” genannt.

die zwei positiven Auspragungen der Firbeintensitit werden zu einer Gruppe zusam-
mengefalit, also O=negativ, 1=positiv. Diese Kodierung wird spiter ,,Positivitdt™ ge-

nannt.

das Kriterium des unterschiedlichen Verteilungsmusters wird mit aufgenommen. So

werden hier zwei neue Variablen eingefiihrt, die jeweils zwei Auspragungen haben.

Die erste Gruppe B1 bezeichnet alle Tumoren, die positiv sind und eine diffuse Vertei-
lung aufweisen, als ,,1, alle anderen (also sowohl negative, als auch basal positive) als

3
,»0%.

Bei der zweiten Gruppe, B2 bekommen alle basal positiven Tumoren die Variablen-

auspriagung ,,1%, alle anderen ,,0.

2.4.2 Bewertung der Her2/neu-Firbung

Bei der Her2-Farbung wurde ein Schema verwandt, das einerseits die spezifische Verteilung

des Her2/neu-Onkoproteins, nimlich die Expression in der Zellmembran, andererseits wie

oben sowohl die Féarbeintensitét als auch den Prozentsatz der positiven Tumorzellen beachtet.

Dabei wurde die Beurteilung der immunhistochemischen Farbung gemif3 den Richtlinien der

Firma Dako fiir die Bewertung der Her2/neu-Antikorperfarbung angewandt (Dako 2000, S.2,
Alpert 1999, S. 33).

1.

Score 0 oder negativ, wenn keine Farbung zu sehen ist oder weniger als 10% der Tu-

morzellen eine membranstindige Anfarbung zeigen

Score 1+ oder negativ, wenn eine schwache oder kaum sichtbare Membranfarbung in

mehr als 10% der Tumorzellen zu sehen ist und die Membranfarbung unvollstdndig ist

2+ oder schwach positiv, wenn eine schwache bis moderate, aber komplette Memb-

ranfarbung in mehr als 10% der Tumorzellen zu sehen ist

3+ oder stark positiv, wenn eine starke, die komplette Membran umfassende Farbung

in mehr als 10% der Tumorzellen zu sehen ist.
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Demgemaif kann nur eine Anférbung der Zellmembran in ganzer Zirkumferenz zu einer posi-
tiven Bewertung fiihren. Eine Anfirbung des Zytoplasmas wird als unspezifische Hinter-

grundfarbung betrachtet und geht nicht in das Bewertungsschema ein.

2.5 Statistik

Fiir die statistische Auswertung wurde das Programm SPSS 10.0 verwandt. Statistische Vor-
iiberlegungen und Berechnungen wurden zum grof3en Teil im Institut fiir medizinische Statis-

tik und Epidemiologie (IMSE) der TU Miinchen getétigt.

Alle Daten wurden vor der Berechnung auf Vollstindigkeit, Plausibilitit und systematische

Fehler iiberpriift.

Fiir die Selektion wichtiger EinfluBgroen wurde als nicht-parametrischer Test der Mann-
Whitney-U-Test, zur Berechnung bivariater Korrelationen der Spearman-Rho-Test, der Chi-
Quadrat-Test und Kreuztabellen benutzt. Mit Hilfe dieser Tests wurden hauptsdchlich Be-
rechnungen getitigt, die fiir den Zusammenhang des jeweiligen Onkoproteins mit pathologi-

schen Parametern wichtig waren.

Die Untersuchung des Zusammenhangs mit klinischen Daten wurde iiberwiegend durch Uber-
lebensanalysen durchgefiihrt. Dazu dienten die Analyse nach Kaplan-Meier und die Regressi-
onsanalyse nach Cox. Die Berechnung der Cox-Regression beinhaltet verschiedene Moglich-
keiten der Variablenselektion: diese beruhen alle darauf, die Wahrscheinlichkeit fiir die Auf-
nahme ins Modell oder den Ausschlu3 aus dem Modell schrittweise zu berechnen. Eine Vari-
able wird aufgenommen, wenn das Signifikanzniveau ihres F-Werts fiir die Authahme kleiner
als der Aufnahmewert ist, eine Variable wird ausgeschlossen, wenn das Signifikanzniveau

grofer als der AusschluBwert ist.

Als nicht-signifikant wurden Ergebnisse auf dem Signifikanzniveau von groBBer gleich 0,05,

als signifikant <0,5, als sehr signifikant <0,01 und als hoch signifikant <0,001 erachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Untersuchung des Onkoproteins Bcl2

3.1.1 Ergebnisse der immunhistochemischen Auswertung

Fiir die Detektion des Onkoproteins Bcl2 standen Proben von 201 Patienten zur Verfiigung.

Tabelle 8 zeigt eine Ubersicht iiber die Zusammensetzung des Patientenkollektivs.

Epidemiologische Daten

Patientenzahl 201
Mainner 144
Frauen 57
Alter 24-90
Medianes Alter 67,9

(Standardabweichung 11,7)
Klinische und pathologische Daten

Transurethrale Resektion (TUR) 174
Zystektomie 27
Tis 4
Ta 89
T1 55
T2 29
T3 16
T4 8
benignes Gewebe gefirbt 185
Tabelle 8

Ubersicht iiber die Zusammensetzung des Patientenkollektiv nach epidemiologischen, klinischen und
pathologischen Daten

Wie der Tabelle 8 zu entnehmen ist, weisen 148 Patienten einen oberflachlichen Tumor auf,

bei 53 Patienten wurde die Diagnose eines muskelinvasiven Tumors gestellt.
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Folgendes Diagramm (Dia. 1) zeigt eine grafische Darstellung der Verteilung der T-Stadien.

Haufigkeitsverteilung der T-Stadien der Bcl2
gefarbten Tumore
100
80 -
60 -
40 -
20
0 | . - .
Tis Ta ™ T2 T3 T4
Summe 4 89 55 29 16 8
T-Stadien

Diagramm 1

Hiufigkeitsverteilung der T-Stadien der Bcl2 gefirbten Harnblasentumore von 201 Patienten

grau: Bel2 gefirbte Tumore

Die Differenzierungsgrade der Tumoren verteilen sich wie folgt auf die T-Stadien (Dia. 2):

Zusammenhang zwischen T-Stadium und
Differenzierungsgrad

60

40 -

20 ‘ ‘

0 . _JL__&_
Ta T1 T2 T3 T4

B Grade | 35 4
NGrade Il 50 27 4 1 1
OGrade lll 4 24 23 12
A Grade IV 1 3

Diagramm 2

Zusammenhang zwischen T-Stadium und Differenzierungsgrad der Bcl2 gefirbten Tumore von 201 Pati-
enten mit Harnblasentumor

griin: Grad I, rot gestreift: Grad II, gelb: Grad III, dunkelgriin gestreift: Grad IV
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Insgesamt wurden 101 (52,2%) der Tumoren als negativ, 65 (32,3%) als moderat positiv und
35 (17,4%) als stark positiv bewertet. Eine positive Farbung zeigte sich als Farbung des Zy-

toplasmas, aber auch des Kerns.

Wie oben beschrieben, zeichneten sich bei der mikroskopischen Begutachtung der Priparate

zwel vorherrschende Muster ab, wie sich die positiv gefirbten Zellen anordnen.

Entweder waren vorherrschend die basalen Zellschichten gefarbt, also die dem Lumen abge-
wandte Seite. Das trat meist bei oberflichlichen Tumoren auf. Bei invasiven Tumoren wurde
die Bewertung ,,basal* vergeben, wenn eine definierte Bande stérker positiv geférbter Zellen

erkennbar war, die vorherrschend das Bild bestimmte.

Das zweite Verteilungsmuster der positiv gefdarbten Zellen wurde mit dem Attribut ,,diffus*
beschrieben, da eine geordnete Verteilung nicht mehr ersichtlich war. Die Zellen innerhalb
des Tumors waren entweder alle gefarbt oder positiv reagierende Zellen waren iiber die ganze

Tumormasse verteilt.

Diese Unterteilung der positiv gefirbten Zellen hat sich, wie spéter die statistische Analyse

beziiglich klinischer Parameter zeigt, als ausgesprochen wichtig erwiesen.

Unterteilt man die eine Uberexpression des Bcl2-Onkoproteins aufweisenden Tumoren nach

diesem Schema ein, ergibt sich folgendes Diagramm (Dia. 3):

Bcl2-positive Tumoren mit basaler oder diffuser
Verteilung

50
40

30

Anzahl

20 1

10

0 n
moderat positiv stark positiv

Ebasal 26 21
RAdiffus 39 14

Diagramm 3
Hiufigkeit der beiden Verteilungsmuster der Bel2 Farbung aufgeteilt nach der Firbeintensitiit bei 100
Patienten mit Bcl2-positivem Harnblasentumor

griin: Bcl2-positive Firbung mit basaler Verteilung, blau gestreift: Bel2-positive Farbung mit diffuser
Verteilung



Ergebnisse der Untersuchung des Onkoproteins Bcl2

26

Die folgenden Bilder veranschaulichen diese beiden Kategorien:

Im ersten Bild (Abb. 5) sieht man einerseits die stark positive Farbung der Tumorzellen, an-
derseits erkennt man die dominante basale Verteilung (gestrichelter Pfeil). Ebenso sind die im
Stroma liegenden, positiv gefarbten Leukozyten zu sehen, die bei jedem Préparat als Positiv-
kontrolle erachtet wurden (Pfeil). Es handelt sich um einen Tumor mit der Staging-Formel

TaG2.

Abbildung 5

Blasentumor nach Bcl2-Antikorper-Fiarbung, hier: stark positiver Harnblasentumor mit basaler Vertei-
lung der Bcl2-spezifischen Farbung (100x Vergrofierung)

gestrichelter Pfeil: basale Verteilung der Bcl2-positiven Tumorzellen, Pfeil: Leukozyten
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Im zweiten Bild (Abb. 6) reagiert der Grof3teil der Tumorzellen stark positiv. Eine definierte

Bande ist allerdings nicht mehr zu erkennen. Also wurde dieser Tumor (T3G3) als stark posi-

tiv und diffus bewertet.

Abbildung 6

Blasentumor nach Bcl2-Antikérper-Farbung, hier: stark positiver Tumor mit diffuser Anordnung der
Bcl2-spezifischen Firbung (200x Vergrofierung)

Waren weniger als 30% der Tumorzellen positiv gefarbt, wurde der Tumor als Bcl2-negativ
bewertet. Eine Vorraussetzung dieser Bewertung war allerdings, daf3 die interne Positivkon-
trolle, die spezifische und homogene Anfarbung der Leukozyten, im ganzen Préparat validiert
werden konnte. War dies nicht der Fall, mufite davon ausgegangen werden, dafl die immun-
histochemische Farbung nicht funktioniert hat und somit muflte dieser Schnitt erneut geférbt

werden.
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Im néchsten Bild (Abb. 7) ist der Fall eines Bcl2-negativen Tumors mit positiver interner

Kontrolle zu sehen. Der Pfeil zeigt eine entziindliche Reaktion mit Leukozyteninfiltrat. Der

gestrichelte Pfeil zeigt positiv reagierende Leukozyten.

Abbildung 7

Blasentumor nach Bel2-Antikérper-Fiarbung, hier: Bel2-negativer Blasentumor mit entziindlicher Reakti-
on (50x Vergrofierung)

Pfeile: Leukozyten im Stroma
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3.1.2 Zusammenhang mit pathologischen Parametern

Als pathologische Parameter werden hier das T-Stadium und der Differenzierungsgrad ver-
wendet. Der Lymphknotenstatus (N-Status) und das Vorhandensein von Fernmetastasen (M-
Status) konnten nicht bertiicksichtigt werden, da der pathologische Lymphknotenstatus nur
bei insgesamt 27 Patienten erhoben wurde. Das war deswegen der Fall, da nur diese 27 Pati-
enten (13,4%) durch eine Zystektomie behandelt wurden. Nur bei Zystektomien werden auch
Lymphknoten zur histologischen Untersuchung mit entnommen. Die restlichen 174 Patienten

(86,6%) wurden transurethral reseziert, d.h. ein Lymphknotenstaging entfallt.

Aufgrund der niedrigen Fallzahl (n=4) wurden cis-Tumoren nicht mit in die Bewertung auf-

genommen.

3.1.2.1 Korrelation zwischen der Bcl2-Uberexpression und dem T-Stadium

Es besteht ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen T-Stadium und Bcl2-

Uberexpression. Dieser Zusammenhang ist auf dem Niveau von <0,05 signifikant (siehe Dia-

gramm 4).

60

50 A

40 -

30 -

20

10 -

0

i

-

Ta

T1

T2

T3

T4

M negativ

A positiv

53
36

27
28

14
15

12

Diagramm 4

Zusammenhang zwischen T-Stadium und Positivitit der Bel2-Firbung bei 197 Patienten mit Harnblasen-
tumor; Mann-Whitney-Test p=0,014

schwarz: Bcel2-negative Firbung, orange: Bel2-positive Farbung
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Es besteht ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der immunhistochemischen
Férbeintensitét (d.h. Unterteilung der Farbung in Bcl2-negative, moderat positive und stark

positive Tumoren) und dem T-Stadium.

Das unten stehende Diagramm (Dia. 5) zeigt den Zusammenhang zwischen dem T-Stadium

und der Farbeintensitdt, die sich in den Kategorien negativ, moderat positiv und stark positiv

widerspiegelt.
60
50 -
M negativ
moderat positiv 19 20 14
N stark positiv 17 8 1

Diagramm 5

Zusammenhang zwischen T-Stadium und Firbeintensitit der Bcl2-Firbung bei 197 Patienten mit Harn-
blasentumor (Chi-Quadrat-Test, p=0,024)

schwarz: Bcl2-negative, lila: moderat starke Bel2-Firbung, orange: stark positive Bel2-Farbung

Um dem klinischen Verhalten der Harnblasentumoren Rechnung zu tragen, wurde eine Un-
tergliederung des T-Stadiums vorgenommen. Dafiir wurden in die vier Untergruppen Ta, Ta

/T1, T1/T2/T3/T4 und T2/T3/T4 untergliedert.
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Diagramm 6 und 7 zeigen jeweils die Bcl2-Expression in den vier Untergruppen zuerst unter
Beriicksichtigung der Positivitdt der Farbung allein, also ,,positive* oder ,,negative* Farbung,
dann zusitzlich unter Beriicksichtigung der Verteilung, also ,,negativ®, ,,positiv und basale

Verteilung* und ,,positiv und diffuse Verteilung*.

Positive od. negative Bcl2-Expression bei
klinischen Untergruppen
100
80
60
40 -
20 -
0 i
Ta TalT1 T1/T2/T3/T4 T2/T3/T4
M negativ 53 80 48 21
A positiv 36 64 60 32

Diagramm 6

positive oder negative Firbung von Bcl2 innerhalb der Untergruppen Ta, Ta /T1, T1, T1/T2/T3/T4 und
T2/T3/T4 bei 197 Patienten mit Harnblasentumor

Chi-Quadrat: Ta gegeniiber T1/T2/T3/T4 p=0,035, Ta/1 gegeniiber T2/T3/T4 p=0,047

schwarz: negativ, orange gestreift: positiv

Bcl2-Expression und Verteilung bei klinischen
Untergruppen

100

50 -

H an

07 Ta TalT1 T1/T2/T3/T4 T2/T3/T4
H negativ 53 80 48 21
positiv & basal 24 41 20 3
positiv & diffus 12 23 40 29

Diagramm 7

positive oder negative Firbung von Bcl2 innerhalb der Untergruppen Ta, Ta /T1, T1, T1/T2/T3/T4 und
T2/T3/T4 unter Beriicksichtigung des Verteilungsmusters bei 197 Patienten mit Harnblasentumor

Chi-Quadrat: Ta gegeniiber T1/T2/T3/T4 p=0,001, Ta/1 gegeniiber T2/T3/T4 p<0,001

schwarz: negativ, griin: positiv und basal verteilt, blau: positiv und diffus verteilt
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Innerhalb dieser Untergliederung soll jeweils die Gruppe der Ta-Tumoren den librigen Tumo-
ren, also alle Tumoren mit T-Stadium T1, T2, T3 und T4 gegeniibergestellt werden. Ebenso
wird die Gruppe der Ta- und T1-Tumoren mit den Tumoren der héheren Stadien (T2, T3, T4)

verglichen.

Sowohl in der Gruppe der Ta-Tumoren gegeniiber den T1/T2/T3/T4-Tumoren, als auch in der
Gruppe der Ta/T1-Tumoren gegeniiber den hoheren Stadien ist der Zusammenhang zwischen

T-Stadium und Bcl2-Farbung statistisch signifikant.

Der Zusammenhang zwischen Bcl2-Expression mit der Aufgliederung in negative Tumore
und positive Tumore mit basaler und diffuser Verteilung (wie in Diagramm 7 dargestellt) und
dem T-Stadium ist sowohl in der Gruppe der Ta-Tumoren gegeniiber den T1/T2/T3/T4-

Tumoren, als auch in der Gruppe der Ta/T1-Tumoren statistisch signifikant.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass ein eindeutiger, statistisch signifikanter Zusam-
menhang zwischen der Bcl2-Expression und dem T-Stadium besteht. Das trifft sowohl fiir die
Aufteilung der Bcl2-Expression in die verschiedenen Kategorien der histopathologischen
Auswertung (Positivitét, Farbeintensitdt und Verteilungsmuster) als auch fiir die Untergliede-
rung des T-Stadiums (alle T-Stadien oder oberfldchliche gegeniiber muskelinvasive Tumor)

Zu.
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3.1.2.2 Korrelation zwischen der Bcl2-Uberexpression und dem Differenzie-
rungsgrad

Fiihrt man die gleiche Berechnung auch fiir den Zusammenhang zwischen Differenzierungs-
grad und Positivitdt bzw. Férbeintensitét durch, ergibt sich auch hier ein jeweils auf dem Ni-
veau von 0,01 signifikanter Zusammenhang (Chi-Quadrat-Test, p< 0,01). Dies trifft fiir die
Unterteilung der Bcl2-Expression in positive und negative Tumore (Positivitidt der Bcl2-
Féarbung), in negative, moderat positive und stark positive Tumore (Férbeintensitit der Far-
bung) und in negative, basal-positive und diffus-positive Tumore (Verteilung der Bcl2-

Féarbung) zu.

Exemplarisch wird der Zusammenhang zwischen Differenzierungsgrad und der Positivitit,
d.h. unter Betrachtung der Ausprigung ,,negativ*“ und ,,positiv*“ in dem folgenden Diagramm

(Dia. 8) dargestellt.

W negativ 33 41 26
positiv 7 42 42 5

Diagramm 8

Zusammenhang zwischen histopathologischem Differenzierungsgrad und Positivitiit der Bcl2-Firbung bei
197 Patienten mit Harnblasentumor
Chi-Quadrat-Test p<0,001

schwarz: Bel2-negative Firbung, orange: Bel2-positive Farbung
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3.1.2.3 Korrelation zwischen Bcl2-Uberexpression und anderen pathologischen
Parametern

Weitere pathologische Bewertungskriterien sind die GroBe des Tumors (angegeben in

Gramm) und die Tumorzahl.

Zwischen TumorgroB3e bzw. der Tumorzahl und der Positivitdt bzw. der Féarbeintensitét ergab

sich kein signifikanter Zusammenhang (Chi-Quadrat-Test: p=0,317 bzw. p=0,642).

3.1.3 Korrelation mit klinischen Parametern

Zu den wichtigsten klinischen Vorkommnissen einer Tumorerkrankung zéhlen das Auftreten

eines Rezidives, eines Progresses oder das krankheitsbedingte Versterben.

Das Rezidiv ist gekennzeichnet durch das Wiederauftreten eines Tumors in der Blase bei vo-
rausgehender Tumorfreiheit (durch die eigentliche Operation oder folgende Nachresektion).

Die Rezidivzahl gibt die Anzahl aller folgenden Rezidive an.

Der pathologische Progrel3 bezeichnet das Auftreten eines jetzt invasiven Tumors, nachdem

der vorausgehende Tumor lediglich oberflachlich gewachsen ist.

Nimmt man noch zwei weitere Kriterien hinzu, um das Fortschreiten der Krankheit zu be-
schreiben, erhédlt man den eigentlichen klinischen Progre3 der Tumorerkrankung. In diesen

flieBen noch das Auftreten von Metastasen und das tumorspezifische Versterben mit ein.

Als Zeitraum fiir die rezidivfreie und progreBfreie Zeit oder das Uberleben wird jeweils die
Zeitspanne zwischen der Operation und dem Eintreten des jeweiligen Ereignisses gewdhlt.
Verstirbt der Patient nicht oder nicht tumorbedingt, so gilt das Ende des Beobachtungszeit-

raums als Endpunkt und der Patient wird als ,,nicht am Blasentumor verstorben* klassifiziert.
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3.1.3.1 Korrelation zwischen Bcl2-Uberexpression und Rezidivfreiheit

3.1.3.1.1 Korrelation der Rezidivneigung mit T-Stadium und Differenzierungsgrad

Bei 88 der 201 Patienten (43,7%) trat nach der eigentlichen Operation wieder ein Tumor auf.
Das zeitliche Auftreten eines neuen Tumors ist dabei sowohl vom T-Stadium als auch dem

Differenzierungsgrad des urspriinglichen Tumors abhidngig (Log-Rank-Test, p=0,0024 bzw.
p=0,0330).

3.1.3.1.2 Korrelation der Rezidivneigung mit der Bcl-Uberexpression

Das Aufweisen einer immunhistochemisch nachgewiesenen Uberexpression des Onkoproteins

Bcl2 fiihrt zu keiner verénderten rezidivfreien Zeit (Log-Rank-Test, p=0,960).
Diagramm 9 zeigt ungefédhr deckungsgleiche Kurven fiir Bcl2-positive und Bcl2-negative

Tumore; eine Risikoerhohung durch eine Bel2-Expression besteht nicht.

Rezidivfreie Zeit

Bcl2-positiv vs. Bcl2-negativ

-

L NV w dM U N ®» ©v ©
PR R R R T T T T

Anzahl der Patienten

o

o

20 40 60 80 100

Rezidivfreie Zeit in MM

Diagramm 9

Rezidivfreie Zeit von 197 Blasentumorpatienten aufgeteilt nach der immunhistochemischen Positivitit fiir
Bcel2

Kaplan-Meier Kurve, Log-Rank-Test, p=0,960

Orange, gestrichelte Linie: Bel2-positive Tumore, schwarze Linie: Bcl2-negative Tumore

Unterteilt man die Bcl2-positiven Tumoren, wie unter ,,Bewertung der Bcl2-Farbung® be-
schrieben, in zwei Gruppen, die jeweils noch das Verteilungsmuster (basal oder diffus) be-

riicksichtigen, zeigt sich auch fiir die Gruppen ,,positiv und diffus* oder ,,positiv und basal*
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kein signifikanter Unterschied zu der rezidivfreien Zeit Bcl2-negativer Tumoren (Log-Rank-

Test, p=0,292 bzw. ,,positiv und basal* p=0,320).

3.1.3.1.3 Regressionsanalyse fiir Rezidivfreiheit und der Bcl2-Expression

Der wichtigste Test, um unabhéngige, prognostische Werte zu berechnen, ist die Regressions-
analyse nach Cox. Mit Hilfe dieser Methode kann man in die Berechnung mehrere Einfluva-

riablen mit einbeziehen.

Als Zielvariablen in der Cox-Regression gilt einerseits die Positivitit der Farbung, also die
Gruppe der Bcl2-positiven Tumoren gegeniiber den Bel2-negativen Tumoren, andererseits die
Bcl2-Expression unter Beachtung des Verteilungsmusters, d.h. die Tumore mit diffusem Ver-

teilungsmuster gegentiiber den iibrigen Tumoren.
In der Analyse nach Cox sollen jeweils drei Berechnungen vorgenommen werden:

1. in der ersten Berechnung werden mehrere EinfluBgréBen gewihlt, von denen ein
EinfluB bekannt ist: hierzu gehoren die pathologischen Parameter T-Stadium und
Grad und die epidemiologischen Gegebenheiten wie Alter, Geschlecht, Risikofakto-
ren (umfasst Raucher, ehemalige Raucher und Exposition gegeniiber bekannten Kan-

zerogenen)

2. in der zweiten Berechnung wird das T-Stadium weggelassen. Dies vermindert den
starken Einfluss des T-Stadiums auf die Zielparameter und ermdglicht die Berech-

nung der Cox-Regression innerhalb der Untergruppen des T-Stadiums.

3. in der dritten Berechnung werden nur Parameter gewéhlt, die unabhiangig von patho-
logischen Parametern sind, da dies die positive Assoziation von Bcl2 und hoherem T-
Stadium und Grad aufler Acht 148t und es somit ermdglicht, unabhédngige Prognose-
kriterien zu schaffen. Es wird also sowohl T-Stadium als auch Differenzierungsgrad

weggelassen.

Fiir die statistischen Berechnungen innerhalb der Untergruppen der T-Stadien werden nur
die letzten beiden Berechnungsmodalititen verwendet, da hier nach dem T-Stadium
gruppiert wurde und somit das T-Stadium nicht als eigener Parameter in die Berechnung

mit aufgenommen werden kann.

Eine Rezidivprophylaxe mittels Chemotherapie wurde nur bei 11,2% der Patienten durchge-

fihrt, so da} die Aufnahme dieses Parameters als nicht sinnvoll erscheint. Beziecht man diesen
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Faktor trotzdem mit ein, zeigt sich sogar ein gegen den Nutzen der Chemoprophylaxe spre-
chender Effekt, was moglicherweise dadurch erklart werden kann, daB3 in unserem Patienten-
kollektiv nur Patienten mit sehr hohem Risiko eine Prophylaxe erhalten haben und auf Grund

dieses sehr hohen Risikos trotz Therapie ein Rezidiv bekommen haben.

Die multivariate Analyse nach Cox bestétigt in den drei Berechnungsmodalititen die man-

gelnde Korrelation von Bcl2 mit der Rezidivfreiheit (jeweils p>0,05).

3.1.3.1.4 Korrelation der Rezidivneigung mit der Bcl2-Uberexpression bei Untergrup-
pen der T-Stadien

Wie oben beschrieben, wurde noch eine Untergliederung des T-Stadiums vorgenommen, um
so dem klinischen Verhalten der Harnblasentumoren Rechnung zu tragen. Es wurde unter-

gliedert in Ta, Ta/T1, T1/T2/T3/T4 und T2/T3/T4.

Es konnte bei der Analyse des Risikos fiir das frithzeitige Wiederauftreten der Harnblasenkar-
zinome kein statistisch signifikanter Einfluss der Bcl2-Uberexpression in einer der vier Un-

tergruppen gefunden werden (Log-Rank-Test: jeweils p>0,05).

Auch in der Berechnung der unabhingigen Parameter fiir die Vorhersage eines Rezidives hat
die oben genannte Aufteilung keine prognostische Relevanz. Innerhalb keiner T-Stadien-
Untergruppe zeigt die Bcl2-Expression einen Einfluss in der Cox-Regression. Dies trifft fiir
die oben beschriebenen Berechnungsmodalititen zu (vgl. Kapitel 3.1.3.1.3) und schlief3t so-
wohl die Untersuchung der Bcl2-positiven gegeniiber den Bel2-negativen Tumoren als auch

die Berticksichtigung des Verteilungsmusters ein.

3.1.3.1.5 Zusammenfassung des Einflusses von Bcl2 auf die Rezidivfreiheit

Zusammengefasst ergab sich keine Korrelation der Bcl2-Uberexpression mit der Rezidivnei-

gung der untersuchten Tumoren.

So zeigte sich weder in der Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier ein statistisch signifikanter
Einfluss von Bcl2 auf das zeitlich frithere Auftreten eines Rezidives noch konnte sich die Far-
bung von Bcl2 als unabhéngiger Prognosefaktor in der Regressionsanalyse nach Cox etablie-

ren.
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3.1.3.2 Korrelation zwischen Bcl2-Uberexpression und dem Auftreten eines pa-
thologischen Progresses

Ein Fortschreiten des Tumors im Sinne einer Zunahme der Infiltrationstiefe wurde bei 13 Pa-
tienten (6,6%) beobachtet. Der pathologische Progre3 beschreibt ein Ereignis, bei dem ein
oberflachlicher Tumor (Ta und T1) bei einem spiteren Rezidiv in einen muskelinvasiven Tu-
mor (>T2) tibergeht. Dieser pathologische Progre3 wird gegen den eigentlichen Progrel3 der
Harnblasentumorerkrankung abgegrenzt, da hier eine Verschlechterung der Tumorerkrankung
einerseits durch die Entwicklung eines muskelinvasiven Tumors, andererseits durch das Auf-

tretens von Metastasen oder durch das krankheitsbedingte Versterben eintreten kann.

3.1.3.2.1 Korrelation des Auftreten eines pathologischen Progesses mit der Bcl-
Uberexpression

Von den 13 Patienten mit rein pathologischem Progre8 wiesen 9 (69,2%) eine Bcl2-
Uberexpression auf. Folgendes Diagramm (Dia. 10) zeigt die Abhiingigkeit des Auftreten
eines pathologischen Progresses von der Positivitdt der Tumoren in Kombination mit dem

jeweiligen Verteilungsmusters.

Pathologischer Progress abhangig vom
Farbeverhalten
120
100 -
80 -
60 -
40 - v
20 - /
0. 7N\ eSS
kein Progress Progress
W Negativ 97 4
Positiv und basal 39 5
N Positiv und diffus 48 4

Diagramm 10
Pathologischer ProgreBl abhiéingig vom Firbeverhalten und der Verteilung der Bcl2-Farbung bei 197 Pati-
enten mit Harnblasentumor

schwarz: negative Bel2-Firbung, griin: positive Bel2-Fiarbung und basales Verteilungsmuster, blau: posi-
tive Bel2-Firbung und diffuses Verteilungsmuster
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Dabei war das Auftreten eines pathologischen Progresses bei diesen Patienten statistisch nicht
abhingig vom Aufweisen einer Bcl2-Uberexpression. Ein Unterschied zwischen Bcl2-
negativen und Bcl2-positiven Tumoren war nicht signifikant (fiir Positivitit: Log-Rank-Test

p=0,0926, fiir Farbeintensitit: p=0,231).
Diagramm 11 zeigt diesen Zusammenhang;:

die beiden Kurven zeigen eine zu geringe Differenz, als da3 von einer Erhohung des Risikos

fiir einen pathologischen ProgreB durch die Uberexpression von Bcl2 ausgegangen werden

kann.
Progressfreie Zeit
Bcl2-positive vs. Bcl2-negative Tumore
1,00 ape—-
—
,90 4
,80
>
Q.70
Q
=3
S 60
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2
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=
S 40
0 20 40 60 80 100 120

Progressfreie Zeit in MM

Diagramm 11

Progressfreie Zeit von 197 Blasentumorpatienten aufgeteilt nach der immunhistochemischen Positivitit
fiir Bel2
Kaplan-Meier-Kurve (pathologischer Progrefl), Log-Rank-Test: p=0,0926

Orange, gestrichelte Linie: Bcl2-positive Tumore, schwarze Linie: Bcl2-negative Tumore
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Auch die sonst wichtige diffuse Verteilung der Bel2-positiven Tumoren nimmt auf die pro-
greBfreie Zeit (pathologischer Progref3) keinen signifikanten Einfluf3 (fiir diffuses bzw. basales
Verteilungsmuster Log-Rank-Test p=0,4131 bzw. p=0,2442). Folgendes Diagramm (Dia. 12)
zeigt einen geringen, aber nicht signifikanten EinfluB des diffusen Férbeverhaltens auf die

progreffreie Zeit.

Progressfreie Zeit

diffuse vs. nicht-diffuse Tumore

Lﬁh
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,70 =
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,40

Anzahl der Patienten

0 20 40 60 80 160 120

Progressfreie Zeit in MM

Diagramm 12

Progressfreie Zeit von 197 Blasentumorpatienten aufgeteilt nach der immunhistochemischen Positivitit
fiir Bel2 in Abhéingigkeit des Verteilungsmusters

Kaplan-Meier-Kurve (pathologischer Progref}), Log-Rank-Test: p=0,4131

blaue, gestrichelte Linie: positive und diffuse Tumore, rote Linie: nicht diffuse Tumore

Innerhalb keiner der Untergruppen der T-Stadien zeigt sich ein Einfluss der Bel2-Uber-

expression in der Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier.



Ergebnisse der Untersuchung des Onkoproteins Bcl2 41

3.1.3.2.2 Regressionsanalyse fiir das Auftreten eines pathologischen Progesses und der
Bcl2-Expression

Zur Ermittelung eines moglichen prognostischen Wertes dient hier wieder die Regressions-
analyse nach Cox. Keiner der mdglichen Faktoren (T-Stadium, Grade, Alter, Geschlecht, Ri-
sikofaktoren oder Bcl2-Uberexpression) hat einen statistisch wertbaren Einflu (fiir Positivitit

p=0,096, fiir Farbeintensitit p=0,161).

Ebenfalls kann sich die Bcl2-Uberexpression in keiner der Untergruppen der T-Stadien als
unabhéngiger Prognosefaktor beziiglich des Auftreten eines pathologischen Progresses etab-

lieren.

3.1.3.2.3 Zusammenfassung des Einflusses von Bcl2 auf das Auftreten eines pathologi-
schen Progresses

Zusammengefasst werden kann gesagt werden, dass die Expression von Bcl2 keinen Einfluss
auf das Auftreten eines pathologischen Progresses hat. Sowohl die Uberlebensanalyse nach

Kaplan-Meier als auch die Regressionsanalyse nach Cox bestdtigt diese Tatsache
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3.1.3.3 Korrelation zwischen Bcl2-Uberexpression und dem Auftreten eines kli-
nischen Progresses

Bei 40 Patienten (20,3%) trat ein klinischer Progrefl der Tumorerkrankung auf (in der Gruppe
,»klinischer Progref3* sind der pathologische Progref3, das Auftreten von Metastasen und das

tumorspezifische Versterben subsummiert. Zur Definition siehe Kapitel 3.1.3).

3.1.3.3.1 Korrelation des Auftretens eines klinischen Progresses mit T-Stadium und
Differenzierungsgrad

Den Zusammenhang zwischen Auftreten eines klinischen Progresses und dem T-Stadium

bzw. dem Differenzierungsgrad zeigen die Diagramme 13 und 14.

Die Tumoren mit Infiltration der Muskulatur (T2-T4) entwickeln im Sinne der oben genann-
ten Definition wesentlich friiher einen klinischen Progref als die oberflichlichen Tumoren

(Ta-T1) (Kaplan-Meier, Log-Rank-Test: p=0,001).

Zudem ist das T-Stadium ein unabhéngiger prognostischer Faktor (Cox-Regression: p=0,001).

Progress in Abhangigkeit vom T-Stadium

1,0

0,0
-20 0 20 40 60 80 100 120

Anzahl der Patienten

klinisch progressfreie Zeit in Monaten

Diagramm 13
Progressfreie Zeit von 197 Blasentumorpatienten aufgeteilt nach den T-Stadien
Kaplan-Meier-Kurve, Log-Rank-Test: p=0,001

von oben nach unten: orange: Ta, blau: T1, rot gepunktet: T3, schwarz: T2, griin gestrichelt: T4
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Der Einfluss des Differenzierungsgrads wird in Diagramm 14 deutlich. Tumore mit dem Grad
IV zeigen das fritheste Auftreten eines Progresses gefolgt von Grad III, Grad II und Grad I
(Kaplan-Meier, Log-Rank-Test: p=0,001).

Der Differenzierungsgrad zeigt aber in multivariater Analyse der Cox-Regression kein unab-

héngig prognostisches Potential (Cox-Regression: p=0,531).

Progress in Abhangigkeit vom Grad
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Diagramm 14

Progressfreie Zeit von 197 Blasentumorpatienten aufgeteilt nach dem Differenzierungsgrad des Primiir-
tumors

Kaplan-Meier-Kurve, Log-Rank-Test: p=0,001

von oben nach unten:
blau gestrichelt: Grad I, schwarz gepunktet: Grad I, rot gestrichelt: Grad III, grau: Grad IV
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3.1.3.3.2 Korrelation des Auftretens eines klinischen Progresses mit der Bcl-
Uberexpression

Die Bcl2-Uberexpression zeigt im Zusammenhang mit dem klinischen Progre eine wichtige

EinfluBnahme.

Bei 60% der Patienten, die spédter einen klinischen Progre8 bekommen, zeigte sich eine Bel2-
Uberexpression. Jedoch ist der EinfluB einer Bcl2-Uberexpression allein nicht entscheidend

(Log-Rank-Test fiir Positivitit bzw. Féarbeintensitit p=0,1053 bzw. p=0,2498).

Hier gewinnt die Verteilung der Farbung entscheidende Bedeutung. Wie Diagramm 15 zeigt,
liberwiegen bei den Patienten, die spéter einen Progref erleiden, die BCI-2 positiven Tumoren

mit diffusem Verteilungsmuster.

Progress abhangig vom Farbeverhalten

A .- |

kein Progress Progress
M Negativ 85 16
Positiv und basal 39 5
Positiv und diffus 33 19

Diagramm 15

Verteilung des Bcel2-Firbemusters in Abhéingigkeit vom klinischen Progress der jeweiligen Patienten
Chi-Quadrat-Test: p=0,003

schwarz: negative Bel2-Firbung, griin: positive Bel2-Fiarbung und basales Verteilungsmuster, blau: posi-
tive Bel2-Firbung und diffuses Verteilungsmuster
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In der Gegeniiberstellung der positiven, diffus gefarbten Tumoren gegeniiber den positiven,
aber basal gefarbten und negativen Tumoren zusammen hat ein Bcl2 positiver, diffuser Tumor
eine signifikant schlechtere Prognose (Log-Rank-Test p=0,0003). Im unten dargestellten Dia-
gramm (Dia. 16) sieht man den deutlichen Einfluss des diffusen Farbemusters auf die Linge

der progressfreien Zeit.

Progressfreie Zeit

diffus-positive vs. basal-positive und negative Tumore
1,0

94

84
74
6 T
5
4
34
24

14
0,0

Anzahl der Patienten

0 20 40 60 80 160 120

Progressfreie Zeit in Monaten

Diagramm 16

Progressfreie Zeit von 197 Blasentumorpatienten aufgeteilt nach der immunhistochemischen Positivitit
fiir Bel2 in Abhéingigkeit des Verteilungsmusters

Kaplan-Meier-Kurve, Log-Rank-Test: p=0,0003

blaue, gestrichelte Linie: positive und diffuse Tumore, rote Linie: nicht diffuse Tumore (=negative Fir-
bung oder positive Firbung mit basaler Verteilung)

3.1.3.3.3 Regressionsanalyse fiir das Auftreten eines Progresses und Bcl2-Expression

In der Cox-Regression zeigt sich der Einfluss der Bcl2-Uberexpression unter Beriicksichti-
gung des Verteilungsmusters (diffus gefarbte Tumore gegeniiber den basal gefiarbten und ne-
gativen Tumoren) nur in der dritten Berechnungsmodalitdt, d.h wenn T-Stadium und Diffe-

renzierungsgrad weggelassen werden (p=0,002).

In den iibrigen Berechnungen und bei alleiniger Betrachtung der Bcl2-Farbung (positive ge-

geniiber negativen Tumoren) ist das nicht der Fall.
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Sowohl Alter und Geschlecht nehmen signifikanten EinfluB (Cox-Regression: jeweils
p<0,05). Dieser Effekt liegt an der Tatsache, da3 33,3% der Frauen, aber nur 15% der Ménner
einen ProgreB erleiden. Ebenso haben iltere Patienten ein hoheres Risiko, einen Progref3 zu

erleiden.

3.1.3.3.4 Korrelation des Auftretens eines Progresses mit der Bcl2-Uberexpression bei
Untergruppen der T-Stadien

SchlieBlich soll noch der Einfluf3 der Bcl2-Expression innerhalb der oben beschriebenen Un-

tergruppen der T-Stadien dargestellt werden.

Die Uberexpression von Bcl2 zeigt lediglich in der Untergruppe der Ta-Tumore einen Ein-
fluss auf das zeitlich frithere Auftreten eines Progresses. Dies ist der Fall, wenn die diffus-
positiven den basal-positiven zusammen mit den negativen Tumoren gegeniibergestellt wer-
den (Log-Rank-Test: p=0,0338). Diagramm 17 zeigt diesen Zusammenhang fiir die Unter-

gruppe der Ta-Tumore.

Progress bei negativen/basalen vs. diffusen Tumoren
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Diagramm 17

Progressfreie Zeit von 89 Blasentumorpatienten mit T-Stadium Ta aufgeteilt nach der immunhistochemi-
schen Positivitit fiir Bel2 in Abhéngigkeit des Verteilungsmusters

Kaplan-Meier-Kurve, Log-Rank-Test: p=0,0338

rot: negative und basal-positive, blau gestrichelt: diffus-positive
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In der Regressionsanalyse zeigt sich, dass die Bcl2-Uberexpression in keiner der Untergrup-

pen ein statistisch signifikanter, unabhingiger Prognosefaktor ist.

3.1.3.3.5 Zusammenfassung des Einflusses von Bcl2 auf das Auftreten eines Progresses

Fasst man die oben dargestellten Analysen zusammen, so korreliert lediglich die diffuse Ver-
teilung von Bcl2 im Tumor mit dem zeitlich friiheren Auftreten eines klinischen Progresses
der betroffenen Patienten. Dies betrifft das gesamte Patientenkollektiv und im Besonderen

diejenigen Patienten mit Tumoren des Stadiums Ta.

In der Regressionsanalyse stellt sich der Nachweis eines Bcl2-positiven Tumors mit diffusem
Verteilungsmuster als unabhéingiger Prognosefaktor dar. Dies trifft jedoch nur zu, wenn das
T-Stadium und der Differenzierungsgrad der jeweiligen Harnblasentumoren nicht mit in die
Cox-Regressionsanalyse miteinbezogen. Dies bezieht sich auf das gesamte Patientenkollektiv

und ist sonst in keiner der einzelnen Untergruppe der T-Stadien nachweisbar.

Wird aber T-Stadium und/oder Differenzierungsgrad mit in die Berechnung eingeschlossen,
so ist weder die positive Bcl2-Fiarbung noch das diffuse Verteilungsmuster ein unabhéngiger
Prognosefaktor. Auch das trifft -soweit berechenbar- auch fiir die jeweiligen Untergruppen

der T-Stadien zu.
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3.1.3.4 Korrelation zwischen Bcl2-Uberexpression und dem Uberleben

Wie dem untenstehenden Diagramm (Dia. 18) zu entnehmen ist, wurde bei 17 der 32 verstor-
ben Patienten eine Bcl2-Uberexpression nachgewiesen. Weiterhin zeigt das Diagramm eine

Unterteilung der Bel2-Uberexpression in diffuses und basales Verteilungsmuster.

Uberleben abhingig vom Firbeverhalten und der
Verteilung der Bcl2-Farbung
100
80 -
60
40 -
20
0 - DN W_
Nicht verstorben verstorben
M Negativ 86 15
Positiv und basal 40 4
Positiv und diffus 39 13

Diagramm 18

Uberleben abhiingig vom Firbeverhalten und der Verteilung der Bcl2-Firbung
Chi-quadrat-Test: p=0,094

schwarz: negative Bel2-Firbung, griin: positive Bel2-Fiarbung und basales Verteilungsmuster, blau: posi-
tive Bel2-Fiarbung und diffuses Verteilungsmuster
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Das Risiko, tumorbedingt zu versterben, ist durch das Vorhandensein eines Bcl2-positiven
Tumors mit diffusem Verteilungsmusters signifikant erhoht (Log-Rank-Test p=0,0289). Im
Diagramm 19 wird das frithe Versterben der Patienten mit einem Bcl2-positiven Tumor mit

diffusem Verteilungsmuster deutlich.

Uberleben

diffus vs. nicht-diffus

1 o

Anzahl der Patienten

T T T T

0 20 40 60 80 160 120

Uberleben (in Monaten)

Diagramm 19

Uberleben von 197 Blasentumorpatienten aufgeteilt nach der immunhistochemischen Positivitit fiir Bel2
in Abhingigkeit des Verteilungsmusters

Kaplan-Meier-Kurve fiir Uberleben, Log-Rank-Test: p=0,0289

blaue, gestrichelte Linie: positive und diffuse Tumore, rote Linie: basal-positive und negative(=nicht dif-
fuse) Tumore

3.1.3.4.1 Regressionsanalyse fiir das Uberleben und Bcl2-Expression

In der Regressionsanalyse nach Cox zeigt die Uberexpression von Bcl2 in keiner Berech-
nungsmodalitét als unabhéngiger Prognosefaktor. Das schlieft sowohl die Untersuchung der
Bcel2-positiven gegeniiber den Bcl2-negativen Tumoren als auch die Beriicksichtigung des

Verteilungsmusters ein.
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Lediglich das T-Stadium und das Geschlecht der Patienten ist in der ersten Berechnungsmo-

dalitdt unabhingiger Pradiktor (p<0,001 bzw. p<0,05).

3.1.3.4.2 Korrelation des Uberlebens mit der Bcl2-Uberexpression bei Untergruppen
der T-Stadien

Nach Aufteilung der T-Stadien in Untergruppen zeigt sich in keiner der einzelnen Gruppen
ein statistisch signifikanter EinfluB der Bcl2-exprimierenden Tumoren auf das zeitlich friithere
Versterben (Log-Rank-Test: jeweils p>0,05). Das gilt fiir die Bcl2-Expression mit oder ohne

Bertiicksichtigung des Verteilungsmusters.

Auch in der Regressionsanalysen nach Cox zeigt sich die Expression von Bcl2 in keiner
Gruppierung der T-Stadien als unabhingiger Prognosefaktor. Das gilt wiederum fiir die Bcl2-

Expression mit oder ohne Beriicksichtigung des Verteilungsmusters.

3.1.3.4.3 Zusammenfassung des Einflusses von Bcl2 auf das Uberleben

Die Expression von Bcl2 korreliert mit dem zeitlich fritheren Versterben, wenn die Bcl2-
positiven Tumore mit diffusem Verteilungsmuster den iibrigen Harnblasentumoren gegen-
ibergestellt werden. Dieser Zusammenhang zeigt sich im gesamten Patientenkollektiv, jedoch

nicht in den einzelnen Untergruppen der T-Stadien.

Die Expression von Bcl2 fungiert nicht als unabhédngiger Pradiktor. Dies gilt fiir die Bcl2-
Expression mit oder ohne Beriicksichtigung des Verteilungsmusters und in den jeweiligen

Untergruppen der T-Stadien.
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3.1.4 Immunhistochemischer Nachweis des Bcl2-Onkoprotein in benignem

Gewebe

Zu nahezu jedem Tumorpriparat (bei 92% der Fille) wurde eine Probe mitgeférbt, die bei
transurethraler Resektion aus einer Probebiopsie stammt oder bei Zystektomie-Préparaten aus
Anteilen der Blase, die noch nicht maligne verdndert sind. Diese wurden histologisch auf ihre
Benignitit untersucht und wiesen alle die Schichtung von unverédndertem Urothel auf. Es

wurden 185 gutartige Gewebeproben untersucht.

Bei der Auswertung der immunhistochemischen Firbung zeigte sich ein recht homogenes
Bild. In 86,7% der Fille zeigte sich eine positive basale Anfirbung, nur 13,3% wurden als
negativ bewertet. Bei 8 Fillen waren die oberen Schichten des Urothels allerdings auf dem
Objekttrager nicht mehr vorhanden, da sie wahrscheinlich wihrend der Hitzedemaskierung
abgeschwommen sind. Diese wiesen aber in den untersten vorhandenen Zellschichten eine

positive Farbung auf, so daB} sie bei der basalen Farbung subsummiert wurden.

Die Abbildung 9 zeigt das Bild eines unverdnderten Urothels, das die charakteristische Far-

bung der basalen Zellschichten aufweist.

Abbildung 8

Benignes Gewebe eines Blasentumors nach Bcl2-Antikorper-Farbung mit basaler Anfirbung (320x Ver-

groflerung)
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3.2 Ergebnisse der Untersuchung des Onkoproteins Her2/neu
3.2.1 Ergebnisse der immunhistochemischen Auswertung
Fiir die Untersuchung des Protoonkogens Her2/neu wurden 163 Schnitte von Harnblasenkar-

zinomen gefirbt. Tabelle 9 zeigt eine Ubersicht iiber epidemiologische, klinische und patho-

logische Daten der untersuchten Patienten.

Epidemiologische Daten

Patientenzahl 163
Maénner 116
Frauen 47
Alter 24-90
Medianes Alter 68,0

(Standardabweichung 11,7)
Klinische und pathologische Daten

Transurethrale Resektion (TUR) 136
Zystektomie 27
Tis 3
Ta 52
T1 55
T2 29
T3 16
T4 8
benignes Gewebe gefirbt 150
Tabelle 9

Ubersicht iiber die Zusammensetzung des Patientenkollektiv nach epidemiologischen, klinischen und
pathologischen Daten
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Das Diagramm 20 zeigt die grafische Darstellung des Zusammenhangs zwischen T-Stadien

und Differenzierungsgrad.

Zusammenhang zwischen T-Stadium und
Differenzierungsgrad

40

30

20

. 1B

0 , , —

Ta T1 T2 T3 T4

B Grad | 18 4 1
A Grad Il 32 27 4 1 1
OGrad lli 2 24 23 12 5
OGrad IV 1 3 2

Diagramm 20

Zusammenhang zwischen T-Stadium und histopathologischem Differenzierungsgrad der Her2/neu ge-
firbten Harnblasentumorentumore von 163 Patienten

rot: Grad I, gestreift rot: Grad I, orange: Grad III, tiirkis: Grad IV

Dabei waren 84 Tumore (51.5%) Her2/neu-negativ und 79 Tumore (48,5%) waren Her2/neu-

positiv. Es wurden bei 48 Patienten (29,4%) keine Expression von Her2/neu nachgewiesen,

bei 36 Patienten (22,1%) wurde nur eine sehr schwache oder zytoplasmatische Farbung ge-

funden. Hingegen wiesen 50 Patienten (30,7%) eine moderate und 29 Patienten (17,8%) eine

starke membrangebundene Farbung auf.



Ergebnisse der Untersuchung des Onkoproteins Her2/neu

54

Im folgenden Diagramm (Dia. 21) sind die absoluten Zahlen dargestellt, wobei hier die Be-

wertung nach der Farbeintensitdt mit den Kategorien Score 0, 1+, 2+ und 3+, verwendet wird.

Haufigkeitsverteilung der Her2-negativen und
positiven Tumore

60

50 -
40
30 1
20 -
10

0 0 1+
Reihe1 48 36 50 29

Diagramm 21

Hiufigkeitsverteilung der Her2-negativen und positiven Harnblasentumore von 163 Patienten

schwarz: Her2/neu negative Farbung (0 und 1+) , griin gestreift: schwach positive Her2/neu Firbung (2+),
lila gestreift: stark positive Her2/neu Firbung (3+)

Sowohl der Score 0 als auch 1+ werden als Her2/neu-negativ gewertet. Dies war u. a. der Fall,

wenn die Membranfarbung nicht zirkumferent, d.h. die ganze Membran umgebend war.
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Das folgende Bild (Abb. 9) zeigt einen Tumor (T1/G2), bei dem zwar eine Membranfarbung
vorhanden ist, diese ist jedoch nur unvollstindig ausgeprigt. Mehr als 10% der Tumorzellen
sind positiv gefarbt. Also wurde dieser Tumor gemif unseren Kriterien mit dem Score 1+

bewertet.

Abbildung 9

Blasentumor nach Her2/neu-Antikérper-Firbung, hier: Her2/neu-negativer Tumor mit Score 1+ (Ver-
groflerung 100x)
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Das nichste Bild (Abb. 10) zeigt einen Her2/neu-positiven Tumor mit vollstdndiger, sehr
starker Membranfdarbung. Es sind mehr als 10% der Tumorzellen positiv gefarbt. Dieser Tu-

mor (T2/G3) wurde mit 3+ bewertet.

Abbildung 10

Blasentumor nach Her2/neu-Antikérper-Firbung, hier: Her2/neu-positiver Tumor mit Score 3+ (Vergro-
Berung 200x)
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3.2.2 Korrelation mit pathologischen Parametern

Die Verteilung der Her2/neu-negativen und positiven Tumoren auf die jeweiligen T-Stadien
ergibt unten stehendes Diagramm (Dia. 22). Die Carcinomata in situ wurden aufgrund der

geringen Fallzahl auBler Acht gelassen.

Her2-negative und positive Tumore nach
T-Stadien

40

30 -

20 -

10 7 %

0 B =
Ta T2 T3 T4

M negativ 35 20 15 9 4
positiv 17 35 14 7 4

Diagramm 22

Hiufigkeitsverteilung der Her2-negativen und positiven Tumore nach T-Stadien bei 160 Patienten mit
Harnblasentumor (p>0,05)

schwarz: Her2/neu negative Farbung (0 und 1+), dunkelrot: Her2/neu positive Farbung (2+ und 3+)

Dabei besteht kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen einer Her2-
Uberexpression und dem T-Stadium (p>0,05). Lediglich das Uberwiegen positiver Firbung
bei T1-Tumoren (63,6% positiver gegeniiber 36,4% negativer Tumore) fallt auf (siche Dia-
gramm 23).
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Ebenfalls besteht kein Zusammenhang zwischen der Her2/neu-Féarbung und dem Differenzie-

rungsgrad der Harnblasenkarzinome (p>0,05). Dies wird in Diagramm 23 dargestellt.

Her2-negative und positive Tumore nach dem
Differenzierungsgrad

40

30

20

10 - l

0 W)
Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4

M negativ 15 36 29 3
positiv 8 29 37 3

Diagramm 23

Hiufigkeitsverteilung der Her2-negativen und positiven Tumore nach dem histopathologischen Differen-
zierungsgrad bei 160 Patienten mit Harnblasentumor (p>0,05)

schwarz: Her2/neu negative Fiarbung (0 und 1+), dunkelrot: Her2/neu positive Firbung (2+ und 3+)

3.2.3 Korrelation mit klinischen Parametern

Fiir die Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen klinischen Parametern und einer
Her2/neu-Uberexpression werden die gleichen Kriterien angewendet wie bei der Untersu-
chung des Bcl2-Onkoproteins. Es wird der Zusammenhang mit der Rezidivfreiheit, dem Auf-

treten eines Progresses und dem tumorbedingten Versterben untersucht.

3.2.3.1 Korrelation zwischen Her2/neu-Uberexpression und der Rezidivfreiheit

Von den 160 in die Untersuchung einbezogenen Patienten erlitten 74 (46,3%) ein Rezidiv in

der Harnblase.

Fiir die statistische Untersuchung werden jeweils die Bewertungen 0 und 1+ zur Gruppe ,,ne-

gativ* und die Bewertungen 1+ und 2+ zur Gruppe ,,positiv* zusammengefalt.
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Von den 74 Patienten, bei denen nach der Operation wieder ein Tumor auftrat, wiesen 40 Pa-
tienten (50,1%) urspriinglich eine Uberexpression von Her2/neu auf. Bei den restlichen 34
Patienten (45,9%) konnte kein Nachweis einer Her2/neu-Expression bewiesen werden. Von
den 86 Patienten, die im Laufe des Untersuchungszeitraums kein Rezidiv bekommen haben,
zeigten 49 Patienten (57%) in der immunhistochemischen Untersuchung einen Her2/neu-

negativen und nur 37 Patienten (43%) einen Her2/neu-positiven Tumor.

Dies zeigt folgendes Diagramm (Dia. 24):

Rezidiv im Zusammenhang mit Her2-Uberexpression

Rezidiv nein Rezidiv ja
M negativ 49 34
positiv 37 40

Diagramm 24

Auftreten eines Rezidives im Zusammenhang mit Her2-Uberexpression bei 160 Patienten mit Harnblasen-
tumor (p>0,05)

schwarz: Her2/neu negative Farbung (0 und 1+), dunkelrot: Her2/neu positive Firbung (2+ und 3+)

Es besteht jedoch kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines

Rezidivs und der Expression von Her2/neu (p>0,05).

Allerdings besteht ein Zusammenhang zwischen der zeitlich frithen Rezidivierung eines
Harnblasenkarzinoms und dessen Uberexpression von Her2/neu. Patienten, die einen
Her2/neu-positiven Tumor aufweisen, haben eine hoheres Risiko fiir ein zeitlich fritheres
Wiederauftreten eines Harnblasenkarzinoms (Kaplan-Meier-Kurve, Log-Rank-Test

p=0,0158).

Bei der Betrachtung der einzelnen Bewertungseinheiten (0,1+,2+ und 3+) zeigt sich eine fast
deckungsgleiche Kurve fiir die beiden negativen Ausprigungen (0 und 1+). Bei den beiden

positiven Auspragungen ergibt es sich, dafl die Kurve der Patienten mit Score 3+ leicht iiber
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derjenigen der Patienten mit 2+ liegt. Ein Zusammenfassen der beiden negativen und beiden

positiven Scores scheint sinnvoll und gerechtfertigt zu seien.

Das unten dargestellte Diagramm (Dia. 25) zeigt das friihe Auftreten von Rezidiven bei Her2-

negativen und -positiven Tumoren.

Rezidivfreie Zeit

Her2-negative vs. Her2-positive Tumore
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Diagramm 25

Rezidivfreie Zeit von 160 Blasentumorpatienten aufgeteilt nach der immunhistochemischen Positivitit fiir
Her2/neu

Kaplan-Meier Kurve, Log-Rank-Test p=0,0158

Dunkelrote, gestrichelte Linie: Her2-positive Tumore (2+ und 3+), schwarze Linie: Her2-negative Tumo-
re (0 und 1+)

Bei der Analyse des Einflusses der Her2/neu-Expression auf das Auftreten eines Rezidives
innerhalb der vier Untergruppierungen der T-Stadien, ergab sich innerhalb keiner Untergrup-

pe eine statistisch signifikante EinfluBnahme durch das Her2/neu-Onkoprotein.

Die Bedeutung der Uberexpression des Her2/neu-Proteins wird in der Berechnung der Cox-
Regression deutlich. So ergibt sich ein starker EinfluB der Her2-Uberexpression auf das Risi-
ko eines friih auftretenden Rezidivs (p=0,018). Dieser Einfluf} liegt vor dem nicht signifikan-
ten EinfluB des T-Stadiums und des Grading (p=0,270 bzw. p=0,930), aber nach dem Ge-
schlecht der Patienten (p=0,007). Da in der obigen statistischen Auswertung deutlich wurde,
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daB kein Zusammenhang zwischen T-Stadium und Differenzierungsgrad der Tumoren be-
steht, kann auf die zwei weiteren Berechnungsmodalititen der Cox-Regression (ohne T-
Stadium und Grading), die bei den Berechnungen im Zusammenhang mit dem Onkoprotein
Bcl2 angewandt wurden, verzichtet werden. Es werden hier also immer die Variablen T-

Stadium, Grading, Risikofaktoren, Alter und Geschlecht mit einbezogen.

Als unabhingiger Pridiktor zeigt sich das Onkoprotein Her2/neu ebenfalls in den Untergrup-
pen der T-Stadien, die die muskelinvasiven Tumoren umfassen. So ist die Expression von
Her2/neu jeweils in der Gruppe T1-T4 bzw. T2-T4 statistisch signifikant (jeweils p<0,05),
nicht jedoch in den Untergruppen Ta und Ta/T1 (jeweils p>0,05)
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3.2.3.2 Korrelation zwischen Her2/neu-Uberexpression und dem Auftreten eines
pathologischen Progresses

Bei 10 Patienten trat ein neuer Tumor auf, der nach der Behandlung eines urspriinglich ober-
flichlichen Tumors nun muskelinvasiv war. Sechs dieser Patienten (60%) wiesen eine
Her2/neu-Uberexpression auf. Das Diagramm 26 zeigt diesen Zusammenhang, der aber statis-

tisch nicht signifikant ist (Log-Rank-Test p=0,2642).

Progressfreie Zeit (path. Progress)

Her2-negative vs. positive Tumore
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Diagramm 26

Progressfreie Zeit von 160 Blasentumorpatienten aufgeteilt nach der immunhistochemischen Positivitit
fiir Her2/neu

Kaplan-Meier-Kurve (pathologischer Progref}), Log-Rank-Test: p=0,2642

Dunkelrote, gestrichelte Linie: Her2-positive Tumore (2+ und 3+), schwarze Linie: Her2-negative Tumo-
re (0 und 1+)

Ahnlich der Berechnung des Vorhersagewertes von Bcl2 hat keiner der pathologischen Para-
meter (T-Stadium oder Grade) oder anderer Werte (Alter, Geschlecht, Risikofaktoren, aber

auch Her2/neu: p=0,215) ein prognostisches Potential.
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3.2.3.3 Korrelation zwischen Her2/neu-Uberexpression und dem Auftreten eines
klinischen Progresses

Der klinische Progref trat bei 38 Patienten auf. Wie oben beschrieben, umfasst der Progre3
drei Kriterien: das Auftreten eines muskelinvasiven Tumors nach Behandlung des urspriing-
lich oberflachlichen Tumors, das spétere Auftreten von Metastasen oder das tumorbedingte

Versterben.

Die Diagramme 27 und 28 zeigen das Auftreten eines Progresses in Abhdngigkeit vom T-

Stadium einerseits und dem Differenzierungsgrad andererseits.

Progress abhéngig vom T-Stadium Progress abhangig vom Differenzierungsgrad
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Progressfreie Zeit in Monaten Progressfreie Zeit in Monaten
Diagramm 27 Diagramm 28
Progressfreie Zeit von 160 Blasentumorpatienten Progressfreie Zeit von 160 Blasentumorpatienten
aufgeteilt nach den T-Stadien aufgeteilt nach dem Differenzierungsgrad
Kaplan-Meier-Kurve Kaplan-Meier-Kurve
von oben nach unten: von oben nach unten:
blau gepunktet: Ta, hellgriin: T1, grau: T3, blau gestrichelt: Grad I, griin: Grad II,
schwarz gestrichelt: T2, dunkelgriin: T4 schwarz gestrichelt: Grad III, grau: Grad IV

Bei 23 (60,5%) der 38 Patienten mit einem solchem ProgreB lag eine Uberexpression des
Her2/neu-Onkoproteins vor, wihrend bei 15 (39,5%) der Patienten, die eine Krankheitsver-

schlechterung erlitten, keine Uberexpression von Her2/neu festgestellt werden konnte.
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Bei 122 Patienten trat kein Progre3 auf. Von diesen wiesen mehr Patienten (55,7%) einen

Her2/neu-negativen Tumor als eine Her2/neu-positive Tumor (44,3%) auf.

Das folgende Diagramm zeigt dieses Verhéltnis (Dia. 29):

Progress im Zusammenhang mit Her2-
Uberexpression

80
60 -
v
40 -
20 %
0 - , ,
Progress nein Progress ja
W negativ 68 15
positiv 54 23

Diagramm 29

Auftreten eines Progresses im Zusammenhang mit Her2-Uberexpression bei 160 Patienten mit Harnbla-
sentumor (p>0,05)

schwarz: Her2/neu negative Farbung (0 und 1+), dunkelrot: Her2/neu positive Firbung (2+ und 3+)



Ergebnisse der Untersuchung des Onkoproteins Her2/neu 65

Das Vorliegen einer Her2-Uberexpression erhdht das Risiko fiir ein friiheres Fortschreiten der

Tumorerkrankung signifikant (Log-Rank-Test: p=0,0378).

Das friihere Eintreten eines klinischen Progresses bei Her2-Uberexpression bezogen auf das
gesamte Kollektiv der untersuchten Patienten mit Harnblasenkarzinom wird in Diagramm 30

deutlich.
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Diagramm 30

Progressfreie Zeit von 160 Blasentumorpatienten aufgeteilt nach der immunhistochemischen Positivitit
fiir Her2/neu

Kaplan-Meier-Kurve, Log-Rank-Test: p=0,0378

dunkelrote, gestrichelte Linie: Her2-positive Tumore, schwarze Linie: Her2-negative Tumore

In den einzelnen Untergruppen war jedoch kein signifikanter Einfluss beziiglich des zeitlich

fritheren Auftretens eines klinischen Progresses nachweisbar (jeweils p>0,05).

Die EinfluBnahme auf das Auftreten eines Progresses wird in der Berechnung der Wertigkeit
von Her2/neu als unabhéngiger prognostischer Faktor deutlich. So ist der Einfluf3 der Her2-
Uberexpression nach dem des T-Stadiums (Cox-Regression p<0,001) der zweit stirkste (Cox-

Regression p=0,006). Danach folgt das Geschlecht der Patienten (p=0,008).

Ahnlich wie bei Berechnung der Uberlebenskurven (Kaplan-Meier-Kurve) zeigt sich auch in
der Cox-Regression lediglich fiir die invasiven T-Stadien (T2-T4) ein statistisch signifikanter
Einflu8 von Her2/neu im Sinne eines unabhidngigen Prognosefaktor (Cox-Regression: jeweils

p<0,05).
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3.2.3.4 Korrelation zwischen Her2/neu-Uberexpression und dem Uberleben

Zum Ende des jeweiligen Untersuchungszeitraums sind 29 Patienten der 160 in die statisti-
sche Analyse einbezogenen Patienten (18,1%) verstorben. Dies war u.a. von der Infiltrations-
tiefe des jeweiligen Tumors (T-Stadium) abhingig (p<0,05). Das Diagramm 31 zeigt das frii-

he Versterben derjenigen Patienten mit hoheren T-Stadium.

Uberleben abhangig vom T-Stadium

Anzahl der Patienten

0 20 40 60 80 100 120

Uberleben in Monaten

Diagramm 31
Uberleben von 160 Blasentumorpatienten aufgeteilt nach dem T-Stadium Kaplan-Meier-Kurve
von oben nach unten:

blau gepunktet: Ta, hellgriin: T1, grau: T3, schwarz gestrichelt: T2, dunkelgriin: T4

Von den 29 an ihrer Blasentumorerkrankung verstorbenen Patienten wiesen 19 (65,5%) eine
Her2-Uberexpression auf, wihrend die restlichen zehn Patienten (34,5%) einen Her2/neu-
negativen Tumor hatten. 131 Patienten sind bis zum Ende des jeweiligen Beobachtungszeit-
raums nicht verstorben. Hier zeigte sich, dal bei den nicht verstorbenen Patienten der prozen-
tuale Anteil der Her2/neu-Uberexpression geringer ist als bei den verstorbenen Patienten. Le-
diglich 44,3% der nicht verstorbenen Patienten wiesen einen Her2/neu-positiven Tumor auf.

Hingegen zeigte sich bei 55,7% der nicht verstorbenen Patienten keine Her2/neu-Expression.
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In Diagramm 32 wird der grofere Anteil der Patienten mit Her2/neu-positiven Tumor an den

verstorbenen Patienten deutlich.

Uberleben abhingig von Her2-Uberexpression

80
60 -
40 -
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0 %
verstorben nein verstorben ja
M negativ 73 10
Apositiv 58 19

Diagramm 32

Tumorbedingtes Versterben von 160 Patienten mit Harnblasentumor in Abhéngigkeit von der immun-
histochemischen Positivitit von Her2/neu (p<0,05)

schwarz: Her2/neu negative Farbung (0 und 1+), dunkelrot: Her2/neu positive Firbung (2+ und 3+)
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Ahnlich wie die progreBfreie Zeit ist auch das Uberleben derjenigen Patienten, die einen
Her2/neu-positiven Tumor aufweisen, statistisch signifikant verkiirzt (Log-Rank-Test

p=0,0243). Dies wird in Diagramm 33 deutlich.
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Diagramm 33

Krankheitsspezifisches Uberleben von 160 Patienten mit Harnblasentumor aufgeteilt nach der immun-
histochemischen Positivitit fiir Her2/neu

Kaplan-Meier-Kurve, Log-Rank-Test: p=0,0243

Dunkelrote, gestrichelte Linie: Her2-positive Tumore (2+ und 3+), schwarze Linie: Her2-negative Tumo-
re (0 und 1+)

Die Parameter, die eine prognostische Aussage zum tumorspezifischen Uberleben liefern kon-

nen, dhneln denen, die ein Auftreten eines Progresses vorhersagen konnen.

So hat das T-Stadium den stirksten Einflul (Cox-Regression p<0,001) auf das Risiko, frither
am Harnblasentumor zu versterben. Auch das Geschlecht der Patienten hat einen starken

EinfluB (p=0,002), gefolgt von der Her2/neu-Uberexpression (p=0,003).

In den Untergruppen des T-Stadiums, deren Zusammenfassung nach klinischen Gesichts-
punkten wichtig ist, zeigt sich nur in der Gruppe T2-T4 ein Einfluss der Her2/neu-Expression

(p<0,05), nicht jedoch in den anderen Gruppierungen.
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Der Einflu3 der wichtigen Faktoren lassen sich folgendermaf3en zusammenfassen:

das T-Stadium korreliert mit dem Versterben der Patienten (p=0,01) und ist unabhédngiger

Prognosefaktor fiir ein frithzeitiges Versterben (Cox-Regression p<0,001).

Die Her2/neu-Expression weist ebenfalls auf ein frithzeitiges Versterben der Patienten mit
Harnblasenkarzinom hin (Kaplan-Meier-Kurve, Log-Rank-Test p=0,0243). Zudem ist es un-
abhingiger Pridiktor fiir das Uberleben der Patienten (Cox-Regression p=0,003).
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3.2.4 Immunhistochemischer Nachweis des Her2/neu-Onkoprotein in be-

nignem Gewebe

In benignem Gewebe lie sich praktisch nie eine Uberexpression des Protoonkogen Her2/neu
nachweisen. So waren 147 (98%) der 150 gefarbten Schnitte mit benignem Gewebe negativ
(98 waren Score 0, 49 Score 1+). Nur einer der drei positiven Schnitte wies eine stark positive

Féarbung auf (Score 3+).

Diese drei Schnitte waren im Gegensatz zu den anderen verwendeten Gewebeproben, die
entweder aus einer Probebiopsie bei transurethraler Resektion (TUR) oder aus anhéngender,
unverdnderter Schleimhaut bei Zystektomiepriaparaten bestanden, histologische Schnitte von
Harnleitern, die bei der pathologischen Begutachtung der Zystektomiepréiparate angefertigt

wurden. Diese wurden mitgefarbt, da kein normales, benignes Urothel vorhanden war.

Diese Schnitte weisen im Gegensatz zu der meist klaren membrangebundenen Fiarbung der

Her2/neu-positiven Tumoren lediglich eine sehr starke zytoplasmatische Farbung auf.
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3.3 Gemeinsame Expression von Bcl2 und Her2/neu

Zuletzt soll noch ein kurzer Uberblick iiber die Untersuchung bei gemeinsamer Expression

beider Onkoproteine gegeben werden.

Bei 42 (26,3%) der 160 Patienten, bei denen sowohl das Onkoprotein Bcl2 als auch Her2/neu
untersucht wurde, waren beide Parameter immunhistochemisch positiv. Allerdings bestand

kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der positiven Farbung von Bcl2 und

Her2/neu (p>0,05).

Wie die obige Untersuchung aber gezeigt hat, war die Differenzierung in basales oder diffuses
Verteilungsmuster bei der Untersuchung der Bel2-Expression am wichtigsten, so daf3 dieses
auch berticksichtigt werden soll. So war bei 22 (13,8%) der 160 untersuchten Tumoren ein
diffuses Verteilungsmuster bei der Bcl2-Fiarbung und eine positive Féarbung bei der Her2-
Féarbung vorhanden (p>0,05). Fiir alle klinischen Parameter auBBer dem pathologischen Pro-
grel (Log-Rank-Test p=0,7677) trat eine statistisch signifikante Risikoerhdhung ein, wenn
beide Onkoproteine liberexprimiert und dabei Bcl2 diffus verteilt war (jeweils p<0,05).

Wurden nur die Expression beider Onkoproteine untersucht und die Verteilung der Bcel2-
positiven Tumoren auer Acht gelassen, war zwar der Einflu3 auf Rezidivneigung und Risiko
fiir einen Progrefl weiterhin statistisch signifikant (p=0,0204 bzw. p=0,0282), jedoch verlor
sich jetzt der EinfluB auf das Uberleben (p=0,1586).
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Dieser Zusammenhang soll exemplarisch in Diagramm 34 gezeigt werden, in dem das frithere
Versterben derjenigen Patienten mit Her2-positiven und Bcl2-diffus-positiven Tumoren deut-

lich wird.
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Diagramm 34

Tumorspezifisches Uberleben von 160 Patienten mit Harnblasentumoren aufgeteilt nach der gemeinsa-
men Uberexpression von Bel2 und Her2/neu

Kaplan-Meier-Kurve, Log-Rank-Test p=0,0026

rosa, gestrichelte Linie: Bel2 diffus-positive (1 und 2) & Her2 positive (2+ und 3+),
graue Linie: Bcl2 negative (0) & Her2/neu negative (0 und 1+) Tumore

In der Cox-Regressionsanalyse ist die gemeinsame Expression fiir die untersuchten Ereignisse
Rezidiv und ProgreB immer statistisch signifikanter unabhédngiger Prognosefaktor, flir das

Uberleben nur bei gemeinsamer Expression und diffusem Verteilungsmuster von Bel2.

Bei den Untergruppen der T-Stadien mulliten bei der statistischen Analyse gewisse Einschrin-
kungen in Kauf genommen werden, da in einzelnen Gruppe keine gemeinsam Expression der
beiden Onkogene vorhanden war oder keines der zu untersuchenden Ereignisse eingetreten

ist.

In den moglichen Untergruppen wurde die immunhistochemische Befundkonstellation ge-
trennt fiir Her2/neu-positiv und fiir Bel2-positiv einerseits und fiir Her2/neu-positiv und Bcl2-

positiv mit diffusem Verteilungsmuster andererseits untersucht.
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Es ergab sich ein recht einheitliches Bild:

fiir alle drei Ereignisse (Rezidiv, ProgreB und Uberleben) zeigte die Expression beider On-
koproteine mit oder ohne diffuser Verteilung von Bcl2 jeweils ein verfriihtes Auftreten des
jeweiligen Ereignisses in der Untergruppe der muskelinvasiven Tumoren (Kaplan-Meier,
Log-Rank-Test jeweils p<0,05) , jedoch nicht in der Gruppe der oberflachlichen Tumoren
(Kaplan-Meier, Log-Rank-Test jeweils p>0,05). Der Ubersichtlichkeit halber befinden sich
die genauen p-Werte im Anhang (siche Tabelle 1 des Anhangs).

Zuletzt wurde noch fiir die mdglichen Untergruppen eine Analyse der gemeinsamen Expres-
sion von Her2/neu und Bcl2 als unabhingige Prognosefaktoren berechnet. Die gemeinsame
Expression ist in der Untergruppe der muskelinvasiven Tumoren unabhingiger Prognosefak-
tor (Cox-Regression, jeweils p<0,05), jedoch nicht in der jeweiligen Gruppe der oberflichli-
chen Tumoren (Cox-Regression, jeweils p>0,05). Eine Ubersicht befindet sich ebenfalls im

Anhang (siehe Tabelle 2 des Anhangs).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal die gemeinsame Expression beider Onkoproteine,
wobei die Kombination von gleichzeitiger Expression von Her2/neu und Bcl2 mit diffuser
Verteilung am sinnvollsten erscheint, fiir die drei untersuchten Ereignisse sowohl in der Uber-
lebensanalyse nach Kaplan-Meier, als auch in der Berechnung der unabhingigen Prognose-

faktoren durch die Regressionsanalyse nach Cox einen statistisch signifikanten Einflu} zeigt.

In den Untergruppen der T-Stadien ist die gemeinsame Expression von Her2/neu und Bcl2

nur in den muskelinvasiven Tumorstadien als unabhéngiger Prognosefaktor zu werten.

Der Nachweis beider Onkoproteine ist also unabhéngiger Pridiktor, ist jedoch der alleinigen
Bestimmung einer Her2/neu-Uberexpression nicht iiberlegen, da diese ebenfalls als unabhin-
giger Priadiktor im gesamten Kollektiv einerseits und in den muskelinvasiven T-Stadien ande-

rerseits fungiert und somit zur Risikoabschédtzung ausreicht.

Eine Bestimmung mehrerer immunhistochemischer Faktoren ist durch die alleinige Bestim-

mung der Her2/neu-Expression moglicherweise unnotig.
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4 Diskussion

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung der beiden Onkoproteine ergab eine
einheitliche Aussage: Der wichtigste Prognosefaktor zur Risikovorhersage sowohl eines Re-
zidives, Progresses als auch des tumorbedingten Versterbens ist und bleibt das T-Stadium,

also die Infiltrationstiefe des Tumors.

Die Uberexpression eines der beiden Onkoproteine zeigte unterschiedliche Ergebnisse und
nimmt auch eine unterschiedliche Stellung beziiglich ihrer Wertigkeit als unabhingiger Prog-

nosefaktor ein. Daher sollen Bcl2 und Her2/neu getrennt diskutiert werden.

4.1 Diskussion der Untersuchung des Onkoproteins Bel2

4.1.1 Aktuelle Datenlage

Die Datenlage zur Expression des Onkoproteins Bcl2 und dessen Wertigkeit als Prognosefak-

tor ist uneinheitlich:

So gibt es Arbeiten, die bei einer sehr geringen Anzahl der untersuchten Blasentumorproben
eine Bcl2-Expression nachweisen (King et al. 1996, S.316: Bcl2-Uberexpression bei 5,3%;
Kirsh et al. 1998, S.1350: Bcl2-Uberexpression bei 7%). Der GroBteil der anderen Arbeiten
findet aber weit mehr Harnblasenkarzinome mit Bcl2-Uberexpression. Die meisten Untersu-
chungen ergeben, dall zwischen 41% (Liukkonen et al. 1997 S.1) und 68% der Tumore (Lip-
ponen et al. 1996, S.137) Bcl2 iiberexprimieren. Bei unserer Untersuchung wurde eine Bcl2-

Uberexpression bei 47,8% der Harnblasenkarzinome gefunden.

Ebenso variiert die Zahl der untersuchten Proben bzw. Patienten. Teilweise wurden nur sehr
wenige Proben untersucht (Furihata et al. 1996, S.134: 21 Patienten, Lu et al. 1998, S.29: 29
Patienten). Das grof3te Patientenkollektiv findet sich bei Liukkonen (Liukkonen et al. 1997,
S.2) mit 185 Patienten. Da die Anzahl der untersuchten Proben wichtigen Einflu} auf eine
valide statistische Auswertung hat, haben wir Proben von 201 Patienten in unsere Untersu-

chung der Bcl2-Expression einbezogen.

Ebenso uneinheitlich sind die Aussagen beziiglich pathologischer und klinischer Parameter.
Viele Arbeiten finden weder eine Assoziation von Bcl2 und T-Stadium und/oder Differenzie-
rungsgrad der Tumore (Glick et al. 1996, S.1755; Lu et al. 1997, S.30; Kirsh et al. 1998,
S.1350) und somit oft auch keinen Einflufl auf das tumorbedingte Versterben (Cooke et al.
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2000, S.831). Andere Untersucher finden eine negative Korrelation zwischen Bcl2- und T-
Stadium und/oder Differenzierungsgrad und Uberexpression (Shiina et al. 1996, S.397; Nako-
polou et al. 1998, S.149).

Andererseits wird in vielen Arbeiten ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
Bcel2-Uberexpression und T-Stadium und/oder Differenzierungsgrad beschrieben (King et al.

1996, 8.319; Liukkonen et al. 1997, S.3).

Auch findet sich bei vielen Arbeiten ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
Bcl2-Uberexpression und Auftreten von Rezidiven und/oder tumorbedingtem Versterben
(Ong et al. 2001, S.171-172; Wolf et al. 2001 bei T1/G3-Tumoren, S.332). Lipponen be-
schreibt eine Korrelation zwischen Bcl2-Expression und T-Stadium, Grading und Uberleben,
wenn nur die positiven Tumorzellen mit nicht-basaler Verteilung beachtet werden (Lipponen
et al. 1996, S.137-138); allerdings bestdtigt sich dieser Zusammenhang nicht mehr in multiva-

riater Analyse.

4.1.2 Diskussion unserer Ergebnisse

Die Untersuchung des noch nicht maligne verdnderten Urothels hat eine fast durchwegs vor-
handene Anfiarbung der basalen Zellschichten ergeben. Diese Expression von Bcl2 in den
unteren Zellschichten ist scheinbar physiologisch und hat keinen Zusammenhang zu einer
moglichen Entartung des Urothels, da sie einheitlich bei Bcl2-positiven wie auch Bcl2-
negativen Tumoren auftritt, aber auch einheitlich im Urothel gesunder Patienten gefunden

wird (Li et al. 1998, S.236).

Dies scheint auf die physiologische Aufgabe von Bcl2 hinzuweisen, die unteren Zellschich-
ten, von denen Wachstum und Differenzierung des Urothels ausgehen, vor einem vorzeitigen
Zelltod zu bewahren. Diese Aufgabe erfiillt Bcl2 durch die Hemmung der Apoptose. Auch in
den Epithelien anderer Organe wie kolorektaler oder zervikaler Schleimhaut wurde dieser
Befund erhoben und mit der antiapoptotischen Potenz von Bcl2 in Verbindung gebracht

(Kaklamanis et al. 1996, S.11ff.; bzw. Harmsel et al. 1996, S.28).

Ebenso 146t sich dadurch die Abwesenheit von Bcl2 in den oberen Zellschichten des Urothels
gut erkldren, da der antiapoptotische Effekt hier nicht mehr erwiinscht ist: die Zellen sind dif-
ferenziert und diirfen, sobald sie ihre Aufgabe erfiillt haben, zugrunde gehen, damit sie durch

neue, leistungsfahigere Zellen ersetzt werden konnen.
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Maligne Neoplasien konnen auf vielerlei Weise entstehen. Einer der moglichen Ausloseme-
chanismen fiir unkontrolliertes Wachstum konnte eine verminderte Hemmung der physiologi-

schen Apoptose seien. Daran ist das Onkogen Bcl2 sicher auch beteiligt.

Wir haben bei knapp 48% der Harnblasenkarzinome eine Bcl2 Uberexpression nachgewiesen.

Von diesen waren 65% moderat positiv und 35% stark positiv.

Es bestand ein deutlicher Zusammenhang zwischen T-Stadium und dem Bcl2-Nachweis. Die-
ser Zusammenhang war auch fiir den Differenzierungsgrad signifikant. Es zeigte sich aber,
daB hier der entscheidende Einflull nicht von der Intensitdt (also ,,moderat oder ,,stark posi-
tiv*) ausging, sondern lediglich, ob Bcl2 vorhanden war oder nicht. Dies 1a6t sich unter der
unten ausfiihrlich dargestellten Annahme erkldren, dafl Bcl2 nicht an sich ein malignes Poten-
tial mit Wachstumsreiz besitzt, sondern eher den Boden fiir das Wirken anderer Faktoren be-

reitet:

Das Onkoprotein Bcl2 scheint nicht der alleinige Faktor fiir verldngertes Lebens bestimmter

Zellen und deren Verharren in der GO-Phase zu sein.

Dies wird an zwei Tatsachen deutlich: der Abwesenheit von Bcl2 in einem Teil der von uns
untersuchten Harnblasenkarzinome und der mangelnden Aussagekraft des Bcl2-Nachweises
als unabhédngiger prognostischer Faktor beziiglich der von uns gewihlten klinischen

Fragestellung.

Uber die Hilfte der von uns untersuchten Harnblasenkarzinome wies iiberhaupt keine oder
eine nur sehr geringe Bcl2-Expression auf. Hier miissen andere Faktoren und Mechanismen

zu Wachstumsreiz oder Selektion der malignen Zellen gefiihrt haben.

Da Bcl2 aber wie oben beschrieben sogar physiologisch in gesundem Urothel vorkommt,
miilite es auch in diesem nun verdndertem Urothel vorhanden sein. Das Modell der
,»Mehrschrittkarzinogenese* geht von der schrittweisen Akkumulation genetischer Verdnde-
rung aus, die zu einer Labilitdt des Urothels fiihren, die sowohl zu einer Anhdufung als auch
zu einem Verlust bestimmter Produkte wie hier Bel2 fithren kann (Grimm et al. 1998, S.808).
So ist es erkldrbar, da3 Bcl2 zwar in unverdndertem Urothel vorhanden ist, jedoch in einem
Teil der Harnblasentumoren nicht mehr nachweisbar ist. Dies bestétigt sich in der hiufigen
Beobachtung, dal3 das normale Urothel in unmittelbarer Umgebung des Tumors noch in den

basalen Zellschichten Bcl2 exprimiert, im Tumor Bcl2 aber nicht mehr nachweisbar ist.

In den iibrigen 48% der Tumoren war Bcl2 nachweisbar. Wie im Ergebnisteil beschrieben,

nimmt weder das alleinige Vorhandensein von Bcl2, noch die Intensitdt der Bcl2-Expression
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einen statistischen EinfluB} auf Rezidivhaufigkeit, Auftreten eines Progresses oder tumorbe-

dingtes Versterben.

In einem Teil der Bel2-positiven Tumoren lieB3 sich eine definierte Bande der positiven Zellen
nachweisen. Diese war meist dem Lumen abgeneigt, so dall dies dem Férbeverhalten in nor-
malem Urothel sehr dhnlich war. Auf Grund dieser Tatsache haben wir dieses Farbeverhalten

,basal“ wie in unverdndertem Urothel genannt.

Wie die statistische Analyse gezeigt hat, hatte ein Tumor der dieses basale Verteilungsmuster

der Bcl2-positiven Zellen aufwies, keine schlechtere Prognose als ein Bel2-negativer Tumor.

Dieses Ergebnis und der Befund, dal3 das basale Verteilungsmuster meist in oberflachlichen
Tumoren nachweisbar war, legt den Schluf3 nahe, dal3 eine Tumorentstehung in einem Urothel
stattgefunden hat, das zumindest das Onkoprotein Bcl2 betreffend noch dem unveréndertem
Urothel entsprach. Bcl2 scheint hier keinen entscheidenden Einflufl auf die Tumorentwick-

lung genommen zu haben.

Anders sieht das Ergebnis aus, wenn die Bcl2-Expression nicht mehr auf die urspriinglichen

basalen Zellschichten beschrinkt war, sondern ein diffuses Verteilungsbild aufwies.

War dies der Fall, hatten die Patienten eine schlechtere Prognose. Bei ihnen trat frither ein
Progrel3 auf und sie verstarben frither an ihrem Harnblasentumor. Dieses Ergebnis war zu-
mindest in univariater Analyse statistisch signifikant. Wurden in die Analyse allerdings die
starken prognostischen Faktoren wie T-Stadium mit einbezogen, war diese Aussage nicht
mehr haltbar. Bel2-Expression und T-Stadium waren zu stark von einander abhéngig, als daf3

wir eine Bcl2-Uberexpression als unabhingigen prognostischen Faktor etablieren konnten.

Das diffuse Verteilungsmuster legt den SchluB3 nahe, daB3 gerade durch die antiapoptotische
Wirkung der Bcl2-Uberexpression ein verlingertes Uberleben und somit eine Selektion dieser
Zellen stattgefunden hat. Diese Zellen tiberleben solange, bis andere Wachstumsfaktoren ihr
Wachstum wieder fordern kdnnen. Jetzt kann ein pathologisches Wachstum dieser Zellklone
auftreten. Auf diese Weise sind nun diese Tumorzellen auf die ganze Tumormasse verteilt

und erscheinen in der immunhistochemischen Farbung als diffus angeordnet.

Neben dieser Stimulation durch andere Wachstumsreize gibt es noch einen weiteren Grund
fiir die Malignitét dieser selektierten Zellen. Die Bcl2-positiven Zellen iiberleben solange, daf3
sich chromosomale Mutationen anhdufen, die dann das eigentliche maligne Potential dieser

Zellen bedeuten. Jetzt konnen verschiedene Faktoren ein ungehindertes Wachstum bewirken.
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Dies kann zu einer Zunahme der Tumormasse, zu rezidivierenden und invasiveren Tumoren,

aber auch Metastasierung und damit zum Tod der Patienten fiihren.

Bcl2 scheint also eher ein frithes Ereignis der Karzinogenese zu sein, das durch den Uberle-
bensvorteil bestimmter Zellen eine Basis fiir die Wirkung anderer molekularer Faktoren

schafft (Li et al. 1998, S.239).

Unter dieser Annahme kann erkldrt werden, daB3 ein Bcl2-positiver Tumor ein aggressiveres
Verhalten aufweist als ein Bcl2-negativer Tumor, obwohl dieses Onkoprotein nicht eigentli-
che Ursache dafiir ist. Unter diesem Hintergrund kann man den Einflu3 von Bcl2 auf das frii-
he Auftreten eines Progresses und frithes Versterben verstehen. Der mangelnde Einflufl auf
das Auftreten eines Rezidives wird aber auch unter der oben beschriebenen Annahme erklér-
bar, wenn man annimmt, dafl das Onkoprotein Bcl2 nicht der eigentliche Wachstumsfaktor
ist, sondern eben nur Zellen fiir die Wirkung anderer Faktoren bereitstellt. Wie und wann die-

se wirken, kann ein Nachweis der Bcl2-Uberexpression nicht voraussagen.

Das gleiche gilt flir den pathologischen Progrel3. Hier wiirde eine gesteigerte Aggressivitét der
Tumoren eine Zunahme der Infiltrationstiefe des rezidivierenden Tumors bewirken. Einerseits
war die Anzahl derjenigen Patienten, die einen pathologischen ProgreB erlitten haben, fiir eine
abschlieBende Aussage iiber die mogliche Beteiligung von Bcl2 zu gering. Andererseits kann
wieder die oben angefiihrte Erklarung dafiir gegeben werden, dall Bcl2 nicht der eigentliche
Promotor ist. Ein weiterer Faktor, der die Wertigkeit des pathologischen Progref3 einschréankt,
ist die Tatsache, daf} die exakte Bestimmung des T-Stadiums nicht immer moglich ist: so be-
schreibt Yaman, daf eine korrekte Bestimmung des T-Stadiums nur bei 46% der Patienten,
die mit transurethraler Resektion behandelt wurden, moglich war (Yaman et al. 1996, S.198).
Dies schrinkt die Aussagemoglichkeit der rein histopathologischen Parameter ein, da sowohl
eine Unter- als auch Uberbewertung des T-Stadiums eine Berechnung des rein pathologischen
Progresses negativ beeinflussen kann. So kdnnte ein schon muskelinvasiver Tumor als ober-
flachlicher Tumor unterbewertet werden und wird, falls er jetzt als ebenfalls muskelinvasiver
Tumor rezidiviert, zu Unrecht als pathologischer Progre3 gewertet. Der gegenteilige Fall ist
auch denkbar. Daher haben wir uns in unserer Arbeit auf diejenige Form des Progresses fest-
gelegt, die als Endpunkt den pathologischen ProgreB, aber auch das Auftreten von Metastasen
und den tumorbedingten Tod definiert, so daB die Wertigkeit der Unter- und Uberbewertung

des Tumors minimiert wird und das krankheitsspezifische Verhalten des Tumors betont wird.
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Zu einem unserem sehr dhnlichen Ergebnis kommt Lipponen, der auch die Bedeutung der
nicht-basalen Zellen betont. Lipponen findet ebenso wie wir eine positive Assoziation von
pathologischen und klinischen Parametern mit einer Bel2-Uberexpression und kann auch kei-
nen statistisch signifikanten Einflu8 von Bcl2 in multivariater Analyse bestétigen (Lipponen

etal. 1996, S.138).

Eine Untergliederung der Patienten in verschiedene Untergruppen des T-Stadiums hat eben-
falls nicht den erwiinschten Erfolg gebracht, die Expression von Bcl2 in bestimmten Kollekti-

ven als Prognosefaktor zu etablieren.

So kann der Nachweis einer diffus verteilten Expression von Bcl2 moglicherweise als Hin-
weis fiir eine Krankheitsverschlechterung im gesamten Patientenkollektiv gewertet werden.
Eine Selektion von Patienten, die von einer immunhistochemischen Untersuchung beziiglich

Bcl2 profitieren kdnnen, scheint also nicht moglich zu sein.
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4.2 Diskussion der Untersuchung des Onkoproteins Her2/neu

4.2.1 Aktuelle Datenlage

Die Untersuchungen tiber die Expression des Onkoprotein Her2/neu bei Harnblasenkarzino-
men ergeben ein uneinheitliches Bild. Diese Forschungsergebnisse differieren dhnlich wie
diejenigen iiber das Onkoprotein Bcl2. Allerdings hat Her2/neu schon die Aufnahme in die
Sekundérliteratur gefunden (Grimm et al. 1998, S.828; Korman et al. 1997, S. 257) und wird
zusammen mit ,,ras* und dem ,,epidermal growth factor receptor (EGFR) als das wichtigste

Onkogen beim Harnblasenkarzinom bezeichnet (Brandau et al. 2001, S.492).

Wie schon Untersuchungen des Onkoprotein Bcl2 gezeigt haben, herrscht keine Einigkeit
dariiber, wie hoch derjenige Anteil der Harnblasenkarzinome ist, die Her2/neu-exprimieren.
So schwanken die Angaben zwischen 8% (Tetu et al. 1996, S.1786 ) und 74% (Zhau et al.
1990 aus Riibben, 1998 S.829). Diese beiden Extremwerte sind aber sicher nicht repridsenta-
tiv, da die Untersuchungen spéterer Jahre meist Zahlen zwischen ungefdhr 34% (Ye et al.

1993, S.40) und 53% (Haitel et al. 2001, S.1482) ergeben haben.

Unser Ergebnis mit 48,5% positiver Tumore scheint wieder im Mittelfeld, wenn auch in der

oberen Hilfte, zu liegen.

Wenn sich jedoch eine Tendenz dorthin gehend abzeichnet, dafl der Nachweis einer Her2/neu-
Uberexpression mit einer schlechteren Prognose in Verbindung gebracht wird (Haitel et al.
2001, S.1484; Gorgoulis et al. 1995, S.761), so wurde auch das gegenteilige Ergebnis, daf3
Patienten mit Her2/neu-negativem Tumor die schlechteren Aussichten haben, beschrieben

(Ravery et al. 1997, S.14).
Die Zahl der untersuchten Patientenproben ist wie bei den Bcl2-Studien sehr unterschiedlich.

Auf die mdglichen Ursachen der unterschiedlich ausfallenden Ergebnisse wird bei der Be-

griindung unserer Ergebnisse eingegangen.
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4.2.2 Diskussion unserer Ergebnisse

Wir haben 163 Harnblasenkarzinome auf die Expression von Her2/neu untersucht und haben
bei 79 Tumoren eine Expression von Her2/neu gefunden. Diese war in 30,7% der Félle mode-

rat und in 17,8% der Fille stark positiv ausgepragt.

In normalem Urothel konnten wir praktisch keine Expression von Her2/neu nachweisen. 98%
der untersuchten benignen Gewebe wiesen keine oder nur eine sehr schwache Féarbung auf.
Bei den drei Schnitten, die einen positive Nachweis gezeigt haben, handelte es sich anders als
bei den anderen Geweben um Schnitte der Harnleiter. Diese weisen aber scheinbar im Gegen-
satz zu normalem Urothel oft eine Her2/neu-Expression auf (Mellon et al. 1996, S.324). In der
Literatur findet sich iiberwiegend eine Ubereinstimmung iiber die Abwesenheit von Her2/neu
in normalem Urothel (Ye et al. 1993, S.40; Kee et al. 2001, S.580). Die Tatsache, daf3
Her2/neu nicht in normalem Urothel nachgewiesen werden kann, kann moglicherweise die
Annahme bestétigen, da3 das Onkoprotein Her2/neu an der Entstehung von Tumoren beteiligt
ist, aber keinen offensichtlichen, physiologischen Zweck im gesunden Urothel erfiillt. Diese
Annahme wird durch den Befund gestiitzt, dal die Intensitit der immunhistochemischen
Her2/neu-Farbung vom Her2/neu-negativen, unverdandertem Urothel {iber dysplastische Ver-
anderung hin zum invasiven Karzinom zunimmt (Kee et al. 2001, S.581). Jedoch scheint diese
Aussage auf das jeweilige Gewebe limitiert zu seien, da z.B. in normaler Mukosa des Kolons

ein hoher Anteil von Her2/neu nachgewiesen werden kann (Cohen et al. 1989, S. §82).

Wie im Ergebnisteil beschrieben, konnten wir mit vielen klinischen Parametern eine positive
Assoziation zu der Uberexpression von Her2/neu nachweisen. Diese war aber nicht abhiingig
von der Intensitdt der immunhistochemischen Féarbung, sondern nur davon, ob Her2/neu vor-
handen war oder nicht. Das Verfahren der Immunhistochemie sei zwar ein geeigneter Weg,
generell eine Uberexpression von Her2/neu nachzuweisen, allerdings stimme der Grad der
Intensitdt der Membranfarbung nicht mit der Menge des Her2/neu-Proteins {iberein, die im
Western Blot nachgewiesen werden kann (7annapfel et al. 1996, S.157). Trotzdem besteht
einigen Studien zufolge eine gute Ubereinstimmung von vorhandener Genamplifikation (Sou-
thern Blot), nachgewiesener mRNA-Menge (Northern Blot) und dem Anteil der immunhisto-
chemisch positiven Zellen (Coombs et al. 1991, S.606). Obwohl zwar diese Aussage nicht von
allen Studien geteilt wird (Lipponen et al. 1991, S.241), besteht gemeinsame Ubereinstim-
mung darin, dass das Produkt, also das Onkoprotein Her2/neu, die biologische Wirkung ver-
mittelt und nicht die Genamplifikation. Ein Zusammenfassung der beiden positiven Bewer-

tungen ,,Score 2+“ und ,,Score 3+ ist also moglich und sinnvoll.
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Wenn wir dieses Bewertungsschema angewandt haben, bedeutete die Expression von
Her2/neu ein erhohtes Risiko fiir ein Rezidiv, einen Progress der Krankheit und ein friitheres
Versterben der Patienten. Eine Assoziation von Her2/neu bestand weder zu dem T-Stadium
noch zum Differenzierungsgrad. Der pathologische Progress unterliegt wieder der geringen
Aussagekraft, die schon bei der Diskussion der Bcl2-Expression festgestellt wurde. Daher ist
auch dessen mangelnde Assoziation mit der Expression von Her2/neu nicht verwunderlich
und soll auch nicht in die Beurteilung des biologischen Verhaltens der Her2/neu-positiven

Tumoren mit einflieBen.

Eine Korrelation der Her2/neu-Expression und des T-Stadiums bestand nicht. Wire diese
vorhanden, konnte man allein durch die mit Her2/neu-assozierte Zunahme der Infiltrationstie-
fe ein aggressives biologisches Verhalten der Her2/neu-positiven Tumoren erkldren. Bei uns
zeigten jedoch die T1-Tumoren einen besonders hohen Anteil an Her2/neu-positiven Tumo-
ren. Betrachtet man die Wahrscheinlich fiir einen Progress von einem oberfldchlichen zu ei-
nem muskelinvasiven Tumor getrennt fiir Ta-Tumoren und T1-Tumore, zeigt sich dass Ta-
Tumore mit einer Wahrscheinlichkeit von 0-4%, T1-Tumore aber in 27-46% der Fille ein nun
muskelinvasives Rezidiv zeigen (Korman et al. 1997, S.258). Ein solcher Befund kénnte mit
dem unterschiedlichen Expressionsverhalten verschiedener molekularer Marker in Verbin-
dung gebracht werden. Moch et al. kommen zu dem gleichen Ergebnis und begriinden dieses
Phinomen mit der Annahme, dass ,,die Uberexpression von Her2/neu ein kennzeichnender
frither Schritt der Tumorentwicklung vom nicht-invasiven zum invasiven Phenotyp* (Moch et
al. 1993, §.332) sei. In einer anderen Studie wurde lediglich eine hohere Rezidivrate von
Her2/neu-positiven T1-Tumoren festgestellt, wohingegen Her2/neu-positive Tumoren mit

anderem T-Stadium dieses Verhalten nicht zeigten (Mellon et al. 1996, S.323).

Die Expression von Her2/neu konnte nicht in Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad
der Tumoren gebracht werden. Jedoch zeigten sich in den entdifferenzierten Tumoren (Diffe-
renzierungsgrad III und IV) ein zu den Her2/neu-Positivitdt hin verschobenes Verhiltnis:
44,6% der Tumoren waren Her2/neu-negativ, wahrend 55,4% Her2/neu-positiv waren. Diese
auch geringe Verschiebung des Verhéltnisses von negativen und positiven Tumoren mag zu
der Zunahme der Aggressivitit der Her2/neu-positiven Harnblasenkarzinome fiithren, wenn
man beachtet, dass bei oberflachlichen Tumoren des Differenzierungsgrades II ein 10-Jahres-
Uberleben von 87%, der Differenzierungsgrad III aber nur von 35% bedeutet (Korman et al.

1997, S.256).
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Gerade aber wegen des mangelnden Zusammenhangs zwischen Her2/neu und T-Stadium oder
Differenzierungsgrad kann das Onkoprotein Her2/neu einen statistisch signifikanten Einfluss
auf die klinischen Parameter in der multivariaten Analyse nach Cox gewinnen. In dieser Ana-
lyse war trotzdem das T-Stadium der wichtigste Einflussfaktor (nicht bei der Risikoberech-

nung eines Rezidives), jedoch immer gefolgt von der Uberexpression von Her2/neu.

Der wichtigste und bedeutendste Parameter fiir die Beurteilung einer Krankheit ist immer
noch das Uberleben der Patienten. Dabei lebten die Patienten, die einen Her2/neu-positiven
Tumor aufwiesen, durchschnittlich noch 12,7 Monate nach der Operation und damit 5,1 Mo-
nate kiirzer als die Patienten mit einem Her2/neu-negativen Tumor. Der Tod dieser Patienten
wurde direkt auf den Harnblasentumor zuriickgefiihrt. Die Ursache waren meist Metastasen
oder Infiltration benachbarter Organe. Aufgrund unserer Datenlage konnten wir den
Zusammenhang zwischen Metastasierung zum Zeitpunkt der Operation und Her2/neu-
Expression nicht untersuchen, dafiir beschreiben aber andere Studien diese Beziehung (Moch
et al. 1993, S.332). Jedoch beinhaltet unsere Definition des Progresses der Krankheit das
spiatere Auftreten von Metastasen und deren mogliche Beteiligung am Versterben der

Patienten. Hier konnte ein starker Einfluss von Her2/neu nachgewiesen werden.

Da auch Rezidive bei Patienten, die urspriinglich einen Her2/neu-positiven Tumor aufwiesen,
frither auftraten, kann daraus gefolgert werden, dass Her2/neu an der Instabilitdt des Urothels
beteiligt ist, da die Rezidive meist keine Lokalrezidive waren, sondern an einer anderen Stelle

der Harnblase auftraten.

Einige Autoren schlielen aus der Tatsache, dass Her2/neu erst in malignen Neoplasien, noch
nicht aber in dysplastischen Verdnderungen nachweisbar ist, dass das Auftreten von Her2/neu
ein spdtes Ereignis in der Karzinogenese des Harnblasenkarzinoms ist (Gorgoulis et al. 1995,

S. 763; Kee et al. 2001, S.581).

Manche Arbeiten haben auch die Expression anderer Mitglieder der Her-Familie wie Her3
oder Her4 untersucht und kommen zu dem Ergebnis, dass zwar das Expressionsprofil der an-
deren Rezeptoren wichtigen Hinweis auf das Verhalten der Harnblasentumore geben kann
(Chow et al. 2001, S.1959), da aber Her2/neu der wichtigste Partner der Heterodimerisierung
ist, kann ein Nachweis der Her2/neu-Expression allein auch wichtigen Aufschluss iiber das
mogliche Verhalten der Harnblasenkarzinome geben (Klapper et al. 2000, S.49ff) und damit
Ziel einer Behandlung durch therapeutische Antikérper werden (Klapper et al. 2000, S.57).

Wie oben beschrieben, sind die Ergebnisse iiber die Expression von Her2/neu und dessen

Wertigkeit als prognostischer Faktor hochst unterschiedlich. Mehrere Arbeiten stimmen mit
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der vorliegenden Arbeit liberwiegend in der Beurteilung der wichtigen klinischen Parameter
in Abhingigkeit der Her2/neu-Expression iiberein (Haitel et al. 2001, S.1481; Coombs et al.
1991, §.601; Imai et al. 1995, S. 70; Gorgoulus et al. 1995, S.758; Sato et al. 1992, S5.2495).
Trotzdem darf nicht vergessen werden, dass eine direkte Vergleichbarkeit der Ergebnisse
nicht immer gewéhrleistet ist, da einerseits unterschiedliche diagnostische Antikérper ver-
wendet werden, andererseits die Auswertung der immunhistochemischen Férbung unter-
schiedlich ist. Meist wird die auch von uns gewéhlte membrangebundene Férbung als einziges
Kriterium akzeptiert, es finden sich aber auch Bewertungen, die lediglich eine ,,deutliche Po-
sitivitdt™ der Zellen als Kriterium benutzen (Moriyama et al. 1991, S.424). Auf diese Umstén-

de muss genauso wie auf Unterschiede im Farbeprotokoll geachtet werden.

Unserer Meinung nach kann der Nachweis einer Uberexpression von Her2/neu wichtige Hin-
weise auf eine Verschlechterung der Harnblasentumorerkrankung geben und so mogliche

Anderungen des Therapieregimes beeinflussen.

Da ohnehin die muskelinvasiven Tumorstadien einen schlechte Prognose darstellen und in
unserer Untersuchung gerade in diesem Kollektiv ein Nachweis von Her2/neu mit einer mog-
lichen Verschlechterung der Erkrankung einhergeht, erscheint die immunhistochemische Un-

tersuchung beziiglich Her2/neu hier besonders wertvoll.
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4.3 Diskussion der Untersuchung der gemeinsamen Expression von
Bcl2 und Her2/neu

Von insgesamt 160 auf beide Onkoproteine untersuchten Patienten zeigten 42 (26,3%) eine
Uberexpression beider Marker. Dabei fand sich bei 22 Patienten (13,8%) eine positive Ex-
pression von Her2/neu gemeinsam mit einer Uberexpression von Bcl2 mit diffusem Expressi-
onsmuster. Das diffuse Verteilungsmuster der Bel2-Expression hat sich in der alleinigen Un-
tersuchung der EinfluBnahme von Bcl2 als sinnvoll erwiesen. Daher soll dieses Kriterium

auch hier miteinbezogen werden.

Bei diesen 22 Patienten war die gemeinsame Expression beider Onkoproteine unabhédngiger
Prognosefaktor fiir das Auftreten eines Rezidives, Progresses und das Versterben der betrof-

fenen Patienten.

Das T-Stadium war ebenfalls unabhiingiger Pridiktor fiir ProgreBfreiheit und Uberleben, nicht
jedoch fiir die Rezidivfreiheit.

Besonders in den Untergruppen der T-Stadien mit muskelinvasiver Auspriagung ist die ge-
meinsame Expression von Her2/neu und Bcl2 auffillig und kann hier eine mogliche Ver-

schlechterung der Krankheit anzeigen.

Jedoch spiegeln die hier dargestellten Ergebnisse hauptsichlich den Einflul der Her2/neu-
Uberexpression wider. So ist die alleinige Her2/neu-Expression ebenfalls unabhiingiger Prog-

nosefaktor fiir Rezidivfreiheit, ProgreBfreiheit und Uberleben.

Daher erscheint die Bestimmung dieser beiden Parameter als nicht notwendig, da der alleinige
Nachweis einer Her2/neu-Uberexpression als unabhiingiger, prognostischer Faktor AufschluB3

iiber eine mogliche Gefdhrdung der Patienten geben kann.
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5 Zusammenfassung

In die Untersuchung der Expression der beiden Onkoproteine Bcl2 und Her2/neu wurden 201
bzw. 163 Patienten einbezogen. Der Nachweis einer Uberexpression der beiden molekularen
Marker wurde immunhistochemisch mit Hilfe der LSAB-Methode an histologischen Resekti-

onspriparaten durchgefiihrt.

Es fand sich fiir beide Marker ein relativ dhnlich hoher Anteil Bcl2- bzw. Her2/neu-positiver
Tumoren. Bei 49,7% wurde eine Uberexpression des Onkoproteins Bcl2 festgestellt, wihrend

48,5% als Her2/neu-positiv gewertet wurden.

Trotz dieser dhnlichen Verteilung ergaben sich unterschiedliche Ergebnisse beziiglich patho-
logischer und klinischer Parameter, aber auch in Bezug auf die Wertigkeit der Onkoproteine

als unabhéngiger Prognosefaktor.

Wihrend eine Bcl2-Uberexpression mit T-Stadium und Differenzierungsgrad der Tumore

korrelierte, konnte dieser Zusammenhang bei Her2/neu nicht nachgewiesen werden.

Es lieBen sich zwei Expressionsmuster bei dem Nachweis von Bcl2 voneinander abgrenzen.
Es zeigte sich einerseits eine basale Verteilung der immunhistochemisch gefirbten Tumorzel-
len, andererseits waren die Bcl2-positiven Zellen diffus im Tumorgewebe angeordnet. Ledig-
lich das diffuse Expressionsmuster korrelierte mit Rezidivneigung, Progre3 und tumorbeding-

tem Versterben.

Dieses Ergebnis lief3 sich gut mit dem biologischen Verhalten des Onkoprotein Bcl2 erklaren.
Bcel2 ist auch in den basalen Zellschichten von nicht entarteten Geweben vorhanden und
schiitzt diese Zellschichten, von denen noch physiologisches Wachstum und Differenzierung
ausgehen soll, vor einem frithzeitigem Untergang. Die iibrigen Zellschichten sollen jedoch
nach Erfiillen ihrer Aufgabe durch neue, leistungsfiahigere Zellen ersetzt werden. Besteht nun
der antiapoptotische Reiz von Bcl2 in diesen Zellen weiter, konnen sich in diesen Zellen im
Sinne der ,,Mehrschrittkarzinogenese genetische Defekte kumulieren und somit eine Entar-
tung der Zellen bewirken. Bcl2 scheint daher ein frithes Ereignis der Karzinogenese zu sein

und allein die diffuse Verteilung von Bcl2 hat eine Beziehung zur Malignitét der Karzinome.

Wegen der engen Korrelation der Bel2-Expression mit dem T-Stadium konnte sich die Uber-

expression von Bcl2 nicht als unabhingiger prognostischer Faktor behaupten.
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Die Expression des Onkoproteins Her2/neu korrelierte mit der Tumorprognose (Auftreten
eines Rezidives, ProgreB und Uberleben), es zeigte sich jedoch keine Korrelation mit dem

pathologischem Tumorstadium (T-Stadium).

Ebenfalls erwies sich Her2/neu als unabhingiger Prognosefaktor. Diese Wirkung konnte
durch das biologische Verhalten von Her2/neu erklart werden und steht im Einklang mit neue-

ren Forschungsergebnissen.

Her2/neu lésst sich nicht in unverdndertem Urothel nachweisen, findet sich jedoch in einem
groflen Anteil von Harnblasenkarzinomen. Innerhalb der Her2/neu-positiven Tumore ist allein
die Anwesenheit von Her2/neu fiir die weitere Prognose des Patienten relevant, nicht jedoch

die immunhistochemisch nachgewiesene Quantitit von Her2/neu.

Daher scheint das Onkogen Her2/neu eine eigene Rolle mit Einflul auf die Labilitdt des Uro-

thels und damit auf die Karzinogenese zu spielen.

Aus diesen Ergebnissen lédsst sich die Wertigkeit der Differenzierung zwischen Her2/neu-
negativen und -positiven Harnblasenkarzinomen ableiten. Aufgrund dieser Klassifikation
kann eine Modifikation der bekannten Therapieregime vorgenommen werden. Zuletzt steht
jedoch diese Unterscheidung auch an der Basis neuer Therapiemdglichkeiten: so ist eine The-
rapie mittels spezifischer, therapeutischer Antikorper, die am Genprodukt oder direkt am Gen-

ort angreifen, denkbar.
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7 Anhang

Tabellen des Anhangs

Kaplan-Meier-Kurve (Log-Rank-Test)

Her2-positiv & Bcl2-
positiv

Her2-positiv und Bcl2-diffus-
positiv

Ta/T1 p=0,1419 p=0,2252
T2/T3/T4 p=0,0544 p=0,0378*
T1/T2/T3/T4 p=0,0516 p=0,0203*
Rezidiv
Ta nicht moglich nicht mdglich
Ta/T1 p=0,3584 p=0,7956
T2/T3/T4 p=0,0217* p=0,0161*
T1/T2/T3/T4 p=0,1624 p=0,0226*
ProgrefR
Ta nicht moglich nicht moglich
Ta/T1 p=0,6082 p=0,4773
T2/T3/T4 p=0,0243* p=0,0306*
Uberleben|T1/T2/T3/T4 p=0,3608 p=0,0259*
Ta nicht méglich nicht méglich

Tabelle 1 des Anhangs

Ubersicht iiber p-Werte der Uberlebenskurven (Kaplan-Meier) fiir Rezidiv, ProgreB und Uberleben bei
den Untergruppen der T-Stadien bei gemeinsamer Expression von Bcl2 und Her2/neu

(*=signifikante Werte)
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Cox-Regression

Her2-positiv & Bcl2-
positiv

Her2-positiv und Bcl2-diffus-
positiv

Ta/T1 p=0,211 p=0,211

T2/T3/T4 p=0,039* p=0,023*

T1/T2/T3/T4 p=0,063 p=0,040*
Rezidiv

Ta nicht maéglich nicht maéglich

Ta/T1 p=0,644 p=0,998

T2/T3/T4 p=0,010* p=0,008*

T1/T2/T3/T4 p=0,236 p=0,061
ProgrefR

Ta nicht méglich nicht mdglich

Ta/T1 p=0,615 p=0,991

T2/T3/T4 p=0,010* p=0,018*
Uberleben T1/T2/T3/T4 p=0,485 p=0,072

Ta nicht moglich nicht moglich

Tabelle 2 des Anhangs

Ubersicht iiber p-Werte der Cox-Regression fiir Rezidiv, ProgreB und Uberleben bei den Untergruppen

der T-Stadien bei gemeinsamer Expression von Bel2 und Her2/neu

(*=signifikante Werte)
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ab 5/1997
3/1998
3/2000

ab 6/2000
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Robert Faustle
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Dr. med. Rudolf Féustle, Arzt fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe
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Studium der Medizin an der Technischen Universitidt Miinchen
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Pharmakologie, TU Miinchen, Prof. Dr. Hofmann
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Innere Medizin, Krankenhaus Bogenhausen, Prof. Dr. Delius

9/2003 3. Abschnitt der Arztlichen Priifung
Beruflicher Werdegang
ab 3/2004 AiP in der Abteilung fiir Diagnostische Radiologie und Strahlenmedizin

Krankenhaus Bogenhausen, Prof. Ingrisch
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