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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Urothelkarzinom der Harnblase
1.1.1 Epidemiologie

Das invasive Harnblasenkarzinom (>T1) stellt in Deutschland die vierthaufigste Krebs-
erkrankung des Mannes und die vierzehnthaufigste Krebserkrankung der Frau dar. Die
Inzidenz im Jahr 2014 betrug in Deutschland ca. 15.800 Falle, wobei Manner fast drei-
mal so haufig erkrankten wie Frauen. Daruber hinaus kam es zu rund 13.700 Fallen
von nicht invasiven papillaren Karzinomen (Ta) sowie Carcinomata in situ (Tis). Die
Mortalitat des Harnblasenkarzinoms belief sich in Deutschland im Jahr 2014 auf rund
5700. Von allen Krebssterbefallen ist das Harnblasenkarzinom bei Mannern die zehnt-
haufigste, bei Frauen die flinfzehnthaufigste Todesursache (Robert Koch-Institut
(Hrsg) und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V.
(Hrsg), 2017).
Weltweit betrachtet ist das Harnblasenkarzinom der neunthaufigste Tumor bezogen
auf die jahrlichen Tumorneuerkrankungen (Ploeg et al., 2009). Die altersstandardi-
sierte Inzidenz (ASR) variiert weltweit signifikant zwischen Regionen und Landern. Be-
sonders hoch ist die ASR in hoher entwickelten Landern. In Entwicklungslandern liegt
sie um ein Vielfaches niedriger (Antoni et al., 2017). Dies lasst sich durch auf Unter-
schiede in der Exposition gegenuber Risikofaktoren erklaren. Die bedeutendsten Risi-
kofaktoren sind Tabakrauchen und die berufliche Exposition zu Karzinogenen. In Ent-
wicklungslandern wird die Inzidenz des Harnblasenkarzinoms vor allem durch eine Zu-
nahme des Tabakkonsums voraussichtlich zunehmen. In heutigen Industrielandern
wird die Inzidenz des Blasenkarzinoms hingegen vermutlich sinken, da der Tabakkon-
sum seit Jahren rucklaufig ist und die berufliche Exposition zu Karzinogenen durch
ArbeitsschutzmalRnahmen minimiert wird (Ploeg et al., 2009). Von der Tumorgesamt-
heit der Harnblasenkarzinome machen Urothelkarzinome die Mehrheit von ca. 95%
aus, weniger als 3% machen Plattenepithelkarzinome, weniger als 2% Adenokarzi-
nome aus (Kantor et al., 1988).
Zum Zeitpunkt der Diagnose zeigen 75% der Patienten ein nicht-muskelinvasives
Harnblasenkarzinom (NMIBC), wahrend ca. 25% der Patienten bereits ein muskelin-
vasives Harnblasenkarzinom (MIBC) aufweisen. Etwa 50% der NMIBC zeigen zum
Zeitpunkt der Diagnose einen niedrigen Malignitatsgrad (low-grade), wahrend die
6



Einleitung

meisten muskelinvasiven Formen einen hohen Malignitatsgrad (high-grade) aufwei-

sen.

1.1.2 Risikofaktoren

Die Neuerkrankungsrate des Harnblasenkarzinoms nimmt in Deutschland mit steigen-
dem Lebensalter kontinuierlich zu, ohne dass es zu einer Abflachung der Neuerkran-
kungsrate im hohen Alter kommt (Robert Koch-Institut (Hrsg) und die Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg), 2017). Frauen weisen
zwar ein geringeres Erkrankungsrisiko als Manner auf, haben im Fall der Erkrankung
jedoch eine schlechtere Prognose als Manner (Otto et al., 2012). Daneben gibt es
weitere spezifische Risikofaktoren, die einen Einfluss auf die Inzidenz des Harnbla-
senkarzinoms haben. Tabakrauchen ist der am besten untersuchte und starkste Risi-
kofaktor fur die Entwicklung eines Harnblasenkarzinoms und ist verantwortlich fur tber
50% der Falle bei Mannern und uber 20% der Falle bei Frauen (Freedman et al., 2011).
Die regelmallige Exposition zu kanzerogenen Chemikalien am Arbeitsplatz ist ein wei-
terer Risikofaktor fur die Entwicklung eines Harnblasenkarzinoms. Insbesondere zu
nennen sind hier aromatische Amine. Diese sind fur bis zu 25% der Harnblasenkarzi-
nome verantwortlich. Betroffen sind besonders Personen, die beruflich einer hohen
Exposition mit Farben, Lacken, Gummi, Textilien und Leder ausgesetzt sind (Pashos
and Botteman, 2002). Des Weiteren konnen Harnblasenkarzinome durch die Behand-
lung mit Arzneistoffen ausgelost werden. Der bekannteste Vertreter ist hierbei Cyclo-
phosphamid (Fairchild et al., 1979). Ein weiterer Risikofaktor fur die Entwicklung eines
Harnblasenkarzinoms sind vorherige Bestrahlungen im kleinen Becken zum Beispiel
im Rahmen der Behandlung eines Prostatakarzinoms oder gynakologischer Tumoren
(Chrouser et al., 2005). Daruber hinaus gibt es zunehmende Evidenz, dass auch ge-
netische Faktoren eine Rolle in der Atiologie des Harnblasenkarzinoms spielen. So
haben Personen mit Verwandten ersten Grades, die an einem Harnblasenkarzinom
erkrankt sind, ein hoheres Risiko fur die Entwicklung eines Harnblasenkarzinoms
(Murta-Nascimento et al., 2007). Genetische Veranderungen, die hierbei eine Rolle
spielen, sind beispielsweise Polymorphismen in Genen, die zur Verstoffwechselung
und Entgiftung von Karzinogenen beitragen. Dazu zahlen insbesondere die N-Ace-
tyltransferase-2, Glutathion-S-Transferase M1, UDP-Glucuronyltransferase-1-A-6
(Garcia-Closas et al., 2014).
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1.1.3 Tumorgenese

Das Urothelkarzinom der Harnblase zeigt ein heterogenes Verhalten. Das low-grade
nicht-muskelinvasive und das high-grade invasive Urothelkarzinom konnen genetisch
und klinisch als nahezu distinkte Entitdten bezeichnet werden. Es existieren mindes-
tens zwei Wege entlang derer sich das Urothelkarzinom entwickelt. Dieses Zwei-
Wege-Modell vereint in sich histopathologische sowie molekulare Eigenschaften der
beiden Subtypen.

Die erste Gruppe beinhaltet low-grade, oft papillare Tumore (pTa und pT1), welche fur
uber 70% der Urothelkarzinome verantwortlich sind. Sie sind genetisch stabil und wei-
sen in der Regel einen diploiden Karyotyp auf (Knowles and Hurst, 2015). Hier liegen
meist Gain of Function Mutationen in Onkogenen wie dem H-RAS Protoonkogen, dem
Fibroblast Growth Factor Receptor 3 (FGFR-3) und der Phosphoinositid-3-Kinase
(PI3K) vor. Des Weiteren kommt es oft zu einer Deletion auf dem langen Arm von
Chromosom 9 (9q). Diese Tumore entwickeln sich von einer Hyperplasie des Epithels
zu einem papillaren meist nicht-invasiven Tumor. Zu dieser ersten Gruppe zahlt jedoch
auch ein Anteil von high-grade Tumoren, die einen Progress zur invasiven Form durch-
laufen kénnen.

Die zweite Gruppe beinhaltet die muskelinvasiven high-grade Tumore, sowie flache
high-grade Tumore, sogenannte Carcinomata in situ (CIS), welche als Vorlaufer der
invasiven Karzinome gelten. Die Tumore dieser Gruppe haben haufig einen instabilen
aneuploiden Karyotyp einschlieRlich Chromotrypsis (Morrison et al., 2014). Hier liegen
vor allem Loss of Function Mutationen in den Tumorsuppressorgenen p53, Re-
tinoblastomgen sowie Phospatase and Tensin Homolog Gene (PTEN) vor. Sie kbnnen
sich direkt zur invasiven Form entwickeln ohne zuvor eine papillare Zwischenstufe ge-
bildet zu haben (Ho et al., 2012). Mittlerweile wurden zahlreiche weitere genetische,
sowie epigenetische Alterationen ermittelt, die zur Entstehung des Blasenkarzinoms

beitragen (Knowles and Hurst, 2015).

1.1.4 Symptomatik, Diagnostik und Therapie des Harnblasenkarzinoms

Das Hauptsymptom zum Zeitpunkt der Diagnose eines Harnblasenkarzinoms stellt die
schmerzlose Makrohamaturie dar. Weitere typische Symptome sind: Dysurie, Drang-
Symptomatik oder eine erhdhte Harnfrequenz. In fortgeschrittenen Tumorstadien kann

es zu obstruktiven Miktionsbeschwerden oder einem Harnverhalt kommen. AuRerdem
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kann es zu Abflussstorungen im oberen Harntrakt mit der Ausbildung von Hydroneph-
rosen kommen. Schmerzen treten beim Harnblasenkarzinom erst in fortgeschrittenen
Tumorstadien auf. Die korperliche Untersuchung spielt beim MIBC nur eine unterge-
ordnete Rolle. Die bimanuelle Untersuchung in Narkose dient zur Feststellung einer
pathologischen Fixierung der Blase im kleinen Becken bei wanduberschreitendem Tu-
morwachstum (Wijkstrom et al., 1998). Die Urinzytologie dient mit hoher Spezifitat ins-
besondere dem Nachweis von high-grade Blasentumoren (Raitanen et al., 2002). Dem
klinischen Verdacht auf ein Harnblasenkarzinom folgt eine Zystoskopie, im Rahmen
derer die histologische Sicherung durch eine transurethrale Resektion der Harnblase
(TUR-B) durchgefuhrt wird. Hierbei wird der Tumor nach Moglichkeit vollstandig und
en bloc reseziert. Das resezierte Material sollte die Schicht des Musculus detrusor
vesicae enthalten, damit eine Muskelinvasion detektiert werden kann. Die Resektions-
rander sollten erkennbar im gesunden Urothel liegen. Ziel der TUR-B ist die prazise
Diagnose und histopathologische Untersuchung einschlie3lich der Stadieneinteilung
(Sobin et al., 2009). Kann im TUR-B Resektat keine Muskelinvasion nachgewiesen
werden, ist das weitere Vorgehen abhangig von der Risikostratifizierung des Tumors
in low-risk, intermediate-risk und high-risk (Sylvester et al., 2006). Dieses beinhaltet
die postoperative Chemotherapie-Fruhinstillation, Instillationen mit Bacille-Calmette-

Guerin, Nachresektionen sowie eine regelmaflige Nachsorge (Babjuk et al., 2013).

Falls hingegen eine Muskelinvasion nachgewiesen werden kann, soll zur Ausbrei-
tungsdiagnostik eine Schnittbildgebung mit Kontrastmittel Thorax bis Becken ein-
schlieBlich einer Urographie erfolgen (Molen et al., 2008). Fur das muskelinvasive
nicht-metastasierte Urothelkarzinom ist die radikale Zystektomie (RZE) einschlief3lich
bilateraler pelviner Lymphadenektomie die kurative Behandlungsmethode der Wahl
(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft; Deutsche Krebshilfe;
AWMF), 2016). Verbunden damit ist beim Mann zusatzlich die Entfernung der Pros-
tata, bei der Frau die Entfernung von Uterus, Adnexen und vorderer Vaginalwand. Die
Indikation zur radikalen Zystektomie auch beim nicht-muskelinvasiven Urothelkarzi-
nom ist bei folgenden Konstellationen zu erwagen: Multifokaler oder grof3er pT1/high-
grade/G3 Tumor im TUR-B Praparat, ein begleitendes Cis bei pT1/high-grade/G3 Tu-
mor oder ein Rezidiv eines pT1/high-grade/G3 Tumors trotz Instillationstherapie
(Babjuk et al., 2013). Die radikale Zystektomie sollte innerhalb von drei Monaten nach

Diagnosestellung erfolgen (Nielsen et al., 2007). Eine neoadjuvante Cisplatin basierte

9



Einleitung

Chemotherapie kann beim lokalisierten muskelinvasiven Urothelkarzinom unabhangig
vom Lymphknotenstatus durchgefuhrt werden (Meeks et al., 2012).

Bei Patienten mit einem organuberschreitenden, muskelinvasiven Urothelkarzinom
(>pT3) und/oder positiven Lymphknotenstatus sollte eine adjuvante Chemotherapie
durchgefuhrt werden, falls zuvor keine neoadjuvante Chemotherapie durchgefuhrt
wurde. Diese sollte ebenfalls Cisplatin basiert sein. Haufige Schemata sind hier GC
(Gemcitabin und Cisplatin) oder MVAC (Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin und Cis-
platin) (Von Der Maase et al., 2005). In der metastasierten Situation werden seit meh-
reren Jahrzehnten auf Cisplatin basierende Chemotherapieschemata eingesetzt
(Bellmunt and Petrylak, 2012). In der Zweitlinientherapie hat sich Vinflunin etabliert
(Culine et al., 2006). Als bisher einzige Form der zielgerichteten Therapie hat sich die
Immuntherapie mit Checkpointinhibitoren wie Pembrolizumab oder Atezolizumab
etabliert (Bellmunt et al., 2017; Rosenberg et al., 2016).

1.1.5 Prognose und Prognoseabschatzung

Das NMIBC rezidiviert nach der Therapie haufig, zu einem Progress in die invasive
Form kommt es in der Mehrheit der Falle jedoch nicht. Uber einen 5-Jahres Zeitraum
nach Therapie kommt es beim NMIBC in 50%-70% der Falle zum Rezidiv, aber nur in
10%-30% zu einer Progression (Kamat et al., 2016).

Das MIBC Urothelkarzinom ist deutlich aggressiver und mit einer hohen Mortalitat ver-
bunden. Unbehandelt Uberleben weniger als 15% der Patienten langer als zwei Jahre
(Prout and Marshall, 1956). In einer Zystektomiekohorte (ausschliel3lich Zystektomie,
keine neo- oder adjuvanten Therapien) mit 1100 Patienten ergaben sich uber einen
Zeitraum von zehn Jahren folgende Uberlebensdaten: Rezidivfreies Uberleben 65,5%,
krankheitsspezifisches Uberleben 66,8% und Gesamtiiberleben 44,3%. Betrachtet
man ausschlie3lich Patienten ohne Lymphknotenmetastasen ist das krankheitsspezi-
fische Uberleben der Patienten mit nicht-muskelinvasiven Formen am hdchsten mit
91%. PT2 und pT3 Tumore haben ein krankheitsspezifisches Uberleben von 67% bzw.
60%. Mit einem krankheitsspezifischen Uberleben von 36,6% haben pT4 Tumore eine
deutlich schlechtere Prognose. Patienten mit Lymphknotenmetastasen haben die
schlechteste Prognose mit einem krankheitsspezifischen Uberleben von 16,7% Uber

zehn Jahre (Hautmann et al., 2012). Lymphgefal3invasion (LVI), die den ersten Schritt
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der lymphogenen Mikrometastasierung darstellt, ist ebenfalls als eigenstandiger Risi-
kofaktor fiir ein Rezidiv und reduziertes Uberleben anerkannt (Bolenz et al., 2010). So
belauft sich beim Vorliegen einer LVI das krankheitspezifische Uberleben (zehn Jahre)
auf 31,0% gegenuber 73,5% ohne LVI (Stein et al., 2001). Das lokal fortgeschrittene
bzw. metastasierte Urothelkarzinom hat trotz (adjuvanter) Chemotherapie eine
schlechte Prognose mit einer Finf-Jahres-Uberlebensrate von ca. 15% (Von Der
Maase et al., 2005).

Histopathologische Marker wie T-Stadium, N-Status und LVI stellen derzeit die wich-
tigsten Faktoren zu Prognoseabschatzung nach radikaler Zystektomie dar. Dennoch
sind sie in ihrer Vorhersagekraft limitiert, da Patienten mit gleichem Stadium grof3e
Unterschiede in der Prognose haben kdnnen (Lotan et al., 2005; Shariat et al., 2006).
Daher werden in zahlreichen Studien molekulare Marker untersucht, die die Vorhersa-
gegenauigkeit fur die Entwicklung eines Rezidivs und fiir die Uberlebenszeit nach ra-
dikaler Zystektomie verbessern konnen (Bolenz and Lotan, 2008). Viele dieser Studien
bedienen sich immunhistochemischer Analysen zur Bestimmung der Genexpression.
Mittlerweile haben mehrere Arbeitsgruppen mittels genomweiter RNA-Expressions-
analytik gezeigt, dass eine weitere Subtypisierung des invasiven Harnblasenkarzi-
noms in mindestens einen luminalen und basalen Typ moglich ist (Choi et al., 2014;
Damrauer et al., 2014; The Cancer Genome Atlas Research Network, 2014). Es
konnte gezeigt werden, dass der luminale gegenuber dem basalen Subtyp mit einer
besseren Prognose assoziiert ist. Aullerdem unterscheiden sich die Subtypen im An-
sprechen auf systemische Therapien. Interessanterweise weisen die Subtypen des
Harnblasenkarzinoms Ahnlichkeit zu den Subtypen des Mammakarzinoms auf. Die
Expression von unter anderem Human epidermal growth factor receptor 2 (Her2) oder
Hormonrezeptoren im Harnblasenkarzinom wirft die Frage auf, ob Patienten von ge-
zielten Therapieoptionen profitieren konnten (Wirtz et al., 2016). Aufgrund noch nicht
ausreichender prospektiver Validierung, Standardisierung und multizentrischer Stu-
dien ist die molekulare Subtypisierung in der klinischen Routine bislang nicht imple-
mentiert (Amin et al., 2014; Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft; Deutsche Krebshilfe; AWMF), 2016).
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1.2 Beschreibung der untersuchten Biomarker
1.2.1 Proliferationsmarker (MKI67/RACGAP1)

Hohes Grading und damit einhergehende hohe Proliferation sind typische Merkmale
aggressiven Tumorverhaltens (Scholzen and Gerdes, 2000). In der vorliegenden Ar-
beit wurden die Proliferationsmarker Marker of Proliferation Ki67 (MKI67, Ki67) und
Rac GTPase-Activating Protein 1 (RACGAP1) auf mRNA-Ebene untersucht.

Das Protein Ki67 ist einer der am haufigsten verwendeten Marker zur Messung zellu-
larer Proliferation. Ki67 zeichnet sich dadurch aus, dass es im Zellkern proliferierender
Zellen (G1-, S-, G2-, M-Phase) nachweisbar ist, wahrend es in Zellen, die sich im Zell-
zyklusarrest (GO-Phase) befinden, nicht nachweisbar ist (Gerdes et al., 1984). Wah-
rend der Interphase ist das Protein hauptsachlich im Kortex des Nukleolus vorhanden.
Wahrend der Mitose lagert sich das Protein an die kondensierten Chromosomen an.
Die eigentliche Funktion von Ki67 im Zellteilungsprozess ist nicht ganz geklart. Studien
weisen jedoch darauf hin, dass es eine Rolle in der Polymerase-l-abhangigen rRNA-
Synthese spielt (Bullwinkel et al., 2006). Eine Uberexpression ist in vielen malignen
Tumorentitaten zu beobachten und korreliert haufig mit einer schlechteren Prognose,
unter anderem auch im Prostata- und Mammakarzinom (Bubendorf et al., 1996;
Yerushalmi et al., 2010).

RACGAP1 ist ein SchlUsselprotein in der Kontrolle verschiedener zellularer Prozesse.
Es gehort zur Familie der Rho GTPase-activating proteins (Imaoka et al., 2014). Es
dient zusammen mit Rac1 (Rac Family Small GTPase 1) als Mediator der Phosphory-
lierung von Proteinen der STAT-Familie (Signal transducer and activator of transcrip-
tion) sowie als deren Nuclear localising signal (Kawashima et al., 2009). Des Weiteren
ist RACGAP1 Teil des Proteinkomplexes Centralspindlin, welcher essentiell fur die In-
duktion der Cytokinese im Rahmen der Mitose ist (Zhao and Fang, 2005). Der Knock-
out von RACGAP1 in praklinischen Zellkulturmodellen verschiedener Tumorentitaten
fuhrte zu einer verminderten Proliferation, Migration und Invasion der Zellen (Imaoka
et al., 2014; Wang et al., 2011). In malignen Tumoren spielt RACGAP1 zusatzlich zur
Proliferation eine Rolle in der Metastasierung durch die Ausbildung von Pseudopodien

(Jacquemet et al., 2013).
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1.2.2 Lymphangiogenesemarker (VEGF-C/VEGF-D/VEGFR-3)

Tumorassoziierte Lymphangiogenese und eine erhohte intratumorale Lymphge-
faldichte werden daflr verantwortlich gemacht, das Risiko der Streuung von Tumor-
zellen in benachbarte Lymphknoten und daruber hinaus zu erhdhen. Die Induktion der
Lymphangiogenese wird durch zahlreiche lymphangiogenetische Wachstumsfaktoren
und Cytokine unterstutzt. Diese werden teils vom Tumor selbst, teils von Stromazellen
oder auch tumorassoziierten Makrophagen synthetisiert und freigesetzt (Sleeman and
Thiele, 2009).
Die in dieser Arbeit im Fokus stehenden Faktoren sind Proteine aus der Familie der
Vascular Endothelial Growth Factors (VEGF). Insbesondere den Wachstumsfaktoren
VEGF-C und VEGF-D sowie deren Rezeptor VEGFR-3 wird eine ausschlaggebende
Rolle bei der Lymphangiogenese zugeschrieben (Tammela et al., 2005). Die durch die
Bindung von VEGF-C und VEGF-D ausgeloste Autophosphorylierung von VEGFR-3
resultiert in einer Aktivierung der Signalmolekule ERK1/2 (Extracellular Signal Regu-
lated Kinase) und des plI3K/AKT/mTOR Signalwegs (Salameh et al., 2005). Dieser
Signalweg kontrolliert die spezifischen Schritte, die zur Ausbildung von neuen Lymph-
gefallen notwendig sind, wie die Proliferation von Lymphgefaliendothelzellen und die
Ausbildung tubularer Strukturen (Achen et al., 2005). Untermauert werden diese Aus-
sagen durch Untersuchungen unterschiedlicher Tumorentitaten in praklinischen Tier-
modellen, in denen nachgewiesen wurde, dass die Expression von VEGF-C, VEGF-D
und VEGFR-3 Lymphangiogenese und lymphogene Metastasierung begunstigt
(Saharinen et al., 2004). Daten aus mehreren Biomarkerstudien verschiedener Tumo-
rentitaten zeigen, dass die Expression von VEGF-C, VEGF-D und VEGFR-3 mit dem
Auftreten von Lymphgefallinvasion und Lymphknotenmetastasen korreliert (Stacker et
al., 2002). Beim Adenokarzinom des Magens konnte beispielsweise fur die Faktoren
VEGF-D und VEGFR-3 mittels immunhistochemischer Farbungen eine hochsignifi-
kante Korrelation mit lymphogener Metastasierung und niedrigerem Uberleben nach-
gewiesen werden. Auch beim Brustkrebs fanden Wissenschaftler eine starke positive
Korrelation zwischen VEGF-C mRNA-Uberexpression und reduziertem Uberleben
(Linardou et al., 2012). Es existieren jedoch auch Studien, die gegenteilige Korrelatio-
nen herausfanden (Mylona et al., 2006; Niki et al., 2000; O-Charoenrat et al., 2001).
Beim Harnblasenkarzinom fanden Hardenberg et al. auf immunhistochemischer Basis
eine Assoziation zwischen sowohl der VEGF-D als auch der VEGFR-3-Uberexpres-
sion und reduziertem krankheitsspezifischem Uberleben in der univariaten Analyse. In
13
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der Subgruppe der Patienten ohne Lymphknotenmetastasen war VEGFR-3-Uberex-
pression ein unabhangiger Pradiktor fur kurzeres rezidivfreies und krankheitsspezifi-
sches Uberleben (Hardenberg et al., 2014). Eine andere Arbeitsgruppe konnte eben-
falls immunhistochemisch eine Assoziation von VEGF-D und VEGFR-3-Uberexpres-
sion mit aggressiven Tumorcharakteristika und reduziertem rezidivfreien Uberleben an
einer Zystektomiekohorte finden (Herrmann et al., 2007). Neben dem prognostischen
Nutzen der Proteine des VEGF/VEGFR Systems konnten sie auch als therapeutisches
Ziel dienen. So kdonnte zum Beispiel VEGFR-3 durch Tyrosinkinaseinhibitoren blockiert
werden (Zhou et al., 2017).

1.3 Ziel der Arbeit

Das muskelinvasive Urothelkarzinom der Harnblase ist vor allem bei organuberschrei-
tendem Wachstum und lokoregionarer Lymphknotenmetastasierung zum Zeitpunkt
der Zystektomie mit einer ungunstigen Prognose verbunden. Eine lymphogene Mikro-
metastasierung, wie sie histopathologisch durch eine Lymphgefaliinvasion festgestellt
werden kann, ist auch bei Patienten ohne Lymphknotenmetastasen mit einer hGheren
Rezidivrate verbunden. Lymphangiogenetische Wachstumsfaktoren und deren Re-
zeptoren sind an der Metastasierungskaskade beteiligt. Neben den Erkenntnissen zur
Tumorbiologie kdnnen diese potentiellen Biomarker therapeutische Zielstrukturen sein
und dabei die Risikostratifizierung nach radikaler Zystektomie verbessern. Die Genex-
pressionsanalyse auf mRNA-Ebene mittels quantitativer Polymerasekettenreaktion
(qPCR) kann durch ihre hohe Sensitivitat und die dynamische Breite eine Erganzung

zur etablierten Immunhistochemie darstellen.

Daher wurden in dieser Arbeit folgende Fragestellungen bearbeitet:
— Wie ist die Markerexpression von MKI67, RACGAP1, VEGF-C, VEGF-D und
VEGFR-3 auf mMRNA-Ebene im muskelinvasiven Harnblasenkarzinom?
— Wie stellt sich die Verteilung und die Assoziation der Marker untereinander dar?
— Wie sind die Marker mit den klinischen und histopathologischen Parametern
assoziiert?
— Haben die Marker eine prognostische Rolle im Krankheitsverlauf flur Patienten

nach radikaler Zystektomie im univariaten und multivariaten Modell?
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2 MATERIAL UND METHODEN

Die verwendeten Gerate, Materialien und Reagenzien sind im Anhang unter 7.1 auf-
gelistet. Die fur die Genexpressionsanalyse verwendeten Primer und Sonden sowie

die entstandenen Genprodukte sind ebenfalls im Anhang unter 7.2 zu finden.
2.1 Patientenkohorte

Es wurden retrospektiv 200 Patienten identifiziert, die im Zeitraum von 2008 bis 2011
an der Urologischen Klinik der Medizinischen Fakultat Mannheim der Universitat Hei-
delberg einer radikalen Zystektomie aufgrund eines Blasenkarzinoms unterzogen wor-
den sind. Insgesamt 92 dieser Patienten wurden von der Studie ausgeschlossen.
Grunde fur einen Ausschluss waren (Abbildung 1): Fehlender histopathologischer Be-
fund (n=11), kein Tumornachweis im Zystektomiepraparat (n=15), reines Carcinoma
in situ (n=12), zu wenig Tumormaterial fur eine RNA-Extraktion bzw. fur eine eindeu-
tige Identifikation des Tumors (n=10), kein Urothel- oder Plattenepithelialkarzinom
(n=18) und fehlende Verfugbarkeit des Tumormaterials (n=26). Die Patientenkohorte
umfasste demnach 108 Patienten. Folgende Parameter wurden nach Durchsicht der
Pathologiebefunde und mit Hilfe des klinikinternen Dokumentationsprogramms erho-
ben und dokumentiert: Geschlecht, Alter, T-Stadium, N-Stadium, M-Status, Grading,

Lymphgefalinvasion, BlutgefaRRinvasion, simultanes Cis, Multifokalitat und R-Status.

200 Patienten Histopathologischer :
mit Zystektomie |:> Bef?J nd vor? 189 |:> 10?3 a?alyf[SIerte
2008-2011 Patienten liegt vor atienten

Grund fur Auschluss

- kein Tumornachweis im Zystektomiepraparat (15)
- reines Carcinoma in situ (12)

- zu wenig vorhandenes Tumormaterial (10)

- kein Urothel- oder Plattenepithelkarzinom (18)

- keine Materialverfugbarkeit (26)

Abbildung 1: Kohortendiagramm: Darstellung der analysierten Kohorte mit ein- und
ausgeschlossenen Patienten
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Im Sinne einer Validierung der verwendeten Marker wurde die Genexpression an Bla-
sengewebe von sechs weiteren Patienten gemessen, die keinen Tumornachweis (T0)
im Zystektomiepraparat aufwiesen. Diese wurden jedoch separat von der untersuchten
Kohorte betrachtet. Die uropathologische Diagnostik erfolgte durch das Institut fur Pa-
thologie der Universitatsmedizin Mannheim. Das Vorgehen entsprach etablierten his-
tologischen Kriterien und folgte der aktuellsten Fassung der TNM-Klassifikation fur das
Urothelkarzinom der Harnblase der International Union against Cancer (Sobin et al.,
2009). Fur die Bestimmung des Tumorgradings wurde das dreistufige Gradingsystem
(G1-G3) von 1973 verwendet, wie es fur invasive Tumoren weiterhin parallel verwen-
det wird (Otto et al., 2011). Lymphgefainvasion wurde bei Nachweis von Tumorzellen
in einem eindeutig einschichtigen, endothelialen Gefald angenommen (Bolenz et al.,
2010). Ein Ethikvotum der Ethik-Kommission || der Medizinischen Fakultat Mannheim
der Universitat Heidelberg liegt unter dem Aktenzeichen 2016-814R-MA vor.

Das Follow-Up der eingeschlossenen Patienten hatte zum Ziel folgende Parameter fur
einen Zeitraum von mindestens drei Jahren ab dem Zeitpunkt der radikalen Zystekto-
mie zu erheben: Durchfihrung einer adjuvanten Chemotherapie (Protokoll, Anzahl der
Zyklen), Erstdiagnose eines Rezidivs (Lokalrezidiv, Lymphknoten- oder Fernmetasta-
sen), Durchfuhrung einer sekundaren Therapie, letzter Kontakt zum Patienten und Tod
des Patienten sowie Todesursache. Zur Erhebung dieser Daten wurde eine Recherche
im klinikinternen Dokumentationsprogramms durchgefuhrt. Gleichzeitig wurde ein Fra-
gebogen (Anhang 7.3) an die behandelnden niedergelassenen Urologen und/oder
Hausarzte gesendet. Daten, die danach noch gefehlt haben, wurden telefonisch oder
personlich direkt bei den behandelnden Arzten erhoben. Durch dieses Vorgehen wur-
den die klinischen Endpunkte Rezidiv, Tod durch Urothelkarzinom und Tod jeglicher

Ursache erhoben.

2.2 Probengewinnung

FUr die Genexpressionsanalyse wurden tumortragende FFPE-Blocke (Fresh Frozen
Paraffin Embedded) von dem betreffenden Zystektomiepraparat verwendet. Auf den
zugehdrigen HE-Schnitten (Hamatoxilin-Eosin) wurde nach Anleitung und Supervision

durch einen Pathologen das Vorhandensein des Tumors lichtmikroskopisch tUberpruft.
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Des Weiteren wurde der Anteil des Tumors (Tumorzellen und Tumorstroma) am Ge-
samtschnitt ermittelt. Von jedem Patient wurde ein reprasentativer Gewebeblock aus-
gewahlt. Es wurde darauf geachtet, dass der ausgewahlte Gewebsblock das korrekte

Tumorstadium und die Invasionsfront beinhaltet.

Je Gewebeblock wurden mit einem Rotationsmikrotom mindestens je ein 3um Schnitt
(HE-Farbung) und ein 10um Schnitt (RNA-Extraktion) angefertigt. Das weitere Vorge-
hen richtete sich nach dem Tumoranteil auf dem Schnitt (Abbildung 2). Bei einem Tu-
moranteil von Uber 50% wurde der ganze FFPE-Schnitt in ein Ribonuklease (RNase)
freies 1,5ml Mikroreaktionsgefald uberfuhrt. Bei einem Tumoranteil von unter 50%
wurde der Schnitt fur ca. funf Minuten in Neo-Clear eingelegt, um die Makrodissektion
(Walch et al., 2001) zu erleichtern. Der zuvor auf dem HE-Schnitt markierte Tumor
wurde nun mit einem sterilen Skalpell vom Objekttrager in ein RNAse freies 1,5ml
Mikroreaktionsgefald uberfuhrt. Der mediane Tumorzellanteil der Proben fur die RNA-
Extraktion lag bei 42% mit einer Interquartile Range (IQR) von 30% bis 63,7%. Der

minimale Tumorzellanteil betrug 10%, der maximale Anteil 100%.

10um Schnitt aufgezogen auf

Tumoranteil Objekttrager fur
<50% Makrodissection vor RNA
Extraktion

Lichtmikroskopische
Bestimmung des
Tumoranteils

Ganzer 10um Schnitt in

Tumoranteil RNAse freies 1,5 pl
> 50% Mikroreaktionsgefal® fir RNA
Extraktion

Abbildung 2: Probengewinnungsprozess in Abh&ngigkeit vom Tumoranteil

2.3 RNA-Expressionsanalyse
2.3.1 RNA-Extraktion aus FFPE-Tumorgewebe

Die Extraktion von Gesamt-RNA aus FFPE-Tumorgewebe wurde mit dem auf magne-
tischen Beads bestehenden XTRAKT FFPE Kit (96) entsprechend den Angaben des

17



Material und Methoden

Herstellers durchgefiuhrt. Die FFPE-Gewebeproben wurden in RNAse freie Mikroreak-
tionsgefallen Uberflhrt. Zunachst wurde jede Probe zusammen mit Paraffin-Lyse-Puf-
fer fur 30 Minuten bei 80°C und 1200 rpm in einem Thermomix inkubiert. Nach kurzem
Abkuhlen auf 65°C und Zugabe von Proteinase K folgte ein weiterer Inkubationszyklus.
Nun wurden jeder Probe MagiX-RNA Bindepuffer sowie mit Germanium beschichtete
magnetische MagiX-Beads zugesetzt. Es folgten drei Waschvorgange bestehend aus
Magnetisierung, Verwerfen des Uberstands und Zugabe eines Waschpuffers zur Auf-
reinigung der Proben. Nach der Aspiration des Uberstands des letzten Waschpuffers
wurden die Proben zentrifugiert, erneut magnetisiert und der restliche Uberstand vor-
sichtig aspiriert und verworfen. Jeder Probe wurde nun ein Elutionspuffer zugesetzt
und diese dann erneut im Thermomix inkubiert. Schlie3lich folgte eine letzte Magneti-
sierung und der Uberstand, bestehend aus der gelésten RNA und dem Elutionspuffer,
wurde in ein frisches 1,5ul RNAse freies Mikroreaktionsgefal} transferiert. Die aufge-

reinigte Gesamt-RNA wurde direkt im Anschluss zur Lagerung bei -80°C eingefroren.

2.3.2 Reverse Transkription von FFPE-RNA (SSIIIRT) und Zelllinien RNA (M-MLV
RT)

Reverse Transkription bezeichnet die Umwandlung von RNA in komplementare DNA,
sogenannte cDNA (complementary DNA). Die entstandene cDNA kann mittels g°PCR
quantifiziert werden. Das zentrale Enzym der reversen Transkription ist das Enzym
Reverse Transkriptase, das die Umschreibung von einstrangiger RNA in doppelstran-
gige cDNA katalysiert. Weitere notwendige Bestandteile der Reaktion sind: Desoxyge-
nierte Nukleosidtriphosphate (ANTP), die als Substrat der reversen Transkriptase die-
nen, Primer zur Markierung des Startpunktes der reversen Transkriptase auf der RNA,
Puffer zur Schaffung eines optimalen chemischen Reaktionsmileus sowie RNase-In-
hibitoren. Des Weiteren wird ein Warmeblock oder Thermocycler bendtigt, um die Re-
aktion auf der fur die jeweiligen Enzyme idealen Temperatur zu halten. Fur eine cDNA-
Synthese im Allgemeinen gilt folgendes Vorgehen: Zunachst wird die RNA fur 10 Mi-
nuten auf ca. 65°C erhitzt um die Sekundarstrukturen der RNA aufzuschmelzen. Nach
Abkuhlung fur eine Minute auf Eis werden dNTPs, Primer und Puffer und RNase-Inhi-
bitoren zugegeben. Danach wird der Reaktionsansatz fur 120 Minuten bei ca. 55°C
inkubiert. In dieser Zeit findet die Reverse Transkription statt. Danach wird der Ansatz

zur Inaktivierung der Enzyme kurz auf 70°C erhitzt. Fir RNA aus Zelllinien-Lysaten
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erfolgte in der vorliegenden Untersuchung die cDNA-Synthese mit dem M-MLV (Mo-
loney Murines Leukdmie Virus) Reverse Transcriptase Kit. Die cDNA-Synthese von
RNA aus FFPE-Gewebeproben wurde mit dem Superscript Il Reverse Transcriptase
Kit durchgefunhrt.

Fir die reverse Transkription von RNA aus Zelllinienlysaten wurde das M-MLV
Reverse Transcriptase Kit verwendet. Es handelt sich dabei um die Umschreibung der
Gesamt-RNA in cDNA. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes mit einem Vo-
lumen von 20pl (oder einem Vielfachen davon) ist in Tabelle 1 angegeben. Nach Mes-
sung der RNA-Konzentration mit dem Nanodrop Spectrophotometer wurden 2ug RNA
mit nukleasefreiem Wasser auf 10l Volumen verdunnt. Darauf folgte die Inkubation
der verdunnten RNA von 10 Minuten bei 65°C im Thermomixer und Zugabe des cDNA-
Synthese-Mastermixes. Danach wurden die cDNA-Synthese im Flex-Cycler mit folgen-
der Programmierung gestartet: 120 Minuten bei 37°C, 15 Minuten bei 70 °C, Hold bei
4°C. Die Lagerung der neu synthetisierten Zelllinien cDNA erfolgte bei -20°C.

Tabelle 1: Reaktionsansatz cDNA-Synthese mit M-MLV Reverse Transcriptase

RNA 10pl
cDNA-Synthese Mastermix M-MLV RT (200U/pl) Tul
RNAseOUT™ Tul
10mM dNTP Mix 1l
5mg/ml p(dN)s Random Primer 1l
0,1 MDTT 2ul
5x First Strand Buffer 4ul
Volumen Mastermix: 10pl

FUr die reverse Transkription von RNA aus FFPE-Gewebeproben wurde das SS///
Reverse Transcriptase Kit (96) mit sequenzspezifischen Primern verwandt. Das Reak-
tionsvolumen betrug 40pl (oder ein Vielfaches). Die Durchfihrung der cDNA-Synthese
mit sequenzspezifischen Primern war fur ein Maximum von funf Genen auf einmal
moglich. Primer der Referenzgene und Zielgene wurden zum gleichen Ansatz hinzu-
gefugt. Die 40ul Reaktionsvolumen setzten sich aus 14pul Primermix, 10ul RNA und
16ul cDNA-Synthese Mastermix zusammen. Die Zusammensetzung des Reaktions-
ansatzes ist in Tabelle 2 aufgelistet. Zunachst wurde die Konzentration der RNA mittels
Nanodrop-Spectrophotometer bestimmt. Jedem Primermix wurde RNA hinzugeflgt,
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gefolgt von einer Inkubation Gber zehn Minuten bei 65°C auf dem Thermomix. Nach
kurzem Abkuhlen wurde jeder Probe der cDNA-Synthese Mastermix zugefugt. Danach
wurde der fertige Reaktionsansatz im Flex Cycler mit folgender Programmierung posi-
tioniert: 120 Minuten bei 55°C, 15 Minuten bei 70°C, Hold bei 4°C. Die Lagerung der
neu synthetisierten cDNA erfolgte bei -20°C.

Tabelle 2: Reaktionsansatz cDNA-Synthese mit Superscript Ill Reverse Transcrip-

tase

Primermix Primer (je 1pl) 5ul (4ul)
dNTP 2ul
Nuclease freies Wasser 7ul (8ul)
Volumen Primermix: 14pl
RNA 10ul

cDNA-Synthese Mastermix SS 11l RT (200U/ul) 4ul
0,1 MDDT 2ul
5x First Strand Buffer 8ul
RNAseOUT™ 2ul
Volumen Mastermix: 16pl

2.3.3 Quantitative PCR

In dieser Arbeit wurde die gPCR mit TagMan Sonden durchgefuhrt. Dabei gibt es ne-
ben den reverse und forward Primern noch ein drittes Oligonukleotid, welches so ge-
wahlt wurde, dass es zwischen beiden Primern hybridisiert. Dieses als TagMan Sonde
bezeichnete Oligonukleotid ist an seinen beiden Enden mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert. Am 5’-Ende sitzt der sogenannte Reporter und am 3’-Ende der Quencher. Ist
das Oligonukleotid intakt, wird das Licht, das vom Reporter ausgestrahlt wird, vom
Quencher unter Ausnutzung des Forster-Resonanz-Energie-Transfers unterdruckt.
Wird das Oligonukleotid jedoch gespalten, steigt die Lichtproduktion des Reporters.
Nach Bindung an die zu amplifizierende cDNA kommt es also zunachst zu keinem
bzw. nur einem schwachen Lichtsignal. Durch die 5’-3’-Exonuklease-Aktivitat der Tag-
Polymerase kommt es nun bei jedem Amplifikationszyklus zu einer Spaltung der
Sonde und damit zu einer Steigerung der Lichtproduktion, welche bei jedem Zyklus

erfasst werden kann.
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In einer idealen Reaktion mit einer Effizienz von 1 verdoppelt sich die Menge der DNA
mit jedem Replikationszyklus. Zunachst findet also eine exponentielle Amplifikation
(vgl. Formel 1) statt, bis das PCR Produkt akkumuliert und nicht mehr genug Primer
und Polymerase fur eine effiziente Replikation zur Verfigung stehen, sodass ein Re-
aktionsplateau erreicht wird. Der CT-Wert (Cycle Threshold), der bei der g°PCR ge-
messen wird ist der Zyklus, an dem das Fluoreszensniveau (ARn) einen zuvor defi-
nierten Schwellenwert wahrend der exponentiellen Phase der gqPCR Reaktion erreicht.
Eine Differenz im CT-Wert von 1 entspricht damit einem Unterschied von 100% DNA

zum Reaktionsbeginn.

X, =X, x (14 EQ)"
Formel 1: Amplifikation der DNA wéhrend der exponentiellen Phase. X,, — DNA Menge

zum Zeitpunkt n, X, - DNA Menge zum Zeitpunkt 0, Ex - Effizienz der Amplifikation
(Livak and Schmittgen, 2001)

Die qPCR wurde als Singleplex-PCR mit einer Primer/Sondenkonzentration von
10pmol/ul auf einer 96-Well Platte durchgefuhrt. Der Reaktionsansatz pro Well ist in
Tabelle 3 dargestellt. Von jeder untersuchten cDNA wurden im gleichen PCR-Lauf zu-
satzlich zu den Zielgenen (MKI67, RACGAP1, VEGFR-3, VEGF-C und VEGF-D) die
Referenzgene CALM (Calmodulin) und RPL37A (Ribosomal Protein L37a) bestimmt.
Alle Messungen erfolgten als Duplikate, die weiteren Berechnungen wurden mit dem
arithmetischen Mittel der Duplikate durchgefuhrt. Als Positivkontrolle und Calibrator
diente die cDNA der Zelllinie UMUC (UMUC-3, ATCC CRL-1749; Ursprung: Harn-

blase, Urothelkarzinom).

Es wurde das StepOnePlus Real-Time PCR System mit folgendem Protokoll verwen-
det: 20 Sekunden bei 95°C gefolgt von 40 Zyklen je 3 Sekunden bei 95°C und 30
Sekunden bei 60°C. Die verwendete Software zur Konfiguration der PCR war die
StepOne Software v2.2.2.
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Tabelle 3: Reaktionsansatz fiir die quantitiative PCR

gPCR-Master Mix TagMan Fast Advanced Master Mix Sul
nukleasefreies Wasser 1ul
Forward-Primer 0,375l
Reverse-Primer 0,375l
Sonde 0,251l
Volumen Master Mix 7ul
cDNA-Template 3ul

Der Schwellenwert fur die Detektion des Fluoreszenzsignals (Threshold) und die An-
zahl der Zyklen zur Definition der Hintergrundfluoreszenz (Baseline) wurden fur jedes

Gen einzeln festgelegt und in allen durchgefuhrten gPCRs angewandt (Tabelle 4).

Tabelle 4: Verwendete Thresholds und zugehdrige Baseline

Genbezeichnung Threshold Baseline
Calm 0,43 3-15
RPL37A 0,41 3-15
MKI167 0,17 3-15
RACGAP1 0,35 3-15
VEGFR-3 0,23 3-15
VEGF-C 0,07 3-23
VEGF-D 0,08 3-23

2.3.4 Primeretablierung (Detektionslimits, Effizienz)

Um die Effizienzen der verwendeten Primer zu ermitteln wurden Verdinnungsreihen
mit cDNA der Zelllinie UMUC durchgefuhrt (Hellemans et al., 2007). Fur die Gene
MKI67, RACGAP1, VEGFR-3 und VEGF-C wurde die cDNA von UMUC Uber funf Stu-
fen zehnfach (0,1-0,00001) verdunnt. Da bei VEGF-D schon in niedrigen Verdun-
nungsstufen das Detektionslimit erreicht wird, wurde hier die cDNA von UMUC uber
vier Stufen je 1:1 verdinnt (0,5-0,0625). Aus der exponentiellen Kinetik der PCR Amp-
lifikation ergeben sich in einer idealen PCR mit jeder 1:10 fachen Verdunnungsstufe
linear ansteigende CT Werte (Formel 2). Die Steigung der Geraden wurde mithilfe li-

nearer Regression berechnet.
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1
E = 10" 5ope — 1
Formel 2: Berechnung der Effizienz (E) ausgehend von der Steigung der Verdiin-

nunungskurve (Slack et al., 2001).

2.3.5 Quantifizierung von gPCR Daten

Es stehen generell zwei Methoden zur Quantifizierung von qPCR Daten zur Verfu-
gung: Absolute und relative Quantifizierung. Die absolute Quantifizierung bendtigt eine
Kalibrierungskurve, die auf einer Verdinnungsreihe mit Templates bekannter Konzent-
ration wie zum Beispiel Plasmiden beruht. Bei der hier verwandten relativen Quantifi-
zierung wird die Expression des Zielgens in Bezug zur Expression eines Referenzgens
gesetzt (Normalisierung). Als Referenzgene (Housekeeping Gene) werden Gene be-
zeichnet, welche einer geringeren Regulation unterliegen und ubiquitar und homogen
exprimiert werden. Durch die Normalisierung mit einem Referenzgen lassen sich Ge-
webe- und Matrixeffekte, Unterschiede in der Ausbeute der RNA-Extraktion und cDNA-
Synthese zwischen verschiedenen Proben reduzieren, da dadurch gleichermalien das
Zielgen und das Referenzgen betroffen sind (Pfaffl, 2004 ). In dieser Studie wurde das

Referenzgen RPL37A zur Normalisierung der Genexpressionsdaten verwendet.

Zur relativen Quantifizierung wurde die 2-22CT-Methode verwendet (Tabelle 5). Die

2-24CT_Methode gibt die normalisierte mMRNA-Expression des Zielgens in der zu unter-
suchenden Probe relativ zur Expression des Zielgens in der Positivkontrolle an, die
auch als Kalibrator bezeichnet wird (Livak and Schmittgen, 2001). Die Wahl des Kalib-
rators spielt fur die relative Quantifizierung keine Rolle (Hellemans et al., 2007). Vo-
raussetzung fur die Anwendung dieser Methoden ist, dass die Effizienzen der quanti-

tativen PCR fur Zielgen und Referenzgen ungefahr gleich sind.

Tabelle 5: Quantifizierungsmethoden der relativen Quantifizierung

2-4¢T_Methode

ACTprobe = CTzielgen — CTReferenzgen
ACTkalibrator = CTzielgen — CTReferenzgen
AACT = ACTprobe - ACTKalibrator

Genexpression = 244CT
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2.4 Statistische Auswertung der Daten

Die Endpunkte rezidivfreies Uberleben, krankheitsspezifissches Uberleben und Ge-
samtiiberleben wurden vom Zeitpunkt der radikalen Zystektomie erhoben. Uberle-
bende Patienten wurden in der statistischen Analyse zum Zeitpunkt des letzten Kon-
taktes zensiert. Als Rezidiv wurde jedes Wiederauftreten des Tumors gewertet, sei es
ein Lokalrezidiv oder die Feststellung von Lymphknoten- oder Fernmetastasen. Die
statistische Auswertung der Daten erfolgte nach Beratung durch die Abteilung fur Me-
dizinische Statistik der Medizinischen Fakultat Mannheim. Kontinuierliche Variablen
wurden als Median mit der jeweiligen Interquartile Range (IQR) angegeben. Unter-
schiede in der Genexpression der Zielgene zwischen verschiedenen klinischen und
histopathologischen Patientencharakteristika wurden mit nicht-parametrischen Tests
ermittelt. FUr Vergleiche zwischen zwei Gruppen wurde der Man-Whitney-U-Test ver-
wendet, bei mehr als zwei Gruppen der Kruskal-Wallis Test. Die Korrelation der Gen-
expression der Zielgene untereinander wurde mit dem Rangkorrelationskoeffizienten
nach Spearman bestimmt. Als Cut-off-Wert fur die Genexpression wurden die Quar-
tilsgrenzen verwendet. Alle p-Werte wurden zweiseitig getestet, ein p<0,05 gilt als sta-
tistisch signifikant. Statistische Berechnungen sowie Grafiken wurden mit der Software
Graph Pad Prism (Version 7, La Jolla, USA). Das Uni- und Multivariate Proportional
Hazards Model bezuglich der klinischen Endpunkte wurde mit SAS JMP (Version 12,
Cary, USA) durchgefiihrt. Uberlebenskurven wurden mit der Kaplan-Meier-Methode

erstellt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Primeretablierung an Zelllinien cDNA

Aus der exponentiellen Kinetik der PCR Amplifikation ergaben sich linear ansteigende
CT Werte mit jeder zehnfachen Verdlinnungsstufe (Tabelle 6). Die erhobenen Effizi-
enzen lagen im Bereich zwischen 0,95 und 1,27 mit einem BestimmtheitsmaR r?
>0,987. Abbildung 3 zeigt die linear verlaufenden Verdunnungskurven der verwende-

ten Primer.

Tabelle 6: Uberblick (iber die Effizienzen der verwendeten Primer

Genbezeichnung Verdiinnungsstufen Effizienz (95% KIl) r
Calm 1:10 - 1:107 1,18 (1,04-1,36) 0,9934
RPL37A 1:10 - 1:108 1,07 (1,02-1,12) 0,9992
MKI67 1:10 - 1:10° 1,26 (1,20-1,31) 0,9995
RACGAP1 1:10 - 1:10° 1,27 (1,10-1,51) 0,9939
VEGFR-3 1:10 - 1:10% 0,99 (0,66-1,86) 0,9871
VEGF-C 1:10 - 1:10° 1,01 (0,87-1,20) 0,996
VEGF-D 1-1:10 0,95 (0,81-1,10) 0,9974

r? = Bestimmtheitsmaf

40 40
*1 % /
5 301 T 304 —— CTvon Calm
E —= CTvon RPL37A E —= CT von RPL
© 251 -+ CT von MKI67 O 251 —— CTvon VEGF-D
-o- CT von RACGAP1
204 —— CTvon VEGFR-3 204
-~ CTvon VEGF-C
—— CT-Calm /”"’J
15 r r r r r r r ] 15 T T T T J
10° 10" 102 103 10* 10° 10® 107 108 1 0.5 0.25 0.125 0.0625  0.03125
Verdiinnungsstufen Verdiinnungsstufen

Abbildung 3: Verdiinnungskurven der Zellline UMUC fiir die Gene RPL37A, Calm
MKI67, RACGAP1, VEGFR-3 und VEGF-C. Es zeigt sich ein linearer Verlauf. Mess-
punkte zeigen jeweils den Mittelwert und Standardabweichung der Doppelbestimmun-
gen.
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3.2 Klinische Daten der Patientenkohorte und Follow-Up

Die untersuchte Patientenkohorte bestand aus 108 Patienten. Die Mehrheit der Pati-
enten (79,6%) war mannlich, das mediane Alter zum Zeitpunkt der Zystektomie betrug
72 Jahre. Lymphknotenmetastasen (pN+) lagen bei 21 (19,45%) Patienten vor. Bei
sieben Patienten wurde keine Lymphadenektomie vorgenommen, bei drei davon auf-
grund einer metastasierten Situation. Eine Lymphgefaliinvasion lag bei 44 (40,74%)
und eine Blutgefallinvasion bei 21 (19,44%) Patienten vor. Fernmetastasen lagen zum
Zeitpunkt der Operation bei elf Patienten (10,19%) vor. Die weiteren demographi-
schen, sowie klinisch-pathologischen Kennzahlen sind in Tabelle 7 aufgefuhrt. Zusatz-
lich zur Patientenkohorte wurde die Genexpression an Blasengewebe von sechs wei-
teren Patienten gemessen, die keinen Tumorrest (TO) im Zystektomiepraparat aufwie-
sen (Tabelle 14).

Tabelle 7: Demographische und klinisch-pathologische Ubersicht iiber die unter-

suchte Patietenkohorte

Variable N %
Geschlecht
ménnlich 86 79,63
weiblich 22 20,37
Alter
<75 Jahre 68 62,96
>75 Jahre 40 37,04
Grading
G1 1 0,93
G2 32 29,63
G3 75 69,44
Differenzierung
Urothel 104 96,30
Plattenepithel 2 1,85
Mischtyp 2 1,85
(Plattenepithel/Urothel)
T-Stadium
pTa/pT1 12 11,11
pT2 28 25,93
pT3 47 43,52
pT4 21 19,44
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N-Stadium

pNO 78 72,22

pN1 11 10,19

pN2 9 8,33

pN3 1 0,93

unklar 9 8,33
M-Stadium

Mx/MO 96 88,89

M1 11 10,19

Unklar 1 0,93
LymphgefaRinvasion (LVI)

LVI - 60 55,56

LvI+ 44 40,74

unklar 4 3,70
BlutgefaRinvasion (VI)

VI - 82 75,93

VI + 21 19,44

unklar 5 4,63
Simultanes Cis

nein 63 58,33

ja 45 41,67
Positiver R-Status

nein 96 88,89

ja 11 10,19

unklar 1 0,93

Der mediane Beobachtungszeitraum (Zeit von der radikalen Zystektomie bis zum Tod
der Patienten bzw. bis zum letzten Kontakt) betrug 23,2 Monate (Tabelle 9). 39,81%
der Patienten erlitten ein Rezidiv. Mit 20 Fallen waren Lokalrezidive am haufigsten,
gefolgt von Knochen- und Lymphknotenmetastasen in 17 bzw. 16 Fallen. 57,41% der
Patienten verstarben im Beobachtungszeitraum und bei insgesamt 41,67% war das

Harnblasenkarzinom die Todesursache (Tabelle 8).
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Tabelle 8: Auftrittshéufigkeit klinischer Endpunkte
Variable N %

Auftreten eines Rezdivs

nein 48 44 .44

ja 43 39,81

unklar 17 15,74
Tod jeglicher Ursache

nein 46 42,59

ja 62 57,41
Tod durch Urothelkarzinom

nein 54 50,00

ja 45 41,67

unklar 9 8,33

Das mediane rezidivfreie Uberleben der Patienten, die im Beobachtungszeitraum ein
Rezidiv erlitten, lag bei 9,6 Monaten. Die Gesamtiuberlebenszeit bzw. krankheitsspe-
zifische Uberlebenszeit betrug unter den Patienten, die im Beobachtungszeitraum ge-
storben sind 12,8 bzw. 12,7 Monate (Tabelle 9).

Tabelle 9: Zeit bis zum Auftreten klinischer Endpunkte

Variable Median (Monate) IQR
Beobachtungszeitraum

23,2 10,2-51,8
Rezidivfreies Uberleben

9,6 5,8-17,1
Gesamtiiberleben

12,8 7,7-23,1
Krankheitsspezifisches Uberleben

12,7 7,4-22,5

3.3 Auswertung der Markerexpression am Patientenkollektiv
3.3.1 Deskriptive Ubersicht der Markerexpression

Die medianen CT-Werte der Referenzgene (Abbildung 4) waren fur Calm 23,95 (IQR
22,95-25,55) und fur RPL37A 22,5 (IQR 21,65-23,96). Fur die Zielgene lagen die Me-
diane fur MKI67 bei 29,1 (IQR 27,62-30,83), fir RACGAP1 bei 29,3 (IQR 27,83-30,87),
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far VEGFR-3 bei 30,19 (IQR 28,89-31,61), fur VEGF-C bei 31,83 (IQR 30,68-33,54)
und far VEGF-D bei 31,45 (IQR 30,15-32,41).

40+ ——
35+ T T T
§ - = = E= == =3
525 | ] —
20+ I
15

Calm RPL37A MKI67 RACGAP1 VEGFR-3 VEGF-C VEGF-D
Abbildung 4: Verteilung der CT-Werte der einzelnen Gene im gesamten Patientenkol-
lektiv (n=108) und der Subgruppe TO Préparate (n=6). Dargestellt als Box-Plots (Me-
dian, IQR, Min-Max).

Nach Normalisierung der CT-Werte mit dem Referenzgen RPL37A mit der
2-24CT_Methode und UMUC als Kalibrator ergaben sich folgende (normalisierte) Gen-
expressionen (Tabelle 10). Testung auf Normalverteilung mittels D'Agostino & Pear-
son Normalitatstest ergab, dass fur keines der Gene eine Normalverteilung vorlag (p
jeweils < 0,0001).

Tabelle 10: Genexpression der untersuchten Gene im gesamten Patientenkollektiv

. Genexpression
Genbezeichnung

Median IQR
MKI67

0,5322 0,2551-0,8318
RACGAP1

0,1312 0,07824-0,204
VEGFR-3

6,692 3,873-11,34
VEGF-C

0,183 0,122-0,2789
VEGF-D

122,1 68,85-254,5
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3.3.2 Coexpression der untersuchten Gene

Die Coexpression der Gene wurde mittels nicht-parametrischer Korrelation nach Spe-

arman untersucht (Tabelle 11).

Tabelle 11: Coexpression der untersuchten Gene in den Patientenproben

RACGAP1 VEGFR-3 VEGF-C VEGF-D

MKI67

r 0,9027 0,3238 0,2116 -0,2028

p-Wert  <0,0001 0,0004 0,0244 0,0305
RACGAP1

r 0,332 0,1554 -0,1801

p-Wert 0,0003 0,1002 0,0551
VEGFR-3

r 0,3475 0,1957

p-Wert 0,0002 0,0370
VEGF-C

r 0,1818

p-Wert 0,0540

r=Spearman Rangkorrelationskoeffizient und p-Werte, signifikante p-Werte sind fett

gedruckt.

Zwischen der Expression von MKI67 und RACGAP1 wurde ein starker positiver Zu-

sammenhang festgestellt mit einem Rangkorrelationskoeffizienten von r = 0,9027 und

p <0,0001 (Abbildung 5). Weitere signifikante Korrelationen konnten zwischen der Ex-
pression von MKI67 mit VEGFR-3, VEGF-C und VEGF-D, sowie RACGAP1 mit
VEGFR-3, sowie VEGFR-3 mit VEGF-C und VEGF-D nachgewiesen werden.
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0.1 °

p<0,0001

Genexpression RACGAP1

0.01 0.1 1 10
Genexpression MKI67

Abbildung 5: Korrelation der Genexpression von MKI67 und RACGAP1. Spearman r =
0,9027. Eine hohe Expression von MKI67 geht mit einer hohen Expression von
RACGAPT1 einher.

3.3.3 Genexpression in Bezug auf histopathologische Parameter

Die Genexpression wurde in Bezug auf die folgenden klinischen und histopathologi-
schen Parameter untersucht: Geschlecht, Alter, T-Stadium, N-Stadium, Lymphgefa-
Rinvasion, Blutgefallinvasion, Grading und Vorliegen eines simultanen Carcinoma in
situ (hier als simultanes Cis) bezeichnet. Zunachst wird die Genexpression der Prolife-
rationmarker MKI67 und RACGAP1 beschrieben (Tabelle 12).

31



Ergebnisse

Tabelle 12: Genexpression der Proliferationsmarker MKI67 und RACGAP1 in Bezug

auf klinische und histopathologische Parameter.

MKI67 RACGAP1
Variable (n) 2-24CT Median (IQR) 2-24CT Median (IQR)
Geschlecht
m (86) 0,55 (0,28-0,96) 0,13 (0,09-0,21)
w (22) 0,60 (0,45-0,76) 0,16 (0,10-0,22)
p-Wert 0,4276 0,1921
Alter

< 75 Jahre (68)
> 75 Jahre (40)

0,52 (0,52-0,76)
0,68 (0,36-1,01)

0,12 (0,08-0,19)
0,17 (0,10-0,23)

p-Wert 0,0738 0,0835
T-Stadium

TalT1 (12) 0,33 (0,13-0,53) 0,08 (0,06-0,12)
T2 (28) 0,59 (0,32-1,01) 0,15 (0,10-0,24)
T3 (47) 0,60 (0,36-0,97) 0,14 (0,10-0,20)
T4 (21) 0,56 (0,43-076) 0,12 0,10-0,21)
p-Wert 0,0689 0,0491
N-Stadium

pNO (78) 0,54 (0,30-0,96) 0,14 (0,09-0,22)
pN + (21) 0,57 (0,49-0,75) 0,12 (0,10-0,18)
p-Wert 0,6875 0,5956

LymphgefaBinvasion

LVI- (60) 0,53 (0,33-0,85) 0,13 (0,08-0,21)
LVI+ (44) 0,58 (0,34-0,86) 0,14 (0,10-0,20)
p-Wert 0,3997 0,6737

BlutgefaBinvasion

V- (82) 0,56 (0,34-0,90) 0,13 (0,10-0,22)
V+ (21) 0,54 (0,32-0,75) 0,13 (0,10-0,16)
p-Wert 0,7558 0,5285

Grading

G1/G2 (33) 0,37 (0,21-0,65) 0,10 (0,06-0,22)
G3 (75) 0,60 (0,54-0,97) 0,14 (0,10-0,20)
p-Wert 0,0205 0,1343

Simultanes Cis

Negativ (63) 0,56 (0,27-0,76) 0,12 (0,09-0,20)
Positiv (45) 0,60 (0,33-0,96) 0,14 (0,10-0,22)
p-Wert 0,7815 0,5185

Signifikante p-Werte sind fett gedruckt.
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Die Proliferationsmarker MKI67 und RACGAP1 zeigten in einer univariaten Betrach-
tung eine positive Korrelation mit steigendem T-Stadium (Abbildung 6). In einer zu-
sammenfassenden Betrachtung zwischen allen nicht-muskelinvasiven (Ta/T1) und al-
len muskelinvasiven (>T2) Patientenproben ergaben sich folgende Ergebnisse: MKI67

Tal/T1 vs. >T2 p = 0,0075 und RACGAP1 Ta/T1 vs. >T2 p = 0,0046.
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MKI67 RACGAP1
011 TT J_ T %’
J_ 0.01+
T T T T 0.001 T T T
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Abbildung 6: Genexpression der Proliferationsmarker MKI67 und RACGAP1 in Bezug
auf das T-Stadium (T1/Ta: n=12; T2: n=28; T3: n=47; T4: n=21). Dargestellt als Box-
Plots (Median, IQR, Min-Max), signifikante p-Werte sind fett gedruckt.

In Bezug auf das Grading bestand ein signifikanter Unterschied in der Expression von
MKI167 zwischen G1/G2 und G3 Tumoren (p= 0,0201). Fir RACGAP1 konnte kein sig-
nifikanter Unterschied nachgewiesen werden (p =0,1357) (Abbildung 7).

MKI67 RACGAP1
10 1
o 5 T o S
o 1 to 04 ' '
2 8  — 28 1
Ta |:| R
£ §o1 £ E’ 0.01
] .19 ——— [] . .
z3 z8
-1 p=0,021 p=0,134
0.01 r r 0.001 r r
G112 G3 G1/G2 G3

Abbildung 7: Genexpression von MKI67 und RACGAP1 in Bezug auf Grading (G1/2:
n=33; G3: n=75). Dargestellt als Box-Plots (Median, IQR, Min-Max), signifikante p-
Werte sind fett gedruckt.
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Far die klinischen Parameter Geschlecht, Alter, Lymphknotenstatus, Lymphgefa3inva-
sion, Blutgefalinvasion und simultanes Cis konnten keine signifikanten Unterschiede

in der Genexpression der untersuchten Proliferationsmarker festgestellt werden.

Die mRNA-Expression der Gene des VEGF-R/VEGF Systems, VEGFR-3, VEGF-C
und VEGF-D ist in Tabelle 13 dargestellt.
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Tabelle 13: Genexpression der Marker VEGFR-3, VEGF-C und VEGF-D in Bezug

auf klinische und histopathologische Parameter.

VEGFR-3

VEGF-C

VEGF-D

Variable (n)

2-24CT Median (IQR)

2-24CT Median (IQR)

2-24CT Median (IQR)

Geschlecht
m (86)
w (22)
p-Wert

6,19 (3,83-10,20)
9,33 (5,02-14,22)
0,1389

0,18 (0,13-0,27)
0,17 (0,10-0,28)
0,5895

115,48 (62,88-219,61)
93,74 (69,70-190,34)
0,5934

Alter

< 75 Jahre (68)
> 75 Jahre (40)
p-Wert

6,18 (3,55-11,58)
7,60 (4,99-11,63)
0,4722

0,18 (0,11-0,30)
0,19 (0,13-0,27)
0,7918

108,24 (64,59-208,78)
118,10 (58,84-254,63)
0,4265

T-Stadium
TalT1 (12)
T2 (28)
T3 (47)
T4 (21)
p-Wert

2,44 (1,28-6,62)
6,23 (3,28-14,45)
6,47 (4,24-9,85)
8,60 (5,98-16,09)
0,0091

0,11 (0,07-0,21
0,16 (0,10-0,25
0,20 (0,13-0,32
0,21 (0,13-0,30
0,0587

—_ ~— ~— ~—

63,80 (24,58-225,90)
142,17 (71,31-262,78)
116,53 (74,70-246,41)
84,93 (62,88-158,74)
0,3156

N-Stadium
pNO (78)
pN +(21)
p-Wert

6,28 (3,63-10,98)
8,60 (5,89-13,27)
0,0284

0,18 (0,12-0,26)
0,21 (0,12-0,30)
0,6247

113,78 (69,70-204,32)
144,35 (84,68-232,18)
0,3598

LymphgefaBinvasion
LVI- (60)

LVI+ (44)

p-Wert

5,07 (3,18-9,43)
7,49 (5,13-12,93)
0,0160

0,18 (0,12-0,27)
0,18 (0,11-0,29)
0,9162

108,24 (58,99-204,43)
128,13 (84,80-243,32)
0,2186

BlutgefaBinvasion
V- (82)
V+ (21)
p-Wert

6,94 (3,83-10,98)
5,73 (4,65-10,31)
0,8829

0,18 (0,12-0,27)
0,16 (0,10-0,32)
0,7065

113,78 (61,31-219,39)
122,40 (84,68-219,61)
0,8571

Grading
G1/G2 (33)
G3 (75)
p-Wert

6,65 (3,83-9,38)
6,73 (4,19-12,59)
0,2527

0,18 (0,11-0,25)
0,18 (0,12-0,28)
0,6387

127,66 (71,86-190,34)
100,76 (57,09-225,34)
0,4332

Simultanes Cis
Negativ (63)
Positiv (45)
p-Wert

8,38 (4,65-12,59)
5,13 (3,63-8,71)
0,0263

0,21 (0,13-0,32)
0,16 (0,11-0,23)
0,0192

112,85 (69,70-219,61)
116,53 (61,22-213,10)
0,7201

Signifikante p-Werte sind fett gedruckt.
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In Bezug auf das T-Stadium wurde eine positive Korrelation mit der Expression von
VEGFR-3 p = 0,0091 und VEGF-C p = 0,0587 gefunden (Abbildung 8). Auch hier ist
der maligebliche Unterschied in der Genexpression zwischen den nicht-muskelinvasi-
ven Stadien (Ta/T1) und den muskelinvasiven Stadien (>T2) zu beobachten: VEGFR-
3 Ta/T1 vs. >T2 p = 0,0028; VEGF-C Ta/T1 vs. >T2 p = 0,0385.

VEGFR-3 VEGF-C
100 10
c T c
8o g9
2 0 2 o
T Q ® S
£d 1 Es
c 1 < 0.1
28 1 28°
p=0,0091 p=0,059
0.1 T T T T 0.01
T1/Ta T2 T3 T4 T1ITa

Abbildung 8: Genexpression von VEGFR-3 und VEGF-C in Bezug auf das T-Stadium
(T1/Ta: n=12; T2: n=28; T3: n=47; T4: n=21). Dargestellt als Box-Plots (Median, IQR,
Min-Max), signifikante p-Werte sind fett gedruckt.

Es zeigte sich eine signifikant erhohte Genexpression von VEGFR-3 in Patienten mit
Lymphknotenmetastasen p = 0,0284 und in Patienten mit positiver Lymphgefainva-
sion p = 0,0160 (Abbildung 9).
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0.1

_\

Normalisierte
Genexpression

pNO  pN+ LVIO LVI+

Abbildung 9: Genexpression von VEGFR-3 in Bezug auf N-Stadium (pNO: n=78; pN+:
n=21) und LymphgeféBinvasion (LVI 0: n=60; LVI +: n=44). Dargestellt als Box-Plots
(Median, IQR, Min-Max), signifikante p-Werte sind fett gedruckt.

Des Weiteren zeigte sich in Patientenproben mit simultanem Cis eine signifikant nied-
rige Expression von VEGFR-3 und VEGF-C (Abbildung 10).
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VEGFR-3 VEGF-C
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Abbildung 10: Genexpression in Bezug auf das Vorliegen eines simultanen Cis (Sim.
Cis -: n=63; Sim. Cis. +: n=45). Dargestellt als Box-Plots (Median, IQR, Min-Max), sig-
nifikante p-Werte sind fett gedruckt.

In Bezug auf Geschlecht, Alter, Blutgefallinvasion und Grading konnten keine signifi-
kanten Unterschiede in der Genexpression festgestellt werden. VEGF-D zeigte keine
Unterschiede in der Expression in Bezug auf die untersuchten klinischen und histopa-

thologischen Parameter.

Tabelle 14 zeigt die Genexpression der untersuchten Gene in den tumorhaltigen Pra-
paraten der Patientenkohorte (>TO; n=108) sowie in 6 tumorfreien Praparaten (T0).
Die Expression der Proliferationsmarker MKI67 und RACGAP1 ist in den tumorfreien
Praparaten signifikant niedriger als in den tumortragenden Praparaten (p=0,0001). Bei
den Lymphangiogenesemarkern VEGFR-3 und VEGF-C ist kein signifikanter Unter-
schied feststellbar. VEGF-D hingegen ist in den tumorfreien Praparaten signifikant ho-

her exprimiert als in den tumortragenden Praparaten (p=0,0001).

Tabelle 14: Genexpression in tumorfreien (T0O) gegeniiber tumortragenden (>T0)
Préparaten

Variable MKI67 RACGAP1  VEGFR-3 VEGF-C VEGF-D
T0 (n=6) 0,061 0,042 741 0,230 811,3
(0,037-0,111)  (0,030-0,044) (3,379-10,07)  (0,140-0,354)  (721,1-1130)
>TO (n=108) 0,557 0,134 6,692 0,182 113,8
(0,319-0,893)  (0,095-0,209) (3,883-11,67)  (0,117-0,278)  (63,73-219,6)
p-Wert <0,0001 <0,0001 0,8576 0,3690 <0,0001

Signifikante p-Werte sind fett gedruckt.
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3.4 Prognostische Relevanz demographischer und klinisch-pathologischer Eigen-

schaften

3.4.1 Uni- und Multivariate Analyse: Rezidivfreies Uberleben

In der univariaten Analyse waren hohes T-Stadium (p=0,0042), Lymphknotenmetasta-
sen (p=0,0045) und Lymphgefalinvasion (p=0,0016) signifikant mit reduziertem re-
zidivfreien Uberleben (RFS) assoziiert. Die Genexpression der untersuchten Marker

zeigte keine Assoziation mit dem RFS (Tabelle 15).

Tabelle 15: Uni- und multivariate Analyse: RFS (Proportional Hazards Model)

Univariate Analyse RFS Multivariate Analyse

Variable HR 95% CI P-Wert HR 95% CI P-Wert
Geschlecht(w) 1,962  0,940-3,803 0,0712 1,339  0,561-2,973 0,4936
Alter (>75) 1,193  0,624-2,216 0,5842

pT (T3, T4) 2,684 1,400-5,480 0,0042 2,098 0,992-4.743 0,0525
pN+ 3,114  1,454-6,253 0,0045 1,669  0,612-4,751 0,3185
Grading (G3) 0,809 0,436-1,546 0,5122

LVI+ 2,822 1,493-5,355 0,0016 1,888  0,719-4.580 0,1884
Sim. Cis 0,696  0,360-1,297 0,2565

MKI67 0,917  0,480-1,868 0,8026

RACGAP1 0,935 0,482-1,951 0,8491

VEGFR-3 1,655  0,804-3,853 0,1800

VEGF-C 1,232  0,611-2,751 0,5751

VEGF-D 0,693 0,352-1,492 0,3303

RFS=Rezidivfreies Uberleben; HR=Hazard Ratio; Signifikante p-Werte sind fett ge-
druckt.
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3.4.2 Uni- und Multivariate Analyse: Krankheitsspezifisches Uberleben

In Bezug zum krankheitsspezifischen Uberleben (DSS) waren in der univariaten Ana-
lyse die Variablen weibliches Geschlecht (p=0,0207), hohes T-Stadium (p<0,0001),
Lymphknotenmetastasen (p=0,0004) und Lymphgefalinvasion (p<0,0001) mit redu-

ziertem DSS assoziiert. Zusatzlich war eine hohe Expression des Lymphangiogene-
semarkers VEGFR-3 (p=0,0288; Abbildung 11) mit reduziertem DSS assoziiert. In der
multivariaten Analyse waren nur hohes T-Stadium (p=0,0171; HR=2,619 [95% KI
1,179-6,432]) und LymphgefaRinvasion (p=0,008; HR=3,394 [95% KI 1,383-8,319])

unabhangige Prognosemarker fur ein reduziertes DSS (Tabelle 16).

Tabelle 16: Uni- und multivariate Analyse: DSS (Proportional Hazards Model)

Univariate Analyse DSS

Multivariate Analyse

Variable HR 95% ClI P-Wert HR 95% CI P-Wert
Geschlecht (w) 2,209 1,137 - 4,081 0,0207 0,960 0,410 - 2,125 0,9218
Alter (>75) 1,159 0,622 - 2,097 0,6331
pT (T3, T4) 3,945 1,976 - 8,764 <0,0001 2,619 1,179 - 6,432 0,0171
pN+ 3,873 1,904 - 7,505 0,0004 1,214 0,498 - 3,007 0,6702
Grading (G3) 0,964 0,537-1,819 0,9049
LVI+ 4,634 2,521 - 8,821 <0,0001 3,394 1,384 - 8,319 0,0080
Sim. Cis 0,707 0,375-1,285 0,2590
MKI67 1,262 0,649 - 2,692 0,5078
RACGAP1 1,146 0,589 - 2,444 0,7003
VEGFR-3 2,379 1,086 - 6,260 0,0288 1,259 0,431- 4,562 0,6892
VEGF-C 1,015 0,530-2,101 0,9668
VEGF-D 0,578 0,302-1,198 0,1339

DSS=Krankheitsspezifisches Uberleben; HR=Hazard Ratio; Signifikante p-Werte
sind fett gedruckt.
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3.4.3 Uni- und Multivariate Analyse: Gesamtuberleben

Die univariate Analyse in Bezug auf das Gesamtuberleben (OS) identifizierte folgende
prognostisch signifikante klinische Parameter: Hohes T-Stadium (p<0,0001), Lymph-
knotenmetastasen (p<0,0001) und Lymphgefallinvasion (p<0,0001). Des Weiteren
war eine niedrige VEGF-D-Expression (p=0,0069;) signifikant mit reduziertem OS as-
soziiert. Hohes T-Stadium (p=0,0007; HR=3,096 [95% Kl 1,592-6,378]), Lymphgefa-
Rinvasion (p=0,0021; HR=3,577 [95%KI 1,618-7,718]) und niedrige VEGF-D-Expres-
sion (p<0,0001; HR=0,199 [95% KI 0,095-0,425]) waren in der multivariablen Analyse

unabhangige prognostische Marker fur reduziertes OS (Tabelle 17).

Tabelle 17: Uni- und multivariate Analyse: OS (Proportional Hazards Model)

Univariate Analyse OS Multivariate Analyse

Variable HR 95% CI P-Wert HR 95% CI P-Wert
Geschlecht (w) 1,548 0,821-2,735 0,169

Alter (>75) 1,268 0,755-2,095 0,364

pT (T3, T4) 3,206 1,826-5,963 <0,0001 3,096 1,593 - 6,378 0,0007
pN+ 3,632 1,991-6,403 <0,0001 1,528 0,731 - 3,297 0,261
Grading (G3) 1,046 0,622-1,820 0,868

LVI+ 3,223 1,914-5,484 <0,0001 3,577 1,618 - 7,718 0,0021
Sim. Cis 0,818 0,482-1,359 0,443

MKI67 1,287 0,729-2,426 0,395

RACGAP1 1,135 0,650-2,100 0,667

VEGFR-3 1,654 0,912-3,257 0,101

VEGF-C 0,937 0,536-1,737 0,829

VEGF-D 0,465 0,277 -0,803 0,007 0,200 0,096 - 0,425 <0,0001

OS=Overall Survival; HR=Hazard Ratio; Signifikante p-Werte sind fett gedruckt.
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3.4.4 Marker-Kombination

Zur Kombination der Markerexpression VEGFR-3 und VEGF-D wurde folgenderma-

Ren vorgegangen: Die Patientenkohorte wurde zunachst anhand der VEGF-D-Expres-

sion in zwei Gruppen geteilt. Die Gruppe, in der VEGF-D hoch exprimiert war, wurde

erneut anhand der VEGFR-3-Expression in zwei Gruppen unterteilt. Die Kombination

von Patienten mit hoher VEGF-D-Expression und niedriger VEGFR-3-Coexpression

war mit besserem Gesamtuberleben gegenuber der Kombination aus hoher VEGF-D-

Expression mit hoher VEGFR-3-Coexpression oder der alleinigen niedrigen VEGF-D-

Expression assoziiert (Abbildung 12).
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p=0,0054

-loo

T U U T L
12 24 36 48 60
Monate

VEGF-D hoch & VEGFR-3 hoch

Abbildung 12: Kaplan-Meier Kurven des rezidivfreien Uberlebens (A), krankheitsspe-

zifischen Uberlebens (B) und Gesamtiiberlebens (C) anhand der Markerkombination
von VEGF-D und VEGFR-3. Signifikante p-Werte sind fett gedruckt.
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4 DISKUSSION

Trotz der Fortschritte in der chirurgischen Therapie entwickeln Patienten mit MIBC
nach RZE in bis zu 50% der Falle ein Lokalrezidiv oder Metastasen (Stein et al., 2001).
Das krankheitsspezifische Uberleben lber fiinf Jahre nach RZE betragt (iber alle Tu-
morstadien hinweg ca. 66% (Shariat et al., 2006). Zur Einschatzung der Prognose wird
in der klinischen Routine in erster Linie das TNM-Stadium, Grading und Staging her-
angezogen, wobei das Tumorstadium und die lymphogene Metastasierung den grof3-
ten Einfluss auf die Prognose haben (Hautmann et al., 2012). Dennoch sind diese
Parameter in ihrer Vorhersagekraft auf die Prognose nach RZE limitiert. Zudem ware
es wichtig, Patienten mit okkulten Metastasen bereits vor radikaler Zystektomie zu
identifizieren, da damit, wie aktuelle Arbeiten zeigen (Cha et al., 2018), therapeutische
Konsequenzen hinsichtlich der Durchfihrung einer neoadjuvanten Behandlung ver-
bunden sein kdnnten. Neue molekulare Marker konnten eine genauere prognostische
Risikostratifizierung, sowie pradiktive Stratifizierung hinsichtlich zielgerichteter Thera-
pien ermdglichen. In dieser Studie wurde die mMRNA-Expression der Proliferationsmar-
ker MKI67 und RACGAP1 sowie der Lymphangiogenesemarker VEGF-C, VEGF-D
und deren Rezeptor VEGFR-3 an einer Zystektomiekohorte ermittelt und mit dem Out-

come der Patienten nach RZE korreliert.

4.1 Lymphangiogenesemarker

Neben dem BlutgefalRsystem ist vor allem das lymphatische System fur die Streuung
maligner Zellen verantwortlich. Lymphknotenmetastasierung sowie Lymphgefaliinva-
sion sind typisch fur das aggressive Harnblasenkarzinom und mit einer schlechten
Prognose assoziiert (Bolenz et al., 2010; Hautmann et al., 2012).

In der vorliegenden Arbeit war die Expression des Lymphgefal3markers VEGFR-3 mit
hohem T-Stadium, dem Vorliegen von Lymphknotenmetastasen und positiver Lymph-
gefallinvasion assoziiert. In der univariaten Analyse war die hohe Expression von
VEGFR-3 signifikant mit einem reduzierten DSS assoziiert (p=0,0288). Die Ergebnisse
zum prognostischen Wert von VEGFR-3 decken sich weitestgehend mit den Erkennt-
nissen aus immunhistochemischen Studien am Urothelkarzinom. Hardenberg et al.
zeigten anhand von 119 Patienten, dass die Uberexpression von VEGF-D und

VEGFR-3 in der univariaten Analyse signifikant mit reduziertem DSS assoziiert war. In
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der Subgruppe der Lymphknoten negativen Patienten war die VEGFR-3-Uberexpres-
sion ein unabhangiger Pradiktor fur reduziertes RFS und DSS. Eine Korrelation von
VEGFR-3 mit etablierten histopathologischen Parametern wie in der vorliegenden Ar-
beit konnte jedoch nicht festgestellt werden (Hardenberg et al., 2014). Herrmann et al.
untersuchten ebenfalls immunhistochemisch unter anderem die Marker VEGF-D und
VEGFR-3 an 286 Patienten nach radikaler Zystektomie und fanden eine Korrelation
mit aggressiven Tumorcharakteristika, sowie in der univariaten Analyse eine Korrela-
tion mit reduziertem RFS (Herrmann et al., 2007). Afonso et al. stellten immunhisto-
chemisch an 83 Zystektomiepraparaten eine starke VEGFR-3-Uberexpression in na-
hezu allen Tumorpraparaten fest, was die statistische Analyse limitierte (Afonso et al.,
2009). Die vorliegende Studie konnte eine prognostische Signifikanz von VEGFR-3
auf mRNA-Ebene zeigen. In Zusammenschau mit der vorhandenen Literatur ist anzu-
nehmen, dass die Aktivierung von VEGFR-3 auch beim Urothelkarzinom die Ausbil-
dung von Mikrometastasen durch Ausbildung neuer Lymphgefal3e unterstutzt. Die
dadurch induzierte Lymphgefadinvasion und Lymphknotenmetastasierung stellt somit
einen negativen prognostischen Marker nach RZE dar. Moglicherweise konnte die As-
soziation der VEGFR-3-Expression mit dem Vorliegen einer Lymphgefal3invasion und
Lymphknotenmetastasen eine Hilfe bei der Entscheidung zwischen neoadjuvanter und
adjuvanter Therapie sein, sofern die Markeranalyse bereits bei der TUR-B erfolgt. Die
Arbeitsgruppe Cha et al. zeigte diesbezuglich, dass Patienten mit Lymphknotenmeta-
stasen und neoadjuvanter Therapie vor der RZE eine schlechtere Prognose hatten als
Patienten mit Lymphknotenmetastasen und adjuvanter Chemotherapie nach RZE
(Cha et al., 2018). Neben dem Nutzen als prognostischer Marker konnte VEGFR-3
hypothetisch auch als therapeutisches Ziel in Frage kommen. Mithilfe von |6slichem
VEGFR-3 Rezeptor konnten Yang et al. in einem Blasenkarzinom Mausmodell die Ak-
tivierung von VEGFR-3 durch VEGF-C und VEGF-D blockieren, sodass die Lymphan-
giogenese und lymphatische Metastasierung reduziert wurde (Yang et al., 2011). Es
existieren sowohl Inhibitoren von VEGFR-3 als auch Inhibitoren des pI3K/AKT/mTor
Signalweges, der sich intrazellular einer Aktivierung von VEGFR-3 anschliet (Maira
et al., 2008; McDonald, 2010). Dies zeigt, dass grundsatzlich die Moglichkeit besteht
VEGFR-3 als Schlusselmolekil der Lymphangiogenese zu blockieren.

VEGF-D dient zusammen mit VEGF-C als Ligand von VEGFR-3. Daher wird VEGF-D

eine erhebliche Rolle bei der Lymphangiogenese zugeschrieben (Tammela et al.,
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2005). Neben anderen Tumorentitaten wie dem kolorektalen Karzinom und Magenkar-
zinom (Juttner et al., 2006; White et al., 2002) wurde auch beim Harnblasenkarzinom
die Bedeutung von VEGF-D immunhistochemisch untersucht. Mehrere Arbeitsgrup-
pen fanden eine Assoziation von VEGF-D mit histopathologischen Charakteristika wie
dem Vorliegen von Lymphknotenmetastasen und hohem Tumorstadium sowie redu-
ziertem DSS in der univariaten Analyse (Hardenberg et al., 2014; Herrmann et al.,
2007). In einer Studie von Benoit et al. konnte eine hohe VEGF-D Konzentration im
Serum vor einer RZE signifikant das Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen vor-
hersagen (Benoit et al., 2015). Die hier gewonnenen Ergebnisse zur VEGF-D-Expres-
sion auf mMRNA-Ebene stehen interessanterweise nicht im Einklang mit diesen Er-
kenntnissen. Es wurde keine Korrelation mit histopathologischen Tumorcharakteristika
gefunden. In Bezug auf die Prognose zeigte sich jedoch eine inverse Korrelation zwi-
schen der VEGF-D-Expression und dem Gesamtuberleben der Patienten. Patienten
mit hoher VEGF-D-Expression hatten sowohl in der uni- als auch in der multivariaten
Analyse ein signifikant besseres Uberleben als solche mit niedriger Expression. Ur-
sachlich hierfur kdnnten Unterschiede in der Hohe der VEGF-D-Expression in Tumor-
zellen und intra- sowie peritumoralen Stromazellen sein, auf die in der vorliegenden
Studie nicht eingegangen wurde. Passend dazu zeigten Donnem et al. in einer Studie
am nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom, dass eine hohe immunhistochemische
VEGF-D und VEGF-C-Expression in Stromazellen mit einer guten Prognose einher-
geht, wahrend die hohe Expression dieser Lymphangiogenesemarker in Tumorzellen
mit einer schlechten Prognose korreliert (Donnem et al., 2007). Ob jedoch VEGF-D im
Stroma gegenuber in Tumorzellen unterschiedliche Funktionen hat ist nicht abschlie-
Rend geklart (Donnem et al., 2007). Moglicherweise geht die hohe VEGF-D-Expres-
sion mit einer hohen peritumoralen LymphgefalRdichte einher. Dies konnte dem Im-
munsystem die Bekampfung von Tumorzellen erleichtern, was die bessere Prognose
erklaren konnte. Erschwerend fur die Vergleichbarkeit zwischen mRNA-Expression
und immunhistochemischer Proteinexpression und Funktion kénnen auch post-
transskriptionale und posttranslationale Mechanismen sein (Imamaki et al., 2018).
Ebenfalls beim Bronchialkarzinom existiert eine Studie, die zeigt, dass Tumore mit
Lymphknotenmetastasen eine niedrigere VEGF-D mRNA-Expression aufweisen als
Tumore ohne Lymphknotenmetastasen (Niki et al., 2000). Zur Beantwortung der
Frage, ob die von uns beobachtete prognostische Signifikanz von VEGF-D auf einer

biologischen Funktion von VEGF-D beruht, bedarf es weiterer Untersuchungen.
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Die VEGF-C-Expression war in dieser Arbeit in muskelinvasiven gegenuber nicht-mus-
kelinvasiven Tumorproben signifikant erhdht. Eine Korrelation mit klinischen Endpunk-
ten konnten wir nicht nachweisen. Die Arbeitsgruppe um Zu et al. konnte anhand von
45 Patienten zeigen, dass die immunhistochemische VEGF-C-Uberexpression mit ag-
gressiven Tumorcharakteristika sowie in der multivariaten Analyse unabhangig mit re-
duziertem RFS assoziiert war (Zu et al., 2006). Herrmann et al. fanden jedoch keinerlei
Assoziation von VEGF-C mit histopathologischen Parametern oder klinischem Out-
come (Herrmann et al., 2007). Die Arbeitsgruppe um Mylona et al. kam zu einem ganz-
lich anderen Ergebnis. Sie fand mittels IHC anhand von 123 Patientenproben heraus,
dass die VEGF-C-Uberexpression invers mit Tumorstadium und Prognose korrelierte
(Mylona et al., 2006). Eine Arbeit, die die mMRNA-Expression von VEGF-C am Urothel-
karzinom untersuchte, konnte eine positive Korrelation der VEGF-C-Expression mit
der intra- und peritumoralen Lymphgefalidichte nachweisen (Zhou et al., 2011). Die
genaue Rolle von VEGF-C im VEGF-C/VEGF-D/VEGFR-3 System beim Harnbla-

senkarzinom ist also nach wie vor nicht vollstandig geklart.

Interessanterweise zeigten VEGFR-3 und VEGF-C eine signifikant niedrigere Genex-
pression in Tumorproben mit einem simultanen Cis gegenluber Proben ohne einem
simultanen Cis. Beim NMIBC ist das Vorhandensein eines simultanen Cis ein wichtiger
Risikofaktor fur einen Tumorprogress (Bolenz et al., 2013; Shariat et al., 2007). In der
Arbeit von Hardenberg et al. war die Uberexpression von VEGF-C, nicht aber VEGFR-
3, mit dem Vorhandensein eines simultanen Cis assoziiert (Hardenberg et al., 2014).
In unserer Studie hatte das Vorhandensein eines simultanen Cis keinen Einfluss auf
die Prognose. Die Unterschiede in der Genexpression von VEGFR-3 und VEGF-C
konnten neben unbekannten biologischen Effekten zusatzlich durch Confounder wie
einer ungleichen Verteilung von Tumorstadien und Lymphknotenstatus unter den
Gruppen mit und ohne einem simultanen Cis zustande kommen.

In den tumorfreien Patientenproben waren die Gene VEGFR-3 und VEGF-C etwa
gleich hoch exprimiert wie in den tumorhaltigen Proben. VEGF-D war in den tumor-
freien Proben sogar deutlich hdher exprimiert als in den tumorhaltigen Proben. Unter
der Annahme, dass die Expression dieser Gene mit der Lymphgefalidichte korreliert,
konnten Unterschiede in der Lymphgefal3dichte zwischen tumortragenden und tumor-
freien Praparaten hierflr eine Erklarung bieten. Bolenz et al. beschrieben, dass die

peri- und nontumorale Lymphgefaldichte ca. 4 mal hoher war als die intratumorale
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LymphgefalRdichte (Bolenz et al., 2013). Auch bei anderen Entitaten, wie dem Kopf-
Hals Karzinom oder dem Adenokarzinom der Lunge existieren Studien, die ebenfalls
eine erhohte VEGF-D-Expression im Normalgewebe gegenuber korrespondierendem
Tumorgewebe oder Lymphknotenmetastasen zeigen (Niki et al., 2000; O-Charoenrat
et al., 2001).

Diese kontroversen Erkenntnisse machen die Komplexitat des VEGFR-3/VEGF-
C/VEGF-D Systems deutlich und zeigen einen weiterhin bestehenden Forschungsbe-
darf auf.

4.2 Proliferationsmarker

Bereits mehrere Studien zeigen, dass MKIG67 zur Risikostratifizierung des Harnbla-
senkarzinoms geeignet ist. Insbesondere beim NMIBC konnten mehrere Arbeitsgrup-
pen zeigen (sowohl durch IHC als auch durch mRNA-Expressionsanalysen), dass die
MKI67-Expression mit den klassischen histopathologischen Parametern Grading und
T-Stadium einhergeht (Breyer et al., 2016; Ding et al., 2014). In der hier durchgefihrten
Arbeit korrelierte die Expression der Proliferationsmarker MKI67 und RACGAP1 streng
miteinander. Dies spricht fur die Qualitadt der Methode und die der Marker, da beide
Marker biologisch unabhangig voneinander die Proliferation im Gewebe abbilden soll-
ten. Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass die MKI67-Expression im MIBC ge-
genuber dem NMIBC signifikant erhoht waren. Des Weiteren war die Expression in
tumorhaltigen Proben deutlich gegenuber tumorfreien Proben erhoht. Dies steht im
Einklang mit den Ergebnissen von Margulis et al. und Wang et al., die die immunhis-
tochemische Ki67-Expression an Zystektomiekohorten untersucht haben (Margulis et
al., 2006; Wang et al., 2016). Sie fanden heraus, dass die Ki67-Uberexpression mit
hohem T-Stadium, Grading und LVI assoziiert ist. Goyal et al. konnten zeigen, dass
ein hoher Ki67-Labelling Index ein potentieller Indikator fur Muskelinvasion ist (Goyal
et al., 2014). Tumore mit Muskelinvasion scheinen also eine hohere Proliferationsrate
zu haben, als nicht-muskelinvasive Tumore. Eine andere Untersuchung zeigte hinge-
gen, dass im Urothelkarzinom des oberen Harntrakts eine niedrige Ki67-Expression
ein unabhangiger Risikofaktor fur ein Rezidiv des Urothelkarzinoms ist. Einschrankend
muss hier bemerkt werden, dass das Urothelkarzinom des oberen Harntrakts, obwonhl
dem Urothelkarzinom der Blase sehr ahnlich, eine eigene Entitat darstellt und mit die-

sem nur bedingt vergleichbar ist (Wu et al., 2015). Margulis et al. fanden auf3erdem
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eine signifikante Assoziation der Ki67-Uberexpression mit positiver Lymphknotenme-
tastasierung, welche hier nicht nachgewiesen werden konnte. Andere Arbeitsgruppen
konnten an Zystektomiekohorten durch immunhistochemische Untersuchungen zei-
gen, dass eine Uberexpression von Ki67 mit einem schlechteren Outcome einhergeht
(Lotan et al., 2013; Margulis et al., 2009; Wang et al., 2016).

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die MKI67-Expression in G3 Tumoren hoher als in
der Gruppe der G1/G2 Tumore ist. Dies bestatigt Ergebnisse von Breyer et al. auf
MRNA-Ebene beim NMIBC und Margulis et al. mittels IHC beim MIBC, die ebenfalls
eine Korrelation von MKI67 mit hohem Grading herausfanden (Breyer et al., 2016;
Margulis et al., 2009).

Die zusatzliche Bestimmung von MKI67 auf mMRNA-Ebene kdnnte demnach eine ob-
jektive Hilfe zur Einschatzung des Gradings auf molekularer Ebene darstellen, insbe-
sondere, da die Bestimmung des Gradings beim Harnblasenkarzinom einer gewissen
Untersucherabhangigkeit unterliegt (Babjuk et al., 2013; Engers, 2007).

Die klinische Signifikanz der RACGAP1-Uberexpression wurde in mehreren Tumoren-
titaten nachgewiesen, darunter Magenkrebs, kolorektales Karzinom, Brustkrebs, he-
patozellulares Karzinom und Meningeom (Imaoka et al., 2014). In der hier prasentier-
ten Arbeit konnte gezeigt werden, dass die RACGAP1-Expression in tumorhaltigen
Proben gegenuber den tumorfreien Kontrollen signifikant erhdht war. Des Weiteren
korrelierte die Expression signifikant mit dem Tumorstadium. Eine Korrelation von
RACGAP1 mit klinischen Endpunkten konnte nicht gezeigt werden.

Eine Studie, die die Genexpression von RACGAP1 am Urothelkarzinom untersucht,
konnte im Mausmodell und an Tumorpraparaten nicht-muskelinvasiver Urothelkarzi-
nome zeigen, dass RACGAP1 bereits in niedrigen Tumorstadien stark exprimiert ist
(Stone Il et al., 2010). Beim kolorektalen Karzinom beispielsweise war in einer Studie
die hohe nukleare RACGAP1 Protein- sowie mRNA-Expression ein unabhangiger
Marker fur Lymphknotenmetastasierung und schlechtere Prognose (Imaoka et al.,
2014). Ebenfalls am kolorektalen Karzinom wurde immunhistochemisch die Rolle der
nuklearen mit der cytoplasmatischen RACGAP 1-Expression verglichen. Die Prognose
der Patienten verhielt sich gegensatzlich je nach Ort der RACGAP1-Expression: Pati-
enten mit hoher cytoplasmatischer RACGAP1-Expression hatten einen Uberlebens-
vorteil, Patienten mit hoher nukledrer RACGAP1-Expression hingegen eine schlech-

tere Prognose (Yeh et al., 2016). Zwischen nukledrer und zytoplasmatischer Expres-
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sion wurde in der vorliegenden Studie nicht unterschieden, da die Expression im ge-
samten Tumorgewebe bestimmt wurde. Beim Mammakarzinom existieren Hinweise
auf einen starken prognostischen Nutzen der mMRNA-Expression von RACGAP1, der
die Aussagekraft etablierter Proliferationsmarker wie Ki67 sogar ubertrifft (Kotoula et
al., 2013; Milde-Langosch et al., 2013; Pliarchopoulou et al., 2013).

4.3 Methodik und Limitationen

Die Methode der mRNA-Expressionsanalyse anhand von FFPE-Gewebe bietet die
Maoglichkeit groRe Kohorten retrospektiv zu untersuchen. Vorteile gegentber immun-
histochemischen Farbungen, die einer gewissen Inter- und Intraobserver-Variabilitat
unterliegen (Varga et al., 2012), sind die Objektivitat in der Interpretation und die ein-
fache Standardisierbarkeit in der Durchfihrung der Analyse.

Dennoch hat die Methode der mRNA-Expressionsanalyse Limitationen. Es existiert
insbesondere beim Urothelkarzinom nur wenig Literatur Uber geeignete Referenzgene
zur Normalisierung der Rohdaten. In dieser Studie verwendeten wir das Housekeeping
Gen Ribosomal Protein L37a, kurz RPL37A. Es ist Teil der 60S Untereinheit des Ri-
bosoms, welches die Proteinsynthese katalysiert und daher konstitutiv exprimiert wird.
In einer Studie zeigt es sich unabhangig von der Lagerungsdauer und Tumorzellgehalt
der FFPE-Praparate gleichmafig exprimiert (Tramm et al., 2013a). RPL37A wird viel-
fach und erfolgreich als Referenzgen zum Beispiel bei mMRNA-Expressionsstudien des
Mammakarzinoms verwendet.

Die Bedeutung des variierenden Tumoranteils im Gewebepraparat zwischen verschie-
denen Gewebepraparaten fur die mMRNA-Expressionsanalyse ist noch nicht vollstandig
verstanden und muss weiter evaluiert werden. Der verwendete Mindesttumoranteil zur
RNA-Extraktion variiert in verschiedenen Studien zwischen 10% und 70% (Kotoula et
al., 2013). Daruber hinaus wird in der Literatur der Begriff des Tumoranteils unter-
schiedlich verwendet. Teils wird unter dem Begriff des Tumoranteils der Tumorzellge-
halt angegeben, welcher ausschliel3lich die epitheliale Tumorkomponente beinhaltet
und teils der Tumoranteil, welcher epitheliale Tumorzellen zusammen mit Tumor-
stroma beinhaltet. Es existieren aber auch Arbeiten, die zeigen, dass sogar bei einem
geringen Tumoranteil von bis zu 10% eine reliable Quantifizierung der MRNA-Expres-
sion moglich ist und somit benachbartes nicht-neoplastisches Gewebe vernachlassig-

bar sein kdnnte (Poremba et al., 2014; Tramm et al., 2013b). Andere Genexpressions-

49



Diskussion

tests wie der Prosigna PAM50 Test werden in ihrem Ergebnis von benachbartem ge-
sunden Gewebe beeinflusst, sodass hier der Tumorzellgehalt erhoht werden muss,
um ein reliables Ergebnis zu erhalten (Elloumi et al., 2011). Zur Klarung des Einflusses
von nicht-neoplastischem Normalgewebe auf die mMRNA-Expression der verwendeten
Marker sind weitere vergleichende Untersuchungen beispielsweise mit Mikrodissec-
tion durchaus sinnvoll. Einflisse posttranskriptionaler Modifikationen der Marker-
mMRNA, die die Translation zum Protein beeinflussen, sollten ebenfalls eingehend auf-
gearbeitet werden.

Limitierend sind in der hier dargestellten Studie daruber hinaus das retrospektive De-
sign und eine mogliche Verzerrung bei der Erhebung der Follow-Up Daten. Daruber
hinaus ist die statistische Power der Studie aufgrund der Grof3e der Kohorte begrenzt,
insbesondere bei der Betrachtung von Subgruppen. Eine weitere Limitation, welche
die Ergebnisqualitat einschrankt, ist das nicht vollstandige Follow-Up bei einem Teil
der Patienten. Dennoch kann diese Studie zur weiteren Entwicklung von Biomarkern
beim Urothelkarzinom beitragen. Externe, sowie prospektive Validierungen der ver-
wendeten Biomarker auf mMRNA-Ebene sowie zusatzlich immunhistochemischer Basis

sind fur ein abschlieRendes Urteil notig.

4.4 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurde Tumorgewebe einer Patientenkohorte nach radikaler Zystekto-
mie aufgrund eines Urothelkarzinoms der Harnblase mittels Genexpressionsanalyse
untersucht. Es zeigte sich eine Assoziation der Expression von MKI67, RACGAP1,
VEGFR-3, VEGF-C mit hoheren T-Stadien und von MKI67 mit high-grade (G3) Tumo-
ren. VEGFR-3 war neben Lymphknotenmetastasen und Lymphgefalinvasion auch mit
dem krankheitsspezifischen Uberleben im univariaten Modell assoziiert. Als unabhan-
gige Pradiktoren fur ein reduziertes Gesamtuberleben konnten ein hohes T-Stadium
und Lymphgefallinvasion, sowie eine niedrige VEGF-D-Expression identifiziert wer-
den. Die vorliegenden Ergebnisse unterstitzen die Annahme, dass Lymphangiogene-
semarker wie VEGFR-3 auch beim Harnblasenkarzinom eine Rolle bei der lymphoge-
nen Mikrometastasierung spielen. Zudem stellen sie einen Baustein zur objektiven Ri-
sikostratifizierung nach radikaler Zystektomie dar. Die gewonnen Erkenntnisse hin-
sichtlich der Expression von VEGF-D zeigen den weiter bestehenden Forschungsbe-
darf an. Die mRNA-Genexpressionsanalyse von Proliferationsmarkern wie MKIG7

konnte im Sinne eines molekularen Gradings in Betracht gezogen werden. Um das
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Potential der Untersuchung von MKI67 auf mMRNA-Ebene als Ergénzung zur Immun-

histochemie besser beurteilen zu kdnnen, sind weitere Forschungsprojekte notig.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die lymphogene Metastasierung und Tumorproliferation sind fur den Verlauf des mus-
kelinvasiven Urothelkarzinoms der Harnblase nach radikaler Operation und multimo-
daler Therapie von entscheidender Bedeutung fur Rezidive und Mortalitat. Eine lym-
phogene Mikrometastasierung zum Operationszeitpunkt ist ein wichtiger Risikofaktor
und macht Schwierigkeiten in der perioperativen Diagnostik. In dieser Arbeit wurde
daher die Genexpression von Marker of Proliferation Ki67 (MKI67), Rac GTPase Acti-
vating Protein 1 (RACGAP1), Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-3
(VEGFR-3), Vascular Endothelial Growth Factor-C (VEGF-C) und Vascular Endothe-
lial Growth Factor-D (VEGF-D) mittels quantitativer Polymerasekettenreaktion an re-
prasentativen Tumorschnitten von 108 Patienten nach radikaler Zystektomie unter-
sucht. Die Genexpression wurde mit klinischen und histopathologischen Parametern
korreliert und die Bedeutung fur den weiteren Krankheitsverlauf der Patienten in uni-
und multivariaten Analysen herausgearbeitet. Die Expression von MKI67, RACGAP1,
VEGFR-3, VEGF-C war signifikant mit hdheren T-Stadien assoziiert. MKI67 war in
high-grade (G3) Tumoren signifikant hoher exprimiert als in low-grade (G1/G2) Tumo-
ren. Die VEGFR-3-Expression war signifikant mit dem Vorhandensein einer Lymphge-
falinvasion und Lymphknotenmetastasen assoziiert. VEGFR-3 war in der univariaten
Analyse signifikant mit einem reduzierten krankheitsspezifischen Uberleben assoziiert.
Die multivariate Analyse identifizierte sowohl das T-Stadium als auch Lymphgefaldin-
vasion als unabhangige Pradiktoren fir ein reduziertes krankheitsspezifisches Uberle-
ben. Als unabhangige Pradiktoren fur ein reduziertes Gesamtiberleben konnten ein
hohes T-Stadium und LymphgefaRinvasion, sowie eine niedrige VEGF-D-Expression
identifiziert werden. Die Proliferationsmarker MKI67 und RACGAP1 sowie VEGF-C
waren ohne prognostische Relevanz. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen die Mog-
lichkeit eines molekularen Gradings bzw. der Target-spezifischen Risikostratifizierung

zur Analyse der lymphogenen Mikrometastasierung nach radikaler Zystektomie auf.
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Anhang

7 ANHANG

7.1 Materialliste

Gerate und Materialien

Bezeichnung/Name Hersteller Bestellnummer

Cool Cut HM 355S Microm GmbH 905450

Ser. Nr. 23206 Walldorf, Deutschland

Flex Cycler? Base Unit Biometra GmbH 844-00069
Gottingen, Deutschland

Nanodrop 1000 Spectrophoto- Thermo Fisher Scientific 1-302

meter Waltham, USA

Minispin Zentrifuge Eppendorf AG 5452
Hamburg, Deutschland

Optical Adhesive Covers Applied Biosystems 4360954
Carlsbad, USA

StepOnePlus Real-Time PCR Applied Biosystems 4376592

System Carlsbad, USA

HTA-Biotec Thermomixer HTA-Biotec C-100035
Bovenden, Deutschland

Tischzentrifuge Rotina 420 R A. Hettich Gmbh & Co. KG 4706
Tuttlingen, Deutschland

MS1 Minishaker IKA Works. Inc. 2404047
Wilmington, USA

MicroAmp Fast 95-Well Reac- Applied Biosystems 4346907

tion Plate (0,1ml)

Carlsbad, USA

Reagenzien
Name Hersteller Bestellnummer
M-MLV Reverse Transcriptase Invitrogen 28025-013

Carlsbad, USA

Neo-Clear

Merck Millipore

Darmstadt, Deutschland

1.09843.5000

Nuclease freies Wasser Promega P1193
Fitchburg, USA
p(dN)s Random Primer Roche AG 11034731001

Basel, Schweiz
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RNAseOUT Ribonuclease Inhi- Invitrogen 10777-019

bitor Carlsbad, USA

Superscript 1l Reverse Invitrogen 18080-044

Transcriptase Carlsbad, USA

TagMan Fast Advanced Master Applied Biosystems 4444557

Mix Carlsbad, USA

XTRAKT FFPE Kit (96) Stratifyer # XTK2.0-96
Kéln, Deutschland

100 mM dNTP Set Invitrogen 10297-018
Carlsbad, USA

7.2 Primer, Sonden und Genprodukte

Primer und zugehdrige Sonden wurden alle Uber die Eurofins MWG Genomics GmbH

(Ebersberg, Deutschland) bezogen. Alle Primer Uberbricken ein Intron.

Primer
Gen Forward Primer (5’2>3’) Reverse Primer (5°>3’)
Calm GAGCGAGCTGAGTGGTTGTG AGTCAGTTGGTCAGCCATGCT
RPL37A TGTGGTTCCTGCATGAAGACA GTGACAGCGGAAGTGGTATTGTAC
MKI67 TGCTACTCCAAAG GTATGAGCTTTCCCTATTATTATGGTAC
RACGAP1  GAATGTGCGGAATCTGTTTGAG TCGCCAACTGGATAAATTGGA
VEGFR-3 CGAAAGTGCATCCACAGAGAC GTCGRGGTCTTTGTAGATGTCC
VEGF-C CCGATGCATGTCTAAACTGGATG CAGGTCTTGTTCGCTGCCTG
VEGF-D CAGGTTGTAAGTGCTTGCCAACA ATGGGAACAGCGATCTTCTTCAG
Sonden
Gen Sequenz (5’2>3’) 5-Reporter  3’-Quencher
Calm TCGCGTCTCGGAAACCGGTAGC FAM BHQ2
RPL37A TGGCTGGCGGTGCCTGGA FAM BHQ2
MKI67 CGAAGTTCACAGTCAATTTAGTACAGGCCAC FAM TAM
RACGAP1  ACTGAGAATCTCCACCCGGCGCA FAM BHQ2
VEGFR-3 ACATTCTGCTGTCGGAAAGCGACGTGGTG FAM BHQ1
VEGF-C CAGACAAGTTCATTCCATTATTAGACGTTCCCTG FAM BHQ1
VEGF-D CCCGCCATCCATACTCAATTATCAGAAGATCCA FAM BHQ1
Genprodukte
Genbezeichnung Genprodukt
Calm GAGCGAGCTGAGTGGTTGTGTGGTCGCGTCTCGGAAACCGG-

TAGCGCTTGCAGCATGGCTGACCAACTGACT
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RPL37A

TGTGGTTCCTGCATGAAGACAGTGGCTGGCGGTGCCTGGACGTACAA-
TACCACTTCCGCTGTCAC

MKI67

TGCTACTCCAAAGAAGCCTGTGGGCGAAGTTCACAGTCAATTTAG-
TACAGGCCACGCAAACTCTCCTTGTACCATAATAATAGGGAAAGCTCATAC

RACGAP1

GAATGTGCGGAATCTGTTTGAGCAGCTTGTGCGCCGGGTGGAGATTCT-
CAGTGAAGGAAATGAAGTCCAATTTATCCAGTTGGCGA

VEGFR-3

CGAAAGTGCATCCACAGAGACCTGGCTGCTCGGAACATTCTGCTGTCG-
GAAAGCGAC-
GTGGTGAAGATCTGTGACTTTGGCCTTGCCCGGGACATCTACAAAGACCC
CGAC

VEGF-C

CCGATGCATGTCTAAACTGGATGTTTACAGA-
CAAGTTCATTCCATTATTAGAC-
GTTCCCTGCCAGCAACACTACCACAGTGTCAGGCAGCGAACAAGACCTG

VEGF-D

CAGGTTGTAAGTGCTT-
GCCAACAGCCCCCCGCCATCCATACTCAATTATCAGAA-
GATCCATCCAGATCCCTGAAGAAGATCGCTGTTCCCAT
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7.3 Fragebogen fur niedergelassene Hausarzte und Urologen

I . U M M Medizinische Fakultdt Mannheim

UNIVERSITATSMEDIZIN der Universitat Heidelberg
| MANNHEIM Universitatsklinikum Mannheim

Urologische Universitatsklinik
Mannheim

Direktor: Prof. Dr. med. M. S. Michel
Tel.: +49 621 383-1259

Fax: +49 621 383-1452

BITTE ANTWORT AN FAXNUMMER 0621-383 1452

PATIENTENDATEN

Name Geburtsdatum:
Operation: Radikale Zystektomie am

Kommentar:

Letzter Besuch in meiner Praxis: / /

1. Wurde eine ADJUVANTE CHEMOTHERAPIE durchgefiihrt?

jald nein [] nicht bekannt []

wenn ja > Welche Chemotherapie?

Wie viele Zyklen?

2. LOKALREZIDIV NACH Zystektomie

jald nein [ nicht bekannt []

wenn ja 2  Zeitpunkt des Lokalrezidivs: / /

Lokalisation (Becken? Oberer Harntrakt? Seite?):

Sekundare Therapie (z.B. Radiatio):

3. METASTASEN IM VERLAUF NACH Zystektomie

jald nein [] nicht bekannt []

wenn ja > Lokalisation:

Zeitpunkt der Diagnose: / /

4. VERSTORBEN AN DEM UROTHELKARZINOM?

jal nein ] (Todesursache: ) nicht bekannt []
wenn ja > Todesdatum: / / [0 nicht bekannt
Aufsichtsratsvorsitzender: Bankverbindungen Registergericht Lieferadresse E I :
Oberbiirgermeister Dr. Peter Kurz Sparkasse Rhein Neckar Nord Mannheim HRB-Nr. 7331 Theodor-Kutzer-Ufer 1-3 :
Geschéftsfiihrer Kto. 30 251 113 BLZ 670 505 05 Sitz und Gerichtsstand Mannheim 68167 Mannheim g o
Dr. Jérg Blattmann Postbank Karlsruhe Institutskennzeichen 2608 20569 Internetadresse 'F)Q. o
Arztlicher Direktor: Kto. 17 820 755 BLZ 660 100 75 www.klinikum-mannheim.de <6rs

Prof. Dr. Frederik Wenz
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