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1. Einteilung und Rechtfertigung der Studie

1.1. Das Harnblasenkarzinom

Im Bereich der ableitenden Harnwege ist die Blase eine der am haufigsten von malignen
Tumorerkrankungen betroffenen Organen. In den westlichen Industrieldndern liegt der Blasenkrebs bei
Mannern an funfter Stelle auf der Liste der haufigsten Tumorarten. Frauen sind seltener betroffen'®. In
den USA sind Blasentumore fir 4,5% aller neu auftretenden malignen Neoplasien verantwortlich und
1,9% aller Krebstodesfille werden durch sie verursacht” . Bezogen auf die Gesamtheit der Todesfalle in
der Bundesrepublik Deutschland rangiert das Blasenkarzmom bei Mannern an flnfter Stelle, beide
Geschlechter zusammen betrachtet an zehnter Stelle der Krebsmortalitat*

Das Maximum der Tumorinzidenz liegt zwischen der 5-ten und 7-ten Lebensdekade. Initialsymptom ist
meist eine schmerzlose Hamaturie. Auch Dysurie und Pollakisurie werden berichtet, was nicht selten zur
Fehldiagnose einer Zystitis flihrt. Bei Tumorwachstum im Bereich der Ureterostien kann es zusatzlich zu
einer uni- oder bilateralen Harnstauung kommen. In Becken oder Beine ausstrahlende Schmerzen
kénnen Hinweis auf eine extravesikale Tumorausbreitung sein, auch Lymphabflussstérungen in diesem
Gebiet sind bei ausgedehntem Befund mdglich.

Nikotinexposition sowohl durch inhalatives Zigarettenrauchen als auch in der nikotinverarbeitenden
Industrle konnte als wichtigste singuldre Ursache fur die Entstehung von Blasentumoren nachgewiesen
werden®® . Daneben spielen auch weitere chemische Karzinogene wie aromatische Amine, Nitrosamine
und versch|edene Aldehyde (z.B. Acrolein) als Ausléser eine wichtige Rolle?™°. Arbeiter in der chemischen
Industrie sind diesen Substanzen in besonders hohem Malie ausgesetzt, wobe| mit einer Latenz von 15-
40 Jahren zwischen Kar2|nogenexp03|t|on und Tumorinzidenz zu rechnen |st . Eine vorausgegangene
Chemotherapie mit Cyclophosphamld Bestrahlungen im kleinen Becken® BIasen-BiIIharziose in der
Anamnese, chronische Entzindungen im Urogenitaltrakt und der Phenacetinmetabolit N-Acetyl-p-
Aminodiphenyl bei Schmerzmittelabusus sind weitere mdgliche atiologische Faktoren.

Bei mehr als 90% aller Blasentumoren handelt es sich histologisch um Karzinome des
Ubergangsepithels, wohingegen Plattenepithel-, Adeno- oder undifferenzierte Karzinome der Blase nur
selten vorkommen. Umgekehrt betreffen 95% aller Urothelkarzinome die Harnblase, dagegen sind Ureter
und Nieren weniger betroffen (2-3%). Liegt der Prlmar3|tz des Urothelkarzinoms im oberen Harntrakt,
wird in der Folge meist auch die Harnblase befallen'®’.

Diagnostisch  wegweisend bei einer Tumorlokalisation im oberen Harntrakt ist die
Ausscheidungsurographie (AUG), bei einem Sitz in der Harnblase die Zystoskopie mit gezieltem
.Mapping“ der Schleimhaut. Auch exfolioative Urin- und/oder Spilzytologie sowie der Tumor-Marker
NMP22 (Bladder-Check), koénnen diagnostisch wegweisend sein. Im Blutlabor sind u.a. Kreatinin,
Harnstoff und Harnsaure von Interesse, auch Urinsediment und -status missen kontrolliert werden.
Obligate Untersuchungsmethoden bei begriindeten Blasentumorverdacht sind ferner Sonographie,
Computertomographie des Beckens und Abdomens, Réntgen-Thorax und Skelettszintigraphie.

In Bezug auf Wachstumsverhalten zeigt das Urothelkarzinom der Harnblase ein sehr variables
Erscheinungsbild. 70-80% der Karzinome manifestieren sich in einem frihen Stadium als oberflachliche,
meist papillare Lasionen (pTa/pT1). In 20-30% der Falle zeigt die Erkrankung bei Erstdiagnose bereits
eine fortgeschrittene Invasion (pT2-pT4).

Oberflachliche Tumore zeichnen sich durch eine hohe Rezidivneigung aus, wohin bei nur ein Anteil von
10-20% zu einer fortschreitenden Infiltration der Blasenwand Ubergeht. Im Gegensatz hierzu weisen die
primar fortgeschrittenen Karzinome ein hohes Risiko fiir eine Tumorprogression auf. Dies ist auch der
Grund fur die reduzierte 5- Jahres Uberlebensrate in dieser Gruppe, die trotz radikaler chirurgischer
Intervention bei nur 50% Ilegt

Eine Sonderform der oberflachlichen Urothelkarzinome stellt das Karzinoma in situ (CIS) dar, welches
sich flachenhaft an der Oberflache entwickelt, ohne dle Lamina propria mucosae zu infiltrieren. Es findet
sich haufig in Begleitung von papillaren Lasionen ’

Therapie der Wahl bei den oberflachlichen Urothelkarzinomen ist die transurethrale Resektion (TUR
Blase). Abhangig von Tumor-Staging, -Grading, evtl. multifokalem Auftreten und Therapie rezidivieren 30-
90% der oberflachlichen Tumore, wobei allerdings nur etwa 15-20% im weiteren Verlauf zur tieferen
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Invasion neigen oder Metastasen setzen'®®. Daher wird meist eine adjuvante lokale Chemotherapie oder
BCG-Immuntherapie als intravesikale Applikation (z.B. Bacille Calmette-Guérin) durchgefuhrt. Hierdurch
gelang es, die Tumorprogressionsrate zu senken und die Langzeit-Uberlebensrate zu erhdhen®” 2.

Aufgrund des hohen malignen Potentials der primar fortgeschrittenen Urothelkarzinome (pT2-pT4) mit
Neigung zu Rezidiven und Progression ist hier die Indikation zur radikalen Zystektomie gegeben. Je nach
Tumordifferenzierung, lokaler Resektabilitat und evtl. vorhandenen Metastasen kommt als Alternative die
Chemo- und/oder integrierte Radiotherapie'®'%® in Betracht.

Tumor-Grad und Stadien sind ein wesentlicher Bestandteil in dieser klinischen Untersuchung. Die
betreffenden Harnblasenkarzinome sind wie folgt klassifiziert und dargestellt:

e Gx: Differenzierungsgrad nicht bestimmt
o GfT: gut differenziert

o G2 maRig differenziert

o G3: schlecht differenziert

o G4 anaplastisch

Tumor-Stadien sind gemaf UICC-Klassifikation (modifiziert 2002, s. auch Abb.1) wie folgt unterteilt:

o Tx: Primartumor kann nicht beurteilt werden

e TO: kein Anhalt fur Primartumor

e Tis: Karzinoma in situ (CIS, ,flat tumour®)

e Ta: nicht invasives papillares Karzinom

e T1: Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe

o T2: Tumor infiltriert oberflachliche Muskulatur (innere Halfte)

e T3: Tumor infiltriert tiefste Muskulatur oder perivesikales Fettgewebe

1) T3a: Tumor infiltriert tiefste Muskulatur (aul3ere Halfte)
2) T3b: Tumor infiltriert perivesikales Fettgewebe
o T4 Tumor infiltriert Prostata oder Uterus oder Vagina oder Becken- oder Bauchwand

Hinweis:

Der Zusatz (m) soll bei entsprechender Tumor-Kategorie verwendet werden, um auf multiple
Lasionen hinzuweisen. Die pathologische Klassifikation wird mit dem vorangestellten Index ,p®
gekennzeichnet.

1.2. BCG- Therapie und Prognose

Als gesichert kann die in mehreren prospektiven Studien nachgewiesene Wirksamkeit der BCG-
Instillation zur Verminderung der Rezidivrate gelten 86123150173 pie BCG gilt zur Zeit als das
wirksamste intravesikal applizierbare Agens zur Rezidivprophylaxe bei oberflachlich wachsenden
Transitionalzellkarzinomen. Allerdings existiert zur Zeit weder ein einheitliches Therapieschema noch
wurden in den unterschiedlichen Studien dieselben BCG-Stdmme verwendet bzw. unterschiedliche
Stamme hinsichtlich ihrer Wirksamkeit verglichen. Die BCG-Instillation flihrt zur lokalen Infiltration der
Blasenschleimhaut mit immunkompetenten Zellen, wobei vor allem T4-Zellen einwandern und

Makrophagen aktiviert werden %

Bedingung fir eine erfolgreiche Therapie des Resttumors ist dessen geringe Masse. Dies erklart die
besonders erfolgreiche Anwendung bei Tumoren im Stadium pTis, bei denen es in 50-70% der
behandelten Falle gelang, eine komplette Remission zu erreichen 28‘47’101’122’173. Diese Therapie geht
jedoch mit zum Teil erheblichen Nebenwirkungen einher, die sich neben der lokal entzindlichen
Reaktion, die sich durch Dysurie, Pollakisurie und Hamaturie dufert und vor allem als Folge der
systemischen allergischen Reaktion auf die eingebrachten Antigene manifestiert. So kann es zu Fieber
und einer grippedhnlichen Symptomatik, zu disseminierten Granulombildung vor allem in Leber und
Lunge mit sekundarer lebensbedrohlicher bakterieller Superinfektion und sogar zur BCG-Sepsis
kommenm. Deshalb darf diese Therapie bei immungeschwachten Patienten nicht durchgefiihrt werden.
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Nicht abschlieRend kann zur Zeit der Versuch der Behandlung mit Zytokinen beurteilt werden, da die
hierzu vorliegenden Studien mit zu kleinen Fallzahlen durchgefuhrt wurden. Erwahnenswert ist der lokale
Therapieansatz mit Interferon-alpha, von dem in einigen Studien eine erfolgversprechende
Remissionsrate berichtet wird >">"'%_ Ein Vorteil gegenuber der BCG-Therapie scheint vor allem in der
wesentlich geringeren Nebenwirkungsrate zu liegen.

Ebenfalls ungeklart ist bisher die Wirksamkeit des stark immunogen wirkenden ,Keyhole limpet
Hamozyanins® (KLH), welches aus der Hdmolymphe einer Napfschnecke gewonnen wird. KLH kann die
Aktivitat der naturlichen Killerzellen verbessern15 . Bei einer Studie, die KLH-Behandlung mit Mitomycin
als Rezidivprophylaxe verglich, zeigte sich ein signifikanter Vorteil der KLH-Behandlung. Im Vergleich mit

ﬁi(()asrmBOCG-Prophylaxe zeigte sich hingegen kein bedeutsamer Unterschied dieser beiden Therapien

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Prognose des urothelialen Harnblasenkarzinoms
(G2 / G3) trotz der unterschiedlichen Therapieansatze insgesamt noch sehr eingeschrankt ist, was durch
dessen Neigung zu Rezidiven und durch sein haufig multilokuldres Auftreten zu erklaren ist 790 Die
Rezidivhaufigkeit wird mit 50-70% angegeben, wobei das Rezidiv haufig ein weiter fortgeschrittenes
Infiltrationsstadium sowie einen hoheren Malignitatsgrad im Vergleich zum Primartumor aufweist 16’191.
Als ursachlich fur diese Rezidivneigung gelten verschiedene Faktoren, deren Bedeutung im Einzelnen
noch nicht geklart ist. Hierzu zahlen die fortgesetzte Exposition mit Karzinogenen und das infolge der
langjahrigen lokalen karzinogenen Belastung multiple Auftreten praneoplastischer Veranderungen. Auch
eine intraepitheliale Implantation maligner Zellen im Rahmen einer TUR kann nicht vollstdndig

ausgeschlossen werden 208.

Die Prognose hangt wesentlich sowohl von der histologischen Differenzierung119 als auch vom Stadium
zum Zeitpunkt der Diagnose ab. Diese Faktoren erweisen sich beim oberflachlichen Harnblasenkarzinom

in einer Studie von Riibben und Mitarbeitern (1988)195 allen anderen erhobenen Parametern (Alter,
Geschlecht, TumorgréRe- und -Lokalisation und Multilokularitat) als Giberlegen.

Der Zeitpunkt der Diagnose im Rahmen der Zystoskopie ist bei schlecht einsehbaren Tumoren (im
Blasenhals oder an der Blasenvorderwand) relativ spat, so dass sich sekundar eine Korrelation zwischen
Lokalisation und Prognose ergibt“z. Hochdifferenzierte oberflachlich wachsende Karzinome sind mit
einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 85% als prognostisch giinstig einzustufen, wohingegen sich diese
Uberlebensrate bei gleicher Infiltrationstiefe, jedoch entdifferenzierten Tumoren auf nur 25% senkt'®.
Ebenso andert sich die Metastasierungsneigung gut differenzierter Tumore mit deren Infiltrationsstadium.

Befindet sich der Tumor im Stadium PTa, so ist nur in 1% der Falle mit einer Metastasierung zu rechnen.
Jedoch schon 14-22% im Stadium pT1 193,213 zeigten, dass das oberflachliche Harnblasenkarzinom nach
Einbruch in die Lamina propria seine bis dahin gute Prognose verliert. Bei allen invasiven Tumoren,
ungeachtet ihrer Differenzierung, findet sich nach radikaler Zystektomie und/oder Radiatio eine 5-Jahres-

Uberlebensrate zwischen 55-77% /. Wesentlich schlechter wird die Prognose bei Befall regionarer
Lymphknoten, die selbst durch sorgfaltige Lymphadenektomie kaum verbessert werden kann185 .

Deshalb wird erdrtert, Patienten mit regionaren Lymphknotenmetastasen als Ausdruck einer
systemischen Tumorerkrankung den belastenden Eingriff der Zystektomie zu ersparen und lediglich

palliativ zu behandeln 172,

1.3. Bekannte Risiken fiir das Blasenkarzinom

Seit den frihen Siebziger Jahren steht fest, dass das Blasenkarzinom in seiner Pathogenese eng
mit der Einwirkung chemischer Karzinogene aus der Umwelt zusammenhéngt und durch

zivilisationsbedingtes Verhalten (z.B. Nikotin) provoziert wird*?,
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Diese Risiken unterteilen sich in folgende Hauptkategorien:
Rauchkonsum (Tabak):

Verschiedene Studien haben versucht, den Zigarettenkonsum als Risikofaktor oder
Verursacher der Entwicklung eines Blasenkarzinoms darzustellen. So konnten Augustine
(1988)°, cCavel (1989)*° und D'Avanzo (1990)*® das Erkrankungsrisiko fir das
Blasenkarzinom bei Zigarettenrauchern als zweieinhalb bis viermal so hoch wie das von
Nichtrauchern einstufen. Es wird geschatzt, dass bei einem taglichen Konsum von

ungefilterten Zigaretten Uber 2 Jahre ca. 3 mg Naphtylamin inhaliert werden238 .
Chemische Karzinogene der Industrie:

Zum ersten Mal aber wurde 1985 durch Ludwig Rehn der atiologische Zusammenhang
zwischen langjahriger Belastung mit polyzyklischen aromatischen Aminen in der
Farbstoffindustrie und dem Auftreten von Blasenkarzinomen nachgewiesen. Eine spatere
ausfuhrliche Studie von Case (1954)34 belegt, dass das Arbeiten in der Farbstoffindustrie,
was einen langjahrigen Umgang mit Arylaminen bedeutet, das Risiko einer Krebserkrankung
um das dreiBigfache erhéht. Er errechnete eine Latenzperiode fiir die Entwicklung des
Tumors von 18 Jahren.

Gerade die durch die industrielle Karzinogene bedingten Tumore sind besonders
aggressiv175, was sich auch darin zeigt, dass Blasenkarzinome dieser Genese im

allgemeinen friher, das heif3t bereits im Alter von 45-55 Jahren diagnostiziert werden141 .

Medikamente:

Einige Autoren, darunter Morrison (1984)161 schuldigen gemal ihrer Untersuchungen das
Alkylans Cyclophosphamid an, ein Blasenkarzinom zu verursachen. Auch unter Patienten
mit Phenacetin-Abusus sind mehr Blasenkarzinome als in der Kontrollgruppe aufgetreten66

Kiinstlicher SiiRstoff:

Nach anfanglichen alarmierenden Ergebnissen einer tierklinischen Untersuchung 89,176 zu

der Frage einer Blasenkarzinomreduzierbarkeit durch Saccharin oder Cyclamat hat sich
jedoch in neueren Studien eine solche Korrelation zwischen dem Auftreten von

Blasentumoren und dem Konsum dieser Substanzen nicht bestatigen lassen 44,189
Kaffeegenuss (coffein):

1971 verdffentlichte Cole als erste eine Studie mit dem Thema des Zusammenhanges von
Kaffeekonsum und der spateren Entwicklung eines Karzinoms des unteren Harntraktes.
Sowohl diese als auch Folgestudien konnten keinen wirklichen Zusammenhang insofern
nachweisen, dass Menschen, die regelmafig Kaffee trinken, ein erhdhtes Risiko haben.

Chronische Zystitiden:

Die bisher haufigste und atiologisch am besten untersuchte Ursache fir das Entstehen
eines Blasenkarzinoms ist der Zusammenhang mit dem Vorliegen einer chronischen
Entzindung, vor allem bei Billharziose91, die in den Landern mit hoher Inzidenz dieser
Infektionskrankheit zu einer Haufung der sonst seltenen Plattenepithelkarzinome flhrt.
Desgleichen kommt es auch bei klinisch relevanten Blasendivertikeln (Harnstau) zu einer
signifikant hoheren Inzidenzrate von Blasenerkrankungm

Fremdstoffmetabolismus:

)33 187

Die ersten Untersuchungen von Cartwright (1982)™ und spater von Roots (1992) = zeigen,
dass genetisch determinierte Varianten der Enzyme des Fremdstoffmetabolismus eine
groBe Bedeutung als Effekt-Modifikatoren haben, die die Wirkungen von Umweltgiften
verstarken oder abschwachen kénnen. Bestimmte Enzymkonstellationen kdénnen so zwar
keinen Tumor initiileren, aber als Suspektibilitadtsfaktoren das Auftreten begiinstigen.
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Bei unserer klinischen Studie haben wir folgende Risikofaktoren untersucht:
e Rauchen
e Alkohol

Das Patientenkollektiv (118) ergab, dass insgesamt 111 Patienten geraucht oder/und Alkohol getrunken
haben. Die weitere Datenauswertung zeigte, dass von 42 Rauchern bei 26 Patienten ein Tumorrezidiv
auftrat. Von insgesamt 69 Patienten mit Alkoholkonsum wurde ebenso bei 37 Patienten Tumorrrezidive
festgestellt.

1.4 Tumor-Suppressor-Gene

Im Gegensatz zu den dominanten Onkogenen, die eine Proliferationsinformation enthalten und
durch Mutationen aktiviert werden, stellen die Suppressor-Gen-Produkte die Negativregulatoren
dar®®. Das Wildtyp-Allel eines Tumor-Suppressor-Gens ist funktionell dominant gegeniiber dem
mutierten Allel in der Zelle; daher auch die Bezeichnung ,rezessive Onkogene®“. Durch Mutationen
verlieren sie ihre Funktion und kdnnen so zur Kanzerogenese beitragen. Bewiesen wurde ihre
Existenz durch die Hybridisierung von Normalzellen mit Tumorzellen. Die entstandenen Hybriden
waren phanotypisch normal. lhre biologische Funktion stand u.a. aber wesentlich in der Hemmung
der Zellproliferation. Damit spielen sie eine Rolle bei der Zelldifferenzierung und sind in der Lage, in
bestimmten Situationen einen Wachstumsstop zu induzieren. Auch bei der Kontrolle des Zell-zu-
Zell-Kontaktes sind Suppressorgene beteiligt. Schliellich konnte gezeigt werden, dass auch eine
Interaktion von ihnen mit Onkogenen stattfindet.

Bei verschiedenen Tumoren fand man, dass bestimmte Chromosomenabschnitte fehlten bzw.
beschadigt waren. In weiteren Untersuchungen konnten dann die entsgrechenden Suppressorgene
isoliert werden. Die wichtigsten sind in der folgenden Tabelle dargestellt .

Tabelle 1:Tumor-Suppressor-Gene

Gen Tumor Lokalisation
RB - Gen Retinoblastom 13q14
WT -1-Gen \Wilms-Tumor 11p
P53 - Gen verschiedene Tumore 17p13
APC - Gen Polyposis coli 5921
DCC - Gen kolorektales Karzinom 18q

Der Schluss Suppressorgendefekte — Karzinogenese ist jedoch nicht so einfach zu ziehen, die
Vorgdnge sind bei den meisten Tumoren wesentlich komplexer. So kann der fehlende
Suppressorgen-Einfluss zur Erklarung ungehemmter Wachstums- und Heilungsprozesse
herangezogen werden, fir die Invasivitat und Metastasierung ist er allein nicht ausreichend
(Notwendigkeit membrangebundener Adharenzmolekiile fir die Metastasierung u.a.).

Einige Theorien gehen heute von einer ,multiplen Hit-Theorie“ aus. Davon zeugt auch der in dieser
Arbeit betrachtete genetische Defekt des P53-codierenden-Abschnitts auf dem Chromosom 17, der,
wie schon erwahnt, einer der haufigsten bei menschlichen Malignomen Uberhaupt ist. Dabei handelt
es sich entweder um den Verlust ganzer Allele oder um einzelne Punktmutationen™" .
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1.5 Fragestellung und Untersuchungsziele

Das Urothelkarzinom der Blase gilt als eine der haufigsten malignen Tumorerkrankungen im Bereich der
ableitenden Harnwege und ist daher von zentralem Interesse in der urologischen Forschung.
Insbesondere Diagnostik und Therapien dieses Leidens unterliegen einem stetigen Wandel.

Um eine Aussage bezuglich der Rezidiv- und Progressionswahrscheinlichkeit und damit in Richtung der
Prognose der Erkrankung zu treffen, werden zur Zeit in erster Linie die histopathologischen Parameter
von Tumor-stadium und -differenzierung naher betrachtet, an denen sich auch die Therapieentscheidung
mafgeblich orientiert. Wie u.a. die Studie von Abel et al.! zeigt, l1asst sich jedoch anhand dieser Kriterien
allein keine ausreichende Genauigkeit erzielen. Einerseits scheint eine Therapieentscheidung, die sich
einzig und allein auf die oben genannten Parameter stitzt, scheint problematisch zu sein. Insbesondere
mit Blick auf weitreichendere Konsequenzen, die z.B. eine radikale Zystektomie fir die Lebensqualitat
des Patienten mit sich bringt. Andererseits ist die mdglichst frihzeitige Selektion von Patienten, die ein
erhohtes Rezidiv- und Progressionsrisiko aufweisen, fur eine adaquate Therapiewahl und damit
letztendlich auch fir die Prognose von grofer Bedeutung. Bisherige Studien konnten hierzu dieses
Problem nicht hinreichend klaren™.

Gegenstand der heutigen Forschung ist somit u.a. die Suche nach einem geeigneten Kriterium (z.B.
Tumormarker), das neben Tumorstadium und -differenzierung Informationen Gber Wachstumsverhalten
und malignes Potenzial eines urothelialen Karzinoms geben kann.

Deshalb ist in dieser klinischen Untersuchung zu klaren, inwieweit der Funktionsverlust des Tumor-
Suppressor-Proteins p53 Einfluss auf die weitere Entwicklung des Tumors nimmt und damit zu einer
geeigneten Therapieentscheidung beitragt. Die Bevorzugung fiel gerade auf dieses Protein (p53), da das
p53 codierende Gen auf dem Chromosom 17p13.1 bereits lokalisiert ist und Mutationen in diesem
Abschnitt im Zusammenhang mit gefundenen menschlichen Malignomen zu den haufigsten genetischen
Veranderungen fUhren133. Auch in Verbindung mit Harnblasenkarzinomen werden p53-Mutationen als

haufig anzutreffendes Ereignis beschrieben®®"%820% Eg scheint also nutzbringend, ihre Auswirkungen
zum Gegenstand genauerer Untersuchungen zu machen.

Zusammenfassend sollen die Ziele dieser klinischen Arbeit formuliert werden:

1) Urothelkarzinome der Harnblase unterschiedlicher Infiltrationstiefe und Differenzierung sollen
immunhistochemisch auf eine maogliche pS53-Mutation und eine daraus resultierende nukleare
Uberexpression des codierten Tumor-Suppressor-Proteins hin untersuchen werden.

2) In der Folge gilt es, die ermittelten Ergebnisse mit den histopathologischen Parametern
Tumorstadium und -differenzierung zu korrelieren, um einen madglichen Einfluss des p53-
Funktionsverlustes auf fortschreitende Infiltration und Entdifferenzierung des Tumors
nachzuweisen.

3) Weiterhin soll diese Untersuchung ergrinden, ob die prognostische Wertigkeit einer p53-
Uberexpression bezlglich der Wahrscheinlichkeit eines Tumorrezidivs beweisbar ist und inwieweit
ein Zusammenhang zwischen Effektivitat der BCG-Therapie und der p53-Uberexpression besteht.
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2. Grundlagen zur experimentelle Studie und Methoden

2.1. Patientendaten

In der vorliegenden retrospektiven Untersuchung wurden Tumorresektate von insgesamt 134
mannlichen und weiblichen Patienten aufbereitet, welche zwischen den Jahren 1994 und 2002 in
der urologischen Abteilung des stadtischen Krankenhauses Bogenhausen in Minchen
dokumentiert wurden.

Das Geschlechtsverhaltnis lag bei: 101 mannliche Patienten (75,37%) und 33 weibliche
Patienten (24,63%). Bei Befunderhebung lag das Alter der Patienten zwischen 43 und 95
Jahren, bei einem Altersdurchschnitt von 69 Jahren. Der Altersmedian betrug 60 Jahre.

Es wurden nur Patienten ausgewahlt, die ein oberflachliches Urothelkarzinom der Blase
aufwiesen. Aus den Tumorpatienten wurden drei Hauptgruppen pTa, pT1 und pTis (insitu)
gebildet. Die Einteilung erfolgte entsprechend der postoperativen histologischen Enddiagnosen.

Tabelle 2: Postoperative histologische Enddiagnosen des Patienten

Man Frau Summe
PTA 90 28 118
PT1 8 5 13
Tis 3 0 3
Gesamt: 101 33 134

2.11.

Im Institut fir Pathologie des stadtischen Krankenhauses Bogenhausen in Miinchen (Chefarzt:
Prof. Dr. med. Nehrlich) wurde fir jeden Patient eine standardisierte pathoanatomische
Befunddokumentation in Form eines ,Tumorbefundes fiir Malignome der Blase“ durchgefiihrt.
Diese Daten konnten in zwei Informationssegmente aufgeteilt werden.

Dateneigenschaften

1) Befundbogen und persdnliche Daten der Patienten:

Alter des Patienten
Geschlecht des Patienten
Tumorlokalisation
Tumorstadium
Infiltrationstiefe

pTNM — Klassifikation

2) Die histologischen Merkmale der Tumore:

e  Tumor-Grading
e Nachweis des Tumormarkers p53
e  Prozentualanteil der p53

Angaben zum Verlauf der Erkrankung wurden durch Nachuntersuchungen des
Patientenkollektivs gewonnen. Diese Nachuntersuchungen erfolgten bis einschlief3lich des
Jahres 2002. Somit ergeben sich entsprechend der Jahrgange der Operationspraparate
Uberwachungszeitrdume von einem bis acht Jahre.

AuRerdem sind folgende Informationen je Patient im Verlauf der Behandlungen dokumentiert und
festgehalten:

Rezidivrate

BCG/Mitomycin Therapie
Risikofaktoren und Nebendiagnose
Uberlebenszeitraum des Patienten
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2.2, Tumormaterial

Anhand der pathologisch-anatomischen Befunde wurden nur vorbehandelte primare
Urothelkarzinome der Blase in die vorliegende Untersuchung aufgenommen. Vier Praparate
wurden mangels auswertbarem Tumorgewebes aus dem Kollektiv ausgeschlossen. Bei den
verbleibenden Praparaten handelt es sich um Karzinome der Blase in verschiedenen
Lokalisationen.

Die Operationspraparate wurden in der Pathologie aufgearbeitet. Reprasentative Gewebsstlicke
wurden in 40% Formalin-Ldsung fixiert und anschlieend in Paraffin (Paraplast ®) eingebettet.
Zur histologischen Bewertung und immunhistochemischen Farbung wurden von den
Paraffinblocken nach standardisierten histologischen Techniken 2-4 pum dicke Schnitte
angefertigt. FUr die Bewertung der Praparate wurden je ein Schnitt mit Hamatoxylin-Eosin und
ein weiterer immunhistochemisch gefarbt.

2.3. Methoden

2.3.1. Farbliche Nachweismethode

Zum immunhistochemischen Nachweis des p53-Proteins an Paraffinschnitten wurde die Indirekte
Immunperoxidase Methode angewandt und wie folgt ausgefihrt :

Ausfiihrung:

Die in Paraffin eingebetteten Tumorproben werden mittels Mikrotom in 2-4 Mikrometer
dicke Schnitte geschnitten und anschlieBend auf mit Vectabond ( R ) vorbehandelte
Objekttrager aufgezogen. AnschlieRend werden sie bei bis 37°C Uber Nacht im
Trockenschrank getrocknet. Durch ein 10-mindtiges Xylolbad werden die Proben
deparaffiniert und dann in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 90%, 70%, Ethanol,
jeweils 10 Minuten) rehydriert. Die endogene Peroxidase wird durch ein 30-minitiges
Bad in 1% H20O/Methanol gehemmt. Nach dreimaligem Waschen in PBS-Puffer werden
die Schnitte im 10 mm Citratpuffer-Bad bei 600 Watt vier Mal 5 Minuten per Mikrowelle
erhitzt.

Durch Nachfillen von PBS-Puffer wird ein Trockenfallen der Schnitte verhindert.
AnschlieBend werden die Praparate im Citratpuffer 20 Minuten abgekuhlt. Danach wird
ein dreimaliges Waschen im PBS-Puffer erforderlich. Die zu untersuchenden Schnitte
werden dann mit dem Primarantikérper (p53/Fa. DAKO,Hamburg), die zugehdrigen
Negativ-Kontrollen mit einem unspezifischen IgG1 Mause-Antikorper in einer feuchten
Kammer bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die Inkubationszeit betragt 60 Minuten. Es
folgt ein dreimaliges Waschen der Praparate im PBS-Puffer. Als nachster Schritt werden
alle Schnitte fir 45 Minuten mit dem Sekundarantikorper in einer feuchten Kammer bei
RT inkubiert. Auch hierbei ist ein dreimaliges Waschen im PBS-Puffer unerlasslich.

SchlieBlich werden alle Schnitte mit dem Sekundarantikdérper 45 Minuten bei RT in einer
feuchten Kammer inkubiert. Im letzten Schritt werden die Praparate mit einem speziellen
Fixiermittel (Histomount ( R ) eingedeckelt und bei bis zu 40-facher VergréfRerung unter
dem Mikroskop von zwei unabhangigen Untersuchern ( Institut fur Pathologie am
Krankenhaus Bogenhausen Minchen ) auf braungefarbte Zellkerne hin untersucht.

2.3.2. Auswertung der p53-Farbung

Als immunhistochemisch positiv wurde ein Zellkern betrachtet, wenn er eine rotbraune Farbung
aufwies. In jedem Tumorpraparat wurden 2000 Tumorzellen ausgewertet. Von den
Gesamttumorzellen wurden die Zellen mit positiv gefarbten Kernen gezahlt. Aus diesen Werten
lie sich der Prozentsatz an gefarbten Tumorzellkernen errechnen. Bestanden in einem Tumor
unterschiedliche Farbemuster, wurden die Bereiche mit der hochsten Dichte an gefarbten
Zellkernen ausgezahlt.

Zur statistischen Auswertung werden die Tumore entsprechend ihrer prozentualen p53-
Anfarbung in quantitativen Gruppen zusammengefasst.

Folgende Gruppen reprasentieren vier grundlegende Anfarbemuster zu den untersuchten
Tumoren:
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Gruppe 1): keine bzw. vereinzelt gefarbte Zellenkerne. (P53=0=Negativ)

Das erste Anfarbemuster zeichnet sich durch keine oder nur vereinzelt gefarbte
Zellenkerne im Tumorbereich aus. Dabei kann die Anzahl der positiven Zellenkerne sehr
gering sein, zum Beispiel nur 1 Prozent der Tumorzellkerne. Auch in anderen Studien
stellte sich die Frage, ob man eine solch geringe Anfarbung als positive oder als negative
Reaktion betrachten kann'?® . Da diese Untersuchung durch Verwendung der
immunhistochemischen Farbemethode Uber eine sehr hohe Sensitivitat verfliigt und nicht
ausgeschlossen ist, dass sich auch nicht mutiertes p53 anfé’urbt224 , werden zur
Verringerung von falsch-positiven Fehlern nur Tumore mit einer Anfarbung von mehr als
1 Prozent der Tumorzellkerne als p53-positiv betrachtet und analysiert. Befinden sich
weniger gefarbte Tumorzellkerne in den Praparaten, so wird der Tumor als p53-negativ
eingestuft und der Gruppe 1 zugeordnet.

Gruppe 2): Verstreute Farbmuster (P53<20%)

Das zweite Farbemuster zeigt verstreut liegende p53-positive Zellenkerne. Die stark
gefarbten Kerne sind Uber das Tumorgebiet verteilt und machen <20% der
Gesamttumorzellzahl aus.

Gruppe 3): Deutliche Verfarbung der Zellen (P53>=20%<=40%)

Eine aufgrund der Zellenfarbung deutliche, mikroskopisch sichtbare Abgrenzung
zwischen normalem Gewebe und dem Tumor kennzeichnet die Praparate mit einer
Kernanfarbung von 20 bis 40%.

Gruppe 4): Volilstandige Verfarbung der Zellen (P53>40%)

Tumorpraparate der Gruppe 4 zeichnen sich durch eine fast vollstdndige Farbung aller
Tumorzellkerne aus (> 40%). Bei diesen Tumoren sind nur einzelne nicht gefarbte
Zellkerne im Tumorbereich zu erkennen.

2.3.3. Statistikmethoden und Berechnungen

Die Ergebnisse werden zunachst deskriptiv ausgewertet und in Form von Tabellen und
Diagrammen dargestellt. Um die Ergebnisse auf Bedeutsamkeit zu Uberprifen, werden folgende
statistische Analysen von der Biometrischen Abteilung der Ludwig-Maximillian-Universitat
Minchen durchgefihrt.

Als Signifikanzniveau wurde die Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 festgelegt.

Zur Berechnung der statistischen Werte wurden folgende Methoden angewendet:

Chi-Quadrat-Test : Dieser Test wurde angewendet bei gréReren Fallzahlen, bei denen
die Erwartungswerte gréRer/gleich 10 sind.

Exakt-Fischer-Test: Diese Test wurde angewendet, wenn die Erwartungswerte kleiner
als 10 sind.

Binominaltest: Bei Zufallsvariablen wurde dieser Test verwendet.

2.3.4. Auswertungen und Aussagen
Die Auswertung orientiert sich an der Quantitat der gefarbten Zellenkerne im Tumorbereich.
e Bei der Untersuchung auf p53-Uberexpression unterscheiden wir 4 Gruppen:

e Zahlreich Positiv (+): >40% der Tumorzellkerne gefarbt

e Deutlich Positiv(+): 20%>=40% der Tumorzellkerne gefarbt
e Einfach Positiv (+): <20% der Tumorzellkerne gefarbt
o Negativ (-): 0% der Tumorzellkerne gefarbt

Die Aussagen sind nach den statistischen Bewertungen als reprasentativ bestatig.
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3. Ergebnisse aus den ausgewerteten Stammdaten

Fur die Ausarbeitung dieser Studie und Untersuchung sind folgende Fragestellungen zu
analysieren:

Haufigkeit der p53-Expansion im gesamten Patientenkollektiv

Korrelation zwischen Tumor-Marker und Rezidivhaufigkeit

Abhéangigkeit der Therapie von Rezidivhaufigkeit bei P53+

Abhangigkeit der Therapie von Rezidivhaufigkeit bei P53-

Abhangigkeit zwischen Rezidivhaufigkeit und Tumorstadien bei p53+

Abhéangigkeit zwischen Rezidivhaufigkeit und prozentualem Anteil des P53
Abhangigkeiten zu Risikofaktoren (Rauchen und Alkohol)

3.1. Haufigkeit der p53-Expression im gesamten Patientenkollektiv

Mit Hilfe des Binomialtests ist die Auftritthaufigkeit des Tumor-Markers P53 beim oberflachlichen
Blasenkarzinom (im Gesamt-Patienten Kollektiv) signifikant festgestellt. K=16

K-Rez 61

@P53 +
®|P53 - (0)

Rez + 57

0 20 40 60 80

Anzahl Patienten

Grafik 1:
3.2. Die Korrelation zwischen Tumor-Marker und Rezidivhaufigkeit

Bei der Anwendung des Exakte-Fischer-Tests wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen
Rezidivhaufigkeit und Tumor-Marker P53 festgestellt (Exakte P-Wert=0,1088).

P53 /Rez.

K-Rez 61

Rez. Status 1 mP53 - (0)
P53 +

Rez + , : : 57

0 20 40 60 80
Anzahl Patienten

Grafik 2:
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3.3. Abhangigkeit von Therapie und Rezidivhaufigkeit bei P53+ (p53-
Positiv)

In der Tabelle 3 und Tabelle 4 sind die Anzahl der Patienten mit p53-positiv (p53+) in allen

vorhandenen Tumorstadien, bei denen eine BCG/Mitomycin-Therapie durchgefihrt wurde,
aufgefuhrt.
Tabelle 3:
Anzahl Rez. BCG Mito.

pTAG 1 35 8 2

pTAG 2 9 5 1

pTAG 3 5 2 0

pTAG, pTis 1 1 0

pT1 G2 2 1 1

pT1G3 2 2 0

pT1G3,pTis 2 1 0

pT14 1 0 0

Gesamt: 57 20 4

Weiterhin ist erkennbar, dass bei 57 Patienten (p53-Positivitdt) Tumorrezidive vorgekommen
sind. Dabei wurde bei 24 Patienten eine Therapie durchgefuhrt, davon 20 Patienten mit ,BCG-
Therapie® und 4 Patienten mit ,Mitomycin-Therapie®“.

Tabelle 4:
Anzahl kein BCG Mito.
Rez.

pTAG 1 27 3 4
pTAG 2 24 13 3
pTAG 3 2 0 1
pTAG, pTis 0 0 0
pT1 G2 1 1 0
pT1G3 7 3 0
pT1G3,pTis 0 0 0
pT1G4 0 0 0
Gesamt: 61 20 8

Bei 61 Patienten mit p53-Positivitat ist eine Rezidivfreiheit erkennbar, dabei hatten hier 28
Patienten eine Therapie. Davon hatten 20 Patienten eine ,BCG-Therapie” und 8 Patienten eine
Mitomycin-Therapie.

Auch hier Iasst sich auf den ersten Blick erkennen, dass beim Grofteil der p-53 positiven
Patienten das Tumorstadium PTAG1 und PTAG2 erkannt wurde. Von den Patienten mit dem
Tumorstadium PTAG1 (p53-positiv) hatten 35 Patienten ein Tumorrezidiv, von denen nur 10
Patienten behandelt wurden. 27 Patienten mit dem Tumorstadium PTAG1 (p53-positiv) waren
rezidivfrei, davon wurden nur 7 Patienten behandelt.

Neun Patienten (p53-Positiv) mit Tumorstadium PTAG2 hatten Tumorrezidive, davon haben sich
5 Patienten einer ,BCG-Therapie“ und 1 Patient einer ,Mitomycin-Therapie“ unterzogen .

24 Patienten ( mit p53-positiv, PTAG2) waren rezidivfrei, bei 16 Patienten (13 mit ,BCG-
Therapie” und 3 mit ,Mitomycin-Therapie“) wurden entsprechende Therapien durchgefiihrt.
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Zusammenfassend: stellt man die Gesamtreihe der p53-positiv (p53+) mit Rezidiven der
Gesamtreihe der p53-positiv (p53+) Patienten mit Rezidivfreiheit gegenlber, so ergibt sich, dass
57 Patienten ein Rezidiv nachweisen , aber nur 24 Patienten eine Therapie vollzogen haben.
Bei 33 Patienten wurde keine Therapie durchgefihrt.

Von 61 rezidivfreien Patienten haben 28 Patienten eine Therapie durchgefiihrt und 33 Patienten
hatten keine Therapie.

Bei der Anwendung des Chi-Quadrat-Tests konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen
Therapie und Rezidivrate bei P53 positiven Patienten nachgewiesen werden. P=0,6781 (P-Wert
soll < 0,05)

3.4.

Ebenfalls scheint interessant ein Blick auf die Patienten mit p53-negativ (p53 nicht
nachweisbar=0) und deren Rezidivhaufigkeit, die in der Tabelle 5.1 und Tabelle 5.2 verdeutlicht
ist. Von p53-negativen Patienten sind 4 Patienten mit Tumorrezidiv, von denen nur ein Patient
eine BCG-Therapie hatte, und 12 Patienten, die rezidivfrei waren und nur zwei davon hatten
eine BCG-Therapie.

Tabelle 5: Eingeteilt in 1 und 2

Tabelle 1:
Einzeln Aufteilung (P53(0)/Rez) mit BCG Therapie

Abhangigkeit von Therapie und Rezidivhaufigkeit bei P53- (p53-Negativ)

Rez.-Anzahl BCG Mito.
PTAG 1 3 1 0
PTAG 2 1 0 0
PTAG 3 0 0 0
Gesamt 4 1 0
Tabelle 2:
Einzeln Aufteilung (P53-(0)/K-Rez) mit BCG Therapie

Anzahl K-rez BCG Mito.
PTAG 1 10 2 0
PTAG 2 1 0 0
PTAG 3 1 0 0
Gesamt 12 2 0

Aufgrund kleiner Erwartungswerte wurde der Exakte-Fischer-Test durchgefihrt. Eine signifikante
Abhéangigkeit zwischen Therapie und Rezidivrate bei P53-Negativitat ist nicht nachweisbar.

3.5.

Zur Beantwortung dieser Frage, wurde aus den vorhandenen Patientendaten folgende
tabellarische Darstellung zusammengestellt.

Abhangigkeit zwischen Rezidivhaufigkeit und Tumorstadien bei P53

Tabelle 6:
P53 gb ge gs kr te Summe
0 4 0 0 12 0 16
2 bis 20 20 5 3 37 0 65
25 bis 40 6 2 0 12 1 21
50 bis 90 7 2 2 14 3 28
Gesamt:| 37 9 5 75 4 130
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Die Abkirzungen in der Grafik stehen fir:
gb= Tumorstadium gleichbleibend

ge= Grading-erhoht
gs= Grading-gesenkt
te= Tumorstadium-erhoht

kr= kein rezidiv

Auf dem ersten Blick in der Gesamtreihe P53=0 lasst sich erkennen, dass bei 16 Patienten mit
P53 negativ, 12 Patienten ,kein Rezidiv nachweisbar® und bei 4 Patienten mit Tumorrezidiv die
Tumorstadien gleichgeblieben sind. Somit ist bei P53=0 der hdchste Anteil an Rezidivfreiheit
anzunehmen und eine bessere Prognose zu erwarten.

In dieser Tabelle wird ebenso das Verhéltnis p53-Uberexpression und Tumorstadium und
Tumorrezidiv verdeutlicht. Der Vergleich beider Spalten ,gb“ (Tumorstadium gleich bleibend) und
Jte“ (Tumorstadium erhéht) mit p53-Uberexpression in Prozent lasst vermuten, dass je héher der
prozentuale Anteil der p53 ist , desto groRer ist die Wahrscheinlichkeit fur die Erhéhung der
Tumor-Stadien.

Aus der Tabelle 6 lasst sich erkennen, dass mit zunehmendem Anteil an p53-Uberexpression
und damit p53-Mutation (hier ab p53 30%) haufiger die Infiltrationstiefe des Urothelkarzionoms
zunimmt.

Betrachtet man die Rezidivhaufigkeit des Harnblasenkarzinoms in Abhangigkeit ihrer P53-
Expression ohne Unterscheidung nach Tumor-Stage und Tumor-Grad, so erhalt man durch
Vergleich der Spalte ,kr* (kein-Rezidiv) und p53 folgende Beweisfiihrung:

Nachdem die berechneten Erwartungswerte alle gréf3er als 10 sind, wurde der Chi-Quadrat-Test
durchgefihrt. Mit dem Ergebnis p=0,0173 und somit <0,05 ist zwischen Rezidivhaufigkeit und
Tumorstaging und Tumorgrading ein signifikanter Zusammenhang festzustellen. Somit kann die
charakteristische Aussage, je hoher das Tumorstaging und -—grading, desto hoher die
Rezidivrate, bestatigt werden.

Tabelle 7:
Abhangigkeit zwischen Rezidivhaufigkeit und Tumorstadien

Anzahl Keine

Anzahl Rez. Rez
PTAG 1 35 27
PTAG 2 9 24
PTAG 3 5 2
PTAG 3, Cis 1 0
PT1G2 2 1
PT1G3 2 7
PT1G3, CiS 2 0
PT1G4 1 0
Gesamt 57 61
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3.6. Abhangigkeit zwischen Rezidivhaufigkeit und prozentualen Anteil der

P53

Fir die Auswertung sind die Patienten hinsichtlich ihres prozentualen Anteils an P53 in vier
Gruppen unterteilt:

. P53 = 0%
. P53 <20%
) P53 20% <=40%
o P53 >40%

Nachdem alle Erwartungswerte P groRer als 10 sind, kann der Chi-Quadrat-Test durchgefihrt
werden.

Diese Auswertung zeigt, dass nicht die Aussage getroffen werden kann, dass mit zunehmendem
Anteil der P53-Expression die Rezidivrate kontinuierlich zunimmt. P=0,1782

Tabelle 8:

P53 RZ-0 RZ-1 RZ-2 RZ-3 | RZ-4 Summe
0 12 3 1 16
2 bis 20 3 2 1 1 7
25 bis 40 1 1
50 bis 90 9 1 1 11
Gesamt:] 24 6 3 1 1 35

3.7.

Die Verteilung der Rezidivhaufigkeit des Tumors ist bei den Tumorpatienten mit Risikofaktoren
Rauchen und Alkoholkonsum in Tabelle 3 dargestellt. Betrachtet wurden alle Patienten die
derzeit Rauchen bzw. Alkohol konsumieren, die bereits geraucht oder Alkohol konsumiert haben
sowie Patienten die beide Risikofaktoren konsumiert haben bzw. weiterhin konsumieren.

Abhangigkeiten zu Risikofaktoren (Rauch- und Alkoholkonsum)

Anhand des Binominaltests konnte keine Abhangigkeit zwischen Rauchen/Alkohol als
Risikofaktoren und Rezidivwahrscheinlichkeit festgestellt werden.K=16 ,K=32
Tabelle 9:
Rauchen (inkl. Alkoholgenuf})
Man Frau Summe
kein rezediv 20 6 26
rezediv 13 3 16
Gesamt: 33 9 42
Tabelle 10: - A oholgenuB (inkl. RauchgenuB)
Man Frau Summe
kein rezediv 33 4 37
rezediv 28 4 32
Gesamt: 61 8 69
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4,

Diskussion

Fragestellung und Untersuchungsziele

Das Urothelkarzinom der Blase gilt als eine der haufigsten malignen Erkrankungen der ableitenden
Harnwege und ist daher von zentralem Interesse in der urologischen Forschung. Insbesondere
Diagnostik und Therapien dieses Leidens unterliegen einem stetigen Wandel.

Zusammenfassend sollten diese Ziele unserer klinischen Arbeit beantwortet werden:

1)

2)

3)

Urothelkarzinome der Harnblase unterschiedlicher Infiltrationstiefe und Differenzierung sollten
immunhistochemisch auf eine mogliche p53-Mutation und eine daraus resultierende nukleare
Uberexpression des codierten Tumor-Suppressor-Proteins hin untersucht werden.

In der Folge galt es, die ermittelten Ergebnisse mit den histopathologischen Parametern
Tumorstadium und -differenzierung zu untersuchen, um einen moglichen Einfluss des p53-
Funktionsverlustes auf fortschreitende Infiltration und Entdifferenzierung des Tumors
nachzuweisen.

Weiterhin sollte diese Untersuchung ergrinden, ob die prognostische Wertigkeit einer p53-
Uberexpression bezlglich der Wahrscheinlichkeit eines Tumorrezidivs beweisbar ist und
inwieweit ein Zusammenhang zwischen Effektivitdt der BCG-Therapie und der Rezidivrate

besteht.
Onkogene und Tumorsuppressorgen p53

Unter Regulations-, Wachstums- oder Differenzierungsgenen sind auch Onkogene
4,18,26,40,66,193,209 82,83,129,226 . .
oder Tumor-Suppressor-Gene einzureihen.

Onkogene wurden urspringlich in transformierenden Retroviren entdeckt189, spater aber als
normale, nicht-tumorogene Komponenten des Genoms (,Protoonkogene®) in zahlreichen
héheren Organismen wiedergefunden21, wo sie offensichtlich zum normalen Gen-Bestand
gehdéren und unter fein regulierter Expressionskontrolle Uber spezielle Signalbahnen in
Differenzierungs- und Wachstumsprozesse involviert sind61’223. Unterschieden werden die
1O1n1k20ég1eg1e anhand der Funktion und Komplementierung der durch sie exprimierten Proteine

Zur Transformation der Zelle kommt es, wenn diese Gene eine Aktivierung erfahren, der ihren
Expressionsstatus in qualitativer oder quantitativer Hinsicht verandert. Dies erfolgt z.B. durch
Punktmutationen36’215, Gen-AmpIifikationen198 oder eine veranderte PromotorkontroIIeHs. Unter
diesem Aspekt sind Dbeispielweise die durch PAK (Polyzyklischer aromatischer
Kohlenwasserstoff) ausgeldésten somatischen Mutationen zu sehen. So wurden in zahlreichen
Untersuchungen entsprechende DNA-Modifikationen, wie sie bei Exposition gegenﬂber PAK
entstehen, als kausale Vorstufe aktivierter Onkogene nachgewiesen 5,19,32,52,144.2 1. Dabei wird
in den Zielorganen dieser chemischen Kanzerogene (v.a. Haut und Lunge) die Korrelation
zwischen Exposition gegenuber Vertretern dieser Substanzklasse und Onkogen-Aktivierung in
vivo durch entsprechende Befunde in experimentell erzeugten Versuchstiertumoren45 bzw.

Tumorgewebsproben von Rauchern 139,183 gestutzt.

Verglichen mit den Onkogenen scheint das Tumor-Suppressor-Gen p53 eine offenbar noch
entscheidendere Bedeutung fur die Entstehung von Tumoren zu haben (s. Abb.1-1). Es ist das
mit Abstand am haufigsten in menschlichen Tumoren in mutierter Form nachgewiesene Gen37’
75,84,93,133,230 : . .

. So wird es mit hoher Frequenz v.a. in kolarektalen und Lungentumoren, aber

auch in vielen anderen Arten von Neoplasien gefunden 8,70,75,118,164,216 .

Der Nachweis von p53-Mutationen gilt - nahezu unabhangig von der Art des Tumorgleichsam -
als ungunstiger prognostischer Marker bezuglich der Aggressivitat des Tumors und der

Uberlebenschance des Patienten 53,79,106,117,146,155,182,188,204,214,222,226 .
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In nicht mutierter Form ist das Genprodukt, das Tumorsuppressorprotein p53, in der Lage, sich
als nukledres Phosphoprotein in sequenz-spezifischer Manier an die DNA zu binden

12,49,56,97,219 und als transkriptionskontrollierender Faktor 10,86,63,69,72,81,156,166,202 die
Zellproliferation transformierter Zellen zu blockieren9‘65 bzw. deren tumorigenen Phanotyp
wieder umzukehren® . Aufgrund seiner Eigenschaft, nach einem DNA-Schaden den Zellzyklus
zu arretieren38 und dadurch die Reparatur der Nukleinsaure zu ermé’:glichen67’84‘145 oder aber
die Zelle in den kontrollierten Sterbeprozess der Apoptose zu schicken57’60’199, wurde dieses
Protein auch als ,Wachter des Genoms*® (guardian of the genome) bezeichnet'?’ .

Die Entdeckung des Tumor-Suppressor-Gens p53 erfolgte in Zusammenhang mit Studien Gber
das transformierende SV40-Virus (Simian Virus 40) und dessen larger T-antigen, “So wurde das
p53 zunachst als 54 kDa schweres Phosphorprotein identifiziert* das mit diesem SV40-Antigen

einen Komplex in der infizierten Zelle bilden kann'2>1%8 Gleichzeitig wurde es aber auch in
spontan transformierten bzw. chemisch-induzierten Tumorzellen gefunden48‘13

Dariber hinaus wurde nachgewiesen, dass das p53-Protein auch die Onkoproteine E18 bzw. E6
. 197,241 . . 232 . .

aus transformierenden Adenoviren bzw. humanen Papillomviren zu komplexieren in der

Lage ist. Zur Zeit der erfolgreichen Klonierung des p53-Gens, beginnend im Jahre

198380‘168‘244, hielt man es fir ein Onkogen und das korrespondierende Produkt fiir ein

Onkoprotein.

~a

Bax gene

Mutatiom
inm
P53-Gem

Apoptose

DNA- - G1-Arrest
Progression Reparatur
Des Zell-
Zyklus -I- - \/
I P21 WAF-1
‘i ‘ <+ | GADD45
Tumor X

Abbildung 1

Dies basierte auf den Beobachtungen, dass die Transkription des Gens zu einer
. . 105 . . :
Immortalisierung von Zellen begrenzter Lebensdauer flhrte bzw. in Kooperation mit dem
. . : o . 58, 174
Onkogen ras eine Transformation verschiedener Ziellinien induziert werden konnte

Ab Ende der 80er Jahre wurde schliel3lich erkannt, dass es sich eigentlich um ein
tumorsupprimierendes Gen handelt, das in mutierter Form zwar schwach onkogen wirken kann

, in Wildtypform jedoch die Transformation und Proliferation von Tumorzellen verhindert
9,51,59,65,92,153

35,187

Das Tumor-Suppressor-Gen p53 ist bei Mausen auf Chromosom 11 und bei Menschen auf
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dem kurzen Arm des Chromosoms 17 (17p13.1) lokalisiert 137 Die Gene beiderlei Spezies
bestehen aus 11 Exons (der DNA-Bereich, der in Messenger-RNA transkribiert wird), von denen
jeweils das erste nicht-codierend ist. Via Transkription werden 2,2 7T bzw. 2,5 kb 80 lange
MmRNA’s gebildet, die jeweils fur ein Protein codieren, das aus 387 (Maus) bzw. 393
Aminosauren (Mensch) besteht'3"2%° ynd posttranslational an Serinresten phosphoryliert
18,148,153,217 bzw. glykosyliert wird200 . Die N-terminale aus 75-80 Aminosauren bestehende
Region ist stark ionisch und sauer; sie ist in der Lage eine p-helikale Struktur zu formen, die der
(trans-)aktivierenden Doméane anderer Transkriptionsfaktoren sehr dhnlich ist®* 178 Die zentrale
core-Domaéane zwischen den Aminosauren 126 und 306 (hervorgehend aus den Exon 5-8) ist
dagegen hydrophob und Prolin-reich, was fur die DNA-Bindung entscheidend ist.

Die 1994 erfolgte Kokristallisation dieser Region mit einer gebundenen consensus-Sequenz der
DNA39 fihrte zu der Erkenntnis, dass die normalerweise in menschlichen Tumoren gefundenen
Mutationen des p53-Gens gerade an Stelle dieser core-Sequenz des korrespondierenden
Proteins auftreten, die als Kontaktpunkte zur Nukleinsaure dienen (> 85%)75 (Greenblatt et al.,
1994). Ubereinstimmend damit sind es dann auch Mutationen an den Codons 157, 248 und 273,
o . : 75,93,94,134 :
die in hoher Frequenz in menschlichen Tumoren gefunden werden . Insbesondere ist
eine Mutation an der Position 135 des Proteins daflir verantwortlich, dass das Protein in
Kooperation mit den Onkogen ras die Transformation verschiedener Zellinien induziert92 . Die C-
terminale Region des p53-Proteins schlielllich (Reste 276-390 in Maus bzw. 319-393 in Mensch)
ist basisch und eine erneute hoch geladene, u-helikale Strukturen formende Domane. Sie ist
notwendig zur OIigomerisierun? des Proteins, da das p53 am effektivsten in Form von
Tetrameren an die DNA bindet' >* 8% Wweiterhin wird vermutet, dass sie den entscheidenden
»oensor” fur DNA-Schaden darstellt, basierend auf der nachgewiesenen Fahigkeit zur Erkennung
. . 114 . - 104
von Mismatch-Mutationen oder einzelstrangiger DNA ™" .

Aktiv wachsende und sich teilende Zellen in Kultur oder Geweben besitzen eine 3- bis 5-fach
hohere Menge an p53-spezifischer mRNA als ruhende Zellen181 . Insgesamt ist der Gehalt an
p53-Protein in normalen bzw. nicht-transformierten Zellen jedoch relativ gering, auch bedingt
durch einen hohen proteolytischen Umsatz. So liegt die Halbwertzeit des zell- und
. o . . 65,76,169 . R
gewebsabhangigen Proteins im Rahmen von nur wenigen Minuten . Andererseits kbnnen
Mutationen - auch solche wie sie in transformierten Zellen vorkommen - (ber
Konformationsdnderungen des Proteins zu einer erheblich verlangerten Halbwertzeit und damit
indirekt zu einem erhéhten Gehalt an p53 in der entsprechenden Zelle f[]hr<an65’170

Ein anderer Mechanismus liegt der Konzentrationserhdhung des p53-Proteins zugrunde, die
nach Induktion eines DNA-Schadens durch UV-Strathng78‘143‘243, ionisierende Strahlung
oder andere DNA-modifzierende Agentien wie Antitumormittel/Zytostatika'®'®® sowie PAH
23,111,177,236 . . . -
gemessen werden. Dabei wird durch Einsatz von Transkriptions- bzw.
Translationshemmern ein posttranslationeller Mechanismus der Stabilisierung des nicht-
mutierten p53-Proteins nachgewiesen, von dem angenommen wird, dass er auf

Phosphorylierung, oly-ADP-Ribosylierung, Proteinbildun oder Oligomerisierun beruht
109,11%,14 ,227 g poly y g 9 9 9

Eine Uberexpression des nicht mutierten p53-Proteins (Wildtg/gp% induziert in Tumorzellkulturen
einen Wachstumsstoppg’?"r"%’151 oder die Apoptose 0,162,199,242 der betroffenen Zellen. Es
konnte dargelegt werden, dass der Zellzyklus, ausgelést durch einen DNA-Schaden und
vermittelt durch eine erhdhte Konzentration an Wildtyp-p53 in der Zelle, sowohl in der G1-Phase
als auch in der G2-Phase arretiert */719%: . Da der Wachstumsstopp in p53-defizienten Zellen
immer noch in G2, nicht mehr jedoch in G1 erfolgen kann, ist die Schlussfolgerung erlaubt, dass
das Tumorsuppressorprotein p53 in seiner nicht-mutierten Form fir die Arretierung des
Zellzyklus in G1 essentiell notwendig ist 109,

Klar ist bislang, dass die Expression von Regulationsfaktoren aktiviert wird, die ihrerseits
wiederum negativ auf das Zellwachstum bzw. auf die Expression von Zellwachstumsfaktoren
einwirken®%® . Sicher jedoch ist, dass das Produkt eines weiteren p53-Zielgens, das sogenannte
,Wild-typ p53 Activated Fragment 1“ (WAF1), die tumorsupprimierenden Eigenschaften des p53
in Zellkultur vermittelt °® .
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Das Gen selbst enthéalt die p53-Bindedoméane in seiner proximalen Promoterregion. Da sein
Proteinprodukt noch in weiteren Untersuchungen entdeckt wurde und als ,CDK-interactin protein
1« 81 bzw. p21 239 bezeichnet wurde, tragt es heute tblicherweise den Namen p21WAF1/Cip! (s.
Abb. 1-1). Das p21WAF1/Cip1-Protein ist in der Lage Cyclin-abhangige Kinasen (Cyclin-
dependent Kinases), CDK’s zu inhibieren, deren Aktivitat fir die Zellzyklus-Progression, also das
Durchlaufen und den geregelten Ubergang der einzelnen Zellzyklusphasen, insbesondere von
G1 nach S, zwingend erforderlich ist 81.85.114.239 Wird nun durch einen DNA-Schaden die p53-
Akkumulation in der betroffenen Zelle induziert (s.0.), so wird der dadurch initiierte
Zellzyklusstopp mit grolRer Wahrscheinlichkeit durch p21 WAF21/Cip1 vermittelt50’56’57 .

Dabei scheint die Arretierung des Zellzyklus eine Art passiver zellularer Abwehrmechanismus zu
sein, der die Replikation modifizierter DNA verhindert und damit der enzymatischen Reparatur
des Schadens den Weg bahnt'36:147:205239 " " (3pereinstimmend mit diesen Annahmen wurde
festgestellt, dass p21WAF1/Cip1 wohl die ,Proliferation Cell Nuclear Antigen“ (PCNA-)abhangige
DNA-Replikation, nicht jedoch eine DNA-Reparatur in vitro inhibiert137 . Auf der anderen Seite
konnte jedoch in weiteren Untersuchungen auch demonstriert werden, dass neben der p53-

abhangigen eine p53-unabhdngige Regulation des p21WAF1/Cip1201 und gleichfalls auch eine

p53-unabhangige tumorsupprimierende Funktion dieses Proteins existieren muss 240 .

P53 — Immunhistochemie

Es bestehen widerspruchliche Aussagen daruber, welche Rolle P53 bei urologischen Tumoren
spielt und wie oft es in nachweisbarer Form lUberhaupt bei den einzelnen Tumorarten auftritt. Es
soll deshalb die Darstellung von p53-Antigen (dem eigentlichen Protein) in histologisch
aufgearbeiteten Tumorgewebsproben von oberflachlichen malignen Tumoren auf urologischem
Gebiet erfolgen. Dazu werden immunhistochemische Farbungen an Nachschnitten des
archivierten Tumormaterials durchgefuhrt. Das akkumulierte p53-Protein kann sowohl in seiner
Wildtyp-Form als auch in seiner mutierten Form mittels p53- Antikérpern immunhistochemisch
dargestellt werden.

Dieses Verfahren ist bereits an einer groen Zahl unterschiedlicher Tumoren erprobt und
erfolgreich durchgefiihrt. Die positive Kernfarbung der Mehrheit der Tumorzellen bei
gleichzeitiger Negativitdt der umgebenden Gewebe ist ein haufiges Farbemuster, dass fiir eine

.,missense mutation“ des p53-Gens charakteristisch ist82 .

Zahlreiche Studien belegen eine signifikante Korrelation zwischen einer Uberexpression des p53-Proteins

und einer Mutation des codierenden Gens bzw. einer 17pl13.1-Deletion *°, was die Aussagekraft dieses
immunhistochemischen Verfahrens nochmals unterstreicht.

Der Nachweis von P53-Mutationen, nahezu unabhangig von der Art des Tumorgleichsames, gilt als sehr
ungunstiger prognostischer Marker bezuglich der Aggressivitat des Tumors und der Uberlebenschance
des Patienten®7%:106:110.146,172,182/188,204215222226 1y dieser klinischen Studie konnte diese Tatsache
wiederum bestatigt werden.
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Von 134 untersuchten Ubergangszellenkarzionomen der Harnblase konnte bei 118
Tumorpatienten eine P53-Expression nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis steht in
Ubereinstimmung mit zahlreichen Studien, die einen Anteil an P53-positiven Tumoren zwischen
40 und 70% gefunden haben'6%167:203.237 " gomit ist die Auftritthdufigkeit der Tumor-Marker
(P53) in den oberflachlichen Urothelkarzinomen der Blase als bedeutsam nachgewiesen.

Bei den 118 Patienten mit nachweisbarem Tumor-Marker (P53 +), sind bei 57 Patienten
Tumorrezidive und bei 61 Patienten eine Rezidivfreiheit festgestellt worden. Somit konnte im
Gegensatz zu zahlreichen Studien, die einen Zusammenhang zwischen P53-Expression und
Tumorrezidiv bestatigten, keine kennzeichnende Korrelation zwischen Rezidivhaufigkeit und
P53-Positivitat festgestellt werden, wie auch wenige Autoren, die zu derselben Schlussfolgerung

2,218
kamen

Als ein wichtiges Ergebnis dieser Studie kann die typische Korrelation zwischen Rezidivrate und
Infiltrationsstadium sowie Malignitatsgrad des Tumors bei P53-Expression diagnostiziert werden.
Somit kann die Aussage, je hoher das Tumor-Stadium und das Tumor-Grading, um so haufiger
das Rezidiv, belegt werden. Dies steht im Einklang mit der Aussage der Studie , dass eine
P53-Mutation nach immunhistochemischer Analyse mit hdéherem Tumorstadium und
Tumorgrading und der Prognose der Krankheit wie der Rezidivhaufigkeit korreliert.

Uber den Zusammenhang zwischen dem prozentualen Anteil der P53-Expression und der
Rezidivhaufigkeit wurden bis heute kaum Studien publiziert. Diese klinische Arbeit untersuchte
neu jeden einzelnen pathalogisch-anatomischen Befund der vorbehandelten priméaren
Urothelkarzinome der Blase und die Operationpraparate in der Pathologie des Krankenhauses
Bogenhausen in Minchen. Es wurden an reprasentativen Gewebsstlicken der prozentuale Anteil
der P53 bestimmt. Das wichtigste Ergebnis dieser Studie ist, dass mit zunehmendem
prozentualen Anteil der P53-Expression die Rezidivrate nicht kontinuierlich zunimmt.

Ein weiterer Teil dieser Studie eruierte einen madglichen Zusammenhang zwischen
BCG/Mitomycin-Therapie und der Rezidivhaufigkeit bei Patienten mit P53-Expression
(Positivitat). Bei dem aus 134 Personen bestehenden Patientenkollektiv ist bei 118 Patienten
der Tumor-Marker p53 nachweisbar. 57 dieser Patienten haben ein Tumorrezidiv und 61 sind
rezidivfrei. Von den 57 Patienten (mit Positivitdt der Tumormarker und Rezidiv) hatten 24
Personen eine Behandlung. Von den 61 rezidivfreien Patienten wurden 28 behandelt. Wie es in
den wenigen Vero6ffentlichungen bestatigt wurde219‘206 konnte keine signifikante Korrelation
zwischen P53-Status und der BCG/Mitomycin-Therapie belegt werden. Das Resultat, gefunden
von Fontana et al.,, dass eine BCG-Therapie unter Umstanden die Expression von P53 in

Urothelkarzinomen senken kann '°® konnten wir somit nicht bestatigen.

Angaben zum Verlauf der Erkrankung wurden durch Nachuntersuchungen des
Patientenkollektivs = gewonnen und ergeben entsprechend der Jahrgdnge der
Operationspraparate einen Uberwachungszeitraum von acht Jahren. Insbesondere wurden hier
die haufigsten Risikofaktoren wie z.B. Rauchen und Alkohol und die Nebendiagnosen Diabetes
mellitus, obstruktive Lungen-Erkrankung und andere Malignome in der Anamnese beobachtet.
Dass das Blasenkarzinom in seiner Pathogenese eng mit der Einwirkung chemischer
Karzinogene aus der Umwelt zusammenhangt und durch zivilisationbedingtes Verhalten

(Rauchen) provoziert wird, steht schon seit den friiheren siebziger Jahren fest*? |

Interessant ist hier der Zusammenhang zwischen Rezidivhaufigkeit und Rauchen / Alkohol als
Risikofaktor.

Untersucht wurde in unserer Studie das Risiko “Alkoholkonsum® zuséatzlich zum Nikotinkonsum,
um eine Korrelation dieses Risikos mit Urothelkarzinom festzustellen.

Nach unseren klinischen Erfahrungen ist am Ehesten die beobachtete Haufung von
Blasentumoren bei C2-Abusus durch gleichzeitiges Rauchen zu erklaren.

In dieser Studie wurde festgehalten, dass 42 Patienten rauchen bzw. geraucht haben oder
geraucht und Alkohol getrunken haben. Dabei wurde bei 26 Patienten ein Tumorrezidiv
festgestellt und 16 Patienten waren rezidivfrei.
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Bei 69 Patienten mit Alkohol- und Tabakkonsum konnte festgestellt werden, dass 37 Patienten
Rezidivfreiheit und 32 Patienten ein Tumorrezidiv vorweisen. Somit konnte keine bezeichnende
Abhangigkeit zwischen Rauchen/Alkohol als Haupt-Risikofaktoren mit der Rezidivhaufigkeit des
Tumors bei den Tumorpatienten abgeleitet werden. Diese Aussage wird zugleich durch andere
Studien unterstrichen, dass bei betroffenen Patienten mit einer P53-Mutation eine Anhaufung
von Rauchern nicht objektiv darstellbar ist. (Beziehung zwischen Schadstoffexposition,
Fremdstoffbiotransformation u. Mutation Im P53-Tumor-Suppressor-Gen beim Harnstoff 1998).
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5. Zusammenfassung

Das Tumor-Suppressor-Protein P53 spielt eine zentrale Rolle bei der Sicherung der Genom-Integritat und
sein Funktionsverlust begunstigt die maligne Zellproliferation und damit die Tumorentstehung. Die P53-
Mutation verursacht eine Instabilitédt der Zell-Zyklus-Kinetik und fuhrt zu einer Anhaufung der veranderten
Genprodukts im Zellkern und ist in Zusammenhang mit Harnblasenkarzinom ein haufig anzutreffendes
Ereignis. In dieser klinischen Studie wurden 134 oberflachliche Urothelkarzinome der Tumor-Stage PTa,
PT1 und pTis mit unterschiedlichem Malignitdtsgrad auf eine mdgliche P53-Expression mit dem
bewerteten prozentualen Anteil hin untersucht.

Im Anschluss daran wurden die erhaltenen Daten mit histopathologischen Parametern sowie
Rezidivhaufigkeit des Tumors und BCG/Mitomycin-Therapie sowie auch Risikofaktoren miteinander
korreliert. Angaben zum Verlauf der Erkrankung wurden durch Nachuntersuchungen des
Patientenkollektivs gewonnen.

Ziel dieser Studie war es, einen mdglichen Zusammenhang zwischen prozentualem Anteil der P53-
Expression bei den Tumorpatienten einerseits und der Tumor-Stage und -Grade, Effektivitdt der
BCG/Mitomycin-Therapie, Rolle der haufig vorgekommenen Risikofaktoren andererseits nachzuweisen
sowie den prognostischen Nutzen in Bezug auf Rezidivwahrscheinlichkeit.

Eine mdgliche P53-Expression wurde mit Hilfe der immunhistochemischen Farbung nachgewiesen. Die
Tumore wurden anhand der Quantitdt der gefarbten Zellkerne in Bezug auf P53 in vier Gruppen
untergliedert:

1) P53=0=negativ ,kein Tumorzellkern gefarbt*

2) P53 <20% ,weniger als 20% der Tumorzellkerne gefarbt"

3) P53 20%<=40% ,von 20% bis 40% der Tumorzellkerne gefarbt"
4) P53 >40% ,mehr als 40% der Tumorzellkerne gefarbt*

Bei 118 Patienten von insgesamt 134 Tumorpatienten wurde eine P53-Expression nachgewiesen. Somit
ist die Auftrittshaufigkeit des Tumor-Marker P53 im Ubergangszellkarzinom der Blase eindeutig
festgestellt. Von 118 Patienten mit P53-Positivitat sind bei 57 Patienten Tumorrezidive nachweisbar und
61 Patienten sind Rezidivfrei. Es besteht somit kein Zusammenhang zwischen P53-Expression und
Rezidivwahrscheinlichkeit.

Einen weiteren interessanten Aspekt bietet das Ergebnis aus der Korrelation zwischen Rezidivhaufigkeit
und Tumor-Stage und —Grade bei P53-positiven Patienten. Da, von diesen 118 untersuchten Patienten
mit P53+, 62 Personen das Tumorstadium PTaG1 (davon 35 Patienten mit Tumorrezidive), 33 Patienten
das Tumorstadium PTaG2 (davon 9 Personen mit Tumorrezidive), 23 Patienten das Tumorstadium
PTaG3 bis PT1G4 ( inklusive zwei Falle kombiniert mit Cis-stadium, von denen wiederum 13 Patienten
Rezidive haben) aufwiesen, ist ein signifikanter Zusammenhang zwischen Rezidivrate und Tumor-Stage
und —Grade bei P53-Expression (Positivitat) festzustellen. Somit kann die charakteristische Aussage , je
héher die Tumor-stage und —grade bei den Patienten mit P53-Expression desto hoher die
Rezidivwahrscheinlichkeit, getroffen werden. P=0,0173

Weiterhin konnte nach der Einteilung der 118 Patienten in vier Gruppen auf Basis nachgewiesenem
prozentualen Anteil der P53-Expression im Tumormaterial leider keine kennzeichnende Korrelation mit
der Rezidivhaufigkeit festgestellt werden. Was zur der Schlussfolgerung fiihrt, dass mit zunehmendem
Anteil an P53-Expression in den Tumorgeweben der oberflachlichen Urothelkarzinome der Blase die
Rezidivrate nicht proportional zunimmt.

Von 57 Patienten mit P53(Positivitdt) und vorhandenen Tumorrezidiven wurden 24 Patienten (20
Patienten mit BCG und 4 Patienten mit Mitomycin) therapiert. Von den 61 Patienten mit ebenso
P53(Positivitat) aber mit Rezidivfreiheit sind 28 Patienten (20 Patienten mit BCG und 8 Patienten mit
Mitomycin) behandelt worden. Schlussfolgernd kann man postulieren, dass eine signifikante Abhangigkeit
der Rezidivhaufigkeit bei P53-Expression von der BCG/Mitomycin-Therapie nicht festzustellen ist.
P=0,6781
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Im Anschluss wurde angestrebt, anhand der nennenswerten Anzahl an Patienten (111 Patienten mit
Risikofaktoren), die geraucht und/oder Alkohol getrunken haben, eine Korrelation mit der Rezidivrate
nachzuweisen. Nach unseren Daten hatten 26 Patienten der 42 Raucher und 37 Patienten der 69
Alkoholiker Tumorrezidive. Nach unserer statistischen Analyse haben wir die Schlussfolgerung gezogen,
dass ein Zusammenhang zwischen Rauchen/Alkohol als Risikofaktoren und der Rezidivhaufigkeit ebenso
nicht feststellbar ist.

Von den restlichen 16 Patienten, bei denen kein Tumor-Marker (P53) nachweisbar war (P53=0=negativ),
sind 12 Patienten rezidivfrei und 4 Patienten weisen Tumorrezidive nach. Somit kann bestatigt werden,
dass der fehlende Nachweis von Tumor-Suppressor-Protein P53 in dem Tumormaterial den héchsten
Anteil an Rezidivfreiheit verspricht und bessere Chancen auf eine bessere Prognose bestatigt.

Auch hier bei 16 P53-negativen Patienten (davon 12 rezidivfrei) sind 2 Patienten mit BCG therapiert
worden und einer von 4 tumorrezidiven Patienten hatte eine BCG-Therapie beansprucht. So konnte keine
Korrelation zwischen Rezidivwahrscheinlichkeit und BCG-Therapie auch bei Patienten ohne den
nachweisbaren Tumor-Marker P53 festgestellt werden.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass bei der P53-Expression als Zeichen einer Gen-Mutation eine
fortgeschrittene Infiltration als auch eine zunehmende Entdifferenzierung des Urothelkarzinoms mit der
Rezidivrate positiv korreliert. Aus der signifikanten und nachweisbaren Auftritthaufigkeit des Tumor-
Suppressor-Proteins P53 in dem Ubergangszellkarzinom der Blase und der nachgewiesenen positiven
Korrelation zwischen Tumor-Stage und —Grade mit der Rezidivhaufigkeit und der Tatsache, dass die
BCG/Mitomycin-Therapie mit der Rezidivrate nicht korreliert, kann man einen effizienten Nutzen bei der
Auswahl eines adaquaten Therapieverfahrens insbesondere in der Gruppe haufig rezidivierender
PTa/PT1-Karzinome ziehen. Dass der prozentuale Anteil der P53 mit der Rezidivhaufigkeit nicht
korreliert, bestreitet aber nicht die schlechte Prognose der P53-Uberexpression in den fortgeschrittenen
Tumorstadien. Die Tatsache, dass die Tumorpatienten ohne nachweisbaren P53-Marker den hdchsten
Anteil an Rezidivfreiheit zeigen, l8sst die Beurteilung der Tumorprognose auf eine mdglichst breite Basis
stellen, was die arztliche Therapieentscheidung mit ihren weitreichenden Konsequenzen fir die
Lebensqualitat des Patienten erheblich erleichtern konnte.
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