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1.Einleitung

1.1. Inzidenz und Atiologie des Harnblasenkarzinoms

Das Harnblasenkarzinom ist mit einer Inzidenz von 17 - 19 Neuerkrankungen pro
Jahr bezogen auf hunderttausend Personen der zweithaufigste Tumor des
Urogenitaltrakts, wobei die Tendenz steigend ist. In Europa rechnet man mit 74000
Neuerkrankungen pro Jahr und fur die USA gibt die American Cancer Society
52900 Neuerkrankungen und 11700 Todesfalle infolge eines Harnblasenkarzinoms
pro Jahr an (Parker SL et al., 1996).

Das Urothelkarzinom ist hauptsachlich ein Tumor des hdheren Alters mit einem
Altersgipfel von 65-70 Lebensjahren. In nur weniger als 1% der Falle erkranken
jungere Patienten unter 45 Jahren (Zaak D, Weiss M, 2003).

Das Harnblasenkarzinom ist der funfthaufigste Tumor Uberhaupt und steht an der
zwolften Stelle der Todesursachen, bezogen auf alle auftretenden Karzinome
(Cohen SM, 1992). Dabei ist das mannliche Geschlecht 2- bis 3-mal haufiger
betroffen als das weibliche, wobei jedoch eine Uberproportionale Zunahme der

Haufigkeit bei Frauen in den letzten 20 Jahren zu beobachten ist.

Atiologie

Die atiologisch bekannten Risikofaktoren sind in Tab. 1-1 und Tab. 1-2. aufgelistet.
Der Kontakt mit verschiedenen karzinogenen Substanzen (Tab.1-1) kann nach
einer Latenzzeit von bis zu 30 Jahren zu einem urothelialen Karzinom fuhren
(Norpoth K, Woitowitz HJ, 1994).

Erbliche Faktoren scheinen nur eine untergeordnete Bedeutung zu haben, da eine
familiare Haufung nur selten beobachtet werden konnte (Zaak D, Weiss M, 2003).
Eine jungste Studie aus dem Jahr 2006 untersucht die kanzerogene Wirkung des

haufig angewandten Anasthetikums Prilocain (Gaber K et al, to be published).



Tab.1-1: Kanzerogene beim Harnblasenkarzinom

=Farbstoffe Naphthylamin

Auramin

Fuchsin

Benzidin
Anilin

4-Amino-biphenyl

Dichlorbenzidin

= Nikotin

= Nitrosamine

= Mykotoxine (Balkannephritis)

» Medikamente Chlonaphzamin
Phenacetin
Cyclophosphamid
Prilocain
Tab.1-2: Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines Urothelkarzinoms
= allgemeine Faktoren Alter, Geschlecht
» Rasse WeilRe > Schwarze

= geographische Gesichtspunkte Siidafrika > Europa > Asien

= Chemikalien aromatische Amine

Nitrosamine

= chronische Infektionen

mit und ohne Harnsteinbildung

= Bilharziose

* Harnsteinleiden

= chronische interstitielle Nephritis

1.2. Klinisches Beschwerdebild

Haufigstes Initialsyndrom des Harnblasentumors ist die schmerzlose, meist
intermittierende Makrohamaturie (80%). Oft fihrt aber auch die hausarztliche Urin-
Routineuntersuchung (Mikroskopie, semiquantitativer Teststreifen) mit dem

Nachweis einer Mikrohamaturie zum ersten Krankheitsverdacht.
Des Weiteren konnen dysurische und pollakisurische Beschwerden, eine
zunehmende Harndrangssymptomatik, sowie Flankenschmerzen, hervorgerufen

durch tumorbedingte Harnleiterobstruktionen im Bereich der Ostien mit
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konsekutivem Harnstau, richtungsweisend flr einen Harnblasentumor sein.
Subjektive Beschwerden kénnen lange Zeit fehlen. Fortgeschrittene Blasentumore
machen sich durch allgemeine Tumorsymptome wie Abgeschlagenheit,

Gewichtsverlust, Appetitlosigkeit und Anamie bemerkbar.

1.3. Histologie

Uber 90% der Harnblasenkarzinome sind Urothelkarzinome. Nur selten finden sich
Plattenepithelkarzinome (7%), Adenokarzinome (1 - 2%), mesenchymale Tumore
oder sekundare Blasentumore durch Infiltration und Metastasierung (Zaak D,
Weiss M, 2003). Bei der Erstdiagnose handelt es sich in Uber 80% um superfizielle
Karzinome, d.h. sie sind auf die Schleimhaut beschrankt und haben die Lamina
propria noch nicht durchbrochen. Zum Urothelkarzinom zahlt auch das Carcinoma
in situ (CIS), welches im Niveau der Blasenschleimhaut flachenhaft wachst, jedoch

aufgrund der hohen Metastasierungtendenz als sehr aggressiv einzustufen ist.

Die Histopathologie und die auf sie fuRende Stadieneinteilung ist von
entscheidender Bedeutung fur die Prognose sowie das therapeutische Vorgehen
beim Harnblasentumor. Deshalb sei hier tabellarisch auf die Stadieneinteilung nach
dem UICC/TNM-System und der WHO-Klassifikation hingewiesen (Tab. 1-3 bis 1-
5).



Tab.1-3 Stadieneinteilung nach dem UICC TNM-System (2002)

[T = lokale Ausdehnung des Primartumors]
Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden
T0 kein Anhalt fur Primartumor
Tis Carcinoma in situ
Ta nicht-invasives papillares Karzinom
T Infiltration subepithelial
T2 Invasion der Blasenmuskulatur
T2a .. Infiltration der oberflachlichen Muskulatur
T2b .. Infiltration der tiefen Muskulatur
T3 Infiltration des perivesikalen Gewebes
T3a .. mikroskopisch
T3b .. makroskopisch
T4 Infiltration von Prostata oder Uterus, Vagina, Becken oder Bauchwand
T4a .. Infiltration von Prostata, Uterus oder Vagina
T4b .. Infiltration von Becken- und Bauchwand

Die neue WHO Kilassifikation urothelialer Karzinome aus dem Jahre 1999
unterscheidet als ein neues Kriterium minimal invasive papillare urotheliale
Neoplasien mit Infiltration bis zur Lamina Propria (T1a) bei niedrigem
Malignitatspotential (PUNLMP) von papillaren urothelialen Karzinomen, die die
Lamina Muskularis Mucosae infiltrieren (T1b). Die subepitheliale Infiltration Gber

diese Schicht hinaus wird in T1c eingeteilt (Helpap B, 2002).

Tab. 1 -4: Stadieneinteilung des Lymphknotenbefalls

[N = Lymphknoten]
NXx Lymphknotenstatus unbekannt
NO keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Befall eines Lymphknotens < 2 cm im gréRten Durchmesser
N2 Befall eines Lymphknotens von 2 - 5 cm oder mehreren Lymphknoten
N3 Lymphknoten > 5 cm im gréten Durchmesser

Tab.1-5: Fernmetastasenstatus nach dem UICC TNM-System
Mx Unbekannt

MO Metastasenfrei
M1 Fernmetastasen




Tab.1-7: Klassifikation nach Gradingkriterien nach TNM-System und
Tumordifferenzierungsgrad (UICC 1992)

GO kein Tumor
G1 gut differenziert

G2 | méssig / mittelgradig differenziert

G3 entdifferenziert bzw. schlecht differenziert

CIS Carcinoma in situ

In Anlehnung an die Leitlinien zum Harnblasenkarzinom der ,European Association
of Urology* werden nach Prognosekriterien neuerdings drei Gruppen wie folgt
definiert (Tab. 1-6):

Tab.1-6: Klassifikation nach Prognosekriterien
oW risk” solitdre und primare Tumoren im Stadium pTaG1 — 2 und pT1G1
- G2.
sintermediate risk® primare multifokale Tumoren und Rezidive pTaG1 -2 und
pT1G1 - G2.
»high risk* pT1G3, pTaG3 und CiS.

In einer von Wifjes durchgefuhrten Studie, in der die Diagnosergebnisse
verschiedener renommierter pathologischer Institute miteinander verglichen
wurden, ergab sich bei den , high-risk® -Tumoren eine hohe diagnostische
Ubereinstimmung, hauptséchlich bedingt durch pTa-Tumore. Die Diagnostik der
pT1-Tumore und der Invasivitat gestaltete sich hingegen schwieriger (Witjes JA et
al, 2006).

1.4. Standard - Diagnostik

Die rechtzeitige und korrekte Tumordiagnostik ist fur die erfolgreiche Behandlung
der betroffenen Patienten mit einem Harnblasentumor von gréfter Bedeutung
(Carmack AJ et al., 2006). Bei Auftreten von klinischen Symptomen, vor allem
schmerzloser Hamaturie, ist die erste diagnostische MalRnahme die Sonographie,
mit der die Nieren, die geflllte Harnblase, die Leber und der Retroperitonialraum
beurteilt werden kdénnen. Die Ausscheidungsurographie gibt Auskunft Uber

etwaige Tumore im Harnleiter oder im Nierenbecken.

Bei fortgeschrittenen Tumoren der Harnblase sind weitere Untersuchungen zur

Bestimmung der Tumorausbreitung und Metastasierung indiziert. Hierbei kommen
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CT (Computertomographie), MRT (Magnetresonanz-Tomographie), Rontgen
Abdomen, Rontgen Thorax und die Skelettszintigraphie zur Anwendung.
Beurteilt werden die regionalen Lymphknoten (N-Kategorie) und eine hamatogene
bzw. lymphogene Fernmetastasierung der Bereiche Lunge, Leber, Knochen und
ZNS. Die Indikation zur Durchfihrung einer Knochenszintigraphie wird
unterschiedlich diskutiert und von einzelnen Autoren nur im Falle von
Knochenschmerzen oder einer Erhdhung der alkalischen Phosphatase gesehen
(Rdbben H, 1998).

Im Vordergrund der Blasentumordiagnostik steht die Weisslicht-Zystoskopie,
bzw. Weisslicht-Endoskopie (WLE). Hierdurch lassen sich insbesondere die
exophytischen und soliden Tumoren gut erkennen. Die Beurteilung der Patho-
Histologie und des Differenzierungsgrades erfolgen aus Biopsien und dem
Resektionsmaterial. Flache Schleimhautveranderungen, wie das Carcinoma in situ
(CIS), werden dagegen haufiger Ubersehen (Soloway MS et al., 1978). Das CIS
gehort zu den ,high-risk“~-Tumoren mit einer 5-Jahres-Progressionsrate von 50%
bei nicht rechtzeitig erkannten Tumoren (Witjes JA, 2004).

Seit den 60iger Jahren haben Urologen deswegen versucht, das Risiko, einen
Tumor zu ubersehen, zu minimieren und Methoden zu entwickeln, welche eine in-
vivo-Markierung der kaum bzw. nicht sichtbaren Neoplasien mittels eines
zusatzlichen Farbkontrastes ermdglichen. Diagnostische Methoden, die auf der
Detektion der Fluoreszenz systemisch verabreichter Substanzen wie Tetracycline,
Porphyrin-Mischungen oder Fluorescin beruhten, wurden an wenigen Patienten
getestet und als ungeeignet verworfen (Devonec M, et al., 1985; Jocham D, et al.,
1989; Whitmore WF). Der Versuch, Methylenblau intravesikal zu instillieren, schlug
ebenfalls fehl (Fukui et al., 1983, Vicente J, et al., 1987).

Zur Erfassung dieser problematischen Tumore werden heute die Urinzytologie
und die in der Arbeitsgruppe um Univ. Prof. Dr. med. A. Hofstetter (1990) durch 5-
Aminolavulinsaure induzierte Fluoreszenz-Endoskopie (AFE) erganzend
eingesetzt (Kriegmair et al.,, 1994). Fur die Standardzytologie (SZ) wird zur
Erkennung von hoch-, mittel- und entdifferenzierten Urothelkarzinomen eine
Sensitivitat von 50, 65-80% bzw. 85- 90% angegeben (Rubben et al., 1998).

-10 -



Durch die haufigen zelluldaren Veranderungen bei Harnwegsinfektionen wird die
zytologische Auswertung zusatzlich erschwert. Daraus erklart sich die niedrige
Sensitivitat der Standardzytologie (Steinbach P et al., 1994).

Die derzeit angebotenen Tumormarker zum Karzinomnachweis aus dem Urin, z.B.
der Bard- ® oder der NMP-22-Test®, haben mit einer Sensitivitat von etwa 56%
und einer Spezifitat von etwa 67 bei der Diagnostik unterschiedlich differenzierter
Blasentumoren bislang enttduscht (Tauber, S. et al., 2000). Daher kénnen diese
Labortestverfahren nicht als sinnvolle Erganzungen zur Zystoskopie und Zytologie
angesehen werden.

Des weiteren werden derzeit verschiedene Verfahren, z.B. immunologische
Tumormarker wie das Onkoprotein Her2 oder eine Untereinheit des Telomerase-
Enzyms (hTERT)® untersucht und entwickelt, um die Probleme der Invasivitat der
Zystoskopie und die Subjektivitat der Urinzytologie zu umgehen (Khalbuss W et al,
2006; Wilfing C et al, 2005).

1.5. Tumor-assoziierter Trypsin-Inhibitor (TATI)

Der tumor-assoziierte Trypsin-Inhibitor (TATI) wurde urspringlich aus dem Urin
einer Patientin mit Ovarialkarzinom isoliert (Stenman UH et al., 1982). TATI ist ein
Peptid, welches in hohen Konzentrationen von muzindsem Ovarialkarzinomen,
aber auch von anderen Tumoren erzeugt wird. TATI ist identisch mit dem bereits
frher beschriebenen Pankreas-Sekretions-Trypsin-Inhibitor (PSTI) (Huhtala ML et
al., 1982), welcher auch unter dem Namen ,Kazal Inhibitor*® bekannt ist (Kazal L
et al, 1948). Klinisch gesehen ist TATI insbesondere geeignet fur die Nachsorge
von Patientinnen mit muzinésem Ovarialkarzinom, aber auch bei verschiedenen
anderen Tumorarten. Beim Ovarial-, Nieren- und Harnblasenkarzinom ist TATI ein
Indiz fur eine schlechte Prognose. Dies wird erklart durch das gemeinsame
Auftreten von TATI und tumorassoziiertem Trypsin, von welchen man annimmt,
dass sie an den tumorassoziierten Protease-Kaskaden beteiligt sind, welche die
Tumorinvasion verursachen. Trypsin aktiviert gewisse Proteasen, die mit der
Tumorinvasion in Verbindung gebracht werden, z.B. Pro-Urokinase (Koivunen E et
al.,1991), sowie die Metallo-Proteinasen MMP-2 und -9 (Sorsa T et al., 1997).
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Beim Harnblasenkarzinom hat sich TATI als aussagefahiger erwiesen als die sonst
uberlicherweise verwendeten Serummarker, wie z.B. CEA, AFP, BHCG, PSA, SCC
-Antigen und CA 19-9 (Pectasides D et al., 1996). Abhangig vom Stadium treten
erhohte Konzentrationen in 22-70% der Falle auf, so dass TATI fur die
Tumornachsorge verwendet werden kann. Vorlaufige Studien deuten darauf hin,
dass TATI ein markanter Prognosefaktor fur einen unglnstigen Verlauf beim

Harnblasenkarzinom darstellt.

1.6. Bisherige Weiterentwicklungen der Urinzytologie

Die Urinzytologie ist keine objektive Untersuchungsmethode (Brown FM, 2000;
Lokeshwar VB 2001). Sie basiert weitgehend auf der Erfahrung des Untersuchers,
so dass die erheblichen Unterschiede in der Beurteilung der Praparate durch
verschiedene Untersucher erklart sind. Die Diskrepanz besteht v.a. bei den gut
differenzierten Tumoren. Schlecht differenzierte Tumore und das Carcinoma in situ
werden normalerweise auch bei den Bundesweiten Ringversuchen der Sektion
,2Jrinzytologie“* (Dr. von Dorp, Essen) von den Teilnehmern mit 95%iger
Zuverlassigkeit diagnostiziert (Rathert P, 2003).

Weiterentwicklungen der Urinzytologie mit dem Ziel der Automatisierung,
Verringerung der Subjektivitdt, und verbesserter Reproduzierbarkeit haben zur
Entwicklung vollautomatischer Bildanalysesysteme (Durchflusszytophotometrie)
und zur Entwicklung der interaktiven Einzelzellphotometrie (DNA Zytometrie)
gefuhrt (Rathert P, Roth S, 1995). Die zusatzliche Nutzung von einem oder
mehreren monoklonalen Antikdrpern im Rahmen der Immunzytologie als
Mehrparameterdurchflusszytometrie oder im Rahmen numerischer,
lichtmikroskopischer Auswertung von in-situ Urinproben, bei denen mittels
Fluoreszenz eine Aneuploidie der Chromosomen 3, 7 und 17 sowie der Verlust des
Locus 9p21 nachgewiesen werden kann (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH), beispielsweise als fertiges Testkit kommerziell erhaltlich unter dem Namen
UroVysionTM), hat sich bis jetzt in der Praxis nicht bewahrt. Das UroVysion-Testkit
sollte die Diagnose-Sicherheit verbessern, ist jedoch auch laut Hersteller nicht als
Ersatz fur die herkdmmlichen Diagnoseverfahren, sondern als Erganzung gedacht

(UroVysion Product Description, 2006). Zu bedenken ist auch, dass diese
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Diagnosemethoden sehr personal- und kostenintensiv sind. Davon abgesehen hat
sich die in sie gesetzte Hoffnung, die Prognose von Patienten mit

Urothelkarzinomen verbessern zu konnen, nicht erfullt (Oosterlinck W , 2001).

1.7. Fluoreszenzdiagnostik

Die Fluoreszenz-Endoskopie (AFE) bzw. Fluoreszenz-Zystoskopie (AFZ) mit 5-
ALA, entwickelt am Laser-Forschungs-Labor und der Klinik fur Urologie der
Ludwig-Maximilans-Universitat Minchen, unter Prof. Hofstetter, ist ein noch junges
Verfahren, mit welchem vor allem Praneoplasien und CIS-Tumore, die bei der
Weillichtzystoskopie nicht nachweisbar sind, dargestellt werden konnen. Es hat
sich gezeigt, dass die 5-Aminolavulinsaure (5-ALA) induzierte Fluoreszenz bei der
Zystoskopie der Standard- Zystoskopie mit Weilllicht deutlich Uberlegen ist (Babjuk
M et al, 2005).

Hexylaminolevulenat (HAL), ein Ester der 5-ALA, wurde fur die
Fluoreszenzdiagnose von Blasenkrebs im September 2004 von den schwedischen
Behorden zugelassen, im Marz 2005 erfolgte die Zulassung von 25 weiteren
europaischen Behorden. Die EU Guidelines: ,,On the Diagnosis and Treatment of
Urothelial Carcinoma in situ”, herausgegeben von der European Association of
Urology, sprechen folgende Empfehlung aus: ,Fluoreszenz-Zystoskopie sollte in
Erwagung gezogen werden, weil sie eine hdhere Sensitivitat aufweist als die
Weildlicht-Zystoskopie® (Van der Meijden R et al., 2005).

Bei der Fluoreszenzdiagnostik der Harnblase wird das Gewebe endoskopisch
beleuchtet und bildgebend die Fluoreszenz des Gewebes untersucht. Man
unterscheidet - je nachdem, ob primar korpereigene oder von aul3en applizierte
Fluorochrome optisch angeregt werden - zwischen Autofluoreszenz und
induzierter Fluoreszenz. Bei der Diagnostik des Harnblasenkarzinoms hat sich

die 5-ALA-induzierte Protoporphyrin-Fluoreszenz (PpIX-Fluoreszenz) bewahrt.
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1.7.1. Autofluoreszenz
Das Prinzip der Fluoreszenzdiagnostik beruht darauf, dass Licht einer bestimmten
Wellenlange mit Gewebe und dessen Fluorochromen interagiert. Wenn Licht in
Gewebe eindringt, tritt neben Absorption und Streuung auch Fluoreszenz auf. Fur
die korpereigene Fluoreszenz in menschlichem Gewebe sind eine Vielzahl von
Fluorochrome verantwortlich, die bei unterschiedlichen Wellenlangen zu
unterschiedlich starker Fluoreszenz angeregt werden. Wesentliche Vertreter, die in
hohen und somit leicht nachweisbaren Konzentrationen vorkommen, sind in Tab.1

-8 aufgelistet.

Tab.1-8 Koérpereigene Fluorchrome

Fluorochrom | Anregung Fluoreszenz |Ursprung

Tryptophan 275 350 Proteine

Kollagen 335 390 Bindegewebe

Elastin 360 410 Bindegewebe

NADH 340 470 Atmungskette

Flavine 450 520 Atmungskette

Porphyrin 405 635 bakt. Infektion, Hdmbiosynthese

Die optimalen Anregungswellenlangen befinden sich zumeist im ultravioletten
Spektralbereich. Da das menschliche Gewebe nicht nur aus eindeutig definierten
chemischen Verbindungen besteht, sind sowohl die Anregungs- als auch die
Emissionsbanden sehr breit. Beispielsweise konnen so die im Bindegewebe
auftretenden Fluorochrome Kollagen und Elastin Uber den gesamten sichtbaren

Bereich detektiert werden.

Das Prinzip der Auto-Fluoreszenzdiagnostik beruht darauf, dass es Unterschiede
in den Intensitaten der Fluoreszenzen zwischen Tumor- und Normalgewebe gibt.
Diese Unterschiede kdnnen vielfaltigste Ursachen haben, z.B. stoffwechselbedingt
sein. So ist bekannt, dass Veranderungen in der Atmungskette das Gleichgewicht
zwischen reduziertem bzw. fluoreszierendem und oxidiertem bzw. nicht-
fluoreszierendem NADH verschieben (Koenig F et al., 1996) kdnnen. Des Weiteren
wird die Fluoreszenz aber auch durch morphologische und geometrische Faktoren

beeinflusst.
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Einen hdheren Stellenwert als in der Urologie scheint die Autofluoreszenz bei der
Diagnostik von Bronchialkarzinomen zu haben (Frimberger D et al.,2001,
HauRinger K et al., 2005). Dort ergeben sich die Intensitatsunterschiede nicht aus
Konzentrationsunterschieden, sondern aus morphologischen Grunden: An Stellen
mit verdicktem Epithel, was als Verdacht auf einen Tumor gilt, ist die
Abschwachung groRer. Die von der Bindegewebsschicht schliellich emittierte
Fluoreszenzstrahlung wird beim Durchgang durch die Epithelschicht entsprechend
deren Dicke absorbiert und somit gedampft, bevor es das Gewebe verlasst. So
kommt es zu einer Verringerung der beobachtbaren Fluoreszenzintensitat von
Bindegewebe in Abhangigkeit der Schichtdicke des darlber liegenden Epithels
(Lam S et al., 1998).

1.7.2. Fluoreszenzdiagnostik mit 5-Aminolavulinsaure

Neben der Autofluoreszenz, die auf der Anregung der o0.g. endogenen Fluorophore
beruht, spielen mittlerweile exogen zugefuhrte Photosensibilisatoren fur die
Diagnostik eine wesentliche Rolle.

Von den zahlreichen Vertretern st fur diagnostische Zwecke beim
Harnblasenkarzinom die 5-Aminolavulinsaure (5-ALA) eine mittlerweile sehr
erfolgreich eingesetzte Substanz.

5-ALA ist eine Vorstufe der Hambiosynthese, aus der im zelleigenen Ham-
Zellstoffwechsel  Protoporphyrin  IX  (PplIX) entsteht, das bei einer
Fluoreszenzanregung mit energiereichem blauviolettem Licht mit einer Wellenlange
um 405 nm eine charakteristische Rotfluoreszenz - bestehend aus 2 Banden mit

Maxima bei 635 nm bzw. 705 nm - emittiert.

Zur Stimulation der Synthese fluoreszenzoptisch nachweisbarerer Konzentrationen
an PplX reicht es aus, Zellen mit 5-ALA zu inkubieren. Im Rahmen des Ham-
Biosynthesezyklus wird aus acht 5-ALA-Molekulen ein Protoporphyrin IX-Molekul
synthetisiert. Fluoreszierendes Protoporphyrin IX wird im Rahmen der
Hambiosynthese intrazellular gebildet und akkumuliert selektiv in Tumorzellen,
wenn durch geeignete Inkubation mit 5-ALA der Ruckkopplungsmechanismus
auller Kraft gesetzt wird (Peng Q et al, 1997).
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Tumorzellen reichern Protoporphyrin IX wesentlich starker an als Normalzellen. Die
zugrunde liegenden genauen Mechanismen sind bisher nur in Teilaspekten geklart.
Von der Verabreichung von 5-ALA bis zur Bildung des PplX und seiner weiteren
Verstoffwechselung sind viele Teilschritte noétig, die jeweils potentiell eine
Tumorselektivitat bewirken bzw. beeinflussen kénnen.

Diskutiert werden u.a. eine gesteigerte Gewebepenetration und eine verstarkte
Aufnahme von 5-ALA in die Karzinomzelle, eine gesteigerte Aktivitat von
Plasmaenzymen, insbesondere der Porphobilinogen-Deaminase (Greenbaum L et
al., 2002, Greenbaum L et al., 2003), eine erniedrigte Ferrochelatase-Aktivitat, eine
veranderte intrazellulare Umverteilung und Ausschleusung von PplX, sowie die

erhohte Proliferationsrate von Karzinomzellen (Steinbach P et al., 1994).

1.7.3. ALA-induzierte Fluoreszenz-Endoskopie
Der Standard in der Urologie, der im wesentlichen an der Klinik fur Urologie der
Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen unter Univ. Prof. A. Hofstetter entwickelt
wurde und inzwischen auch in andere Fachgebiete Einzug gehalten hat, wurde mit
dem Einsatz der 5-ALA gesetzt.
Die Fluoreszenz kann mit dem bloRen Auge unter Verwendung eines gelben
Langpassfilters, welcher in das Okular der Beobachtungsoptik - beispielsweise in

das Okular eines Zystoskopes - eingebaut ist, einwandfrei erkannt werden.
Die Fluoreszenz-Endoskopie (AFE) mit 5-ALA eignet sich auch zur gezielten

Biopsie und Laserung bzw. Resektion flacher urothelialer Lasionen, die mit bloRem

Auge schwer oder nicht erkennbar sind.
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Abb. 1 -1: Weillicht- und Fluoreszenzbild

Abb. 1 - 1 zeigt, wie dem Operateur durch Fluoreszenzbildgebung das
Vorhandensein von Tumorarealen angezeigt werden kann (Rotfluoreszenz). Vor
allem schwer zu lokalisierende Frihstadien, wie das besonders aggressive CIS,
sind somit darstellbar (Abb. 1-1). Durch die 5-ALA Fluoreszenz bei der Resektion
bzw. Laserung ist zudem eine vollstandigere Entfernung des Tumors maoglich, was
sich auch in der signifikant reduzierten Tumor-Rezidivrate niederschlagt. Denn
nicht nur die flachen Tumorlasionen, sondern auch die Tumorrandgrenzen kénnen
in der herkdbmmlichen Endoskopie leicht Ubersehen werden. Untersuchungen
haben gezeigt, dass sich 2-6 Wochen nach einer transurethralen Resektion von
Harnblasentumoren in 38% bis 58% der Falle Tumorresiduen im Resektionsareal
nachweisen lassen (Kohrmann KU et al.,1994, Vogeli T et al., 1998, Klan R et al.,
1991).

Verschiedene Phase II-Studien haben bewiesen, dass die Fluoreszenzdiagnostik
der Weildlicht-Zystoskopie im Rahmen einer TUR signifikant Uberlegen ist
(Jilchinski P et al., 1997, Kriegmair M et al., 1998, Kdnig F et al., 1999, Filbeck T et
al.,, 1999, Zaak D et al., 2001, van der Meijden et al., 2005). Durch die
Fluoreszenzdiagnostik  kdnnen  somit Residualtumor- und Rezidivrate
oberflachlicher Harnblasenkarzinome statistisch signifikant gesenkt werden (Zaak
et al., 2001). In einer Serie von mehr als 1400 Fluoreszenz-Endoskopien konnte
der diagnostische Benefit hinsichtlich der flachen urothelielen Neoplasien klar
belegt werden (Zaak D et al., 2002).
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1.7.4. 5-ALA-induzierte Fluoreszenz-Zytologie
Die bislang mit keiner anderen Methode erreichte Sensitivitat bei der Diagnostik
von Urothelkarzinomen war die Grundlage fur die Entwicklung einer
fluoreszenzgestutzten Zytologie. Aus fruheren Studien ist bekannt, dass sich in der
Spulflissigkeit von Patienten, denen 5-ALA instilliert wurde, rot-fluoreszierende
Tumorzellen finden (Tauber S et al., 2001; Pytel A, Schmeller N, 2002).

Abb. 1 - 2: Normales Zytologle-ZeIIblld VS. FIuoreszenz-ZytoIogle-ZeIIb||d

Blue Light Mode

PDD Mede

FUr die Fluoreszenz-Zytologie werden nach der Instillation von 5-ALA in die
Harnblase, vor der endoskopischen Diagnostik, Proben von Spulflissigkeiten
entnommen, zentrifugiert, resuspendiert und das Sediment
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Analog zur AFE wird ein blauviolettes
Anregungslicht mit 390 - 430nm Wellenlange verwendet. Hierbei liegt der
zytologisch betrachteten Einzeltumorzelle der gleiche Fluoreszenzmechanismus zu

Grunde wie bei der Fluoreszenz-Endoskopie.

Durch die unterschiedliche Farbwahrnehmung des Untersuchers ist dieses
Verfahren jedoch subjektiv bzw. von der Erfahrung des Untersuchers abhangig und

schlecht quantifizierbar.

Die Erstbeschreibung dieses Verfahrens erfolgte auf einer urologischen
Fachtagung im Februar 2001 (Tauber S et al., 2001). Pytel et al. bestatigten die
ersten Ergebnisse, wobei diese Arbeitsgruppe Hypericin als Photosensitizer
verwendete (Pytel A et al., 2002). Jingste Studien befassen sich mit

therapeutischen Anwendungsmoglichkeiten von Hypericin zur photodynamischen

-18 -



Tumorbehandlung (Kamuhabwa AR et al, 2006), nachdem bereits seit einigen
Jahren in der Urologischen Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitat unter Prof.
Dr. A. Hofstetter zur Behandlung oberflachlicher Tumore (sog. BCG resistente
Rezidive) eingesetzt wird (Weidelich R, 2003).

In einer Pilotstudie erwies sich die Fluoreszenz-Zytologie mit 162 Patienten als ein
erfolgversprechendes, einfaches und sicheres Verfahren zur Diagnostik von
Blasenkarzinomen. Es wurde eine Sensitivitat von 86% bei einer Spezifitat von

75% angegeben.

1.7.5. Ausbleichphanomen
Durch die Befundbeurteilung aufgrund von Farben bzw. deren Intensitaten ist die
Methode der Fluoreszenz-Zytologie subjektiv. und wird durch das rasche
Ausbleichen des intrazellularen PplX im Mikroskop-Fokus erschwert. Die Analyse
ist nur innerhalb von wenigen Sekunden mdglich, sodass eine quantitative
Auswertung oder gar ein quantitativer Vergleich mehrer Proben nur erschwert

moglich ist.

Abb. 1 - 3: Ausbleichphdanomen

Als Ausbleichen wird die Abnahme der Absorption bzw. der Fluoreszenz eines
Stoffes unter Lichteinwirkung bezeichnet. Die chemische Umsetzung von PplX
unter Lichteinfluss fuhrt eine Abnahme der sichtbaren Fluoreszenz. Dies geschieht
sowohl unter weillem als auch unter violettem Licht, wobei der Ausbleicheffekt
unter dem energiereichen, violetten Licht wesentlich starker ist als im
Weildlichtmodus.
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Daher ist es sowohl bei der Fluoreszenz-Endoskopie als auch bei der Fluoreszenz-

Zytologie von grof3er Bedeutung, die Untersuchungen zugig durchzufihren.

Andererseits besteht die Moglichkeit, eben diesen Ausbleicheffekt bei einer
spektralen Messung zu quantifizieren, wie es auch in der vorliegenden Arbeit

geschehen ist.

1.8. Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte die Wertigkeit der 5-ALA-induzierten Fluoreszenz-
Zytologie (AFZ) zur Erkennung von bdsartigen Veranderungen der Harnblase
uberpruft und durch Anwendung von spektralen Messtechniken quantifiziert und
automatisiert werden. SchlieBlich sollte die Wertigkeit mit der Standard-Zytologie

verglichen werden.
Als  Bewertungskriterien ~ wurden hierfir ~ einerseits  die = Standard-

Diagnostikmethoden verwendet, und andererseits die Sensitivitat und Spezifitat der

AFZ und der AFE mit denen einer spektralen Quantifizierung der AFZ verglichen.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Untersucht wurden Patienten mit Verdacht auf ein Harnblasenkarzinom (z.B. nach
Hamaturie bei einem suspekten Sonographie-Befund etc.) oder bei Zustand nach
transurethraler Resektion eines Urothelkarzinoms der Harnblase (TUR-B) im
Rahmen der vierteljahrlichen Tumornachsorge. Die Untersuchung umfasste die
Zystoskopie, die AFE und die Standard-Zytologie. Bei positivem Befund wurde ggf.

eine TUR-B und damit eine histologische Befundsicherung durchgeflhrt.

Das Patientenkollektiv setzte sich aus stationar, in der Zeit vom 3. September 2003
bis zum 12. Dezember 2003, behandelten Patienten der Urologischen Klinik der

Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen, zusammen.

2.2. Untersuchungsmethodik im Standardverfahren

Fir die Fluoreszenzdiagnostik wurde den Patienten etwa 1-2 Stunden vor der
Zystoskopie mittels  sterilem  Einmalkatheter 50  Milliliter 3%ige, mit
Natriummonohydrogenphosphat (1,4%) gepufferte 5-Aminolavulinsaure (5-ALA) in
die entleerte Blase instilliert.

Vor der Fluoreszenz-Endoskopie (AFE) und der Biopsie bzw. der transurethralen
Resektion wurde Spulflussigkeit fur die Standard- und fur die Fluoreszenz-
Zytologie enthommen. Bei der Zystoskopie wurden tumorverdachtige Areale der
Harnblase reseziert. Auf einem Erhebungsbogen (PDD-Bogen) wurden vom
jeweiligen Operateur der entsprechende Tumorbefund und die Lokalisation im
Weillicht- und im Fluoreszenzmodus festgehalten. Als Referenzwerte wurden die
aus den Biopsaten und der Resektion gewonnenen histologischen und zellularen

Grading-Kriterien verwendet.
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Fig. 2 - 1:
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2.3. Praparation zur Ex-Vivo-Fluoreszenzanalyse

2.3.1. Probenentnahme
Vor der endoskopischen Tumorbehandlung wurden den Patienten jeweils etwa
100ml Spulflussigkeit fur die Standard- (SZ) und fur die Fluoreszenz-Zytologie
entgenommen (AFZ). Die SZ wurde verblindet sowohl von Experten des
Pathologischen Instituts in Aachen (SZ AA) als auch von Experten des
Zytologischen Forschungslabors der Universitat Minchen (SZ MUC) beurteilt. Die
Proben fiur die AFZ, die auch fir die spektrale Messung verwendet wurden, wurde
mit den Daten des Patienten versehen und lichtgeschutzt und gekuhlt bei ca. 4°C

aufbewahrt.

2.3.2. Probenpraparation
Die gekuhlten und lichtgeschutzten Proben wurden zunachst in 15ml Testrohrchen
abgefullt, mit den Patientennamen beschriftet und mit 1500U/min 10 Minuten lang
zentrifugiert. Zur Elimination von storenden Reststoffen, z.B. von lysierten
Erythrozyten oder Urin, wurden die Proben vorsichtig dekantiert, resuspendiert und
mit 15ml isotonischer NaCl-Losung erneut verdunnt. Nach erneuter 10-minutiger
Zentrifugation bei 1500U/min wurde das Probensediment lichtgeschitzt und
gekuhlt zwischengelagert und vor der anschlieBenden Messung durch
Resuspension und schnelles Verteilen auf die Messbehalter homogenisiert. Zur
anschlieenden Beurteilung und Bilddokumentation unter dem Fluoreszenz-
mikroskop und zur parallelen Quantifizierung im Spektrometer wurden ca. 50ul von
den Proben auf Mikroskopdeckglaser und weitere 200ul in einen speziell an das

Spektometer angepassten Behalter aufpipettiert.
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2.4. Methodik der Fluoreszenz-Zytologie

Das Forschungsmikroskop (Leica DMIRB, Leica, Deutschland) ermdglicht sowonhl
WeiRlicht- als auch Fluoreszenzuntersuchungen. Uber eine angeschlossene
Kamera (PDD-Tricam, Karl-Storz, Deutschland) koénnen Bilder an den
Bildverarbeitungsrechner Ubertragen und dort ausgewertet und gespeichert

werden.

Die mit einer isotonischen NaCl-Losung substituierte Probensuspension wurde
zunachst unter Weilllicht mit einer 10-fach Objektiv, dann mit einem 20-fach
Objektiv betrachtet und bilddokumentiert. Anschliel3end wurden zur Untersuchung
der Rotfluoreszenzen die selben Gesichtsfelder mit einem 20-fach Objektiv im
Fluoreszenzmikroskop bei einer blauvioletten Lichtanregung von 390-430nm
(analog zur Fluoreszenz-Endoskopie) betrachtet, wobei jeweils mehrere
zugehorige, reprasentative Bilder zur Bilddokumentation gespeichert wurden. Das
in der Fluoreszenz-Zytologie gewonnene Bildmaterial wurde nach zytologischer

Bewertung mit der parallel angefertigten spektrometrischen Messung verglichen.

2.5. Methodik und Auswertung der spektralen Messung

2.5.1. Methodik

Nach Aufpipettieren von 200yl der praparierten Proben in eine speziell angefertigte
fluoreszenztaugliche Probenkammer mit 5mm Durchmesser wurde diese mit blau-
violetten Licht von ca. 390-430nm mit einer Lichtintensitat von ca. 80mW/cm?
angeregt (D-LIGHT, Karl Storz GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland). Die
durch einen Langpassfilter transmittierte Fluoreszenz der Wellenlange ab ca.
560nm wird mittels eine Linse gesammelt und in einen Querschnittswandler
(Mikropack, Deutschland) fokussiert, der das Licht in das Spektrometer weiterleitet
(S2000, Ocean Optics, Dunedin, USA).
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Abb. 2 - 1: Versuchsaufbau spektrale Messung

Diagnostikeinheit Spektrometer

Durch diese Wahl der Anregungs- und Detektionsfilter kdnnen sowohl Teile im
grunen Spektralbereich, als auch die charakteristische Emission des PplX bei
635nm detektiert werden. Die gezielt eingestellte Transmission im (grinen) Bereich
ab 560nm sorgt dafur, dass auch die Eigenfluoreszenz des Zellmaterials detektiert
und so ein absolutes Mal fur die Zellkonzentration in der Probe ermittelt werden
kann. Ebenso ist absolut oder relativ dazu parallel eine Auswertung der

gemessenen PplX-Intensitat moglich.

Die Spektren der Proben mit den ausgespulten Urothelien wurden alle 15
Sekunden Uber eine Gesamtdauer von 250 Sekunden gemessen, um das
Ausbleichverhalten der Autofluoreszenz und der ALA-induzierten Fluoreszenzen

genau evaluieren zu kdnnen.

2.5.2. Auswertung
Durch die Applikation von Licht tUber eine konstante Dauer (hier 250 Sekunden)
lassen sich zeitabhangige von zeitunabhangigen Signalen separieren, indem das
letzte Spektrum, welches fir t = 250 sec aufgenommen wurde, vom ersten

Spektrum mit t = 0 sec abgezogen wurde.
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Ein PplX-Reinspektrum wurde rechnerisch mittels eines experimentellen
Differenzspektrums erzeugt, welches sowohl PplX- als auch Autofluoreszenz-
Banden aufwies, indem von diesem Spektrum ein reines Autofluoreszenz-

Differenzspektrum subtrahiert wurde.

Die Spektralanteile der grinen Autofluoreszenz (um 590nm) und der roten PplX-
Fluoreszenz (um 635nm) wurden durch einen linearen Fit aus einer hinterlegten

Komponenten-Datenbank quantifiziert.

So lassen sich aus einer Vielzahl von Reinspektren und Differenzspektren relativ
wenige bereits identifizierte Komponenten beschreiben. Nach Generierung der auf
diese Weise linear genaherten Spektren wurden alle diesem Algorithmus folgenden
Messergebnisse skaliert, so dass die Intensitatsparameter (counts) die
entsprechenden Differenzspektren widerspiegeln. So konnten auch sehr geringe
PplX-Fluoreszenzanteile quantifiziert werden, die sonst aus den Originalspektren

nicht erfassbar gewesen waren.

Diese Auswertungen wurden unter Verwendung eines linearen Fit-Algorithmus der
Fa. National Instruments durchgefihrt (LS Gen Fit; LabView 7, National
Instruments). Der Wert fur den Fit-Parameter wurde manuell auf O gesetzt, wenn

der gelieferte Wert aufgrund zu schwacher Signalstarken negativ war.

Im Folgenden wird unter Spektrometerdaten die Ergebnisse der auf die

Autofluoreszenz normierten PplX-Fitparameter verstanden.
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2.6. Statistische Methoden

2.6.1. Festlegung der Auswertungs- und Datenbankkriterien

Abb. 2 - 2: Datenbank zur Patientendatenerfassung

4 Mame [Womame [&ufnahme-Hr[Seburt_am[OP-Datum |
M | 453433834'1 1 .D?.2UZBI 01.10.2003
Erstdiagnose_am [N achresektion |Fezidiv [w-S5kopie-Befund [FOD-Eefund |
1 I Ipos Jnos d
Zyto-Bafund Mii [Eyto-Befund Aa [Histo-Eefund-T ]
G2 - [IG0 ;I Ta d
Histo-Befund-& LLnfitrat [Parallele-E efunds [Farallele Eefunde2 ]
i & B o
Parallele-Befunde3 [Parallele-Befunded ]
Sonstige_Befunde _I J|
PDD-Eogen unklar[Med B efundekomplett[Frobenalter [Zelkonzentration [Erpthrozyten |
I U|1<H<5 Einzeln J<1U |
]Hr\n]&lse]ﬁmsl-&gnal |F-Zylu\ugiefﬂut\euchleﬂ |Signalslérk37835 |Signa|slélk37585 |B\each\nLB35|
1 14 detlich - 7U| 1 15| 10
Bleaching 585]Untergrund nach Eleichen[Integral |
1U| 75| 50
Kommentar_zur_Messung |

Datensatz: 14| 4 I 1k |b| |He won 96
|Formularansicht o

Zu jedem Patienten wurde die Auswertung des PDD-Erhebungsbogens, der histo-
pathologische Befund aus Aachen, die Standard-Zytologie-Befunde aus Aachen
und Mduanchen/GroRhadern, sowie der Ausdruck der spektralen Messung
gesammelt und in die Datenbank Ubernommen. Ebenso wurden die Anzahl der
mikroskopisch ~ gefundenen  Zellen pro  Gesichtsfeld sowie  deren
Fluoreszenzverhalten in der AFZ neben der Bilddokumentation in der Datenbank
festgehalten.

Wie aus Abb. 2 - 2 ersichtlich, wurden neben den Tumorbefunden auch weitere
histologisch gesicherte Nebenbefunde, wie 6dematdse Ulcera, lymphozellulare
Infiltrate und Narbengewebe gesondert registriert, um ggf. fluoreszierende

Eigenschaften anderer Komponenten aufdecken zu kénnen.
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2.6.2. Entwicklung eines statistischen Auswertungsprogramms
Zur effizienten Analyse und Aufbereitung der Daten wurde eine Software erstellt,
mit der auf Ubersichtliche Weise Thesen an den gewonnenen Daten Uberpruft

werden konnen.

Die Auswertesoftware besteht aus folgenden Elementen:

Der Examinator

Der Examinator ist ein mit Visual Basic 6.0 erstelltes Statistikprogramm, das die
Erfassung, Interpretierung, Auswertung und graphische Darstellung von
spulzytologischen, mikroskopischen und spektralphotometrischen Untersuchungen
erleichtern soll. In anschaulicher Weise wurden jedem Patienten die einzelnen
Befunde und Bilddokumente zugeordnet. Dies ermdglicht die computergestitzte
Darstellung  vieler  einzelner  Datenquellen  in  dbersichtlicher  und

anwendungsfreundlicher Weise.

Die Funktion des Examinators ist es, die verschiedenen Beurteilungsbegriffe und
Diagnosekriterien analog zu den jeweiligen Quantifizierungskonsistenzen zu
vereinheitlichen, um statistisch auswertbare Daten erheben und berechnen zu

konnen.

Der Examinator besteht aus funf Komponenten.
= Patientenerfassung
» |nterpreter
= Auswertungstabellen
= Selektierung und graphischer Darstellung

= Konfiguration
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Abb. 2 - 3: Examinator

Agneta Bone

. L}
Doktorarbeit

Fehler und Anderungen
2005 vorbehalten

5- ALA induzierte Fluoreszenzzytologie
beim Harnblasenkarzinom

Blue Light Mode

Examinator

B (=

Interpreter Konfiguration

—

Sitzung beenden

@ | =

Patienten Auzwertung

Patientenerfassung

Die Patientenerfassung ist ein Formular zur ldentifizierung eines Patienten, in
welches alle Daten aus der Ersterfassung der Access Datenbank Ubernommen
worden sind. Die Funktion ,Auswertungszulassung“ ermdoglicht den Ausschluss
eines Patienten aus der Auswertungstabelle. Zusatzlich wurden mit Hilfe eines
Scannerprogramms (CannoCraft CS-P 3,7) die direkt bei der Untersuchung
dokumentierten Mikroskopbefunde unter Weil- und Blaulicht jedem Patienten
zugeordnet eingelesen. Dieses Scannerprogramm ermdglicht auch die
nachtragliche  Bildbearbeitung. Aus  Datenschutzgrinden  wurden  die

Patientennamen numerisch verschlisselt.
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Abb. 2 - 4: Patientenerfassung

Mame Yornarne Patient 01 “Yomame Aufnabmenummer  Geburtsdatum Alter  Operationsdatum Pr. alter
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Mame Yormame Patient 17 Langere kammentare [min B Zeichen)

Name omame Patient 18
Name Yomame Patient 19
Name omame Patient 20
Mame Yarname Patient 21 LI

¥ Geschiitzt Interpretiert [~

I~ Momal

w2y b20. b

w20abmp K30 Lmp Blue Light Mede Blue Light Mode
wi20-4.bmp b20-4.bmp

w20-5.bmp b20-5.bmp

Alewevia - Spectratet
Alexevia - Transients. bt
AlexeviaZ - Spectra.tut
AlexeviaZ - Transients. bt

Diagnestiec mode Diagnestic mode

b20-2 bmp

| a7 Jooot |

Interpreter

Der Interpreter ist ein frei konfigurierbarer Begriffsibersetzer mit logischer
Verknupfung der einzelnen Daten. Ziel ist es, die unterschiedlichen Termini der
verschiedenen Quellen zu vereinheitlichen und so die Bewertungen vergleichbar zu
machen.

Hierzu werden die Ergebnisse der funf Untersuchungsquellen (Zytologie Minchen,
Pathologie Aachen, Endoskopie Munchen, Mikroskopie Mdunchen und
Spektroskopie Munchen kategorisiert, wobei jede einzelne Untersuchungsquelle
uber sechs Interpretationslisten verfugt.

Jede Liste kann wiederum mehrere (max. 64) Begriffe beinhalten, die miteinander
eine Vereinigungsmenge bilden, also ODER-verknupft sind. Jeder Liste wird
aullerdem ein frei wahlbarer Begriff zugeordnet, wie z.B. ,pos®, ,neg®, ,keinMat".
Stimmt einer aus dem Originaldatensatz stammender Begriff mit einer ODER-

verknlUpften Eintragung in der Liste Uberein, so wird diese Untersuchungs-
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bezeichnung, beispielsweise ,G1“ durch einen frei wahlbaren Einheitsbegriff

ersetzt und in die Auswertungstabelle zur weiteren Selektierung eingetragen.

Abb. 2 - 5: Interpreter

Optionale Quantifizierungsbedriffe Zytologie Minchen Optionale Quantifizieungsbedriffe Mikroskopie Miinchen
DKlﬂ DKlﬂ DKlﬂ DKlﬂ DKlﬂ DKlﬂ DKlﬂ DKlﬂ DKlﬂ DKlﬂ DKlﬂ DKlﬂ
IkeinMat |neg IDOS | | I Inag Ipus |ZEIIKUnz.genn Iwenig Ems Ivial Ems |
keinhdat G Gl kein deutiich Ohis 1 Ohis 10 10bis 50
G2 geringfiigig stark 50 bis
G3
suzpekt

Spektoskopie Miinchen

Optionale Quatifizierungsbegriffe Pahologie Aachen |nagalw |genng |Erhi:ihl |huch |sehr hoch |negativer el

ok | cf ok || ok || ok || ok |l ok | PRI
I | I

IkeinMat |neg Ipns
KoMt ] 5] o
ein
10 a2 I I I I I [
B2 £20er
Cis
T I I I I I |
=2 PPIX/uta
Ta
I I ! I I |
leer
I I | I I |
Optionale Buantifizierungsbegriffe Endoskopie Minchen leer
ok || ok |l e || o ¢l o || ok | I I I I I [
IW-Skople-Bef |PDD-Befund IPDD-BDgen-u I | | Eigenschaften

STANDARD Dateiname max 8 £, abgespeichert am umm
pos pos pos TE
neg neg reg |Standard | 06.05.2005 [10:33:35
nichts nichts BmeiumEen

Besp 16.71.2004 ﬁ’

Clzar |

4]

Auswertungstabelle

In die Auswertungstabelle werden die interpretierten Ergebnisse, zu den einzelnen
Patienten  zahlenmaRig verschlisselt, Ubernommen, sofern flur die
Originaldatensatze ein Eintrag im Interpreter und dieser in der
Konfigurationsmaske aktiviert ist. Diese interpretierte Auswertungstabelle dient als
Matrix fur alle weiteren selektiven Statistiken (siehe Anhang).

Durch Anklicken der Patientennummer kann die jeweilige Patientenmaske mit den

dazugehdrigen Datensatzen angezeigt werden.
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Folgende Anwendungsoptionen kdnnen im Funktionsmenu aufgerufen werden:

~oelektieren®: zur weiteren statistischen Auswertung (s.u.)
,Liste drucken®: Ausdruck der gesamten Tabelle im A4-Format
~Excel*: Datentransfer in eine Excel-Tabelle

,Bildschirm kopieren“:  Kopieren der Bildschirmseite in den Zwischenspeicher

L,Schlielen: Beenden des Moduls

Abb.2 - 6: Auswertetabellen

Pat |th| Hiinchen | PathnlngleAal Pathologie &a | Pathologie Aa ‘ Pathologie Aa | Pathologie &4a | Pathologie Aa | Pathologie &a | Pathologie Aa ‘Endnskﬂpla MulEndﬂsknp\e i :I
Mi [aher | Zvtologie | Zvtologie | HistoT Bef. | Histo G -Bef | LLlrfiliat | Par. Befund 1| Par. Befund2 | Par Befund 2 | Par Bsfund 4 | W Skopie. Bef. | PODBefund |
oo 0| pos neq pos pog pog pog pos
oooz2 21 pos neq pos pog neq pog pos
o003 4 poz pos pos pos pos Zyslitis pos poz
o004 7 poz leinhd at neg neg pos Zyslitis Odem neg poz
ooos 7 neg neq reg neq pos fdem pos pos
0oog 8| neg k.einkd at reg neg pos Zyshitiz Odem MGAlcus pos pos
ooaF 7| heg pog pos pog neg MGAlcus neg pos
ooog 9| neg neq reg neq pog Zyzlitiz fdem neq neg
o009 5| keinkdat pog pos pog pog Zyzlitiz MGAlcus pog pos
oo 8 poz pos pos pos pos Zyslitis Odem Hamaturie pos poz
o011 9 poz keind at pos pos pos Zystitis Odem pos poz
ootz 5| keinkat neq reg neq pos Zyshitiz fidem Hamaturie pos neg
o013 1| pos neq pos pog neg Zyzlitiz pog pos
0014 8 neg lzinbd at reg neg pog MGAlcus pog neg
o015 2| neg neq keinbd at keinbdat neq neq neg
0o1E 1 pos neg neg neg poz Zystitiz neg neg
o7 B neg leinhd at pos pos pos pos poz
o018 7 pos keinkd at pos pos neg pos pos
__|om3 8| pos pos pox pos pos Zyshitiz Hamaturie pos pos
ooz0 B neg neq reg neg neg Zyslitiz neg neg
o021 9| pos neq pos pog neq Hamaturie pog pos
0022 13 pos pog pos pog pog Zyzlitiz MGAlcus pog pos
00z3 8 neg neg neg neg pos Zyslitis Odem MGleus neg poz
ooz4 7 poz leinhd at neg neg neg Odem MGleus neg neg
0ozs 4| neg neq keintat keintdat neq nichts nichts
0026 7| pos pos pox pos pos Zyshitiz MGAlcus Hamaturie pos pos
0027 B pos pog pos pog pog Zyslitiz pog pos
o0za 0| keinkat neq pos pog pog fdem pog pos
0029 1| neg pog pos pog pog Zyzlitiz pog pos
—| 0030 B poz pos pos pos pos Zyslitis Hamaturie pos poz
o031 4 neg pos keinkd at keinkdat neg neg neg
0032 16 neg neq keintat keintdat neq Hamaturie nichts nichts
0033 7| pos lzinbd at pos pog pog Zyzlitiz MGAlcus Hamaturie pog pos
0034 7| heg neq reg neg pog Zyslitiz MGAlcus neg neg
0035 1| pos pog reg neq pog Zyzlitiz MGAlcus pog pos
0036 9 neg neg neg neg poz Zystitiz Odem neg pos
0037 1 neg neg keinkd at keinhdat pos Zyslitis neg neg
0038 B neg neg neg neg pos Zystitis fdem MG leus neg pos
0039 4| keinkat neq reg neq neq Zyshitiz MGAlcus pos pos
o040 B pos pog pos pog neg Zyslitiz Hamaturie pog pos _lLI
4 | 3

Selektierung und graphische Darstellung

Es wurde eine Selektierungstabelle (,freie Selektierung®) konzipiert, die Uber eine
Selektionstiefe von acht UND-verknupften Spalten verflgt, in die bis zu sechs
ODER-veknUpfte Selektionskriterien eingetragen werden kénnen.

In die darunter stehenden zugehdrigen acht Selektionslisten werden entsprechend
den gewahlten Selektionskriterien die selektierten Patientennummern angezeigt.

In die parallel angeordneten UND-verknupften Selektionslisten werden die

Ergebnisse nach dem linearen Annaherungsverfahren berechnet, wobei jeweils die
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selektierten Patientennummern dargestellt werden. Durch Aufrufen des Registers
,Selektierte Patienten® kann die endgultige Ergebnisliste angezeigt werden.
In Form eines Balkendiagramms konnen die Ergebnisse relativ oder absolut

graphisch dargestellt werden:

Abb.2 -7: Balkendiagramm

Selektieren nach DiagnostikklitelienT Seleklieren nach MalignitétskriterienT Freie Selektienng T Freie Selektierung
Miinchen Pathologie Aa.
Zuytologie Zytologie
pioE pos
100
gof | 100%
a0 |
0
gaf |
501 |
01 %
30|
200 |
0] |
i]
= [z IE [0 [0 [0 [© [0

Abb. 2 - 8: Selektierung

Pat |Prob.]  Miinchen | Pathologie Aa. | Pathologis Aa. | Pathologie Aa. | Pathologie Aa. [ Pathologie Aa. | Pathologie Aa. | Pathologie Aa. | Pathologie Aa. | Endoskapie Mii] Endoskopie Mii |

i |aker | Zutologie |  Zytologie | HistoT -Bef. | Histo G -Bef. | LLlnfiliat | Par Befund 1 | Par. Befund 2 | Par Befund 3 | Par. Befund 4 |w Skopie. Eef. | PDDBefund |
oot 0 pos neq pos pos pos pos pos
o002 21 pos neq pos pos neq pos pos
non3 4 pos pos pos pos pos Zystitiz pos pos
nood 7 pos keinhdat neg neg pos Zystitiz Odem neg pos
0oons 7 neg neg neg neg pos Odem poz pos
000g 8 neg keinkd at neq neg pog Zustitiz Odem MGAlcus pog pos
ooo? 7 neg pos pog pos heq MGAlcus neq pos
0oos 9 neg neg neg neg pog Zustitiz Odem neg neg
0oons 5 keinbat pos pog pos pog Zustitiz MGAlcus pos pos
oo 8 pos pos pog pos pos Zustitiz Odem Hamaturie pog pos
oo 9 pos keinh st pos pos pos Zystitiz Odem pos pos
om2 5 keinhat neq neq neg pos Zystitiz Odem Hamaturie pos neg
oma3 1 pos neg pos pos neq Zystitiz pos pos
0014 8 neq keint at neg neg pos MG AUlcus pos neg
Selektieren nach Diagnostikkiiterien T Seleklieren nach Malignitatskiterien T T Fieie Selektierung
Pat_|Prob.| Pathologie Mii | Pathologis Aa. | Pathologie 4a. | Pathologie 4a. | Pathologis Aa. | Pathologie 4a. | Pathologie 2. | Pathologis Aa. | Pathologie 4a. | Endoskapie hi « |
i |aler | Zyiologie | Zptologie | Histo T -Bef. | Histo G -Bef. | LLInfilrat | Par Befund 1 | Par. Befund 2 | Par. Befund 3 | Par Befund 4 |\ Skopie. Bef. |
| o003 4| pog pos pos pog pos Zyslitis pos
ooln 8 pos pos pos pog pos Zyslitis Odem Hamaturie pos @l
o019 8| pos pos pos pos pos Zyslitis Hamaturie pos
0022 13 pos pos pos pos pos Zyslitis NGAleus pos
002e F| pos pos pos pos pos Zyslitis NGAlcus Hamaturie pos
o0z7 E pos pos pos pos pos Zystitis pos
o030 E| pos pos pos pog pos Zyslitis Hamaturie pos
0035 1| pog pos neq neq pos Zyslitis MG Aleus pog
o040 E| pog pos pos pog neg Zyslitis H&maturie pog
0081 1| pos pos neg neqg pos Zysitis Odem NG Aleus neq
00&E 1| pog pos pos pog pos Zyslitis dem pos
— o7z B pos pos pos pog neg Zyslitis pos
0079 1| pos pos pos pos pos Zyslitis pos
ooso 21 pos pos pos pos neg Hamaturie pos
oog7 E| pos pos pos pos pos pos
0092 14 pos pos pos pos pos nichts
o094 E| pos pos pos pog pos Zyslitis NG Mleus pos
-
<] | _'lJ
7]
I
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Konfiguration
Die Funktion Konfiguration ermdglicht es, fir jede der genannten
Untersuchungsmethoden mittels des Moduls Interpreter die reinen oder die

interpretierten Daten zuzulassen.

Fazit

Mit diesem Programm ist es schnell und einfach mdglich, die Eintrage der
Vierfeldertafeln zur Ermittlung von Sensitivitaten und Spezifitaten zu ermitteln. Eine
Aussage Uber die Signifikanz der Resultate muss jedoch dann Uber statistische
Standardtests, in diesem Fall mittels SPSS, ermittelt werden. So wurden fur die
Auswertung des Spektrometrieverfahrens folgende gebrauchliche Darstellungen

verwendet.

2.6.3. Anwendung weiterer statistischer Methoden
Zur Einfuhrung in die statistischen Methoden siehe u.a. Bortz J, Lienert GA, 2003
und Devore JL, 1995.

Vierfeldertafeln

Vierfeldertafeln stellen den einfachsten Fall einer Kontingenztafel dar. In einer
Kontingenztafel werden die Auspragungen (Werte) des einen Merkmals denen des
anderen Merkmals gegenubergestellt.

Fir den Fall einer Vierfeldertafel besteht die Kontingenztafel aus 2 Zeilen und 2

Spalten, rechts und unten sind dann die Summen der jeweiligen Zeilen und Spalten

notiert:
Tab.2 -1: Vierfeldertafel fiir die Merkmale A und B
B B
A wert ab wert Ba
A wert ab wert t;
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Man vergleicht - allgemein ausgedrickt - das Zusammentreffen eines Merkmals A
mit einem anderen Merkmal B. Bei 2 Merkmalen entspricht dieses also den
Méglichkeiten A/B, A/B, A/B und A/B.

Berechnung der Sensitivitat und Spezifitat

Aus den Daten der Vierfeldertafeln wurden die klinisch gebrauchlichen statistischen
Parameter nach folgenden Formeln berechnet:
mit  TP: true positive
FN: false negative
TN: true negative

FP: false positive

Sensitivitit = TP /[TP +FN] =

[ Anzahl der richtig-positiven Befunde ] /
[ Anzahl der richtig-pos. Bef. + Anzahl der falsch-neg. Bef. ] =

[ Anzahl Personen mit pos. Test UND hist. ges. Tumor] /

[ Anzahl aller Personen mit histologisch gesichertem Tumor]

Die Sensitivitat oder auch Richtig-Positiv-Rate oder einfach Trefferquote beschreibt
die Fahigkeit eines diagnostischen bzw. statistischen Tests, Personen mit einer
Krankheit auch als solche vollstandig herauszufinden. Die Sensitivitat gibt also den
Anteil der richtig als positiv erkannten (richtig-positiv) Ergebnisse relativ zur

Gesamtheit der in Wirklichkeit positiven Ergebnisse an.

Spezifitit = TN/[TN + FP]

[ Anzahl der richtig-negativen Befunde ]/

[ Anzahl der richtig-neg. Bef. + Anzahl der falsch-pos. Bef. ] =

[ Anzahl Personen mit neg. Test UND hist. ges. tumorneg.] /

[ Anzahl aller Personen, die hist. ges. tumorneg. sind ]
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Die Spezifitat beschreibt die Fahigkeit eines diagnostischen bzw. statistischen
Tests, ausschlielBlich Personen mit einer Krankheit zu erfassen bzw. Gesunde

richtig auszuschliel3en.

ROC-Kurve (Receiver Operating Characteristic)

Diese Prozedur stellt einen sinnvollen Weg zur Beurteilung von
Klassifikationsschemata dar, bei denen eine Variable mit zwei Kategorien
verwendet wird, um Subjekte zu klassifizieren. Im vorliegenden Fall wird fur die
spektrale Untersuchung zu jedem Sensitivitatswert zwischen 0 und 1 die

korrespondierende Spezifitat aufgetragen.

Mit Hilfe von ROC-Kurven kann beurteilt werden, wie gut ein Verfahren im Hinblick
auf die jeweilig erreichte Spezifitat und Sensitivitat ist:

Sensitivitat und Spezifitat sind abhangig von sogenannten Referenzgrenzen oder
Diskriminanzschwellen (operating point, cut-off point). Die Referenzgrenze legt
einen Wert fest, ab welchem ein bestimmtes Ereignis klar definiert ist, z.B.
Krankheit oder Gesundheit. Dieser Wert kann beispielsweise eine bestimmte Hohe
eines Laborwertes sein. Fur jeden Referenzwert werden zunachst die zugehdrige
Sensitivitat und Spezifitat bestimmt. Diese Wertepaare werden dann in einem
Diagramm als Sensitivitat gegen (1 minus Spezifitat) aufgetragen, so dass man die
so genannte ROC-Kurve erhalt, aus deren Kurvenverlauf bzw. aus deren Flache
unter der Kurve (Area under the Curve, AUC) sich Aussagen uber die Gute eines

Tests ableiten lassen.

ROC-Kurve
e
7/
[+ /,
08— e
. 7
7/
//
//
7
& 06 //’
s
s y
< 7’
& 04 //
A ideale Kurve
d
d
ook 7 reale Kurve
! s Ve
[+ 4 .
s keine Aussage
S mdoglich
0,0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Spezifitat
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Weitere Auswertung der ROC-Kurve

Die ROC-Kurve kann auf3erdem dazu verwendet werden, um verschiedene Tests
bezuglich ihrer Gute auf einfache, graphische Weise vergleichen zu konnen. In der
vorliegenden Arbeit wurde hierzu in die ROC-Kurve der aus den
Spektrometerdaten gewonnenen Fitparameter und zusatzlich die Sensitivitat und
(1-Spezifitat)-Wertepaare der anderen Untersuchungsmethoden von Hand
eingezeichnet. Liegt der entsprechend Punkt oberhalb der Kurve, so bedeutet dies,
dass die zugehorige Untersuchungsmethode besser fur die Diagnose des

Harnblasenkarzinoms geeignet ist als die Fluoreszenz-Spektroskopie.

Box-Plot

Im Boxplot werden Median, Haufung der Werte (Interquartilbereich, IQR),
Ausreier und Extremféalle einzelner Variablen angezeigt. Ein Boxplot ist eine
geeignete Darstellung, um den Wertebereich einer Variablen mit dem

~ochwerpunkt und den Ausrei3ern zu veranschaulichen:

Als "Box" wird das durch die untere und die obere Quartile Q1 bzw. Q3 bestimmte
Rechteck bezeichnet. Dieses Rechteck umfasst 50% der Daten. Aus der Lange der
Box kann der Interquartilsabstand abgelesen werden. Der Interquartilsabstand ist
ein Mal} fur die Streuung, welches durch die Differenz des oberen und unteren
Quartils bestimmt ist. Des Weiteren ist der Median in der Box eingezeichnet,
welcher durch seine Lage innerhalb der Box einen Eindruck von der Schiefe der

den Daten zugrunde liegenden Verteilung vermittelt.

Der Vorteil bei der Betrachtung des Medians gegenuber dem Mittelwert besteht
darin, dass die Lage des Medians in erster Naherung nicht von den Ausreil’ern und
den Extremwerten beeinflusst wird, was bedeutet, dass der Median auch bei

starker streuenden Messwerten am ehesten dem ,wahren Wert* entspricht.
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Fig. 2 - 3:

Boxplot

—.—

‘S Ausreiker

s »

—— ———
——— - O3H 5 IOR

- 3

-4— Median
-— 1

—_ . - (1.1 5 |OR
. - Ausreifer

-38 -




3. Ergebnisse

Patientenkollektiv

In dieser Studie wurden konsekutive Proben von 94 Spulzytologien bei 92
Patienten im Alter von 29 bis 89 Jahren mikroskopisch und spektrometrisch
untersucht. Von der Auswertungszulassung wurden zwei Proben ausgeschlossen,
die zwar einen positiven PDD-Befund aufwiesen, fir die in der ,Histologie Aachen*
allerdings kein auswertbares Material eingetroffen ist. Es wurden somit 92 Proben
von 90 Patienten untersucht, bei denen im Zeitraum vom 3. September 2003 bis
zum 12. Dezember 2003 Proben von Spulzytologien nach 5-ALA-Instillation
entnommen worden waren. Von den Patienten waren 63 mannlichen und 29
weiblichen Geschlechts. Von einem Patienten und einer Patientin wurden jeweils

zwei Proben zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht.

Es wurden die Spezifitaten und die Sensitivitdten der zunachst 92 Proben
berechnet. Um alle Diagnoseverfahren bei identischem Patientengut vergleichen
zu konnen, wurden von den ursprunglich genommenen 92 Proben - wie in Fig. 3 -
1 gezeigt - die Proben mit unvollstandigem Datensatz ausgeschlossen, so dass 43
Proben mit vollstandigem Standard-Diagnoseverfahren-Datensatz Ubrig blieben.
Von diesen 43 Proben enthielten 30 Proben auch zugleich auswertbare
Spektrometer-Daten. Folglich wurden fur die Gesamtauswertung die Spezifitaten
und die Sensitivitaten dieser 30 Proben mit histologisch gesichertem Befund und

mit jeweils komplettem Ergebnissatz berechnet.
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Fig. 3 -1: Probeniibersicht

Je 92 Proben:

Standard-Diagnoseverfahren Soektrometri
(WLE, AFE, SZ AA, SZ MUC, AFZ) pekirometrie
49 Proben eliminiert: 36 Proben eliminiert:

unvollstandiger Datensatz Fit-Parameter der
Intensitat von (PplX + Autofluoreszenz)
kleiner 20

oder
Fit-Wert nicht nachvollziehbar
43 Proben mit vollstdndigem Datensatz 56 auswertbare Proben

N

30 Proben mit vollstandigem Datensatz und auswertbaren Spektrometriedaten

3.1. Korrelation der Diagnostikmethoden

3.1.1. Haufigkeit der Befunde
Den einzelnen histologischen Befunden, wobei wir das Grading des Tumors
betrachteten (G1, G2, G3, CIS, G0), wurden mit Hilfe des Visual-Basic-
Statistikprogramms die Ergebnisse des jeweiligen Diagnoseverfahrens (SZ, WLE,
AFE, AFZ) gegenubergestellt und die daraus folgenden Sensitivitdten und
Spezifitaten  berechnet.  Untersuchungen ohne  Biopsieentnahme  oder
ausreichendem Biopsiegewebe (Material) wurden zu GO gezahlt (in Klammern
dargestellt). So liegt in 11 Fallen von 92 Proben kein histologisches Material bei

gleichzeitig negativem PDD- oder Weillicht-Endoskopiebefund vor.

Gab es in der Endoskopie keine Auffalligkeiten, so wurde auch keine Biopsie
entnommen.

Durch die hohe Sensitivitat der PDD (Zaak D, 2001) darf der Befund ,keinMat” in
der Referenzhistologie zu den negativen Befunden gerechnet werden, weil
postuliert wurde, dass in diesen Fallen bzw. das Vorliegen eines malignen
Befundes mit hoher Wahrscheinlichkeit auszuschliel3en ist. Eine Biopsieentnahme

ware nicht sinnvoll gewesen.

FUr die Ermittlung der Sensitivitat und Spezifitat in Tab. 3 - 4 wurden fur die
Berechnung des Nenners jeweils die Daten des histologisch gesicherten Befunds

verwendet, so dass zum einen die Daten der jeweiligen Untersuchungsmethoden
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mit dem Ergebnisse ,keinMat“ unberlcksichtigt bleiben konnten, dafir aber eine
gewisse Ungenauigkeit bei den Zahlenwerten fur die Sensitivitats- und die

Spezifitatsermittlung in Kauf genommen werden musste.

Die Diagnoseverfahren, die miteinander verglichen werden, sind im Einzelnen:
- die Weillicht-Endoskopie (WLE)
- die Fluoreszenz-Endoskopie (AFE)
- die Standard-Zytologie (SZ2)
- die Fluoreszenz-Zytologie (AFZ)

sowie die Spektrometrie, die gesondert behandelt wird.

Tab. 3 -1: Haufigkeit der Befunde bei allen 92 Proben

[Untersuchungs-

verfahren Kriterien G1 | G2 | G3 | CIS |Alle TU | GO+keinMat | ges.
Histologie 10 4 16 8 38 |43(+11)=54| 92
WLE positiv Positiv 10 3 16 7 36 19 55
WLE negativ Negativ 0 0 0 1 1 33 34
WLE nichts KeinMat 0 1 0 0 1 2 3
AFE positiv Positiv 9 3 15 8 35 26 61
AFE negativ Negativ 0 0 0 25 26
AFE nichts KeinMat 1 1 0 2 3 5
SZ MUC positiv | suspekt/G1/G2/G3 | 7 3 13 7 30 20 50
SZ MUC negativ GO 2 1 1 7 32 39
SZ MUC keinMat KeinMat 1 0 0 3
SZ AA positiv G1/G2/G3 0 2 13 4 19 5 24
SZ AA negativ GO 10 0 2 12 41 53
SZ AA keinMat KeinMat 0 2 2 7 8 15
AFZ positiv deutlich/stark 5 2 11 4 22 12 34
AFZ negativ gering/kein 3 2 2 10 25 35
AFZ keinMat kein Zellmaterial 2 0 2 6 17 23

Anm. zu Tab. 3 - 1:
.keinMat“ bei der WLE := keine Angaben zum Endoskopiebefund
.keinMat“ bei der AFE := keine Angaben zum PDD-Befund

.kein Zellmaterial* := weniger als eine Zelle pro Gesichtsfeld (0 bis 1)
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3.1.2. Berechnung von Sensitivitiaten und Spezifitaten
Aus diesen in der Tabelle dargestellten Absolutwerten wurden nun mittels der
Vierfeldertafel die einzelnen Sensitivitaten und Spezifitaten berechnet, wobei sich

Folgendes ergab:

Sensitivitat (SZ AA): 61,3%
Spezifitat (SZ AA): 89,1 %

Tab. 3 - 2: Vierfeldertafel fiir die Sensitivitits- und Spezifititsberechnung der SZ AA
,Goldstandard”

Biopsie positiv Biopsie negativ
SZ AA positiv 19 (TP) S (FP)
SZ AA negativ | 12 (FN) 41 (TN)

Analog wurden die Sensitivitaten und Spezifitaten far die weiteren
Standarddiagnoseverfahren ermittelt. Die in dieser Arbeit selbst untersuchte

Fluoreszenz-Zytologie wurde fett markiert:

Tab. 3 - 3: Sensitivitidten und Spezifitaten der Standarddiagnoseverfahren der 92 Proben
Sensitivitat Spezifitat

[%] [%]
G1 G2 G3 CIS Total Total

WLE 100 75 100 87,5 94,7 61,1
AFE 90 75 93,7 100 92,1 46,3

SZ MUC 70 75 81,2 87,5 78,9 59,3
SZ AA 0 50 81,2 50 50 75,9
AFZ 50 50 68,7 50 57,9 46,3

Anm.: 0 bei SZ Aa siehe Kap. 3.1.4.
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Fig. 3 - 2: Sensitivitdten der Standarddiagnoseverfahren der 92 Proben [%]
100
80
OSZ AA
60 BSZ MUC
OWLE
40 OAFE
BAFZ
20
0
G1 G2 G3 CIS total

Anm.: Fir 0% sind in der Darstellung willkirlich 2% eintragen.

Fig. 3 -3:

Spezifititen der Standarddiagnoseverfahren der 92 Proben [%]

SZ AA SZ MUC WLE AFE AFZ

43 -




3.1.3. Detailergebnisse der Weilllicht-Endoskopie und der AFE
Die haufig erreichten Sensitivitdten von 100% in der Weillicht- und in der
Fluoreszenz-Endoskopie erklaren sich aus der Tatsache, dass Biopsien nur dann
entnommen wurden, wenn auch Auffalligkeiten in der Endoskopie gesehen

wurden.

Wie oben aus Tab. 3 - 3 ersichtlich, zeigt die WeiBlicht-Endoskopie eine

Gesamtsensitivitat von 94,7%, jedoch nur einer Spezifitat von 61,1%.

Als weitere Untersuchungsmethode zur Erkennung eines Harnblasenkarzinoms
wurde die Fluoreszenz-Endoskopie mit den histologisch gesicherten Befunden
verglichen. Dabei wurden 9 von 10 G1-Tumore, 3 von 4 G2-Tumoren, 15 von 16
G3-Tumore und alle CIS-Tumore erkannt, wobei lediglich 26 von 54 negativen
Befunden tatsachlich als negativ erkannt wurden (siehe Tab. 3 - 2). Auch hier wird
die Voraussetzung erflllt, dass bei allen 11 Befunden, die histologisch nicht
beurteilt wurden, der fluoreszenz-endoskopische Befund entweder negativ oder

nicht vorhanden, d.h. der OP-Bericht nicht entsprechend ausgefullt war.

3.1.4. Detailergebnisse der Standardzytologie (MUC — AA)
Bei der Betrachtung der Ergebnisse der zytologischen Untersuchungen, die in
Aachen und Mdinchen parallel aus den gleichen spulzytologischen Proben
vorgenommen wurden, mussen zunachst terminologische und weitere

Beurteilungskriterien naher erlautert werden:

Als positive Befunde wurden in Anlehnung an die Terminologie der Zytologie
Minchen / Grol3hadern folgende zusammengefasst:

G1, G2, G3, suspekt « positiver Befund

Bei den in Aachen vorgenommen zytologischen Untersuchungen wurde der Begriff
,suspekt nicht verwendet. Gemal der Aachener Terminologie gelten die Befunde
G1, G2 und G3 als ,positiver Befund®, was entsprechend bei den Berechnungen

bertcksichtigt wurde. Die Zytologie in Aachen konnte in 15 Fallen aufgrund
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unzureichenden Probematerials keine Bewertung vornehmen, wahrend in

Miinchen / GroRhadern dies nur dreimal der Fall war.

Wie aus der Tab. 3-3 ersichtlich, ergeben sich in Mdinchen fur den
Gesamttumornachweis und die Diagnostik des Carcinoma in situ hohere
Sensitivitaten, wahrend die Zytologie Aachen mit 75,9% eine hdhere Spezifitat im
Vergleich zur SZ Munchen mit 5§9,3% besitzt, d.h. eine geringere Anzahl falsch-
positiver Befunde liefert. Demgemall wurden in der Aachener Zytologie nur 5 von
54 histologisch negativen Befunden falsch-positiv bewertet (11,3%), wahrend in
Grolhadern 20 von 54 (46,5%) falsch-positiv befundet wurden (vgl. Tab. 3 — 1).

Tab. 3 - 4: Falsch-positive Befunde der SZ AA und SZ MUC der 92 Proben

Hist. ges. SZ AA Sz MUC
Neg. Befund positiv positiv
54 5 20 Anzahl Proben
100 9,3 37,0 Anzahl in [%)]
Fig. 3 - 4: Falsch-positive Befunde der SZ Miinchen und SZ Aachen der 92 Proben [%)]
100
80
60 -

40 -

20

0 [ 1]

hist. ges. neg. Befund SZ AA pos. SZ MUC pos.

Diese Ergebnisse verweisen eindrucksvoll auf die Problematik der Standard-
Zytologie da diese bekanntermalien subjektiv und vielfach nicht reproduzierbar
sind. Die zytologischen Malignitatskriterien der unterschiedlich differenzierten
Urotheltumoren - also G1 bis G3 - sind nicht immer so deutlich ausgepragt, als
dass in jedem Falle zweifelsfrei eine entsprechende Typisierung vorgenommen

werden konnte oder sie fur eine valide zytologische Interpretation ausreichten. Die
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Standard-Uinzytologie stellt ein sehr subjektives und vom Untersucher abhangiges
Verfahren dar, das lediglich eine Reproduzierbarkeitsrate von 60-70% aufweist
(Brown FM, 2000; Lokeshwar VB, 2001.).

3.1.5. Detailergebnisse der Fluoreszenz-Zytologie

Bei den 38 Patienten mit einem durch die transurethrale Resektion histologisch
gesicherten Urothelkarzinom der Harnblase fand sich in 22 Fallen in der 5-ALA
induzierten Fluoreszenz-Zytologie eine positive Fluoreszenz mit ausreichendem
Zellmaterial. Als positiv wurde hier einerseits die subjektive Beurteilung des
Untersuchers gewertet, der sowohl mit dem 10-fach Objektiv als auch mit dem 20-
fach Objektiv unter dem Fluoreszenzmikroskop die bekannte Rotfluoreszenz des
Protoporphyrin IX bei ausreichendem Zellmaterial, d.h. mehr als 1 Zelle pro
Gesichtsfeld, mit ,deutlich“ oder ,stark” beurteilte.

Die Beurteilungskriterien fur die Rotfluoreszenz wurden vor der Untersuchung wie
folgt festgelegt: keine — geringflgige — deutliche — starke Rot-Fluoreszenz.
Abb. 3 -1: Beispiel fiir ,,deutliche* Rot-Fluoreszenz:

Marme Yarmame Patient 01 Yorname Aufnahmenummer  Geburtedatum Alter  Operatiohsdatum Pr. alter

Name Yorname Patient 02 Name Patient 01 i Patiert 01 453433634 1111926 |78 [0-Okeoz [o IV tuswertungszulassung
Name Yomame Patient 03 IEEEER [panens Peiar I L. I
Name Yomarne Patient 04
Mame Yomame Patient 05

Zytologie Miinchen  Path. Aa. Zytologie Path.Aa Hist TBef. Path Aa Hist G-Bef. Path Aa LL- Infilrat Pat. 4a Par Bef. 1 PathAa Par Bef 2 Path Aa Par Bef 3

Mame Yormame Patient 06 |GZ IGD ITa |G1 |pos I I I
Marme Yormame Patient 07
Hame Yamame Patient 03 Path.ta. Par. Bef. 4 Endo. Mii'w-Skop  Endo.Mii FDD-Bef. Endo.Mi.POD-B.un. Miko. M Zellkonz. Mikio. Mii. Ems Mikro. Mii. F-Zpt.  Geschlecht

Hame Yomame Patient 03 I

Mame Yomame Patient 10 Ipns Ipns Ineg |1 biz 5 Eirzeln ID biz 10 Ideullich Iweihhch

Name Yomame Patient 11

Mame %omame Patient 12 Spek.Mii. PPl Spek MU Auta Spek. Mui. 520er Spek.Mu PPl Auto leer leer leer Spektren-K.omm.
\meyormerants [ fi I | | | | Fih et
Marme Yormame Patient 15 J .

Mame Yormame Patient 18 I_ Sonstige Befunde |

Mame Yomame Patient 17 Langere Kommentare [min & Zeichen]

Name Yomame Patient 18
Name Yomame Patient 19
Name %omame Patient 20
Mame Yaormame Patient 21 LI

¥ Geschiitzt Interpretiert [~
I~ Marmal
+200.brmy b 210, by
w23bmp  |Bo0o5 b Blue Light Mode Blue Light Mode
w204 brnp b20-4 brp
w205, brmp b20-5.bmp

Blewevia - Spectra.tut
Blewevia - Transients. bt
AlexeviaZ - Spectra.tat
Alexevia? - Transients. bt

Diagnestic mode Diagneostic mode

b20-2.bmp

| o7 Jooot |
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Es wurde jedoch nur in 8 Untersuchungen die Rot-Fluoreszenz als ,stark beurteilt:

. . . . « .
Abb. 3 - 2: Beispiel fiir ,,starke“ Rot-Fluoreszenz:
Marme Yomarme Patient 01 a| Mame Vormanne Autnabmenummer  Geburtsdatum Alter  Operationsdatum Pr. alter
Marne Vorname Patient 02 2 i N oy Noy- v Auswertungszulassun
Name Varname Patiort 1 |Name Patient 13 [vorname Patient 19 |453663065 [i7Nova6 70 [04Nov-a [ v g g
Hammey amermali et 04 Zytologie Miinchen Path Aa. Zytolois Palh.éa Hist TBel Path Aa. Hist G-Bef. Path A LL-Infitiat Pat As. Per. Bef. 1 Pathsa. Par. Bel 2 Path. Aa. Per Bef. 3
Mame Yomame Patient 06 |GS |GZ3 |T1 |53 |Dus |Zys|ilis | |
Mame Yorname Patient 07
Eame Eomame Eat'ent gg Path.Aa. Par. Bef. 4 Endo. Miiw-Skop  EndoMi FDD-Bel. EndoMUPDD-Bun. Mikro, Mii Zellkonz. Mikro. Mi. Ems Mikro. M. F-Z2yt.  Geschlecht
N:m: Vg:::m: P:t:::t 10 |Ha'malulie IDUS IDUS |neg |1 biz 5 Einzeln |1 0 bis 50 |slark |mér1r1|ich
Name Yaorname Patisnt 11
Mame Yomame Patient 12 Spek.Mu. PPl Spek.Mi. Auto Spek. Mu. B20er Spek.Mu PPIEMAuto leer leer leer Spekbren-K.omm,
Marne Yornare Patient 13 o
Marne Vornare Patient 14 I‘M IW |4? I I I I IPP'
Marne Vorname Patient 15 J .
Marne Yorname Patient 16 I_ . X Sonstige Befunae I
Mame Yorname Patient 17 L&ngere Kommentare [min & Zeichen]
Hame Yorname Patient 18

-
Hame Yorname Patient 19 —

Marne Yornarme Patient 20
Mame Worname Patient 21 LI

¥ Geschiitzt Interpretiert] ™

I~ Momal

|w2071.bms B20-1_bmy

w20-4.brp

Feit - Spectra txt
Feit - Transients. bt

3.1.6. Sensitivitat und Spezifitat der Befunde mit vollstandigem

Datensatz
Zusammenfassend werden nun die eindeutig positiven und negativen Ergebnisse
dieser funf Diagnoseverfahren (Spulzytologien aus Aachen und Muinchen,
Weildlicht- und Fluoreszenz-Endoskopie, sowie die Fluoreszenz-Zytologie) in
Korrelation zum histologischen ,Goldstandard“ betrachtet. Es wird demnach die
Schnittmenge aller positiven und negativen Befunde unter Berlicksichtigung einer

ausreichenden Zellkonzentration bei der Fluoreszenz-Zytologie dargestellt.

Aus den histologisch gesicherten Ergebnissen verbleiben 43 Proben, die durch
jedes der o.g. Diagnoseverfahren auch eindeutig verfugbar sind, d.h. bei 43 von
den ursprunglich 92 Proben liegen in allen funf Diagnoseverfahren vollstandige

Befunde vor.
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Abb. 3 - 3:

Ergebnisse der 5 Diagnoseverfahren — Screen Shot Examinator
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Hier ist nun die Berechnung der Sensitivitdt und Spezifitat aller Verfahren im

direkten Vergleich bei denselben Patienten, also am identischen Patientengut,

moglich.
Tab. 3 - 5: Untersuchungsergebnisse mit vollstandigem Datensatz (43 Proben)
Untersuchungs-
verfahren Kriterien G1 | G2 | G3 | CIS |AlleTU|GO| ges.
Histologie 7 1 1 3 22 21| 43
WLE positiv positiv 7 1 11 3 22 7 29
WLE negativ negativ 0 0 0 0 14| 14
AFE positiv positiv 7 1 10 3 21 12| 33
AFE negativ negativ 0 0 1 0 1 9 10
SZ MUC positiv | suspekt/G1/G2/G3 | 6 1 10 3 20 9| 29
SZ MUC negativ GO 1 0 1 0 2 12| 14
SZ AA positiv G1/G2/G3 0 1 11 2 14 2 16
SZ AA negativ GO 7 0 1 8 19| 27
AFZ positiv deutlich/stark 4 1 2 16 9 25
AFZ negativ gering/kein 3 0 1 6 12| 18

Aus diesen Absolutwerten ergeben sich folgende Sensitivitdten und Spezifitdten

am identischen Patientengut bzw. mit vollstandigem Datensatz:
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Tab. 3 - 6: Sensitivitdten und Spezifitaten mit vollstandigem Datensatz (43 Proben)

Sensitivitat Spezifitat

[%] [%]
G1 G2 G3 CIS Total Total

WLE 100 100 100 100 100 66,7
AFE 100 100 | 90,9 | 100 95,4 42,8
SZ MUC 85,7 100 | 90,9 | 100 95,4 57,1
SZ AA 0 100 100 | 66,7 63,6 90,4
AFZ 57,1 100 | 81,8 | 66,7 72,7 57,1

Anm.: 0 bei SZ Aa siehe Kap. 3.1.4.

3.2. Ergebnisse des Spektrometrieverfahrens

3.2.1. Sensitivitat und Spezifitat der Spektrometrie
Von den 92 Proben, die spektrometrisch gemessen wurden, mussten 36 Fallen
ausgeschlossen werden, bei denen entweder der Fit-Wert nicht nachvollziehbar
war oder die Signalstarke zu gering war. Festgelegt wurde hierbei, dass das
Spektrum verworfen wird, wenn der

Fit-Parameter der Signalintensitat (PpIX + Autofluoreszenz) < 20
war.
Nicht nachvollziehbare Fit-Werte waren bei extrem blutigen Proben zu beobachten;
z.B. war in einem Fall das PpIX-Maximum zwar deutlich erkennbar, aber nicht
vollstandig ausgeblichen oder die Maxima lagen in einem anderen

Wellenlangenbereichen (z.B. 610nm).

Es verbleiben 56 zu beurteilende Proben. Aus diesen 56 sind 9 Proben ohne
eindeutigen histologischen Befund, 23 eindeutig benigne (G0) und 24 maligne
(davon 6 G1-Befunde, 2 G2-Befunde, 11 G3-Befunde und 5 CIS-Befunde).

In den folgenden Abbildungen werden nun ausschlieBlich in Abhangigkeit des

histologischen Befundes ,benigne versus maligne“ die Starke des spektrometrisch

gemessenen PplX-Signals, d.h. des entsprechenden Fit-Wertes aufgetragen.
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Signifikanz der PpIX-Intensitat

Zunachst sei darauf hingewiesen, dass im Fall der benignen Proben zumindest
theoretisch fur die PplX-Fluoreszenz ein Wert von 0 zu erwarten ware. Die von 0
abweichende und in der Praxis beobachtete PplX-Fluoreszenz wird von weiterem,

in der Probe enthaltenem, fluoreszierenden Material verursacht.

Dargestellt sind jeweils der vollstandige Boxplot zur Ubersicht, sowie ein
vergrofRerter Ausschnitt des Interquartilbereichs (Zoom). Zu den Ausreil3- und
Extremwerten wurden aullerdem die Patientennummern in den Boxplots

eingetragen, um einzelne Proben bei Bedarf identifizieren zu kénnen.

a) 56 Proben mit histologisch gesicherten Befunden

Fig. 3 - 5: Ergebnis der 56 Proben mit histologisch gesicherten Befunden -
vollstandiger Boxplot
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Fig. 3 - 6: Ergebnis der 56 Proben mit histologisch gesicherten Ergebnissen -
Interquartilsbereich (Zoom)
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Die grolere Spannbreite des Interquartilbereichs der Fit-Werte der malignen
Proben spiegelt das Zusammenfassen der Beurteilungskriterien G1, G2, G3 und
suspekt zu ,positivem Befund“ wieder, da die unterschiedlichen Stadien

unterschiedlich starke Rot-Fluoreszenz aufweisen.

In Bezug auf die 56 Proben mit histologisch gesicherten Ergebnissen und dem Fit-
Wert der normierten Signalstarke PplIX/AF betragt die berechnete asymptotische
Signifikanz (2-seitig) p= 0,001.

Es wird als Sicherheitsschwelle bzw. Signifikanzniveau eine Wahrscheinlichkeit
von 5% festgelegt, was einem Signifikanzniveau von a = 0,05 entspricht.

Die berechnete asymptotische, zweiseitige Signifikanz liefert den Wert p = 0,001,
was gleichbedeutend mit einem Signifikanzwert p = 0,0005 beim einseitigen Test
ist. Fur die Analyse der 56 Proben bedeutet dies, dass die Nullhypothese Hy mit
einem Risiko kleiner 5% zurtuckgewiesen werden darf bzw. dass bei den 56 Proben
mit einer Sicherheit von mehr als 95% ein signifikanter Unterschied zwischen den

Fitwerten der malignen und denen der benignen Proben besteht.
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b) 30 Proben mit histologisch gesicherten Befunden

Fig. 3 -7: Ergebnis der 30 Proben im direkten Vergleich mit den Spektrometerdaten -
vollstandiger Boxplot
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Fig. 3 - 8: Ergebnis der 30 Proben im direkten Vergleich mit den Spektrometerdaten -
Interquartilsbereich (Zoom)
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Tab.3 -7: Mann-Whitney-U-Test der 30 Proben im direkten Vergleich mit den

Spektrometerdaten
Fitwert der
normierten Signalstarke PplX / AF
Mann-Whitney-U-Test 73.000
asymptotische Signifikanz (2-seitig) 105
exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] .110

a Gruppenvariable: benigne_maligne Befunde

i) Signifikanzniveau a = 0,05

Aus p = 0,105 bzw. 0,110 ergibt sich fur die einseitige Signifikanz der Wert p =
0,0525, bzw. der Wert p = 0,055, falls die exakte Signifikanz zugrunde gelegt wird.
Beide Werte liegen knapp Uber dem Signifikanzniveau von a = 0,05, so dass fur die
30 Proben die Hypothese, dass ein signifikanter Unterschied zwischen den Fit-
Werten der malignen und denen der benignen Proben besteht, nicht mehr mit einer
Sicherheit von 95% angenommen werden darf.
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ii) Signifikanzniveau a = 0,1

Die Werte der einseitigen Signifikanz p = 0,0525, bzw. p = 0,055 (exakte
Signifikanz), liegen jedoch unter dem Signifikanzniveau von a = 0,1, so dass fur die
30 Proben die Hypothese, dass ein signifikanter Unterschied zwischen den
Fitwerten der malignen und denen der benignen Proben besteht, zumindest mit

einer Sicherheit von 90% angenommen werden darf.

ROC-Kurven der normierten PplX-Intensitat und Area under the Curve (AUC)

a) 56 Proben mit histologisch gesicherten Befunden

Aus Tab. 3 — 6 wurden zunachst die folgenden Wertepaare erzeugt, die dann zum

Vergleich der Diagnosemethoden von Hand in Fig. 3 — 9 eingetragen wurden:

Tab. 3 - 8: AUC der 56 Proben mit histologisch gesicherten Befunden

Standardfehler | asymptotische asymptotisches
Flache (a) Signifikanz (b) 95%-Konfidenzintervall
Untergrenze Obergrenze
0,76 0,067 0,001 0,613 0,874

(a): unter der nichtparametrischen Annahme
(b): Nullhypothese: Wahrheitsflache = 0.5

Allgemein formuliert weist ein diagnostischer Test Trennscharfe auf, wenn sich die
Kurve signifikant von der Diagonalen (links unten - rechts oben) unterscheidet. Im
Idealfall (100%ige Trennscharfe) liegt die Kurve auf der linken bzw. oberen

Begrenzungs-Seite des umschlieRenden Quadrates.

Analog zur SPSS-Analyse der Fit-Werte ergibt sich bei der AUC die asymptotische,
zweiseitige Signifikanz mit dem Wert p = 0,001, was wiederum gleichbedeutend mit
einem Signifikanzwert p = 0,0005 ist. Fir ein a = 0,05 besitzt die Fluoreszenz-
Spektrometrie als Diagnosemethode bei den 56 Proben eine statistisch signifikante

Trennscharfe.
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Tab.3-9:

1-Spezifitit | Sensitivitat
Total Total
WLE 0,333 1
AFE 0,572 0,954
Sz MUC 0,429 0,954
SZ AA 0,096 0,636

Sensitivitat und (1-Spezifitat) der 43 Proben mit vollstandigem Datensatz

ROC-Kurve der normierten PpiX-Intensitit der 56 Proben mit histologisch

gesicherten Ergebnissen und mit Werten von WLE, SZ, AFE der 43 Proben mit

O (Sensitivitat; (1-Spezifitat) ) der 43 Proben

Fig. 3 - 9:
vollstandigem Datensatz
ROC-Kurve
WLE AFE
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1 - Spezifitat

b) 30 Proben mit histologisch gesicherten Befunden

Aus Tab. 3 — 13 wurden wiederum zum Vergleich mit den Ergebnissen in Fig.3 - 10
die folgenden Wertepaare erzeugt:

Tab. 3 -10: AUC der 30 Proben mit Spektrometerdaten und mit WLE, AFE, SZ MUC, SZ AA
Standardfehler | asymptotische asymptotisches
Flache (a) Signifikanz (b) 95%-Konfidenzintervall
Untergrenze Obergrenze
0,674 0,104 0,105 0,471 0,877

(a): unter der nichtparametrischen Annahme
(b): Nullhypothese: Wahrheitsflache = 0.5
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Hier qgilt ebenfalls das Gleiche wie bei der Auswertung der Fit-Werte: Aus p = 0,105
ergibt sich fur die einseitige Signifikanz der Wert p = 0,0525, welche knapp Uber
dem Signifikanzniveau von a = 0,05 liegt, so dass fur die 30 Proben die Hypothese,
dass die Fluoreszenz-Spektrometrie als Diagnosemethode auch bei den 30 Proben
eine statistisch signifikante Trennscharfe besitzt, nicht mehr mit einer Sicherheit
von 95% angenommen werden darf.

Tab. 3 - 11: Sensitivitat und (1-Spezifitiat) der 30 Proben mit Spektrometerdaten und mit
WLE, AFE, SZ MUC, SZ AA

1-Spezifitidt | Sensitivitat
Total Total
WLE 0 1
AFE 0 1
SZ MUC 0,357 0,937
SZ AA 0,072 0,687

Fig. 3 -10: ROC-Kurve der normierten PplX-Intensitat der 30 Proben mit
Spektrometerdaten und mit Werten von WLE, SZ, AFE
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3.2.2. Die Standarddiagnoseverfahren - Proben mit vollstandigem

Datensatz und auswertbaren Spektrometriedaten

Nun wurden mittels des Visual-Basic-Satistikprogramms als Untermenge alle

vollstandigen Daten extrahiert. Dies erlaubt nun alle Verfahren direkt miteinander

zu vergleichen. Dieses Kriterium ist bei 30 Proben erfillt:

Abb.3 - 4: Extraktion der vollstidndigen Datensétze
Selektieren nach Diagnostikkriterien T Seleklieren nach Malignitatskriterien T Selektierte Patienten Freie Selektierung
Endoskopie Mii.| Endoskopie Ml Miinchen Pathalagie Aa. | Patholagie Aa. | Mikroskopie Mu [ Verkniipht
‘w-Skopie. Bef | PDD-Befund Zytologie Zytologie Hizto G - Bef. | Zelkonzentiatio
pos pos GO G0 GO 1 bis & Einzeln ¢
neg neg Suspekt G2 G1 5 bis 50 Einzeln|
Gl G3 G2 1 bis & Klurpen
G2 G3 i bis B0 Klumpen
G3 CIS -
K.opieren
1 12 2 3 5 14
0002 = 0002 - TR 000z - TR 02
ooz onaz o003 ooz o003 onoz
o004 onoa ono4 aoons onos o005
0005 0005 0005 0010 0010 0010 Clear |
0006 00o6 anas o015 o016 o016
oo1n ool [uigla] o016 o019 o013
0011 0011 0011 0013 0022 o022 CA |
o012 o012 o014 o020 0023 o023
0014 o014 o015 o022 o0z7 onz7
0015 0015 0016 0023 0030 o030
0016 0016 o017 o027 0034 0034
0017 o017 o013 0030 0036 0036
0019 o019 0020 0o 0040 o040
w2 x| oo =l w2 x| o34 x| w41 x| foos x| m |
I_ I_ Schli
Iﬁ IE IE W = W 5 IT chlieszen

Anm.: i heiRt 5, G1 bei Zyto-AA ist bei den 56 nicht mehr vorhanden.

Tab. 3 -12:

Spektrometerdaten
Unts:ft;f:ﬁ::gs- Kriterien alle TU Go Gesamt
Histologie 16 14 30
WLE positiv Positiv 16 6 22
WLE negativ Negativ 0 8 8
AFE positiv Positiv 16 9 25
AFE negativ Negativ 0 5 5
SZ MUC positiv | suspekt/G1/G2/G3 15 5 20
SZ MUC negativ GO 1 9 10
SZ AA positiv G1/G2/G3 11 1 12
SZ AA negativ GO 5 13 18
AFZ positiv deutlich/stark 12 7 19
AFZ negativ gering/kein 4 7 11

Anm.: G1 gibt es in der SZ Miinchen und Aachen bei den 30 nicht mehr
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Tab. 3 -13: Sensitivitdt und Spezifitat der 30 Proben im direkten Vergleich mit den

Spektrometerdaten

Volistandiger Datensatz Sensitivitat Spezifitat

Untersuchil:lz;;vedahren [%] [%]

WLE 100 100

AFE 100 100

SZ MUC 93,7 64,3

SZ AA 68,7 92,8

AFZ 75 50

Fig. 3 - 11: Sensitivitdt und Spezifitit der 30 Proben im direkten Vergleich mit den
Spektrometerdaten - Balkendiagramm
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4. Diskussion

4.1. Patientenauswahl und Ablauf

Zur Diagnostik des Harnblasenkarzinoms werden derzeit verschiedene Verfahren,
z.B. immunologische Tumormarker, untersucht und entwickelt, um die Probleme
der Invasivitat der Zystoskopie und die Subjektivitat der Urinzytologie zu umgehen
(siehe Kap. 1.6.). Diese Arbeit untersucht die Wertigkeit der spektralen Analyse
von Blasenspulzytologien nach Instillation von 5-Aminolavulinsdure und vergleicht
die Ergebnisse mit herkdmmlichen Methoden. Das Ziel ist ein einfaches, sensitives,
objektives und minimal invasives Verfahren zur Erkennung von Blasentumoren und

zur Verlaufskontrolle zu finden.

Bei der ex vivo Diagnostik ist eine Standardisierung, die sorgfaltige
Probeentnahme sowie die Lagerung des Untersuchungsmaterials sehr wichtig.
Blutbeimengungen und Entzindungszellen kdnnen Ungenauigkeiten hervorrufen.
Ein weiteres Problem bei unserer Patientenklientel war das gehaufte Auftreten von
degenerativen, entzindlichen und dysplastische Zellveranderungen nach

Instillationsbehandlung, die die Sensitivitat und Spezifitat beeinflussen.

Bei unseren Untersuchungen war die zystoskopische Blasenspulung
Voraussetzung zur Gewinnung einer zellreichen Spulflissigkeit, die eine effiziente
spektroskopische Auswertung gestattete.

Zur praventiven Fruherkennungsdiagnostik ware allerdings eine Weiterentwicklung

des Verfahrens mit Spontanurin wegen der geringeren Invasivitat sinnvoll.
Durch die endoskopische Uringewinnung kommt es haufig zu einer

Mikrohamaturie, d.h. es finden sich im Untersuchungsmaterial zahlreiche rote

Blutkdrperchen, die die optische Auswertung weiter erschweren.
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4.2. Vergleich der beiden Standardverfahren WLE und AFE

Die Wertigkeit der 5-ALA induzierten Fluoreszenzdiagnostik wurde in den letzten

Jahren in einer Reihe von klinischen Studien untersucht.

Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Sensitivitdten und Spezifitaten von
Weildlicht-Endoskopie und Fluoreszenz-Endoskopie unterscheiden sich von den

Daten, welche bisher von anderen Arbeitsgruppen publiziert wurden:

Tab.4-1: Bisher ermittelte Sensitivitdten und Spezifitaten der WLE und AFE
Name Jahr Sensitivitat Spezifitit WLE | Sensitivitat AFE Spezifitat
WLE [%] [%] [%] AFE [%)]
Kriegmair 1996 72,7 68,5 97 67
Jichlinski 1997 -—- - 89 57
Filbeck 1999 67 66 96 67
Koenig 1999 84 89 87 59
Ehsan 2001 - - 98 65
Dominicis 2001 18 82 87 63
Zaak 2002 -—- - 97 65
Tab.4 - 2: Sensitivitdten und Spezifitaten der WLE und AFE gemaRB der vorl. Arbeit
vorliegende Arbeit: Sensitivitat Spezifitit WLE | Sensitivitiat AFE Spezifitat
WLE [%] [%] [%] AFE [%)]
92 Proben 2002 94,7 61,1 92,1 46,3
43 Proben 2002 100 66,7 95,4 42,8
30 Proben 2002 100 100 100 100

So lagen die Sensitivitaten der Weillicht- und der Fluoreszenz-Endoskopie deutlich
uber dem Durchschnitt der Ubrigen Studien. Die bei unserer Untersuchung
erreichten Sensitivitaten von nahezu 100% in der Weildlicht- und insbesondere in
der Fluoreszenz-Endoskopie erklaren sich aus der Tatsache, dass Biopsien nur
dann entnommen wurden, wenn auch Auffalligkeiten in der Endoskopie gesehen

wurden.
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Die Spezifitaten der Weillicht- und der Fluoreszenz-Endoskopie lagen bei unserer
Untersuchung jedoch unter den Werten der in der Tab. 4-1 aufgefihrten
Ergebnissen. So fand sich bei der von uns untersuchten Klientel eine hohe Anzahl
(64%) von Nebenbefunden wie Entziindungen, Odeme, Ulcera und

Narbengewebe, die zu falsch positiven Ergebnissen fihren kdnnen.

Abb. 4 -1: Anzahl aller Nebenbefunde der 92 Proben

Selektieren nach Diagnostikkriterien T Selektieren nach Malignitatskriterien T Selektierte Patienten T Freie Selektierung
Pathologie &a.
Werknlipft
Par Befund 1 [ Vi H
. Zyatitis .
Bedem ™ Relativ
NG/Ulcus y
il
Fopieren Grafik.
7
0003 a
0004
0006
000g Clear |
[~ 0003
oo1n
0011 CA |
o1z
o012
oo1e
o019
ooza
onzz
e | ml
Schi
[ [0 [0 [0 [a [0 [o [0 T
-l

Beispielsweise gab es in der Weillichtendoskopie 19 falsch-positive Befunde bei
histologisch  gesichertem GO-Befund, ausgehend von den urspruanglich

genommenen 92 Proben.

Untersucht man diese falsch-positiven Befunde naher, so zeigt sich, dass bei 16
der 19 bzw. bei 84% der Patienten eine Zystitis, Odeme oder Ulcera der
Blasenwand nebenbefundlich diagnostiziert wurden (s. Abb. 4 - 1), was u.a die

niedrige Spezifitat erklart.
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Abb. 4 - 2: Falsch-positive Befunde und Nebenbefunde der 92 Proben bei der WLE

Selektieren nach Diagnostikkiiterien T Selektieren nach Malignitatskriterizn T Selektierte Patienten T Freie Selektierung
Pathalogie Aa. | Endoskopie Mii| Pathologie &a. v Werknlipft
Histo G - Bef.  |W-Skopie. Bef. | Par. Befund 1 o P @]
GO pos ;yslltls v Fieish Start
Odem :
NG/Ulcus y
ikl
Kopieren Grafik
100
gof | 100%
aof__ | Clear |
b L
EOf |
50| CA |
40
1 a4 —
| a7
aof |
o |
; ]
S chii
IE W W IT lT IT IT IT chliessen
-l

Analog werden die falsch-positiven AFE-Befunde bezuglich der ausschlie3lichen
GO0-Befunde in Abhangigkeit der o0.g. Nebenbefunde dargestellt (s. Abb. 4 - 3).
Deutlich erkennbar ist auch hier die hohe prozentuale Korrelation zwischen
Entziindungszeichen und falsch-positiven Befunden. Auch hier liegt bei 22 von 26
falsch-positiven Befunden nebenbefundlich eine Zystitis, Narbengewebe oder

Ulcera vor.

Es ist bekannt, dass sich ein lymphozytares Entzindungsinfiltrat im Urothel PplX-
positiv darstellen kann (Zaak et al.,2002), womit die geringere Spezifitat bei den
0.g. nicht-tumordsen Nebendiagnosen erklarbar ware.

Dies wurde auch durch die Untersuchungen von Tauber bestatigt (Tauber S et
al.,2005).
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Abb.4 - 3:

Falsch-positive Befunde und Nebenbefunde der 92 Proben bei der AFE

-l
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Abb. 4 - 4: Richtig-negative Befunde und Nebenbefunde der 92 Proben bei der WLE
Selektieren nach Diagnostikkriterien T Selektieren nach Malignitatskriterien T Seleklierte Patienten T Freie Selektierung
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Abb. 4 - 5: Richtig-negative Befunde und Nebenbefunde der 92 Proben bei der AFE
-S;aielgt.i;a.len hach E);agnostikkritarier;w- T S;I-ektielem hach M;I-ign\télskritariem_ T Selektierte Patienten T ) Freie Selekﬁe[ung -
Pathologie &a. | Endoskopie Mii | Pathologie A5 “erknidpt
Histo G - Bef. | _PDD-Befund | Par. Befund | Reie! <=1
L GO neq Zystitiz Start
Odem
MG Ulcus
lik1
K.opieren Grafik.
100
9o | 100
aol | Clear |
—| foL_|
0
sol | CA |
ol |
ol | 0%
0] | el
0[] | 28% [
0 [ | m'
IE IF IT IT IT lT lT IT Schliessen

-63 -

-l



Die relative Haufigkeit der Entziindungen bei den falsch positiven Befunden betragt
sowohl bei der WLE als auch bei der AFE 84%, wahrend bei den richtig negativen
Befunden der WLE der Entzindungsanteil bei 70% und bei der AFE bei 64%, liegt.

4.3. Ergebnisse der Fluoreszenz-Zytologie (AFZ)

4.3.1. StorgroRen
Eine Schwache der Fluoreszenz-Zytologie in unserer Untersuchung liegt in der
nicht-standardisierten  Probeentnahme und subjektiven Beurteilung der

Fluoreszenz-Bilder.

Erschwerend kommt hinzu, dass das Einordnen aufgrund des raschen
Ausbleichens der PplX Fluoreszenz relativ schnell geschehen muss. Unter dem
Mikroskop ist, abhangig von der Beleuchtungsstarke, unter Umstanden bereits
nach wenigen Sekunden die Intensitat des Signals auf etwa die Halfte abgesunken,
wobei die Ausbleichgeschwindigkeit von verschiedenen, weiteren, noch nicht naher

untersuchten Faktoren abzuhangen scheint (Stepp H et al., 1994).

Eine weitere Fehlerquelle ist das Ausbleichen der Zellen in situ durch die Weildlicht-
Endoskopie und die AFE, wenn die Untersuchung der Blasenspllflissigkeit nicht

sofort durchgefiihrt wurde.

Wird die Spulflissigkeit aulderdem nicht lichtgeschitzt gelagert und transportiert
kann es insbesondere unter dem im OP eingesetzten Neonlicht zu einer

Ausbleichung des Zellmaterials kommen.

Dartber hinaus muss berlcksichtigt werden, dass in der zu untersuchenden
Spulflissigkeit eine unterschiedliche Anzahl und unterschiedliche Arten von
Entzindungszellen zu finden sind, was das Untersuchungsergebnis ebenfalls
erheblich beeintrachtigt, da diese Zellen, sowie auch Verunreinigungen in der

Probe unterschiedlich fluoreszieren kbnnen.
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4.3.2. Ergebnisse der Fluoreszenz-Zytologie im Vergleich
Unter Beriucksichtigung des vollstandigen Datensatzes (43 Proben) ergab unsere
Untersuchung zur Erkennung maligner Zellen fur die Fluoreszenz-Zytologie eine
Sensitivitat von 57,1% und eine Spezifitat von 57,1%. Im Vergleich erreichten Pytel
und Schmeller eine Sensitivitdt von 97% und eine Spezifitdt von 75% (Pytel A et
al., 2002). Tauber ermittelte eine Sensitivitdt von 86% und eine Spezifitat von 75%
(Tauber S. et al., 2003). Diese Werte liegen deutlich hoher als die in der
vorliegenden Arbeit gefundenen Werte fur die Sensitivitat bzw. die Spezifitat der

AFZ. Dies ist wahrscheinlich auf die o0.g. Storgrof3en zurtickzufuhren.

4.4. Quantitative Spektrometrie

4.41. Allgemeines
Wahrend Pytel und Schmeller, wie auch Malini, Hypericin als Photosensitizer
aufgrund der langeren Ausbleichzeit bevorzugten (Malini O. et al., 2003) und den
Ausbleicheffekt vernachlassigten, wurde in der vorliegenden Arbeit die
Quantifizierung des Ausbleicheffekts genutzt, um mittels einer quantitativen,
spektralen Diagnostik bereits eine geringe Anzahl von Tumorzellen identifizieren zu

konnen.

In der eigenen Arbeitsgruppe waren bereits Voruntersuchungen auf der Basis
fluoreszenzmikroskopischer und subjektiver Auswertung spulzytologischer Proben
durchgefuhrt worden (Tauber S. et al.,2005).

Mit der vorliegenden Arbeit sollte ein Versuch zur Quantifizierung und damit
Objektivierung fluoreszenzmarkierter Spulzytologieproben untersucht werden.
Neben der Objektivierung war auch eine hohere Nachweisempfindlichkeit und

Reproduzierbarkeit erwartet worden.

Durch die spektrale Messung ist es moglich, die Fluoreszenz des gesamten
zellularen Probenmaterials zu erfassen, zu differenzieren und zu quantifizieren,
wahrend die Beurteilung der fluoreszierenden Zellen unter dem Mikroskop auf

wenige Zellen innerhalb einzelner Gesichtsfelder beschrankt bleibt.
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Ausgehend von spektralen Voruntersuchungen zur Analyse der Fluoreszenz der
PplX-positiven Zellen, gelangten wir zu dem Schluss, dass eine wellenlangen-
spezifische Auswertung noétig ist, um die verschiedenen spektralen EinflussgrofRen
zuverlassig trennen bzw. identifizieren zu kénnen. Diese wellenlangen-spezifische
quantitative Auswertung der Fluoreszenzspektren war u.a. Aufgabe der

vorliegenden Arbeit.

Der zugrunde gelegte Fit-Algorithmus mit drei Fit-Parametern zur Auswertung
eines unter Ausnutzung des Ausbleicheffekts generierten Differenzspektrums,
basierend auf der griinen Autofluoreszenz, auf einer roten Bande mit Maximum bei
620nm und auf der PplX-Fluoreszenzbande bei 635nm, erscheint beim jetzigen
Stand der Forschung ausreichend, um das Ausbleichverhalten der
fluoreszierenden Tumorzellen darstellen zu koénnen. Dabei beschreiben die
jeweiligen Fit-Parameter quantitativ den absoluten Betrag bzw. die Intensitat einer

jeden Bande.

So konnte aus den Spektren mit einem starken PplX-Signal geschlossen werden,
dass eine Bestrahlung mit 20J/cm? das PplIX-Signal auf unter 10% ausbleicht.
Unter der Annahme, dass der Betrag der ausbleichenden Komponente des
Autofluoreszenzpeaks proportional zur gesamten Zelldichte ist, wurde dieses

Signal verwendet, um das Porphyrin-Signal bezuglich der Zelldichte zu normieren.

4.4.2. Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
Es wurden 92 Proben spektrometrisch vermessen. Von diesen Spektren wurden 36
verworfen, weil entweder der Fit-Wert nicht nachvollziehbar (6 Proben) oder die
Signalstarke zu gering war (30 Proben), so dass 56 zu beurteilende Proben
verblieben, wovon wiederum nur fur 30 Proben die vollstandige Datensatze mit den
Ergebnissen aller 6 Untersuchungsmethoden (WLE, AFE, SZ MUC, SZ AA, AFZ,

spektrale FZ) zur Verfigung standen.

Zunachst wurde zu der ROC-Kurve der Spektrometerdaten der 56 Proben mit

histologisch  gesicherten Ergebnissen per Hand die Sensitivitats- und
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Spezifitatsdaten der 43 Proben mit vollstandigem Datensatz — aber nicht am
identischen Patientengut — eingetragen, um die verschiedenen diagnostischen

Methoden beurteilen zu kbnnen.

Sowohl aus Fig. 3 — 9 als auch aus der Betrachtung der Flache unter der Kurve
(Area under the Curve) kdnnen zum jetzigen Zeitpunkt mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit die folgenden Schlusse gezogen werden:

- die Aussagekraft der AFZ bewegt sich in der Nahe der AFE

- AFZ (im jetzigen Stadium) ist WLE und SZ unterlegen

- die AUC liegt an der Grenze, an welcher ein Test im allgemeinen noch als

klinisch relevant bzw. brauchbar angesehen wird

Die Ergebnisse der 30 Proben mit vollstandigem Datensatz und
Spektrometriedaten werden im Folgenden diskutiert.

Unter den 30 Proben befanden sich aufgrund des histologischen Befunds 16
positive Proben. Von diesen 16 Proben zeigten 12 Proben bei der AFZ starke
Fluoreszenz bzw. die charakteristischen Porphyrin-Banden, bei den verbleibenden
4 malignen Proben konnte keine entsprechende Fluoreszenz gemessen werden,
was bisher nicht befriedigend erklart werden kann. Die 16 positiven Befunde mittels
AFE stimmen mit den positiven 16 Befunden der histologischen Untersuchung

Uberein.

Die Ergebnisse der spektrometrischen Auswertung der 56 und der 30 Proben
sehen wie folgt aus: Fur die Analyse der 56 Proben bedeutet dies, dass die
Nullhypothese Hy mit einem Risiko kleiner 5% zurickgewiesen werden darf bzw.
dass bei den 56 Proben mit einer Sicherheit von mehr als 95% ein signifikanter
Unterschied zwischen den Fit-Werten der malignen und denen der benignen
Proben besteht.

Die Auswertung der 56 Proben mit histologisch gesicherten Befunden lasst mit p =
0,0005 ein Signifikanzniveau von mehr als 95% flr das Zurickweisen der
Nullhypothese zu. Es besteht eindeutig ein signifikanter Unterschied zwischen den

Medianen der malignen und denen der benignen Proben.
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Die Auswertung der 30 Proben im direkten Vergleich mit den Spektrometriedaten
ergab ein p-Wert von 0,0525 bzw. 0,055. Mathematisch exakt betrachtet liegen
beide Werte uber 0,05, somit ist es nicht mehr moglich, die Nullhypothese mit einer
Sicherheit von mehr als 95% zurlckzuweisen.

Es kann aber davon ausgegangen werden, dass auch fur die 30 Proben ein
signifikanter Unterschied zwischen den Medianen der malignen und benignen
Proben besteht und dass die entsprechende Sicherheit etwas kleiner sein sollte als
95%: Betrachtet man das Signifikanzniveau a = 0,10, so sind die ermittelten p-
Werte fur die 30 Proben deutlich kleiner, so dass man daraus eine Art obere
Grenze bestimmen kdnnte: Die Wahrscheinlichkeit, dass sich die Mediane von

malignen und benignen Proben unterscheiden, liegt tber 90%, in etwa bei 95%.

4.4.3. Ergebnisse und Vergleich mit anderen Diagnosemethoden
Obwohl der Unterschied der PplX-Signale von malignen gegentber benignen
Proben signifikant war (p=0,0005 / 56 Proben bzw. p=0,05 / 30 Proben), gibt es
eine erhebliche Uberlappung bei den Werten, was die Werte fiir die Flache unter
der Kurve (area under the curve) im ROC-Plot von 0.76 bei den 56 Proben und
0.674 bei den 30 Proben ergab.

Unsere Testergebnisse fur die quantitative Spektrometrie mit einem AUC-Wert von
0.760 zumindest bei den 56 Proben mit histologisch gesicherten Ergebnissen sind
als positiv einzustufen: Die ROC-Kurve liegt im Sensitivitatsbereich von mehr als

75%, die Diagnosemethode ist daher als klinisch verwertbar zu beurteilen.

Der AUC-Wert von 0,674 bei den 30 Proben mit Spektrometerdaten liegt dagegen
etwas niedriger, was aber auch durch die deutlich geringere Stichprobenzahl
bedingt sein konnte. Trotz der geringen Stichprobenzahl liegt die ROC-Kurve
jedoch deutlich Uber dem unteren Grenzbereich einer Sensitivitat von 50%,
unterhalb dessen die Diagnosemethode als klinisch nicht relevant zu verwerfen

ware.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunachst an insgesamt 90 Patienten (92 Proben)
funf verschiedene Diagnoseverfahren (WLE, AFE, SZ MUC, SZ AA, AFZ) beim
Harnblasenkarzinom verglichen. Als BezugsgrofRe dienten die histologischen
Befunde.

Tabelle 5-1 zeigt die berechneten Daten bezogen auf die Tumorstadien:

Tab.5 -1: Sensitivitdten und Spezifitaten der Standarddiagnoseverfahren der 92 Proben
Sensitivitat Spezifitat

[%] [%]
G1 G2 G3 CIS Total Total

WLE 100 75 100 87,5 94,7 61,1
AFE 90 75 93,7 100 92,1 46,3

SZ MUC 70 75 81,2 87,5 78,9 59,3
SZ AA 0 50 81,2 50 50 75,9
AFZ 50 50 68,7 50 57,9 46,3

Anm.: 0 von 10 G1-Tumoren wurden durch die SZ Aachen erkannt, vgl. Kap. 3.1.4.

Diese und die nachfolgend angefuhrten Werte variieren, da aufgrund der
Nichtverfugbarkeit von Daten flr verschiedene Fragestellungen unterschiedliche

Untermengen isoliert werden mussten.

49 Proben mit unvollstandigen Daten wurden ausgeschlossen, so dass 43
eindeutig zu beurteilende Proben, also mit negativen oder positiven Befunden,
verblieben. Es wurden nun die Werte bei vollstandigem Datensatz berechnet
(Tab.5-2):

Tab. 5 - 2: Sensitivitdten und Spezifitaten mit vollstandigem Datensatz (43 Proben)
Sensitivitat Spezifitat

[%] [%]
G1 G2 G3 CIS | Total Total

WLE 100 100 100 100 100 66,7

AFE 100 100 | 90,9 | 100 95,4 42,8

SZ MUC 85,7 100 | 90,9 | 100 95,4 57,1

SZ AA 0 100 100 | 66,7 63,6 90,4
AFZ 57,1 100 | 81,8 | 66,7 72,7 57,1

Anm.: 0 von 7 G1-Tumoren wurden durch die SZ Aachen erkannt, vgl. Kap. 3.1.4.
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Nachdem die AFZ keine Uberlegenheit zu den (ibrigen zytologischen
Untersuchungen zeigte — was wir eigentlich erwartet hatten — Gberpruften wir die
ursprunglich 92 5-ALA induzierten Fluoreszenz-Proben zusatzlich spektrometrisch.
Dabei mussten 36 Proben ausgeschlossen werden, bei denen der Fit-Wert nicht
nachvollziehbar oder die Fluoreszenz-Signalstarke zu gering war (siehe Kap.
3.2.1.).

Die Ergebnisse der Spektrometrie wurden im direkten Vergleich den berechneten
Daten der funf anderen Untersuchungsverfahren gegenubergestellt (Tab. 5-3). Von
den 56 eindeutigen Ergebnissen der Spektrometrie, d.h. die Fitwerte waren
nachvollziehbar und genugend intensiv, lagen bei 30 Proben vollstandige

Datensatze zu allen anderen Verfahren vor.

Tab.5-3: Sensitivitdten und Spezifitaten im direkten Vergleich (30 Proben)

Volistandiger Datensatz aller Sensitivitat Spezifitat
Untersuchungsverfahren [%] [%]
WLE 100 100
AFE 100 100
SZ MUC 93,7 64,3
SZ AA 68,7 92,8
AFZ 75 50

Anhand der ROC-Kurven (Fig. 5-1) wurden die Sensitivitaten und Spezifitaten aller

Untersuchungsverfahren mit der quantitativen Spektrometrie verglichen.
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Fig. 5 - 1: ROC-Kurve der normierten PplX-Intensitat der 30 Proben mit
Spektrometerdaten und mit Werten von WLE, SZ, AFE
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Tab. 5 - 4: AUC der 30 Proben mit Spektrometerdaten und mit WLE, AFE, SZ MUC, SZ AA

Standardfehler | asymptotische asymptotisches
Flache (a) Signifikanz (b) 95%-Konfidenzintervall
Untergrenze Obergrenze
0,674 0,104 0,105 0,471 0,877

(a): unter der nichtparametrischen Annahme
(b): Nullhypothese: Wahrheitsflache = 0.5

Bei den 30 Proben zeigte sich, dass die quantitative Spektrometrie beim jetzigen
Entwicklungsstand den Standard-Diagnosemethoden geringflgig unterlegen zu
sein scheint. Betrachtet man aber die AUC-Werte (Tab. 5-4) kann man feststellen,
dass die quantitative Spektrometrie, insbesondere auch aufgrund der
Nichtinvasivitat des Diagnoseverfahrens, eine vielversprechende Methode zur

Diagnostik des Harnblasenkarzinoms darstellt.
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6. Ausblick und Verbesserungsvorschlage

Weltweit wird an Methoden gearbeitet, die in der Lage sind, objektiv und weniger
invasiv als die derzeitige Zystoskopie Harnblasentumore zu diagnostizieren. Die in
dieser Arbeit untersuchte spektrale Analyse von Spulzytologien nach 5-ALA-
Instillation stellt einen Versuch dar, diesem Ziel naher zu kommen. Aufgrund der
vorlaufigen Ergebnisse kénnte die von uns entwickelte Fluoreszenz-Zytologie in
Kombination mit der PPIX-Spektrometrie ein einfaches, wirtschaftliches und nicht-
invasives Verfahren zur Erkennung und Verlaufskontrolle von Harnblasen-
karzinomen sein.

Eine Standardisierung der Probenentnahme und -aufbereitung, sowie eine weitere
Modifizierung der technischen Apparatur waren allerdings Voraussetzung.

Die relativ geringen Sensitivitats- und Spezifitatsergebnisse sind wahrscheinlich
u.a. auf die Tatsache zuruckzufuhren, dass es sich in dieser Studie bei den
meisten Kranken um Nachsorgepatienten handelte, die durch Vorbehandlung mit

Zytostatika Artefakte im Untersuchungsmaterial aufwiesen.

Eine Reduzierung der aufwandigen und invasiven Zystoskopie-Kontrollen in der
Nachsorge ware ein nicht zu unterschatzender Fortschritt. Davon abgesehen
werden bei den Standard-Zystoskopien 10-15% Prozent der Tumore ohnehin nicht
erkannt. Hierunter fallen v.a. die inversen Tumore und das aggressive Carcinoma
in situ, das zu FrUhmetastasierung neigt und die Prognose fur den Patienten
deutlich verschlechtert. Gerade hier kdnnte die Fluoreszenz-Zytologie kombiniert
mit der PPIX-Spektrometrie rasch und nicht invasiv eine Klarung bringen. Mit dem
von uns entwickelten spektrometrischen Verfahren ware u.U. auch eine
automatisierte Diagnostik madglich, bei der die Subjektivitdt des Untersuchers

weitgehend eliminiert werden konnte.
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7. Verzeichnis der Abkirzungen

ALA 5-Aminolavulinsaure

AFE 5-Aminolavulinsaure (5-ALA) — induzierte Fluoreszenz-Endoskopie

AFZ 5-Aminolavulinsaure (5-ALA) — induzierte Fluoreszenz-Zytologie

AUC Area under the Curve

CIS Carzinoma in situ

CT Computertomographie

MRT Magnetresonanztomographie

PDD Photodynamische Diagnostik

PplIX Protoporphyrin IX

PSTI Pankreas-Sekretions-Trypsin-Inhibitor

SZ Standardzytologie

SZAA Standardzytologie /Pathologisches Institut Aachen

SZMUC Standardzytologie/ Urologisches Forschungslabor Uni
Munchen/GroRhadern

TATI Tumor-assoziierter-Trypsin-Inhibitor

TUR-B Transurethrale Resektion der Blase

WLE Weilllichtendoskopie
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