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1 Einleitung

1.1 Die Harnblase

1.1.1 Anatomische Gegebenheiten der Harnblase

Die Harnblase ist ein Hohlorgan und dient der Speicherung von etwa 900 — 1500ml
Sekundarurin (Rizzo 2015). Sie besteht aus der Apex vesicae, dem Corpus vesicae,
in den die Ureteren munden, dem Fundus vesicae und dem Collum vesicae. Sie liegt
bei beiden Geschlechtern praperitoneal im kleinen Becken. Begrenzt wird sie kranial
und dorsokranial vom Peritoneum, ventral grenzt sie an die Symphyse mit dem vom
Peritoneum gebildeten Spatium retropubicum, dorsal hat sie Bezug zum Sigmoid /
Rectum und bei der Frau zum Uterus. Kaudal geht sie in die Harnrohre Uber (JI 1991)
(Large 2016).



1.1.2 Das Urothel

Das Urothel beschreibt ein mehrreihiges und mehrschichtiges Ubergangsepithel, das
die Schleimhaut der ableitenden Harnwege, wie die Nierenbecken, Ureteren, Harn-
blase und den Anfangsteil der Urethra, auskleidet. Wie in Abbildung 1 dargestellt,
wird die Mukosa in drei verschiedene Schichten unterteilt: Deckzellschicht, Zwischen-
zellschicht und Basalzellschicht. Die Basalzellschicht dient der Erneuerung des
Urothels. Die Deckzellschicht muss dagegen den besonderen anatomischen Anfor-
derungen wie einem hohen osmotischen Gradienten, sowie einer gro3en Ausdehnung
durch Volumenanderung standhalten (Fry and Vahabi 2016). Geschutzt wird das
Urothel durch eine Glykokalyx, die aus Glykosaminoglykanen besteht (Friedrichs et al.
1985). Unterhalb der Mukosa befindet sich die Lamina propria mucosae, die an die

Tunica muscularis der Harnblase grenzt (Manski 2017b).

Tunica mucosa Isoprismatische Deckzelle

2) Lamina propria Intermediarzelle
3)  Tunica muscularis / Stratum longitudinale internum Basalzelle
4)  Stratum circulare Lamina propria

5) Stratum longitudinale externum

6) Tunica adventitia, Tela subserosa

Abbildung 1ab: Histologie der Harnblase (a) aller Schichten und (b) des Uber-
gangsepithels (Uni Halle-Wittenberg, download 2017).



1.2 Das Harnblasenkarzinom

1.2.1 Epidemiologie

Das Harnblasenkarzinom stellt die zweithaufigste Tumorentitat des Urogenitaltraktes
dar (Shinagare et al. 2011). Weiterhin zahlt es weltweit zu einer der haufigsten malig-
nen Tumorerkrankungen (vom Dorp et al. 2007). Die hochste Inzidenz verzeichnet
man in westeuropaischen Landern (Kakehi et al. 2010). Im Jahr 2012 wurden in
Deutschland 11.240 Neuerkrankungen bei Mannern und 4.140 bei Frauen diagnosti-
ziert, wobei 3.791 Manner und 1.826 Frauen an der Erkrankung verstarben (Robert-
Koch-Institut 2015). Somit liegt das Harnblasenkarzinom an 10. und 14. Stelle der hau-
figsten Krebstodesursachen. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 73 Jahren bei
Mannern und 77 Jahren bei Frauen. Die relative Uberlebensrate liegt bei Mannern mit
59 % hoher als bei Frauen mit 50 %. Als Korrelation Iasst sich eine glnstigere Vertei-

lung der Tumorstadien bei Mannern feststellen.

Harnblasenkarzinome sind bis zu 95 % auf die Entartung des Urothels, auch Transiti-
onalzellkarzinom genannt, zurtckzufuhren (Clark et al. 2013) (Manski 2017). Zu einem
kleinen Prozentsatz (in westlichen Landern) kommen Plattenepithelkarzinome (2 %)
und Adenokarzinome (1 %) vor (vom Dorp et al. 2007). Selten treten Harnblasenkar-
zinome in Form von Phaochromozytomen, Leiomyosarkomen und Rhabdomyosarko-

men auf.

1.2.2 Risikofaktoren

Die Risikofaktoren fur ein Harnblasenkarzinom kénnen in genetische und umweltbe-
dingte Risikofaktoren eingeteilt werden. Den wichtigsten Risikofaktor stellt das Rau-
chen dar (Burger, Catto, et al. 2013). Hierbei sind vor allem die darin enthaltenden
Stoffe, wie aromatische Amine und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
ausschlaggebend. Zudem sind das Alter, das Gewicht, die sportliche Aktivitat, die be-
rufliche Exposition zu Stoffen wie Arylaminen und Benzolderivaten, chronische Reiz-
zustande und eine zuruckliegende Chemo- oder Radiotherapie anerkannte Risikofak-
toren (Liss et al. 2016). Kontrovers diskutiert wird die Rolle von bestimmten Lebens-
mitteln wie Kaffee, rohes Fleisch, oder Softdrinks (Burger, Catto, et al. 2013) (DKG
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF 2016).
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1.2.3 Klinik

Das Harnblasenkarzinom weist bis in die fortgeschrittenen Stadien nur wenige Symp-
tome auf. Hier gilt als Leitsymptom eine asymptomatische Makrohamaturie (King and
Steggall 2014). Deswegen wird in den Leitlinien der American Urological Association
(AUA) bei wiederholt nachgewiesener asymptomatischer Hamaturie eine urologische
Untersuchung empfohlen. In fortgeschrittenen Stadien konnen unspezifische
Reizsymptome, wie zum Beispiel Pollakisurie, Dysurie, Drangsymptomatik und
Schmerzen im Beckenbereich auftreten, welche durch eine tumorbedingte Obstruktion

verursacht werden kénnen (Clark et al. 2013).

Wie bei anderen Karzinomen besteht ein kongruenter Zusammenhang zwischen Infilt-
rationstiefe und histologischem Differenzierungsgrad zur sowohl Metastasierungs- wie
auch Rezidivrate. Harnblasenkarzinome streuen vor allem in benachbarte Lymphkno-
ten, insbesondere in die iliakalen, obturatorischen, prasakralen und aortalen Lymph-
knoten (Manski 2017a). Fernmetastasen befallen hauptsachlich das Peritoneum, die

Leber, die Lunge oder das Skelett (Shinagare et al. 2011).

1.2.4 Klassifikation

Fur die Diagnose, Prognose und Bestimmung der Therapie bei Harnblasenkarzinomen
werden die Karzinome in Tumorstadien mit Hilfe des TNM-Klassifikationssystems der
UICC (Union internationale contre le cancer) eingeteilt. Hierfur wird die Ausdehnung
(T), der Lymphknotenbefall (N) und die Metastasierung (M) beurteilt (Tabelle 1). Ent-
scheidend ist die Unterscheidung zwischen nicht-muskelinvasiven und muskelinvasi-
ven Tumoren. Nicht-muskelinvasive Tumoren gehoéren den Stadien: pTis, pTaund pT1
an und werden insgesamt in circa 70 % der Falle diagnostiziert. Muskelinvasive Tu-
more gehdren den Stadien > pT2 an (Clark et al. 2013) (van Rhijn et al. 2015) und
weisen zudem haufiger eine schlechtere Differenzierung als nicht-muskelinvasive Tu-

moren auf.
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Tabelle 1: TNM-Klassifikation vereinfacht.

T Primartumor

T0 Kein Nachweis von Primartumor

Ta Nicht-muskelinvasives papillares Karzinom

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor dringt in subepitheliales Bindegewebe ein

T2 Tumor dringt in Muskularis propria ein

T3 Tumor dringt in perivesikales Gewebe ein

T3a | mikroskopisch

T3b | makroskopisch

T4 Infiltration von Nachbarorganen

T4a | Tumor dringt ein in Prostatastroma, Samenblaschen, Uterus, Vagina
T4b | Tumor dringt ein in die Becken- und Bauchwand

N Regionale Lymphknoten

NO Keine regionalen Lymphknoten

N1 Metastase in einem Lymphknoten des wirklichen Beckenbereichs
N2 Metastase in mehreren Lymphknoten des wirklichen Beckenbereichs
N3 Lymphknotenmetastasen im Verlauf der Arteriae illiacae communes
M Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Zusatzlich zur TNM-Klassifikation hat die WHO (World Health Organization) und die
ISUP (International Society of Urological Pathology) flr nicht-muskelinvasive Urothel-
karzinome eine weitere histologische Einteilung in unterschiedliche Grade (Grading)
anhand von zytologischen Kriterien definiert. Dabei werden die Karzinome in high-
grade und low-grade eingeteilt, wobei low-grade Harnblasenkarzinome besser diffe-

renziert sind und eine bessere Prognose als high-grade Tumore aufweisen (Babjuk et

al. 2017).
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1.2.5 Diagnostik des Harnblasenkarzinoms

Das erste Indiz fur ein Harnblasenkarzinom ist die asymptomatische Hamaturie. Bei
Verdacht auf ein Harnblasenkarzinom sollte zur ersten Evaluierung eine Urinzytologie,
Zystoskopie und eine bildgebende Diagnostik mittels Abdomen / Becken CT, inklusive

des oberen Harntraktes erfolgen.

1.2.5.1 Asymptomatische Hamaturie

Die asymptomatische Hamaturie ist haufig das erste Indiz fur ein Urothelkarzinom.
Deswegen wird in den Leitlinien der American Urological Association (AUA) bei wie-
derholt nachgewiesener asymptomatischer Hamaturie eine urologische Untersuchung

empfohlen (“Microhematuria: Asymptomatic - American Urological Association” 2019).

1.2.5.2 Urinzytologie

Die Urinzytologie ist eine nicht invasive Untersuchungsmethode bei der gefarbte Urin-
ausstriche mikroskopisch auf maligne Urothelzellen untersucht werden. Hierbei ist die
Spezifitat und Sensitivitat des Tests stark abhangig vom Grad des Tumors, der Qualitat
der zellularen Bestandteile des Urins und dem Differenzierungsgrad der Zellen. Diese
Methode besitzt eine geringe Sensitivitat bei low-grade und hoch differenzierten Tu-
moren (Budman, Kassouf, and Steinberg 2008). Weiterhin besteht eine deutliche In-
terobserver-Variabilitat (Raitanen et al. 2002). Nichtsdestotrotz, stellt die Urinzytologie
eine gangigere Voruntersuchung dar als die Untersuchung auf Mikrohamaturie
(Rodgers et al. 2006).

1.2.5.3 Urin- und zellgebundene Harnblasenkarzinommarker

Wegen der geringen Sensitivitat der Urinzytologie und der daher haufig durchgefuhr-
ten invasiven Zystoskopie fokussiert sich die Forschung auf die Identifikation eines
spezifischen Urin oder zellgebunden Harnblasenkarzinommarkers. Der Marker sollte
mit einfachen technischen Mitteln, geringen Kosten, hoher Zuverlassigkeit und Wie-
derholbarkeit bestimmbar sein. Durch die intensive Auseinandersetzung wurden bis
dato viele Marker, wie beispielsweise Zytokeratine und Harnblasenkarzinomantigene
gefunden, die mit unterschiedlicher Sensitivitdt im Zusammenhang mit dem Urothel-
karzinom stehen (DKG Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF 2016). Weiter-
hin spezialisierten sich viele Studiendesigns auf Biomarkern, die aus dem Urin gewon-
nen werden konnen. Larsen et al. fasste in einer retrospektiven Studie die Ergebnisse

von insgesamt 57 Studien zusammen. Es wurden 114 Biomarker untersucht. Zwei der
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Biomarker zeigten im Durchschnitt eine gute Sensitivitat mit einem Median von > 80
%, jedoch mit einer geringen Spezifitat (< 60 %). Als Fazit zeigten sie mogliche Stu-
diendesigns mit der Moglichkeit auf validere Ergebnisse zu erreichen (Larsen et al.
2019). Bier et al. zeigten in ihrer Studie eine erhohte Sensitivitat jedoch eine niedrigere
Spezifitat bei Untersuchung des Urins, der aus dem oberen Harntrakt gewonnen wurde
gegenuber aus der Blase gewonnenen Urins (Bier et al. 2018). Trotz dieser Ergebnisse
wird die Zystoskopie nicht so schnell von den Biomarkern in der Diagnostik ersetzt
werden konnen. Lediglich bestehe die Moglichkeit die Anzahl der Zystoskopien durch
die Einteilung in aggressive und weniger aggressive Tumore anhand der Analyse von
DNA, mRNA sowie cfDNA zu reduzieren (Maas et al. 2018).

Bei keinem der Marker konnte jedoch eine zufriedenstellende Sensitivitat sowie Spe-
zifitat erreicht werden, sodass er sich nicht zum Screening, Friherkennung oder als
Verlaufsparameter eignet (Babjuk et al. 2011a). Die meisten Marker sind nur sinnvoll
auf bestimmte Patientenkollektive mit speziellen klinischen Kontexten, wie Tumoraus-
dehnung, Primar- / Rezidivlasion, etc. anzuwenden. Daher empfiehlt die deutsche Ge-
sellschaft fir Urologie (DGU) kein systematisches Screening zur Friherkennung
(Babjuk et al. 2011b) (Stephenson, Kuritzky, and Campbell 2007). Lediglich innerhalb
von Studien oder bei Hochrisikogruppen konnen Urin- oder Blutuntersuchungen sinn-
voll sein, um ein Karzinom gegebenenfalls in einem fruheren Stadium erkennen zu
kénnen (Lotan, Svatek, and Malats 2008). Weiterhin ist die Evidenz der bereits durch-
gefuhrten Studien zu gering, sodass die Biomarker zunachst in klinischen, prospekti-

ven und randomisierten Studien reevaluiert werden mussen (Soria et al. 2019).

1.2.5.4 Zystoskopie und transurethrale Resektion

Die Spiegelung der Harnblase ist dagegen ein invasives Verfahren, welches sowohl
zur Primardiagnostik wie auch in der Therapie der Harnblase eingesetzt wird. Es be-
sitzt eine hohe Sensitivitat und kann aufgrund dessen weder durch die Zytologie noch
durch Untersuchung biologischer Marker ersetzt werden (Babjuk et al. 2011b). Limitiert
wird die Untersuchung durch die Fehlerquote beim Erkennen von flachen, kleineren
Tumoren, sowie CIS Tumoren. Durch den Einsatz der photodynamischen Diagnostik
konnte mittlerweile die Detektionsrate von flachen und papillaren Lasionen deutlich
erhoht werden (p < 0,001). Somit findet sich eine signifikante Steigerung der Detektion

des Harnblasenkarzinoms vor allem der Ta und T1 Lasionen (Burger, Grossman, et
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al. 2013). Zusatzlich zeigt sich eine signifikante Reduktion der Tumorrezidive nach 9
Monaten; die relative Reduktion liegt bei 16 % (Stenzl et al. 2010).

Direkt im Anschluss an eine Zystoskopie kann eine transurethale Resektion (TUR-B)
erfolgen, welche die Standardtherapie bei nicht-muskelinvasiven Tumoren ist. Das ge-
wonnene Gewebe sollte bei zystoskopisch gestellter Verdachtsdiagnose zur histologi-
schen Untersuchung genutzt werden (Woldu, Bagrodia, and Lotan 2017) (Babjuk et al.
2011b). Weitere Behandlungsmalinahme bei suspekt erscheinenden nicht-muskelin-
vasiven Karzinomen ware die direkte intravesikale Gabe Chemotherapie mittels
Gemcitabine oder Mitomycin (Budman, Kassouf, and Steinberg 2008). Bei suspekten
Befunden, die sich ungestielt zeigen und eher zu high-grade Tumoren zuzuordnen

sind, empfiehlt es sich eine Biopsiekartierung durchzuflhren.

Anschlief3end erfolgt die Einteilung in nicht-muskelinvasive und muskelinvasive sowie
die Zuordnung des jeweiligen Tumorstadiums. Hiernach wird die weitere Therapie an-

gepasst.

1.2.5.5 Staging

Zur Evaluation der Ausdehnung des Tumors und dem Erkennen von ggf. Lymphkno-
tenmetastasen sowie Fernmetastasen wird bei gesicherter Diagnose eines Harnbla-
senkarzinoms die Diagnostik mittels bildgebenden Verfahren erweitert. Hierzu zahlen

die Sonografie, Computertomographie und intravendse Urographie.

1.2.6 Therapie des Harnblasenkarzinoms

Die Therapie der nicht-muskelinvasiven Tumore unterscheidet sich je nach Klassifika-
tion. Vorangestellt sei allen nicht-muskelinvasiven Tumoren die bereits erfolgte opera-
tive Entfernung mittels TUR-B bei Diagnosesicherung. Bei low-grade Tumoren der
Klasse Ta wird zunachst ein zuwartendes Procedere empfohlen. Fakultativ kann die
adjuvante, intravesikale Gabe von Chemotherapeutika erfolgen. Bei high-grade Ta Tu-
moren wird bei einer unvollstandigen Resektion durch eine TUR-B in jedem Fall eine
erneute Resektion empfohlen. Als adjuvante Therapie wird die Infiltration des My-
kobakteriums Bacillus-Calmette-Guerin (BCG) als Immuntherapie empfohlen. Aller-
dings liegt die Heilbarkeit der Patienten mit carcinoma in situ lediglich bis 50%. Die

Therapie fuhrt bisweilen zu sowohl lokalen (Zystitis) als auch systemischen (u.a.
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allgemeines Unwohlsein) Nebenwirkungen (Brausi et al. 2014). Alternativ kann ad-
juvant eine intravesikale Chemotherapeutikagabe erfolgen. Bei Tumoren der Klasse
T1 wirde man immer strengstens die Nachresektion per TUR-B empfehlen. Zu den
adjuvanten Therapien zahlen hier ebenfalls die Injektion von BCG, die intravesikale
Gabe von Chemotherapeutika, sowie wenn notwendig die Zystektomie. Bei Therapie-
versagen ist die Radikalisierung der Behandlung zu jedem Zeitpunkt mdglich.

Malmstrom et al. konnten mit Hilfe einer Metaanalyse aufzeigen, dass die Rezidivrate
signifikant durch die Kombination aus einer operativen und einer medikamentosen
Therapie reduziert wird (Malmstrom et al. 2009) (DKG Krebsgesellschaft, Deutsche
Krebshilfe, AWMF 2016). Bei nicht Ansprechen oder Versagen der Therapie kann die
Behandlung durch systemische Gabe von Chemotherapeutika oder durch eine offene

radikale Zystektomie erganzt werden.

Bei den Tumoren des Stadiums T2 sollten weitere bildgebende Verfahren im Sinne
eines Stagings vor weiterer Behandlung durchgefuhrt werden. Hierzu gehoren bei-
spielsweise eine MRT Diagnostik des Abdomens und Beckens, sowie Rontgen oder
CT-Thoraxaufnahmen und eine Knochenszintigrafie beim Vorliegen von metastasen-
suspekten Knochenbefunden. Bei fehlendem Lymphknotenbefall wird neoadjuvant
zum einen eine Cisplatin-basierte Chemotherapie mit folgender radikaler und in selte-
nen Fallen partieller Zystektomie empfohlen. Die radikale Zystektomie zahlt als der
Goldstandard bei muskelinvasiven Harnblasentumoren. Nach der radikalen Entfer-
nung gibt es drei verschiedene Mdglichkeiten der Harnumleitung: eine abdominelle,
urethrale und rektosigmoidale. Die orthotrope Neoblase ist durch ihren Vorteil der er-
haltenen Kontinenz in vielen Zentren zum Goldstandard geworden (DKG
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF 2016). Mittlerweile existiert die Mog-
lichkeit die Zystektomie, wie auch die Anlage der Neoblase Roboter-assistiert durch-
zufuhren (Fahmy et al. 2015). Es zeigt sich ein ahnliches onkologisches Outcome bei
kirzerem Krankenhausaufenthalt sowie geringerem Blutverlust (Sim et al. 2015).

In Ausnahmefallen kann alternativ zur radikalen Zystektomie neoadjuvant mittels
Chemoradiotherapie behandelt werden. Bei vollstandigem Tumorregress nach 2 — 3
Monaten sollten regelmalige Nachkontrollen stattfinden; bei weiterhin Vorliegen eines
Tumors wird entweder eine intravesikale Injektion von BCG oder eine chirurgische Re-

sektion empfohlen.
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Bei Tumoren im Stadium Il gleichbedeutend mit cT3 NO, cT4a NO, cT1-T4a N1 wird
zunachst wie im Stadium Il therapiert. Die Unterschiede zeigen sich in der Nachbe-
handlung. Im Stadium Il sollte adjuvant eine Radiotherapie oder eine auf Cisplatin-
basierende Chemotherapie erfolgen, wenn dies nicht bereits neoadjuvant durchgefuhrt
wurde.

Bei Krebserkrankten liegt das 5-Jahres-Tumorspezifischen Uberlebens in Prozent ent-
sprechend dem Tumorstadium bei pTa bei 75 - 100, bei pT1 bei 85 - 100, bei pT2 bei
73-89 und bei pT3 bei 41 - 62 und bei pT4 bei 0 — 29 (Morioka et al. 2001). Aus diesem
Grund wird in den Behandlungsleitlinien bei Tumorstadien > pT2 eine neoadjuvante
Radiotherapie oder eine (neo-) adjuvante Chemotherapie empfohlen. Widmark et al.
beschreibt eine Reduktion des Tumors durch die neoadjuvant durchgefihrte Bestrah-
lung, jedoch konnte kein Nutzen bezlglich der Gesamtuberlebensrate nachgewiesen
werden (Widmark et al. 2003). In der Chemotherapie wird hauptsachlich Cisplatin als
Monotherapeutikum eingesetzt oder auf Cisplatin-basierende Pharmaka angewendet.
Allerdings liegen keine eindeutigen Beweise flr ein besseres Outcome mit zusatzlicher
Chemotherapie beim Blasenkarzinom vor (Rose and Milowsky 2016). Die Organisa-
tion European Medicines Agency (EMA) empfiehlt bei Versagen der Ersttherapie Vin-
fluinen als weitere Therapieoption. Unter Vinfluinen konnte eine Verlangerung der Ge-
samtuberlebensrate beobachtet werden (Oing et al. 2016). Diese konnte jedoch von
Moriceau und Kollegen nur bei ausgewahlten Patientengruppen nachgewiesen wer-
den (Moriceau et al. 2015). Die amerikanische Food and Drug Administration (FDA)
hat keine der weiteren Standardchemotherapeutika, wie Carboplatin, Gemcitabin,
Paclitaxel als second-line Therapien genehmigt. Die Allein- oder Kombinationstherapie
der oben genannten Zweitlinientherapien hat sich bezuglich der Gesamtuberlebens-
rate oder des Nebenwirkungsprofils erwiesen in klinischen Studien bislang nicht als
vorteilhaft (Dreicer 2009).

Bei Tumoren ab Stadium Il sollte der Tumor zunachst down-gestaged werden. Hierfur
sollte zunachst eine systemische Chemotherapie oder eine Radiochemotherapie er-
folgen. Die Weiterbehandlung erfolgt bei Tumoren cT1-4a N2-3 nach vollstandigem
Ansprechen chirurgisch mittels Zystektomie. Eine Radiochemotherapie erfolgt bei par-
tiellem Ansprechen. Bei Tumorprogress erfolgt die Weiterbehandlung analog der The-

rapie des metastasierten Harnblasenkarzinoms.
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Ab Stadium IV wird zunachst ebenfalls mit systemischer Therapie oder Radiochemo-
therapie behandelt. Anschliel3end besteht die Moglichkeit mit einer erneuten TUR-B,
Radiochemotherapie / systemischen Therapie oder Zystektomie zu therapieren. Bei
Vorliegen von disseminierten Metastasen wird in jedem Fall die systemische Therapie
vorgezogen. Bei muskelinvasiven Harnblasentumoren mit suspekten, ossaren Befun-
den sollte vorab eine weitere Diagnostik mittels MRT / PET-CT oder Knochenszinti-
grafie erfolgen.

Bei fortgeschrittenen Karzinomen liegt das mediane Uberleben unter Therapie mit Cis-
platin-basierten Chemotherapieschemata und Zystektomie bei 14 bis 15 Monaten (The
Cancer Genome Atlas Research Network 2014). Somit sind die Erfolgsaussichten fur

fortgeschrittene Harnblasenkarzinome begrenzt.

1.2.7 Nachsorge nach primarer Therapie

Die Nachsorge bei Tumorpatienten dient der Friherkennung von Rezidiven. Bei nicht-
muskelinvasiven Urothelkarzinomen werden je nach histologischem Grading (low-, in-
termediate-, high-risk) in festgelegten Intervallen Kontrollzystoskopien veranlasst. Da-
bei werden high-risk Tumore fur eine langere Zeit in kurzen Zeitintervallen nachunter-
sucht. Bei langerer Rezidivfreiheit werden die Patienten ausschlieRlich bei klinischer
Indikation kontroll-zystoskopiert. Bei high-risk Tumoren sollte zusatzlich zur Nach-
sorge eine bildgebende Diagnostik alle 1 — 2 Jahre erfolgen. Urintests sollten bei in-
termediate-risk und high-risk Tumoren zunachst in regelmafligem Abstand erfolgen.
Zusatzlich kann eine Urinzytologie und eine Immunzytologie durchgefuhrt werden.
Nach einer radikalen Zystektomie mit Harnableitung gehort zusatzlich zu den oben
genannten Nachsorgeprogrammen die bildgebende Diagnostik, wie CT von Thorax /
Abdomen sowie zellbasierte Urinuntersuchungen (Urinzytologie, Urethroskopie und
Urin-Spulzytoskopie (DKG Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, and AWMF 2016).

Dies dient zur Erfassung funktioneller Stérungen sowie metabolischer Veranderungen.

1.2.8 Prognose des Urothelkarzinoms und molekulare Biomarker

Die 5-Jahresuberlebensrate liegt zusammenfassend Uber alle Tumorstadien berech-
net fir Manner bei 69 % und fir Frauen bei 66 % (Crocetti 2017), wobei die Uberle-

bensrate in niedrigeren Stadien hoher ist (Stadium 0: 98 %, Stadium|: 88 %,
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Stadium Il: 63 %, Stadium lll: 46 %, Stadium IV: 15 %) (“Survival Rates for Bladder
Cancer” 2018).

Trotz der radikalen Methode der Therapie ist die Uberlebensrate niedrig. Fir die Wei-
terentwicklung von Therapiemdoglichkeiten sollte man sich die negativen Prognosefak-
toren anschauen. Zu diesen zahlen vor allem das Zeitintervall bis zur radikalen Zys-
tektomie sowie das weibliche Geschlecht, ein hoheres Lebensalter, Adipositas, redu-
zierter Allgemeinzustand, Komorbiditaten und histologische Parameter (z.B. pT- und
pN- Stadium, lymphovaskulare Invasion). Molekulare Marker, wie die Zellzyklusregu-
latoren (p53, p21, Cyclin E), Proliferations- (Ki-67) und Apoptosemarker (Survivin) kon-
nen als unabhangige Prognosefaktoren die Vorhersagegenauigkeit verbessern
(Nakagawa et al. 2017). Bei oberflachlichen Tumoren wurden hypermorphe Mutatio-
nen in den Onkogenen Ras und FGFR3 beobachtet. Dagegen wurden bei invasiven
Tumoren loss-of-function Mutationen in den Tumorsuppressorgenen, wie zum Beispiel
p53, Retinoblastom und PTEN gefunden (Cordon-Cardo 2008).

Die von Mutationen betroffenen Gene beeinflussen hauptsachlich den Zellzyklus, die
Chromatinregulation und den PI3-Kinase-Signalweg (Nandagopal and Sonpavde
2016), (Youssef et al. 2009).

Die membranstandigen Wachstumsfaktor-Rezeptoren wie der vaskulare Endothel-
wachstumsfaktor (VEGFR) und der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)
konnen aufgrund ihrer angestolienen Signalkaskaden im Zellkern Einfluss auf die Zell-
progression nehmen. Dies konnte eine Erklarung fur die gefundene Assoziation zwi-
schen dem Auftreten von Harnblasenkarzinomen und Mutationen dieser Rezeptoren
darstellen. Kopparpapu et al. zeigten, dass die Expression von VEGFR in Harnbla-
senkarzinomen signifikant hoher ist als in gesunder Harnblasenmukosa. Zusatzlich
zeigten sie, dass VEGFR hoher exprimiert wird in muskelinvasiven Karzinomen im
Gegensatz zu nicht-muskelinvasiven Karzinomen (Kopparapu et al. 2013). EGFR ist
eng mit verschiedensten Signalwegen wie beispielsweise Ras-MAPK, PI3K-AKT und
JAK verbunden, die zu unterschiedlichen Auswirkungen wie Zellproliferation, Wachs-
tum, Differenzierung und Inhibierung der Apoptose und somit auch zur Tumorentste-
hung und -progression fuhren konnen (Wee and Wang 2017). Zu dem EGFR gehoren

unter anderem Erb1B-1 und ErbB-2 auch Her-2/neu genannt.
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Weiterhin zeigt sich eine Anomalie im Nukleolus insbesondere bei aggressiven und
invasiven Urothelkarzinomen im Tumorsuppressorprotein p53 und dem Re-
tinoblastom-Protein. Das Tumorsuppressorprotein p53 in aktivierter Form kann als
~Wachter des Genoms" bezeichnet werden. Es kann den Zellzyklus bei entarteten Zel-
len unterbrechen um Zeit fur die Reparatur der mutierten Zellen zu gewinnen. Bei Ir-
reparabilitat von Zellschaden fuhrt dies zum programmierten Zelltod. Bei Verlust dieser
inhibitorischen Wirkung kénnen Mutationen an der DNA nur noch unzureichend repa-
riert werden. Daraus resultiert ein erhohtes Risiko fur eine unkontrollierte Vermehrung
mutierter Zellen. Der Beweis eines veranderten p53 Proteins kann beispielsweise
durch Immunhistochemie erfolgen. (Mitra, Hansel, and Cote 2012). Das Re-
tinoblastom-Protein greift ebenfalls kontrollierend in den Zellzyklus ein. Seine Funktion
Ubt es Uber den Transkriptionsfaktor E2F aus. Die Funktion des Transkriptionsfaktors
ist im Zellzyklus die Initiation des Ubergangs von der Gi-Phase in die S-Phase. Das
aktivierte Retinoblastom-Protein bindet den Transkriptionsfaktor, der daraufhin seine
Funktion nicht mehr ausuben kann. Somit Gbernimmt es ahnlich wie das Tumorsupp-

ressorprotein p53 eine kritisch regulierende Rolle bei der Zellreplikation (Nevins 2001).

Diese veranderten Gene sind Stellschrauben in den PI3K/AKT/mTOR- (= mechanistic
Target of Rapamycin), den MAP-Kinase Signalwegen und den Tyrosinkinaserezepto-
ren. Hierdurch ergeben sich potenziell therapeutische Zielscheiben (Nandagopal and
Sonpavde 2016). Weiterhin zeigen sich direkte genetische Alterationen im PI3K / AKT
/ mTOR Signalweg. Bis zu 40 % der Urothelkarzinome zeigen eine dauerhafte Aktivie-
rung dieser Signalwege. Dies ist auf verschiedenste Alterationen zurtckzufihren. Be-
kannt hierfur sind inaktivierende Deletionen oder Mutationen in den Tumorsuppressor-
genen wie PTEN und TSC1, sowie Mutationen in den Protoonkogenen, aktivierende
Amplifikationen wie bei PIK3CA oder AKT1. Diese Veranderungen konnten bei den
verschiedenen Subtypen des Harnblasenkarzinoms festgestellt werden (Houédé and
Pourquier 2015).

1.2.8.1 Therapieansatze molekularer Therapien

Es gibt eine Vielzahl an biologisch wirksamen Stoffen, welche die oben beschriebenen

deregulierten Signalwege als Therapieziele nutzen. Die Rezeptoren EGFR und HER-

2 konnen z.B. durch Cetuximab, Gefitinib bzw. Lapatinib und Trastuzumab gehemmt

werden (Kumar and Madison 2005). Viele dieser Wirkstoffe befinden sich flr das Harn-

blasenkarzinom noch in experimentellen Stadien. Aufgrund von erheblichen
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Nebenwirkungen, wie zum Beispiel Neutropenie, Hypertonie oder Thrombosen bei kei-
ner signifikanten Effektivitat mussten viele Substanzen wieder verworfen werden (Oing
et al. 2016)(Li et al. 2016).

Besonderes Augenmerk wird zusatzlich auf die Wirkstoffentwicklung der immunmodu-
lierenden Therapie, insbesondere dem Signalweg der PD-Proteinfamilie gelegt. Der
Rezeptor PD-1 wird auf der Oberflache von Immunzellen und speziell T-Zellen expri-
miert. Der entsprechende PD-Ligand-1 (PD-L1) wird dagegen auf den Zelloberflachen
bestimmter Gewebetypen, wie epithelialen und endothelialen Zellen, exprimiert. Durch
die Bindung wird die physiologische Aktivierung der T-Zellen verhindert und somit eine
Immunreaktion gegen Normalgewebe inhibiert. PD-L1 und PD-1 tragen durch ihre Bin-
dung miteinander zum Gleichgewicht des Immunsystems bei (Bellmunt et al. 2015).
Durch die Expression von PD-L1 umgehen die Tumorzellen dem Immunsystem durch
Inhibition der T-Zellen. Dadurch werden PD-1 und PD-L1 als pradikativer Marker und
als Zielprotein in der Krebsimmuntherapie genutzt (Sunshine and Taube 2015). Die
sogenannten Immune Checkpoint Inhibitoren wie Pembrolizumab, Atezolizumab und
das Immunglobulin G1k (MPDL3280A) hemmen PD-1 und nehmen einen besonderen
Stellenwert in der Therapie des metastasierten Harnblasenkarzinoms ein. In den klini-
schen Studien erwiesen sie sich als gut vertraglich und bei Expression des PD-L1
Proteins im Tumorgewebe als effektiv (Teo and Rosenberg 2018). Vor allem stellt die
geringere Toxizitat einen Vorteil gegenuber den Chemotherapeutika dar. Beispiels-
weise ist bei einem alteren Patientenkollektiv auf renale Vorschadigungen zu achten
(Powles et al. 2014). Aufgrund dessen wurden die Checkpointinhibitoren in den Be-
handlungsalgorithmus mit aufgenommen. Als Erstlinientherapie werden Immune
Checkpoint Inhibitoren angewendet, wenn eine cisplatin-haltige Chemotherapie nicht
geeignet ist und ein positiver PD-L1 Status vorliegt. Als Zweitlinientherapie gelten sie

bei Progression unter oder nach platin-haltiger Chemotherapie (DGU and IABC 2016).

Weiterhin besteht die Moglichkeit in den PISK / AKT / mTOR Signalweg einzugreifen.
Aufgrund der verschiedenen Angriffsziele der Therapie im Signalweg kdnnen die Arz-
neimittel in 5 Kategorien eingeteilt werden. 1. PI3K Inhibitoren 2. PI3K und mTOR In-
hibitoren 3. AKT Inhibitoren 4. mTOR Inhibitoren sowie 5. die PDK1 Inhibitoren. Im
Folgenden wird naher auf die AKT Inhibitoren eingegangen. Zwei der in Studien auf-
gefuhrten Arzneimittel (Perifosine und MK-2260) greifen die PH-Domane des AKT an.
Dies flhrt zu der Inhibierung der PDK1-abhangigen Aktivierung von AKT und somit zur
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Verhinderung der Translokation in die Zellmembran (Stahl, Kon Kim, and Zeidan
2016). Das wirkt sich schlussendlich auf die Zellzyklusregulierung im Sinne der
Apoptose aus. Weiterhin besteht die Mdglichkeit in die Phosphorylierung von AKT ein-
zugreifen. Hier zeigt sich in Vorlauferstudien, dass bei Geweben mit einer Uberexpres-
sion von AKT das Tumorwachstum gehemmt wird (Mirzoeva et al. 2011). Trotz der
guten Ergebnisse in praklinischen Studien finden sich nur zwei Inhibitoren und zwar
der PI3K-Inhibitor sowie der PI3K- und mTOR-Inhibitor in klinischen Studien wieder
(Houédé and Pourquier 2015).

Mogliche Angriffspunkte waren zum Beispiel Insulinsensitizer. Allerdings ist dieser Ein-
fluss noch weitestgehend unerforscht (Li et al. 2018)(Koro, Barrett, and Qizilbash
2007)(Govindarajan et al. 2007)(Ramos-Nino, MacLean, and Littenberg 2007).
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1.3 Diabetes mellitus und die Assoziation mit Tumorerkrankun-

gen
Diabetes mellitus Typ 2 zahlt zu einer der haufigsten chronischen Erkrankungen welt-
weit. Im Jahr 2011 litten 7,2 % (ca. 4,6 Mio. Patienten) der deutschen Bevolkerung im
Alter zwischen 18 und 79 an einem Diabetes (Robert - Koch - Institut 2016). Die deut-
sche Diabetes Hilfe geht mittlerweile von Uber 7 Millionen Diabetes-erkrankten Men-
schen in Deutschland aus (Prof. Dr. med. Kellerer 2019). Die Zuckererkrankung steht
an 12. Stelle, der zu Tode fuhrenden Krankheiten (Giovannucci et al. 2010a). 1960
wurde erstmals ein Zusammenhang zwischen Diabetes und Malignomen beschrieben
(Giovannucci et al. 2010b). Neueste Forschungen zeigen darlber hinaus eine signifi-
kante Risikosteigerung fur das Auftreten von malignen Tumoren beim Vorliegen von
Diabetes mellitus (Larsson et al. 2006). (Kacalska et al. 2005)(Wang et al. 2013). Die
hochste Risikosteigerung (Faktor 2-2,5) wurde fur Leberkarzinome und Pankreaskar-
zinome gefunden. Eine erhdhtes Risiko besteht ebenfalls fur die Tumoren des Kolons,
der Mamma und der Harnblase (McFarland and Cripps 2010). DarlGber hinaus scheint
die Dauer der Diabetes-Erkrankung sowie die Medikation das Risiko Krebserkrankun-
gen zu erhohen (MacKenzie et al. 2011). (Giovannucci et al. 2010b)(Hirsch et al.
2009)(Oliveras-Ferraros, Vazquez-Martin, and Menendez 2009). Ferner konnte ge-
zeigt werden, dass Diabetiker im Gegensatz zu nicht-Diabetikern erhdhte Mortalitats-
raten bei malignen Tumoren aufzeigen. Eine signifikante Mortalitatssteigerung konnte
bei Leber-, Brust sowie Blasenkrebs festgestellt werden. Leichte Mortalitatserh6hun-
gen wurden bei Nieren-, Pankreas- sowie Endometriumkarzinomen beobachtet
(Barone et al. 2008)(Xu, Zhu, and Zhu 2014). Beim Prostatakarzinom wird dagegen
sogar ein vermindertes Risiko bei Patienten mit Diabetes mellitus beschrieben. Ein
Erklarungsansatz hierfur ist der erniedrigte Testosteronspiegeln bei Diabetikern
(Giovannucci et al. 2010b)(Xu, Zhu, and Zhu 2014).
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1.3.1 Diabetes mellitus und die Risikosteigerung beim Harnbla-

senkarzinom

Die Metaanalyse von Zhaowei et al. beleuchtet den Zusammenhang zwischen Diabe-
tes mellitus und dem Risiko flr Harnblasenkarzinome (Zhu et al. 2013). Grundsatzlich
zeigen sich in den Studien heterogene Ergebnisse. So zeigen viele der Studien eine
erhohte Inzidenz fur ein Harnblasenkarzinom bei Diabetes-Erkrankten. (Zhu, Wang, et
al. 2013). Ob dieser Zusammenhang alleinig durch die Zuckerkrankheit oder durch die
gemeinsamen Risikofaktoren von Tumoren und Diabetes erklarbar ist, konnte bis
heute nicht eindeutig bewiesen werden. (Giovannucci et al. 2010b)(Xu, Zhu, and Zhu
2014)(P. Vigneri et al. 2009)(Cantiello et al. 2015).
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1.4 Der Insulinrezeptor-B und sein Signalweg
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Abbildung 2ab: Struktur des Insulinrezeptors auf der Zelloberflache (Gorden et al.
1989) (a) und schematische Darstellung des humanen Insulinrezeptors, cDNA
(Gorden et al. 1989) (b).

Der Insulinrezeptor ist als Dimer ein integrales Membranprotein. Der Rezeptor besteht
aus je zwei a sowie zwei R-Untereinheiten, die Uber Disulfidbricken miteinander ver-
bunden sind (Abbildung 2a). Freies Insulin bindet Uber eine extrazellulare, Cystein-
reiche Region an die a-Untereinheit und aktiviert somit die Tyrosinkinase der carboxy-
terminalen Region der R-Untereinheit (Abbildung 2b). Durch Phosphorylierung wer-
den weitere Signalkaskaden wie Uberlebens-Signalwege (MAP-Kinase, Ras) sowie
Inhibition von pro-apoptotischen Proteinen, Glukoseaufnahme und —speicherung
(PI3K, PKB) (Lawlor and Alessi 2001) und Aktivierung der Proteinbiosynthese (mTOR)

induziert (Gorden et al. 1989)(Hooper 2017)(Lizcano and Alessi 2002).
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Abbildung 3: Signalkaskade des Insulinsignalweges. (Taniguchi, Emanuelli, and
Kahn 2006). Die Bindung des Insulins an den Insulinrezeptor (IR) ist in blau, die
daraufhin ausgeldsten Signalkaskaden in lila und die Endeffekte in grin dargestellit.

Diese metabolischen und mitogenen Effekte konnten die Rolle von Insulin und Veran-
derungen im Insulinsignalweg, sowie der Zuckererkrankung bei der Tumorentstehung
verschiedener Malignitaten unterstitzend erklaren. Weiterfuhrend kdnnte eine Ein-

flussnahme auf den Insulinsignalweg eine Tumorbehandlung unterstitzen.
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1.5 Proteinkinase B und ihre tumorbiologische Bedeutung

1.5.1 Proteinkinase B / AKT

Die Proteinkinase B (PKB) ist eine Serin- und Threonin-Kinase, von der drei hoch ho-
mologe Isoformen (AKT1/PKBa, AKT2/PKBf, AKT3/PKBy) existieren (Héron-Milhavet
et al. 2006). Die Proteinkinase B ist aus einer N-terminalen, sogenannten Pleckstrin
Homologie-Domane, einer zentralen katalytischen Kinase-Domane, sowie einer C-
Terminalen Domane, welche regulatorische Funktionen innehat, aufgebaut (Abbil-
dung 4) (Kumar and Madison 2005).

T308 $473

1 107 149 P 408 ® 0
dol:niin Catalytic domain C-terminal
extension|

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Proteinkinase B (Kumar and Madison
2005).

Proteinkinasen Ubertragen Phosphatgruppen auf andere Proteine, wodurch Signal-
kaskaden initiiert werden kdnnen. So nimmt die Proteinkinase B (PKB) Einfluss auf
den Zellzyklus, das Zellwachstum, die Zellproliferation sowie die Apoptose und ist an
der Glykogen- und Proteinsynthese beteiligt (Song, Ouyang, and Bao 2005)(Nicholson
and Anderson 2002). Reguliert wird ihre Kinaseaktivitat iber sekundare Botenstoffe,
post-translationale Modifikationen und Protein-Protein-Interaktionen. Durch die Bin-
dung von Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3), welches durch die Phosphoi-
nositid-3-Kinase (PI13K) produziert wird, an die PH-Domane der PKB erfahrt diese eine
Translokation zur Zellmembran. Dort kann die PKB durch weitere Kinasen, wie der
Phosphoinositid-abhangige-Kinase1 (PDK-1), mit Hilfe von Phosphorylierungen akti-
viert werden, so dass diese wiederrum ihre Zielproteine phosphorylieren und damit
aktivieren kann (Nicholson and Anderson 2002) (Kubota and Zasshi 2000). Dadurch
tragt die PI3K als einer der Aktivatoren zur Regulation des PI3K/AKT-Signalwegs bei
(Zou et al. 2000).

27



1.5.2 Bedeutung von AKT in der Tumorbiologie

Aufgrund ihrer regulierenden Funktion im Zellkreislauf (Zellwachstum, Zelluberleben,
Apoptose) wird AKT eine Rolle bei pathologischen Entartungen von Zellen und bei der
Tumorprogression zugesprochen (Manning and Cantley 2007)(Porta, Paglino, and
Mosca 2014)(Hers, Vincent, and Tavaré 2011) (Nicholson and Anderson 2002). Dar-
Uber hinaus wurden bei Ovarial-, Pankreas-, Magen- und Brusttumoren Amplifikatio-
nen in Genen des PKB / AKT Signalwegs entdeckt (Bellacosa et al. 1995) (Cheng et
al. 1996), wobei die Anwesenheit von Mutationen mit einem schlechteren Verlauf as-
soziiert werden konnte (Bellacosa et al. 1995). Weiterhin kann PKB direkt durch Cas-
einkinase 2 phosphoriliert und somit aktiviert werden. Beim Urothelkarzinom konnte
ein Zusammenhang zwischen dem histologischen Grad und der Expression von Cas-
einkinase 2 (CK2) gezeigt werden, wobei eine hohe Expression von CK2 mit hdheren
Tumorstadien korrelierte (Zhang et al. 2016). Des Weiteren wurde bei einem Knock-
down von CK2 weniger aktivierte PKB gefunden. Weiterhin konnte durch Zhang und
Kollegen gezeigt werden, dass PKB inhibierende Medikamente wie CX-4945 zu nied-
rigeren CK2 Expressionen sowie zu geringerer Zellproliferation, Zellmigration und ei-
ner erhohten Apoptose flihren (Zhang et al. 2016). Die jeweiligen Funktionen von CK2
und PKB stehen in engem Zusammenhang aufgrund ihrer direkten Interaktionen, so-
wie den Wechselwirkungen zwischen den nachgeschalteten Effektoren (Ruzzene et
al. 2017).

Aufgrund der Uberexpression von pAKT in Tumorgewebe beim Harnblasenkarzinom
kann dies ein Ansatz flr eine zielgerichtete Tumortherapie darstellen (Harris et al.
2008). Zum Beispiel zeigten Cai et al., dass die Behandlung von Zellkulturen mit beta-
elemene bei erhohter Expression von AKT die Phosphorylierung zu pAKT hemmt. Dies
fuhrt zu einer verminderten Migration, Proliferation, Invasion, sowie Apoptose von Tu-
morzellen ohne signifikante Zytotoxizitat des normalen Harnblasengewebes (Cai et al.
2018).

1.5.2.1 Potenzielle Interaktionen mit dem Insulinsignalling

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Metformin vor allem in Kombination mit
Chemotherapeutika wie Gefitinib die Phosphorylierung von AKT reduziert. Metformin
als antidiabetische Therapie kann den positiven Effekt der Therapie verschiedener

Krebsarten, somit auch des Harnblasenkarzinoms verstarken. Dies ist ein weiteres
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Indiz fur den Zusammenhang zwischen der Zuckererkrankung und der Tumorentste-

hung, sowie Tumorprogression (Peng et al. 2016).
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1.6 Fragestellung

Nach aktueller Studienlage scheint es einen Zusammenhang zwischen dem Vorliegen
einer Diabetes mellitus Typ |l Erkrankung und der Pravalenz von Karzinomen des
Gastrointestinal-Traktes sowie eine erhdhte Mortalitat im Tumorerkrankungsfall zu ge-
ben (Pandey et al. 2011)(Giovannucci et al. 2010b)(P. Vigneri et al. 2009)(Zhu, Zhang,
etal. 2013)(P. Vigneri et al. 2009)(Xu, Zhu, and Zhu 2014). Inwiefern das Erkrankungs-
risiko fur das Harnblasenkarzinom bei Diabetikern steigt ist noch nicht abschliel3end
geklart (Zhu, Wang, et al. 2013)(Turati et al. 2015).

Ziel des ersten Teils dieser Arbeit ist die weitere Untersuchung des Zusammenhangs
zwischen Diabetes und dem Harnblasenkarzinom. Hierflr werden die klinisch-patho-

logischen und mortalitatsspezifischen Parameter analysiert.

> Besteht eine erhohte Pravalenz an Diabetes mellitus-Erkrankten unter Pati-
enten mit fortgeschrittenem Harnblasenkarzinom?
» Unterscheiden sich Harnblasenkarzinome bei Diabetikern und nicht-Diabe-

tikern in ihren Charakteristika?

Der zweite Teil beschaftigt sich mit der Fragestellung inwiefern Veranderungen im In-

sulinsignalweg eine Rolle beim Harnblasenkarzinom einnehmen.

FuUr diesen Teil der Studie wurden die insulinspezifischen Proteine Insulinrezeptor-

und Proteinkinase B untersucht.

> Unterscheiden sich die Harnblasenkarzinome in ihren Charakteristika im
Hinblick auf die Expression von Insulinrezeptor-g und AKT?

» Findet sich ein Unterschied hinsichtlich der Expression von Insulinrezeptor-
B und AKT bei Diabetikern versus nicht-Diabetikern?

» Inwiefern interagieren die Expression von Insulinrezeptor-f zu AKT? Zeigt
sich eine Beeinflussung des AKT-Signalweges?

» Zeigt sich eine Abhangigkeit des Krankheitsverlaufs vom Expressionsgrad

der Marker?
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2 Material und Methoden

2.1 Datenschutz

Die Datenschutzverordnung (DSGVO) wurde bei der gesamten Studie sowohl bei der
Erhebung wie auch bei der Auswertung der fur die Doktorarbeit bendétigten Daten ein-
gehalten. Die fur die experimentelle Arbeit erforderlichen Daten wurden aus den Pati-
entenakten aus dem Krankenhausarchiv oder dem klinischen Informationssystem der
Uniklinik Tibingen (ISHmed) enthommen. Hierfur getatigte Telefongesprache wurden
von Klinik internen Telefonen unternommen. Jeglicher Emailverkehr verlief Gber in-
terne Emailadressen der UKT und wenn nétig wurden die Daten zusatzlich verschlis-
selt. Auf das Patientensystem ISHmed wurde ausschliefdlich von internen Rechnern
zugegriffen. Die herausgesuchten Daten wurden der Datenbank hinzugefugt. Auf die
Datenbank wurde ausschlie3lich von klinikinternen Rechnern zugegriffen. Aulerdem
wurde die Datenbank mit einem Kennwort geschutzt. Zur statistischen Auswertung
waren die Patientendaten anonymisiert. Dementsprechend konnten keine Ruck-
schlisse auf Patienten erfolgen. Die folgende Analyse wurde an einem internen, vom
Kliniknetzwerk abgekoppelten und nicht internetfahigen Rechner vorgenommen. Wah-
rend des gesamten Projekts wurde mit den Daten vertraulich umgegangen und im

Sinne des Datenschutzgesetzes gearbeitet.
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2.2 Ethische Aspekte

Die vorliegende Arbeit wurde als Bestandteil eines Verbundprojektes ,Expression on-
kologisch relevanter Proteinparameter beim muskelinvasiven Urothelkarzinom der
Harnblase“ erstellt. Die Ethikkommission erteilte die Genehmigung zu dieser retro-
spektiven Studie. Es wird in diesem Gesamtprojekt die Expression verschiedener Pro-
teinparameter immunhistochemisch mittels Tissue Microarray (TMA) dargestellt (Vo-
tum vom 29.05.2013 / Ethik-Kommission Nr. 279/2013B02).
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2.3 Beschreibung des Patientenkollektivs

Die experimentelle Arbeit basiert auf einem Ursprungskollektiv an Patienten, die seit
Dezember 1984 bis Dezember 2006 an der Universitatsklinik fur Urologie eine Zystek-
tomie aufgrund eines Harnblasenkarzinoms haben durchflhren lassen. Dies galt als
primares und grundsatzliches Einschlusskriterium der Studienkohorte. Fur die weite-
ren wissenschaftlichen Arbeiten wurde diese Datenbank mit personlichen, krank-
heitsspezifischen und onkologischen Informationen erweitert. Somit wurde eine mog-
lichst genaue onkologische Kartei dieser Patienten angelegt. Die Datenbank besteht
aus personlichen Angaben wie Name, Alter, Geschlecht, Adresse, ... sowie aus kli-
nisch pathologischen Daten wie der TNM-Klassifikation, Therapie, allgemeiner Krank-
heitsverlauf, Rezidiv (ja/nein und Datum), und dem tumorabhangigen Versterben. Alle

diese Daten wurden in einer Datenbank zusammengefuhrt.

FUr die Forschungsarbeiten war es zwingend, dass von jedem Patienten ein Paraffin-
block, der aus dem bei der Zystektomie entnommenen Geweben hergestellt wurde,
vorlag. Dies war bei den Patienten, die vor Januar 1996 zystektomiert wurden nicht
der Fall, warum diese von dem Patientenkollektiv ausgeschlossen wurden. Fur die
Auswertung war es ebenfalls entscheidend, dass ein histopathologisch karzinomato-
ses Gewebe im Zystektomiepraparat festgestellt werden konnte. Weitere Ausschluss-
kriterien ergaben sich aus einer mehrmaligen Sichtung der Kohortenstudie. Somit
wurde die Datenbank bereinigt, um realistische Ergebnisse aus der Forschungsarbeit

Zu erzielen.

Einschlusskriterien:
- Zystektomie zwischen den Jahren 1984 und 2006 in der urologischen Klinik der
Universitatsklinik TtUbingen
- Vorliegen eines Paraffingewebes
- Vorliegen eines Schnittpraparats mit histo-pathologischer Aufarbeitung

Ausschlusskriterien:
- zu wenig Paraffingewebe
- durch Entnahme einer Biopsie aus dem Paraffinblock ungeniigendes Ubrigblei-
ben von Tumorgewebe in Bezug auf die routinemafige Asservationspflicht

- Patienten mit Infiltrationen von anderen Malignomen
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Nach Anwendung der Ausschlusskriterien blieb eine Anzahl von 112 Patienten fur das

oben genannte Forschungsvorhaben Ubrig.
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2.4 Tissue Microarray (TMA)

Beim Tissue Microarrays werden Gewebezylinder unterschiedlicher Herkunft auf ei-
nem Paraffinblock zusammengesetzt. Das Prinzip der TMA wird je nach Fragestellung
fur die effiziente Analyse von Proteinen mittels immunhistochemischer Farbung, fur
den RNA-Nachweis mittels in-situ-Hybridisierung und fir den DNA-Nachweis mittels
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung genutzt. Erstmalig berichtet Kononen 1998 von
dem Prinzip der TMA (Kononen et al. 1998). Das Funktionsprinzip des TMA beruht auf
dem Prinzip eines Hochdurchsatzverfahrens (Schoenberg Fejzo and Slamon 2001).
In der molekularbiologischen Forschung wird dieses Prinzip gehauft angewendet. So
konnen zum Beispiel mittels des Proteinnachweises potenzielle Biomarker entdeckt
und ihre Rolle in Diagnostik, Prognostik oder Therapie weiter erforscht werden (Kuefer
et al. 2004). Gerade fur das high-grade Harnblasenkarzinom konnten mittels dieser
Technik eine Anzahl an Genen identifiziert werden, die sowohl diagnostisch, prognos-

tisch, wie therapeutisch eine Bedeutung spielen konnen (Stenzl and Gakis 2016).

Dieses Prinzip des TMA bietet im Gegensatz zu anderen etablierten Verfahren wie der
konventionellen Immunhistochemie vielerlei Vorteile. Bezogen auf die hier vorliegende
experimentelle Studie spiegeln das vor allem die folgenden Punkte wieder: um valide
und auf die Allgemeinbevolkerung Ubertragbare Ergebnisse zu erzielen, sollte an ei-
nem grof3en Datensatz und an einer hohen Anzahl an Patienten geforscht werden.
Das hierflr bendtigte Tumorgewebe ware mittels konventioneller Immunhistochemie
an Einzelschnittpraparaten schnell aufgebraucht. So kann zu Anfang bei der Herstel-
lung von TMA eine Amplifikation vorgenommen werden. Aus einem Paraffinblock kon-
nen bis zu 100.000 Assays hergestellt werden. Zusatzlich kdnnen in einem Durchlauf
auf einem einzelnen Schnittpraparat mehrere hundert Proben gleichzeitig untersucht
werden. Daraus ergeben sich weitere Vorteile zum einen eine hdéheren Reliabilitat und
Qualitat der Ergebnisse durch eine groRere Kohorte, die auf einmal untersucht werden
kann, und zum anderen eine hohere Standardisierung durch die simultane Farbung
aller TMA’'s. Damit werden alle TMA’s unter den gleichen Bedingungen hergestellit.
Einer Verfalschung aufgrund unterschiedlicher Ausgangsbedingungen wird somit vor-
gebeugt. Das Verfahren ist gegenuber der konventionellen Immunhistochemie deutlich

schneller und effizienter.
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2.4.1 Herstellungsprinzip der Tissue Microrray

2.4.1.1 Gewebeaufarbeitung des Zystektomiepraparates als Grundlage fur
die Herstellung der TMA

FUr die Herstellung bendtigt man Paraffingewebe und Hamotoxylin-Eosin-gefarbte-
Schnitte (HE). Zu diesem Zwecke wurden zu jedem Patienten des Kollektivs zwei Pa-
raffinblocke aus dem Institut fir Pathologie der Universitat Tubingen herausgesucht.
Ein Paraffinblock enthielt reprasentatives Gewebe mit muskelinvasivem Harnbla-
senkarzinom, der andere sollte reprasentatives Normalgewebe enthalten. Diese Pa-
raffinblédcke wurden mit einem HE-Schnitt, der schon existierte oder neu hergestellt
wurde, erganzt. Die HE-Schnitte wurden genutzt, um bei der Herstellung der TMA re-
prasentatives Normalgewebe und muskelinvasives Tumorgewebe aufzufinden und
verwenden zu kdénnen. Diese Bereiche wurden auf den HE-Schnitten von Pathologen

mittels Filzstiften exakt markiert.

2.4.1.2 Herstellungsprinzip

In der Abbildung 5 wird die Herstellung und die Weiterverarbeitung der TMA verein-
facht dargestellt. Der Donorblock stellt in diesem Fall den Paraffinblock dar. Mittels
Hohlnadeln werden nun Zylinder in der Grélde zwischen 0,3mm bis 2mm entnommen
und auf den Empfangerblock aufgetragen. An welchen Stellen die Zylinderstanzen das
Gewebe entnehmen wird mit Hilfe von HE-gefarbten und hierdurch markierten Gewe-
bebereichen entschieden. Der Empfangerblock ist ein Paraffinblock, in den Lochern
eingearbeitet wurden, um die jeweiligen Zylinderstanzen einzusetzen. Dieser Vorgang
kann bis zu mehrere hundert Male wiederholt werden. Es wurden Stanzen aus tumor-
0sen, tumornahem und tumorfernen Gewebe entnommen. Nach Beendigung dieser
Prozessschritte hatte man einen Dot hergestellt. Um eine exakte Zuordnung eines Ar-
ray-Blocks zu gewahrleisten, wurden in diesem Fall Muskelgewebe vom Schwein als
Anhaltspunkte eingefiigt. AnschlieRend wurden die hergestellten Dots je nach Frage-

stellung immunhistochemisch gefarbt (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Vereinfachte Darstellung des Prozesses zur Erstellung und Auswertung
eines TMA.
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2.5 Immunhistochemie

2.5.1. Aligemeine Aspekte

Das Prinzip der Immunhistochemie stutzt sich auf das Lokalisieren bestimmter Struk-
turen (Antigene) in Gewebeschnitten via Antigen-Antikdrper-Bindung. Die Antigen-An-
tikorperbindung wird mit Hilfe einer Farbreaktion sichtbar gemacht. Die AntikGrper bin-
den an spezifische Epitope in den zu untersuchenden Geweben. So werden je nach
Fragestellung spezifische Antikdrper ausgewahlt. Die Spezifitat der Bindung zwischen
Antikdrper und Epitopen spielt dabei eine entscheidende Rolle, um die Ergebnisse
nicht durch weitere/andere Bindungen zu verfalschen. Zur Detektion dieser Antigen-
Antikdrper-Komplexe wird sich mit Markern beholfen, die zum Beispiel fluoreszierend,
radioaktiv sind oder ein Enzym oder kolloidales Gold darstellen konnen. Hierfur gibt es
zwei Methoden: die direkte und die indirekte. Bei der direkten tragt der Primarantikor-
per bereits das signalerzeugende Molekul und kann somit direkt die entstandene Bin-
dung darstellen. Bei der indirekten Methode miussen weitere Schritte erfolgen um die
Bindung zwischen dem Primarantikorper und dem Antigen darzustellen. Beispiels-
weise wird zusatzlich ein Sekundarantikérper zugegeben, an dem ein Enzym gebun-
den ist, das mit einem entsprechenden Substrat eine Farbreaktion hervorruft. Diese
Reaktion wird nur durch zusatzliche Bindung des Sekundarantikorpers und Primaran-
tikOrpers ausgeldst. Somit kann ebenfalls das urspringlich zu detektierende Epitop

kenntlich gemacht werden (Kramer 2013).

2.5.2 Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbungen fiir AKT
und Insulin-B-subunit

Sowohl die AKT, wie auch die Insulin-B-Farbung wurden in den Laborraumen der Klinik
fur Urologie der Universitatsklinik in Tibingen vorgenommen. Zunachst mussen die
Proben auf einen Objekttrager aufgebracht werden. Hierbei ist darauf zu achten, dass
die Fixierung der Proben moglichst flach und faltenfrei ablauft, sonst kann dies eine
Fehlerquelle bei der Auswertung darstellen. Bei Vorlage von Paraffinschnitten werden
diese aus einem vorgewarmten Wasserbad fixiert und anschlieRend bei nicht mehr als
60 °C getrocknet. Damit es zu keinen fehlerhaften Farbemustern bei den Immunreak-

tionen kommt, mussen die Paraffinschnitte zuerst entparaffiniert und rehydriert
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werden. Nicht vollstandig entferntes Paraffin kann Storungen bei den Immunreaktio-
nen verursachen.
Bei beiden Farbungen verwendete man das Dako REAL™ Detection System unter

Verwendung der indirekten immunhistochemischen Farbemethode-ABC.

2.5.2.1 ABC - Methode

Bei der ABC-Methode steht die Abklrzung ABC flr den Avidin-Biotin-Peroxidase-
Komplex. Das Molekul Avidin hat eine hohe Affinitiat zu dem Molekul Biotin und ist in
der Lage vier Molekule zu binden. Der Sekundarantikorper tragt ber eine kovalente
Bindung ebenfalls ein Biotin. Diese kovalente Bindung beeinflusst nicht die Fab-Bin-
dungsstelle und somit die Bindung zum Primarantikorper. Die schlussendlich in Alko-
hol braune, unlésliche Farbung wird durch eine durch den Sekundarantikorper kataly-
sierte Peroxidasereaktion hervorgerufen (Kramer 2013). Die Zugabe von Wasserstoff-
peroxid fuhrt zu einem Zerfall der Peroxidase zu Wasser und Sauerstoff. Damit die
Reaktion weiterhin ablauft gibt man Chromogen-3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlo-
rid (DAB) hinzu. DAB stellt auf der einen Seite dem Enzym die Elektroden zur Verfu-
gung und wird auf der anderen Seite gleichzeitig oxidiert. Dieses Reaktionsprodukt ist
als braunliche Farbe erkennbar (Wolf 2001). Die ABC-Methode wird in Abbildung 6
vereinfacht erklart.

1 - Gewebe

2 - Antigen

3 - primarer Antikdrper

4 - sekundarer Antikorper,
biotinyliert

5 - Biotin

6 - Avidin

7 - Diaminobenzidin

Abbildung 6: Schematische Darstellung der ABC-Methode (Wolf 2001).
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2.5.2.2 Farbeprotokoll AKT und Insulin-B-subunit

Die Entparaffiniersierung wird mit dem Lésungsmittel reXylol 3 x & 10 min durchge-
fuhrt. Bei der anschlieRenden Rehydrierung greift man auf eine angesetzte Alkohol-
reihe mit unterschiedlichen Konzentrationen zurtuck. Angefangen bei 2 x 5 min mit 100
% Ethanol, fortgefuhrt mit 2 x 5 min mit 96 % und abgeschlossen mit einmalig S5min
mit 70 % Alkohol. Damit wird die unerwlnschte Hintergrundfarbung, hervorgerufen
durch endogene Peroxidase-Aktivitat, reduziert. Anschlielend wird 30 min lang mit 3
% Wasserstoffperoxid in destilliertem Wasser inkubiert. In Schritt vier folgt eine Wa-
schung einmalig von 5 min in TBST-Puffer, das besteht aus 0,1 M Tris mit pH 7,6 und
0,15 M NaCl.

Veranderungen in der Struktur des Antigens sind trotz hoch qualitativer Aufbewahrung
der Proben moglich. Dies konnte schlussendlich zu einer veranderten oder vollstandig
aufgehobenen Immunreaktion fihren. Die Antigenbindungsstellen kénnen mit einer
Hitzebehandlung wiederhergestellt oder verbessert werden. Diese Technik der De-
maskierung wurde durch Kochen in 10 mM Citratpuffer mit pH 6,0 15 min in der Mik-
rowelle und anschlieRendem 30min langem Abkuhlen durchgefuhrt. Danach folgte ein
weiteres Mal eine Waschung mit dem TBST Material, diesmal jedoch 3 x @ 5 min.

Im folgenden Schritt wurde das Avidin/Biotin Blocking-Kit von der Firma Vector Blo-
cking-Kit SP-2001 verwendet. Hierbei wurde mit der Avidin Solution 15 min inkubiert,
danach 2x a 5 min mit TBST gewaschen und weiterhin folgte eine Inkubation mit Biotin
Solution 15 min lang. Danach wird zwei weitere Male a 5 min mit Zuhilfenahme von
TBST gewaschen. Dies dient der Auswaschung der bis dato nicht gebundenen Anti-
korper. Der Sinn hinter dieser Prozessabfolge liegt darin die Storsignale, die von en-
dogenen Avidin, Biotin oder Biotin bindenden Proteinen ausgehen, zu minimieren
(“Avidin/Biotin Blocking System - BioLegend” 2015).

Nachfolgend kann der Primarantikorper zugegeben werden. Bei der Insulin-f-subunit-
Farbung wird der Insulinrezeptor-f in einer Verdunnung hergestellt mit dem ge-
brauchsfertigen Verdiinnungsmedium des Dako REAL™ Antibody Diluent von 1:100.
Aquivalent hierzu wird bei der panAKT Farbung der Antikdrper AKT(pan) in Verdin-
nung 1:800 mit Hilfe desselben Verdinnungsmediums angewendet. Inkubiert wurde
mit den Antikdrpern bei 4°C im Kuhlschrank tber Nacht. Danach wurde 3 x flr 5 min
mit TBST gewaschen. In Schritt 11 wird 30 min lang bei Raumtemperatur mit dem
Sekundarantikdrper, der dem Fertigreagenz aus dem Kit entspricht inkubiert. Anschlie-

Rend wird weitere drei Male gespult, um die Uberschiussige Losung zu entfernen. Eine
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weitere Inkubation erfolgt 30 min lang mit der Fertigreagenz mit dem darin enthaltenen
Streptavidin-Biotin-Komplex und abermals 3 x 5 min Waschungen. Zugabe des Farb-
subtrat. Dies setzt sich zusammen aus 1000ul Substratpuffer und 20ul DAB. Hierbei
betrag die Inkubationszeit 30 min. Wiederrum wird mit 2 x & 5 min gewaschen, diesmal
jedoch mit destilliertem Wasser, das die Farbreaktion beendet.

Danach schloss sich die Gegenfarbung mit Hamatoxylin nach Meyer an. Die Been-
dung erfolgte nach 20 Sekunden durch 7 minatiges Spulen mit Leitungswasser. Das
Leitungswasser fuhrt zu einer pH-Erhéhung und damit zu einer Blaufarbung.

Erneut folgte eine Dehydration zuerst mit Alkohol fur 2 xa 3 min mit 96 % und2xab5
min mit 100 % Alkohol, anschlieRend 3 x @ 5 min mit Xylol. Als Abschluss wurde als
Sicherung mit Vecta Mount eingedeckt. Ein braunes Farbpigment wurde als Farber-

gebnis erzielt.
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2.6 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Als Grundvoraussetzung fur die Auswertung galt das Vorhandensein unbeschadigter
Dots mit Urothelgewebe. Fir die mikroskopische Auswertung wird ausschlief3lich das
Urothel betrachtet. Die immunhistochemische Auswertung wurde mittels Mikroskopie
semiquantitativ durchgefuhrt. Beide Farbungen (AKT sowie Insulin-B-subunit) wurden
mit Hilfe eines speziell dafur ausgelegten Scanners gescannt. Mit Hilfe des Computer-

programms namens ImageScope erfolgte die Auswertung

Fur die Dokumentation der Ergebnisse wurde ein Dateiblatt im Excel-Format erstellt,
das genau dem System der Anordnung der TMA's entspricht. Auf dem Datenblatt ent-
spricht je ein Dot einem Tabellenfeld, in das die zugehdrige K-Nummer eingeflgt
wurde. Die Auswertung und Eintragung wurde verblindet und anonymisiert durchge-
fihrt. Erst bei der Ubertragung in die Datenbank mit Hilfe der K-Nummer wurden die

Ergebnisse der Dots den jeweiligen Patienten zugeordnet.

Zunachst wurden die mikroskopischen Praparate in der Einarbeitungsphase betrach-
tet, wobei besonders auf das Urothel, die Erkennung von tumords verandertem Ge-
webe, die zellulare Verteilung bezlglich der Farbungen und die Gesamtzellzahl wert-
gelegt wurde. Aufgrund der groRtenteils homogenen Farbeverteilung bei der AKT- wie
auch bei der Insulinrezeptor-B-Farbung konnte die mikroskopische Auswertung der
etablierten Immunreaktive Score (IRS) nach Remmele und Stegner (1987) verwendet
werden. Der Immunreaktive Score berechnet sich aus dem Produkt der Prozentzahl
der positiv gefarbten Tumorzellen und der Intensitat der Farbung (Remmele and
Stegner 1987) (Tabelle 2). Um Fehlerquellen zu reduzieren und die Intraobserver-Re-
liabilitdt zu erhdhen, wurden die TMA's jeweils zweimal vollstandig mikroskopiert ohne
die Kenntnis uber die vorherig ermittelten Ergebnisse. Bei grofderen Abweichungen
zwischen den fur einen Dot ermittelten Werten, wurde ein drittes Mal nachmikrosko-
piert, sonst wurde der Mittelwert aus beiden Ergebnissen gebildet. Im Anschluss wur-

den alle Daten mit Hilfe der K-Nummer in die Datenbank eingetragen.
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Tabelle 2: Immunreaktive Score von Remmele und Stegner (Remmele and Stegner
1987).

Farbeintensitat Anteil positiver Tumorzelle Immunreaktiver
Score
0 = keine Farbereaktion 0 = keine positiven Zellen 0 = negativ
1 = schwache Farbereaktion | 1 = <10 % positive Zellen 1-3 = schwach

2 = malige Farbereaktion 2 =10-50 % positive Zellen 4-7 = malig
3 = starke Farbereaktion 3 =51-80 % positive Zellen 8-12 = stark

4 = > 80 % positive Zellen

2.6.1 Deskriptive Beschreibung des Farbeverhaltens

Sowohl die Insulinrezeptor-p wie auch die AKT-Farbung zeigte ein ahnliches Anfarbe-
muster. Aufgrund dessen konnten sie mit Hilfe einheitlicher Evaluationskriterien aus-
gewertet werden. Bei beiden immunhistochemischen Farbungen wurde ausschliel3lich
das Zytoplasma immunhistochemisch violett gefarbt. Somit wurde bei der Auswertung
das Praparat rein zytoplasmatisch betrachtet und den Kernen keine weitere Bedeu-
tung beigemessen. Da in diesem Fall die Dots relativ homogen gefarbt waren, wurde
die Farbeintensitat im Gesamten betrachtet. Hierfur wurden die Farbeintensitaten in 4
Grade eingeteilt (O = keine Farbung, 1, 2 und 3 = intensivste Farbung). Die Abbildung
10 und Abbildung 11 zeigen die Masterbeispiele fir die jeweiligen Intensitaten. Bei
der Auswertung wurde mittels Vergleiches zu diesen als Mustervorlage dienenden
Dots der immunhistochemischen Farbung die jeweilige Farbeintensitat bestimmt. Da
in einem Dot gewisse Intensitatsschwankungen zu finden waren und nicht jede Stelle
im Urothel die gleiche Farbeintensitat aufwies, wurde der Farbegrad mit Hilfe von Pro-
zentangaben bestimmt. Zu diesem Zweck wird das gesamte Urothel gleich 100 % ge-
setzt. AnschlieBend kann aus den Prozent- und Farbegraden die mittlere Intensitat

berechnet werden.
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2.7 Aktualisierung des Follow-up’s und Erhebung des Diabetes-
Status

Zusatzlich zur Erhebung des Diabetes-Status aller Patienten wurden Follow-up-Unter-
suchungen bis Juni 2016 erganzt. Hierfur wurden mittels der elektronischen und archi-
vierten Patientenakten der Diabetes-Status erhoben. Besonders wurde auf das Auf-
treten von Rezidiven oder weiterer Krankheitsbilder, sowie das Versterben von Pati-
enten protokolliert. Die Analyse des Diabetes-Status erfolgte durch Sichtung von Arzt-
briefen, Anasthesieberichten, Medikationsplanen und insbesondere anhand der Pfle-
geprotokolle. Hierbei wurde vor allem auf Erndhrungsprotokolle zurtiickgegriffen. Falls
zusatzliche Informationen bezuglich der Diabetes-Art oder —Therapie vorlagen, wurde

dies ebenfalls erganzend in die Datenbank eingefugt.
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2.8 Biometrie

FUr die biometrische Auswertung wurde das Computerprogramm JMP-13/JMP-14
(SAS Inc. Cary, USA) fur MacOS verwendet. Es wurden die statistischen Tests wie die
Verteilung, Wilcoxon-Kruskal-Wallis-Test, Spearman Rho, Kaplan-Meier-Diagramm

mit univariater und multivariater Cox-Regression verwendet.

Bei der Durchfuhrung wurde ein Test als signifikant gewertet, wenn die Irrtumswahr-

scheinlichkeit < 5 % lag. Im Folgenden werden die Tests kurz dargestellt.

Zur Untersuchung der stetigen Daten auf eine vorliegende Normalverteilung wurden
die Quantil-Quantil-Diagramme betrachtet. Hier legten lediglich die Diagramme fur die
IR beta Farbung im Tumorgewebe sowie die Farbung von AKT in Tumor und benignem
Gewebe eine Normalverteilung nahe, weshalb zur statistischen Uberpriifung Shapiro-
Wilks W Test durchgefuhrt wurde. Dieser bestatigte mit geringer Konfidenz nahezu
normalverteilte Werte fur IR beta Tu (p = 0.1510), IR beta Ben (p = 0.0842), AKT tu (p
= 0.0690) sowie AKT ben (p = 0.1005). Da in den sonstigen Daten keine Normalver-

teilung vorlag, wurden stets parameterfreie Testverfahren angewendet.

2.8.1 Haufigkeitsverteilungen
Anhand der Haufigkeitsverteilungen kann man fur den jeweiligen Datensatz das Vor-
kommen der verschiedenen Variablen berechnen. Hierfur wurden sowohl absolute wie

auch relative Haufigkeiten herangezogen.

2.8.2 Wilcoxon-/Kruskal-Wallis -Test

Dieser Test gehort zu den nicht parametrischen Tests. Somit kommt er statistisch zum
Einsatz, wenn die Grundvoraussetzungen (parametrische Stichproben) fur einen t-
Test nicht gegeben sind. Allgemein untersucht er die Signifikanz inwiefern sich die
zentralen Tendenzen (Mittelwert, Median) zweier unabhangiger Stichproben unter-

scheiden.
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2.8.3 Ereigniszeitanalyse

Die Veranschaulichung der Ereigniszeitanalyse stellt das Kaplan-Meier-Diagramm dar
(Kaplan and Meier 1958). Hierbei wird verglichen ab welcher Zeit ein bestimmtes Er-
eignis eintritt. Die x-Achse steht fur die Zeitdauer und die y-Achse zu welchem Zeit-

punkt das Ergebnis eingetreten ist.

Beim Rezidivrisiko wird betrachtet wie viel Prozent der Patienten zu einem gewissen

Zeitpunkt ein Rezidiv der Erkrankung haben.

Beim krankheitsspezifischen Uberleben (CCS), werden diejenigen Patienten, die auf-
grund von anderen Krankheiten verstorben sind aus dem Kollektiv herausgerechnet,
um nur diejenigen Patienten zu betrachten, die nicht an der Krebserkrankung oder

ihren Folgen gestorben sind.

Das Gesamtuberleben (OS) besagt wie viel Prozent der Menschen, die in einer Studie
erfasst wurden, nach Diagnosestellung bis zu einem bestimmten Zeitpunkt noch am
Leben sind (“NCI Dictionary of Cancer Terms” 2018).

Als Test, der den absoluten Wert der zu untersuchenden Variablen bertcksichtigt,
wurde die univariate logistische Regression zur Hilfe genommen. Hierbei wird immer

nur eine Variable, das heil3t ein linearer Zusammenhang untersucht.

Um bei einer Kaplan-Meier-Kurve Einflisse, die eine Korrelation beeinflussen rauszu-
rechnen, stitzt man sich auf den statistischen Test der multivariaten Cox-Regression.
In dieser Studie wurden bei der multivariaten Cox-Regression folgende Einfllisse mit
einbezogen: Alter bei Zystektomie, Geschlecht, Tumorstadium, Grading, klinisches
Stadium der Metastasierung und Lymphknotenstadium.
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3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung des Studienkollektivs
Nach der Bereinigung der Studienkohorte ergab sich eine Anzahl von 112 Patienten,
die als Studienkollektiv betrachtet und statistisch analysiert wurden. Die demographi-

schen Daten sind tabellarisch in der Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Charakterisierung des Patientenkollektivs.
Allgemeine Informationen und klinische Daten des Patientenkollektivs

Geschlechterverhaltnis 26 (23 %): Frauen
86 (77 %): Manner
Alter bei Zystektomie (Jahre) Median: 68 Jahre
Mittelwert: 66 Jahre
Jungstes Alter bei OP: 32 Jahre
Altestes Alter bei OP: 84 Jahre
Tumorstadien 37 (41% ):<T2b
75 (59 %): > T2b
N-Stadien 67 (60 %): NO
4 (21 %): N1
15 (13 %): N2
2 (2 %): N3
4 (4 %): N(x)

M-Stadien 99 (88 %): MO
9 (8 %): M1
4 (4 %): M(x)
Grading 29 (26 %): G2

83 (74 %): G3
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Diabetiker Nicht-Diabetiker  Signifikanz
(p-Werte)

Patienten n=25(22 %) n =284 (75 %)
n(x): 3 (3 %)

Geschlechterverhaltnis 5 (20 %): Frauen 19 (23 %): Frauen p=0,61
20 (80 %): Manner 65 (77%): Manner

Tumorstadien 8 (32 %):<T2b 28 (33 %): <T2b p=0,41
16 (64 %): > T2b 56 (67 %): > T2b

1(4%): T(x)

N-Stadien 20 (80 %): NO 45 (54 %): NO p=0,01
3 (12 %): N1 21 (25 %): N1
2 (8 %): N2 12 (14 %): N2
2 (2 %): N3
4 (3 %): N(x)
M-Stadien 21 (84 %): MO 75 (89 %): MO p=0,75
3 (12 %): M1 6 (7 %): M1
1 (4 %): M(x) 3 (4 %): M(x)
Grading 7 (28 %): G2 22 (26 %): G2 p=0,43
18 (72 %): G3 62 (74 %): G3

Diabetesstatus

Von der Studienkohorte hatten zum Zeitpunkt der Zystektomie 25 (28 % in Bezug auf
die Gesamtkohorte) Patienten einen bekannten Diabetes mellitus. Bei 84 der Patien-
ten dagegen war kein Diabetes bekannt, bei 3 Patienten konnten keine entsprechen-

den Daten erhoben werden.

Altersverteilung

Das jungste Patientenalter bei Zystektomie lag bei 32 Jahren, das hoéchste bei 84 Jah-
ren. Der Mittelwert liegt mit circa 66 Jahren knapp unterhalb des Medians mit 68 Jah-

ren.
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Betrachtet man von der Studienkohorte ausschliel3lich die Diabetiker liegt der Median
ebenfalls bei 68 Jahren, der jingste und der alteste Patient weisen jedoch eine Alters-

spanne von 55 Jahren auf.

Einteilung der Tumorstadien
T-Stadien

37 Patienten (circa 41 %) wiesen zum Zeitpunkt der Zystektomie ein Tumorstadium <
T2b (ohne Eindringung ins perivesikale Gewebe) auf. Nach Gruppierung in Diabetiker
und nicht-Diabetiker zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
(p=0,41).

N-Stadien

Zum Operationszeitpunkt wiesen 62 % keine und 38 % der Patienten Lymphknoten-
metastasen auf. Bei 22 % der Patienten lagen singulare Metastasen in den Lymph-
knoten des kleinen Beckenbereiches vor; 14 % wiesen dort mehrere Lymphknotenme-
tastasen auf und 2 % hatten bereits im Bereich der Arteria iliaca communis Lymphkno-

tenmetastasen.

Die Gruppe der nicht-Diabetiker zeigte signifikant haufiger Lymphknotenmetastasen
(p = 0,01). Insgesamt wiesen von den 25 Diabetikern 5 (20%), von den 80 nicht-Dia-
betikern 35 (41%) Lymphknotenmetastasen auf.

M-Stadien

8 % des Gesamtkollektivs hatten zum Zeitpunkt der Zystektomie bereits Fernmetasta-
sen; 92 % wiesen keine Hinweise auf Fernmetastasen auf. 6 der 81 nicht-Diabetiker
(7,4 %) wiesen Fernmetastasen auf. Von 24 Diabetikern hatten 3 Patienten (12,5 %)
Fernmetastasen. Statistisch unterscheiden sich die Gruppen Diabetiker vs. nicht-Dia-
betiker nicht (p = 0,75).

Grading

Es wurden insgesamt 26 % der Tumore als G2 und 74% als G3 klassifiziert. Im Kol-
lektiv der nicht-Diabetikern wurden 22 dem Grading G2 zugeteilt und 62 dem Grading
G3 zugeteilt. Bei den Diabetikern war es wie folgt: 7 wurden als G2 auf und 18 als G3
klassifiziert. Statistisch konnte kein signifikanter Unterschied der Gruppen Diabetiker

vs. nicht-Diabetiker gezeigt werden (p = 0,43).
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3.2 Krankheitsverlauf bei Diabetikern und nicht-Diabetikern

Im Folgenden wird das Outcome der unterschiedlichen Patientenkollektive beleuchtet.
Ein besonderes Augenmerk liegt auf der Unterscheidung von Diabetikern und nicht-

Diabetikern.

3.2.1 Rezidivfreies Uberleben

1,0

= nicht-Diabetiker

p =0,3961 — Diabetiker

0,8

0,6

0,4

Wahrscheinlichkeit der Rezidivfreiheit

0,2

0,0
0 50 100 150 200
TTE Rezidiv [Monate]

Abbildung 7: Rezidivfreiheit aufgeteilt in Diabetiker und nicht-Diabetiker.

Die Grafik bezuglich der Rezidivfreiheit zeigt keinen signifikanten Unterschied der Re-
zidivfreiheit zwischen Diabetikern und nicht-Diabetikern (Abbildung 7, Wilcoxon: p =
0,3916).

3.2.2 Krankheitsspezifisches Uberleben
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Abbildung 8: Krankheitsspezifisches Uberlebens aufgeteilt in Diabetiker und nicht-
Diabetiker.

Das krankheitsspezifische Uberleben unterscheidet sich nicht signifikant zwischen der
Gruppe der Diabetiker und nicht-Diabetiker (Abbildung 8, Wilcoxon: p = 0,3868).
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3.2.3 Gesamtuiberleben

1,0 = nicht-Diabetiker
p = 0,3965 — Diabetiker

E 0,8
=
k]
£
)
5 06
2
<
[
=
2
$ 04
Q
°©
T
5

0,2

0,0

0 50 100 150 200
TTE Overall Survival [Monate]

Abbildung 9: Gesamtuberlebensrate aufgeteilt in Diabetiker und nicht-Diabetiker.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Gesamtuberlebensrate zwischen den
Diabetikern und nicht-Diabetiker (Abbildung 9, Wilcoxon: p = 0,3965).
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3.3 Auswertung des Farbeverhaltens

Neben der Auswertung des Outcomes erfolgte eine histo-pathologische Analyse der

Gewebeproben aller Patienten nach Tumorresektion.

Insgesamt wurden 363 Gewebedots von den 112 Patienten gewonnen. Diese wurden
fur Insulinrezeptor-p, wie auch fur AKT immunhistochemisch gefarbt und untersucht.
Bei Insulinrezeptor-f konnten 88 nicht auswertbare Dots nicht ausgewertet werden;
bei AKT zeigten sich 91 als fehlerhaft. Es zeigte sich bei beiden immunhistochemi-
schen Farbungen eine ausschlieldlich zytoplasmatische Braunfarbung mit verschiede-
nen Intensitaten. Die genaue Herangehensweise der Auswertung wurde bereits im
Kapitel 2 Material und Methoden erlautert und kann unter dem Unterpunkt nachgele-
sen werden. Im Folgenden ist die Abstufung des heterogenen Farbeverhaltens mit
Hilfe von Bildern fur Insulinrezeptor-f (Abbildung 10) und fur AKT (Abbildung 11)

veranschaulicht dargestellt.
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Abbildung 10: Beispielhaft dargestellte Farbeintensitaten fur Insulinrezeptor-p.

Insulinrezeptor-$

Schwache Farbung =
Punktwerte 0 - 1

MaRige Farbung =
Punktwerte > 1 - 2

Starke Farbung =
Punktwerte > 2 - 3
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Abbildung 11: Beispielhaft dargestellte Farbeintensitaten fir AKT.

AKT

Schwache Farbung
= Punktwerte 0 - 1

MaRige Farbung =
Punktwerte > 1 - 2

Starke Farbung =
Punktwerte > 2 - 3
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3.4 Insulinrezeptor-

In den nachfolgenden Abbildungen sind die Expressionshéhen von Insulinrezeptor-

dargestellt.

3.4.1 Insulinrezeptor- Tumorgewebe versus Insulinrezeptor-$ Nor-

malgewebe
Gesamtkollektiv Unterteilung in Diabetiker und nicht-
Diabetiker
3,0
~ p=0,0157 * p = 0,0368
3 20 25 p= 0,2400
g 2,0 ‘ ‘ f:g} 20
E 15 ] ‘ é .
§ 1,0 —e—s :%3 1,0 —_— -
0,5 L 05
Normalgewebe Tumorgewebe Normalgewebe Tumorgewebe
N . nicht-Diabetiker Diabetiker
[] Normalgewebe  [1 Tumorgewebe
Abbildung 12: Korrelation der Abbildung 13: Korrelation der Expression
Expression des Insulinrezeptors-3 des Insulinrezeptors-p zwischen
zwischen Tumorgewebe und Tumorgewebe und Normalgewebe
Normalgewebe. aufgeteilt nach Diabetikern und nicht-
Diabetikern.

Die Expression des Insulinrezeptors-p unterscheidet sich signifikant zwischen dem Tu-
morgewebe und dem Normalgewebe (Abbildung 12: Korrelation der Expression des
Insulinrezeptors-B zwischen Tumorgewebe und Normalgewebe. Abbildung 12, Wil-
coxon: p = 0,0157). Im Normalgewebe zeigt sich eine hohere Expression von Insulin-

rezeptor-p im Vergleich zum Tumorgewebe.

Bei Unterteilung des Kollektivs in Diabetiker und nicht-Diabetiker zeigt sich ausschliel3-
lich bei den nicht-Diabetikern eine signifikant hohere Expression im Normalgewebe im
Gegensatz zum Tumorgewebe (Abbildung 13, Median Tumorgewebe = 1,67; Median

Normalgewebe = 1,96; p = 0,0368). Bei Diabetes-Patienten kann kein signifikanter
55



Unterschied festgestellt werden (Abbildung 13, Median Tumorgewebe = 1,77; Median
Normalgewebe = 1,99; p = 0,2400).

3.4.2 Expression des Insulinrezeptor- im Tumorgewebe in Abhan-

gigkeit klinisch-pathologischer Faktoren

Tumorstadium Klinisches Stadium MO versus M1

@
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p=0,5378 = p =0,9430
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Farbemittelwerte Insulinrezeptor-beta im Tumorgewebe
Farbemittelwert Insulinrezeptor-beta im Tumorgewebe

<T2b >T2b keine Fernmetastasen Fernmetastasen

Abbildung 14: Tumorstadium (T < 2b Abbildung 15: Korrelation zwischen dem

und T < 2b) im Bezug zu den klinischen Stadium MO versus M1 und
Farbemittelwerten des Insulinrezeptor-3  den Farbemittelwerten der
im Tumorgewebe. Insulinrezeptor-p im Tumorgewebe.

Die Expression von Insulinrezeptor-3 im Tumorgewebe wurde genauer untersucht im
Hinblick auf das Tumorstadium und das klinische Stadium MO versus M1. Hierbei zeigt
sich bei keinem der Parameter ein signifikanter Unterschied. Das Tumorstadium wird
unterteilt in T < 2b und T > 2b (Abbildung 14, Median: T <2b =1,75; T > 2b = 1,68;
Wilcoxon: p = 0,5378; Abbildung 15, Median: MO = 1,74; M1 = 1,63; Wilcoxon: p =
0,9430).
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Grading und N-Stadium

Grading N-Stadium
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Abbildung 16: Grading (G2 und G3) im Abbildung 17: N-Stafjium _(NO und N1) im
Bezug zu den Farbemittelwerten des Bezug zu den Farbemittelwerten des
Insulinrezeptor-B im Tumorgewebe. Insulinrezeptor- im Tumorgewebe.

Weiterhin zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der Insulinrezeptor-p Expression
zwischen G2 und G3 Tumoren (Abbildung 16; Median G2 = 1,75; Median G3 = 1,67;
p = 0,8353), sowie zwischen nicht-Vorliegen (NO) und Vorliegen (N1) von Lymphkno-
tenmetastasen (Abbildung 17, Median NO = 1,75; N1 = 1,62; p = 0,8241).
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3.4.3 Expression des Insulinrezeptor- im Tumorgewebe in Abhan-
gigkeit klinisch-pathologischer Faktoren bei Diabetikern und nicht-

Diabetikern

Tumorstadium Klinische Stadium MO versus M1
% p=0,8478 & p =0,7800
E T 1 £ T 1T
s 25 p =0,6242 E p=0,7842
3 3
S 1 8
g © 20 & o 20 |
g8 e g
2’ § 1,5 ‘ é § 1,5
% 1,0 E 1,0
£ £
0,5 —_— _— 0,5 S —_—
T<2b T>2b T<2b T>2b MO M1 MO M1
nicht-Diabetiker Diabetiker nicht-Diabetiker Diabetiker
MO = keine Fernmetastase; M1 = Fernmetastasen
Abbildung 18: Expressionslevel des Abbildung 19: Expressionslevel des
Insulinrezeptors-p aufgeteilt nach dem Insulinrezeptors-f je nach dem klinischen
Tumorstadium und dem Diabetes- Stadium MO versus M1 und Diabetes-Status.

Status.

Das Kollektiv wurde wiederum nach inrem Diabetes-Status unterteilt. Hierbei zeigt sich
weder beim untersuchten Tumorstadium (Abbildung 18, Diabetiker: Mediane: T <2b
=1,86; T > 2b = 1,74, Wilcoxon: p = 0,6242; nicht-Diabetiker: Mediane: T <2b =1,7;
T > 2b = 1,67, Wilcoxon: p = 0,8478) noch beim klinischen Stadium MO versus M1
(Abbildung 19, Diabetiker: Mediane: MO = 1,82, M1 = 1,63; Wilcoxon: p = 0,7842;
nicht-Diabetiker: Mediane: MO = 1,68, M1 = 1,59; Wilcoxon: p = 0,7800) ein signifi-
kanter Unterschied.
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Grading und N-Stadium
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Abbildung 20: Expressionslevel des
Insulinrezeptors-p aufgeteilt nach dem

Grading und dem Diabetes-Status.

Weiterhin zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der Insulinrezeptor-p Expression
zwischen G2 und G3 Tumoren bei Gruppierung in Diabetiker (Abbildung 20, Median
G2 =1,88, Median G3 =1,69; p = 0,2861) und nicht-Diabetiker (Abbildung 20, Median
G2=1,69, G3=1,67;p=0,6001), sowie zwischen nicht-Vorliegen (NO) und Vorliegen
(N1) von Lymphknotenmetastasen bei Diabetikern (Abbildung 21, Median NO = 1,75;
N1 =1,79; p = 0,6441) und nicht-Diabetikern (Abbildung 21, Median NO = 1,7; N1 =

1,62; p = 0,9110).

Abbildung 21: Expressionslevel des
Insulinrezeptors-p je nach dem
klinischen Stadium NO versus N1 und
Diabetes-Status.
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3.4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse Insulinrezeptor-

Es zeigt sich eine signifikant hohere Expression von Insulinrezeptor-f§ im Normalge-
webe im Gegensatz zum Tumorgewebe im Gesamtkollektiv sowie im Kollektiv der
nicht-Diabetiker (Abbildung 12 und Abbildung 13). Bei Diabetikern findet sich kein

statistischer Zusammenhang.

FuUr die weiteren epidemiologischen sowie klinisch-pathologischen Parameter lassen
sich keine signifikanten Ergebnisse erheben. Auch bei Unterteilung des Kollektivs in
Diabetiker und nicht-Diabetiker zeigen sich die Unterschiede nicht signifikant.
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3.5 AKT

In den nachfolgenden Abbildungen sind die Expressionshohen von AKT dargestellt.

3.5.1 AKT Tumorgewebe versus AKT Normalgewebe

Gesamtkollektiv

Unterteilung in Diabetiker und nicht-
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Abbildung 22: Expression von AKT im Abbildung 23: Expression von AKT im
Normalgewebe im Vergleich zum
Tumorgewebe.

Normalgewebe
Tumorgewebe aufgeteilt nach Diabetiker und
nicht-Diabetiker.

im

Vergleich

Zum

Die Expressionshéhe von AKT ist im Normalgewebe signifikant héher als im Tumor-

gewebe (Abbildung 22, Median Tumorgewebe = 1,69, Median Normgewebe = 2,01;

Wilcoxon: p = 0,0286).

Betrachtet man diese Korrelation nach dem Diabetes-Status gruppiert, lasst sich kein
signifikanter Unterschied mehr feststellen (Abbildung 23, Diabetiker: Median Tumor-
gewebe = 1,43, Median Normalgewebe = 1,71; Wilcoxon: p = 0,3607; nicht-Diabetiker:
Median Tumorgewebe = 1,74, Median Normalgewebe = 2,03; Wilcoxon: p = 0,0965).
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3.5.2 Expression AKT im Tumorgewebe in Abhangigkeit klinisch -

pathologischer Faktoren

Tumorstadium Klinisches Stadium MO versus M1

»  p=07833

30 — T p=05236

2,5 2,5

2,0 2,0

1,5 1

1,0 1,0

Farbemittelwerte AKT im Tumorgewebe
Farbemittelwert AKT im Tumorgeweb

0,5 0,5

0,0
T<2b T>2b 0.0 keine Fernmetastasen Fernmetastasen

Abbildung 24: Tumorstadium (T < 2b Abbildung 25: Korrelation zwischen dem

und T < 2b) im Bezug zu den klinischen Stadium MO versus M1 und den
Farbemittelwerten des AKT im Farbemittelwerten der AKT-Farbung im
Tumorgewebe. Tumorgewebe.

Die Expression von AKT in Tumorgewebe in Bezug auf die klinisch-pathologischen
Daten unterscheidet sich bei keiner der oben aufgefuhrten Kategorien signifikant (Ab-
bildung 24, Tumorstadium: Median: T<2b=1,81; T >2b = 1,68; Wilcoxon: p =0,7833;
Abbildung 25, klinisches Stadium MO versus M1: Median: MO = 1,69; M1 = 1,66; Wil-
coxon p = 0,5236).
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Grading und N-Stadium

Grading

N-Stadium

30

2,5

2,0

05

Farbemittelwert AKT im Tumorgewebe

00

~ p=0,0718

G2

Farbemittelwert AKT im Tumorgewebe

30

25

2,0

0
Keine Lymphknotenmetastasen

 p=0,7154

Lymphknotenmetastasen

Abbildung 26: Grading (G2 und G3) im
Bezug zu den Farbemittelwerten des

AKT im Tumorgewebe.

Abbildung 27: Korrelation zwischen dem
klinischen Stadium NO versus N1 und den
Farbemittelwerten der AKT-Farbung im Tu-
morgewebe.

Ebenso zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der AKT Expression zwischen G2
und G3 Tumoren (Abbildung 26, Median G2 = 1,91; Median G3 = 1,58; p = 0,0718),
sowie zwischen nicht-Vorliegen (NO) und Vorliegen (N1) von Lymphknotenmetastasen
(Abbildung 27, Median NO = 1,71; N1 = 1,63; p = 0,7154).
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3.5.3 Expression AKT im Tumorgewebe in Abhangigkeit klinisch-pa-

thologischer Daten bei Diabetikern und nicht-Diabetikern

Tumorstadium Klinisches Stadium MO versus M1
p =0,9575 p =0,8322
30 = _ 30 —

2 p - 014258 2 p = 0,4933
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8 3

£ 05 # i 0,5

0.0 T2 — 00— —— R
T<2b T>2b T<2b T>2b , MO M1 MO VT
nicht-Diabetiker Diabetiker nicht-Diabetiker Diabetiker

Abbildung 28: Expressionslevel des AKT ~ Abbildung 29: Expressionslevel des AKT
aufgeteilt nach dem Tumorstadium und  aufgeteilt nach dem klinischem Stadium MO
dem Diabetes-Status. versus M1 und dem Diabetes-Status.

Statistisch zeigt sich keine signifikante Korrelation der Expression des AKT in der
Gruppierung nach dem Diabetes-Status in Bezug auf das Tumorstadium unterteilt in T
<2bund T > 2b (Abbildung 28, Diabetiker: Mediane: 1,74; 1,25; Wilcoxon: p= 0,4258,
nicht-Diabetiker: Mediane: 1,81; 1,71; p = 0,9575).

Zwischen dem klinischen Stadium MO versus M1 und der Expressionshohe von AKT
zeigt sich keine signifikante Korrelation sowohl in der Gruppe der Diabetiker als auch
in der Gruppe der nicht-Diabetiker (Abbildung 29, Diabetiker: Median: M0 = 1,52; M1
= 1,1; Wilcoxon: p = 0,4933; nicht-Diabetiker: MO = 1,74; M1 = 1,69; Wilcoxon: p =
0,8322).
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Grading und N-Stadium

Grading N-Stadium
p = 0,0986 p=0,7334
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Abbildung 30: Expressionslevel des AKT Abbildung 31: Expressionslevel des AKT
aufgeteilt nach dem Grading und dem Dia- aufgeteilt nach dem N-Stadium und dem Di-
betes-Status abetes-Status.

Weiterhin zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der AKT Expression zwischen G2
und G3 Tumoren bei Gruppierung in Diabetiker (Abbildung 30, Median G2 = 1,56,
Median G3 = 1,25; p = 0,4431) und nicht-Diabetiker (Abbildung 30, Median G2 = 2,01,
G3 = 1,66; p = 0,0986), sowie zwischen nicht-Vorliegen (NO) und Vorliegen (N1) von
Lymphknotenmetastasen bei Diabetikern (Abbildung 31, Median NO = 1,48; N1 =1,1;
p = 0,6957) und nicht-Diabetikern (Abbildung 31, Median NO = 1,76; N1 = 1,68; p =
0,7334).
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3.5.4 Zusammenfassung der Ergebnisse AKT
Es zeigt sich eine signifikant hohere Expression von AKT im Normalgewebe im Ge-
gensatz zum Tumorgewebe im Gesamtkollektiv (Abbildung 29). Bei Unterteilung in

Diabetikern und nicht-Diabetiker findet sich kein statistischer Zusammenhang.

Fir die weiteren epidemiologischen sowie klinisch-pathologischen Parameter ergeben
sich keine relevanten Zusammenhange mit der AKT Expression. Auch bei Unterteilung
des Kollektivs in Diabetiker und nicht-Diabetiker zeigen sich die Unterschiede nicht

signifikant.
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3.6 Interaktionen

In den nachfolgenden Abbildungen sind die Interaktionen zwischen den Expressions-

ergebnissen des AKTs und Insulinrezeptor-f dargestellt.

3.6.1 Insulinrezeptor-B-subunit versus AKT im Gesamtkollektiv der

Normalgewebe und Tumorgewebe

Normalgewebe

Tumorgewebe

3,0

N>
33}

2,0

Farbemittelwert AKT im Normalgewebe
o

0,0

p = 0,1552

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Farbemittelwert Insulinrezeptor-beta im Normalgewebe

3,0

Farbemittelwert AKT im Tumorgewebe

w

0

25

20

1,5

10

p = < 0,0001

05 10 15 20 25
Farbemittelwert Insulinrezeptor-beta im Tumorgewebe

30

Abbildung 32: Korrelation der
Expression von Insulinrezeptor-p und
AKT im Normalgewebe.

Abbildung 33: Korrelation der

Expression des Insulinrezeptor-$ und

AKT im Tumorgewebe.

Anhand der statistischen Auswertung ist kein signifikanter Zusammenhang zwischen

der Expression von Insulinrezeptor-p und AKT in Normalgewebe erkennbar (Abbil-
dung 32, Spearman: rho = 0,2107; p = 0,1552).

Bei der Untersuchung des Tumorgewebes steigt die Expressionshéhe von AKT signi-

fikant mit der Expressionshdhe des Insulinrezeptors-p. (Abbildung 33, Spearman: rho
=0,4589; p = <0,0001).
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3.6.2 Insulinrezeptor-p vs. AKT bei Diabetikern und nicht-Diabeti-

kern

Diabetiker nicht-Diabetiker

20 p=0,2298 p <0,0001 -

25 >

3 B3

1.0

Farbemittelwert AKT im Tumorgewebe

05 .

0.0
05 1.0 15 20 25 05 10 15 20 25

Farbemittelwert Insulinrezeptor-beta im Tumorgewebe

Abbildung 34: Korrelation der Expression des Insulinrezeptor- und AKT im Tumor-
gewebe aufgeteilt in Diabetiker und nicht-Diabetiker.

Bei den nicht-Diabetikern gehen hohere Expressionen von AKT mit hdheren Expres-
sionswerten von Insulinrezeptor-p einher. Bei den Diabetikern zeigt sich hier kein sta-
tistisch signifikanter Zusammenhang (Abbildung 34, Diabetiker: Spearman: rho =
0,2298; p = 0,2915; nicht-Diabetiker: Spearman: rho = 0,4830; p < 0,0001).
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3.6.3 Einfluss der Parameter auf die Krankheitsverlaufe
Die folgenden Abbildungen zeigen den Einfluss der Parameter (AKT und Insulinrezep-

tor-p) auf die Krankheitsverlaufe.

3.6.3.1 Einfluss von Insulinrezeptor-g im Tumorgewebe auf den onkologi-
schen Verlauf

FUr diese Diagramme wurden die Patienten in zwei Gruppen eingeteilt und zwar Pati-
enten mit Farbewerten fir Insulinrezeptor-f < und > 1,7125. Dieser Wert entspricht

dem Median der Insulinrezeptor- Farbungen und dient in der Analyse als Cut-off.

3.6.3.1.1 Rezidivfreies Uberleben

1,0

— Insulinrezeptor-beta < Median

08 p= 0,9302 — Insulinrezeptor-beta > Median

0,6

0,4

Wahrscheinlichkeit der
Rezidivfreiheit

0,2

0,0
0 50 100 150 200
TTE Rezidiv [Monate]

Abbildung 35: Rezidivfreies Uberleben — Vergleich zwischen Patienten
Uber und unterhalb des Medians der Insulinrezeptor-pg-Farbung.

Es zeigt sich keine signifikante Korrelation bezlglich der Rezidivzeit und der Hohe der
Insulinrezeptor-p Expression (Abbildung 35, Wilcoxon: p = 0,9302). In der univariaten
Cox-Regression (p = 0,9222, HR: 0,0340, [KI: untere 95%: -0,6580; obere 95%:
0,7213]) zeigt sich ebenfalls kein Zusammenhang der Expression mit dem rezidivfreien

Uberleben.

Des Weiteren wurde der gleichzeitige Einfluss von verschiedenen Variablen auf die
Rezidivfreiheit untersucht. Augenmerk wurde auf die Parameter Alter bei Zystektomie,
Tumorstadium, Grading, klinisches Stadium der Metastasierung (MO und M1) und
Lymphknotenstadium gelegt. Dies wurde mit Hilfe der multivariaten Cox-Regression
analysiert. Hier zeigte sich beim Tumorstadium ein signifikanter Einfluss (Tabelle 4).

Tabelle 4: Multivariate Cox-Regression der Rezidivfreiheit bei Insulinrezeptor-p-Far-
bung (unter und oberhalb des Medians).
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HR Unteres 95 % - Kl p

Expression 0,7768 0,3646 0,5129
Insulinrezeptor-p

(£ 1,7125)

Tumorstadium (T >T2b)  2,5174 1,0506 0,0276
Lymphknotenstadium 2,0965 0,9154 0,0849
(N1)

Metastasierung (M1) 1,1214e-9 0 0,4196
Grading (G3) 1,1431 0,4814 0,7600
Alter bei Zystektomie 1,0348 0,9952 0,0871

3.6.3.1.2 Krankheitsspezifisches Uberleben

1,0 — . : - .
p= 0,7209 Insulinrezeptor-beta Farbewerte < Median

08 — Insulinrezeptor-beta Farbewerte > Median

0,6

0,4

0,2

Wahrscheinlichkeit des
tumorabhangigen Versterbens

0,0
0 50 100 150 200
TTE CCS [Monate]

Abbildung 36: Wahrscheinlichkeit des krankheitsspezifischen Uberlebens —
Vergleich zwischen Patienten Uber und unterhalb des Medians der Insulinrezeptor-f3-
Expression.

Das krankheitsspezifische Uberleben zeigt keine signifikante Korrelation mit der Insu-
linrezeptor-p Expression (Abbildung 36, p = 0,7209, Wilcoxon). In der univariaten
Cox-Regression zeigt sich die Expressionsstarke von Insulinrezeptor-f§ im Tumorge-
webe auch als nicht signifikanter Einfluss auf die krebsspezifische Uberlebenswahr-
scheinlichkeit (p = 0,5836, HR: 0,1635, [KI: untere 95%: -0,4242; obere 95%: 0,7539])).

Des Weiteren wurde der gleichzeitige Einfluss von verschiedenen Variablen auf die

Rezidivfreiheit untersucht. Augenmerk wurde auf die Parameter Alter bei Zystektomie,

Tumorstadium, Grading, klinisches Stadium der Metastasierung (MO und M1) und

Lymphknotenstadium gelegt. Dies wurde mit Hilfe der multivariaten Cox-Regression
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analysiert. Hier zeigte sich beim Tumorstadium, beim klinischen Stadium der Metasta-

sierung, sowie beim Grading ein signifikanter Einfluss (Tabelle 5).

Tabelle 5: Multivariate Cox-Regression des krankheitsspezifischen Uberlebens bei In-
sulinrezeptor-B-Farbung (unter und oberhalb des Medians).

HR Unteres 95 % - Kl p
Expression 0,5230 0,9941 0,0515
Insulinrezeptor-3
(£1,7125)
Tumorstadium (T >T2b)  2,2070 1,0424 0,0314
Lymphknotenstadium 1,3727 0,6899 0,3689
(N1)
Metastasierung (M1) 2,6112 1,0547 0,0497
Grading (G3) 2,677 0,9971 0,0328
Alter bei Zystektomie 1,0285 0,9955 0,0935
3.6.3.1.3 Gesamtuberleben

= 1190 p=0,7114 — Insulinrezeptor-beta Farbewerte < Median
% 0.8 ’ — Insulinrezeptor-beta Farbewerte > Median
% 0,6
8
T 02
3

0,0

0 50 100 150 200
TTE Overall Survival [Monate]

Abbildung 37: Gesamtuberlebensrate — Vergleich zwischen Patienten uber und
unterhalb des Medians der Insulinrezeptor-p-Farbung.

Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Hohe der Insulinrezeptor-3-
Expression (> und < Median) und dem Gesamtuberleben (Abbildung 37, Wilcoxon: p
= 0,7114). In der univariaten Cox-Regression (p = 0,4724, HR: 0,1910, [KI: untere
95%: -0,3311; obere 95%: 0,7177]) kann dies bestatigt werden.
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Des Weiteren wurde der gleichzeitige Einfluss von verschiedenen Variablen auf die
Rezidivfreiheit untersucht. Augenmerk wurde auf die Parameter Alter bei Zystektomie,
Tumorstadium, Grading, klinisches Stadium der Metastasierung (MO und M1) und
Lymphknotenstadium gelegt. Dies wurde mit Hilfe der multivariaten Cox-Regression
analysiert. Hier zeigte sich beim Tumorstadium sowie beim Alter zum Zeitpunkt der

Zystektomie ein signifikanter Einfluss (Tabelle 6).

Tabelle 6: Multivariate Cox-Regression der Gesamtuberlebensrate bei Insulinrezep-
tor-p-Farbung (unter und oberhalb des Medians).

HR Unteres 95 % - KI p
Expression 0,5506 0,3054 0,0461
Insulinrezeptor-3
(£1,7125)
Tumorstadium (T > T2b)  2,6437 1,3390 0,0032
Lymphknotenstadium 1,5819 0,8501 0,1504
(N1)
Metastasierung (M1) 2,0730 0,8422 0,1291
Grading (G3) 1,5835 0,7533 0,2110
Alter bei Zystektomie 1,0415 1,0116 0,0054
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3.6.3.2 Einfluss von AKT im Tumorgewebe auf den onkologischen Verlauf
Fur diese Diagramme wurden die Patienten in zwei Gruppen eingeteilt und zwar Pati-
enten mit Farbewerten fur AKT Uber und unter 1,6875. Dieser Wert ist der Median der
AKT-Farbungen.

3.6.3.2.1 Rezidivzeit

1,0

— AKT-Farbewerte < Median
p=0,1258 ] _
0.8 — AKT-Farbewerte > Median

0,6

0,4

Wahrscheinlichkeit der
Rezidivfreiheit

0,2

0,0
0 50 100 150 200
TTE Rezidiv [Monate]

Abbildung 38: Rezidivwahrscheinlichkeit — Vergleich zwischen Patienten Uber und
unterhalb des Medians der AKT-Farbung.

In dieser Analyse zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Expressions-
héhe von AKT und der Rezidivzeit (Abbildung 38, Wilcoxon: p = 0,1258). In der uni-
variaten Cox-Regression zeigt sich die Expressionshéhe von AKT im Tumorgewebe
auch als nicht signifikanter Einfluss auf die Rezidivwahrscheinlichkeit (p = 0,1750, HR:
-0,4755, [KI: untere 95%: -1,1867; obere 95%: 0,2114]).

Des Weiteren wurde der gleichzeitige Einfluss von verschiedenen Variablen auf die
Rezidivfreiheit untersucht. Augenmerk wurde auf die Parameter Alter bei Zystektomie,
Tumorstadium, Grading, klinisches Stadium der Metastasierung (MO und M1) und
Lymphknotenstadium gelegt. Dies wurde mit Hilfe der multivariaten Cox-Regression
analysiert. Hier zeigte sich bei keinem der untersuchten Parameter ein signifikanter
Einfluss (Tabelle 7).
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Tabelle 7: Multivariate Cox-Regression der Rezidivfreiheit bei AKT-Farbung (unter
und oberhalb des Medians).

HR Unteres 95 % -KI p

Expression AKT 1,5300 0,9772 0,2019
(= 1,6875)

Tumorstadium (T >T2b)  2,2839 0,9529 0,0503
Lymphknotenstadium 2,3274 0,9908 0,0551
(N1)

Metastasierung (M1) 8,6e-10 0 0,3607
Grading (G3) 1,0654 0,4559 0,8833
Alter bei Zystektomie 1,0264 0,9840 0,2307

3.6.3.2.2 Krankheitsspezifisches Uberleben

1,0

p= 0.0416 — AKT-Farbewerte < Median
0.8 — AKT-Farbewerte > Median

0,6

0,4

0,2

Wahrscheinlichkeit des
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Abbildung 39: Wahrscheinlichkeit des tumorabhéngigen Uberlebens — Vergleich
zwischen Patienten Uber und unterhalb des Medians der AKT-Farbung.

Hohere AKT Expressionen gehen mit einem besseren krankheitsspefizischen Uberle-
ben als niedrigere AKT Expressionen einher (Abbildung 39, Wilcoxon: p = 0,0416).
Dieser Zusammenhang kann in der univariaten Cox-Regression bestatigt werden (p =
0,0428, HR: -0,6171, [KI: untere 95%: -1,2437; obere 95%: -0,0200]).

Des Weiteren wurde der gleichzeitige Einfluss von verschiedenen Variablen auf die
Rezidivfreiheit untersucht. Augenmerk wurde auf die Parameter Alter bei Zystektomie,

Tumorstadium, Grading, klinisches Stadium der Metastasierung (MO und M1) und

74



Lymphknotenstadium gelegt. Dies wurde mit Hilfe der multivariaten Cox-Regression
analysiert. Hier zeigte sich bei keinem der untersuchten Parameter ein signifikanter
Einfluss (Tabelle 8).

Tabelle 8: Multivariate Cox-Regression des krankheitsspezifischen Uberlebens bei
AKT-Farbung (unter und oberhalb des Medians).

HR Unteres 95 % - Kl p

Expression AKT 1,4690 0,7492 0,2578
(£1,6875)

Tumorstadium (T >T2b)  1,8493 0,8931 0,0868
Lymphknotenstadium 1,6185 0,8112 0,1739
(N1)

Metastasierung (M1) 2,1908 0,9067 0,0979
Grading (G3) 2,3183 0,8642 0,0710
Alter bei Zystektomie 1,0222 0,9858 0,2256

3.6.3.2.3 Gesamtuiberleben

1,0

p= 0,0418 — AKT-Farbewerte < Median
08 — AKT-Farbewerte > Median

0,6
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Uberlebenswahrscheinlichkeit

Abbildung 40: Gesamtuberlebensrate — Vergleich zwischen Patienten uber und
unterhalb des Medians der AKT-Farbung.

Auch hier gehen hohere AKT-Expressionen mit einem besseren Gesamtuberleben
einher als niedrigere Expressionen von AKT (Abbildung 40, Wilcoxon: p = 0,0418). In
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der univariaten Cox-Regression kann dies allerdings nicht bestatigt werden (p =
0,0627, HR: -0,4995, [KI: untere 95%: -1,0400; obere 95%: 0,0263]).

Des Weiteren wurde der gleichzeitige Einfluss von verschiedenen Variablen auf die
Rezidivfreiheit untersucht. Augenmerk wurde auf die Parameter Alter bei Zystektomie,
Tumorstadium, Grading, klinisches Stadium der Metastasierung (MO und M1) und
Lymphknotenstadium gelegt. Dies wurde mit Hilfe der multivariaten Cox-Regression
analysiert. Hier zeigte sich beim Tumorstadium, sowie beim Alter zum Zeitpunkt der

Zystektomie ein signifikanter Einfluss (Tabelle 9).

Tabelle 9: Multivariate Cox-Regression der Gesamtuberlebensrate bei AKT-Farbung
(unter und oberhalb des Medians).

HR Unteres 95 % -KI p

Expression AKT 1,2609 0,6990 0,4394
(£ 1,6875)

Tumorstadium (T > T2b)  2,2457 1,1600 0,0119
Lymphknotenstadium 1,7967 0,9582 0,0694
(N1)

Metastasierung (M1) 1,7265 0,7200 0,2383
Grading (G3) 1,4210 0,6776 0,3407
Alter bei Zystektomie 1,0371 1,00548 0,0204

76



4 Diskussion

4.1 Das Studienkollektiv

Unser Kollektiv aus Harnblasenkarzinompatienten bestand zu 23% aus Frauen und zu
77% aus Mannern (Tabelle 3). Die publizierte Datenlage bestatigt diese Geschlech-
terverteilung (Scosyrev et al. 2009)(Heberling et al. 2018). Ahnlich zeigt es sich beim
mittleren Erkrankungsalter. Dies liegt laut Literaturrecherche bei 69 Jahren bei Man-
nern und 73,4 Jahren bei Frauen (vom Dorp et al. 2007). Das mediane Alter zum Zeit-

punkt der Zystektomie liegt in diesem Studienkollektiv bei 68 Jahren (Tabelle 3).

In diese Studie wurden ausschliel3lich muskelinfiltrierende Tumore eingeschlossen.
Wie erwartet zeigt sich in diesem Kollektiv ein hdherer Prozentsatz an T > 2b — Stadien
(T<2b:41 % und T < 2b: 59 % (Tabelle 3)). Die deutsche Krebsgesellschaft berichtet
von 76 % der T1 und T2-Stadien bei Frauen, sowie 81 % der T1 und T2-Stadien bei
Mannern (DKG Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, and AWMF 2016). Aufgrund
dessen ist die Verteilung der T-Stadien nicht vergleichbar mit Studien, bei welchen alle

Harnblasenkarzinome eingeschlossen sind.

Zusammenfassend kann das hier vorliegende Studienkollektiv als reprasentatives Kol-
lektiv fur Patienten mit muskelinfiltrierenden Harnblasenkarzinomen angesehen wer-

den.
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4.2 Einfluss von Diabetes auf das Harnblasenkarzinom

Bei der Analyse des gesamten Patientenkollektivs fallt eine prozentual hdhere Anzahl
an tumorerkrankten Diabetikern im Gegensatz zur Normalbevdlkerung auf (Tabelle 3).
Laut der Gesundheitsberichterstattung des Bundes besteht bei 7,2 % der bundesdeut-
schen Bevolkerung ein gesicherter Diabetes mellitus (RKI and Destatis 2015). In die-

ser Kohorte litten 23 % der Patienten an einem Diabetes mellitus (Tabelle 3).

Die positive Korrelation von Krebserkrankungen und Diabetes mellitus wurde bereits
in mehreren Studien dargestellt. Aufgrund der mitogenen und wachstumsfordernden
Wirkung von Insulin machen sich viele Krebsarten die Wirkung von Insulin zunutze (R.
Vigneri, Goldfine, and Frittitta 2016). Die Metaanalyse von Zhu et al. beleuchtet 29
Kohortenstudien, die sich mit dieser Korrelation beschaftigen. Von diesen Studien wur-
den achtin Nordamerika, elf in Europa, acht in Asien und zwei weiteren Landern durch-
gefuhrt. Hiervon zeigten 18 Studien eine Inzidenzsteigerung flr das Harnblasenkarzi-
nom bei bestehendem Diabetes mellitus. Innerhalb der Studien war eine Heterogenitat
zu beobachten. Das summierte relative Risiko lag bei 1.29 (Zhu, Zhang, et al. 2013).
In der Fallkontrollstudie von Turati et al. setzte sich das Gesamtkollektiv aus 690 Pati-
enten mit Harnblasenkarzinom und 665 Kontrollpatienten zusammen. Es zeigte sich,
dass 16,2 % der Patienten mit Harnblasenkarzinom und 8,6 % der Kontrollen an Dia-
betes mellitus erkrankt waren. Das gesteigerte Inzidenzrisiko war gleichbleibend so-
wohl in den unterschiedlichen Bildungs- wie Altersschichten; bei Frauen, derzeitigen
Rauchern und Patienten mit einem BMI < 25 kg/m? ist dies etwas niedriger (Turati et
al. 2015). Die Metaanalyse von Zhu et al. wies auf eine Assoziation zwischen Diabetes
mellitus und Harnblasenkarzinomen hin. Betrachtete man diese Assoziation nach dem
Geschlecht zeigte sich ein signifikant erhdhtes Inzidenzrisiko bei der mannlichen Be-
volkerung. Fur diese Feststellung konnten von 36 integrierten Studien, 19 verwendet
werden. Bei 14 Studien war das Gesamtkollektiv speziell nach dem Geschlecht aufge-
teilt, vier Studien inkludierten nur Manner und eine Studie nur Frauen (Zhu, Wang, et
al. 2013). Zusatzlich konnte eine Inzidenzsteigerung bei langerer Dauer der Zucker-
krankheit beobachtet werden (Turati et al. 2015). Newton et al. zeigen in ihrer Studie
keine signifikante Inzidenzsteigerung der Gesamtanzahl von Harnblasenkarzinomer-
krankungen beim Vorliegen einer Diabetes mellitus Erkrankung. Jedoch weisen sie hin
auf eine Inzidenzsteigerung von invasiven Harnblasenkarzinomerkrankungen bei Vor-

liegen einer schweren, langer bestehenden (>15 Jahre) Diabetes mellitus Typ I
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Erkrankung und dem langjahrigen Gebrauch von Insulin (Newton et al. 2013). Fang et
al. beschreiben auch eine positive Assoziation zwischen Diabetes mellitus und Harn-
blasenkarzinomen (Fang et al. 2013). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Diabetes
mellitus bei nicht muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen ein unabhangiger Faktor
bezliglich des rezidiv- und progressionsfreien Uberlebens ist (Hwang et al. 2011). Hor-
sanali et al. beschreiben in Ihrem Studienkollektiv ein signifikant hdheres Vorkommen
von hoéhergradigen Tumorstadien und héhergradigem Grading bei Harnblasenkarzino-
men bei zusatzlich vorliegender Diabeteserkrankung (Horsanali et al. 2016).
Libscombe et al. untersuchten dies anhand eines Mammakarzinomkollektivs. Hier
konnte gezeigt werden, dass Diabetes fur ein fortgeschritteneres Tumorstadium pra-
disponiert und somit Auswirkungen auf eine hohere Mortalitdt haben koénnte
(Lipscombe et al. 2015).

Anhand der heutigen Studienlage wird eine positive Assoziation zwischen Diabetes
mellitus und dem Aufkommen von Harnblasenkarzinomen deutlich. Anhand dieser
Studienergebnisse konnte eine Uberproportional hohe Anzahl an Diabetikern unter den
Patienten mit Harnblasenkarzinomen im Gegensatz zur Allgemeinbevdlkerung gezeigt

werden.

Anhand unserer Daten wurden keine signifikanten Unterschiede in den klinisch-patho-

logischen Daten bei Diabetikern versus nicht-Diabetikern festgestellt (Tabelle 3).
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4.3 Insulinrezeptor- und das Harnblasenkarzinom

Dem Insulinrezeptor-f wird eine Rolle bei der Tumorentstehung und -progression ver-
schiedener Tumorentitdten zugeschrieben. Hierfur liegt die Desregulierung des Insu-
linrezeptors bei Tumorerkrankungen zugrunde. Es zeigt sich eine generelle Rezep-
toriberexpression, sowie eine vorherrschende Expression der Isoform-A. Allgemein
fuhrt dies zu veranderten metabolischen und mitogenen Effekten vor allem bei Krebs-
zellen (Vella et al. 2018). Die metabolischen Effekte werden hauptsachlich durch die
Isoform B und die mitogenen Effekte hauptsachlich durch die Isoform A gesteuert (Bel-
fiore et al. 2009). Vor allem die mitogene Antwort der Krebszellen in Bezug zu Insulin
und IGF-2 wird verandert (Sciacca et al. 2003). Bis dato ist jedoch die Expression der

Insulinrezeptorisoformen nicht vollstandig geklart.

In der hier vorliegenden Studie zeigt sich eine signifikant erhohte Expression von In-
sulinrezeptor- im Normalgewebe im Gegensatz zum Tumorgewebe (Abbildung 12).
Bei Unterteilung nach dem Diabetes-Status zeigt sich das oben genannte Ergebnis
ausschlielich bei den nicht-Diabetikern weiterhin signifikant (Abbildung 13).

Dies deckt sich mit den Ergebnissen aus der Studie von Wen et al. (Wen et al. 2011).
In dieser Arbeit wird eine Vielzahl von moglichen Tumormarkern untersucht. Der Insu-
linrezeptor zeigt sich hierbei minderexprimiert im Tumorgewebe im Gegensatz zum

Normalgewebe.

Im Gegensatz hierzu beschreibt die Studie von Roudnicky et al. eine signifikant er-
hohte Expression des Insulinrezeptors in tumor-assoziierten Blutgefalden bei invasiven

Harnblasenkarzinomen (Roudnicky et al. 2017).

Beim Harnblasenkarzinom ist der Insulin-like-growth-factor-1 deutlich mehr erforscht.
Es zeigt sich eine Verknlpfung des Insulin-like-growth-factors-1 zum Insulinrezeptor
im Insulinsignalweg. Dies ist in Abbildung 3 ansatzweise dargestellt. In 62 % der un-
tersuchten Urothelkarzinome in der Studie von Gonzalez-Roibon zeigt sich eine Uber-
expression von Insulin-like-growth-factor-1 (Gonzalez-Roibon et al. 2014). Metalli et
al. bestatigten mit ihrer Studie anhand von immunhistochemischen Untersuchungen
die Uberexpression von Insulin-like-growth-factor-1-Rezeptoren im Harnblasentumor-
gewebe im Gegensatz zu Normalgewebe (Metalli et al. 2010). Insbesondere korrelierte
diese Uberexpression mit einer erhdhten Sterberate (Gonzalez-Roibon et al. 2014).
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Eine Uberexpression des Insulinrezeptors wird auch bei anderen Malignomen ver-
zeichnet. In einer Studie fur Prostatakarzinome von Ofer et al. wird die Rolle des Insu-
linrezeptors o und B bei der Stimulation des Zelluberlebens beschrieben (Ofer et al.
2015). Weiterhin zeigt sich beispielsweise beim Prostatakarzinom bei einer in-vitro
Studie eine hohere Zellproliferation und eine geringere Apoptose bei Uberexprimie-
rung von Insulinrezeptor-a. (Heidegger et al. 2014). Heni et al. zeigte ebenfalls eine
Uberexprimierung der Isoform A im Gegensatz zur Isoform B des Insulinrezeptor-p in
Prostatakarzinomgewebe bei nahezu unveranderter Expressionshohe von Insulinre-
zeptor-p im Gesamten (Heni et al. 2012). Dies kdnnte an der hohen Affinitat zwischen
dem Insulinrezeptor-A sowie dem IGF-Il liegen. Frasca et al. konnten eine erhohte
Expression des Insulinrezeptor-a in Tumorgewebe beim Brustkrebs sowie Kolonkarzi-
nom zeigen (Frasca et al. 1999). Im Generellen beschreibt Samani et al. eine erhohte
Tumorprogression und eine schlechtere Prognose bei Uberexpression von IGF-Re-

zeptoren (Samani et al. 2007).

Die Unterschiede zwischen einzelnen Insulinrezeptor-p-Formen sollten fur derartige
Untersuchungen und Analysen mit bedacht werden. Wie in der Studie von Heni et al.
konnte eine erhdhte Expression der Isoform A vorliegen bei ahnlich hoher Gesamtex-
pression von Insulinrezeptor-p (Heni et al. 2012). Dies zeigt sich ebenfalls in der Studie
Jiang et al.. Hier wurde eine erhdhte Expression der Isoform A bei erniedrigter Isoform
B bei nicht kleinzelligen Lungentumorerkrankungen beobachtet. Eine Erweiterung der
Studie mit Untersuchung der unterschiedlichen Isoformen des Insulinrezeptors in Zu-

kunft ware winschenswert.

Weiterhin wurden in unserer Studie die klinisch-pathologischen Parameter mit der Ex-
pressionshohe des Insulinrezeptors-f analytisch korreliert. Hier zeigen sich im vorlie-
genden Datensatz keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 14, Abbildung 15).
Anhand unserer Ergebnisse ist ein Rickschluss auf eine veranderte Expressionshoéhe
im Bezug auf die klinisch-pathologischen Parameter nicht moglich. Auch nach Unter-
teilung des Kollektivs in Diabetiker und nicht-Diabetiker kann kein signifikanter Unter-
schied festgestellt werden (Abbildung 18, Abbildung 19).
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4.4 AKT und das Harnblasenkarzinom

Bereits veroffentlichte Arbeiten belegen den Einfluss von AKT durch nachgeschaltete
Signalwege auf die Tumorgenese sowie Tumorprogression. Der PI3K/Akt-Signalweg
mit seinen Einflissen wurde intensiv von Altomare und Testa betrachtet (Altomare and
Testa 2005). Somit stellt sich die Frage, ob die Expressionshohe von AKT mit der
Tumorprogression des Harnblasenkarzinoms korreliert und somit als Progressionspa-

rameter zu werten ist.

In unserer Analyse konnten signifikante Unterschiede zwischen der Expression von
AKT im Tumorgewebe zum Normalgewebe festgestellt werden (Abbildung 22). Es
zeigte sich die Expressionshdhe von AKT im Normalgewebe signifikant héher als im
Tumorgewebe. Nach Unterteilung des Kollektivs in Diabetiker versus nicht-Diabetiker
kann weiterhin kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abbildung 23).

Lediglich die Studie von Pedregosa et al. (Blanca Pedregosa et al. 2017) zeigte keine
signifikant erhdhte Expression von AKT im Tumorgewebe im Vergleich zum gesunden

Gewebe.

In anderen Studien zeigen sich gegensatzliche Ergebnisse. Kumar und Madison zeig-
ten bei Lungen-, sowie Brustkrebs eine erhdhte Apoptoseresistenz und ein verlanger-
tes Tumorzelliberleben bei Geweben mit einem erhdhten Vorkommen von aktiviertem
AKT (Kumar and Madison 2005). Studienergebnisse fur Mamma-, kolorektales, Lun-
gen-, sowie Ovarialkarzinom zeigen, dass eine somatische Mutation in der Protein-
kinase B zu einer erhdhten Aktivierung dieser fuhrt. Dies stellt einen Ansatz dar die
wesentliche Rolle von hyperaktiviertem AKT in der Tumorentstehung und -entwicklung
zu erklaren (Bleeker et al. 2008). Das Fazit der Studie von Sun et. al. war eine Unter-
drickung des malignen Tumorverhaltens bei Eingriffen in den AKT-Signalweg (Sun et
al. 2018).

Eine mogliche Erklarung fur die Ergebnisse unserer Studie ist die ausschlieldliche Un-
tersuchung der Expression des nicht aktivierten AKTs. In verschiedenen Gewebearten
zeigen sich unterschiedliche Reaktionsmuster in der AKT-Expression. Einerseits
scheinen bestimmte Malignome die Aktivierung des Systems durch Erh6hung des ge-
samten Proteins AKT und damit auch des relativen Anteils der phosphorylierten Form
(pPAKT) zu erreichen, zum anderen scheinen andere Malignome hauptsachlich den

Anteil von pAKT zu erhdhen (und damit den Teil des unphosphorylierten AKTs zu
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verringern). Dies wurde erklaren, warum in unserem Studienkollektiv AKT in Normal-
geweben hdher exprimiert wird. Wohlmann et al. beschreiben einen Unterschied in der
immunhistochemischen Farbung bei der Betrachtung von AKT gegenuber pAKT. Hier
zeigt sich bei humanen glialen Tumoren ein Unterschied in der Starke der Expression
sowie Unterschiede in ihrem Expressionsverhalten nach ihrer zytoplasmatischer und

nuklearer Reaktion (Wohlmann, Herzog, and Susanne 2009).

Ein weiterer Erklarungsansatz ware die Relevanz von AKT vor allem in den Frihsta-
dien einer Tumorerkrankung. In den fortgeschrittenen Stadien kdnnte AKT seine we-
sentliche Rolle als Tumormarker verlieren. Andere Tumormarker konnten mitunter die
Rolle des aktivierten AKTs ubernehmen. Roy et al. beschrieb dieses Phanomen in

seiner Studie bezuglich kolorektaler Karzinome (Roy et al. 2002).

Bei der Betrachtung des Expressionslevels von AKT im Tumorgewebe in Korrelation
mit den klinisch-pathologischen Parametern konnte keine signifikante Wechselbezie-
hung aufgezeigt werden (Abbildung 24, Abbildung 25). Dies wird in den Studie von
Costa et al. bestatigt. Auch hier findet sich keine Korrelation zwischen der Expressi-
onshohe von AKT und dem Tumorstadium (Costa et al. 2015).

Weiterhin zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Diabetikern und
nicht-Diabetikern bei Untersuchung der tumorassoziierten Parameter mit der Hohe der
AKT-Expression (Abbildung 28, Abbildung 29).
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4.5 Interaktion von Insulinrezeptor- und AKT

Der Zusammenhang zwischen Tumorerkrankungen und dem Zellstoffwechsel wird in
zunehmender Anzahl in der Literatur beschrieben (Shaw 2011). Sowohl die Expres-
sion des Insulinrezeptor-p wie auch die Expression der Proteinkinase B scheinen un-
abhangige Faktoren zu sein, die Uber die Veranderung des metabolischen Stoffwech-
sels Einfluss auf die Krebsentstehung und -progression haben (Luo et al. 2018). Wei-
terhin zeigt sich eine gewisse Abhangigkeit beider Faktoren. AKT kann uber den Insu-
linsignalweg aktiviert werden. Es konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression
der Insulinrezeptorproteine tUber eine Amplifikation des PI3K zur vermehrten Phospho-
rilierung und somit Aktivierung von AKT fuhren kann (Wu et al. 2008, Okada et al.
1994).

Aufgrund dessen haben wir mit Hilfe der Varianzanalyse den Zusammenhang zwi-

schen Insulinrezeptor-f und AKT statistisch beleuchtet.

Ziel dieser Analyse war es die beiden (un-)abhangigen Faktoren in Bezug zueinander
zu setzen und ihren gegenseitigen Einfluss zu evaluieren. Hierbei zeigt sich im Tum-
orgewebe eine signifikante Wechselbeziehung. Je hdher die Expression von AKT ist,

desto hoher ist auch die Expression von Insulinrezeptor-f3 (Abbildung 33).

Eine direkte Wechselbeziehung beim Harnblasenkarzinom wurde bisher nicht er-
forscht. Diese Tatsache findet sich jedoch beim invasiv-duktalen Mammakarzinom.
Hier wurde in der Studie von Luo et al. die Wechselbeziehung zwischen Insulinrezep-

tor-p und der aktiviertem Form von AKT untersucht (Luo et al. 2018).

Die Korrelation zwischen der Expressionshohe von AKT zur Expressionshdhe von In-
sulinrezeptor-f wurde erneut nach Unterteilung des Patientenkollektivs in Diabetiker
versus nicht-Diabetiker untersucht. Hierbei konnte ausschlief3lich bei den nicht-Diabe-
tikern eine positive Korrelation (héhere AKT Expressionen gehen mit hdheren | nsulin-
rezeptor-p einher) statistisch gezeigt werden (Abbildung 34). Ein mdglicher Erkla-
rungsansatz ware der bereits veranderte metabolische Stoffwechsel aufgrund der zu-
grunde liegenden Diabetes mellitus Erkrankung und somit der geringere Aktivierung
von AKT uber den PI3K-Signalweg. Dies konnte an der sich entwickelnden Insulinre-
sistenz bei Diabetikern liegen. Belfiore et al. beschreiben in ihrer Studie einen vermu-

teten Anstieg des Verhaltnisses zwischen Insulinrezeptor A / Insulinrezeptor B, da die
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Isoform B die vorherrschende Form am typischen Zielgewebe von Insulin im mensch-

lichen Korper ist (Belfiore et al. 2009).
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4.6 Biomarker des Krankheitsverlaufes

4.6.1 Insulinrezeptor-$ als moglicher Marker fiir die Prognose des

fortgeschrittenen Harnblasenkarzinoms

Ein Zusammenhang zwischen den Krankheitsverlaufen und der Hohe der Insulinre-
zeptor-B-Expression lief3 sich in der vorliegenden Arbeit statistisch nicht beweisen (Ab-
bildung 35, Abbildung 36, Abbildung 37). Gegensatzlich hierzu beschreiben Roud-
nicky et al. in ihrer Studie eine Uberexpression des Insulinrezeptors bei tumor-assozi-
ierten Blutgefallen einhergehend mit einem signifikant kirzerem progressionsfreiem

Intervall sowie Gesamtiiberleben.

4.6.2 AKT und Krankheitsverlauf

In der statistischen Analyse der AKT-Expressionen mittels Wilcoxontest findet sich bei
héheren AKT-Expressionen ein statistisch signifikant langeres krankheitsspezifisches
Uberleben und Gesamtiiberleben (Abbildung 39, Abbildung 40). Ein Zusammen-
hang der Expressionshohe von AKT mit der Rezidivwahrscheinlichkeit lasst sich nicht
nachweisen (Abbildung 38).

In der Studie von Pedregosa et al. wird ein statistisch signifikanter Zusammenhang
einer hohen Expression von AKT und einem erhdhten rezidivfreien Uberleben bei
Harnblasenkarzinomen im Stadium T1 beschrieben (Blanca Pedregosa et al. 2017).
Die Studie von Costa et al. zeigte keinen Zusammenhang zwischen dem Expressions-
level und dem krankheitsspezifischen Versterben (Costa et al. 2015).

Gegensatzlich hierzu beschreiben Lue et al. bei der NSCLC Erkrankung bei erhohten
AKT Expressionen eine schlechtere Prognose (Lu et al. 2020). Weiterhin zeigt sich
beim hepatuzellularem Karzinom eine geringeres rezidivfreies Uberleben und Gesamt-
Uberleben (Chen et al. 2017).

Ein Erklarungsansatz stutzt sich auf den Studienaufbau als immunhistochemische Stu-
die mit der alleinigen Untersuchung des nicht-aktivierten AKTs. Erst bei Aktivierung
von AKT durch Phosphorylierung kann es seinen mitogenen Effekt ausuben. Es ware
denkbar, dass bei der Untersuchung von phosphoriliertem AKT eine erhohte Expres-

sion ein geringeres Gesamtuberleben und ein geringeren krankheitsspezifischem
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Uberleben offenbart. Ein weiterer Erklarungsansatz ware wie bereits oben beschrie-
ben der Verlust der Wachstums- und Uberlebensregulationsfunktion von AKT bei wei-

ter fortgeschrittenen Tumoren.

4.6.3 Diabetes und Krankheitsverlauf

Bei der Unterscheidung von Diabetikern und nicht-Diabetikern verglichen mit den
Uberlebensanalysen konnte keine signifikante Korrelation aufgezeigt werden (Abbil-
dung 7, Abbildung 8, Abbildung 9). Als Tendenz zeigt sich im Diagramm der Uber-
lebenswahrscheinlichkeit aufgeteilt nach dem Diabetes-Status eine geringere Uberle-
benswahrscheinlichkeit der Diabetiker im Gegensatz zu den nicht-Diabetikern (Abbil-
dung 9). Diese Tendenz korreliert mit der heutigen Studienlage. Die Metaanalyse von
Zhu et al. zeigt eine signifikante Assoziation zwischen der Mortalitat und Diabetes auf,
aber nur, wenn fur die Analyse Studien herangezogen werden, die unter kontrolliertem
Tabakkonsum abgelaufen sind. Hierbei wird deutlich wie wichtig die sorgfaltige Aus-
wahl und Untersuchung der Studienkohorte ist. Faktoren, die die Ergebnisse mitbeein-
flussen kdnnen, mussen bei der Analyse extrahiert werden konnen. Ein Beispiel hierfur
ist das Rauchen (Zhu, Zhang, et al. 2013). Die Untersuchung von Kwiatkowska et al.
zeigt eine Verschlechterung der 1 Jahresuberlebensrate bei Diabetikern nach einer
radikalen Zystektomie im Gegensatz zu den nicht-Diabetikern (Kwiatkowska et al.
2017). Oh et al. beschreibt sowohl eine signifikante Verschlechterung der Gesamt-
Uberlebensrate wie auch der krankheitsspezifischen Uberlebensrate bei Diabetikern
im Gegensatz zu den nicht-Diabetikern (Oh et al. 2015). Diese unterschiedlichen Ver-

laufe zeigten sich statistisch jedoch als nicht signifikant.
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4.7 Limitationen der vorliegenden Arbeit

Die vorliegende Arbeit folgt einem retrospektiven Forschungsansatz. Dies kann zu ver-
schiedenen Fehlerquellen fuhren. Im Folgenden sind relevante Fehlerquellen aufge-
zahlt:

|.  Die Studie ist monozentrisch an der Klinik fur Urologie des Universitatsklinikums
Tdbingen durchgefuhrt worden. Damit kann eine regionale Patientenselektion
einhergehen.

II.  Durch das gewahlte Studiendesign werden Daten bezlglich der Behandlung
und der Nebenerkrankungen retrospektiv erhoben. Bei jeder Anamnese und
Untersuchung werden von Arzt zu Arzt unterschiedliche Prioritaten gesetzt. Da-
mit ist es bei retrospektiven Studien schwierig die Patientendaten in allen Un-
tersuchungsergebnissen zu vergleichen.

[ll.  Durch die GroRe des Patientenkollektivs und die hierdurch relativ gesehen ge-
ringen Anzahl an Diabetikern kann es zu einer Verzerrung der Ergebnisse kom-
men.

IV.  Weiterhin ist die Auswertung semiquantitativ durchgeftihrt worden. Die Ergeb-
nisse konnen in einer Reihenfolge sortiert werden, jedoch liegt kein definierter
GroRenbezug vor.

V.  Weiterhin beruht die mikroskopische Auswertung auf einem subjektiven Ein-

druck, der die Ergebnisse maligeblich beeinflussen kann.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Analyse von Harnblasentumorpatienten mit und ohne Diabe-
tes mellitus Erkrankung.

Die Analyse erfolgte im ersten Teil anhand klinischer Parameter. Im zweiten Teil wur-
den die insulinspezifischen Proteine Insulinrezeptor- und Proteinkinase B (AKT) in

Zusammenhang mit der Erkrankung untersucht.

Anhand eines Tissue Microarrays wurden Gewebeproben von 112 Patientinnen und
Patienten, die aufgrund eines Harnblasenkarzinoms zystektomiert wurden, untersucht.
Immunhistochemisch wurden Insulinrezeptor-f und AKT dargestellt und semiquantita-
tiv ausgewertet. Die Ergebnisse wurden mit klinisch-pathologischen Daten und dem
Diabetes-Status korreliert sowie mit dem individuellen Krankheitsverlauf (Wahrschein-
lichkeit des tumorspezifischen Krankheitsversterben = CCS, Gesamtuberlebenswahr-
scheinlichkeit = OS) uni- und multivariat verglichen.

Das hier untersuchte Kollektiv an Harnblasenkarzinompatienten zeigte einen prozen-
tual hdheren Anteil an Diabetikern als in der deutschen Gesamtbevdlkerung. Weiter
zeigten sich statistisch signifikant mehr Lymphknotenmetastasen bei nicht-Diabeti-

kern.

Insulinrezeptor-p als Beispiel eines Proteinparameters des Insulinsignalweges wurde
in signifikant niedrigerer Expressionshohe im Tumorgewebe im Gegensatz zum Nor-
malgewebe nachgewiesen. Fir die Gruppe der nicht-Diabetiker wurde das Ergebnis
bestatigt. Bei Diabetes-Patienten konnte kein signifikanter Unterschied in der Insulin-
rezeptor- Expression festgestellt werden; eine Veranderung im Insulinsignalweg im
Sinne einer Insulinresistenz konnte hierbei eine Rolle spielen. Die Korrelation der kli-
nisch-pathologischen Daten mit der Expressionshéhe im Gesamtkollektiv und nach
Unterteilung nach dem Diabetes-Status ergab keine Auffalligkeiten. Im Vergleich ho-
her versus niedriger Insulinrezeptor-f§ Expression im Tumorgewebe zeigten sich keine
Unterschiede fur die Parameter Gesamtuberleben, krankheitsspezifisches Versterben
und Rezidivfreiheit.

In unserer Studie zeigt sich eine signifikant niedrigere AKT-Expression im Tumorge-
webe im Vergleich zu Normalgewebe. Bei Unterteilung nach dem Diabetes-Status
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zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen der AKT-Expression im Tumorge-
webe im Vergleich zum Normalgewebe. Bei der Analyse der klinisch-pathologischen
Daten in Bezug zu der AKT-Expression im Gesamtkollektiv und nach Unterteilung
nach dem Diabetes-Status konnten keine signifikanten Zusammenhange gezeigt wer-
den. Bei der Untersuchung der Krankheitsverlaufe zeigten niedrigere AKT-Expressio-
nen im Tumorgewebe ein signifikant erniedrigtes Gesamtiuberleben und hdheres

krankheitsspezifisches Versterben im Vergleich zu hohen AKT-Expressionen.

In der vorliegenden Studie gingen hohere Insulinrezeptor-f Expressionen mit hoheren
AKT-Expressionen im Tumorgewebe einher; bei Unterteilung des Kollektivs in Diabe-
tiker und nicht-Diabetiker zeigt sich die oben genannte Korrelation lediglich bei nicht-

Diabetikern statistisch signifikant.

Um aus diesen Erkenntnissen Vorteile fur die Behandlung von Erkrankten (Progres-
sion, Prognose, Behandlung, etc.) zu entwickeln, sollten diese Daten in einem multi-
zentrischen, prospektiven und Tumorstadien-Ubergreifenden Ansatz an einem grof3en
Patientenkollektiv validiert werden. Ein weiterer Versuchsansatz ware die Untersu-
chung der Expressionen von aktiviertem AKT. Hierbei ware die Frage, ob sich die ak-
tivierte Form pAKT von der Expressionshohe des nicht aktivierten AKT unterscheidet.
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