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1. Einleitung

1.1 Das Harnblasenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Harnblasenkarzinom ist die siebthaufigste Keeksankung weltweit (entsprechend
3 % aller bosartigen Tumoren) (57) mit jahrlich tmadit ca. 260.000 Neuerkrankungen
bei Mannern und 76.000 bei Frauen (24). Es rangigiiPlatz 4 aller Krebserkrankun-
gen bei Mannern und ist bei Frauen das neunthdefig&arzinom (4). Das
Durchschnittsalter bei Diagnosestellung betragtJ@bre, selten erkranken Patienten
unter 40 Jahren (67). Dabei zeigen sich neben daieetlichen Bevorzugung des
mannlichen Geschlechts mit einer Geschlechtervenigivon 3,5 : 1- Erkrankungen
(68) regionale Unterschiede mit einer bis zu 6-hdtieren Inzidenzrate in Industrie-
landern gegenuber Entwicklungslandern (69, 71). Blasnblasenkarzinom umfasst
Karzinome urothelialen Ursprungs (Urothelkarzinom®@, - 95 % der Falle) (57),
Plattenepithelkarzinome (1,1 - 2,8 %), Adenokarme (1,5 - 1,9 %) (69) und seltene
Untergruppen anderer Zelldifferenzierungen (55, . 2E)ne besondere Form des
Urothelkarzinoms ist das Carcinoma in situ (Tisheeflache intraepitheliale Lasion
hohen Malignitatsgrades (9).

1.1.2 Klinische Symptome

Art und Ausmald klinischer Zeichen und Symptome b¥&fanliegen eines invasiven

Harnblasenkarzinoms hangen von Ausbreitung und liszkeon des Tumors ab. Die

meisten Patienten weisen eine Mikrohdmaturie adf. (Baneben ist eine schmerzlose
Makrohamaturie das in 80 % der Falle am haufigstenbeobachtende klinische
Zeichen (104), manchmal mit Bildung von Blutgerieims oder Schmerzen bei der
Miktion. Bei ausgedehntem Tumor kann das Fassungeggen der Harnblase stark
reduziert sein, so dass es zu einer Erh6hung derdiisfrequenz kommt. Tumore, die
den Blasenhals bedecken, flihren oft zu irritati8mptomen mit Flankenschmerz,
Dysurie, Harndrang und Pollakisurie. Ein sehr apsigter Befund eines Tis kann
dabei ahnliche Symptome hervorrufen, jedoch ze@jermeisten Patienten mit diesen
flachen Lasionen keine oder nur uncharakteristiggéésechwerden (27). Bei Befall im

Bereich der Harnleitermindung besteht die GefahesiHarnriickstaus und konse-
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kutiver Hydronephrose, die als schlechtes progsdstis Zeichen gilt (30). Ein
palpabler Tumor im Beckenbereich oder Odeme degrantExtremitaten, Gewichts-
verlust und Knochenschmerzen sind Hinweise auf bereits stattgefundene Metas-

tasierung.

1.1.3 Entstehungsfaktoren

1.1.3.1Exogen

Mehrere Risikofaktoren fur die Entstehung des Hi@asdnkarzinoms gelten mittler-
weile als gesichert (siehe Tabelle 1). Den Hauptfaktellt Zigarettenrauchen dar,
welches das Risiko, an einem Harnblasenkarzinorarktanken, gegentber dem von
Nichtrauchern um das 2 — 6-fache erhoht (15, 6&pddscheinen Frauen bei gleicher
Exposition starker gefahrdet zu sein als Manner BBi Nikotinverzicht sinkt das
Risiko einer Karzinomerkrankung und bewegt sichhnaa. 15 Jahren im Bereich
dessen eines Nichtrauchers (36). Die Expositioregéger karzinogenen Stoffen wie
aromatischen Aminen (Benzidin und 1-/2-Naphtylamniid®) ist in schatzungsweise

25 % aller Erkrankungsfalle urséachlich fur eine Haomentstehung (70). Vermutlich
stellt das Vorkommen von Arsen in chloriertem oderunreinigtem Trinkwasser einen
potentiellen Risikofaktor dar (14, 34, 95). Neueggmdemiologischen Studien zufolge
erhdht ebenso ein jahrelanger Abusus phenacetigéranalgetika das Risiko fur ein
Harnblasenkarzinom signifikant (35). Ahnliches sohdiir Zytostatika wie Cyclo-
phosphamid zu gelten (98), die insbesondere fur Alaftreten von Plattenepithel-
karzinomen der ableitenden Harnwege verantworteimacht werden (99). Deren
Entstehung wird ebenso durch eine Infektion mitiSosoma haematobium begunstigt,

wahrscheinlich als Folge einer chronischen Zysfj21).
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e Aluminiumproduktion * Kohle-Teer-Gruben

* 4-Aminobiphenyl » Kohleverbrennung

e Arsen im Trinkwasser * Magenta-Herstellung

e Benzidine « 2-Naphtylamine

* Chlornaphazine * Phenacetinhaltige Analgetika

e Cyclophosphamide « Schistosoma haematobium-Infektion
e Gummiproduktion » Zigarettenrauch

Tabelle 1 Alphabetische Auflistung von Stoffen und Expasién, welche mit der Entstehung des
Harnblasenkarzinoms assoziiert werden (nach (21)).

1.1.3.2Genetisch-somatisch

Verschiedene Studien belegen, dass beim Vorliegers éJrothelkarzinoms bei einem
Familienmitglied das Erkrankungsrisiko unter Verdtam ersten Grades um das bis zu
zweifache erhoht ist (2, 26, 42). Sporadisch avégebe Erkrankungsfélle zeigen im
Vergleich zu den seltenen Féllen einer familiaréutdng eine gréRere und deutlicher
ausgepragte Variabilitat an Zellveranderungen@hparakteristisch fir diese Karzinome
sind multiple, oft nebeneinander bestehende chromak und numerische
Veranderungen, die innerhalb des Chromosoms vedehe Genorte betreffen und
bezeichnenderweise Genamplifikationen (Vermehruog Genkopien) im Bereich
diverser Onkogene und Funktionseinbuf3en bei Turppressorgenen aufweisen (77,
78, 79). Diese verschiedenen Abweichungen von @emNreten nicht nur isoliert auf,
sondern begunstigen oder bedingen sich teilweigergeitig.

Das Vorkommen von Genveranderungen jeglicher Arngh&on der ,genetischen
Stabilitat* des Tumors ab. Neben der Tumorklasatidnh nach TNM (siehe Punkt
1.1.5) lassen sich die Harnblasenkarzinome in gametisch stabile Gruppe der niedrig-
gradigen nicht-invasiven papillaren Tumore (pTaGluRd eine genetisch instabile
Kategorie der hochgradigen nicht-invasiven (pTa@@8 Tis) und invasiven Karzinome
(pT1-4) einteilen. Diese letztere Gruppe untersgtesich deutlich hinsichtlich der
zugrunde liegenden genetischen Veradnderungen.|&tdbrnblasenneoplasien zeigen
nur geringe genomische Verdanderungen. Am haufigéieen sich Verluste von
Anteilen oder des gesamten Chromosom 9 (6). Setied molekulargenetische

Veranderungen wie Mutationen von Genen, die arReégulation diverser Zellprozesse
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(Zellzyklus, DNA-Reparatur, programmierter Zelltobgteiligt sind (25, 33, 58, 78).
Dazu gehort beispielsweise das p53 (TP53)-Gen aidf23, welches als
Tumorsuppressorgen agiert und im Falle von LOHs(lafsheterozygosity) eines Allels
und Mutation des verbleibenden Allels inaktivieitdy55).

Karzinome der als instabil angesehenen Kategorisenesine Vielzahl verschiedener
chromosomaler Veranderungen auf. Je héher Tumaustagnd Grad sind, desto mehr
aneuploide Zellen kdnnen gefunden werden (86)irereCGH (comparative genomic
hybridization)-Studie konnte ein vermehrter Verlusin 2q, 59, 10g und 18g neben
Zugewinnen bei 5p und 20qg bei pTaG3-Tumoren bedbaeterden. Daneben zeigte
sich molekulargenetisch ein hohes Vorkommen an L&A verschiedenen Genloci
(siehe Tabelle 2) (81, 108).

Chromosom 9-Deletionen kommen nicht nur bei gedet&abilen, sondern auch bei
genetisch instabilen hochgradigen Karzinomen vat gehen mit einem Verlust an
Tumorsuppressorgenen einher. Neben dem Harnblazemka werden auch bei
Karzinomen der Lunge (53), der Haut (74), des O\&%) und der Niere (13)
Chromosom 9-Deletionen gefunden. Molekulargenetisiclden sich zwei LOH-
Bereiche auf 9p21, den Genloci der Cyclin-abhangigénasen (CDK) N2A
(p16/pldarf) und N2B (p15) (40), die als Zellzykkisntrollgene fungieren. Daneben
existieren weitere Suppressor-Genloci auf 9q, weelafiter anderem fur das Zellzyklus-
Kontrollgen DBCCR1 ([leted in_Badder_Gncer_Gromosome_RBgion candidate )l
codieren. DBCCR1-Genverluste finden sich in 50 %raHarnblasentumore (29). Bei
30 — 80 % muskelinvasiver Harnblasenkarzinome wuettee Inaktivierung des
Retinoblastom 1 (Rb1)-Gens auf 13q14 beobachtet31249), meist als Folge von
heterozygoten 13g-Deletionen bei gleichzeitiger &fioh des verbleibenden Allels
(17). Das Rb1-Gen ist mal3geblich an der ZellzyRegpulation beteiligt, daher besteht
ein Zusammenhang zwischen Geninaktivierung undsimean Wachstumsverhalten
(12, 38, 72). Mehrere Studien belegen, dass Rb-&&nderungen mit einer
verringerten Uberlebensrate der erkrankten Patiegitehergehen (18, 49).

Bei bis zu 40 % der Harnblasenkarzinome wurde itoggnetischen Studien eine
Polysomie (> 2 Zentromersignale) des Chromosomnideekt. Diese Veranderung ist
dabei mit einem hohen Tumorgrad und invasivem Waahsssoziiert. Gleichzeitig ist
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beim Vorliegen einer Polysomie 17 besonders bei -Ppdmoren mit einer

Tumorprogression zu rechnen, unabhangig vom higititben Grad (62).

;:ohr:](zerr?g;t Frequenz der Genalteration ;:ohr;()erzg;t Frequenz der Genalteration

Karyo- CGH LOH Karyo- CGH LOH
typisierung typisierung

1p- 18 % n.a. 20 % 9p- 22 % 31-47 % 33-82 %

1g+ 11 % 37-54 % 9¢- 27 % 23-47 % 43-90 %

2p+ 2% 8-30 % 10p+ 4% 13-19 %

20- 13 % 17-30 % 58 % 10g- 11 % 18-28 % 39-45 %

3p- 4% 2-9 % 23 % 11p- 11 % 24-43 % 9-72 %

3g+ 7% 7-24 % 11¢9- 9 % 22-34 % 17-30 %

4p- 7% 8-21 % 22 % 12p+ 4% 4-30 %

49- 4% 10-30 % 26 % 12g+ 9 % 14-30 %

5p+ 20% 24-25 % 130- 18 % 19-29 % 15-32 %

50- 9 % 16-30 % 6-50 % 17p- 2% 19-24 % 32-57 %

6p+ 7% 16-24 % 17qg+ 4% 29-49 %

60- 18 % 19 % 27 % 18g- 4% 13-30 % 36-51 %

7p+ 13 % 20-23 % 20g+ 7 % 22-28 %

8p- 16 % 29 % 18-83% Y 11 % 15-37 %

8qg+ 11 % 37-54 %

Tabelle 2: Prozentuales Vorkommen genetischer Veradnderungerch nainterschiedlichen
Untersuchungsmethoden bei pT1-4 Urothelzellkarzimoimach (21)).

Es ist schwierig, eine Abfolge einzelner genetisc¥eranderungen fir die Karzinom-
entstehung hierarchisch festzulegen, da in Abh&egigon der Untersuchungsmethode
die prozentuale Haufigkeit der beteiligten chronroaten Anomalien schwankt. Es gibt
jedoch Hinweise darauf, dass ein Verlust von feM®n Chromosom 9 oder des
gesamten Chromosoms die haufigste genetische Mem@mgl beim Harnblasen-
Karzinom darstellt, die mit der Karzinomentstehw@asgoziiert ist (31) und frih in der
Karzinogenese auftritt (64). Im Rahmen einer fdmteitenden Tumorentwicklung
finden sich zunehmende chromosomale InstabilitdtAmeuploidie (31).

Neben Funktionseinbul3en der TumorsuppressorgeraespGenverdnderungen bei
Onkogenen, die an die betroffenen Genloci angreragae entscheidende Rolle bei der
Tumorentstehung. Gehauft sind die transmembrandszeor-Tyrosinkinase
HER2/neu, Topo-isomerase 2 Alpha (TOP2A), h-rasdezmaler Wachstumsfaktor-
Rezeptor (EGFR), Cyclin-abangige Kinasen (CDK), l&yc und MDM2 (murine
double minute-2) beteiligt. Diese Onkogene werdemcld Uberexpressionen und
Genamplifikationen aktiviert.

Die hinsichtlich Tumorrezidiv und Prognose am agseke&iftigsten erscheinenden
Onkogene (65, 90, 91) sind CDK und Cycline. Dasl@y@1-Gen (CCND1) auf 11913
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ist in 10 — 20 % der Harnblasenkarzinomfélle gendrmiert (8, 76, 87), in 30 — 50 %
Uberexprimiert (66, 90, 91) und somit das am h&teig verdnderte Onkogen beim

Harnblasenkarzinom.

1.1.4 Diagnostik

Der Grol3teil der Patienten weist bei der Erstuntgrang einen oberflachlichen Tumor
auf (Ta, Tis, T1), bei 30 % liegt bereits eine Meigkvasion vor. Da oberflachliche
Harnblasenkarzinome Uberwiegend organerhaltend applert werden, ist eine
zuverlassige Diagnostik unumganglich. Initial stel klinische Untersuchung des
Patienten mit Palpation des Nierenlagers, des Datehs und des inneren Genitales
(rektale und/oder vaginale Untersuchung). Nebenotaiiersuchungen und Harn-
kulturen kommt der zytologischen Untersuchung desdJeine besondere Bedeutung
zu (57). Fur die Exfoliativzytologie wird SpontamyrKatheterurin oder Blasenspul-
flissigkeit verwendet; Sammelurin oder Morgenush aufgrund degenerativer Zell-
veranderungen nicht geeignet. Der Spontanurin &nbeéim Gesunden im Normalfall
nur wenige regelrechte Urothelien, die Blasenspsdfigkeit weist einen hohen Zell-
gehalt mit Urothelien aller Epithelschichten aufrotheliale Karzinomzellen fallen
besonders durch Kernatypien und eine gesteigerta-Kgoplasma-Relation auf. Die
Kerne sind meist unregelmalig konturiert, pleomoupld deutlich vergroRert (siehe
Tabelle 3).

Zytopathologische Merkmale maligner Urothelzellen

» betont exzentrische Kernlagerung

» mosaikartige Kernlagerung in Urothelzellgrupperefbanden

» Kern-Zytoplasma-Verhéltnis > 1 : 2

 starke Kernpleomorphie

« Nukleolen in einigen/vielen Tumorzellen

« scholliges, unregelmaRig verteiltes Chromatin

< im Spontanurin gesteigerter Urothelzellgehalt

Tabelle 3(nach (27))
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Die Sensitivitdt und Spezifitdt der Zytologie flie &rkennung des in-situ, als auch des
invasiven Urothelkarzinoms mit starken Kernatypliegt bei > 95 %, ist jedoch bei
Karzinomen mit geringeren Atypien (G1-2) vergleisiesse wenig zuverlassig (27).
Gut differenzierte Tumore entgehen in mehr als 50evoFalle einer urinzytologischen
Diagnostik. Begleitende Harnwegsinfekte, Harnsetdn etc. schranken die Spezifitat
durch falsch-positive Ergebnisse ein (57).

Da es schwierig ist, reaktive Zellveranderungen haithten und mafigen Kern-
anomalien (z.B. im Rahmen von Entziindungen) voareimalignen Geschehen sicher
zu unterscheiden (28), werden zunehmend immunclemidlachweisverfahren und
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Genanalysen zuertirkng chromosomaler DNS-
Stérungen eingesetzt. Bei der DNS-Zytometrie werdén Urothelien mit DNS-
Fluoreszenzfarbstoffen versetzt und der DNS-GeimaltLaserlicht des Durchfluss-
zytometers bestimmt, der somit Rulckschlisse aufpMs@n oder Entzindungen
liefert. Da fur dieses Verfahren eine grol3ere Medmgsoziiert liegender Urothelien
bendtigt wird, die nur durch invasive Spulverfahggwonnen werden kann, ist die
generelle Anwendung zum Tumornachweis eingesch(@lt

Zur Detektion von Harnblasenkarzinomen sowie zustiB@nung von Tumorstadium
und —grad werden verschiedene Verfahren herangez8ige umfassen die Zystoskopie
mit Biopsie als wichtigstes Tumornachweisverfahr@aneben bildgebende Verfahren
(z.B. Computertomografie (CT)). Die transurethralektroresektion (TUR) hat sowohl
diagnostische als auch therapeutische Bedeuturigv@&eacht auf eine hamatogene
Streuung sind Rontgen-Thoraxaufnahmen in zwei HBbemem Ausschluss von
Lungenmetastasen obligat, daneben ist bei symptechah Patienten und bei
muskelinvasiven Karzinomen eine Knochenszintigrajdiziert (57).

Oosterlink et al. wiesen in Studien nach, dassbif®der Harnblasenkarzinomfélle die
Diagnose bereits durch Zystoskopie gestellt werklmmte (63). Da die Zystoskopie
mit Probebiopsien aller Blasenareale allein jedoicht alle Karzinome entdeckt, muss
besonders in Zweifelsféllen eine weitere zytologesdontrolle und histologische
Abklarung durch transurethrale ElektrosresektioR) erfolgen (57). Die TUR gibt
neben dem Tumorgrad Auskunft tber Infiltration&tiaind eventuelle begleitende
Veradnderungen. Dabei kommt den entnommenen Ramslbiopzusatzlich eine

prognostische Bedeutung zu, da in bis zu 80 % d#e Beim Vorliegen hochgradiger
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Epitheldysplasien oder Tis im unmittelbaren Umfdis Karzinoms mit einer Tumor-

progression oder -rezidivneigung zu rechnen ist (3)

1.1.5 Graduierung und Stadieneinteilungnach WHO-Klassifikation von 1973 (60))
Die anatomische Ausbreitung (Staging) des Harnhlkesginoms wird durch die
TNM/pTNM-Klassifikation definiert, die im Rahmen serer Studie nach den Regeln
der UICC (1997) erfolgte (siehe Tabellen 4 und@g T-Kategorie (Tumorinvasion)
richtet sich nach dem histologischen Ergebnis déR TVon den 90 % als Transitional-
Zell-Karzinom (TCC) eingestuften Blasenkrebserkrarden gibt es vier Untergruppen:
prainvasive Karzinome (pTis), nicht invasive pap#l TCC (pTa), minimal invasive
TCC (pT1) und muskelinvasive Tumore (pT2-4). Di&khbtegorie beschreibt den Befall
regionaler Lymphknoten, die M-Kategorie eine hargate Metastasierung (Lunge,

Leber, Knochen).

TNM-Klassifikation

T — Prim&rtumor N — Regionare Lymphknoten
TX Primartumor kann nicht beurteilt werden NX dgimnare Lymphknoten kénnen nicht
TO Kein Anhalt fur Primartumor beurteilerden
Ta Papillares nicht- invasives Karzinom NO irkK@nhalt fur regiondre Lymphknoten
Tis Carcinoma in situ N1 Metastase(n) in éoéitn Lymphknoten,
T1 Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe 2cm oder < in der gréRten Ausdehnung
T2 Tumor infiltriert Muskulatur N2 Metastase(n)solitarem Lymphknoten,
T2a Tumor infiltriert oberflachliche > 2cm, jedoch < 5cm
Muskulatur (innere Halfte) in dgBiten Ausdehnung
T2b Tumor infiltriert tiefe N3 Metastase(n)ligmphknoten mit mehr als
Muskulatur (Aussere Halfte) 5cm in der grof3ten Ausdehnung
T3 Tumor infiltriert perivesikales Gewebe
T3a mikroskopisch M — Fernmetastasen
T3b makroskopisch MX Vorhandensein von Fernmetastasen kann
T4 Tumor infiltriert eine der folgenden nicht beurteilt werden
Strukturen: Prostata, Uterus, Vagina, N@in Anhalt fur Fernmetastasen
Beckenwand, Bauchwand M1 Fernmetastasen
T4a Tumor infiltriert Prostata, Uterus oder Vagipa
T4b Tumor infiltriert Beckenwand oder
Bauchwand

Tabelle 4(nach (21))

Beim Vorliegen mehrerer synchroner Karzinome wied der pTNM-Klassifikation der
am weitesten fortgeschrittene Tumor beriicksichiigt der pT-Kategorie entweder (m)

oder die Zahl synchroner Karzinome in Klammern bgigt.
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Stadieneinteilung (Staging)

Stadium Oa Ta NO MO
Stadium 0is Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium I T2a,b NO MO
Stadium 1l T3a, b NO MO
T4da NO MO
Stadium IV T4b NO MO
Jedes T N1, N2, N3 MO
Jedes T Jedes N M1

Tabelle 5(nach (21))

Der histopathologische Differenzierungsgrad (Grggimichtet sich nach zellularer
Anaplasie in drei Grade G1-G3, wobei G1 den getarg&rad an Anaplasie beschreibt.
Weniger subjektiv ist eine Einteilung der Urothelkiaome nach Helpap (siehe Tabelle

6).

Grading der Urothelkarzinome nach Helpap (1989)

G | Zahl der | Mitosen Kern-Plasma- | Kernfarb- Sonstiges
Zelllagen Relation barkeit
Gl | >7 Vereinzelt in Basalzone 1:4 Leicht
G2 | >20 Bis 5/Gesichtsfeld (40x) 1:2 MaRig
G3 > 5 /Gesichtsfeld (40x) >3:4 Stark Starkeripely-
morphie, Riesenzellen

Tabelle 6(nach (57))

Fakultativ konnen bei Urothelkarzinomen weiterdgdnsorphologische Parameter be-
schrieben werden wie Invasionstyp, peritumortseziimung, auffallige Stoma-
reaktionen sowie eine zusétzliche Lymphgefa3- ureheviinvasion (L- bzw. V-

Kategorisierung) (57).

1.1.6 Therapie

1.1.6.1 Oberflachliche Karzinome (Ta, Tis, T1)

Bei oberflachlichen Karzinomen kommt die transurath Elektroresektion (TUR) als

diagnostischer und kurativer Eingriff zum Einsat# wollstandiger Entfernung des

Tumorgewebes im Gesunden. Um eine mogliche Rezidid- Progressionstendenz zu
verringern, kann zusatzlich eine adjuvante Instdlestherapie bei gegebener Indikation
erfolgen. Diese wird hauptséchlich in Abhangigkeih Stadium und Differenzierungs-
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grad getroffen. Fur die Therapie stehen Zytostatikaxorubicin, Mitomycin C) und
der Immunmodulator BCG (Bacillus Calmette-Guérin)r ZVerfligung (46, 47).
Verschiedene bestehende Therapieschemata gleiateim iner Induktionsphase von
6 bis 8 Wochen, die dann in eine Erhaltungsphas8iime einer Langzeittherapie von
Monaten bis mehreren Jahren Ubergeht (57). Beitaigprechen der Therapie und
einem Rezidiv innerhalb von 3 bis 6 Monaten isteeiadikale Zystektomie indiziert
(39).

1.1.6.2Muskelinvasive Karzinome (T2-T4, NxMOQ)

Die radikale Zystektomie ist die Standardtherapigskelinvasiver Karzinome, deren
Prognose mit der T-Kategorie und dem Behandlung@ivean korreliert. Sie erfolgt in
der Regel mit einer pelvinen Lymphadenektomie, dar allem eine diagnostische
Bedeutung im Hinblick auf das Tumorstadium zukomnBei funktioneller
Inoperabilitat (z.B. schlechtem Allgemeinzustancerodrhéhtem Operationsrisiko) ist
eine Radiotherapie indiziert (57). Diese wird aymdliativ zur Symptomreduktion
eingesetzt.

Beim Vorliegen von Fernmetastasen hat eine adjev&tiemotherapie nach radikaler
Zystektomie in mehreren Studien einen Uberlebensivaufzeigen konnen (93, 97),
jedoch scheint eine primare Polychemotherapie perativer Blasenentfernung keinen
positiven Effekt auf die 2-JahresuiberlebensratdrjJtii haben (51).

1.1.7 Prognose

Beim invasiven Harnblasenkarzinom haben sich irdituMultifokalitat des Tumors

(83), eine TumorgroRe von > 3cm und gleichzeitiyesliegen eines CIS (102) als
hohe Risikofaktoren bezlglich Karzinomrezidiv ungtegression herausgestellt (80).
Daneben sind ein Ausbreiten des Tumors Uber digeBlaand, Infiltration des Bereichs
der Harnleitermindung, Lymphknotenmetastasen undnnfetastasen mit einer
schlechten Prognose assoziiert (30).

Morphologisch sind Grad und Stadium des Tumorsmegweisend. Der histologische
Grad besitzt hauptsachlich Bedeutung bei frih iwesspT1-Tumoren. Patienten mit
G1pT1-Tumoren haben nach entsprechender therag®ertisintervention keine

signifikant verringerte Lebenserwartung (16, 20pn\besonderer Aussagekraft ist die
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pT-Kategorisierung. Studien ergaben, dass Tumore Imviasion Uber die Lamina
muscularis mucosae hinaus eine deutlich erhohtgr&sionstendenz aufweisen (32,
107). Hochgradige Tumore infiltrieren oft noch rticke Muskulatur, zeigen jedoch bei
dieser Eindringtiefe eine Rezidivrate von 80 %, Bgpnogression von 60 % und somit
eine 10-JUR von nur etwa 35 % (59). Des Weiteragirifleisst eine lymphogene und/
oder hadmatogene Streuung die Prognose nachhattiglass beim Vorliegen von
Metastasen bei pT1-Karzinomen die 5-JUR bereitgtdi®ho sinkt (48).

Einige genetische Veranderungen sind mit einerestitéren Prognose assoziiert.
Neben Veranderungen des TP53-Tumorsuppressor-Gaehsles Rb-Genes kommen
denen der Cyclin-abhé&ngigen Kinasen, besonders p2d p27, prognostische
Bedeutung zu. Stein et al. zeigte an Untersuchumgen242 invasiven Harnblasen-
Karzinomfallen, dass p21-negative Karzinome im \&gofp zu p21-positiven Tumoren
die schlechtere Prognose aufweisen (96). Zu ahenliérgebnissen kam Quereshi et al.
hinsichtlich der Expression von p27; hierbei betiig Langzeitiiberlebensrate 60 % bei

Patienten mit p27-positiven Tumoren im Gegensat@2 %ubei p27-Negativitat (100).

1.1.8 Losungswege zum verbesserten Nachweis von thedkarzinomen

Das Harnblasenkarzinom ist ein haufiges urogemitélarzinom. Ziel ist daher, bei
meist geringer Beschwerdesymptomatik und gleiclizesft bereits bei Diagnose-
stellung vorliegendem infiltrativen Tumorwachstum etiloden fiir eine sichere
Erkennung von Primarkarzinom und Rezidiv zu enteick Bisher sind Zystoskopie
und zytologische Begutachtung diagnostische Stdnddiahren. Sie sind jedoch nicht
uneingeschrankt anwendbar (Invasivitdt des Eirgrifhd Haufigkeit von ndotigen
zystoskopischen Untersuchungen bei geringer Seitditider Zytologie fur niedrig-

gradige Harnblasenkarzinome (82)). Daher werdenelmmend neue Methoden
entwickelt, Karzinome nicht-invasiv und trotzdemvertassig zu detektieren. Einer
dieser neuen methodischen Anséatze beruht auf demdsomalen Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung, die Gegenstand der vorliegendendi8tust und auf die in den

folgenden Punkten genauer eingegangen wird.

11
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1.2 Chromosomale Fluoreszenz-in-situ-HybridisierundFISH)

1.2.1 Anwendungsgebiete

In der Diagnostik des Harnblasenkarzinoms sindZjistoskopie mit Biopsie und die
zytologische Urindiagnostik Standard. Als DNS-atiabhe Methode ist in der
Zytologie die Zytometrie ein anerkanntes Ergédnzuegahren. Sie liefert wertvolle
Zusatzinformationen und ist besonders beim Harebleazinom von diagnostischer
Bedeutung. Kleine DNS-Veranderungen jedoch koénneytonzetrisch nicht
nachgewiesen werden und messbare genetische HAtenat lassen sich keinem
bestimmten Chromosom bzw. Gen zuordnen. Dies detimigder Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) fur die Darstellung spezifieec DNS-Sequenzen in Einzelzellen.
Anders als in der Zytologie kdnnen Anderungen dero@osomenzahl, chromosomale
Teilverluste (Deletionen), Genamplifikationen unddare Aberrationen an zyto-
logischen Praparaten weitgehend unabhangig vontiéinea oder Farbeart im
Interphase-Zellkern identifiziert werden. FISH wirdbenso in der Diagnostik
verschiedener anderer Tumorarten eingesetzt: zunchwas von HER2-
Amplifiaktionen beim Mammakarzinom, NMYC-Amplifikenen bei Neuroblastomen
und Nachweis einer 13ql14-Deletion beim multiplenelyn (10). Die Methode eignet
sich besonders fur die Analyse von soliden Tumaeviendem Harnblasenkarzinom, die
durch starke Polyploidie oder Polysomie mehrerero@msomen charakterisiert sind
(22, 23). Wenig aggressive papillare Urothelkarmeomit geringen Atypien, die, wie
bereits unter Punkt 1.1.4 angefiihrt, zytologischsuhwer zu erfassen sind, kénnen so
aufgespurt werden. Ebenso eignet sich das Hybedisgsverfahren fir die
Abgrenzung neoplastischer Zellveranderungen vorktikesgn Alterationen, die zum
Beispiel bei Harnwegsinfekten, Blutungen oder nagtostase auftreten sowie flr eine

sensitive Verlaufsbeobachtung (27).

1.2.2 FISH-Methodik

Bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung werdemN$Zielsequenzen mit spezi-
fischen Proben markiert und mit Fluoreszenzfarbstofsichtbar gemacht. Grund-
satzlich kommen zwei verschiedene Typen von FISeb&mn zum Einsatz: Proben fur

die Zentromerregion (mit repetitiven DNS-Sequenzeig zur Zahlung der Kopiezahl
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von Chromosomen verwendet werden und Proben flzifsgmhe Genlokalisationen
(Genloki), mit denen sich Verluste (Deletionen) uAdgewinne (Amplifikationen)
bestimmter Chromosomen bzw. Chromosomenorte erfakssen (10). Verwendet
werden bei der Diagnostik von Harnblasenkarzinotdesthelzellen in der Interphase
aus Spontanurin, Katheterurin oder Blasenspulijkesien (27). Als Marker dienen
fluoreszenzmarkierte Sonden fir Chromosom 3, 7urid den Genlocus 9p21. Initial
werden die zellularen Proteine durch Proteasen dagf, damit die
Hybridisierungssonden in die Zelle und den Zellkeemdringen koénnen. Die
Denaturierung zellularer DNS durch Kombination \itze, Formamid und Saure fuhrt
zur Offnung des DNS-Doppelstranges. Die fluoresaenkierten Sequenzen der FISH-
Probe lagern sich im nachsten Schritt an die kometgdre Stelle der betreffenden
Chromosome an (10) (siehe Abbildung 1). UbersclygssProbe wird nach der
Hybridisierung durch einen Waschschritt entfernt.

DNS Doppelstrang DNS Doppelstrang
Denaturierung gesten
e
Probe im sl
Uberschus
—
Zielsequenz Waschung
markiert
Hybridisierung

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der elementaren SchiigteFISH-Technik (nach (10))

1.2.3 FISH-Auswertung

In der Regel kdnnen nach Hybridisierung mit den d@onfluoreszenzmikroskopisch
zwei Signale nachgewiesen werden - entsprechenddigpelten Chromosomensatz
normaler Zellkerne (27). Verlust eines der beiddmothosome filhrt zu Monosomie,
bei erhohter Chromosomenanzahl liegt eine Polysomie. Ebenso wie das
Vorkommen von Zellen mit ungerader Zahl von Signa{@neuploidie) sind diese
Veranderungen Malignitatskriterien. Polysomie igi Bumorzellen meist Ausdruck

13
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einer allgemeinen chromosomalen Instabilitat. \&duoder Zugewinne kurzer DNS-
Sequenzen sprechen flur eine veranderte GenfunkDatetionen weisen auf eine
fehlende oder verminderte ,Bremswirkung® eines Tuwsnppressorgens hin,
Zugewinne gehen mit einer erhéhten Genaktivierunges. Dabei fihren hochgradige
Amplifikationen mit mindestens 3x mehr Gensignads Referenzsignalen meist zu
einer deutlichen Aktivierung und Uberexpression @mkogenen (siehe Abbildung 2)
(10).

Normal Polysomie Deletion

090
@&

Zugewinn Amplifikation
Amplifikation

(,low level gain“) (intrachromosomal)  (extrachromosomal)

Abbildung 2: Zentromerprobe = weil3; Genprobe = schwarz

Normale Zelle = zwei Zentromer- und zwei GensigndRglysomie(am Beispiel Trisomie) = drei
Zentromer- und drei Gensignal®eletion = weniger Gensignale als Zentromersigngdtmy level gain®

= mehr Gensignale als Zentromersignale (nicht dearzweifachen Wertpmplifikation = eindeutig

mehr Gensignale als Zentromersignale, Lagerungséesignale in umschriebenen Haufen (intrachromo-
somal) oder diffus (extrachromosomal) (nach (10)).

1.2.4 Untersuchungen mit der chromosomalen FISH-Dgnostik
FISH-Untersuchungen zeigten in bisher veréffentéohStudien eine hdhere Sensi-
tivitat fir die Detektion von Rezidiven von Harnddgkarzinomen als die Urinzytologie
und konnen als Zusatzverfahren bei Screening-Umthtsigen eingesetzt werden
(103). Dadurch lassen sich zystoskopische Nachsotgesuchungen individuell planen
und ein notiges kurzzeitiges intervenierendes Merh&ann forciert, im Gegenzug eine
abwartende Vorgehensweise gerechtfertigt werderwh Neubendorf et al. (10) liegt
sehr wahrscheinlich bei der Mehrzahl von zystoskdpiunauffalligen, aber FISH-
positiven Resultaten eine makroskopisch nicht sbfae Neoplasie vor, die sich erst im

Verlauf zu einem sichtbaren Tumor entwickelt. Rdga mit diesen Ergebnissen
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bendtigen daher auch bei negativem Zystoskopiedefengmaschige Kontrollen.
Umgekehrt gilt bei negativem FISH-Befund, dass Kmmtrollintervalle bei niedrigem
Rezidivrisiko verlangert werden kénnen (10). DieSHMethodik soll daher eine
bessere Einschatzung des malignen Geschehenshiickiceines Rezidivs und der

Progression bieten und eine bessere Therapieplariaudpen.

1.3 Fragestellung und Zielsetzung

Das Harnblasenkarzinom ist ein haufiges Karzinomuipfeiler der Diagnostik bilden
Zystoskopie mit Biopsie, histologische Untersuchung Urinzytologie. Mehr als zwei
Drittel aller Harnblasenkarzinome rezidivieren (73ym Teil mit Tumorprogression
(62). Daher ist eine sichere Diagnostik mit dam@gestimmter Therapie entscheidend.
Die Zystoskopie muss in regelmaRigen Intervalléalgen und ist als invasiver Eingriff
mit Risiken verbunden. Sie stellt fir den Patientine belastende diagnostische
Methode dar. Die nicht-invasive Urinzytologie wiedie erfasst Zellveranderungen,
besonders bei niedriggradigen Karzinomen, nichhesicgenug, um als alleinige
diagnostische Nachweismethode auszureichen (digit@at fur Detektion von G1-3-
Tumoren betragt in der Zytologie 20 - 80 % (50, 196)). Daher sind weitere
diagnostische Marker wiinschenswert, mit deren Hiiéenblasenkarzinome sicher und

nicht-invasiv an Urinproben detektiert werden kdmne

In dieser Studie wird die Anwendbarkeit der chroomalen Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung durch das UroVysion™ Bladder CanRecurrence Kit (Abbott GmbH

& Co KG, Wiesbaden) zum Nachweis von Harnblasenkamen untersucht. Mit der

vorgelegten Studie soll die Tauglichkeit des Veréa@s im Routineeinsatz gepruft
werden. Dieses Ziel wurde verfolgt mit der Anwengluder FISH-Methodik mit dem

UroVysion™ Bladder Cancer Recurrence Kit an undeéin, an Hamatoxylin-Eosin

(HE)- und an Papanicolaou (Pap)-gefarbten Spontgmaeben, an Praparaten von
Blasenspulungen und Ersatzblasenurin. Im Einzebeabsichtigten wir

1. die Durchfuihrbarkeit der Methode an bereits zytoly aufbereiteten

(gefarbten) Praparaten zu untersuchen;
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einen Vergleich zu fihren zwischen zytologischenmesuchungsergebnis und
FISH-Resultat;

zytologisch zweifelhafte Befunde zu klaren;

retrospektiv festzustellen, ob eine im Verlauf ediiete Karzinomentwicklung
(positives follow-up) bei noch negativen zytologien Resultaten zu einem
friheren Zeitpunkt durch die FISH-Methode vorhebsagyewesen ware.
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten

Fur die Versuchsreihen wurden Urinproben von insges/9 Patienten untersucht. In
unserem Untersuchungsgut waren unter den positiPeaben nur urothelial
differenzierte Karzinome enthalten (histopathologes Einteilung G1- bis G3-
Karzinome). Voraussetzung fir die Aufnahme in died® war, dass Ergebnisse der
Kontroll- oder Nachuntersuchungen der klinischenrlMédsbeobachtung verfligbar
waren. Die Zeitdauer zwischen zytologischem Prirefinbd und erster zytologischer
bzw. histologischer Nachuntersuchung lag im Schreit3,2 Monaten (zwei Wochen
bis 11 Monate). Der in diesem Zeitraum erhobengtdeBefund (follow-up) zum
Patienten wurde als endgultige (richtige) Diagndsdiniert. Im Patientenkollektiv
waren 59 Mannern und 20 Frauen (Tabelle 7). DasiXehnittsalter lag bei 65 Jahren
(33 bis 91 Jahre). Als Negativkontrollen dienterindroben von Patienten ohne Anhalt
fur ein Harnwegskarzinom in der Vorgeschichte. )itn. Karzinom* wurden zum
Zeitpunkt der Untersuchung karzinomfreie Falle Idreet, bei denen ein
Harnblasenkarzinom anamnestisch bekannt war. C8paPate bezeichneten einen
zytologisch unverdachtigen Befund, C1 einen Befund geringen bis malfiigen
Zellanomalien und C2 einen malignitatsverdachtiggyiologischen Befund. Als
positives follow-up wurde ein progredientes Karzmmo ein Rezidiv oder das
Neuauftreten eines Urothelkarzinoms in der Verlaedbachtung gewertet.

Gruppe Manner Frauen Gesamt
G1-Karzinom 2 1 3
G2-Karzinom 8 0 8
G3-Karzinom 2 1 3

Co 6 3 9

C1 5 3 8

C2 1 0 1
Z.n. Karzinom 19 1 20
Negativkontrolle 16 11 27
Gesamt 59 20 79

Tabelle 7: Anzahl der untersuchten Praparate, eingeteilt rgtblogischem bzw. histopathologischem
Primarbefund und Geschlecht der Patienten.
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2.2 Zellmaterial und —aufbereitung

Als Untersuchungsgut dienten Hamatoxylin-Eosin (HBYler Papanicolaou (Pap)-
gefarbte und ungefarbte Zytozentrifugenpraparate Pooben, die aus Spontanurin,
Blasenspulungen oder Ersatzblasenurin gewonnen ewur@®er Urin wurde nach
Entnahme bis zur Weiterverarbeitung kiihl gehaltem, eine Keimvermehrung zu
verlangsamen. Die Blasensplilflissigkeiten wurderhdinstillation von 50ml physio-
logischer Kochsalzlésung im Rahmen endoskopiscimersuchungen gewonnen. Alle
zu untersuchenden Flussigkeiten (in der Regel 5prmEinsendung) stammten aus der
Urologischen Klinik des Universitatsklinikkums Wiitely. Da diese Studie retrospektiv
die Durchfihrbarkeit und diagnostische Wertigkeiter d Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung an zytologischen Routineeinsendungetersucht, lag das Zellmaterial
routinemanig fur die mikroskopische Untersuchunipexeitet vor.

Im ersten Verarbeitungsschritt wurden die Proberkonische Zentrifugenréhrchen
geflllt und in einer Tischzentrifuge 6 Minuten lalgi 2500 U/min zentrifugiert. Nach
Entfernen der tUberstehenden Fliissigkeit bis auflca.2 ml des Uberstandes wurde
dieser zusammen mit dem Sediment in eine Zentnmifk@@mer (funnel) pipettiert, mit
Filterpapier und Objekttrager aufgeklammert uneimer Zytozentrifuge (Shandon) bei
700 U/min 10 Minuten lang zentrifugiert, das Prapatann luftgetrocknet. Fur Urin-
proben, die routinemafig mit HE gefarbt werdenten]l erfolgte vor dem zweiten
Zentrifugieren eine Zellfixierung mit 1 - 2 Tropfét® %igem Alkohol. Die Préparate
wurden vor der Farbung sprayfixiert (Merckofix, Bderck, Darmstadt). HE- und Pap-
gefarbte Praparate wurden, anders als ungefarbtee®rmit einem Deckglas versehen.
Um zu gewabhrleisten, dass fir die spatere AuflichtEszenzmikroskopie eine re-
prasentative Anzahl an einschichtig liegenden 2elilen zur Bewertung vorhanden
war, erfolgte vor Beginn der Sondenmarkierung eicletmikroskopische Beurteilung
der Qualitat des Préparates (200fache VergroReruaggwahlkriterien fur die Auf-
nahme zur Studie geeigneter Praparate waren ddsahdensein von Zellarealen, die
100 - 200 Zellen im Blickfeld aufwiesen, mogliclisti von Verunreinigung (Bakterien,
Zelldetritus 0. a.) waren und sich nicht in ClustéZellhaufen) prasentierten, um eine
ausreichende Denaturierung der zellularen DNS umgdkutive Sondenmarkierung zu
erreichen. Geeignete Praparatareale wurden nacmitteoskopischen Vorabprifung

mit einem Diamantschreiber auf der Riuckseite dapdtates markiert.
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2.3 Vorbereitung gefarbter Praparate

Der Zeitraum zwischen primarer (zytologischer) Rragerstellung und Beginn der
FISH-Aufbereitung lag im Schnitt bei 2,6 Monatete{gher Monat bis 10 Monate). Bis
zu diesem Zeitpunkt waren die Praparate lichtgegthéi Raumtemperatur aufbewahrt
worden.

Um gleiche Ausgangsbedingungen zwischen gefarbtehumgefarbten Préaparaten zu
schaffen, wurden die mit einem Deckglas versiegeltgefarbten Praparate vor-
behandelt. Im ersten Schritt erfolgte das Entdeckkirch zweimalig funfminutiges
Waschen in Xylol mit anschlieRender Spulung in 28@em Alkohol 2 Minuten bei
Raumtemperatur (RT). Danach wurden die Praparatdguma dest. gespult und 15
Minuten bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Im zemiSchritt folgte die Entfarbung
des Zellmaterials, um einen moglichst urspriinglcEellzustand wiederherzustellen.
Die getrockneten Praparate wurden hierfur zun&ohst Minuten in 2 x SSC bei 73°C
im Wasserbad erhitzt und anschlieend 20 Minutan3Bg&°C in 0,5 ml Pepsin in
10mM HCI im Wasserbad inkubiert. Pepsin als Pratdaswirkt eine Proteolyse der
zytoplasmatischen Proteine und ermoéglicht das spdindringen der Gensonden.
Nach funfmintitigem Waschen in phosphatgepuffertealzi8sung (PBS) bei
Raumtemperatur wurden die Praparate fur funf Mimute 1 %igem Formaldehyd
inkubiert und anschlieRend fur die gleiche ZelPBS gereinigt. Als zusatzlicher Schritt
wurden speziell die nach Pap-gefarbten Praparatactiazur Fixierung funf Minuten
bei Raumtemperatur in Carnoy-L6sung eingebrackt,saih aus Chloroform, Eisessig
und Methanol zusammensetzt. Chloroform bewirkt &r&raktion von Fettsubstanzen
und erleichtert das Eindringen der eigentlichenakilen Methanol und Eisessig.
Abschlie3end erfolgte die Inkubation aller Praparnat einer aufsteigenden Alkohol-
reihe (70 %-, 80 %- und 100 %iger Alkohol fur jeafiMinuten) und die Lufttrocknung

bei Raumtemperatur.

Praktische Durchfiihrung

» Losen des Deckglases in Xylol 2X5’
» Fixierung in 100 % Alkohol 2X5’
» Spilen in Aqua dest. <71
 Lufttrocknung bei RT 15

* Inkubation in 2 x SSC bei 73°C 2
* Inkubation in Pepsin-Puffer bei 37,5°C 20°
* Waschen in PBS bei RT )
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 Inkubation in 1 % igem Formaldehyd bei RT 5
* Waschen in PBS bei RT 5’
» Fixierung in Carnoy-L6sung bei RT (Pap-Praparate) 5

* Inkubation in 70 %, 80 %, 100 % Alkohol e¥s
 Lufttrocknung bei RT 15

2.4 Vorbereitung ungefarbter Praparate

Vor der Sondenanwendung mit dem UroVysion™-Kit waurdalle Préparate weit-
gehend nach dem Schema des Herstellers vorbehamdkfixiert. Zuerst wurden die
trockenen Préaparate 2 Minuten lang in 2 x SSC B&tI°C inkubiert. Anschliel3end
erfolgte ein Einbringen fur 20 Minuten in eine Rageldsung bei 37,5°C. Die Protease-
l6sung war zuvor bei Erreichen der Arbeitstemperdtuch Zugabe von 25 mg Pepsin
zu 50 ml 2 x SSC durch mehrmaliges Auf- und Abgipet¢n flir eine homogene
Durchmischung erstellt worden. Hierbei wurde vomrgegebenen Protokoll des
Herstellers abgewichen, der ein Verbleiben der &&ip von 10 Minuten £ 1 Minute in
der Proteaseltsung vorsieht. Diese Zeit hat sicNemgleich zur von uns verwendeten
doppelten Einwirkzeit der Protease als unbefrigtigeherausgestellt, da die
Sondenmarkierung bei der spateren Auswertung digraPate mit 10mindtiger Pepsin-
Einwirkzeit aufgrund der unzureichenden Proteinehifssselung nur ungenigend oder
teilweise gar nicht erfolgt war.

Nach dem proteolytischen Verdau folgten Wasch- limeerungsvorgénge von jeweils
5 Minuten bei Raumtemperatur. Dabei wurden digo&hdte zuerst in PBS inkubiert,
danach in 1%igem Formaldehyd fixiert und anschlefd@ PBS gewaschen. Es folgte
eine Dehydrierung fur die Dauer von jeweils 1 Mauwh 70-, 80- und 100 %igem

Ethanol. AbschlieBend wurden die Praparate schréfgestellt luftgetrocknet.

Praktische Durchfiihrung

* Inkubation in 2 x SSC bei 73°+1°C 2’
 Inkubation in Proteasel6sung bei 37,5°C 20’
* Waschen in PBS bei RT )
» Fixierung in 1 %igem Formalin bei RT 5
* Waschen in PBS bei RT 5
» Dehydrierung in 70 %, 80 %, 100 % Alkohol ie¥s

 Lufttrocknung bei RT
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2.5 Sonden-Anwendung und Hybridisierung

Die fur den sich nun anschlieBenden Hybridisiervaggang verwendete Sonden-
mischung entstammt dem UroVysion™ Bladder CanceuRence Kit (Abbott GmbH
& Co KG, Wiesbaden).

Die Sondenmischung wurde bei -20°C unter Lichtalbsshgelagert. Aufgrund der
lichtempfindlichen Fluorophore wurden die folgendarbeitsschritte mit indirekter
Lichtquelle durchgefuhrt. Die Sondenmischung wundeh dem Auftauen bei Raum-
temperatur in einem Vortex durchmischt und dandehlf- 3 Sekunden zentrifugiert.
AnschlielRend wurden 2,5 pl Sondenmischung auf desrzyekennzeichnete Areal des
Praparates pipettiert und luftfrei mit einem runde@eckglas versehen, welches mit
Rubber Cement abgedichtet wurde. Hier wurde vonstdierprotokoll abgewichen,
welches zur Hybridisierung einen Einsatz von 3 pthde2nmischung angibt. Es wurden
in Vergleichsuntersuchungen in unserem Labor jed&eme Unterschiede beim
Hybridisierungsergebnis durch die geringere Sondsmga festgestellt. Fur die
folgende Denaturierung wurden die Préparate in Heizblock (HyBrite™-Gerat,
Vysis Inc., Downers Grove, USA) eingelegt, der diekeitig als Hybridisierungs-
kammer diente. Da beide Vorgange ein feucht-warKiesa bendtigen, wurden die
seitlichen Aussparungen neben der Heizplatte imaGeiit feuchten Papiertiichern
ausgelegt. Automatisch eingestellt erfolgte die &@enerung der DNS der Praparate bei
73°C Uber zwei Minuten und danach die Hybridisigramt der Sondenmischung fur 20
Stunden bei 39°C.

Praktische Durchfiihrung

» Auftauen der Sondenmischung bei RT

» Vortexen und Zentrifugieren der Sondenmischung je 2“
» Auftragen von 2,5 ul Sondenmischung

* Versiegeln des Praparates mit rundem Deckglas

» Einbringen der Préaparate in HyBrite™-Gerat

» Denaturierung der DNS bei 73°C 2
» Hybridisierung mit Sondenmischung bei 39°C 20h

2.6 Waschvorgange und Gegenfarben

Da die Sondenmischung und das spater verwendetd DAFegenfarbemittel durch

beinhaltete Fluorophore sehr lichtempfindlich &stiolgte die weitere Bearbeitung der
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Praparate nach erfolgreicher Hybridisierung ab afiesZeitpunkt bei indirekter
Beleuchtung.

Nach Beendigung der Hybridisierung und Entfernurey @eckglaser wurden die
Praparate je 2 Minuten lang bei 73°C zuerst inx0$5C / 0,3 NP-40 und anschlie3end
in 2 x SSC / 0,1 NP-40 inkubiert. NP-40 (Nonided®- |I6st als nichtionisches
Detergens in Waschvorgangen die kern- und zytof@#tsonen Proteine aus den Zellen
heraus. AnschlieBend wurden die Praparate schigigligeind im Dunklen bei Raum-
temperatur luftgetrocknet. Zum Abschluss wurdenuLDAPI II- Gegenfarbemittel auf
die Hybridisierungsareale pipettiert und die Pragamit einem rechteckigen Deckglas
luftleer bedeckt, dieses wurde mit Nagellack veysie

Praktische Durchfiihrung

* Waschen in 0,4 x SSC/ 0,3 NP-40 bei 73°C 2
Waschen in 2 x SSC/ 0,1 NP-40 bei 73°C 2
Lufttrocknung bei RT

Auftragen von 10 pl DAPI II- Gegenfarbemittel

Abdecken des Praparates mit eckigem Deckglas

2.7 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung

Die Fluoreszenzfilter wurden entsprechend den Mmegain der Anleitung vom

Hersteller des UroVysion™ Bladder Cancer Recurrefitebezogen und eingesetzt.
Die Begutachtung und spatere Analyse aller hybeden Praparate erfolgte ohne
Kenntnis des initial erhobenen zytologischen Be&smdum Objektivitdt zu gewahr-
leisten. Vor der Auswertung mit dem Auflichtfluoresizmikroskop wurden zunéchst
bei 200facher Vergrof3erung im DAPI-Fluoreszenz#filtér die Analyse geeignete
Areale detektiert. Die tatsédchliche Auswertung Beéparate erfolgte bei 630facher
VergroRerung in jedem einzelnen der vier Fluoresfdéer. Insgesamt wurden pro
Praparat 25 morphologisch aufféllige Zellkerne gsialt und die Ergebnisse notiert.
Bei erschwerten Fluoreszenzbedingungen des Préapara.B. durch parallele
bakterielle Kontamination, wurden die doppelte Amnzan Zellkernen mikroskopisch
untersucht, da aufgrund der schlechten Prapardigguacht jeder ausgewahlte Zell-
kern aussagekraftig interpretiert werden konntde Aellkerne innerhalb des zuvor

ausgewahlten und meanderférmig durchgesehenensAsestien begutachtet.
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2.7.1 DAPI-Fluoreszenzfilter (Zellkernmorphologie)

Die Darstellung der Zellkerne im DAPI-Filter erldauBussagen uber die Zellkern-
morphologie. Auffallig sind dabei unregelmalig msmte oder vergroRerte Zellkerne,
die von der normal glatt konturierten, regelmagiig@mnform abweichen. Die DAPI-
Sattigung normaler Zellkerne zeigt eine gleichméfigelle, blauliche Fluoreszenz,
entsprechend einer ausgeglichenen ChromatinvertgillBei Stdérungen in der
Chromatinstruktur kénnen sich l6chrige Bereichertuaderte Fluoreszenz) bilden, die
einem ,wolkigem“ Gesamtbild innerhalb des Zellkeremtsprechen oder lokal
verdichtete, ,schollige® Areale (verstarkte Fluaesz), welche mit hoher
Wahrscheinlichkeit fir abnorme Kernveranderungenedpen. Daneben kodnnen

unterschiedlich zahlreiche unaufféllige Zellkernegleichen Préparat auftreten.

2.7.2 Rot-Griin-, Aqua-, Gold-Fluoreszenzfilter
(Chromosome 3, 7, 17 und Genlokus 9p21)

Veranderungen in der Anzahl einzelner Chromosomegrden im Rot-Grin-
(Chromosome 3 [rot] und 7 [gruin]), Aqua- (Chromosbm) und Gold-Fluoreszenzfilter
(Genlokus 9p21) sichtbar. Anders als die morphasldyeg Darstellung der
Chromatinstruktur im DAPI-Filter erlauben dieseté&iilEinblicke in die chromosomale
Zusammensetzung. Die einzelnen Chromosomen bzwGedelokus 9p21 stellen sich
dabei als fluoreszierende Punkte innerhalb deskéws dar. Dabei kbnnen einzelne
Chromosome in Abhéangigkeit ihres Zellzyklus teilgeshicht komplett kondensiert sein
und sich bei der Auswertung als schwach gefarbielgp oder Faden darstellen. Dann
bleibt eine kraftige punktuelle Fluoreszenz, wie $iei vollstandig kondensierten

Chromosomen zu sehen ist, aus.

2.8 Analyse und Interpretation

2.8.1 Analysekriterien und Dokumentation

Im ersten Schritt wurden die Praparate im Bereieb duvor detektierten Areals im
DAPI-Filter analysiert. Das Augenmerk lag dabei deflkernen, die morphologische
Auffalligkeiten aufwiesen (siehe 2.7.1). Nach dies@iterien erfolgte eine Einteilung

der Morphologie des Zellkerns in: 1 = unregelmalgmturierung, 2 = ,schollige”
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Chromatinstruktur, 3 = ,wolkige*“ Chromatinstrukiu¥ = morphologisch unauffallige
Zellkerne, 5 = ZellkernvergrofRerung.

In den weiteren Schritten erfolgte die Beurteilldegy Chromosomenzahl der einzelnen
Zellkerne. Dazu wurden nacheinander die Farbfiltejua, Rot/Grin und Gold
eingestellt.

In normalen Zellkernen erscheinen durch das Voeledes diploiden Chromosomen-
satzes fur jede Sonde jeweils 2 Signale in der ijg@a Farbe. In die Bewertung
gingen Zellkerne ein, die eine Abweichung von deddormalsatz aufwiesen. Beim
Nachweis der Chromosomen 3, 7 und 17 in den FiRatiGrin und Aqua bedeutete
dies eine Zunahme der Chromosomenzahl auf 3 odénr Bgnale, wobei jedes
einzelne Sondensignal gezahlt und zum entsprecheddékern notiert wurde. Im
Gold-Filter galt ein Fehlen eines oder beider gelB®ndensignale als abnormal, als

Beleg fur eine Deletion des markierten Genlokusl9s2&he Tabelle 8).

Rot Grin Agua Gold
Fallnummer | Zellkern DAPI (Chr.3) (Chr.7) (Chqr.17) (Lk.9p21)
2907/03 1 4 3 3 3 -
2 4 4 3 1 -
3 4 - - - -
4 1 4 4 - -
5 1 4 4 4 -
6 1,2 - - - -
7 1 4 4 3 3
25 4 3 3 - 1

Tabelle 8: Auszug aus schematischer Préparatedokumentatil-Berschlisselung siehe 2.8.1;
» — » Steht fir den normal-diploiden Chromosomendq@t Gensignale) und geht nicht in die Wertung ein;
Abweichungen von der Norm, die in die Wertung ehege sindett gedruckt.

2.8.2 Interpretation

Die Auswertung der Praparatanalyse erfolgte nadi mmterschiedlichen Bewertungs —
schemata. Zum einen fand eine Beurteilung nachetislierten Kriterien von Vysis™
statt, die auf Erfahrungswerten aus Studien und éxrdung des Herstellers beruhen.
Daneben hatten Bubendorf et al. in der so genangBasler Arbeitsgruppe® ein
abgewandeltes Auswertungsschema erstellt (11),heglén dieser Studie zusatzlich
neben dem Vysis™-Schema erprobt und beurteilt wurde

Nach Vysis™-Auswertung ist der Befund positiv (=ligy@e), wenn von 25 ausge-

zahlten Zellkernen vier oder mehr eine ZunahmeSignale der Chromosomen 3, 7
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oder 17 zeigen. Hierbei ist es unerheblich, ob siclerhalb einer und/oder mehrerer
Chromosomenreihen Zugewinne darstellen oder obgdsamte Zelle polyploid ist.
Gleiche Kriterien hinsichtlich der Anzahl abnorméellkerne gelten aufgrund
besonderer Rahmenbedingungen auch bei der Auszahlon 50 Zellkernen pro
Préaparat (siehe 2.7). Ein Praparat gilt im Gesarstanso als positiv, wenn 12 oder
mehr Zellkerne ein oder kein Signal fir 9p21 zeigen

Bei der Bewertung nach den Kriterien der Baslereftdgruppe mussen 2 oder mehr
Zellkerne eine Signalzunahme bei Chromosom 3, 7 lihader einen Verlust eines
oder beider 9p21-Signale aufzeigen, um das PraparaGesamten als positiv (=
maligne) zu befunden. Von der Z&hlung sind hiedeas als bei der Auswertung nach
Vysis™, tetraploide Zellen ausgeschlossen.

Polyploide, so genannte Schirmzellen (siehe Purkk#8 wurden bei beiden Schemata
nicht in der Wertung bericksichtigt. Alle Ergebmissvurden notiert und mit den
Ergebnissen des jeweils anderen Auswertungsschedes, zytologischen Unter-

suchungsergebnissen sowie dem klinischen Verlagfichen.

2.9 Praparateaufbewahrung

FISH-behandelte Praparate sind aufgrund der vergtend Markierungssysteme
(Sondenmischung und DAPI II-Gegenfarbemittel) sdiloht- und temperatur-
empfindlich und anfallig fur Feuchtigkeit. Die Peipte wurden daher wahrend der
mikroskopischen Auswertung verdunkelt auf Eis getag Fur die Langzeit-
aufbewahrung wurden die Préaparate durch Einwickeufolie geschiitzt und bei

-20°C in kaltestabilen Plastikbehéltern trockergeiroren.

2.10 Reagenzien, Enzyme, Losungen

Folgende, in alphabetischer Reihenfolge aufgefiRgagenzien sind Bestandteile des
UroVysion™ Bladder Cancer Recurrence Kit, bezodeer iie Firma Abbott GmbH &
Co KG, Wiesbaden.

DAPI lI-Gegenfarbemittel
DAPI 1I-Gegenfarbemittel (4,6-Diamidino-2-Penylidylo in  1,4-Phenylendiamin,

Glycerin und Puffer im Lieferumfang von 1000 ul z@egenfarben der hybridisierten
Praparate.
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Nonidet P-40 (NP-40)
2 ml Nonidet P-40; nichtionisches Detergens zutdfnauswaschung.

UroVysion™ Sonden-Mischung

UroVysion™ Sonden-Mischung bestehend aus Fluorptemkierten zentromer-
spezifischen Chromosomensonden (Chromosome Enuareqaiobe, CEP®) CEP 3
SpectrumRed™, CEP 7 SpectrumGreen™, CEP 17 Spebtusri™ und der Lokus-
spezifischen Sonde (Locus Specific Identifier, ®59p21 SpectrumGold™ im Puffer
aus Dextransulfat, Formamid und SSC im Lieferumfaog 300 pl fir den Nachweis
und die Quantifizierung der Chromosomen 3, 7, 1d dem Lokus 9p21.

20 x SSC-Salz

66 g 20 x SSC- Salz, zusammengesetzt aus 43,9ryiahlorid und 22,1 g Natrium-
zitrat, zum Erstellen von bis zu 250 ml 20 x SS&3dng durch Auffillen mit
deionisiertem Wasser.

Daneben wurde ebenfalls von der Firma Abbott GmbHC& KG, Wiesbaden, das
FISH-Reagenzien-Kit fur die Praparate-Vorbehandlumg folgenden Enzymen und

Puffern angewandt:

Pepsin (2500- 3000 E/mg)

Pepsin-Protease im Lieferumfang von 3 x 25 mg zerstéllung der Protease-Ldsung

durch Zugabe zu je 50 ml Pepsin-Puffer fur die &ulylse zytoplasmatischer Proteine.

Pepsin-Puffer
Puffer aus 10 mM HCI in einer Menge von 3 x 50 ml.

Phosphatgepufferte Salzlésung
Phosphatgepufferte Salzlésundp@sphate bffered sline; PBS) 2 x 250 ml.

100 x MgClI?,
3x 0,5 ml.

Die nachfolgend aufgefuihrten Lésungen wurden zlishtangesetzt und bei Raum-

temperatur durch die Zugabe konzentrierter HCI- .bZwaOH-L6ésung auf den
entsprechenden pH-Wert eingestellt und durch ey um-Filter filtriert.
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20 x SSC-LGsung
66 g 20 x SSC-Salz (Abbott GmbH & Co KG, Wiesbadeajden zum Erstellen einer
20 x SSC-Losung in 200 ml deionisiertem Wasser gjelind bei RT auf pH 5,3

eingestellt.

0,4 x SSC /0,3 % NP-40

20 ml 20 x SSC-Losung mit einem Grund-pH-Wert voB Wwerden mit 3 ml NP-40
(Abbott GmbH & Co KG, Wiesbaden) vermischt und 847 ml deionisiertem Wasser
aufgefillt. Bei RT erfolgt anschlie3end die Einkted der Lésung auf pH 7,5 £ 0,2.

2Xx SSC /0,1 % NP-40
In 849 ml deionisiertem Wasser werden 100 ml 208C&.0sung (pH 5,3) und 1 ml
NP-40 (Abbott GmbH & Co KG, Wiesbaden) geldst. fel-Wert ist 7,5 £ 0,2.

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Zur Erstellung einer Stammlésung werden 8 g Na(@g KCl, 1,44 g Na2HPO4 und
0,24 g KH2PO4 unter Ruhren in 800 ml deioniserteas¥ér gelost. Der pH-Wert wird
auf 7,4 bei RT eingestellt. Alle Bestandteile staanmvon Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim.

1 % Formaldehyd-L&sung
1 % Formaldehyd-Ldsung (Staub & Co Chemiehandeddigebaft mbH, Nirnberg)
aus 12,5 ml 10 % neutral gepuffertem Formalin,9l2M MgCI2 und 37 ml PBS.

Carnoy-L6sung

Die Carnoy-Losung besteht aus 150 ml Methanol, 45Cmoroform und 25 ml
Eisessig. Chloroform bewirkt die Extraktion von Sabstanzen und begiinstigt somit
das Eindringen der Fixantien Methanol und Eisessitps Gewebe des Praparates. Alle

Substanzen wurden von Merck Chemie GmbH, Darmdbedgen.

Daneben wurden 70 %-, 80 %- und 100 %ige Ethanelshgen(BriggemannAlcohol
GmbH & CO KG, Heilbronn) und_ Xylol(CSC Jaklechemie GmbH & Co. KG,

Nurnberg) zum Fixieren und Waschen der Praparateverslet. Konzentrierte

Natronlauge (1 N_NaOHund konzentrierte Salzlésung (HQlienten dem Einstellen
der gewinschten pH-Werte. NaOH und HCI| wurden voerdd Chemie GmbH,
Darmstadt, bezogen.
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2.11 Gerate

Fur die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurdeusitzlich zur gangigen Labor-

ausstattung folgende Gerate bendtigt:

Auflicht-/ Fluoreszenzmikroskop
Mikroskop Leica DM RBE (Firma Leica, Solms) mit Raticht- und Auflicht-

fluoreszenzeinrichtung zum parallelen Einsetzenbid@r Fluoreszenzfilter zur

Detektion Fluoreszenz markierter Gensignale.

Fluoreszenzfilter
Einzelbandpass-Aqua-, Einzelbandpass-Gelb-, DARr#bandpass- und DAPI/ Rot/

Grin-Triple-Fluoreszenzfilter zum Einsetzten in dfleszenzmikroskope. Alle
Fluoreszenzfilter stammen von Vysis Inc., Downersv@, USA, bezogen uber die
Firma Abott GmbH & Co KG, Wiesbaden.

Heizblock
Programmierbarer Heizblock mit integrierter Feugkeitskammer (HYBrite™, Vysis

Inc., Downers Grove, USA) zur Denaturierung und khibierung.
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3. Ergebnisse

3.1 Praparatekollektiv

Von den anfanglich 95 ausgewahlten Praparatertestedich 79 Praparate als geeignet
fur die vorliegende Studie heraus. Die Grinde figr Michtbertcksichtigung von 16
Préaparaten sind in Tabelle 9 aufgefuihrt. Hauptdugsskriterium war eine zu geringe
Zellzahl im gesamten Praparat oder bezogen auftdbare Zellkerne, die keine
reprasentative Aussage hinsichtlich der Dignitas d&aparates mdoglich machten.
Ebenso erwies sich ein hoher Zellkernreichtum depdtates als unbefriedigend, da
durch Zelliiberlagerung einzelne Zellkerne nicht winander abgrenzbar waren und
Sondensignale keiner bestimmten Zelle zugeordnetlemekonnten. Daneben zeigten
Zellkerne in einzelnen Proben fur eine Auswertungehwache Sondensignale, da das
Eindringen von Protease und Sonden in die Zellkawfgrund der gegenseitigen Uber-
lagerung bei hoher Zellkerndichte nicht ausreicherfdlgt war. Weitere Griinde fur
einen Préaparateausschluss waren unzureichendalimgffeines primér HE-gefarbten
Praparates, Fehler in der Materialart und nachtfaglfestgestellte fehlende
Verlaufskontrolle (siehe Tabelle 9).

Grund Anzahl
Zellzahl zu gering 9
Sondenmarkierung zu schwach 3
Zellzahl zu hoch (Cluster) 1
Unzureichende Entfarbung 1
Keine Verlaufskontrolle 1
Falsche Materialart{aus Harnblase) 1

Tabelle 9: Grund und Anzahl von Praparaten, die aus der \Wgrgenommen wurden.

Alle ausgewerteten Préparate zeigten trotz untedlith langer Lagerung vor der
Untersuchung keine Qualitatsunterschiede fir dievérdbarkeit des FISH-Verfahrens.
Die Zeitdauer zwischen zytologischem Primarbefunad UFISH-Bearbeitung lag
zwischen 2 Wochen bis 10 Monaten (im DurchschnétMonate). Ebenso bestanden
keine signifikanten Einschrankungen oder VorzigeBarug auf Art der Material-
gewinnung. Spontan-, Pouchurin und Blasenspllijkssi unterschieden sich teilweise

im Zellgehalt, der Zellzusammensetzung und in damdfgrundbildern (wie Anzahl an
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Schirmzellen, bakterielle Kontamination), was jed&eine Auswirkungen auf Qualitat
oder Auswertbarkeit hatte.

Signifikante Unterschiede bestanden dagegen beEdgebnissen zwischen gefarbten
und ungefarbten Praparaten. HE-gefarbte Prapamtgemn sich mit Ausnahme von
einem unzureichend entfarbten bzw. drei zu schwsaddenmarkierten Praparaten nach
entsprechender Entfarbung fur die Anwendung undgmbatik mittels FISH als
vergleichbar geeignet wie ungefarbte PréaparateoDavichen Papanicolaou-gefarbte
Praparate ab. Trotz eines zusatzlichen Waschsshrdteser Praparate in Carnoy-
Loésung wahrend der Entfarbung waren in der mikrpgahen Auswertung 9 der
insgesamt 12 initial nach Pap-gefarbten Prapardterdiarchschnittlich schwer
auswertbar. Die Zellkerne erschienen wéahrend deob&ehtung in allen vier
Fluoreszenzfiltern von einem grau-matten Schile@rdeckt, der eine Sondendetektion
nachhaltig erschwerte. Interessanterweise stamriernviar negativ diagnostizierten
FISH-Ergebnisse bei positivem follow-up (falsch-atg siehe 3.5.2.2) aus diesem
Praparatekollektiv, was die diagnostische Wertigles FISH-Verfahrens an derartigen
Praparaten einschrankt. Im Rahmen dieser Studangeds nicht, methodische Modifi-
kationen fir ein besseres diagnostisches FISH-Brgebn Papanicolau-gefarbten
Praparaten zu etablieren.

3.2 FISH-Anwendung

Die FISH-Anwendung erfolgte in der vorliegendendisunach den Herstelleranweisun-
gen des UroVysion™ Bladder Cancer Recurrence KitAbweichungen in zwei Punk-
ten.

Im Originalprotokoll wird eine Proteasezeit von Minuten + 1Minute fur eine
Proteolyse als ausreichend angegeben. Praparatdiirddiese Zeit in Pepsin-Puffer
inkubiert wurden, zeigten bei der mikroskopischeaswertung nur sehr schwache
Sondensignale, die schwer zu detektieren wareneéihtem Zellgehalt des Praparates
blieb die proteolytische Aufschliisselung der Zetliee aus, so dass aufgrund des
fehlenden Eindringens der Sonden keine Fluoreszarkenung stattfand. Da die
Qualitat der spateren Sondensignale und somit aieldiagnostische Aussagekraft
entscheidend vom Proteolyseschritt abhangig sinnldevdie Proteasezeit im Weiteren

auf 20 Minuten bei unveranderter Temperatur erh@hese Zeit erwies sich als
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ausreichend fiur eine vollstandige Proteolyse urmtaehte in der mikroskopischen
Darstellung zufrieden stellende Resultate; eindeseiErhhung der Einwirkzeit zeigte
keine Verbesserung der Ergebnisse.

Neben Abweichungen hinsichtlich der Proteasezeitdewum Verlauf der Studie die

Menge der Sondenmischung fir die Hybridisierung Rgiparate abgewandelt. Nach
Vorgaben von UroVysion™ werden 3 pl SondenmischpregPréparat benétigt. Eine
Verringerung der Menge auf 2,5 pl Sondenmischurwges sich als véllig ausreichend,
um das zuvor gekennzeichnete Areal auf dem Obijaldtr (siehe Punkt 2.2) voll-

standig mit Sondenmischung fur den Hybridisierunget zu bedecken. Als positiver

Nebeneffekt wurde dadurch ein Verrutschen des Daskg aufgrund einer hohen
Flissigkeitsmenge auf dem Praparat mit der GefabrZkrreibens der Zellkerne bei

Korrektur des Deckglassitzes umgangen.

3.3 Mikroskopische Analyse

3.3.1 DAPI-FluoreszenZzfilter (Zellkernmorphologie)

Neben der primaren Beschreibung der Zellkernmogmheldienten Auffalligkeiten der

morphologischen Darstellung der Zellkerne im DAReF der indirekten Detektion

genetischer Abweichungen. Dabei konnten Prapamatduzchweg homogenes Bild an
Zellkernen bieten oder eine unruhige Darstellungunierschiedlichen Zellkerngréf3en,
Zellanhaufungen und -formen aufweisen. BesonderggeAmerk galt Zellkernen, die
sich von der Gesamtheit der Ubrigen Zellkerne abholJnregelmallig konturierte,
pleomorphe Kerne, die in ihrer Gestalt teilweiseeysopodienartige Auslaufer
aufwiesen, sprachen mit hoher Wahrscheinlichkeit génetische Veranderungen.
Ebenso waren vergroRerte Zellkerne und Chromatmeiarungen primar verdachtig
fur genetische Aberrationen (siehe Punkt 6.1, Ahlngen 4-8). In der Mehrzahl der
Falle erfullten die untersuchten Zellkerne nichtr neines der funf beurteilten
Morphologiekriterien (siehe Punkt 2.8), sondern f&chnitt drei pro Praparat.
Interessanterweise stellte sich jedoch kein beslnes Kriterium im Einzelnen oder in
der Summe als Beweis flr Malignitat dar, ebenso igvemie eine unauffallige

Zellkerndarstellung zwingend fur einen normalen ddmwsomenbefund sprach.
Daneben erwies sich die Zellkerndarstellung im D&Rer als Qualitatskriterium far

das Préaparat, da die Helligkeit der FluoreszenzZad#lkerne fur die Wirksamkeit der
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zuvor stattgefundenen Proteolyse und Sondenmarigesmngesehen werden konnte. Je
starker und leuchtender sich das Praparat in séeeamtheit unter Berlcksichtigung
der Rahmenbedingungen wie bakterieller Kontaminatiod Zellgehalt prasentierte,

desto klarer war die Sondenmarkierung erfolgt.

3.3.2 Rot-Griin-Fluoreszenzfilter und Aqua-Fluoreszezfilter
(Chromosome 3, 7 und 17)

Gut detektierbar zeigte sich die Sondenmarkierumg €hromosom 3 im Rot-Grin-
Filter. Die markierten Chromosome fluoreszierteriéiftsg und erlaubten dadurch
Auswertungen auch bei teilweise inkompletter chreomoaler Kondensation (siehe
3.3.4). In diesem Filter stellte sich der Zellkemuséatzlich zu den sichtbaren
Sondensignalen grau dar und erméglichte somit ggmaue Zuordnung von Signal zu
Zellkern. Bei ausgepragter Polyploidie des Chromms@ kam es zum Teil zu einer
starken Fluoreszenz der multiplen Sondensignale dlee Umrisse der Zellkerne
hinaus, was dem Praparat in der Gesamtheit eirtéohegin Schimmer verlieh. Dieser
Hintergrund erschwerte die Auswertung der in diesgéher gleichzeitig angeregten
grinen Sondensignale. Die grine Fluoreszenz dekiertan Chromosoms 7 erwies
sich in der Mehrzahl der Falle aufgrund schwackgensitat als deutlich schwerer
auswertbar als die Sondensignale der Chromosonwalei317. Sie wurde leicht durch
Farbabstrahlung anderer Fluoreszenzsignale, Zelkeder Bakterien tberlagert. Die
Detektion der Fluoreszenzsignale von Chromosom it dem Aqua-Filter erwies sich
als gut durchfiihrbar. Die blauen Sondensignale ingbzh von der in diesem Filter sehr
dunklen Umgebungsdarstellung deutlich ab, nacbteilar lediglich die erschwerte
Abgrenzbarkeit der einzelnen Zellkerne untereinamtlgch die geringe Hintergrund-
fluoreszenz (siehe Punkt 6.2, Abbildungen 9-12).s Dsuftreten chromosomaler
Aberrationen innerhalb eines Zellkernes konnte $dwair ein Chromosom als auch
mehrere Chromosomen unter Einbezug von Genlokusaise betreffen (zur
Haufigkeit und Verteilung der genetischen Abernmagio sieche Punkt 3.4). Es lagen
innerhalb desselben Sichtfeldes aul3erdem euploigékeZne neben gering- bis

hochgradig genetisch veranderten Zellen.
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3.3.3 Gold-Fluoreszenzfilter (Genlokus 9p21)

Schwierig gestalteten sich die Auswertungen deddRas 9p21 im Gold-Filter (siehe
Punkt 6.3, Abbildungen 13-14). In euploiden Zelbsianden sich beide Sondensignale
oft in unterschiedlichen Ebenen innerhalb des 2efik, so dass fir eine richtige Inter-
pretation der Zelle ein komplettes Durchfokussiedes Zellkerns in seinem gesamten
Durchmesser Voraussetzung war. Bei unzureichendecHibkussierung héatten viele
Zellkerne durch nur ein einzelnes sofort sichtbéesdensignal monosom fiir 9p21
bewertet werden kdnnen mit einer demgemal falsshipen Bewertung.

Die Fluoreszenz im Gold-Filter erwies sich aufgrudes von Vorneherein schwachen
Fluoreszenzsignals als besonders abhangig vom gErfi#r vorangegangenen

Hybridisierungsschritte.

3.3.4 Schwierigkeiten bei der fluoreszenzmikroskopthen Auswertbarkeit

Bei der mikroskopischen Auswertung der Praparateemvainige Besonderheiten zu
beachten. In fast jedem Préparat, vermehrt in BEs@flissigkeiten, traten so
genannte Schirmzellen auf. Diese Zellen sind phygischerweise polyploid und von
einem breiten, gut sichtbaren Zytoplasmasaum unmgebEotz des abnorm
erscheinenden FISH-Befundes durfen sie nicht in Mlertung eines Praparates
eingehen. Die Auswertung eines Préparates kanih dakterien erschwert werden, die
abhangig vom eingesetzten Fluoreszenzfilter untenstdnden starke punktuelle
Fluoreszenzsignale erzeugen und damit umgebendieBsignale tberdecken. Fur eine
objektive Praparatauswertung erwies sich eine lghe#fiige Verteilung der Zellen auf
dem Objekttrager als unabdingbar. Bei ungentgend&ytozentrifugenpraparat
erschwerten Zellanhaufungen (Cluster) eine Abgregzueinzelner Zellkerne
untereinander oder eine erfolgreiche Hybridisierwag vollstandig verhindert worden.
Bei zu vehementer Sedimentation der Zellen auf @bjekttrager kam es zu einem
Aufplatzen der Zellkerne. Die Hybridisierung griffuch in diesen Fallen, jedoch
befanden sich, neben fehlender Bewertbarkeit detlkefamorphologie, die
sondenmarkierten Chromosome zum Teil aul3erhalb zéestorten Zellkerne und
konnten nicht zugeordnet werden. In beiden Fallenesen sich solche Préparate oft
als zu zellarm an auswertbaren Einzelzellkernenfiti eine reprasentative Beurteilung

bendtigt werden. Eine Gefahr fur verféalschte Ergedmn stellten des Weiteren
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inkomplett kondensierte Chromosomen dar. In Abhgket vom Zellzyklus zeigten
sich die chromosomalen Hybridisierungssignale ®de& nicht als konzentriert
punktuell, sondern als schwach-farbige Spiralerr é@elen, die schwer zu detektieren
waren. Gerade im Falle der Markierung von 9p21 kadies zu einer falsch- positiven
Begutachtung fuhren, da somit falschlich vom Feldieres oder beider Sondensignale,
mithin einer Deletion des betreffenden Genlokuszagehen ware (siehe Punkt 6.4,
Abbildungen 15-18).

3.4 Verteilung und Haufigkeit genetisch abnormer Zéen

Von insgesamt 79 Praparaten erwiesen sich 15 distamalig euploid. Die folgende

Darstellung der Verteilung und Haufigkeit genetesxcAberrationen bezieht sich auf die
ubrigen 64 Praparate der Studie mit genetischer@dnderungen. Dabei gingen alle
aneuploiden detektierten Zellkerne in diese Wertamg unabhangig davon, ob das
dazugehorige Praparat im Gesamten positiv odertinefaurteilt wurde. Generell

konnte beobachtet werden, dass Verdnderungen dMmomosomenreihe nicht

notwendig mit einer Euploidie oder Aneuploidie araleChromosomen korreliert. Die
detektierten genetischen Verdnderungen konnterglieldi eine Chromosomenreihe
bzw. den Genlokus 9p21 oder bis zu alle drei uatdrten Chromosomenreihen

inklusive den Genlokus 9p21 betreffen.

3.4.1 Allgemeine Verteilung

Am haufigsten stellten sich Zugewinne bei Chromosodar. Von den 64 aneuploiden
Praparaten zeigten 47 eine Zunahme auf 3 oder 8gmale, entsprechend einer
Haufigkeit von 73,4 %. Fast ebenso haufig (66,1 Wkirde bei 42 Fallen eine
veranderte Chromosom 17-Anzahl gefunden. In 41draken erwies sich Chromosom
7 als aneuploid (64,1 %). Deletionen des Genlolp&l konnten mit einer Haufigkeit
von 59,3 % bei 38 Praparaten beobachtet werdehe($dagramm 1). Dabei handelte
es sich in 61,5 % der Falle, entsprechend 23 Patgrgrum eine einfache Deletion (ein
Sondensignal pro Zellkern), 10 Praparate (26,3 éten kein Sondensignal fir 9p21
(Doppeldeletion) und in 13,2 % kamen in jedem dePr@parate beide Arten des

chromosomalen Teilverlustes vor (siehe Diagramm 2).
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Prépara- 5o, 47

Préparate-
teanzahl 42

454 41 anzahl -
38 25
401
354 20 1
301
25, 15 -
204 10 -
15-
10+ 5 4
5
0 0 i T .
3 7 17 9p21 Einzeldeletion Doppeldeletion Deletion-
Kombination
Chromosom/Genlokus Deletionsart
Diagramm 1: Verteilung und Haufigkeigene- Diagramm 2: Verteilung und Haufigkeit von

tischer Aberrationen bei Chromosom 3, 7, 17 ur@p21-Deletionen.
Genlokus 9p21.

Mehrere gleichzeitig auftretende genetische Veramdgen betrafen bei 31,2 % der
Praparate (entsprechend 20 Praparaten) alle vimreBzenzmarkierten Bereiche.
Jeweils 18 der 64 Praparate zeigten entweder Abmrem innerhalb einer
Chromosomenreihe oder betrafen parallel 3 versehe€hromosomenreihen bzw. den
Genlokus 9p21 (je 28,1 %). In nur 8 der 64 Prapafa®,5 %) waren gleichzeitig nur
zwei Chromosomenreihen (bzw. entsprechende Chramms@ihe und Genlokus

9p21) von Aberrationen betroffen (siehe Diagramm 3)

3.4.2 Isolierte genetische Verdnderungen

Deutlich am haufigsten zeigten sich mit 50 % ddteFAbweichungen von der Norm,
die isoliert den Genlokus 9p21 betrafen. Neun degeésamt 18 Praparate dieser Unter-
gruppe wiesen nur ein oder kein Sondensignal f@1%uf. Alleinige Polyploidie des
Chromosoms 17 fanden sich bei 5 Praparaten (27,drb)in 4 Fallen (22,2 %) des
Chromosoms 3. Keines der untersuchten Praparatgezeolierte Chromosom 7-

Veranderungen (siehe Diagramm 4).
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Préaparate-

Préparate- anzahl 10 - 9
anzahl
25 -
20 8 1
20 A 18 18
7 6 - 5
15 - // 4
10 - 8 % o
5 % 2 4
/ 0
0 T T 0 T T
1 2 3 4 3 7 17 9p21

Anzahl der gen. Bereiche Chromosom/Genlokus
Diagramm 3: Verteilung und Haufigkeit parallel
auftretender genetischer Veranderungen; ,Bereich/e"
steht fir Chromosom und / oder Genlokus 9p21.

Diagramm 4: Haufigkeit und Verteilung
isolierter genetischer Veranderungen.

3.4.3 Parallele genetische Veranderungen

Wie bereits erwahnt, stellten sich in 8 aus 64 &nd@ten gleichzeitige Veranderungen
zweier und in 18 Fallen dreier Bereiche dar. Beilmichzeitigen Abweichen vom
diploiden Chromosomensatz in zwei Bereichen infbrames Préaparates betraf dies in
50 % der Falle (4 Praparate) ein Zugewinn bei Clmsiom 17 bei gleichzeitiger 9p21-
Deletion. Bei drei Praparaten (37, 5 %) waren dieo@iosome 3 und 7 vermehrt und in
12,5 % (1 Fall) kam es zu Deletionen von 9p21 Heichzeitiger Polyploidie des
Chromosoms 3 (siehe Diagramm 5). Daneben zeigtedei5.8 Préaparate mit Aber-
rationen in drei Chromosomen eine Vermehrung deo@bsome 3, 7 und 17

(83,3 %). Ebenfalls zeigten 3 Préparate (16,6 %letivmen bei 9p21 neben Zu-
gewinnen von Chromosom 3 und 7. Andere Kombinatigisowohl mit zwei als auch
drei parallel veranderten genetischen Bereichaterrinnerhalb der Praparate nicht auf

(siehe Diagramm 6).

Préaparate-

4,5 ~

Préaparate-

15

= o T
= / o
Sl el B B

gen. Bereiche

Diagramm 5: parallele Aberrationen in zwei

genetischen Bereichen.
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3.4.4 Korrelation von genetischer Aberration und Tumorgrad

Niedriggradige Karzinome (G1) wiesen eine relatileighmaliige Verteilung
genetischer Aberrationen ohne signifikante Prateminer bestimmten Chromosomen-
reihe bzw. des Genlokus 9p21 auf. Durchschnitttieigten sich, jeweils ausgehend von
25 bewerteten Zellkernen pro Préparat, in diesetiekios 3,3 Zellkerne (13,3 %) als
polyploid fiur Chromosom 3, 17, 2 % (entsprecher@l Zellkernen) fir Chromosom 7
und 21,2 % fur Chromosom 17. In durchschnittlich Bellkernen (13,3 %) fanden sich
Deletionen von 9p21. Die Praparate dieser Untemgupeigten dabei inhomogen
Abweichungen vom euploiden Chromosomensatz mitzhisallen vier untersuchten
Fluoreszenzmarkern. Im Kollektiv der G2-Karzinoméefwogen genetische Zu-
gewinne vor Deletionen. Am haufigsten zeigten sjgarallele Polysomien bei
Chromosom 3, 7 und 17. In 55,2 % (entsprechen8l) I&r Zellkerne stellten sich
Chromosom-3 Zugewinne dar, in 12,7 Zellkernen (830)&ugewinne von Chromosom
7 und in 46,4 % (entsprechend 11,6 Zellkernen) @romosom 17. Deutlich weniger
haufig als bei niedriggradigen Karzinomen warenl9p2letionen zu finden (10 %).
Ahnliche Ergebnisse waren auch bei den G3-Karzimome erheben. Insgesamt
zeigten sich in 70,4 % (entsprechend 17,6 Zellkerigewinne bei Chromosom 3,
bei 16,3 Zellkernen (65,2 %) bei Chromosom 7 unddtgomosom 17 in 61,2 % (15,3
Zellkerne pro Praparat). Deletionen des Genloku&l 9paren mit einer Haufigkeit von
14,6 % (entsprechend 3,6 Zellkernen) zu finden.

3.5 Analyse der Ergebnisse

Alle folgenden, in Prozent angegebenen Resultadmg(8vitat, Spezifitat, positiver/
negativer pradiktiver Wert) errechneten sich aus dktuell in dieser Studie nach
Auswertung der Praparate ermittelten Ergebnissélgleich mit den in der zeitlich
festgelegten Verlaufsbeobachtung vorliegenden BkfuonAufgrund des kurzfristigen
Nachbeobachtungszeitraums stellt besonders dieilgewmagegebene Spezifitat der
einzelnen Methoden keinen endgiltigen Wert dardeonentspricht dem momentanen
Stand der vorliegenden Ergebnisse und kann somihem weiter angelegten Verlaufs-

rahmen von den hier angegebenen Werten abweichen.
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3.5.1 Allgemeine Untersuchung

Insgesamt gingen 79 Praparate in die Wertung dsKAntrolle aller erhobenen Unter-
suchungsergebnisse diente das follow-up zu jedeipaPat (siehe Tabelle 10). In den
folgenden Punkten wurden Zytomorphologie, FISH na¢iisis™-Schema (im
Folgenden nur noch ,Vysis-Auswertung“ genannt) &ih8H nach den Basler Kriterien
verglichen (siehe dazu 2.8.2).

Von 79 Praparaten zeigten sich 55 negativ und Zdtipdoezuglich einer Karzinom-
entwicklung in der kurzfristigen Verlaufsbeobaclguie morphologische Zytologie
erfasste hiervon 65 Praparate als negativ und 44aditiv, entsprechend 11 falsch-
negativen und einem falsch-positiven Resultat (Henat 54,2 %, Spezifitat 98,2 %).
Der positive pradiktive Wert (PPW) ist mit 92,8 %her als der des FISH-Verfahrens.
Dagegen wurden nicht alle positiven Verlaufe etfassl der negative pradiktive Wert
(NPW) liegt bei 83,1 %.

Die Auswertung nach Vysis-Kriterien zeigt in dernSue aller Praparate eine Sensi-
tivitat von 79,2 % bei einer Spezifitat von 92,7 %sgesamt waren 56 Praparate
negativ und 23 positiv. Die 23 positiven Befundiensten jedoch nicht vollstandig in
der Zuordnung von positiv bewerteten Praparaten taiachlich im Verlauf
aufgetretenen Karzinomfallen Uberein. Daher lieggmyohl in der Summe nur ein
falsch-negativer Befund ersichtlich ist, insgesanfalsch-negative Resultate bei 4
falsch-positiven vor. Somit wurde ein positiver dlikiiver Wert von 82,6 % erzielt bei
einem negativen pradiktiven Wert von 91,1 %.

Mit 13 falsch-positiven (PPW 59,4 %) und 5 fals@gativen Praparaten (NPW

89,4 %) bei 47 negativen und 32 positiven Werturgggte sich die Auswertung nach
der Basel-Methode deutlich weniger spezifisch (Beitat 79,2 %, Spezifitat 76,4 %)
und stuft signifikant mehr Praparate als falschitposin als Zytomorphologie und die
Bewertung nach Vysis.

Die Untersuchungsmethode nach Vysis-Vorgaben uadZgtomorphologie erwiesen
sich zusammenfassend ungeféahr gleich spezifisch inndiesem Punkt deutlich
zutreffender als eine Bewertung nach Basel. Diffeea stellten sich beziglich der
Sensitivitat der Untersuchungsergebnisse heraide B¢SH-Verfahren waren in der
Gesamtheit deutlich sensitiver als die Zytologie.
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Ergebnis Zytologie Vysis- Basler follow-up
Auswertung Auswertung

Positiv 14 23 32 24

Negativ 65 56 47 55

Falsch positiv 1 4 13

Falsch negativ 11 5 5

Sensitivitat 54,2 % 79,2 % 79,2 %

Spezifitat 98,2 % 92,7 % 76,4 %

PPW 92,8 % 82,6 % 59,4 %

NPW 83,1 % 91,1 % 89,4 %

Tabelle 1Q Ergebnisse von morphologischer Zytologie, Auswegen nach Vysis und Basel im
Vergleich zum klinischen follow-up. PPW = positiveradiktiver Wert. NPW = negativer pradiktiver
Wert.

3.5.2 Einzelanalysen
Die folgenden Ergebnisse wurden in vier Untergramppach dem initial erhobenen
zytologischen Untersuchungsbefund eingeteilt, ddé $n dieser Studie signifikante
Unterschiede hinsichtlich der Ergebnisse in best@emmzytologischen Kategorien
darstellten. Die Einteilung erfolgte dabei nachokygischem Primarbefund wie in
Punkt 2.1 dargestellt.

3.5.2.1 G1-G3-Karzinome

Zytologisch waren 14 Praparate als G1-G3-Karzindarei G1-, 8 G2-, drei G3-
Karzinome) befundet worden. In 13 Fallen stimmte Biagnose mit dem follow-up
Uberein, bei einem Patienten war kein Karzinomfizggrbar (PPW 92,8 %, NPW in
dieser Untergruppe nicht bestimmbar). Die Vysissedung stimmte in ihren
Resultaten zu 100 % mit dem klinischen Verlauf éberDie Beurteilung nach Basel
zeigte in dieser Gesamtgruppe ein falsch-positRegparat und war somit in Sensi-
tivitdt und Spezifitat mit der Zytologie gleichauf.

In dieser zytologischen Gruppe zeigten alle dretethuchungsmethoden die gleich
hohe Sensitivitat, jedoch erfasste nur die Ausweytnach Vysis das einzig negative
Praparat aus der Gruppe G1. Je hoher die Gradgieden untersuchten Praparate
ausfiel, desto sicherer erwiesen sich alle dreietdoichungsmethoden in ihren
Ergebnissen und erfassten alle 11 Praparate (8uG@-3 G3-Préaparate) zutreffend
positiv. Die diagnostischen Schwierigkeiten sowdérl Zytologie, aber auch von FISH-
Untersuchungen, den Ubergang von Atypien zu nigdaigigen (G1-) Karzinomen
richtig detektieren zu kénnen (10), konnte in dieSaidie nicht aussagekraftig unter-
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sucht werden, da mit lediglich drei Praparatenati€ategorie keine ausreichend grofie

Anzahl fur eine repréasentative Bewertung vorlag.

3.5.2.2C0, C1, C2

Préaparate, die sich in ihrer Gesamtheit und Struktwerdachtig prasentierten, wurden
als CO-Praparate eingestuft. Diese zeigten zeifgleytologisch keine oder nur leichte
entziindliche Veranderungen. Cl-Praparate wieseinggebis mafiige Zellanomalien
auf, welche meist von kraftigen entzindlichen Veginngen begleitet wurden. In der
Gesamtbeurteilung wurden diese als abnorm, jedowt nmaligne eingestuft.
Atypische, malignitatsverdachtige Praparate zeiglerC2-Praparate stark ausgepragte
Zellanomalien. Eine eindeutige Malignitatszuordnuwagr in diesen Fallen nicht
madglich, da sich parallel starke entziindliche Vdeiongen darstellten, welche als
Ursache der Zellanomalien nicht sicher ausgesafosserden konnten. C1- und
besonders C2-Praparate sind aus zytologischer Kimhirollbedirftig, gelten zum
erhobenen Zeitpunkt jedoch als nicht (sicher) posit

Insgesamt lagen 9 CO-Praparate vor, welche im Viellp zwei positive Verlaufe
zeigten. Sowohl die Auswertung nach Vysis als dBabel erfasste jeweils eines dieser
Praparate als positiv. Histologisch wurde im Vefrlagin pTaG2-Karzinom
diagnostiziert. Das andere im Verlauf positive G@gRarat war histologisch ein pTaG1-
Karzinom. Dieses wurde von beiden FISH-Verfahreohnierkannt. Die Zytologie
befundete beide Praparate falsch-negativ (insgebt 77,8 %). Zusammenfassend
lieferte die Vysis-Auswertung den hochsten positipeadiktiven Wert mit 100 % bei
einem negativen pradiktiven Wert von 87,5 %.

Aus der Untergruppe der Cl-Praparate lagen 8 Ratigaor, vier davon mit einem
positiven klinischen Verlauf. Von diesen vier Prdgtan wurde nur eines durch die
beiden FISH-Verfahren als positiv detektiert, wekHistologisch als pTaG2-Karzinom
diagnostiziert wurde. Die drei anderen sich enteiclen Karzinome bzw. —vorstufen
(pTaGl, pTaG2 und CIS) wurden von keinem Verfalmam Zeitpunkt der Unter-
suchung als positiv befundet.

Insgesamt beurteilte die Zytologie alle 8 Prapaditser Untergruppe als abnorm,
jedoch nicht maligne, entsprechend 4 falsch-negatiResultaten (NPW 50 %). Die

Bewertung nach Vysis-Kriterien ergab drei falsclgateve Befunde, d.h. der positive
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pradiktive Wert liegt bei 100 %, der negative pkiisge Wert bei 57,1 %. In der
Bewertung nach Basel zeigten sich zwei Praparaiiyodie jedoch in der Zuordnung
von Praparat und follow-up nicht Gbereinstimmted somit 3 falsch-negative und eine
falsch-positive Bewertung ergaben (in dieser Grupp& und NPW je 50 %). Das
einzige vorliegende C2-Praparat wurde zytologisichtreindeutig positiv, jedoch von
beiden FISH-Verfahren positiv bewertet, was durahe eKarzinomentwicklung im
follow-up bestétigt wurde. Es handelte sich hienbei ein histologisch als pTis ein-
gestuftes Karzinom.

Zusammenfassend hatte sowohl die FISH als aucEyd@ogie im CO-C2-Préparate-
kollektiv die meisten Probleme mit Ubereinstimmuvgn erhobener Diagnose und
follow-up. Insgesamt wurden in dieser Gruppe 2 CEBn pTAG1l- und 2 pTaG2-
Praparate von keinem der drei Verfahren als postngestuft. Interessanterweise
stammten vier der funf falsch eingeordneten Prdpaaais der Gruppe initial nach
Papanicolaou (Pap)- gefarbter Zytozentrifugenpiapar

Es bleibt in dieser Studie offen, ob die falschategn Ergebnisse durch das schwer zu
bewertende (teilweise entziindlich veranderte) ddlider, wie bereits unter Punkt 3.1
dargestellt, die initiale Pap-Féarbung aller viegesprochenen Préparate erklart werden

kdnnen.

3.5.2.3Zustand nach Karzinom

Da in dieser Studie unter anderem die WirksamkeitfISH fir eine friihe Detektion
von Harnblasenkarzinomrezidiven untersucht werdsgles wurden 20 Praparate ein-
bezogen, die einem ,Zustand nach Karzinom* entsmmacVon den Patienten erlitt
einer im Nachbeobachtungszeitraum ein Karzinomrezith dieser Untergruppe
zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen demeéien Untersuchungsmethoden.
Wahrend sich die Zytologie mit einem falsch-negativErgebnis einen sehr hohen
NPW von 95 % erzielte, erbrachte die Bewertung n¥gsis-Kriterien bei einer
Sensitivitat von 100 % lediglich einen positivenagiktiven Wert von 33,3 %,
entsprechend 2 falsch-positiven Resultaten. Nochigee spezifisch mit 5 falsch-
positiven Ergebnissen stellte sich Basel-Methoaik d

Es bleibt im Hinblick auf die sehr kurze Nachbedtiangszeit offen, ob die FISH-

Diagnostik zu wenig spezifisch ist oder ob sie ril@agerfristigen prognostischen Wert
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besitzt, da neben dem einen, abweichend von devldfye bereits richtig-positiv
detektierten Fall eventuell mehr Patienten ein &ezam weiteren Verlauf entwickeln

wurden.

3.5.2.4Negativkontrollen

27 Praparate dienten in der vorliegenden StudieNalgativkontrollen, sie stammten
von Patienten ohne Karzinomanamnese. Drei Préaparatesen sich im Verlauf als
positiv, die von der Zytologie nicht erfasst wordemren. Ahnlich der Untergruppe
.Z.Nn. Karzinom* zeigte sich auch in diesem Prépsikaliektiv FISH weniger spezi-
fisch und detektierte 2 (Vysis-Schema) bzw. 4 Pratea(Basel-Auswertung) falsch-
positiv bei je einem falsch-negativem PréaparatdBéYerfahren waren also mit einem
NPW von 95,6 % bzw. 95,2 % gegeniber 88,9 % depldgie in der Detektion
negativer Ergebnisse Uberlegen. In dieser Untepguiiel der positive pradiktive Wert
jedoch bei allen drei Verfahren niedrig aus (Zygpo 0 %, Vysis-Schema 50 %, Basel-
methode 33,4 %).

Auch in dieser Untergruppe bleibt die Frage offeh, sowohl eine Bewertung nach
Vysis-Kriterien als auch nach Basel sich im Verlalsf zutreffend erweisen werden und
die zu diesem Zeitpunkt erhobenen positiven Resufieddiktiv fir eine klinisch noch
nicht detektierbare Karzinomentwicklung sind.

3.5.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Auf die gesamte Studie bezogen erwies sich die Auswg nach Vysis-Kriterien und

die Zytologie im angelegten Nachbeobachtungsrahatewergleichbar spezifisch und
erfassten negative, karzinomfreie Praparate miz 98respektive 92,7 % gleich sicher.
Die Bewertung nach Basel-Schema stellte sich skgmt weniger spezifisch dar
(entsprechend einem aktuellen PPW von 59,4 %). éfjag zeigten sich beide FISH-
Verfahren der Zytologie in ihrer Sensitivitat flledDetektion positiver Ergebnisse in
der Gesamtheit klar Uberlegen. Alles in allem eswgch in dieser Studie die
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit einer Austueig nach Vysis-Kriterien als das
Diagnostikverfahren mit der hdchsten Spezifitat Gedsitivitat.

Allen drei Methoden erfassten G3-Karzinome zu 100D Sensitivitat nahm hin-

gegen mit Abnahme des Malignitatsgrades ab. Wah@RAeKarzinome durch die
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Methode nach Vysis und Basel in 83 % detektiertdear erfasste die Zytologie 75 %
der G2-Karzinome. Lediglich 66,6 % aller G1-Karzim® wurden gleich sicher von
allen drei Verfahren erfasst. Weder die Zytologiech die FISH stufte eines der beiden
CIS als positiv ein (siehe Diagramm 7). Im Bererghdriggradiger Atypien zeigten
sich Zytologie und die Auswertung nach Vysis undsd@agleich zutreffend, hoher-
gradige Zellveranderungen wurden durch FISH semsitals positiv erfasst. Hierbel
blieb offen, ob fir die falsch-negativen FISH-Ergiise in der Karzinomgruppe

eventuell die zuvorige Pap-Farbung mit unzureickemohtfarbung ursachlich war.

Karzinome[%]

120
[ Zytologie

100 1 - 277 B Vysis

80 4 - ----------- Basel

60

0] .

20 1 - i

O L] L}
G3 G2 Gl CIS
Graduierung

Diagramm 7: Erfasste Karzinome unterteilt nach Graduierung
und Verfahren; Angaben in Prozent.

Sowohl bei den Praparaten im Rahmen der KontradlehnKarzinom als auch den
Negativkontrollen entgingen der Zytologie positiderlaufe, von den FISH-

Untersuchungen wurden hingegen jeweils mehr Fé#dlgasitiv detektiert, als sich in

der kurzen Nachbeobachtungsperiode bestatigennlidBeide Auswertungsverfahren
zeigten in diesen Untergruppen im kurzen zeitlichégrlaufsrahmen unbestatigte
positive Ergebnisse. Eine klinische Verlaufsbeobawly Uber einen langeren Zeitraum
erbrachte Klarheit, ob die Beurteilung nach Vysisd Basel-Kriterien falsch-positiv

war oder ob die zu diesem Zeitpunkt erhobenenigesitResultate prognostisch fir ein
spateres Karzinomrezidiv sind und damit deutlichsgeser als die Zytologie bei guter
Spezifitat.
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3.6 Praparateaufbewahrung

Obwonhl die Praparate fur die Langzeitaufbewahrueg-B0°C durch Alufolie und
Plastikbehalter geschiitzt vor duReren Einflissegeéioren wurden, stellten sich bei
allen Préaparaten relativ rasch Qualitatsverluste Biotz Versiegelung des Deckglases
mit Nagellack drang Feuchtigkeit und Luft unter dzlas und erschwerte eine mikros-
kopische Nachbegutachtung nachhaltig. Diesem Vardamnte durch eine starkere
Versiegelung oder zusatzliche Plastikbehélter i Aufbewahrung nicht entgegen-
gewirkt werden. Erneute Auswertungen eines Pragsiiat Verlauf der Studie zeigten
eine kontinuierliche Qualitatsabnahme durch Auslifyl eines tUberdeckenden Grau-
schleiers, der eine Beurteilung verhinderte. Im dbachnitt erwiesen sich FISH-
Praparate bei fachgerechter Lagerung nur tber &hgé&f - 4 Monate als zuverlassig

auswertbar.
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4. Diskussion

Zystoskopie und Zytologie sind die Standardmodaiitazur Uberwachung von
Patienten mit Harnblasenkarzinom. Diese Verfahmmeh jedoch Schwachpunkte. Die
Zystoskopie stellt einen invasiven Eingriff dar micht unerheblichen Kosten und die
Zytomorphologie besitzt eine geringe Sensitivitit den Nachweis niedriggradiger
Karzinome (19, 31, 50, 75). Diverse Studien gehendfe Zytologie eine Sensitivitat
bei G1-, G2- und G3-Karzinomen von jeweils 20 %% Qnd 80 % an. Daher kdnnen
einzelne zytologische Kontrollen die Notwendigkeiner zystoskopischen Unter-
suchung nicht wesentlich reduzieren oder gar exsett03). Bei etwa 30 % der G1-
Karzinome kommt es nach einem Jahr, bei etwa 50a&h rfiuinf Jahren zu einem
Rezidiv (56). Daher wird gerade in dieser Gruppe miverlassiges diagnostisches
Verfahren fur die Nachbeobachtung bendtigt. Eirigndr Detektion von Rezidiven bel
Patienten mit positiver Karzinomvorgeschichte istéine adaquate Therapieeinleitung
wichtig. Das Ziel der vorliegenden retrospektivetudte war, zu prifen, ob die
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an den fur digtafogie erstellten Praparaten
durchfuhrbar ist und einen Beitrag zur Klarung Zeleafter zytologischer Befunde
liefert. Des Weiteren wurden zytologische Untersungsergebnisse und FISH-
Resultate verglichen und retrospektiv untersuclit, ene im Verlauf beobachtete
Karzinomentwicklung (positives follow-up) bei noektuell negativen zytologischen
Resultaten zu einem frilheren Zeitpunkt durch d&H-Vorhersagbar gewesen ware.
An insgesamt 79 Praparaten verwendeten wir das Yy&ioW™ Bladder Cancer
Recurrence Kit zur Durchfiihrung einer in-situ-Hylsierung (FISH) mit fluoreszenz-
markierten, zentromerspezifischen Chromosomensounddreiner Genort-spezifischen
Sonde fur den Nachweis und die Quantifizierung @eromosomen 3, 7, 17 und dem
Lokus 9p21.

4.1 Generelle Methodik der Fluoreszenz-in-situ-Hyhbidisierung
Das Anwendungsprinzip der chromosomalen FISH beawifitder Kenntnis, dass die
Harnblasenkarzinom-Entstehung ein multifaktorieReozess ist (88), der mit charak-

teristischen genetischen Verdnderungen einhergéimigen chromosomalen Ver-
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anderungen, die spezifisch fur bestimmte Tumortygiad, schreibt man eine wichtige
Rolle fur die Tumorentstehung und -progression24y 45).

Chromosomale Verluste oder Zugewinne lassen sicthdaluoreszenzmarkierung der
betreffenden Chromosomen direkt sichtbar machen. wim der Verlust von
Chromosom 9 gehauft bei friihen und gut differenereTumoren gefunden (84) und
dient als ein madglicher prognostischer Marker fuezidive (23). Dieses direkte
Markieren einzelner Chromosomen beinhaltet gleittogzd/or- und Nachteile. Mit
FISH konnen genetische Verédnderungen in der Chrorespahl (numerische
Aberrationen), chromosomale Teilverluste (Deletigneoder Genamplifikationen
nachgewiesen werden (10), ohne Berucksichtigung Kernstruktur oder von
Zellveranderungen. Der hochspezifische direkte Math chromosomaler Ver-
anderungen am Interphase-Zellkern lasst sicheresagesm zum malignen Potential
einer Zellpopulation zu. Gleichzeitig werden andetellkern- und Zytoplasma-
strukturen ausgeblendet, die Grundlage fir die mgtphologische Dignitats-
beurteilung sind. Lediglich in der DAPI-Farbung mhe Betrachtung der Zellkern-
morphologie moglich und lasst Rickschlisse auf igdlieestrukturelle Verdnderungen
im Zellkern zu. Diese Tatsache macht die FISH-Asalweitgehend unanféllig gegen-
Uber reaktiven Zellveranderungen, wie sie durch tdrakle Infektionen oder
therapeutische Mal3nahmen hervorgerufen werden kénne

Gerade die vollstandige Unversehrtheit der einzel@®llen eines zytologischen
Praparates, welche durch unsachgemalies Aufbemmiien Lagern gefahrdet werden
kann, ist fur eine FISH-Analyse von untergeordn&edeutung. Zur Diagnosestellung
muss lediglich eine reprasentativ grol3e Anzahluswartbaren Zellkernen vorhanden
sein, unabhangig davon, ob sich die Zellen intakstllen oder nicht. Daneben lassen
sich die markierten Zellkerne, anders als bei pgisichen Untersuchungen, bei der
eine grolRe Erfahrung des Untersuchers notwendjgaigth von morphologisch un-
erfahrenen Untersuchern objektiv interpretieren aadh definierter Auswertungs-
kriterien. Von den initial 95 ausgewahlten Prapamader vorliegenden Studie waren 79
Praparate fur die FISH-Analyse geeignet. Hauptinsatafir, dass einzelne Préparate
verworfen werden mussten, war eine zu geringe Anbahrteilbarer Zellkerne im

Praparat. Lediglich vier der 95 Praparate musstegew technisch bedingter un-
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zureichender Sondenmarkierung verworfen werdenHR8wvies sich daher als ein
robustes Verfahren, fur das objektive Auswertuniggsien etabliert sind.

4.2 Praparate

In der vorliegenden Studie sollte die Durchflhrleéirkon FISH an bereits zytologisch
aufbereiteten, teilweise gefarbten Praparaten edtuwterden. Hinsichtlich der Art der
Gewinnung des Zellmaterials konnten keine signifieka Unterschiede bei den
Praparaten festgestellt werden. Notwendig fur dmsvéndbarkeit des Verfahrens war
eine reprasentativ groRe Anzahl an Zellkernen oBGhesterbildung, jedoch wurden
deutlich weniger Zellen als fur eine zytologischewrtung benétigt (94). Diese Be-
dingungen erfullten sowohl Spontanurin, Pouchuklnaaich Blasensplilfliissigkeit. Zu
diesem Ergebnis kamen unabh&ngig voneinander elenger et al. und Melonie et al.
(41, 52). Daneben stellten in der vorliegenden iStuwturch die Art der Material-
gewinnung hervorgerufene artifizielle oder durclyBéumstande - wie eine bakterielle
Kontamination - bedingte Zellveranderungen keinesghrankung in der Anwend-
barkeit dar, da nicht die Zell- oder Kernmorphotgntscheidend war, sondern eine
suffiziente Einzelmarkierung der Chromosomen. Hifeech sensitive und spezifische
Diagnostik mit der FISH-Untersuchung an Spontanund Blasenspulflissigkeit ist flr
Patienten von Vorteil, da invasive Methoden zur tbetgewinnung fir eine rein
diagnostische Auswertung nicht notwendig erscheinen

Des Weiteren zeigten sich keine Qualitatsuntersiehia den Ergebnissen oder Ein-
schrankungen einer erfolgreichen Anwendung des RAIBHahrens hinsichtlich des
Praparatealters (Ladnge der Aufbewahrungsdauer)esnals von Bubendorf et al. (10)
beschrieben, wurde keine Verschlechterung der Idigierungsergebnisse mit
Zunahme des Zeitraums zwischen primarer zytologisBiéparaterstellung und Beginn
der FISH-Aufbereitung beobachtet. Dies mag dadbetingt sein, dass die von uns
untersuchten Archivpréaparate Uberwiegend HE-gefanot nicht, wie in der Schweiz
ublich, Papanicolaou-gefarbt waren. In der vorlretgn Studie konnte allerdings, wie
von Konig et al. beobachtet (106), ein kontinudrér Qualitatsverlust bereits
hybridisierter Praparate trotz adaquater Lagerumng suffizienter Konservierung
bestétigt werden. FISH-Praparate erweisen sichtsamnur zeitlich begrenzt auswert-

bar. Dies bedeutet, dass Zweitbeobachtungen odetrédlen zeithah nach Erstellen
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eines FISH-Praparates erfolgen missen, da diesdsrsaals zytologische Préaparate,
einen Qualitatsverlust Gber einen Zeitraum von gemiWochen aufweist. Eine gezielte
und ausreichende Befunddokumentation, am Bestetelsniigitaler Fotografie, zum

Zeitpunkt der Beurteilung am Fluoreszenzmikrosksipunerlasslich. Zusatzlich zeigten
sich erhebliche Unterschiede in der Anwendbarkeg BISH-Verfahrens bei einigen
gefarbten gegeniber ungefarbten Praparaten. HEbgef®raparate lieRen sich gut
entfarben und mit FISH weiterbehandeln. Dagegerew& der insgesamt 12 initial

Papanicolaou-gefarbten Praparate trotz zusatzli¥Maschschrittes in Carnoy-Losung
uberdurchschnittlich schlecht auswertbar. Dies wuimd anderen Studien nicht als
problematisch beschrieben (10), was unseren Enfigleru jedoch widerspricht.

Insbesondere traten vier der funf falsch-negatagdostizierten FISH-Ergebnisse bei
anfanglich Papanicolaou-gefarbten Préaparaten aubligb in dieser Studie offen, ob
derart gefarbte Praparate generell fur die FISHyBastik ungeeignet sind, oder ob fur
ein diagnostisch zufrieden stellendes FISH-Ergelbms Modifikation und Korrektur

einzelner Schritte in der Vorbehandlung dieser &dte ausreichen kdnnte. Hierzu sind

weitere Untersuchungen erforderlich.

4.3 FISH-Anwendung

Das FISH-Verfahren zeigte sich in der vorliegend&ndie als zuverlassig durch-
fuhrbar. Entscheidend fur das Gelingen der FISH-Amidung ist die proteolytische

Aufschlisselung der Zellkerne. Erfolgte dieser &chicht vollstdndig, z.B. durch zu

kurze Einwirkzeit der Proteasen oder stark erhoEwdlgehalt, war keine Interpretation
des Praparates moglich. Anders als bei histologisocHer zytologischer Untersuchung
wird im FISH-Verfahren jegliche zellulare Struktuiormation ausgeblendet und das
Augenmerk auf die Fluoreszenzmarkierung der Chromes gerichtet. Der Unter-

sucher ist folglich fir eine sichere Diagnose atiftige Hybridisierungssignale an-
gewiesen, die eine ausreichend lange InkubationsmeReaktionsablauf der Protease-
vorbehandlung erfordern. Daher wurde in der vodreen Studie die vom Hersteller
angegebene Inkubationszeit auf 20 Minuten verdopgalsich erst ab diesem Zeitraum
spezifische und gut interpretierbare Hybridisiegsignale darstellten. Eine kirzere
Zeitdauer mit folglich schwéacheren Signalen hattesicherheiten in der Interpretation

mit mdglichen Fehldiagnosen oder die Notwendigkddr Neuanfertigung des
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Praparates zur Folge. Eine Neuanfertigung ist neshiihtem Zeitaufwand auch ein
Kostenfaktor, denn das Erstellen von FISH-Praparaekostspielig (11, 31). Dies ist
einer der Grinde, warum FISH aktuell nicht routid&ny zur Diagnostik eingesetzt
wird, obwohl mit einer Zunahme der Diagnosesichiertierch diese Methode Kosten
durch Verringerung von Nachkontrollen oder unndgtigéherapieeinleitungen ein-
gespart werden konnten (10). Lediglich vier Pré@amussten wegen unzureichender
Entfarbung bzw. insuffizienter Sondenmarkierung gemsustert werden. Kreuz-
reaktionen der Fluoreszenzmarker mit anderen Zewnegionen und falsch-hohe

Anzahlen an Sondensignalen, wie in anderen Stuzlebachtet, traten nicht auf (106).

4.4 Mikroskopie

Grundsatzlich war neben einer erfolgreichen FISHvAndung eine reprasentative
Anzahl an Zellkernen fir eine objektive Interpreat notwendig. Zehn Praparate
wurden aufgrund einer zu geringen, ein Praparatewegu hoher Zellkernzahl
ausgemustert, da auch nach Zweitbegutachtung keapeoduzierbare Aussage
hinsichtlich eines positiven oder negativen Befumd®glich war. Besonders bei einer
Anzahl an der unteren Grenze der minimal bendtigieltkerne war es methodisch
wichtig, nicht grundsatzlich alle Zellkerne mit euidativen Chromosomenstdrungen in
die Wertung aufzunehmen (11, 43, 101). Insbesonsie polyploide Schirmzellen
nicht als neo-plastisch einzustufen. Dies wurddharwom Bubendorf et al. herausgestellt
(10). Die Detektion der Sondensignale von Chromo4@nmm Aqua-Filter erwies sich
wie die von Chromosom 3 und 7 im Rot-Grin-Filtes &bnstant gut durchfihrbar.
Schwierig gestaltete sich die Auswertung des Gerd@p21 im Gold-Filter, die nur bei
starker Sondenmarkierung reproduzierbar war. Danbbstatigt sich in unserer Studie,
wie von Konig et al. (106) berichtet, eine erscheeAuswertung bei bakterieller
Kontamination durch fluoreszierendes UberdeckenSierdensignale und den Verlust
der Zielsequenz durch Uberlagerung bei hoher Zeifi@hl oder inkompletter Chromo-
somenkondensation. FISH zeigte sich, nicht zuletzth die Farbwahl der einzelnen
Sonden, als einfacher und sicherer in der Deteldimomosomaler Zugewinne (Signale
rot, grin, blau) als im Nachweis von DeletionenlifgeSignale). Es ist daher zu

erwéagen, ob die Wahl eines starkeren Fluoreszdisttdfes fur den Nachweis der von
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Deletionen eingesetzt werden sollte, um Fehlinetgtionen aufgrund unzureichender

Erkennbarkeit vorzubeugen.

4.5Ergebnisse

In der vorliegenden Studie zeigte FISH eine hohestigitdt und Spezifitat fur die
Detektion von Urothelkarzinomen.

Die Auswertung nach den Vysis-Kriterien Ubertrat giner gesamten Sensitivitat von
79,2 % die der Zytologie signifikant (Sensitivita4,2 %). Die Bewertung nach dem
Basel-Protokoll war gleich sensitiv, jedoch wenigpezifisch als das Vysis-Auswerte-
schema mit einer Gesamtspezifitat von 76,4 % (Basslvertung) gegentber 92,7 %
(Vysis-Schema) und lieferte somit mehr falsch-pesiResultate im Rahmen der aller-
dings kurzen Nachbeobachtungsperiode.

Vierzehn der insgesamt 79 Studienpraparate gehéntedie Gruppe der Urothel-
karzinome. Davon waren 3 G1-, 8 G2- und 3 G3-Kanzia. Aul3er einem Praparat der
G1-Gruppe waren alle follow-up Ergebnisse posilieses eine Praparat wurde zyto-
morphologisch und in der FISH-Auswertung nach dexsdb-Kriterien falsch-positiv
eingestuft. Es handelte sich dabei um ein Pouckrer@parat, das mikroskopisch nach
FISH-Anfarbung gut auszuwerten war. Die Vysis-Augweg stimmte in dieser
Gruppe mit den Resultaten des klinischen Verlaofistandig tberein (Sensitivitat

100 %). Alle G2- und alle G3-Préparate wurden ven Aytologie und den beiden
FISH-Auswerteverfahren vollstandig richtig detektién dieser Untergruppe wurde bei
anderen Studien mit FISH-Untersuchungen lediglioke &ensitivitat von 60 — 75 % fur
G1-2 Karzinome (10), beziehungsweise 21 %, 53 % &6 fur G1-, G2- und G3-
Karzinome erreicht (31).

Besonderes Augenmerk lag bei der Auswertung auf Befparatekollektiv mit den
zytologischen Befundkategorien CO (unverdéchtigPr@parate), C1 (zweifelhaft, 8
Praparate) und C2 (malignitatsverdachtig, 1 Prdpaytologisch handelte es sich
dabei um Préaparate, die aufgrund ihres Erscheifildgs keine oder keine eindeutige
Malignitatszuordnung erlauben und daher im Falle @&- und C2-Befunde einer
Klarung durch FISH bedurften.

In der Untergruppe CO kam es zu zwei positiven 8€dn; histologisch ein pTaG1l-

und ein pTaG2-Karzinom. Die Zytologie stufte allePBaparate als negativ ein, beide
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FISH-Verfahren erfassten je nur das pTaG2-Karzinas pTaGl-Praparat wurde
weder von Zytologie noch der FISH-Methode nach deswertekriterien von Vysis
oder Basel detektiert. Untersucht wurde in dieseall Ein zuvor Papanicolaou-
gefarbtes Préparat.

Acht Praparate waren der Untergruppe C1 zugeordhfet. davon zeigten einen po-
sitiven klinischen Verlauf: ein pTis, ein G1-Karaim und zwei G2-Karzinome. Beide
FISH-Bewertungen erfassten je nur eines der be@iPraparate. Die Basel-Methode
bewertete zusatzlich ein Praparat falsch-positiffallend ist in dieser bekanntermal3en
diagnostisch schwierigen Gruppe, dass mit Ausnalttes nicht erkannten Gl1-
Préaparates alle anderen vier Praparate (inklusere thlsch-positiven Baselergebnis)
Papanicolaou-gefarbte Praparate waren. Allerdings auch das einzige C2-Praparat,
dessen positiver Verlauf sowohl vom Schema nachs\als auch Basel erkannt wurde,
initial Papanicolaou-gefarbt. Histologisch wurde piis-Karzinom diagnostiziert.
Zusammenfassend mit den Beobachtungen aus der &3r@e fiel in dieser Studie
auf, dass sowohl zytologisch, als auch in beideBHFAuswertungen bei niedrig-
gradigen Karzinomen und pTis-Tumoren die meistehldheschatzungen erfolgten.
Von insgesamt 11 G2-Karzinomen (8 Primarbefundesatalich 3 im follow-up)
erfasste die Zytologie drei nicht (Sensitivitat 72p), die Auswertungen nach Vysis
und Basel verfehlten je ein Praparat (Sensitiv@ht%). In der G1-Gruppe von zu-
sammengefasst 5 Praparaten betrug die Sensitliggitdrei Verfahren 60 %. Beide im
Verlauf aufgetretenen pTis-Tumoren wurden zytololgigicht als maligne eingestuft
und auch nur mit einer Sensitivitat von 50 % duRdBH (Schema nach Vysis und
Basel) detektiert.

Insgesamt zeigte sich FISH trotz der nicht volligiriedenstellenden Ergebnisse in
dieser Gruppe zuverlassiger als die Zytologie. ®ieskenntnis stimmt mit den Daten
grof3er Harnblasenkarzinomstudien Uberein, in desagm FISH signifikant sensitiver
als die herkdbmmliche Zytologie erwies bei gleichigen diagnostischen Schwierig-
keiten beider Verfahren, den Ubergang von nichtignah Atypien zu niedriggradigen
(G1-) Karzinomen richtig zu detektieren (10). Denud daftr kdnnte das Vorliegen
nur geringer oder seltener genetischer Veranderungeder Tumorzellpopulation
niedriggradiger Karzinomen sein (31), wohingegea drsache falsch-negativer Be-

funde bei den CIS auf einer nicht fur den Tumordspntativen Materialgewinnung
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beruhen konnte. Auffallig ist des weiteren, dass fdisch befundeten CIS-Praprarate,
beide von allen drei Methoden unerkannten G1-Péipamd das durch Vysis- / Basel-
Schema und Zytologie (neben zwei weiteren) nichéldeerte Xn-Karzinom-Praparat
anfanglich nach Papanicolaou gefarbt waren. WeiBuelien mit hoheren Fallzahlen
sind nétig, um zu klaren, ob Papanicolaou-gefai@arate generell fur die FISH-
Untersuchung ungeeignet sind oder ob die Fehlefttaochgen durch das schwer zu
bewertende Zellbild und den histologischen Gradriggdvaren.

Von den 79 Préparaten wiesen 20 eine positive Kamvorgeschichte auf bei Re-
mission zum Zeitpunkt der Urinuntersuchung. Siedearin die Studie aufgenommen,
um die Eignung der FISH-Methode fur eine frihe Rete von Rezidiven zu unter-
suchen und eine mdgliche prognostische AussagetteafEISH-Ergebnisse (positives
follow-up erst im weiteren Verlauf) zu erkunden.dmem Fall zeigte sich im kurzen
Nachbeobachtungszeitraum ein positiver Verlauf. Dgsis-Schema erkannte dieses
Préaparat, hatte daneben jedoch wahrend unseresnkilachbeobachtungszeitraumes
von im Schnitt 3,2 Monaten (siehe 2.1) zwei falpcisitive Ergebnisse (Sensitivitat von
100 %, momentaner PPW 33,3 %). Die Basel-Bewertuag gleich sensitiv, jedoch
aktuell weniger spezifisch (PPW 16,7 %) mit funkpiwen Ergebnissen, die im Nach-
beobachtungszeitraum nicht verifiziert wurden. Bidseinhalten die zwei falsch-
positiven Praparate der Auswertung nach Vysis.

In der Negativkontrollgruppe, bestehend aus 27 &edpn ohne Karzinomvorkommen
in der Vorgeschichte, waren die Ergebnisse ahnBehdrei Patienten kam es zu einem
positiven follow-up. Nach Vysis- und Basel-Kriterigvurden je zwei der drei positiven
Praparate entdeckt; das dritte zeigte eine deetli€arnclusterbildung, war nur ein-
geschrankt beurteilbar und entging beiden Verfahiémséatzlich stufte die Vysis-
Methode zwei und die Auswertung nach Basel viep&@te (zwei Ubereinstimmend
mit Vysis neben zwei weiteren Fallen) positiv eMPW von 95,6 %, bzw. 95,2 %,
aktueller PPW 50 %, bzw. 33,4 %). Dieser Vergletigr beiden FISH-Bewertungs-
schemata bestétigte im Verlauf der Studie die tehbeistehende Beobachtung, dass die
Auswertungskriterien nach der Baseler Methode znigvepezifisch sind und zu falsch-
positiven Ergebnissen fuhren kénnen (11). Sie digger in unseren Handen nicht zur
Auswertung geeignet. Ob die Patienten mit den #khsch Vysis-Kriterien falsch-

positiven Ergebnissen im Verlauf ein Karzinom eckein und diesem FISH-Befund
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somit eine prognostische Aussagekraft zukommt, teoanfgrund des kurz bemessenen
Nachbeobachtungszeitraumes der vorliegenden Shiche geklart werden. Hier sind
zur zuverlassigen prognostischen Einschatzung Naebangen bei den betreffenden
Patienten notwendig. Andere Studien mit Momentauimen falsch-positiver FISH-
Ergebnisse konnten jedoch nachweisen, dass sidargebnisse im weiteren follow-up
als richtig erwiesen und es bei 88,9 % der Prapadi¢ zum Zeitpunkt der Studie mit
falsch-positiven FISH-Ergebnissen vorlagen, zu reikarzinomentwicklung kam.
Wichtig dabei war der relativ nahe zeitliche Abstader Entwicklung, bei den ange-
sprochenen Studien 12 bis maximal 15 Monate, se degle Ereignisse nicht als un-
abhéangig voneinander zu bewerten waren (92). B3 #amzufolge davon ausgegangen
werden, dass das FISH-Verfahren mit den in diesedi& verwendeten Fluoreszenz-
sonden prognostisch aussagekréftig ist und auctdéeiin der vorliegenden Studie
entdeckten, bisher klinisch nicht bestatigten pesit Resultaten zumindest in der Aus-

wertung nach den Vysis-Kriterien eine Karzinomeuokhing wahrscheinlich ist.

4.6 Schlussfolgerung

In dieser Studie konnte bestatigt werden, dass FiStdh direkte Analyse des gene-
tischen Materials am Interphasezellkern und dureh dlachweis genetischer Ver-
anderungen eine gute diagnostische, prognostisodetherapeutische Aussagekraft
besitzt. Es erwies sich als unkompliziertes, nadnzér Einarbeitungsphase sicher
durchfiihrbares und objektiv auswertbares Verfahren.

FISH bendtigt fur die Materialgewinnung keine invas Methoden und ist weitgehend
unabhangig von bakterieller Kontamination, entziaidin oder mechanisch bedingten
Zellveranderungen. Nachteilig fur eine sichere Aertiarkeit zeigte sich FISH an zu-
vor Papanicolaou-gefarbten Routinepréaparaten; dizgéparate sind mit der von uns
verwendeten Methodik nur eingeschrankt beurteilbad bergen die Gefahr einer
falsch-negativen Bewertung. Dieser Umstand triithh auf HE-gefarbte Praparate zu,
die auch nach mehreren Monaten der Lagerung nodAl$H-Verfahren aufgearbeitet
werden konnen. Nachteilig ist eine begrenzte Hdtdaund Bewertbarkeit der FISH-
gefarbten Praparate; eine fotografische Befunddekuation ist nach unserer Er-

fahrung notwendig.
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Im Hinblick auf die erbrachten Ergebnisse war FI®K Auswertung nach den Vysis-
Kriterien deutlich sensitiver als die Zytologie (Z96 vs. 54,2 %). Nach den Basel-
Kriterien war die Sensitivitat gleich, die Spedfijedoch mit 76,4 % geringer (Vysis
92,7 %, Zytologie 98,2 %). Auf die Nachbeobachtaegsunserer Studie bezogen
stellte sich die Bewertung nach Basel-Kriterienalswenig spezifisch heraus, so dass
mit falsch-positiven Resultaten zu rechnen ist. B&#hergradigen Karzinomen betrug
die Sensitivitat der Zytologie und der FISH-Analys80 %. Im Bereich der niedrig-
gradigen Karzinome hatte sowohl die Zytologie, alsh FISH deutliche Einbul3en in
der Sensitivitat (G2: FISH 91 %, Zytologie 72,7 &t : je 60 %). Diese Ergebnisse sind
in der Tendenz mit denen anderer grol3er Studiegleiehbar (19, 31, 103). Daneben
kann bei aktuell (noch) falsch-positiven Vysis-Hrgessen entsprechend den Daten in
der Literatur von einer moglichen Karzinomentwialiduim Verlauf ausgegangen
werden. FISH besitzt damit eine gute prognostigehgsagekraft und ist bei Patienten
mit positiver Karzinomvorgeschichte als Screenintode und bei suspekten Zyto-
logiebefunden als Kontrolle ein geeignetes diagscsés Zusatzverfahren zur Zyto-
logie (31, 41). Umgekehrt kann bei momentanen megatf-ISH-Diagnosen von einem
aktuell nicht vorhandenen Karzinomrisiko ausgegangerden. Dies erlaubt eine Inter-
vallverlangerung der Kontrolluntersuchungen, insbelere der Zystoskopie. Damit
tragt die FISH-Analyse zur frihzeitigen sensitivemd spezifischen Diagnosestellung
von Urothelkarzinomen und deren Rezidiven bei (105)

In unseren Handen hat sich die chromosomale FIStdfsinchung als schonendes,
nicht-invasives diagnostisches Verfahren bewahas duverlassig an Spontanurin
durchgefihrt und als Screeningmethode eingesetalenekann. Die vergleichsweise
hohen Kosten der FISH kénnen dabei durch die Vaelumg des gehauften Einsatzes
invasiver Methoden, wie der Zystoskopie, in der |&igisbeobachtung am Patienten

kompensiert werden.
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5. Zusammenfassung

5.1 Hintergrund und Zielsetzung

Das Harnblasenkarzinom ist eines der haufigstengamitalen Karzinome. Bei
Diagnosestellung wachsen 20 % - 30 % der Urotheikame grob infiltrierend (11),

5 % davon weisen bereits eine Metastasierung alf @ne Fruhdiagnose oder zu-
verlassige Erkennung eines Karzinomrezidivs istedamtscheidend, gleichzeitig aber
eines der mal3geblichen Probleme in der Urologie Wozytologie. Das Harnblasen-
karzinom verlauft chronisch, 70 — 80 % der Urothetknome rezidivieren und bei
einem Drittel dieser Patienten wird eine Befundpesgion beobachtet (41). Haupt-
pfeiler der Diagnostik ist die Zystoskopie inklusizytologischer Begutachtung. Auf-
grund der Invasivitat und Haufigkeit von nétigerstoskopischen Untersuchungen und
der geringen Sensitivitdt der Zytologie fur niegradige Harnblasenkarzinome (82)
wurden in den letzten Jahren zunehmend neue malekWarker entwickelt, um
Karzinome nicht-invasiv detektieren zu konnen, d&éeu die chromosomale
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung. Die molekularélarkierung verschiedener
Chromosome, die bei genetischen Aberrationen, v8e Reletion von Chromosom 9,
im Rahmen diverser Studien nachweislich mit einemdrentstehung in Verbindung
gebracht werden (85), zeigt eine hohe Sensitivtét Spezifitdt in der Detektion von

Urothelkarzinomen (92).

In der vorliegenden Studie sollte

1. die Durchfuhrbarkeit der Methode an bereits zytmoly aufbereiteten (gefarbten)
Praparaten untersucht

2. bereits erhobene zytologische Untersuchungsergebdmit den FISH-Resultaten
verglichen

3. zytologisch zweifelhafte Befunde geklart und

4. retrospektiv  festgestellt werden, ob eine im Vdrlalbeobachtete
Karzinomentwicklung (positives follow-up) zu eindriheren Zeitpunkt bei noch
negativen zytologischen Resultaten durch die FISétHdde nachweisbar

gewesen ware.
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5.2Methoden und Ergebnisse

In die vorliegende Studie gingen 79 zytologischép@Arate aus einem gemischten
Kollektiv, gewonnen aus Spontanurin, Pouchurin tdatnblasenspulflissigkeit ein.
Diese wurden nach Primardiagnose in 8 Gruppen tgiigeGenerelle Aufnahme-
bedingung in die Studie war das Vorliegen von Kalhktrbzw. Nachuntersuchungs-
ergebnissen (follow-up) in einem zeitlichen festgéén Rahmen von maximal 11
Monaten, die als endgiltige (richtige) Diagnose jidles Praparat fungierten. Alle
Praparate durchliefen vor FISH-Anwendung mehreresdhschritte; nach Papani-
colaou-gefarbte Praparate erhielten einen zusheli€ixierung in Carnoy-LOsung.
Danach wurden die Praparate in einer Proteaseldsindgiert, die fur das Eindringen
der Sondenmischung in den Zellkern nétig ist. Neeliteren Wasch- und Fixierungs-
vorgangen wurden die Praparate mit der Sondenmigches UroVysion™ Bladder
Cancer Recurrence Kits inkubiert, die mit zentrapeeifischen Chromosomensonden
und einer Lokus-spezifischen Sonde die Chromoso®en 17 und den Lokus 9p21
fluoreszenzmarkiert. AnschlieRend erfolgte die Hyisierung. Nach dem Gegenfarben

konnten die Praparate mit einem Auflichtfluoreszeikzoskop ausgewertet werden.

Pro Praparat wurden 25 morphologisch auffalligdkéehe meanderférmig analysiert.
Die Bewertung erfolgte nach zwei unterschiedlicBehemata. Bei der Befundung nach
Vysis™-Kriterien musste das Préparat fur eine pasifmaligne) Befundung vier oder
mehr der 25 Zellkerne mit einer Zunahme der SigdaleChromosomen 3, 7 oder 17
oder 12 oder mehr Zellkerne mit einem oder keinegma flir 9p21 aufweisen. Nach
den Kriterien der Basler Arbeitsgruppe galt eing@rat mit 2 oder mehr Zellkernen mit
Signalzunahme bei Chromosom 3, 7 und 17 oder bdusteeines oder beider 9p2-
Signale als maligne. Bei beiden Schemata durftersiplogische polyploide Schirm-
zellen nicht mit in die Wertung eingehen. ErscheveMuswertungsbedingungen mit
falsch-positiven Ergebnissen zeigten sich bei Papkou-Praparaten. Dagegen fielen
keine Unterschiede bei der Untersuchung im Hinbdéiok Gewinnungsart der Praparate
(Spontan-, Pochurin und Blasenspulflissigkeit) auf.

Die Langzeitaufbewahrung der Praparate erfolgtdltestabilen Plastikbehaltern bei
-20°C. Es zeigte sich dabei eine kontinuierlicheal@étsabnahme mit Dauer der Auf-

bewahrung, die erneute Auswertungen deutlich ersdiewbis unmdglich machte. Im
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Hinblick auf die erbrachten Ergebnisse war FISHhn¥gsis-Schema deutlich sensi-
tiver als die Zytologie (79,2 % vs. 54,2 %). Die shwertung nach Basel war gleich
sensitiv, jedoch mit 76,4 % deutlich weniger spself (Vysis-Verfahren 92,7 %,

Zytologie 98,2 %). Aufgrund vieler falsch-positivResultate im Verlauf der gesamten
Studie zeigte sich die Bewertung nach Basel ala/enig spezifisch und ist somit fur
weitere Auswertungen nicht zu empfehlen. Zytologied FISH waren bei hoher-

gradigen Karzinomen gleich sensitiv (je 100 %). Biensitivitat nahm mit dem Grad
der Zellaberrationen ab. Von den beiden Fallen iemlauf aufgetretenen CIS wurde
keines zytologisch und nur eines durch FISH detetktNiedriggradige G1-Karzinome

wurden zu 60 % von beiden Verfahren gleich sengsittektiert. 91 % betrug die

Sensitivitat der FISH bei G2-Karzinomen gegenil#&¥ %o der Zytologie.

Daneben kann von einer prognostischen Aussage#ikadiell falsch-positiver Vysis-
Ergebnissen ausgegangen werden. Bereits andereblbsgnkarzinomstudien (92)
konnten zeigen, dass zum Zeitpunkt der Studie ligiesitive FISH-Ergebnisse sich im
weiteren follow-up in 88,9 % der Praparate alstiiclerwiesen. Eine zeitlich langere
klinische Verlaufsbeobachtung erbrachte Klarhelt, die FISH-Beurteilung falsch-
positiv ist oder ob die zu diesem Zeitpunkt erh@mepositiven Resultate prognostisch

fur eine Karzinomentwicklung stehen.

5.3 Schlussfolgerung

Die aktuelle Studie hat gezeigt, dass FISH mit dgmaVysion™ Bladder Cancer
Recurrence Kit ein sicher und einfach durchfihrbaverfahren darstellt, das eine
Auswertung nach objektiven Kriterien ermaoglicht.

1. Fur die Zytologie erstellte ungefarbte Praparaigtee sich unabhéngig von der
Gewinnungsmethode des Zellmaterials als uneingéskhrzuganglich fir eine
FISH-Auswertung. Lagerungszeiten von mehreren Mamabis zur FISH-
Anwendung brachten keine Funktions- oder Qualitabgdien. Unterschiede
zeigten sich bei den gefarbten Praparaten. Waht#ndefarbte Praparate ebenso
zuverlassig auswertbar wie ungefarbte Praparatenyaeigte sich FISH an zuvor
Papanicolaou-gefarbten Routinepraparaten als uebd&fend mit falsch-

negativen Resultaten und einer erschwerten mikposkben Auswertung.
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2. Im Vergleich bereits erhobener zytologischer Untelnsingsergebnisse mit den
ermittelten FISH-Resultaten erwies sich FISH mitsvertung nach den Vysis-
Kriterien im Gesamten deutlich sensitiver als dygolbgie (79,2 % vs. 54,2 %).
Lediglich eine Auswertung nach Basel-Kriterien wagi gleicher Sensitivitat
weniger spezifisch (Spezifitat Zytologie 98,2 %, s\t Auswertung 92,7 %,
Basler Auswertung 76,4 %).

3. Die Klarung zytologisch zweifelhafter Befunde gejasuch mit FISH nur unbe-
friedigend. Beide Verfahren hatten im schwieriggti@stizierbaren Bereich der
niedriggradigen Karzinome SensitivitdtseinbuRen ukaimen bei den G1-
Karzinomen auf eine Sensitivitdt von je 60 %. Hgnadige Karzinome (G3)
wurden von beiden Verfahren sicher detektiert.

4. Retrospektiv konnte festgestellt werden, dass FM3id,es die im Vergleich zur
Zytologie hohere Sensitivitat belegt, in vielenl€dleine im Verlauf beobachtete
Karzinomentwicklung (positives follow-up) zum Zaitpkt der negativen
zytologischen Beurteilung hat nachweisen konnerriller hinaus stellten sich
aktuelle, im zeitlich festgelegten Verlaufsrahmdesdr Studie (noch) falsch-
positive FISH-Ergebnisse (kein positives follow-alay, welche, in Anlehnung an
die Ergebnisse anderer Studien (92), auf eine ae#atkarzinomentwicklung im

weiteren Verlauf prognostisch hinweisen kdnnten.

Zusammenfassend erwies sich FISH als ein Untersgdverfahren mit guter
diagnostischer und prognostischer AussagekraftHFAES daher auch an archivierten
HE-gefarbten Praparaten eine effiziente Methodeden Urinzytologie mit einem
positiven pradiktiven Wert von 82,6 %. Das hiergastellte Verfahren eignet sich fur
den Einsatz in der Routinediagnostik. Als verglsighise einfach durchfiihrbares und
methodisch stabiles Verfahren steht der Anwendungomosomaler FISH-
Untersuchungen auch an zytologischem Material amd@rgansystemen somit nichts
im Wege, z.B. fur den Nachweis und die prognosésBeurteilung beim Prostata-

karzinom.
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6. Bilder

6.1 DAPI-Fluoreszenzfilter (Zellkernmorphologie)

Abbildung 4:
A unauffallige, gleichmaliig glatt konturierte Zelike mit Clusterbildung
B regelmalig konturierte Zellkerne gleicher GroR3e.

S5A 5B

Abbildung 5
A und B: deutliche Zellkernvergro3erung neben unauffalligettkernen.
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6C

Abbildung 6:
A-C unregelmalig konturierte, pleomorphe Zellkernezum Teil pseudopodien-
artigen Ausziehungen.
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7C

Abbildung 7:
A-C “schollige” Darstellung der Chromatinstruktur mihem Auftreten von
fluoreszenzintensiveren neben farbarmeren Arealen.

8C

Abbildung 8:
A-C Storungen in der Chromatinverteilung, die zur Bigwon fluoreszenzfreien
Arealen (“Lochbildung”) fuhren.
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6.2 Rot-Grin-Fluoreszenzfilter (Chromosom 3 und 7und Aqua-
Fluoreszenzfilter (Chromosom 17)

9A- 9B
9C- 9D
9E- oF

Abbildung 9:
A-C euploide Zellkerne mit je 2 roten und 2 (schwachtiiaren) grinen Gensignalen
pro Zellkern fur die Chromosome 3 und 7 (Rot-GriilteR.

D-F euploide Zellkerne mit je 2 blauen Gensignalengetkern fir Chromosom 17
(Aqua-Filter).
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10A 10B

10C 10D

10E

Abbildung 10:
trisome Zellkerne (siehe Pfeile) neben euploidem tetraploiden Zellen.

A-C Rot-Grun-Filter, Chromosome 3 und 7.
D und E Aqua-Filter, Chromosom 17.
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11A 11B

11C 11D

11E
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11G

Abbildung 11:
tetraploide Zellkerne (siehe Pfeile) neben euploidied trisomen Zellkernen.

A-D Rot-Grun-Filter, Chromosome 3 und 7.
E-G Aqua-Filter, Chromosom 17.

lZB-
12D-
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12E- 12F-

Abbildung 12:

A-C polyploide Zellkerne mit multiplen roten (Chromos@und teilweise durch
rétliche Fluoreszenz Uberlagerten grinen Sondeaksgr{Chromosom 7) im Rot-Grin-
Filter.

D-F polyploide Zellkerne mit multiplen blauen Sondemsign fiur Chromosom 17
(Aqua- Filter).

6.3 Gold-Fluoreszenzfilter (Genlokus 9p21)

13A- 138-
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13C

Abbildung 13:
A-C euploide Zellkerne mit je 2 gelben Sondensignalenfellkern fir Genlokus 9p21

(Gold-Filter).

14B

14A

Abbildung 14:
A und B Zellkerne mit nur einem sichtbaren Sondensigna{Fénlokus 9p21 bei

Deletion (siehe Pfeile) neben euploiden Zellen @Failter).
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6.4 Schwierigkeiten bei der fluoreszenzmikroskopisgen

Auswertbarkeit

15A 15B

15C

Abbildung 15:

grell-farbig fluoreszierende Bakterien (siehe Rfgifarblich in Abhangigkeit vom
angelegten Farbfluoreszenzfilter.

A Aqua-Filter.

B Rot-Grun-Filter.

C Gold-Filter.
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16A 16B

Abbildung 16:
A Cluster-Bildung, welche ein Eindringen der Proggasnd konsekutiv eine objektive

Bewertung der Zellkerne kaum ermdglicht (DAPI-Fijte
B aufgeplatzte Zellkerne bei zu vehementer Sedinientder Zellen auf den
Objekttrager; keine Auswertung maglich (DAPI-Filter

17A 17/B

17C

Abbildung 17:
am Zytoplasmasaum (siehe Pfeile) um den Zellkétarerbare so genannte

Schirmzellen; physiologischerweise grol3er als néerdallkerne und polyploid.
A und B DAPI-Filter.
C Rot-Grun-Filter.
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18A 18B

18C

Abbildung 18:

inkomplett kondensierte Chromosomen; durch die dddausbleibende punktuelle
Fluoreszenz des markierten Chromosoms besondee®idiFilter werden falsch
positive Ergebnisse einer Deletion begiinstigt.

A Chromosome 3 und 7 (Rot-Grun-Filter).

B Chromosom 17 (Aqua-Filter).

C Genlokus 9p21 (Gold-Filter).
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