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1. Einleitung 

 

1.1. Zellbiologische und molekulargenetische Grundl agen 

maligner Tumore  

 

1.1.1. Allgemeines 

 

Tumore müssen bestimmte Malignitätskriterien erfüllen, um als bösartig  

bezeichnet werden zu können. Dazu zählen unkontrolliertes Wachstum mit 

Infiltration der Umgebung unter Missachtung der Organgrenzen und die 

Fähigkeit zur Metastasierung. 

Das Modell der Mehrschrittkarzinogenese stellt die Tumorentstehung dar, wobei 

wachstumsstimulierende und wachstumsinhibitorische Substanzen im 

Ungleichgewicht stehen [79].  

Für die Entstehung neoplastischen Gewebes sind Tumorgene verantwortlich. 

Dazu gehören die Protoonkogene, welche durch Mutation, z.B. Duplikation, 

Zugewinn oder Polysomien zu Onkogenen werden können. Außerdem gibt es 

Tumorsuppressorgene (TSG), die durch Apoptoseauslösung und 

Unterdrückung der Zellteilung den Zellzyklus regulieren. Durch Deletion oder 

Monosomien kann genetisches Material verlorengehen und damit die TSGs 

inaktivieren. Bei der ras-Familie, einer bekannten Gruppe von Onkogenen, kann 

eine Punktmutation eines Nukleotids ausreichen, um dieses zu aktivieren. Bei 

TSGs reicht ein gesundes Allel, um die Genfunktion zu erhalten, deshalb 

werden sie auch als rezessive Onkogene bezeichnet [79]. Macht sich ein 

genetischer Defekt bemerkbar, müssen also beide Allele defekt sein. Mit der 

„Zwei-Treffer-Hypothese“ beschrieben Knudson und Strong 1972 die 

Inaktivierung von TSGs beim Wilms-Tumor [90]. Diese Hypothese ist 

mittlerweile auf alle Tumorentitäten übertragen worden [53] und besagt, dass 

ein Allel des entsprechenden TSGs durch Deletion verlorengeht und das 

andere Allel durch Punktmutation inaktiviert wird. Durch die 

genexpressionsinibierende Promoterhypermethylierung ist die Knudson`sche 

Zwei-Treffer-Hypothese mittlerweile erweitert worden [68,58] (Abb. 1).  



 7 

Eine wichtige Rolle bei der Entstehung des Harnblasenkarzinoms spielt das 

bekannte P53–TSG. Dessen Genprodukt, ein Phosphorprotein, unterbricht den 

Zellzyklus zwischen der G1- und der S-Phase, wodurch die Zellteilung 

unterdrückt werden kann. Auch bei anderen Tumoren zeigen sich Mutationen 

des P53-TSGs [43, 144, 145, 158, 167]. An der Tumorbiologie des 

Harnblasenkarzinoms ist außerdem das Retinobastoma-Gen (RB-Gen) 

beteiligt. 
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Abbildung 1: Knudson`sche Zwei-Treffer-Hypothese. 
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1.1.2. Klinik und Genetik des Harnblasenkarzinoms  

 

Mit einem Anteil von 3 % ist das Harnblasenkarzinom der fünfthäufigste Tumor 

aller Malignome. Das Harnblasenkarzinom ist beim Mann nach Lungen-, 

Prostata- und Kolonkarzinom das vierthäufigste, bei der Frau der 

zehnthäufigste maligne Tumor. In Deutschland erkranken pro Jahr ca. 16.000 

Einwohner am Harnblasenkarzinom, die Inzidenz beträgt insgesamt 30 pro 

100.000 Einwohner beim Mann und acht bei der Frau. Der Altersgipfel der 

Inzidenz liegt bei 65-75 Jahren. In industrialisierten Ländern kommt das 

Harnblasenkarzinom häufiger als in weniger entwickelten Ländern vor.  

Als Kanzerogene bzw. Risikofaktoren gelten aromatische Amine, Tabakrauch, 

das Tragen von Dauerkathetern, chronische Harnwegsinfekte, 

Blasenbillharziose und die Radiatio des kleinen Beckens. 

Bei 92 % der an einem Harnblasenkarzinom Erkrankten aus industrialisierten 

Ländern zeigen sich histologisch Urothelkarzinome, sogenannte 

Transitionalzellkarzinome. 

Plattenepithelkarzinome werden viel seltener und vor allem nach oder bei 

chronischen Harnwegsinfekten diagnostiziert.  

75 % der Blasenkarzinome wachsen bei Diagnosestellung oberflächlich, jedoch 

rezidivieren sie in 70 % der Fälle nach transurethraler Resektion. Rezidive 

treten vor allem in den ersten zwei Jahren postoperativ auf. Bei 6-10 % der 

primär oberflächlich wachsenden Tumore kommt es zum Progress [72,186]. 

Harnblasenkarzinome werden histologisch nach der UICC eingeteilt [162].  

Oberflächliche Primärtumore gelten als nicht-muskelinfiltrierend und werden in 

Ta-Tumore und in das Carcinoma in situ (Tis) unterteilt. Ta-Tumore zeigen von 

der Kerndifferenzierung Eigenschaften  malignen Wachstums, ohne aber die 

Lamina propria des Urothels zu infiltrieren. Damit haben sie eine bessere 

Prognose als das Tis, welches auch oberflächlich wächst, aber eine hohe 

Kernpolymorphie aufweist. Zudem wächst das Tis meist multifokal panurothelial 

mit einer schlechten Prognose [193, 34]. Auch ein T1 Tumor zählt zu den nicht-

muskelinfiltrierenden Blasenkarzinomen [110]. 75 % der Harnblasentumore 

wachsen bei Diagnosestellung oberflächlich und papillär. 20 bis 25 % der 

Tumore wachsen solide und zeigen bereits bei Diagnosestellung eine Infiltration 

der Lamina muscularis propria. Deshalb werden zwei unterschiedliche 
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genetische Entwicklungen vermutet [167, 42, 89]. Klinisch kann zwischen 

papillärem und  flachem Wachstum des Carcinoma in situ unterschieden 

werden.  

Neueste Erkenntnisse ergaben sich aus der vollständigen Kartierung des 

Mukosagenoms. Patienten mit invasivem Blasenkarzinom, welche sich einer 

Resektion unterzogen, zeigten genetische Veränderungen an sechs speziellen 

chromosomalen Orten. Dabei kamen Alterationen der gesamten Mukosa zum 

Vorschein. Nicht nur Tumorgewebe, sondern auch gesunde Blasenmukosa 

wies entsprechende Veränderungen auf. Diese ausgedehnten deutlichen 

Veränderungen treten sehr früh in der Karzinogenese auf und können als Prä-

Neoplasie bezeichnet werden. Gene dieser Regionen werden als forerunner 

genes bezeichnet. Jedoch bedarf es weiterer Untersuchungen, um die genaue  

biologische Funktion dieser forerunner genes zu verstehen [40]. 

Die konventionelle und seit längerem erforschte Entstehung wird im Folgenden 

beschrieben. 

Mehrere Onkogene sind an der Entstehung des Harnblasenkarzinoms beteiligt. 

Durch Amplifikation genetischer Sequenzen werden sie aktiviert. Die Onkogene 

der ras-Familie wirken jedoch über ein mutiertes Proteinprodukt. Für das 

Urothelkarzinom der Harnblase werden in 6 bis 44 % der Fälle H-ras 

Mutationen beschrieben [88, 105, 54]. In welchem Maße sie die Tumorbiologie 

des Harnblasenkarzinoms beeinflussen ist noch nicht ganz geklärt. Bei einigen 

Harnblasenkarzinomen  konnte das Gen ErbB2 (17q21), welches einen 

transmembranen Rezeptor mit Homologität zum EGF Rezeptor codiert, 

gefunden werden. Es konnte überwiegend bei lokal fortgeschrittenen, schlecht 

differenzierten Karzinomen nachgewiesen werden [35, 108, 118, 149, 184]. Ein 

besonderes Expressionsmuster von Rezeptoren der ErbB-Familie steht für ein 

sehr aggressives Wachstum des Harnblasenkarzinoms [80]. Teilweise wird 

auch das Protoonkogen CCND1 (11q13) expremiert. Das Genprodukt von 

CCND 1 ist Zyklin D1, das am Fortschreiten des Zellzyklus über den Rb-Weg 

beteiligt ist [17, 129, 134]. Dabei kann die Funktion von CCND1 jedoch nicht als 

signifikanter Prognosefaktor gewertet werden [110]. Weitere amplifizierte 

tumorassoziierte Chromosomenloci konnten in CGH-Studien identifiziert 

werden, welche auch Onkogene enthalten könnten. Die Regionen sind 1q22-

24, 3p24-25, 3q, 5p, 6p22, 8p12, 8q12, 8q21-22, 10p12-14, 11q13, 12q15-21, 
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13q31-33, Xp 11-12 und Xq21-22 [73,78, 139]. 20q ist eine weitere 

chromosomale Region, die amplifiziert in zytogenetischen Untersuchungen 

nachgewiesen wurde. Urothelzellen mit 20q zeigten im Versuch eine 

Immortalität [137]. Das STK15/BTAK Gen, welches bei vielen anderen 

Karzinomen gefunden wurde, könnte  für diese Region in Frage kommen. 

Funktionierende Tumorsuppressorgene (TSG) hemmen den Zellzyklus und 

wirken dem Wachstum von Malignomen entgegen. An der Karzinogenese des 

Harnblasenkarzinoms sind unterschiedliche TSGs beteiligt. Das sind z.B. P53,  

RB, INKA/ARF, PTEN und das DCC. Zudem sind zahlreiche deletierte 

tumorassoziierte chromosomale Regionen bekannt. Sie konnten  häufig in 

Harnblasenkarzinomen gefunden werden und beinhalten potentiell TSGs. Beim 

Harnblasenkarzinom findet sich häufig eine Deletion oder ein Loss of 

heterozygosity (LOH) des kurzen Arms von Chromosom 17 (17p13-1) in 

Verbindung mit einer Mutation des zweiten p53 Allels. Diese Veränderungen 

korrelieren mit fortgeschrittenem Tumorstadium und schlechtem 

Differenzierungsgrad [43, 44, 51, 61, 144, 158, 168]. Ebenso mit einer 

schlechten Prognose assoziiert ist eine Alteration des RB-Gens (13q14) [24, 

36,37, 74, 101, 103]. In über 50 % der Harnblasenkarzinome treten Deletionen 

des Chromosoms 9 auf. An Chromosom 9p konzentrieren sich  die Alterationen 

um den Locus des TSG INK4A/ARF und INK4B (p15) auf 9p21 [45, 166, 198]. 

Drei den Zellzyklus hemmende Proteine (p16, p14ARF, p15) kodieren diese 

komplexe Region [23, 126]. Das erste für diese Region identifizierte 

Kandidatengen war INK4A. Aber Mutationsanalysen konnten keine 

Mutationshäufung nachweisen, weshalb für diesen Locus von einer 

homozygoten Deletion als Inaktivierungsmechanismus ausgegangen wurde [8, 

23, 126, 128, 166, 196].  Da alle drei TSGs dieser Region auf einmal von 

diesen Deletionen inaktiviert werden, ist dieses ein wirkungsvoller 

Mechanismus der Tumorinitiierung. Auf Chromosom 9q32-33 konnte ein neues 

Kandidatengen gefunden werden, das DBCCR1 (Deleted in Bladder Cancer 

Candidate Region 1). Die Region konnte mit Hilfe der Mikrosatellitenkartierung 

eingegrenzt werden, so gelang ein positionales Klonieren [60,63, 125]. Die 

Promoterhypermethylierung wurde als Inaktivierungsmechanismus dieses 

Kandidatengens erkannt [60,62]. Bei 60 % aller Harnblasenkarzinome kommen 

stadienunabhängig Alterationen des Chromosoms 9 vor, deshalb kann eine 
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Deletion an 9p/9q als ein frühes Ereignis bei dieser Tumorentstehung 

bezeichnet werden. Eine weitere Besonderheit besteht darin, daß LOH an 

DBCCR1  mit einer möglichen späteren Metastasierung bei nichtinvasiven 

papillären Tumoren assoziiert zu sein scheint [104].  

Außerdem zeigte sich in Studien die Beteiligung des TSG PTEN auf 

Chromosom 10q23 beim Progress des Harnblasenkarzinoms [6, 22, 27, 76]. 

Bei ca. 30 % der muskelinvasiven Harnblasenkarzinome ließ sich ein LOH von 

10q23 nachweisen. Auch hier liegt meist eine homozygote Deletion vor. Aus 

diesem Grund könnte die tatsächliche Inzidenz an Alterationen, durch 

konventionelle LOH-Analysen ermittelt, unterrepräsentiert sein.  

Um Chromosomenarme auf große Deletionen untersuchen zu können, bieten 

sich die Mikrosatellitenanalyse (MSA) und die LOH-Analyse an [87]. Beim 

Harnblasenkarzinom sind mehrere Chromosomenarme von häufigen 

Deletionen betroffen. Die komparative Hybridisierung (CGH) vermag auf 

zytogenetischer Ebene computerassistiert viele Chromosomen des Genoms 

gleichzeitig zu analysieren. Damit wurden die durch Mikrosatellitenanalyse 

gewonnenen Daten bestätigt und weitere tumorassoziierte chromosomale 

Regionen identifiziert. Zudem ermöglicht es die CGH in Paraffin eingebettetes 

Tumormaterial zu untersuchen. Viele dieser Regionen müssen noch mittels 

MSA kartiert werden. Außerdem sind es noch die Chromosomenarme 3q, 4p, 

8p, 11p und 18q, auf denen sich in Frage kommende Tumorgene finden lassen. 

Unabhängig vom Tumorstadium ist bei ca. 22 % der Harnblasenkarzinome die 

Region 4p16.3 deletiert. Dieser Locus befindet sich nahe dem Huntingtongen 

[49, 131]. Häufig zeigt sich ein 8p-LOH bei fortgeschrittenen 

Harnblasenkarzinomen mit schlechtem Differenzierungsgrad. Dabei sind zwei 

Mechanismen des LOH beteiligt. MSA und FISH Untersuchungen brachten 

entsprechende Ergebnisse [2]. Bei über 50 % der Harnblasenkarzinome 

kommen 8p-LOH vor. Da diese Alteration zudem mit dem Progress assoziiert 

ist, könnten weiterführende Untersuchungen sinnvoll sein.  LOH an den 

Chromosomen 3p, 11p und 14q wird jeweils in bis zu 48, 40 und 10-40 % der 

Harnblasenkarzinome gefunden [52, 99, 181, 155 133]. Eine neuere Studie 

beschreibt Verluste an 3p mit 16,9 %, an 11p mit 31,0 % und an 14q mit 40,8 % 

[183]. Mit der Progression ist ein Chromosom 18q-Verlust assoziiert [16].  
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Abbildung 2: Karzinogenese des Harnblasenkarzinoms (Dalbagngi, Presti, et al 

1993; Spuck, Ohneseit , et al. 1994; Knowles 1999). 
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Untersuchungen auf molekulargenetischer Ebene beschreiben bislang zwei 

Entstehungswege der Progression des Transitionalzellkarzinoms der 

Harnblase. Der erste führt zu soliden Tumoren, wobei die Entstehung mit dem 

Carcinoma in situ assoziiert ist. Normales Urothel verändert sich zu flachen 

Atypien/Dysplasien, weiter zu in situ Karzinomen und schließlich zu invasiven 

Blasentumoren. Die häufigste genetische Alteration ist der Funktionsverlust von 

p53. Der andere Weg geht über die oberflächlichen papillären Tumore. Hierbei 

kommt es zu Atypien/Dysplasien des Urothels, weiter zu papillären low-grade 

Karzinomen und schließlich zu invasiven Karzinomen. Die häufigste Alteration 

ist ein LOH an Chromosom 9. Es muss bedacht werden, dass beide 

Entstehungswege interagieren und sich überlappen könnten. Häufig kamen 

LOH an 9p/q bei oberflächlichen high-grade Tumoren und bei invasiven 

Urothelkarzinomen vor. Die Tatsache passt weder zu dem einen noch zu dem 

anderen Weg. LOH an 9pq erklärt somit nicht die beiden unterschiedlichen 

Wege [110]. Kürzlich wurde ein anderer modifizierter Weg beschrieben. Dabei 

werden FGFR3 Mutationen mit einbezogen. Mutationsaktivierung von FGFR3 

kommt bei Patienten mit low-grade Tumoren bzw. bei geringem Tumorstadium 

vor. Die Patienten haben dabei eine günstigere Prognose. Bei Tumoren mit p53 

Mutationen liegen eher invasive und aggressivere Tumoren mit schlechterer 

Prognose vor. Beide Mutationen kommen in 80 % der Harnblasenkarzinome vor 

[188]. Diese beiden Möglichkeiten kommen nicht mit den gesamten genetischen 

Veränderungen in Einklang. In einer Arbeit wurde versucht einen gemeinsamen 

Nenner zu finden. Dabei wurden gut untersuchte Tumorsuppresorgene und 

Onkogene berücksichtigt. Abbildung 3 zeigt die Zusammenhänge. 

Für die erste gemeinsame Veränderung von normalem Urothel über eine Atypie 

zu einer Dysplasie scheint FGFR3 verantwortlich zu sein. Es folgen nun drei 

unterschiedliche Wege. Der erste geht von der Dysplasie zum oberflächlichen 

papillären pTa Tumor, weiter über einen pT1 Tumor zum muskelinvasiven pT2 

Tumor. Der zweite geht von der Dysplasie über ein Carcinoma in situ, weiter zu 

einem minimal invasiven Tumor und schließlich zum muskelinvasiven Tumor. 

Der dritte Weg geht von der Dysplasie zum papillären pT1 Tumor und weiter 

zum muskelinvasiven Tumor [110]. Auch dieses Modell berücksichtigt nicht alle 

möglichen Ansätze. Es fehlen noch entsprechende weitere Studien. 
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Abbildung 3: Neuer, möglicher Weg der Karzinogenese des 

Harnblasenkarzinoms (Mhawech-Fauceslia P, Cheney RT, Schwaller J. Genetic 

Alterations in Urothelial Bladder Carcinoma. Cancer 2006; 106(6):1205-16). 
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1.2. Genetische Analyseverfahren 

 

1.2.1. Zytogenetische Analyse 

 

1.2.1.1. Chromosomenanalyse 

 

Die Methode der konventionellen Chromosomenanalyse erlaubte am gesamten 

Chromosomensatz Untersuchungen zur Zytogenetik urologischer Tumoren. 

Jedoch konnten bislang nur mikroskopisch sichtbare Veränderungen dargestellt 

werden. Das sind mitunter Monosomien, Polysomien, größere Duplikationen, 

größere Deletionen und größere Translokationen. 

 

 

1.2.1.2. Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) 

 

Werden ausgewählte DNA-Sequenzen mit fluoreszierendem Farbstoff markiert 

und anschließend mit Metaphasechromosomen hybridisiert, ist es möglich, 

diese nach erfolgreicher Bindung an komplementäre DNA-Stränge sichtbar zu 

machen. Mit dieser Technik bietet sich die Möglichkeit, tumorassoziierte Loci 

auf subchromosomaler Ebene aufzuzeigen. Auf den chromosomalen 

Abschnitten werden Deletionen und Zugewinne sichtbar. Leider kann bei dieser 

Methode nur die Allelzahl bestimmt werden [7, 10, 38, 55, 109, 135, 136, 146, 

148,170, 18, 50, 116, 150, 190, 192, 197]. 

 

 

1.2.1.3. Komparative genomische Hybridisierung (CGH ) 

 

Bei der CGH wird differentiell markierte genomische Tumor-DNA mit gesunder 

DNA vermischt und hybridisiert. Durch unterschiedliche Fluoreszenzintensität 

der Metaphasen-Chromosome zeigen sich verschiedene chromosomale 

Regionen der Tumor-DNA. Einige dieser Regionen konnten als 

Progressionsmarker gewertet werden [11, 78, 115, 132, 138, 139]. Mit dieser 

Technik können größere Serien in Paraffin eingebetteter Proben untersucht und 
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computerassistiert ausgewertet werden. Mit dieser Methode ist wie bei der FISH 

nur die Ermittlung der Allelzahl möglich. 

 

 

1.2.2. Molekulargenetische Analyse 

 

1.2.2.1. Mikrosatellitenanalyse (MSA) 

 

Neue Möglichkeiten auf molekularbiologischer Ebene zu arbeiten bietet die 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Diese Technik erlaubt es, ausgewählte 

DNA-Sequenzen gezielt zu vervielfachen. Nach Amplifikation von 

Mikrosatelliten-DNA können die entstandenen Produkte mittels 

Gelelektrophorese getrennt werden. Bei den Mikrosatelliten handelt es sich um 

repetetive Sequenzfolgen, die nicht-kodierend sind. Die repetetiven Sequenzen 

bestehen aus Di-, Tri- oder Tetranukleotidrepeats. Die Anzahl der 

Wiederholungen der Sequenzen ist variabel, damit sind sie polymorph. Haben 

mütterliches und väterliches Allel eine unterschiedliche Anzahl repetetiver 

Sequenzen, ist der Locus heterozygot. Demnach steht die gleiche Anzahl für 

homozygot. Kommt es zum Verlust eines Allels, nennt man dieses Ereignis 

Loss of Heterozygosity (LOH). Mit ca. 70-90 % sind die meisten Mikrosatelliten 

heterozygot, nur diese sind einer Analyse dienlich. Die Mikrosatelliten werden 

nach Amplifikation mittels PCR gelelektophoretisch getrennt, die für 

Heterozygotie typischen Doppelbanden werden sichtbar. Mit 

Lasersequenziergeräten können die fluoreszierenden PCR-Produkte sowohl 

quantitativ als auch qualitativ dargestellt werden. Mit der MSA lassen sich 

Veränderungen der Tumor-DNA nachweisen, das sind insbesondere Verluste 

(Deletionen, LOH) als auch Zugewinne genetischen Materials 

(Duplikationen,Trisomien) und Längeninstabilitäten. Jedoch lassen sich diese 

Veränderungen nur darstellen, wenn gesunde DNA aus Lymphozyten 

mituntersucht wird. Als allelische Imbalance (AI) werden Veränderungen des 

DNA-Gehalts der einzelnen Allele zueinander im Vergleich zur mituntersuchten 

gesunden DNA bezeichnet. Unter Hilfe von nur zwei Mikrosatellitenmarkern pro 

Chromosom wurde  mit dieser Methode bereits eine Allelotypisierung 

vorgenommen [87]. Da Mikrosatelliten auf den Chromosomen verteilt vorliegen, 
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kann die MSA zur Kartierung benutzt werden, wenn für das zu untersuchende 

Chromosom eine Vielzahl von Mikrosatellitenmarkern eingesetzt wird [12, 25, 

26, 32, 59, 63 ,125,127, 161, 180, 195].  

Um neue Tumorgene zu klonieren, werden Mikrosatelliten-

Kartierungsuntersuchungen als Ausgangsuntersuchung verwendet. Auf 9q  

wurde beim Harnblasenkarzinom die Region soweit eingegrenzt, dass ein 

potentielles TSG identifiziert werden konnte [60, 64, 94]. Die herausragende 

Rolle dieses Genortes konnte durch zahlreiche Arbeiten in der Vergangenheit 

und in neuen Studien immer wieder bestätigt werden [1,114].   

Es sind nur kleine Mengen DNA notwendig, um die MSA erfolgreich 

durchzuführen und damit DNA-Alterationen effizient  aufzuzeigen. Schon beim 

Nierenzellkarzinom gelang es, Alterationen im Serum zu detektieren [86]. Auch 

beim Harnblasenkarzinom konnten hier signifikante Ergebnisse erzielt werden.   

Die Mikrosatellitenanalyse beim Harnblasenkarzinom wies eine hohe 

Sensitivität und Spezifität der Serum- und Urinuntersuchungen auf.  Dabei 

waren die erzielten Ergebnisse stadienunabhängig [84]. Andere Arbeitsgruppen 

konnten weniger gute Ergebnisse erzielen. Grund hierfür könnte die zu geringe 

Anzahl an verwendeten Mikrosatellitenmarkern sein. Auch die geringe 

Patientenzahl kann dabei eine Rolle spielen. Außerdem waren die Ergebnisse 

nicht stadienunabhängig [177]. 

 

 

1.2.2.2. DNA-Sequenzierung 

 

Zur Sequenzierung des Genoms wird die molekulare Struktur der DNA-Stränge 

aufgeschlüsselt und die Reihenfolge der vier Basenpaare Adenosin (A), Thymin 

(T), Cytidin (C) Guanosin (G) dargestellt. Die Basenpaare sind komplementär 

(A-T und C-G). Aufgrund der Doppelhelixstruktur, aus  zwei komplementären 

DNA-Strängen bestehend, können beide Sequenzen der DNA sequenziert 

werden. Computergestützte Geräte kommen dabei zum Einsatz. Diese 

registrieren Fluoreszenzmarkierungen der gelelektrophoretisch aufgetrennten 

PCR-Produkte. Abbildung 4 zeigt eine aufgeschlüsselte DNA-Sequenz des p53 

Tumorsuppressorgens mit einer Punktmutation einer einzelnen Base, die zu 

einem veränderten Genprodukt führt, wenn zudem nach der Knudson´schen 
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Zwei-Treffer-Theorie das andere Allel durch eine Deletion inaktiviert wurde. 

Erstmals wurde 1982 eine Punktmutation im ras-Onkogen einer 

Blasenkarzinomzelllinie identifiziert [178]. 
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Abbildung 4: Dieses Beispiel der Firma Amersham-Parmacia Biotech zeigt eine 

Punktmutation an P53. 
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Der Nachweis einer Assoziation von P53-Mutationen mit invasiven 

Blasenkarzinomen gelang Sidransky et al. 1991. Auch zeigte sich in dieser 

Studie, dass am Blasenkarzinom Erkrankte in 1-7 % der untersuchten Fälle die 

gleichen P53-Mutationen aufweisen [158]. Neue Studien konnten die Funktion 

von p53 in Verbindung mit dem Retinoblastoma Gen bestätigen [112]. 

 Von besonderer Bedeutung ist der Nachweis tumorspezifischer DNA-

Alterationen im Urin, also in einer Körperflüssigkeit. Da urologische Tumore 

keine signifikant höhere Inzidenz an Genmutationen im Primärtumor 

(Clustering) aufweisen, können spezifische Mutationen schlecht zur 

Tumordetektion genutzt werden. Bei anderen Tumoren mit Clustering können 

mutationsspezifische PCR-Verfahren die Sequenzierung  teilweise ersetzen. 

Neu ist die Anwendung epigenetischer Marker. Die Promoterhypermethylierung 

von CpG Inseln ist deutlich mit der Tumorentstehung aber auch mit der 

Prognose des Harnblasenkarzinoms assoziiert. Methylierungsmarker könnten 

zukünftig nichtinvasiv die Urinzytologie und die invasive Zystoskopie ergänzen 

[82, 83]. 

 

 

1.2.2.3. Microarrays  

 

Mit den Microarrayas stehen der Wissenschaft neue molekulargenetische 

Methoden zur Verfügung. Sie werden auch als Biochips oder Genchips 

bezeichnet. Dabei können eine Vielzahl von Tests auf einem kleinen Medium in 

kurzer Zeit bearbeitet werden. Mehrere Untergruppen werden dabei 

unterschieden: DNA-Microarrays, Tissue-Microarrays, Transfektions-

Microarrays und Protein-Microarrays. 

Unter Hilfe der Methode konnten auch Biomarker beim Harnblasenkarzinom 

identifiziert  und experimentell genutzt werden [122]. Der Nutzen im klinischen 

Alltag muss noch durch entsprechende Studien verifiziert werden [142, 153]. 

Die Entwicklung der Microarrays sowie deren Anwendung wird in den nächsten 

Jahren weiter vorangetrieben werden, da durch die  komplexen Möglichkeiten 

genauer, schneller und damit ökonomischer gearbeitet werden kann. Jedoch ist 

eine Intensivierung der Zusammenarbeit von Medizinern, Biologen und  

Informatikern nötig [47, 191]. 
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1.3. Tumormarker 

 

1.3.1. Konventionelle Tumormarker 

 

Für eine begrenzte Zahl von Malignomen werden Tumormarker eingesetzt. Vor 

allem in der Frühdiagnostik und in der Tumornachsorge haben diese Marker 

einen hohen Stellenwert. Aus urologischer Sicht ist besonders das 

prostataspezifische Antigen (PSA) hervorzuheben, welches als Tumormarker 

einen wichtigen Platz in der Früherkennung und Nachsorge beim 

Prostatakarzinom eingenommen hat. Beim Harnblasenkarzinom gibt es bislang 

keine Marker, welche für sich allein mit ausreichender Sicherheit im klinischen 

Alltag nutzbar sind. Nach transurethraler Blasentumorresektion besteht die 

Möglichkeit, Rezidive mittels Urinzytologie als nichtinvasive Methode neben 

bildgebenden Verfahren und der Zystoskopie zu detektieren. Jedoch ist die 

Sensitivität der zytologischen Untersuchung mit 17-38 % bei pTaG1-Tumoren 

relativ gering [194].  

Aus diesem Grund wäre ein zuverlässiger serologischer Marker eine sinnvolle 

Ergänzung  zu den konventionellen Methoden. Bei konsequenter Nutzung eines 

solchen Markers könnten die zur Verfügung stehenden 

Behandlungsmodalitäten des Harnblasenkarzinoms gezielter eingesetzt 

werden. 

 

 

1.3.2. Molekulare Tumormarker 

 

1.3.2.1. DNA basierter Nachweis zellgebundener Tumo r-DNA   

 

Der Nachweis von zellgebundener DNA in Körperflüssigkeiten wie Blut basiert 

auf Methoden, die zum Nachweis von genetischen Alterationen am 

Tumorgewebe etabliert wurden. Auf diese Weise konnten Zusammenhänge bei 

der Tumorentstehung gezeigt werden [21, 39, 42, 43, 53,90, 92, 143, 157, 163, 

167, 171, 173]. 
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1.3.2.2. DNA basierter Nachweis zellfreier Tumor-DN A in Serum und 

Plasma  

 

Mittlerweile existieren Methoden, um auch  bei frei im Serum zirkulierender 

DNA tumorspezifische Alterationen nachzuweisen. Leon und Mitarbeiter stellten 

bei onkologischen Patienten erhöhte Serumkonzentrationen von DNA fest. 

Nach entsprechender Therapie kam es dann zu einem Abfall der 

Serumkonzentrationen der DNA [98]. Da auch bei gutartigen Tumoren erhöhte 

Konzentrationen nachweisbar sind [91, 96, 181], war es hilfreich, Merkmale von 

Patienten mit Malignomen herauszuarbeiten [174]. Hohen Stellenwert  hat die 

Mikrosatellitenanlyse bei der Detektion tumorspezifischer DNA-Alterationen, wie 

Chen et al. in Studien  über kleinzellige Bronchialkarzinome zeigten [13, 30, 

121]. Sidransky gelang der Nachweis tumorspezifischer DNA beim 

Nierenzellkarzinom und konnte auch im Urin dieser Patienten mit den gleichen 

Markern DNA nachweisen [48]. Die angewandten Methoden besitzen eine hohe 

Sensitivität, da sich bei Gesunden nur 10 bis 30 ng/l freie DNA nachweisen 

lassen und bei Karzinompatienten Werte von 180 bis 400 ng/l erreicht werden 

[97, 98, 152, 172]. Jedoch eignet sich das Verfahren nicht zur Prognose, 

sondern eher zur Früherkennung, da keine Assoziation zu Tumorstadien 

bestand [56, 119, 160, 164, 165]. 
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2. Zielsetzung und Fragestellung 

 

In dieser Arbeit sollen Marker für das Harnblasenkarzinom gefunden werden, 

welche in Serum und Plasma vorkommen und zudem mit dem Progress der 

Erkrankung assoziiert sind. Mit Hilfe dieser Marker könnte die konventionelle 

Diagnostik des Harnblasenkarzinoms sinnvoll ergänzt werden. Zudem könnten 

Aussagen über den Progress gemacht werden.  

Mit der Mikrosatellitenanalyse wurden folgende Untersuchungen durchgeführt: 

 

• Anwendung der Mikrosatellitenanalyse zur Allelotypisierung des 

Marburger Patientengutes mit Harnblasenkarzinom. 

 

• Identifikation progressionsassoziierter chromosomaler Regionen. 

 

• Detektion  von Serum-DNA-Alterationen mittels Mikrosatellitenanalyse. 

 

• Sensitivität der Methode für die Serumdiagnose beim 

Harnblasenkarzinom. 

 

• Tumorspezifität der identifizierten Serum-DNA-Alterationen. 

 

• Korrelation des Nachweises von Serum-DNA-Alterationen mit 

Tumorstadium und Differenzierungsgrad. 

 

• Identifikation von Mikrosatellitenmarkern mit höchster Sensitivität für die 

Serumdiagnose. 

 

• Durchführung eines Followup über einen Zeitraum von 5 Jahren, um 

verlässlichere Aussagen über den Progress des Urothelkarzinoms der 

Harnblase machen zu können. 
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3. Material und Methode 

 

3.1. Allgemeines 

 

An unserer Klinik wurden von 1999 bis 2001 bei n=58 Patienten mit 

Harnblasenkarzinom, die operiert wurden, Blut- und Tumorproben entnommen.  

Die Anzahl der Patienten setzt sich aus 48 Männern und 10 Frauen zusammen. 

Die Patienten kamen überwiegend aus Marburg Stadt sowie dem Landkreis 

Marburg Biedenkopf. Die Zuweisung erfolgte durch die dort niedergelassenen 

Urologen. Die Diagnostik erfolgte teilweise bereits  durch diese. Nach 

Diagnosestellung wurde das entsprechende Staging durchgeführt. Danach 

konnten die Patienten operiert werden.   Durch das pathologische Institut des 

Klinikums wurden die Tumore anhand der aktuell gültigen TNM-Klassifikation 

eingeteilt. 

Tabelle 1 zeigt die Verteilung der Tumore nach der TNM-Klassifikation sowie 

das Grading.  
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Stadium G1 G2 G3 Gesamt 

pTa 14 12 - 26 

pTis - - 1 1 

pT1 2 8 - 10 

pT2 - 4 8 12 

pT3a - 2 4 6 

pT3b - 1 1 2 

pT4a - - 1 1 

 16 27 15 58 

 

Tabelle 1: Histopathologische Einteilung der Harnblasenkarzinome. 



 27

Zur Dokumentation aller nötigen Patientendaten wurde das Programm 

Filemaker eingesetzt. In eine Maske wurden die entsprechenden Daten 

eingegeben: 

 

• Patientenidentifikationsnummer der Klinik, Probennummer, Name, 

Geburtstag, Geschlecht, Adresse, Telefonnummer 

• Hausarzt, zuweisender Urologe 

• Datum der Erstdiagnose, Alter bei Erstdiagnose, Tumorstadium bei 

Diagnosestellung 

• Anzahl der Rezidive mit Datum und Tumorstadium, Dauer bis Rezidiv, 

Ausbreitung (z.B. multifokal) 

• Operationsdatum, Alter des Patienten bei Operation, 

Operationsverfahren (transurethrale Resektion/radikale Zystektomie), 

postoperative Histologie 

• Bemerkungen (in besonderen Fällen) 

• Followup (ja/nein), Datum der letzten Nachsorge, Verlauf ( Vollremission, 

stable Disease, Progress, Exitus mit Datum und Todesursache) 

• Chromosomenveränderungen 

 

 

Neue Einträge wurden durch das Programm automatisch gespeichert. 

Initial wurden die präoperativen Daten eigegeben, dann die postoperativen und 

im Anschluss an die Laborarbeit die Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse. 

Schließlich konnte das Followup hinzugefügt werden.  

Die Eingabemaske liegt als Abbildung vor. 
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Abbildung 5: Eingabemaske von Filemaker. 
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3.2. Probenmaterial  

 

Die Probenasservierung erfogte von 1999 bis 2001 an der Klinik für Urologie 

und Kinderurologie der Philpps-Universität Marburg. Von jedem Patienten 

wurde präoperativ venöses Blut mit einer 10 ml EDTA- Monovette entnommen. 

Die Tumorprobe wurde intraoperativ bei der transurethralen Resektion oder bei 

der radikalen Zystektomie gewonnen. Wichtig war es bei der Probeentnahme 

darauf zu achten, Tumorgewebe nicht mit gesundem Gewebe zu mischen. So 

konnte sichergestellt werden, später keine falsche DNA aus den Proben zu 

isolieren. Die gesamten Proben von Blut und Tumorgewebe wurden mit 

Flüssigstickstoff schockgefroren und bei –80 Grad Celsius bis zum nächsten 

Arbeitsschritt aufbewahrt. Die Serum-Monovette wurde nach Zentrifugation über 

10 Minuten bei 3000 g abgesert.  

 

 

3.3. Methoden 

 

3.3.1. DNA-Isolierung   

 

Von dem asservierten Tumorgewebe wurde ein Stück  mit einem Durchmesser 

von 5-10 mm herausgeschnitten und mit TE 9-Puffer (0.5 Tris-Cl, pH 9; 0.1M 

EDTA) in einer Petrischale aufgeweicht. Aus dem Gewebe konnten die 

Tumorzellen vom Stromagewebe abgeschabt werden. Nach Resuspension der 

Tumorzellen in 5 ml TE 9-Puffer und in 2 % igem Natriumdodecysulfat (SDS) 

wurden diese mit 0,5 mg/ml Proteinkinase-K für mindestens drei Stunden bei 56 

Grad Celsius inkubiert. Die DNA wurde mit der konventionellen Phenol-

Chloroform-Methode extrahiert und nach Ethanol-Präzipitation in TE1-Puffer (10 

mM Tris-C1, pH 7,5;1mM EDTA) gelöst. Auf gleiche Art und Weise erfolgte die 

Isolierung gesunder DNA aus Lymphozyten und Vollblut. Die DNA der 

Serumproben wurde mit einem Fertig-Kit (QIAmp Midi-Kit, Qiagen, Hilden 

Deutschland) isoliert. Zur  Gewinnung von Serum-DNA wurden die 

Serummonovetten für 10 Minuten bei 3000g  zentrifugiert. Der Extraktion 

wurden  
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2-4 ml des klaren Überstandes zugeführt. Vor dem nächsten Arbeitsschritt 

wurde die isolierte DNA bei -20 Grad Celsius gelagert. 

 

 

3.3.2. Mikrosatellitenanalyse 

 

Zum Auffinden der DNA-Alterationen von Tumorgewebe und Serum   wurden 

17 hochpolymorphe Marker der chromosomalen Regionen 5q, 8p, 9p, 9q, 13q, 

14q, 17p, 17q und 20q (D5S1720, D5S476, D8S261, D8S171, D9S925, D9S15, 

D13S153, D14S750, D14SS61, D14S267, D17S799, D17S1306, D20S486, 

D20S607, D20S481, D20S480) benutzt. Aus den Genom-Datenbanken im 

Internet unter http://gai.nci.nih.gov/html-chlc/ChlcMarkers.Html, http://www-

genome.wi.mit.edu/cgi-bin/contig/sts_info?sts oder 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=unists wurden die Primer-

Sequenzen übernommen. Bei den Primern wurde ein hoher Anteil mit Tri- und 

Tetranukleotidrepeats ausgewählt, da sie durch den größeren Abstand der 

beiden Allele reinere Ergebnisse liefern. In Tabelle 2 sind diese 

Mikrosatellitenmarker aufgeführt. 
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3.3.3. Polymerasekettenreaktion mit fluoreszierende n Primern 

 

Cy5 (blau) wurde als Fluoreszenzmarker genutzt. Folgende PCR-Konditionen 

wurden bei allen Mikrosatellitenprimern genutzt:  

50-100 ng Normal-, Tumor- oder Serum-DNA wurden in 10 Mikroliter PCR-

Reaktionen mit 50mM KCL, 10 mM Tris-Cl pH 8,3, 1.5 mM MaCl2, 10pMol 

„Forward“-Primer (Cy-5-fluoreszenzmarkiert), 10pMol „reverse“-Primer, 0.01 % 

BSA und 0.5 U Taq DNA Ploymerase (Promega Madison, Wisconsin, USA) 

eingesetzt. Die PCR-Amplifikationen wurden unter den gleichen Konditionen für 

alle Mikrosatellitenmarker in einem PTC 100 Thermocycler (MJ-Research, 

Watertown, Massachusetts, USA) durchgeführt, mit einer initialen 

Denaturierung bei 94 Grad Celsius für 2 Minuten, gefolgt von  jeweils 28 Zyklen 

mit 40 Sekunden bei 95 Grad Celsius, 30 Sekunden bei 55 Grad Celsius gefolgt 

von 40 Sekunden bei 72 Grad Celsius. Nach einer abschließenden Extension 

wurden bei 72 Grad Celsius für 10 Minuten 30 Mikroliter Stop-Lösung (50 mM 

EDTA und 5 mg/ml Dextran  Blau 2000 in 100 % deionisiertem Formamid) 

jedem Reaktionsgemisch hinzugefügt. 

 

 

3.3.4. Laserdetektion der PCR-Produkte 

 

Die Fluoreszenzmarkierung der PCR-Produkte erfolgte  mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff Cy 5. 

Bei dieser hochsensitiven Methode kann auf radioaktive Marker verzichtet 

werden. Die Eignung des Verfahrens wurde durch zahlreiche Publikationen der 

Arbeitsgruppe von Prof. Kovacs, Heidelberg dokumentiert [20,32, 130].  

Für die Laserdetektion der PCR-Produkte wurden 4 Mikroliter der PCR-

Produkte auf einem 8 % Polyacrylamidgel (Reprogel „Long Read“, Amersham 

Parmacia Biotech, Freiburg) bei konstant 1500 V, 60 mA, 30 W und 55 Grad 

Celsius Geltemperatur in 0,5 TBE Puffer für 5 Stunden in 200 Gelkassetten 

elektophoretisch aufgetrennt.  

Die Fragmentanalyse erfolgte in einem automatischen Laser-Sequenziergerät 

(ALFexpressII, Amersham Pharmcia Biotech, Freiburg. Abb. 6, 7). Die 

erhaltenen Rohdaten wurden mit Hilfe der „Fragment Manager“ Software (FM 
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1.2, Pharmacia Biotech) ausgewertet. Die Prinzipien der Laserdetektion von 

fluoreszenzmarkierten PCR-Produkten sind in Abbildung 8 dargestellt. 

Die Banden laufen bei der Methode in herkömmlicher Weise über die Gele. 

Jedoch werden diese fluorezierenden Banden nicht bloß abfotografiert. Bei 

dieser Methode werden die Banden mittels Laser detektiert. Ein 

entsprechendes Programm errechnet aus den gewonnenen Daten eine Kurve. 

Bei gleicher Laufrichtung der einzelnen Banden laufen diese unterschiedlich 

weit. Werden die Banden abfotografiert, erhält man nur ein eindimensionales 

Bild. Das automatische Sequenziergerät errechnet zweidimensionale Kurven. 
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Abbildung 6: Sequenziergerät ALFexpressII. 
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Abbildung 7: Innenansicht Sequenziergerät ALFexpressII. In die 

Metallklammern wird eine gelgefüllte Doppelglasplatte eingelegt. Darin laufen 

die Banden und werden mittels Laser detektiert.  
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Abbildung 8: Prinzip der DNA-Sequenzierung. 
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3.3.5. Followup  

 

Fünf Jahre nach Beginn der Studie wurde das Followup durchgeführt. Die 

durchschnittliche Followupzeit betrug 44,7 Monate. Die gesamte Zeitspanne 

betrug 1-81 Monate. Zu Beginn der Studie standen 58 Patienten zur Verfügung, 

deren Daten erhoben werden konnten. Die entnommenen Blutproben sowie das 

asservierte Tumormaterial wurden analysiert. 

Die ausgewerteten Daten zeigten Assoziationen zwischen Allelverlust und 

Tumorstadium sowie schlechter Kerndifferenzierung.  

Nach fünf Jahren war es nötig, den klinischen Verlauf zu untersuchen. Hierbei 

sollte überprüft werden, ob beschriebene tumorassoziierte Alterationen 

Aussagen über den Progress erlauben.  

Nach erfolgter transurethraler Resektion oder radikaler Zystektomie wurden die 

Patienten durch unsere Klinik, zum großen Teil aber von niedergelassenen 

Urologen, im Rahmen der onkologischen Nachsorge kontrolliert.  Zur Erlangung 

der Daten mussten die niedergelassenen Urologen aufgesucht werden, um 

gezielt die nötigen Informationen zu sichten und zu dokumentieren. Von 50 der 

insgesamt 58 Patienten konnten verwertbare Daten erhoben werden. Diese 

Daten wurden in die Maske des Programms Filemaker eingefügt.  

Bei Patienten mit Progress bzw. in finalen Stadien wurde die palliative 

Betreuung häufig durch die entsprechenden Hausärzte übernommen. In diesen 

Fällen wurden  die Hausärzte kontaktiert, um Todesursache und 

Todeszeitpunkt zu erfragen und zu dokumentieren. 

Die erhobenen Daten konnten dann ausgewertet werden. Diese werden im 

Ergebnisteil dargestellt.  

Als Fragestellung stand die Assoziation zwischen Allelverlust und 

Tumorprogress im Mittelpunkt.  
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3.3.6. Statistik  

 

Der Student`s Test und der Mann-Whitney-Test wurden zur Identifikation 

potentieller Assoziationen von bestimmten genetischen Alterationen mit 

klinisch-pathologischen Prognoseparametern  sowie dem Nachweis von Serum-

DNA Alterationen mit klinisch-pathologischen Prognoseparametern angewandt. 

Als signifikant wurde ein p-Wert von kleiner gleich 0,05 bewertet. Mit der 

StatView 4.51 Software für Macintosh- Systeme wurde die Statistik erstellt. 
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4. Ergebnisse  

 

4.1. Inzidenz genetischer Alterationen und Assoziat ionen mit  

klinisch-pathologischen Prognoseparametern 

 

Die Analyse der Inzidenz genetischer Alterationen erfolgte mit 17 polymorphen 

Mikrosatellitenmarkern der chromosomalen Regionen 5q, 8p, 9p, 9q, 13q, 14q, 

17p, 17q und 20q (Tabelle 3). Dabei zeigten sich Alterationen an 5q, 8p, 9p und 

9q mit 43 bis 53%. Am Chromosom 20q zeigten sich Alterationen mit 57%. 

Zwischen nichtinvasiven pTa Tumoren und invasiven pT1-4 Tumoren zeigten 

sich signifikante Unterschiede der Alterationsinzidenzen und 

Alterationshäufigkeiten. Ebenso wurden signifikante Unterschiede zwischen den 

gut differenzierten G1 Tumoren und den schlecht differenzierten G2 und G3 

Tumoren auffällig, was Alterationsinzidenzen und Alterationshäufigkeiten 

betrifft. Mit schlechter Kerndifferenzierung und invasivem Tumorwachstum 

waren Alterationen an den chromosomalen Regionen 5q, 14q und 17p 

assoziiert (Tabelle 3, 4a und 4b sowie Abbildungen 9, 10 und 11). 
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Tabelle 3: Loss of Heterozygosity ist mit Differenzierungsgrad, lokalem 

Tumorstadium und Lymphknotenmetastasierung assoziiert. p<0,05 wurde 

markiert. 
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Tabelle 4a: Alterationen
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Tabelle 4b: Alterationen.     

 

�= LOH, Alteration     

 = Allelische Imbalance, Alteration     

�= Retention der konstitutionellen Heterozygosität     

�= homozygot, nicht informativ 
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Abbildung 9: Alterationsinzidenz der entsprechenden chromosomalen 

Regionen. 
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Abbildung 10: Alterationsinzidenzen selektiv nach Tumorstadium dargestellt. 
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Abbildung 11: Alterationsinzidenzen selektiv nach Tumorgrad dargestellt. 
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4.2. Serum-DNA-Alterationen  

 

Mit der Mikrosatellitenanalyse ist es möglich, aus kleinsten Mengen frei 

zirkulierender DNA Tumor-DNA-Alterationen aufzuzeigen. Keine anderen 

serologischen Marker haben eine ähnlich hohe Sensitivität und Spezifität wie 

die Mikrosatellitenanalyse. Die Ergebnisse von 58 untersuchten Patienten sind 

hier aufgezeigt. 

 

 

4.2.1. Inzidenz 

 

Zur Detektion von Serum-DNA-Alterationen kamen 17 polymorphe 

Mikrosatellitenmarker zum Einsatz. Die untersuchten chromosomalen Regionen 

5q, 8p, 9p, 9q, 13q, 14q, 17p, 17q und 20q wiesen in 79,3 % der Fälle 

Alterationen der Serum-DNA auf. 8p-Alterationen kamen mit 38 % am 

häufigsten vor. 5q-, 9p- und 20q-Alterationen zeigten sich in 20 bis 23 % der 

Fälle. In 9 bis 18 % traten Alterationen an den übrigen untersuchten 

chromosomalen Regionen auf (Abb. 12). Für die serologische Tumordiagnose  

konnte damit eine Gesamtsensitivität von 59% ermittelt werden. 

 

 

4.2.2. Assoziation mit klinisch-pathologischen Prog noseparametern 

 

Die Ergebnisse zeigen Zusammenhänge zwischen nachgewiesenen Serum-

DNA-Alterationen und schlechter Tumordifferenzierung. Ein Zusammenhang 

zwischen fortgeschrittenem Tumorstadium und Serum-DNA-Alterationen war 

nicht statistisch signifikant nachzuweisen. Abbildung 13  zeigt die 

unterschiedlichen Inzidenzen der Serum-DNA-Alterationen in Abhängigkeit von 

oberflächlichem und lokal fortgeschrittenem Wachstum. Abbildung 14  stellt die 

Zusammenhänge zwischen Serum-DNA-Alterationen und Differenzierungsgrad 

dar. 



 47

4.2.3. Spezifität  

 

Zur Kontrolle bezüglich der Spezifität wurden auch 20 Gesunde untersucht. Bei 

vier der Gesunden kamen sieben unspezifische allelische Imbalancen vor. Die 

unspezifischen allelischen Imbalancen können als PCR-Artefakte angesehen 

werden. In der Gruppe der Tumorpatienten traten 10 % unspezifische 

Alterationen auf. Insgesamt beträgt die Spezifität der Methode somit 80%. 

Serum DNA-Alterationen wurden nur als solche angesehen, wenn dies auch bei 

der entsprechenden Tumor-DNA der Fall war. Die Abbildungen 15 und 16 

zeigen dies beispielhaft. 
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Abbildung 12: Inzidenz von DNA-Alterationen in Tumorgewebe und Serum. 
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Abbildung 13: Inzidenzen selektiert nach Tumorstadium (p>0,05). 

 

Abbildung 14: Inzidenzen selektiert nach Tumorgrad (p=0,008). 
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Chromosom  

  

Marker 

 

Alterationen im Tumor 1 

(%) 

 

 

 

Serum 2 

(%) 

5q  D5S476 20  3 (0) 

  D5S170 36  29 (3) 

      

8p  D8S261 33  10 (3) 

  D8S560 45  29 

      (10) 

9p  D9S171 38  9 (3) 

  D9S925 41  12 (2) 

      

9q  D9S15 47  14 (2) 

      

13q  D13S153 28  12 (7) 

      

14q  D14S750 40  9 (9) 

  D14S61 19  5 (0) 

  D14S267 25  3 (3) 

      

17p  D17S799 22  10 (5) 

      

17q  D17S1306 24  16 (9) 

20q  D20S486 38  12 (0) 

  D20S607 16  2 (0) 

  D20S481 17  2 (5) 

  D20S480 31  2 (0) 

1 100% = n = 58 Tumoren 
2 100% = n = 58 Serumproben; Werte in Klammern = Anteil   zusätzlich 

identifizierter allelischer Imbalanz (AI) (100% = n = 58) 

 

Tabelle 5: Inzidenzen von DNA-Alterationen in Bezug auf die entsprechenden 

Mikrosatellitenmarker.
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4.3. Followup  

 

Von 58 Patienten der in der Studie untersuchten Gruppe konnten Daten von 50 

Patienten eingebracht werden. 5 Jahre nach Beginn der Studie wurde das 

Followup durchgeführt. Die durchschnittliche Followupzeit betrug 44,7 Monate. 

Die gesamte Zeitspanne betrug 1-81 Monate. Während dieser Zeit bekamen 12 

von den 50 Patienten, welche dem Followupkollektiv zugeführt wurden, einen 

Progress. Von den 12 dieser Patienten verstarben 10. 

Bei diesen Patienten mit Progress oder den Verstorbenen als Folge des 

Urothelkarzinoms waren zum Zeitpunkt der Operation, also zum Zeitpunkt der 

Tumorasservierung, die chromosomalen Regionen 5q (p= 0,0125), 13q 

(p=0,031), 14q (p=0,0026) und 17p (p=0,0005) mit einem fortgeschrittenen 

Tumorstadium (nach TNM Klassifikation) vergesellschaftet. 

Mit einem schlechten Differenzierungsgrad waren die chromosomalen 

Regionen 5q (p=0,0389), 8p (p=0,0405), 14q (p=0,0337) und 17p (p=0,008) 

assoziiert. 

Aber keine dieser Alterationen zeigte signifikante Assoziationen mit dem 

Progress. 

Nur das Tumorstadium zum Zeitpunkt der Materialasservierung, also zum 

Zeitpunkt der Operation, war als Prognoseparameter anzusehen.  
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5. Diskussion  

 

5.1. Allgemeines 

 

Die Behandlungsstrategien des Harnblasenkarzinoms sind heute 

weitestgehend standardisiert. Neben der transurethralen Resektion mit der 

Option der Instillationstherapie zur Rezidivprophylaxe bei schlechter 

Differenzierung ist bei weiter fortgeschrittenem Tumorstadium die radikale 

Zystektomie indiziert.  

Es stellt sich bislang jedoch die Frage, wie ein schlecht differenziertes 

oberflächliches Harnblasenkarzinom (T1 G3) behandelt wird. Mit einer radikalen 

Zystektomie sind in diesem Stadium bis zu 90 % der Patienten übertherapiert, 

hinzu kommen die Komplikationen, die eine Ersatzblase oder andere Formen 

der Harnableitung mit sich bringen können.  

Unterziehen sich die Patienten einer transurethralen Resektion mit 

Instillationsprophylaxe, muß in bis zu 30 % der Fälle mit einem Rezidiv 

gerechnet werden [15, 69, 70, 72, 77, 147].  

Diagnostisch stehen bildgebende Verfahren und die Zystoskopie zur Verfügung. 

Zudem kommen zytologische Tests zur Anwendung. Bildgebende Verfahren 

sind bei der Diagnostik hinsichtlich des Lokalbefundes zu ungenau. Nicht alle 

Tumore können, besonders in einem frühen Stadium, adäquat dargestellt 

werden. Über die Differenzierung können  dabei keinerlei Aussagen getroffen 

werden.  Beim Staging hingegen sind die bildgebenden Verfahren aber 

wichtiger Bestandteil der Diagnostik. Die Zystoskopie stellt ein invasives 

Verfahren dar, bei dem flache Tumoren nicht  immer detektiert werden. Auch 

neuerdings verwendete fluoreszierende Substanzen, im Rahmen der PDD 

(photodynamische Diagnostik), machen keine Aussage über die 

Wachstumstiefe des Tumors, sondern dienen der genaueren Bestimmung der 

Ausdehnung und der Bestimmung der Anzahl multiloculär wachsender Tumore. 

Bei dieser Methode werden photoaktive Substanzen intravesical appliziert. Seit 

März 2007 ist die photoaktive Substanz Hexyl-ALA-Ester in 27 europäischen 

Ländern zugelassen. Hiermit konnte die Rate an zusätzlich diagnostizierten 

flachen high-grade-Tumoren erhöht werden. Außerdem hat sich gezeigt, dass 
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durch den Einsatz der PDD  die Residualtumorrate im Rahmen der TUR-B 

gesenkt werden konnte.  

Jedoch konnte die Rezidivrate nicht gesenkt werden [200]. Mit der Urinzytologie 

können besonders high-risk-Urothelkarzinome erfasst werden [189].  

Spülzytologien haben aber den Nachteil, nicht die gewünschte Sensitivität bei 

gutdifferenzierten Tumoren zu besitzen, eine durchschnittliche Sensitivität von 

nur 40-60 % wird hier verzeichnet. Bei high-grade Karzinomen sind es hingegen 

80-95%. Zudem wird die Methode der Zytologie durch äußere Faktoren limitiert. 

Die Untersuchung ist keine einfache und in nicht unerheblichem Maße vom 

Untersucher abhängig [124].  

Bei der Diagnose anderer Tumore kommen regelmäßig Tumormarker zum 

Einsatz. Unter urologischen Aspekten ist hier besonders das PSA 

(prostataspezifisches Antigen) bei der Diagnose und Prognose des 

Prostatakarzinoms  zu nennen [95].  

In Hinblick auf  das oberflächliche schlechtdifferenzierte Harnblasenkarzinom 

wäre ein vergleichbarer Tumormarker von großem Nutzen. Diagnostik, 

Festlegung der entsprechenden Behandlungsstrategie und Tumornachsorge 

wären mit einem sensitiven und spezifischen Tumormarker sicherer zu 

handhaben. Ein Tumormarker sollte im Urin oder Serum standardisiert messbar 

sein. Zahlreiche experimentelle Arbeiten liegen vor, die Versuche beschreiben, 

geeignete Tumormarker zu identifizieren und zu prüfen. 

 Große relevante Studien existieren nicht  [67]. Der einfachste Marker, die 

Hämaturie, ist hingegen gut untersucht. Eine hohe Sensitivität kann hier 

verzeichnet werden, jedoch nur eine geringe Spezifität.  

Der BTA-Test (Blasentumorantigen-Test)  hat eine zu große Varianz bezüglich 

der  Sensitivität von 8-89 % [3, 144] und ist als Prognoseparameter nicht 

nutzbar [67]. Der BTA-Test ist am erfolgreichsten bei hochgradigen und 

schlecht differenzierten Tumoren. Geringergradige Tumore liefern hier 

unzureichende Ergebnisse. Falsch positive Ergebnisse können außerdem zu 

nicht nötigen Zystoskopien führen.  Der NMP 22-Test hat zu viele 

Ausschlusskriterien wie Urolithiasis oder Infektionen des Urogenitalsystems. 

Desweiteren liegen hier nicht die entsprechenden Studien vor [3]. Als 

Prognosemarker ist er ebenfalls nicht einsetzbar. Die Kombination mit der 

Zystoskopie könnte entsprechende Ergebnisse liefern [3].  
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Survivin gehört zu den Inhibitoren der Apoptoseproteine. Bei vielen Malignomen 

kann es nachgewiesen werden. Es ist aber auch in Normalgewebe 

nachweisbar. Survivin inhibiert die Apoptose, fördert die Zellproliferation und 

steuert mitunter die Angiogenese [106].  Survivin wurde als vielversprechender 

Tumormarker beschrieben, doch muss die Methode noch standardisiert  und 

vereinfacht werden. Weitere Studien sind nötig [46].  

Die Telomerase ist ein Ribonucleoprotein, welches von Tumorzellen expremiert 

wird. Sie wird aus Spülzytologien gewonnen und bestimmt. Diese Methode birgt 

technische Schwierigkeiten in sich, welche die klinische Anwendung stark 

einschränken. Außerdem muss der Urin binnen 24 Stunden aufgearbeitet 

werden und die Methode ist untersucherabhängig. Lymphozyten können  im 

Rahmen eines Harnwegsinfektes falsch positive Ergebnisse bringen. Eine 

geringe Sensitivität muss zudem erwähnt werden. Diese variiert von 24-100 % 

[3, 67].   

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) ist ebenfalls ein Urintest. Dabei 

werden mit fluoreszierendem Farbstoff markierte DNA-Sequenzen mit 

Metaphasechromosomen hybridisiert. Tumorassoziierte Regionen können auf 

subchromosomaler Ebene dargestellt werden. Der Test zeigt Veränderungen 

der Chromosome 3, 7 und 17 sowie den Verlust von 9p21. Der kommerzielle 

UroVysion Test tm hat eine Sensitivität von 68-81 % und eine Spezifität von 79-

96 %. Die Sensitivität für low-grade und low-stage Tumore beträgt nur 36-37 %. 

Die klinische Relevanz verschiedener Studien bleibt unklar.   Derzeit kann auch 

nicht sicher gesagt werden, ob ein positives Ergebnis eine neoplastische 

Umformung darstellt oder ein instabiles Urothel mit Tendenz zur Entartung 

vorliegt [3, 67].   

Als vielversprechender Prognosemarker galt E-Cadherin, ein 

Adhäsionsglycoprotein, welches eine zentrale Rolle bei der Vermittlung von 

Zell-Zellkontakten spielt. Eine qualitativ und quantitativ gute Methode, die im 

klinischen Alltag besteht, kam bislang nur experimentell zur Anwendung. 

Neuere Daten lassen Zweifel an der Aussagekraft der Methylierung von E-

Cadherin aufkommen [123]. 

Ein Siliziumchip, beladen mit Fängerantikörpern, kam in einer Arbeitsgruppe zur 

Anwendung. Er steht für die Routine noch nicht zur Verfügung [75].   
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Auf der Suche nach einem geeigneten Prognoseparameter wurde auch das 

Tetranectin untersucht. In einer Untergruppe von Patienten mit 

Harnblasenkarzinom wurde Tetranectin expremiert, die später einen Progress 

erlitten. Signifikante Ergebnisse liegen hier nicht vor [19].  

Weitere Ansätze haben Untersuchungen mit Tumorsuppressorgenen erbracht. 

Untersucht wurden in einer Arbeit  die Tumorsuppressorgene S 100 A2 und S 

100 A4 [107]. Auch hier sind größere Patientenzahlen nötig.  

Der HA-HAse Test zeigt Nutzen bei Erstrezidiven nach Urothelkarzinom der 

Harnblase. Eine hohe Sensitivität wurde beschrieben. Auch bei low-grade-

Tumoren und bei Low-stage–Tumoren trifft dies zu. Als Prognoseparameter 

kann die HA-HAse nicht angesehen werden [67]. 

Die Promoterhypermethylierung könnte als Marker beim Tumorprogress des 

Harnblasenkarzinoms genutzt werden. 

Beim Prostatakarzinom wurde die Hypermethylierung bereits angewandt. Die 

Diagnoserate konnte durch entsprechende Methoden erhöht werden und die 

Mortalität sank [65]. In mehreren Arbeiten wurden die molekulargenetischen 

Alterationen in der Pathogenese des Prostatakarzinoms untersucht. Die CpG-

Insel-Hypermethylierung des Glutathion-S-Transferase-Gens (GSTP1) ist eine 

charakteristische Veränderung in der Karzinogenese des Prostatakarzinoms 

[100]. 

 Mit dem Nachweis der GSTP1-CpG-Insel-Hypermethylierung stünde ein 

molekularer Test zur Verfügung, welcher Screening und Diagnose des 

Prostatakarzinoms verbessern könnte [31]. 

Beim Harnblasenkarzinom liegen deutlich weniger Ergebnisse vor  [199].  

Überwachungsstrategien in der Diagnostik und der Prognose bestehen bislang 

aus der Urinzytologie und der Zystoskopie. Beide Methoden sind teilweise als 

subjektiv zu werten, da sie untersucherabhängig sind. Eine höhere Sensitivität 

könnte durch die Messung der Promoterhypermethylierung erreicht werden. In 

Studien konnte eine Assoziation zur Tumorentwicklung bzw. zur Prognose 

gezeigt werden [83]. An dieser Stelle sind jedoch weitere prospektive Studien 

nötig [3]. 

Ein vielversprechender Marker ist die Methylierung des RUNX3-promoter für die 

Prognose des Harnblasenkarzinoms. Die Inaktivierung von RUNX3 ist dabei mit 
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der Karzinogenese, den Rezidiven und dem Progress des 

Harnblasenkarzinoms assoziiert [82]. 

Eine gute Möglichkeit molekulare Diagnostik zu betreiben ist die 

Mikrosatellitenanalyse. Für diese Methode sind nur sehr geringe DNA-Mengen 

nötig, da sie amplifiziert werden [93]. 

Nicht nur die DNA des Tumors kann analysiert werden, sondern auch die DNA 

anderer Körperflüssigkeiten oder Körpersekrete. Zellgebundene wie auch freie 

DNA kann beispielsweise aus Blutserum extrahiert, amplifiziert und analysiert 

werden. Die Proteine der DNA besitzen eine höhere Stabilität als die von RNA 

und sind damit für die Mikrosatellitenanalyse geeigneter.  

Eine Spezifität von bis zu 100 % spricht ebenfalls für die Methode [159]. 

Die Gruppe um von Knobloch erbrachte Ergebnisse mit hoher Spezifität und 

hoher Sensitivität [84]. 

Für diese Arbeit wurde Tumorgewebe von 58 Patienten mit Urothelkarzinomen 

der Harnblase asserviert und entsprechend aufgearbeitet.  Die chromosomalen 

Regionen 5q, 8p, 9p, 9q, 13q, 14q, 17p, 17q und 20q wurden mit Hilfe der 

Mikrosatellitenanalyse untersucht. Zum Einsatz kamen 17 

Mikrosatellitenmarker. Zudem wurde nach DNA-Alterationen frei zirkulierender 

DNA im Serum mit den gleichen Mikrosatellitenmarkern gesucht [85].  
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5.2. Genetische Charakterisierung  

 

Proben von 58 Patienten standen zur Verfügung. 9 chromosomale Regionen 

wurden mit 17 Mikrosatellitenmarkern untersucht. Die Ergebnisse wurden 

statistisch aufgearbeitet. Hierbei zeigte sich eine Assoziation von Allelverlusten 

mit fortgeschrittenem Tumorstadium und schlechter Kerndifferenzierung. Dieses 

Verhalten konnte an den chromosomalen Regionen 5q, 14q und 17p 

beobachtet werden. Mit fortgeschrittenem Tumorstadium war ein LOH an 13q 

vergesellschaftet. Ein LOH an 8p war mit dem Differenzierungsgrad assoziiert.  

Studien beschreiben Alterationen am Chromosom 9 als frühes Ereignis der 

Kanzerogenese des Harnblasenkarzioms [42, 87, 89, 162, 167]. In dieser Arbeit 

trat an den 13  pTa Tumoren nur eine Alteration auf. Dies war ein LOH am 

Chromosom 9. Damit konnte die allgemeine Ansicht bestätigt werden, dass 

Chromosom 9 eine besondere Rolle der Karzinogenese zukommt. Aufgrund 

dieser Vermutung versuchte man, Tumorsuppressorgene auf Chromosom 9 

lokalisiert zu identifizieren. Deletionen des P16 Genlocus wurden als 

entscheidend angesehen [23, 128, 169].   Die mögliche Tumorsuppressorregion 

an Chromosom 9q wurde weiter eingegrenzt.  

Es gibt weitere Arbeiten, die Veränderungen am Chromosom 9 als Frühereignis 

der Karzinogenese beschreiben. Bereits bei prämalignen 

Schleimhautveränderungen traten Alterationen auf [66]. 

LOH am Chromosom 8p konnte in dieser Arbeit bei 55-57 % identifiziert 

werden. Andere Arbeiten wiesen Inzidenzen von 22-26 % auf [87,179]. Die 

Daten erklären sich möglicherweise aus der Tatsache, dass zu dieser Arbeit 

viele muskelinvasive Harnblasenkarzinome vorlagen. Mit einem 8p-Verlust 

waren schlechte Kerndifferenzierung und fortgeschrittenes Tumorstadium 

vergesellschaftet. Ein LOH an 8p könnte demzufolge als prognostisch 

ungünstig gelten.  

Auch andere Karzinome zeigen 8p-Veränderungen. Beim Nierenzellkarzinom, 

beim Prostatakarzinom und bei kolorektalen Karzinomen zeigten sich 

Veränderungen [14, 33, 41, 96, 151, 181, 137], welche mit einer schlechteren 

Prognose assoziiert scheinen. Die exaktere Beschreibung des locus fällt 

schließlich auf 8p23 [120, 127, 176].  
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Für das Urothelkarzinom der Harnblase werden verschiedene 

Entstehungsmechanismen diskutiert. Neben dem Weg über einen Verlust am 

Chromosom 9 könnte eine 8p-Deletion von Bedeutung sein [42, 140, 167]. 

Eine P53 Mutation könnte Anstoß für den Entstehungsweg über das Carcinoma 

in situ zum Harnblasenkarzinom sein. Hierbei werden Allelverluste an 

Chromosom 17p beschrieben. Es werden Mutationen des P53 

Tumorsuppressorgens, also Veränderungen am Chromosom 17p, demnach als 

prognostisch ungünstig bezeichnet. Es liegen Arbeiten mit sehr 

unterschiedlichen Ergebnissen vor. Weitere Studien sind an dieser Stelle nötig 

[117,141].  

In dieser Arbeit konnte ein LOH an 17p in 24-46 % nachgewiesen werden. 

Diese Veränderungen waren mit schlechter Kerndifferenzierung und 

fortgeschrittenem Tumorstadium assoziiert. 

Ebenfalls war ein LOH an den Chromosomen 13q und 14q mit 

fortgeschrittenem Tumorstadium und schlechter Kerndifferenzierung assoziiert. 

Bei Chromosom 13q waren es 28-34 % und bei Chromosom 14q 27-38%. 

Diese Ergebnisse sprechen ebenfalls für eine ungünstigere Prognose.  

Das Retinoblastomagen ist auf  dem Chromosomenarm 13q lokalisiert. Die 

Region wurde in vielen Studien als prognoseassoziiert bezeichnet [112].  

Das Chromosom 14q wurde bislang weniger untersucht. Aus diesem Grund 

liegen in dem Fall weniger Daten vor. Dennoch konnten verschiedene 

Veränderungen beschrieben werden. Am Carcinoma in situ und an invasiven 

Tumoren konnte ein LOH gesehen werden. Bei fortgeschrittenen 

Urothelkarzinomen traten zu 70 % Alterationen auf [28,140].  

Weitere analysierte chromosomale Regionen wiesen ebenfalls hohe Inzidenzen 

auf, Chromosom 5q mit 43 bis 52 % und Chromosom 20q mit 45 bis 57 %.  

Die erhobenen Daten und die Aufarbeitung erbrachten Ergebnisse, welche sich 

insgesamt mit denen in der Literatur beschriebenen decken [40, 110, 113, 114]. 



 61

5.3. Serum-DNA-Analyse  

 

Tumorspezifische Alterationen wurden mit 17 Mikrosatellitenmarkern der 

chromosomalen Regionen 5q, 8p, 9p, 13q, 14q, 17p, 17q und 20q 

nachgewiesen. Bei 79,3 % der Patienten gelang dies, das sind 46 von 58. Die 

meisten Veränderungen traten mit einer Inzidenz von 38 % an 8p und 20q auf. 

Bei 9p   und 14q traten Alterationen in 18 % der Fälle auf. Die übrigen 

untersuchten chromosomalen Regionen wiesen Alterationen von 10 bis 15 % 

auf (Abb. 10).  

Die Aufarbeitung der Zahlen zeigte eine Korrelation zwischen dem Nachweis 

von Serum-DNA-Alterationen und schlechtem Differenzierungsgrad des 

Urothelkarzinoms. Ergebnisse aller 58 Patienten wurden in die Berechnung 

miteinbezogen.  

Mit dem Mann-Whitney-Test wurde die statistische  Assoziation errechnet (p = 

0,008).  

Die Analyse der Serum-DNA war aber unabhängig vom Primärtumorstadium ( 

Abb. 11 und 12 ). Trat eine Serumalteration auf, wurde sie tatsächlich nur 

gewertet, wenn sie mit der Tumor-DNA-Alteration korrespondierte ( Abb. 13 und 

14 ). Diskordante allelische Imbalanz, welche als Artefakt gewertet wurde, trat 

mit einer Inzidenz von 0 bis 10 % auf ( Tab. 6 ).  

Zur Überprüfung der Sensitivität der Methode wurden 20 gesunde Probanden 

mituntersucht. Alle 17 Marker wurden an den Proben der Gesunden getestet. 

Für die Methode konnte eine Spezifität von 80 % ermittelt werden. In den 340 

angefertigten Kontroll-PCRs kamen bei 4 Gesunden insgesamt 7 allelische 

Imbalancen zur Darstellung. Die Methode scheint stadienunabhängig zu sein, 

was gegenüber anderen Methoden ein enormer Vorteil ist.  

Bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung hingegen handelt es sich 

beispielsweise um eine stadienabhängige Methode [3].  

Mehrere Arbeiten berichten von potentiellen Markern [3, 124, 153, 185, 187].  

Jedoch wird wenig von Prognoseparametern oder Prognosemarkern berichtet, 

welche im klinischen Alltag genutzt werden. Viele der Ansätze solcher Arbeiten 

könnten diagnostisch genutzt werden, wenn es gelingen würde, sie zu 

standardisieren und zu vereinfachen. Die Prognose betreffend gibt es bis heute 
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keine Multicenterstudien mit standardisierter Methodik und prospektive Studien, 

um diese molekularen Marker im klinischen Alltag zu etablieren. 

In der vorliegenden Arbeit wurde eine eindeutige Abhängigkeit der 

serologischen Tumordiagnose vom Differenzierungsgrad des Tumors berechnet 

(p = 0,008) [85]. Geht man davon aus, dass schlecht differenzierte Tumore mit 

einer höheren Proliferationsrate einhergehen und ein höheres Maß an 

genetischer Instabilität besitzen, sind die vorgelegten Ergebnisse 

nachvollziehbar [4, 5, 175].  

Erste Arbeiten, die sich mit der Bestimmung von Serum-DNA beschäftigen, 

wurden von Shapiro und Leon verfasst. Bereits diese Arbeiten beschrieben 

höhere Konzentrationen freier Serum-DNA bei Tumorpatienten als bei 

Gesunden [98, 152]. Die Arbeiten zeigten aber keine Unterschiede hinsichtlich 

Tumorgröße und Tumorstadium.  Erkrankte mit Metastasen zeigten allerdings 

höhere Konzentrationen. 

In dieser Arbeit konnte eine Sensitivität der Methode für den serologischen 

Tumornachweis von 79,3 % ermittelt werden. Andere Arbeitsgruppen erreichten 

mit ähnlichen Methoden eine Sensitivität von 0 bis 71 % [29, 30, 56, 71, 121, 

154, 160, 164]. Die höhere Sensitivität bei dieser Arbeit kann mit der hohen 

Anzahl an Mikrosatellitenmarkern erklärt werden. Während andere Gruppen 2 

bis 12 Mikrosatellitenmarker nutzten, kamen in dieser Arbeit 17 zur Anwendung. 

Die höchste Sensitivität der untersuchten chromosomalen Regionen konnte für 

8p12-22 mit den Markern D 8 S 261 und D 8 S 560 erreicht werden. Diese 

betrug 38 %. Neben der Inzidenz der Tumoraltertion ist  die Sensitivität der 

Methode von Markereigenschaften abhängig. Die Größe der PCR-Produkte ist 

eine solche Markereigenschaft [85]. In dieser Arbeit konnten 6 sensitive Marker 

ermittelt werden (D 8 S 261, D 8 S 560, D 9 S 925, D 9 S 15, D 20 S 486). Für 

die Serumdiagose konnte eine Gesamtsensitivität der genannten Marker von 59 

% erreicht werden.  

An diesem Punkt stellt sich die Frage, inwieweit die Methode zur klinischen 

Anwendung kommen könnte. Als serologisches Diagnostikum könnte nach 

radikaler Zystektomie schlecht differenzierter Tumore ein Lokalrezidiv oder eine 

Metastase angezeigt werden. Mikrometastasierung entzieht sich bislang der 

bildgebenden Diagnostik. Damit wäre eine frühere entsprechende Therapie 
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möglich, was sich auf Lebensqualität und Überlebenszeit positiv auswirken 

könnte.  

 

 

5.4. Zukünftige Anwendungen 

 

5.4.1 Diagnose 

 

5.4.1.1. Genetische Klassifikation 

 

Die genetische Klassifikation von Malignomen rückt weiter in den 

Forschungsschwerpunkt wissenschaftlicher Arbeiten. Als Handwerkszeug sind 

Erkenntnisse zur Tumorbiologie erforderlich. Moderne Techniken zur 

genetischen Klassifikation wurden entwickelt. Auch das Urothelkarzinom der 

Harnblase wurde untersucht. Verschiedene Entstehungswege  wurden vermutet 

und gegenübergestellt  

[112, 189].  

Durch diese Arbeit sollte die Charakterisierung weiter voranschreiten. 

Tumorassoziierte chromosomale Regionen wurden genauer beschrieben. 

Klinische Bedeutung ergibt sich aus den bereits zur Verfügung stehenden 

Diagnostika und Therapiemöglichkeiten. Jetzt gilt es, bestehende, etablierte 

Methoden zu unterstützen. Besondere Aufmerksamkeit sollte Progressions- und 

Prognosemarkern zukommen.  

 

 

5.4.1.2. Serologischer Nachweis 

 

Andere Tumore können durch Bestimmung genetisch veränderter Plasma-DNA 

überwacht werden. Auf molekularer Ebene gab es Beobachtungen unter 

anderem beim Colonkarzinom und bei Ovarialkarzinomen. Ebenso das 

Urothelkarzinom der Harnblase wurde diesbezüglich untersucht. Anhand des 

Survivinspiegels konnten Aussagen über den Progress gemacht werden. Ein 

erhöhter Survivinspiegel war mit Progress assoziiert. Prognostisch konnten nur 

eingeschränkte Aussagen getroffen werden. Eine Korrelation zwischen 
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Survivinspiegel und Prognose war bislang nicht sicher nachweisbar [46, 106]. 

Der Nachweis und die Analyse frei zirkulierender Tumor-DNA könnte als 

nichtinvasive Verlaufskontrolle genutzt werden. Beim Pankreaskarzinom liegen 

entsprechende Daten vor [57, 81, 102]. 

Hinsichtlich der Diagnose des Harnblasenkarzinoms leistet die 

Mikrosatellitenanalyse wertvolle Dienste. Es konnten im Serum von Patienten 

mit einem Transitionalzellkarzinom der Harnblase DNA-Alterationen unter Hilfe 

der fluoreszierenden Mikrosatellitenanalyse aufgezeigt werden. Dabei konnte 

gezeigt werden, dass die Methode eine hohe Spezifität und Sensitivität 

aufweist. Außerdem ist die Methode stadienunabhängig. Bislang wird die 

Diagnose eines Tumors cystoskopisch und histologisch, also invasiv gestellt. 

Bei der Mikrosatellitenanalyse hingegen handelt es sich um eine nicht-invasive 

Methode, was neu ist und für den Patienten die weitaus schonendere Methode 

darstellt. Auch im Urin gelang dieser Arbeitsgruppe um von Knobloch  der 

Nachweis [84].  

In der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls Tumorgewebe und Serum 

untersucht, wobei keine Analyse von Urinproben erfolgte. 

 

 

5.4.2. Prognose 

 

Nach Diagnosefindung eines Urothelkarzinoms stellt sich die Frage einer 

adäquaten Therapie. Zur operativen Behandlung stehen die transurethrale 

Resektion sowie die radikale Zystektomie zur Verfügung. Welche 

Operationsmethode zur Anwendung kommt, ist vom Tumorstadium und vom 

Differenzierungsgrad abhängig. 

Die Entscheidung für eine der beiden Methoden ist nicht immer einfach zu 

treffen. Eine bestimmte Befundkonstellation birgt große Probleme hinsichtlich 

der Therapieabwägung. Ein oberflächliches Urothelkarzinom mit schlechter 

Differenzierung (T1 G3) kann durch eine transurethrale Resektion behandelt 

werden. In diesem Fall muss in 30 % der Fälle mit einem Progress gerechnet 

werden. Werden Patienten mit dieser Befundkonstellation radikal zystektomiert, 

wären ca. 90% der Patienten übertherapiert. An dieser Stelle wäre ein einfach 
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zu messender, zuverlässiger, genauer und kostengünstiger Prognoseparameter 

hilfreich.  

Zur serologischen Diagnose mittels fluoreszierender Mikrosatellitenanalyse 

konnten in der vorliegenden Arbeit Ergebnisse erzielt werden, die für eine hohe 

Spezifität und Sensitivität der Methode sprechen. 

Damit lag es nahe, LOH an den entsprechenden Orten mit der Prognose in 

Verbindung zu bringen und Tumorstadium sowie Kerndifferenzierung  

einzubeziehen. 

Um chromosomale Veränderungen mit der Prognose in Verbindung zu bringen 

war es erforderlich, ein Followup nach 5 Jahren durchzuführen.  

Die Auswertung der erhobenen Daten zeigte keine signifikante Assoziation der 

Mikrosatellitenmarker mit der Prognose.   

Dafür könnten verschiedene Faktoren in Frage kommen.  

Das relativ kleine Kollektiv von n=58 Patienten kann eine Ursache sein. 

Eine weitere Ursache kann die Verteilung der Patienten sein.  

Zum Zeitpunkt der Operation zeigten 37 Patienten einen pTa, pTis oder pT1 

Tumor. Das ist über die Hälfte der Gesamtzahl von n=58. 21 Patienten 

präsentierten ein fortgeschritteneres pT2-4a Karzinom. 

Außerdem ließ sich beobachten, dass nur 16 Patienten an einem G1 Tumor 

erkrankt waren, hingegen 33 Patienten an einem schlechter differenzierten G2 

oder G3 Tumor. 

Vermischungen von gesunden Zellen mit Tumorzellen können aufgrund der 

exakten Arbeitstechnik ausgeschlossen werden. 

Weitere Gründe können die Wahl der untersuchten chromosomalen Regionen 

und die eingesetzten Mikrosatellitenmarker sein. 

Eine zu geringe Anzahl der zum Einsatz gekommenen Marker liegt eher nicht 

vor. 

12 der 58 Patienten erlitten einen Progress, woran 10 Patienten verstarben. 

Das zeigt, dass bei den meisten Patienten richtig therapiert wurde, zeigt aber 

auch die schlechte Prognose bei einem Progress der Erkrankung. 

Eine Arbeit mit ähnlichem Ziel zeigte Assoziationen zwischen Progress und 

Mikrosatelliteninstabilität. Hierbei zeigten sich jedoch nur Assoziationen zu pTa-

pT1 Tumoren. Die Patientenzahl, die Anzahl der untersuchten Genorte sowie 
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die Anzahl der verwendeten Mikrosatellitenmarker waren deutlich geringer. Die 

Assoziationen waren stadienabhängig [185]. 

Eine andere Studie befasste sich mit Mikrosatellitenalterationen bei jungen 

Patienten, die zum Zeitpunkt der Diagnosestellung nicht älter als 45 Jahre 

waren. Anstoß der Studie war ursprünglich das Vorkommen von 

Mikrosatelliteninstabilitäten bei heriditären Tumoren. Mögliche 

Gemeinsamkeiten zum Harnblasenkarzinom sollten so aufgezeigt werden. Die 

Untersuchungen zeigten Mikrosatellitenalterationen in Form von Instabilitäten 

oder Deletionen. Die Veränderungen der jungen Patienten traten sehr häufig 

und früh im Rahmen der Tumorentstehung auf. Dabei waren die 

Veränderungen jedoch stadienabhängig. Aussagen über den Progress erlaubt 

die Studie nicht, da eine relativ kleine Patientenzahl vorlag. Signifikante 

Ergebnisse konnten nicht hervorgebracht werden [111].  

Insgesamt zeigen sich unterschiedliche Ergebnisse der durchgeführten 

Mikrosatellitenanalysen verschiedener Studien. Dies könnte primär an den 

relativ kleinen Patientenzahlen liegen. 

Bislang ist nur das Tumorstadium zum Zeitpunkt der Operation als signifikanter 

Prognoseparameter anzusehen.  

Dieser Zeitpunkt ist eben genau für die Entscheidungsfindung der adäquaten 

operativen Therapie zu spät. Adjuvante Optionen bestehen weiter. Doch sollte 

man den Anspruch haben, richtig zu entscheiden, ob eine radikale Resektion 

gerechtfertigt ist und eine transurethrale Resektion möglicherweise von einem 

Rezidiv gefolgt würde. Bislang liegen keine entsprechenden Studien in 

ausreichender Größe vor, die hier vielversprechende Ergebnisse liefern. 

Prognostische Marker beim Urothelkarzinom der Harnblase haben sich im 

klinischen Alltag kaum durchgesetzt. Die Marker mit dem größten Interesse sind 

derzeit BTAstat, BTAtrak, NMP22, FDP, ImmunoCyt, Cytometrie, Quanticyt, 

Hb-dipstick, LewisX, FISH, Telomerase, Mikrosatelliten, CYFRA21-1, UBC, 

Cytokeratin20, BTA, TPS und die Zytologie. Wenn man die Sensitivität und die 

Spezifität der Marker vergleicht, haben die Mikrosatellitenanalyse, Immunocyt, 

NMP22, CYFRA21-1, LewisX und FISH  zur Zeit das größte Potential für 

zukünftige Marker [187].  

Die Mikrosatellitenanalyse präsentiert eine exzellente Sensitivität und Spezifität, 

dieses unabhängig von Tumorgrad und Tumorstadium [84]. Gerade diese 
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Eigenschaft zeichnet sie gegenüber anderen Methoden aus. Es gibt bis heute 

allerdings keine größeren prospektiven Studien zur Identifikation molekularer 

Progressionsmarker des Harnblasenkarzinoms anhand der 

Mikrosatellitenanalyse. 

Sollte diese Technik einmal automatisiert werden, kann nach Durchführung 

großer prospektiver Studien das experimentelle Stadium dieses Verfahrens 

verlassen werden.  

 

 

5.4.3. Therapie             

 

Nach transurethraler Resektion von Harnblasenkarzinomen ist es weit 

verbreitet, eine intravesikale Chemo- oder Immuntherapie als adjuvante 

Therapie den Patienten zu verabreichen. Bei Tumoren mit fortgeschrittenem 

Stadium, Muskelinvasion oder bei Vorliegen von Metastasen wird meist eine 

systemische Chemotherapie durchgeführt. Die Intention einer intravesikalen 

Therapie liegt in der Eradikation durch direkte Zytoablation oder 

Immunstimulation. Die Harnblase bietet die einzigartige Möglichkeit für lokale 

medikamentöse Applikationen. Dies gibt Anstoß auch in weitere  Verfahren wie 

Iontophorese/Elektrophorese, lokale Hyperthermie und Gentherapie  zu 

investieren [156]. 

Damit gentherapeutisch gearbeitet werden kann, muss man die 

entsprechenden Zielorte kennen, das sind Onkogene und 

Tumorsuppressorgene. 

Die Gentherapie birgt möglicherweise Vorteile gegenüber einer Chemotherapie: 

Eine hohe Selektivität gegenüber Tumorzellen mit mutierten Genen und 

Wiederherstellen von normalem Zellwachstum, indem genetische Defekte 

repariert werden, statt Zellen zu zerstören sowie Chemotherapieresistenz  zu 

fördern. Bei der Konzeption einer Gentherapie sollte man sich somit auf die 

Umformung der mutierten Urothelzellen und auf die Wiederherstellung der 

korrekten Funktion von Tumorsuppressorgenen konzentrieren. Wichtiger 

Angriffsort ist dabei p53 [9, 112, 114].  

Es gibt grundsätzlich zwei unterschiedliche Mechanismen der Gentherapie. Der 

Methode mit viralen Vektoren stehen die nichtviralen Vektoren gegenüber. 
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In Zukunft strebt man an, das experimentelle Stadium der Gentherapie zu 

verlassen.  Als Grundlage der Entwicklung ist sicherlich weiterhin die 

genetische Charakterisierung und Identifikation der Zielorte anzusehen.   
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6. Zusammenfassung  

 

6.1. Deutsche Zusammenfassung 

 

Für diese Arbeit wurde eine genetische Charakterisierung des 

Urothelkarzinoms der Harnblase durchgeführt. Als Methode kam die 

Mikrosatellitenanalyse zum Einsatz. Von den asservierten Tumorproben waren 

58 zur weiteren Untersuchung brauchbar. 

Zudem gelang der Nachweis von freier DNA im Serum mit tumorspezifischen 

Veränderungen. 

Mit der genetischen Charakterisierung des Urothelkarzinoms der Harnblase 

konnten verschiedene Alterationen lokalisiert werden. Die chromosomalen 

Regionen 5p, 5q, 8p, 13q, 14q und 17p wiesen Alterationen auf, welche 

signifikant mit fortgeschrittenem Tumorstadium und schlechter Differenzierung 

assoziiert waren  

(p< 0,05).  

Unter Hilfe der Mikrosatellitenanalyse konnte in 79,3 % der Fälle eine 

serologische Diagnose erhoben werden. Hierbei war eine signifikante 

Assoziation mit schlechtem Differenzierungsgrad zu beobachten.  

Das eigentliche Ziel war die Identifikation molekularer Progressionsmarker des  

Harnblasenkarzinoms anhand der Mikrosatellitenanalyse. 

Nach fünf Jahren konnte ein Followup durchgeführt werden. Dazu standen 50 

der 58 in der Arbeit untersuchten Patienten zur Verfügung.  

Die Auswertung der Daten erbrachte keine signifikante Assoziation zwischen 

den identifizierten Mikrosatellitenmarkern und der Prognose der Erkrankung 

(p>0,05). Nur das histopathologische Tumorstadium war mit der Progression 

assoziiert (p<0,05).  

Mit keiner der genetischen Alterationen war eine Vorhersage über den Progress 

möglich. Eine Ursache für die fehlende Bedeutung mag das relativ kleine 

untersuchte Kollektiv als die Wahl der verwendeten Marker sein. 

Die Technik muss in großen prospektiven Studien angewandt werden. 
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6.2. Englische Zusammenfassung (Summary) 

 

The clinical behaviour of urothelial bladder cancer is very heterogenic. To 

further elucidate circumstances leading to differences in clinical and biological 

behaviour we performed a genetic characterization of 58 bladder cancer 

samples applying fluorescent microsatellite analysis investigating the 

chromosomal regions 5q, 8p, 9p, 9q, 13q, 14q, 17p, 17q and 20q with a total of 

17 polymorphic microsatellite markers. A further aim of the underlying study 

was to identify free tumour-DNA in blood serum. 

The following chromosomal regions were significantly associated with advanced 

tumour stages and poor nuclear differentiation (p<0,05): 5p, 5q, 8p, 13q, 14 and 

17p. 

Applying microsatellite analysis a serological tumour diagnosis was possible in 

79.3 %.  Serological tumour diagnosis was significantly associated with to high 

grade tumors. 

After 5 years 50 of 58 patients were available for follow-up. Of interest, none of 

the chromosomal regions associated with poor tumour characteristics at initial 

investigation showed an association with clinical outcome on follow-up 

evaluation. 

Clinical prognosis was only significantly associated with tumor stage. 

In this study molecular allelotyping applying microsatellite analysis with 17 

markers failed to identify progression markers after a 5 year follow-up period. 

The failure of this study to identify markers with prognostic potential may be 

explained by the small cohort of bladder cancer patients investigated. 

Therefore, larger prospective studies investigating additional chromosomal 

regions are warranted to prove the true value of chromosomal allelotyping for 

better estimating the prognosis of the heterogenic bladder cancer disease. 
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8. Abkürzungsverzeichnis  

 

AI    Allelische Imbalance  

Bp   Basenpaare 

BTA-Test  Blasentumorantigen-Test 

CG                 Cluster of differentiation 

CGH   komparative Hybridisierung 

CYFRA 21-1    Fragment des Cytokeratin 19 

DNA   Desoxiribonukleinsäure 

FDP                fibrin degradation products 

FISH   Floureszenz in situ Hybridisierung 

FGFR3           Fibroblastic growth factor receptor 3 

DBCCR 1  Deleted in bladder bancer candidate region 

G   Grading 

GSTP 1  Gluthation-S-Tranferase P 1 Gen 

Hb-dipstick     Haemoglobin dipstick 

LewisX           CD15 Antigen 

LOH   Loss of heterozygosity 

Mb   Megabasen 

mRNA   Messenger Ribonucleinsäure 

MSA   Mikrosatellitenanlyse 

MSP   methylationsspezifische PCR 

NMP 22          nuclear matrix protein 22 

PCR   Polymerasekettenreaktion 

PSA   prostataspezifisches Antigen 

Rb   Retinoblastoma Gen 

RNA   Ribonucleinsäure 

Tis   Carcinoma in situ 

TNM   Tumor, Node, Metastasis 

TPS                tissue-polypeptide-specific antigen 

TSG   Tumorsuppressorgen 

UBC               urinary bladder cancer marker 

UICC   Union Intenational Contre Le Cancer 
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