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1 Einleitung

1.1 Harnblasenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Harnblasenkarzinom ist ein maligner, epithelialer Tumor der Harnblasen-
wand. Er stellt 2% aller malignen Tumore dar und ist damit der funfthaufigste
Tumor insgesamt (Hautmann, 2010). Nach dem Prostatakarzinom ist er der
zweithaufigste Tumor im Urogenitaltrakt (Bohle et al., 1996). Beim Mann tritt er
nach Ergebnissen des Robert-Koch-Instituts (2012) nach Prostata, Lunge und
Kolon am vierthaufigsten auf, bei der Frau steht er auf Platz 14 aller malignen
Tumore. Manner sind dabei mit 4,5% mehr als doppelt so haufig betroffen als
Frauen (1,8%) (Abbildung 1) (Robert-Koch-Institut, 2017b).

Nach Angaben des Robert-Koch-Institutes erkrankten im Jahr 2010 allein in
Deutschland etwa 28.000 Menschen an einem invasiven oder nicht-invasiven
Harnblasenkarzinom (Kaatsch et al., 2013). Die aktuellsten Werte fiir die Inzidenz
errechnete das Zentrum fur Krebsregisterdaten (ZfKD) fur das Jahr 2013. Fir die
Manner zeigt die Datenabfrage eine altersstandardisierte Rate von 12,0 und fur
Frauen 3,2 pro 100.000 Einwohner in Deutschland (Welt-Standard) (Robert-
Koch-Institut, 2017a). Dabei ist in Europa die héchste Inzidenz in den westlichen
Industrienationen zu beobachten, wahrend in den 6Ostlichen Regionen deutlich
weniger Menschen erkranken (Babjuk et al., 2011).

In dem Band “Cancer Incidence in Five Continents Vol. X, IARC* wurden die Sta-
tistiken der Internationalen Agentur fir Krebsforschung (IARC) fur die einzelnen
Weltnationen zusammengetragen. Diese Werte sind dank der einheitlich festge-
legten Altersstandardisierung gut miteinander vergleichbar. Beispielsweise in der
Gegenuberstellung der Inzidenzraten fur den Zeitraum von 2003 bis 2007 fur Al-
gerien (Mé&nner 8,6 pro 100.000, Frauen 2,5 pro 100.000) und fur den Stden
Deutschlands (Manner 21 pro 100.000, Frauen 5,5 pro 100.000) wird deutlich der



Unterschied der Inzidenz in mehr und weniger industrialisierten Nationen erkenn-
bar (Section of Cancer Information, 2014). Das mittlere Alter der Erkrankten zum
Zeitpunkt der Diagnose liegt zwischen 65 und 70 Jahr (Murta-Nascimento et al.,
2007, Hautmann, 2010). Aufgrund des steigenden Altersquotienten (Verhaltnis
der Personen ab 65 Jahren zu 100 Personen im erwerbsféahigen Alter) kann damit
gerechnet werden, dass die Zahl der altersbedingten Neuerkrankungen in den

folgenden Jahren weiter zunehmen wird (Ploeg et al., 2009).
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Abbildung 1; Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen in
Deutschland 2012 (ohne nicht-melanotischen Hautkrebs) - Angaben in Prozent (Robert-Koch-Institut,
2017b)

1.1.2 Pathogenese

Rund 90% der Harnblasenkarzinome erweisen sich histologisch als Uber-
gangsepithelkarzinome mit Ursprung im Urothel (Hautmann, 2010). Bei etwa 5%
der Tumore handelt es sich um Plattenepithelkarzinome, welche vor allem bei
Patienten mit chronischen Harnblasenirritationen (zum Beispiel bei Kathetertra-
gern oder bei Patienten mit Harnblasenstein) gehauft auftreten. Nur etwa 0,5-2%
sind auf Adenokarzinome zuriickzufuihren. In selteneren Fallen finden sich auch
kleinzellige Karzinome, Sarkome, Paragangliome, Melanome oder Lymphome
(Schmelz, 2010).



1.1.3 Atiologie und Risikofaktoren

Als gro3ter Risikofaktor fir die Entwicklung eines Harnblasenkarzinoms wird in
den westlichen Industrienationen der Nikotinabusus angesehen (Haag et al.,
2009). Er ist fur etwa die Halfte der Harnblasentumore der Manner, sowie flr
etwa ein Drittel der Blasenkarzinome der Frauen verantwortlich (Zeegers et al.,
2000). Studien beweisen, dass das Risiko an einem Harnblasenkarzinom zu er-
kranken bei Menschen, die regelmalig Nikotin konsumieren im Vergleich zu le-
benslangen Nichtrauchern um das Vier- bis Sechsfache héher ist. Dabei haben
Faktoren wie Menge und Dauer, sowie das Alter bei Beginn des Nikotinkonsums
einen direkten Einfluss auf die Erkrankungswahrscheinlichkeit (Castelao et al.,
2001, Bjerregaard et al., 2006).

Die beruflich bedingte Exposition gegeniiber aromatischen Aminen ist ein be-
kannter und nach dem Nikotinkonsum der zweitwichtigste Risikofaktor fir das
Harnblasenkarzinom (Kakehi et al., 2010, Chu et al., 2013). Aromatische Amine
sind die am meisten mit dem Tumor gekoppelten berufsbegleitenden Chemika-
lien (Ploeg et al., 2009). Mit ihnen kommen vor allem Arbeiter der Farbemittel-,
Leder-, Maler-, Gummi- und Kohleindustrie in direkten Kontakt (S6keland et al.,
2008). In diesen Fallen konnen Harnblasenkarzinome als Berufskrankheit aner-
kannt werden. Es ist allerdings zu beachten, dass bis zum Auftreten eines Karzi-
noms die Latenzzeit bis zu 20 Jahre betragen kann (Haag et al., 2009).

Zu einer weiteren Risikogruppe gehdren Menschen, die aufgrund von Dauerka-
thetern oder rezidivierenden Infekten persistierende Schleimhautirritationen auf-
weisen. Besonders in den Ursprungslandern (z.B. den Tropen und im Nahen und
Fernen Osten) tritt das Harnblasenkarzinom haufig als Spéatfolge einer Bilharzi-
ose auf. Diese parasitare Infektionskrankheit stellt dort die haufigste Ursache des
Harnblasenkarzinoms dar, welches sich in diesen Fallen meist als Plattenepithel-
karzinom manifestiert (Sokeland et al., 2008). Diese Tumorart metastasiert zu-
dem rapide Uber die Blut- und Lymphwege, weswegen die Lebenserwartung bei
dieser Form der Erkrankung in der Regel geringer ist als bei den herkdmmlichen
Urothelkarzinomen (Makar, 1957).

Auch bei Patienten mit vorausgehender medizinischer Bestrahlung des kleinen
Beckens ist das Risiko deutlich erhéht (Dempke, 2006).



Neben exogenen Faktoren scheinen auch genetische Faktoren eine wichtige
Rolle zu spielen (Chu et al., 2013). 2007 fanden Murta-Nascimento et al. in ihrer
Studie Werte, die fur einen Einfluss von in der Familiengeschichte vorkommen-
den Harnblasenkarzinomen auf das Erkrankungsrisiko sprachen (Murta-

Nascimento et al., 2007).

1.1.4 Klassifikation

Eine standardisierte Einteilung ist notwendig, um wissenschaftliche Studien, in-
ternationale Kommunikation und den Austausch zwischen den Kliniken und damit
die Evaluation von BehandlungsmalRnahmen zu ermdglichen. Mittels der TNM-
Klassifikation eines Patienten konnen Ruckschliisse auf dessen Prognose und

die beste individuelle Therapie gezogen werden (UiCC, 2015).

1.1.4.1 TNM — Klassifikation

Die TNM-Klassifikation der UiCC (Union Internationale Conte le Cancer) stellt die
heute international akzeptierte Standardeinteilung der Tumore dar (Cheng et al.,
2009). Hierbei werden die Harnblasentumore wie auch die anderen malignen Tu-
more nach dem TNM-System (Tumor-Node-Metastasis) nach ihren Tumoreigen-
schaften (GroRRe und Infiltrationsverhalten) (T) und dem Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen (N) und Fernmetastasen (M) eingeteilt (UICC, 2015)
(siehe Abbildung 2).

Da Harnblasenkarzinome uni-, aber auch multilokal auftreten kénnen, wird bei
der Einteilung nach dem TNM-System der am weitesten fortgeschrittene Tumor
als malRgebend gewahlt (Dempke, 2006). Die Mehrheit der Blasenkarzinome
sind oberflachliche Tumore, die auf die Mukosa (Tis, Ta) oder die Lamina propria
(T1) beschrankt sind (Sullivan et al., 2009). Sobald ein Tumor jedoch in die Mus-
kelschickt eingedrungen ist, zahlt er zu den invasiven Tumoren (ab T2) (Pashos
et al., 2002). Bei diesen wird, je nach Tiefe der Muskelinvasion, erneut zwischen
oberflachlichen muskelinfiltrierenden Tumoren (T2a) und tiefen invasiven Tumo-
ren (T2b) unterschieden (Amin et al., 2013) (siehe Abbildung 3).



T-Klassifikation
T Tumaer kann nicht beurteilt werden
T0 Kein Anhalt fir Primartumor
Ta Micht invasiver papillarer Tumor
Tis Carcinoma in situ
T Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe
T2 Tumor infiltriert die Muskulatur
a: Tumor infiltriert oberfiachliche Muskulatur (innere Halfte)
b: Tumaor infiltriert &uitere Muskulatur (Guitere Halfte)
T3 Tumor infiltriert perivesikales Fettgewebe
a: Mikroskopisch
b: Makroskopisch
T4 Tumaer infiltriert die Prostata, Uterus, Vagina oder Becken-f Bauchwand
a: Tumor infiltriert Prostata, Uterus oder Vagina
b: Tumaor infiltriert Becken- oder Bauchwand
N-Klassifikation | Ausmai der Lymphknoten-metastasierung
M Regiondre Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
N0 Kein Anhalt fur regiondre Lymphknoten
N1 Metastase in solitirem Lymphknoten = 2 cm in gréfter Ausdehnung
Metastase in solitdrem Lymphknoten = 2 cm in groter Ausdehnung
N2 oder multiple Lymphknoten = 5 cm
N3 Metastasen in Lymphknoten = 5 cm in groiiter Ausdehnung
M-Klassifikation | Fernmetastasen
TEY Femmetastasen kinnen nicht beurteilt wearden
10 Keine Fernmetastasen
I Femmeiastasen

Abbildung 2; TNM-Klassifikation fiir Harnblasenkarzinome (Schmelz, 2010)
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Abbildung 3; Invasionstiefen des Harnblasenkarzinoms (Stadien Ta-T3b) in Bezug auf die Harnblasen-
wand (Reisende, 2005)

Des Weiteren wird mittels des TNM-Systems festgehalten, ob der Patient bereits
regionale (N) oder Fernmetastasen (M) aufweist. Harnblasenkarzinome kdnnen
lymphogen Uber die regionaren Nodi lymphatici iliaci communes, externi und in-
terni, sowie die Nodi lymphatici paravesicales metastasieren (Merkle and
Diederichs, 1997). Hat der Tumor bereits weiter in die paraaortale, parakavale
oder mediastinale Lymphknoten gestreut, zahlt dies bereits zu den Fernmetasta-
sen. Durch hamatogenes Metastasieren kdnnen Tochtergeschwilste in Lunge,
Leber und Knochen entstehen. Der Tumor kann sich auf3erdem per continuitatem
in die Prostata, den Uterus, die Vagina und das Peritoneum ausbreiten (Haag et
al., 2009).

1.1.4.2 WHO - Klassifikation

Eine weitere Einteilung der Tumore liegt der morphologischen Histologie der Tu-
morzellen zugrunde. Nach der WHO-Klassifikation (World Health Organisation)
aus dem Jahre 2004 werden die Harnblasenkarzinome in drei Kategorien unter-

teilt: In die gut differenzierten Low Grade Tumore mit wenig zytologischer Atypie,



die High-Grade-Tumore, die durch hohe zytologische Atypie charakterisiert sind
und in die nicht-malignen PUNLMP (papillary urothelial neoplasm of low malig-
nant potential). Die Low-Grade-Tumoren sind genetisch stabil, die High-Grade-
Tumoren jedoch genetisch instabil und werden daher schneller invasiv (Schmelz,
2010, Amin et al., 2013). Mittels dieser Einteilung lasst sich die Aggressivitat ei-
nes malignen Tumors beschreiben (Schwenzer and Ehrenfeld, 2010).

Viele Pathologen nutzen dennoch die lange Zeit verwendete Einteilung in die Dif-
ferenzierungsgrade G1, G2 und G3 nach der WHO-Klassifikation von 1973
(Burger et al., 2008).

Papillare urotheliale Neoplasie von
PUNLMP o _ _
niedrig-malignem Potential

Gut differenzierte urotheliales Papil-
Low-Grade-Tumor _ .
lom, genetisch stabil

_ Schlecht differenziertes urotheliales
High-Grade-Tumor

Papillom, genetisch instabil

Abbildung 4; Einteilung der Harnblasentumore nach der WHO-Klassifikation von 2004

1.1.5 Symptomatik

Das erste Frihsymptom eines Harnblasenkarzinoms stellt oft die schmerzlose
Hamaturie ohne Beeintrachtigung des Allgemeinzustandes dar (Gasser, 2011,
Kaufman et al., 2009, Lokeshwar et al., 2005). Ob es sich um einen Tumor des
Harntraktes handelt oder ob eine Entziindung oder dergleichen der Grund fur die
Hamaturie ist, wird dann mittels der verschiedenen diagnostischen Verfahren ge-
pruft. Erst spat zeichnet sich der Tumor durch Harnabflussstérungen zugrunde-
liegenden Flankenschmerzen aus. Gewichtsreduktion und Anamien sind weitere

Spatsymptome (Sokeland et al., 2008).



1.1.6 Diagnostik

Zur Diagnostik von Harnblasenkarzinomen kénnen verschiedene Methoden an-
gewendet werden. Das Abtasten von Bauch, Becken, Nieren und des inneren
Genitalbereichs, sowie ein Urinstatus zum Nachweis einer Hamaturie sind dabei
obligatorisch (DKG, 2013). Weitere Mdglichkeiten bestehen in der Identifizierung
von malignen Zellen mittels Urinzytologie oder anderen Urintests oder der Visu-
alisierung des Tumors durch Zystoskopie und Gewebeentnahme (Scimedx,
2007).

1.1.6.1 Bildgebende Verfahren

Bei allen Patienten mit Verdacht auf ein Harnblasenkarzinom sollte eine Sono-
graphie der gesamten Harnwege erfolgen (DKG, 2013, Lawrentschuk et al.,
2013). Dieses Verfahren erlaubt die Visualisierung von mdglichen intraluminalen
Raumforderungen der Blase und den Ausschluss einer Hydronephrose (Babjuk
et al., 2011, Scholz et al., 2010). Mittels intravendser und retrograder Pyelogra-
phie lassen sich vor allem die ableitenden Harnwege gut darstellen. So kann das
Vorhandensein von Fullungsdefekten im Sinne von Urothelkarzinomen im oberen
Harntrakt oder der Blase gut beurteilt werden (Lodde et al., 2001, Babjuk et al.,
2011). Mehr Informationen als die intravendse Pyelographie gibt bei muskelinva-
siven Tumoren die Computertomographie (CT) (Babjuk et al., 2011). Fur die
meisten Fragestellungen gilt sie im gesamten medizinischen Bereich als radiolo-
gisches Standartverfahren. Vorteile sind die hohe Bildqualitat, sowie die dreidi-
mensionale Darstellung. Dieses Verfahren geht allerdings auch mit einer relativ
hohen Strahlenbelastung fir den Patienten einher (Fuhrmann, 2013). Mit der
Hilfe der Computertomographie lassen sich die exakte Ausdehnung, eine mégli-
che Organuberschreitung und die genaue Position eines Tumors bestimmen. Da-
her gilt es in der Krebsmedizin als eine der wichtigsten Untersuchungsmethoden
(DKG, 2014). Im Vergleich zur Magnetresonanztomographie (MRT) weist die
Computertomographie eine bessere raumliche Darstellung auf, das MRT zeigt
jedoch hohere Weichteilkontraste. Ziel dieser beiden bildgebenden Verfahren ist



es, Tumore der Stadien = T3b zu identifizieren. Die Darstellung von mikroskopi-
schen Invasionen wie bei Karzinomen des Stadiums T3a sind leider nicht méglich
(Stenzl et al., 2009). Im Rahmen der Staging-Untersuchung der Patienten mit
diagnostizierten muskelinvasiven Tumoren werden die Lunge, die Leber, sowie
das Skelett zusatzlich mittels CT, MRT oder Skelettszintigraphie auf etwaige
Fernmetastasen untersucht (DKG, 2013, Stenzl et al., 2009). Zur Diagnostik von
Carcinoma in situ (Cis) eignen sich die bildgebenden Verfahren nicht (Babjuk et
al., 2011).

1.1.6.2 Nicht invasive MaRnahmen

Die hohe Rate an oberflachlichen Tumoren macht die Suche nach einem sensi-
tiven Test zur Detektion derer so dringlich (Scimedx, 2007). Vor allem zum Auf-
finden der bei der Zystoskopie nur schlecht oder gar nicht sichtbaren Carcinoma
in situ sind Zytologie und Harnmarkertests besonders vonnoéten (Babjuk et al.,
2011). Die Tests sollten Rezidive erkennen, bevor diese grof3 und zahlreich wer-
den. Weiterhin sollten sie auch die Patienten identifizieren, die trotz unnormal
erscheinenden Urotheliums keinen Blasentumor aufweisen. Ziel ware es, die An-
zahl der durchzufihrenden Zystoskopien im Rahmen der Tumornachsorge zu
reduzieren (Babjuk et al., 2011, Lokeshwar et al., 2005). So kénnten ebenfalls
die bei der Zystoskopie anfallenden hohen Kosten gesenkt werden (Goebell et
al., 2008). Der ideale nicht-invasive Test miusste demnach sensitiv, spezifisch,
schnell und technisch einfach sein (Lokeshwar and Soloway, 2001).

1.1.6.2.1 Zytologie

Nach dem Beispiel der in Abstrichen der Gebarmutterschleimhaut erkennbaren
Uteruskarzinomzellen, entwickelten 1945 Papanicolaou et al. ein &hnliches Ver-
fahren zur Darstellung von malignen urothelialen Zellen in Urinproben. Die Ma-
lignitat dieser Zellen wurden von folgenden Kriterien bestimmt: Modifikationen
und Abnormitaten des Nukleus wie VergroRerung, Fragmentierung, Hyperchro-

matose oder granulér arrangiertes Chromatin, sowie Zytoplasmaveranderungen



10

wie Vakuolationen oder Leukozyteninfiltrationen, aber auch deutliche Abwei-
chungen von der normalen Zellgré3e und —form (Papanicolaou and Marshall,
1945).

Heute ist die Zytologie ein wichtiger, hoch spezifischer und nicht-invasiver Zusatz
in der Diagnostik und Nachsorge von Patienten mit Urothelkarzinomen (Hall et
al., 2007, Lokeshwar et al., 2005). In der Literatur erreichte dieser Urintest Werte
von 81-97% fur die Spezifitdt, aber nur Werte von 21-70,6% fUr die Sensitivitat
(Feil etal., 2003, Schroeder et al., 2004, Sullivan et al., 2009, Boman et al., 2002).
Fur High-Grad-Tumore zeigte er eine hohere Sensitivitat als fir Low-Grade-Tu-
more (Lokeshwar et al., 2005). Durch die zytologisch &hnliche Architektur zu ge-
sunden Urothelzellen weist der Zytologie-Test erhebliche Schwachen in der Di-
agnostik der Low-Grade-Tumore auf (Fradet and Lockhard, 1997). Somit ist die
Zytologie zwar hilfreich fur das Auffinden von High-Grade-Tumoren und Carci-
noma in situ, bei einem negativen Zytologie-Ergebnis kann das Vorhandensein
eines Low-Grade-Tumors jedoch nicht ganzlich ausgeschlossen werden (Babjuk
etal., 2011, Gamarra and Zein, 1984). Eine zusatzliche Limitation des Tests stellt
dessen subjektive Natur dar, denn der Test ist stark von dem Erfahrungswert und
der Fahigkeit des ausfuhrenden Zytopathologen abhéngig (Soyuer et al., 2009,
Hautmann et al., 2004). Dennoch ist die Zytologie die am weitesten verbreitete
nicht-invasive Diagnostikmethode und wird Ublicherweise bei Patienten mit Ha-
maturie durchgefiihrt (Scimedx, 2007, Lokeshwar and Soloway, 2001).

1.1.6.2.2 Harnmarkertests

uCyt+-Test
Der uCyt+-Test des Herstellers SCIMEDX Corporation (Denville, USA) ist ein

uringebundener nicht-invasiver und hoch sensitiver Harnmarkertest fur die Diag-
nostik von Urothelkarzinomen aller Tumorstadien und -grade (Mian et al., 1999).
Die neoplastische Transformation des Urothels, die bei Blasenkarzinomen auf-
tritt, ist verbunden mit der Expression von tumorassoziierten Antigenen
(Sagerman et al., 1993). Der uCyt+-Test basiert auf einer Kombination aus drei
monoklonalen Antikérpern 19A211, M344 und LDQ10, welche mit fluoreszieren-

den Markern versehen sind und an zwei dieser tumorassoziierten Antigene auf
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der Urothelzellmembran binden. Diese Marker machen die Tumorzellen unter
dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar (van Rhijn et al., 2005).

Vor allem in Kombination mit der konventionellen Urinzytologie wurden in ver-
schiedenen Studien verbesserte Ergebnisse fur die Friherkennung von Rezidi-
ven gefunden (Scimedx, 2007, Lokeshwar and Soloway, 2001, Toma et al.,
2004). Im Vergleich zur alleinigen Anwendung der Zytologie erreicht man bei
Kombination der beiden Tests eine gesteigerte Sensitivitat von 83,3-89,1% (Tetu
et al., 2005, Hautmann et al., 2004, Soyuer et al., 2009, Toma et al., 2004). Aber
vor allem fur das Auffinden der Low-Grade-Tumoren ist die gesteigerte Sensitivi-
tat im Vergleich zur alleinigen Anwendung der Zytologie von Bedeutung (79%-
86,6%) (Tetu et al., 2005, Lodde et al., 2003, Mian et al., 2005, Lodde et al.,
2006). Auch in Kombination mit der Zystoskopie kann der uCyt+-Test laut einer
Studie von Schmitz-Drager et al. eine wichtige Rolle spielen. So kénnen Harn-
blasentumore bei Patienten mit negativem uCyt+-Test und gleichzeitig negativer
Zystoskopie mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden (NPV =
100%) (Schmitz-Drager et al., 2008).

Im Rahmen dieser Studie wurden die Untersuchungen der Urinproben mittels des
uCyt+-Tests des Herstellers SCIMEDX Corporation (Denville, USA) durchge-
fuhrt.

Die genaue Durchfiihrung des uCyt+-Tests wird unter 2.7 weiter erlautert.

NMP22(BC)-Test

Auf dem Markt gibt es noch zahlreiche Urinmarkertests. Einer davon ist der

NMP22-Test, der in zwei Versionen verfugbar ist. Der NMP22-Test der Firma
Matritech (Maritech GmbH Freiburg) wendet das ELISA-System an. Dieses wird
in Laboratorien durchgefuhrt und nimmt relativ viel Zeit in Anspruch. Die Kurzver-
sion, der NMP22-BladderCheck-Test hingegen kann direkt nach der Uringewin-
nung durchgefuhrt werden (Choi et al., 2010). Dabei handelt es sich um eine
immunologische Untersuchung, um das Vorhandensein des Nukledren Matrix-
Proteins 22 (NMP22) im Harn zu tUberprifen. Diese Proteine spielen eine Rolle
bei der Mitose von Zellen. Da ein Tumor eine hoéhere Teilungsrate aufweist als

normales Urothel sind sie bei Patienten mit Harnblasenkarzinom im Vergleich zu
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gesunden Patienten vermehrt im Urin zu finden (Onal et al., 2015, DelNero et al.,
1999).

UroVysion-Test

Ein anderer Urinmarkertest ist der UroVysion® Test (Abbott Laboratories. Abbott
Park, lllinois, U.S.A.). Mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ist er in
der Lage, die bei Harnblasenkarzinomen am haufigsten auftretenden Chromo-
somenaberrationen wie Aneuploidien der Chromosomen 3, 7, und 17 oder den
Verlust des 9p21 Lokus im Urin zu identifizieren. Er wird nur in Kombination mit
anderen diagnostischen Standardmitteln bei Patienten mit Hamaturie und zur
Nachsorge verwendet (Mbeutcha et al., 2016, Mitra et al., 2012).

1.1.6.3 Invasive MalRnahmen

Eine Zystoskopie und ein histologisches Gutachten der enthommenen Biopsie
gelten als Standardmethode fir die Diagnostik von Harnblasenkarzinomen
(Lokeshwar et al., 2005, Lodde et al., 2003). Zwar sind nicht-invasive Tests Ge-
genstand zahlreicher Forschung und Studien, dennoch wurde bis heute trotz Ver-
besserungen der Sensitivitdt noch keine der Verfahren als Standard-Diagnostik-
methode akzeptiert (Babjuk et al., 2011).

Die Zystoskopie stellt die effizienteste, aber auch teure Methode dar, um primére
Urothelkarzinome oder Tumorrezidive der Harnblase zu diagnostizieren (Kamat
et al., 2013, Goebell et al., 2008). Allerdings ist sie invasiv und fir den Patienten
unkomfortabel (Mian et al., 1999). Dennoch wird bei allen Patienten mit Mikroha-
maturie, die alter als 40 Jahre sind, aber auch bei den Jingeren mit erhfhtem
Blasentumorrisiko, diese Untersuchung empfohlen (Grossfeld et al., 2001).

Man unterscheidet die flexible von der starren Zystoskopie. Durch das Objektiv
mit Okular und Lichtquelle vorne am Zystoskop ist es dem Urologen méglich, die
innere Blasenwand genau zu beurteilen und sie auf Schleimhautveranderungen,
Blutungsquellen oder papillare Raumforderungen zu untersuchen (DKG, 2013).
Die Ergebnisse wie die Grol3e, die Lage, die Anzahl und das Erscheinungsbild,
sowie eine Beschreibung vorhandener Schleimhautanomalitdten missen sorg-

faltig dokumentiert werden (Babjuk et al., 2011). Gleichzeitig werden von den



13

verdachtigen Schleimhautstellen durch transurethrale Resektion (TUR-B) Gewe-
beproben gewonnen. Bei kleinen Tumoren ist es mdglich, dass die veranderte
Schleimhautstelle gleich in diesem Schritt vollstandig entfernt wird. Daher gilt die
TUR-B als Goldstandard bei der initialen Behandlung von Blasentumoren
(Hamasaki et al., 2010). Wéahrend kleinere Tumore bis zu einer Grof3e von <1 cm
.en bloc' enthommen werden kdnnen, ist es bei grol3eren Tumoren ublich, erst
den exophytischen Teil, dann die unterliegende Blasenwand und die Rander der
Resektionsflache in Fraktionen zu praparieren (Babjuk et al., 2011). Fur die end-
gultige Diagnosestellung ist jedoch eine histopathologische Untersuchung der im
Rahmen der Zystoskopie transurethral resezierten Gewebsproben obligatorisch
(Lokeshwar et al., 2005). Besonders die Rander der Proben, die die chirurgische
Begrenzung der Harnblase markieren, sind wichtig (Lopez-Beltran et al., 2004).
Denn der Pathologe muss wahrend seinen Untersuchungen genau das Vorhan-
densein der ,muscularis propria“ Uberprifen und dem Urologen ein Feedback
Uber den Erfolg der Resektion geben (Jimenez et al., 2000). Findet er einen Ver-
dacht darauf, dass der Tumor maoglicherweise nicht vollstandig entfernt wurde,
sollte etwa 2-6 Wochen nach der ersten transurethralen Resektion (TUR-B) eine
zweite Resektion erfolgen, um einen bestehenden Residualtumor und ein folgen-

des Tumorrezidiv zu vermeiden (Babjuk et al., 2011).

Es besteht zudem die Moéglichkeit, durch intravesikale Instillation von Aminolavu-
linsdure (5-ALA) oder Hexaminolavulinat (HAL) und anschlieRender Fluores-
zenzzystoskopie mit violettem Licht die Tumorregionen besser sichtbar zu ma-
chen (Babjuk et al., 2008). Denzinger et al. fanden 2007 nach TUR-B mit norma-
lem weil3en Licht in 25,2% der Patientenfalle einen Resttumor. Wurde die TUR-
B mittels Fluoreszenzzystoskopie durchgefihrt, lagen nur in 4,5% der Félle Rest-
tumore vor (Denzinger et al., 2007). Vor allem flr die bei normaler Zystoskopie
kaum sichtbaren Carcinoma in situ oder kleinen papillaren Low-Grade-Tumoren
ist diese Methode sinnvoll (Stenzl and Kruck, 2009, Kamat et al., 2013). Zudem
konnten geringere Rezidivraten beobachtet werden. Dieses Prinzip der photody-
namischen Diagnostik (PDD) ist zwar mit initial erhéhten Kosten verbunden, lan-

gerfristig lassen sich mit dieser Methode jedoch Kosten sparen (Stenzl and
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Kruck, 2009). Durch verschiedene Einflussparameter, wie durch eine erst kiirz-
lich durchgefiihrte TUR-B oder durch eine BCG-Instillation in den vorausgegan-
genen 3 Monaten, kann es zu falsch-positiv leuchtenden Stellen kommen. Daher
ist diese Methode vorerst auf Patienten mit Verdacht auf ein Cis beschrankt
(Babjuk et al., 2011).

1.1.7 Therapie

Neben den mittels der TNM- und der WHO-KIlassifikation festgehaltenen Tu-
morcharakteristika (Invasionstiefe, Differenzierungsgrad und das Vorhandensein
von Metastasen) sind weitere Eigenschaften wie das Alter der Patienten, deren
Allgemeinzustand und die familidre Situation bei der Entscheidung fir eine The-

rapieform zu berucksichtigen (Gasser, 2011, Savic et al., 2009).

1.1.7.1 Nicht muskelinvasive Harnblasenkarzinome

Bei etwa 75% der Erstdiagnosen handelt es sich um oberflachliche Harnbla-
senkarzinome, bei denen eine kurative Therapie das Ziel ist. Diese kbnnen, wie
bereits unter 1.1.6.3 erlautert, im Rahmen der TUR-B bereits vollstandig entfernt
werden. Ist dies nicht der Fall und es wurden von Pathologen nicht tberall im
Gesunden liegende Resektionsgrenzen oder keine Muskulatur im Praparat er-
kannt, sollte nach 2-6 Wochen eine Nachresektion stattfinden (Babjuk et al.,
2011). Da jedoch die hohe Rezidivrate bei oberflachlichen Tumoren bekannt ist
(Ta-Tumore zeigen zu etwa 70% Rezidive auf (Zellweger et al., 2006)), kdnnen
zusatzliche Behandlungsmethoden wie die intravesikale Chemotherapie oder die
Bacillus Calmette-Guérin Immuntherapie angewendet werden. Diese verringern
nachweislich die Rezidivrate (Kiemeney et al., 1993).

Welche Therapie empfohlen wird, hangt entscheidend von dem Risiko des jewei-
ligen Patienten ab, an einem Rezidiv oder einer Progression zu erkranken. Die-
ses Risiko kann mithilfe der EORTC-Risikotafel (European Organisation for Re-
search and Treatment of Cancer) mittels eines Punkte-Scores unter Beriicksich-
tigung der Einflussparameter ,Tumoranzahl®, ,Tumorgréf3e®, ,frihere Rezidiv-

rate”, ,Tumorgrad®, ,Tumorstadium“ und ,Vorliegen eines Carcinoma in situ (Cis)*
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errechnet werden (Sylvester et al., 2006). Danach werden die Patienten in unter-

schiedliche Risikogruppen (geringes/mittleres/hohes Risiko) eingeteilt.

Intravesikale Chemotherapie

Die intravesikale Chemotherapie wird bei nicht muskelinvasiven Blasenkarzino-
men der Tumorstadien Ta und T1 zusatzlich zur TUR-B angewendet, da diese
haufig Rezidive und in einigen Féllen auch Progressionen aufweisen (Pashos et
al., 2002). Mit ihr ist es mdglich diese Krankheit mit relativ nicht-invasiven Metho-
den zu kontrollieren (Sagerman et al., 1993). Die Blase wird hierbei Uber einen
Katheter mit Medikamenten gesplilt. Hierzu eignen sich Zytostatika wie Mitomy-
cin, Epirubicin und Doxorubicin.

Bei Patienten mit niedrigem Risiko flr Tumorrezidive und Tumorprogression wird
eine einmalige Zytostatika-Instillation direkt nach der TUR-B (innerhalb von 24
Stunden) empfohlen (Babjuk et al., 2011). Laut einer Studie von EI-Ghobashy et
al. verringerte die Fruhinstillation von Mitomycin C das Auftreten von Frihrezidi-
ven (innerhalb der ersten beiden Jahren nach TUR-B) signifikant (von 34.3% auf
16.1%). Es wird vermutet, dass durch die Medikamente die noch in der Blase
zirkulierenden Tumorzellen ebenso wie die Zellen méglicher Residualtumore zer-
stort werden und somit die Implantation der kranken Zellen in die Resektions-
grenzen verhindert wird (ElI-Ghobashy et al., 2007, Sylvester and Oosterlinck,
2009). Ein weiterer Vorteil der Frihinstillation ist in den geringen Kosten und den
schwachen lokalen und systemischen Nebenwirkungen zu sehen. Vorausset-
zung fur die Instillationsbehandlung ist jedoch ein unverletztes Peritoneum. Liegt
ein Verdacht auf eine intra- oder extraperitoneale Perforation vor, muss die Instil-
lation unterlassen bleiben (Babjuk et al., 2011).

Eine adjuvante Instillationstherapie bei Patienten mit mittlerem oder hohem Re-
zidiv- und Progressionsrisiko wird als sinnvoll erachtet, die Dauer und Frequenz

dieser Behandlung sind derzeit jedoch noch umstritten (Babjuk et al., 2011).



16

Bacillus Calmette-Guérin Immuntherapie

Bei der Bacillus Calmette-Guérin Immuntherapie (BCG) werden Bacillus Cal-
mette-Guérin in die Blase instilliert, wodurch das Rezidiv- und das Progressions-
risiko gesenkt werden sollen. BCG induziert die Infiltration von Immun- und Ent-
ztuindungszellen in die Lamina propria und l6st dort eine Immunreaktion durch
Aktivierung verschiedener Immunzellen aus (Lamm and Torti, 1996). Aufgrund
der Gefahr der Toxizitdt und den damit verbundenen Nebenwirkungen soll sie
nicht bei allen Patienten mit nicht-invasiven Tumoren angewendet werden
(Babjuk et al., 2008). Bei Patienten mit geringem Progressions- und Rezidivrisiko
ist diese Behandlung beispielsweise nicht indiziert, da der Behandlungsvorteil die
potentielle Gefahr der BCG-Therapie nicht Uberwiegt (Oosterlinck et al., 2002).
Bei Patienten mit mittlerem Progressions- und Rezidivrisiko sind eine intravesi-
kale Chemotherapie oder eine BCG-Therapie moglich. Patienten mit hohem Pro-
gressions- und Rezidivrisiko profitieren von der BCG-Immuntherapie, weshalb
sie in diesen Fallen bevorzugt wird (B6hle and Bock, 2004, Brausi et al., 2011).
Auch bei Patienten mit Carcinoma in situ ist die BCG-Immuntherapie als Mittel
der Wahl anerkannt (Lamm and Torti, 1996, Sylvester, 2006). Was das beste
Anwendungsregime fur die BCG-Behandlung darstellt ist noch nicht ganz geklart.
Ublicherweise wird jedoch mit einer Induktionstherapie mit 6-woéchigem Abstand
der Instillationen begonnen, auf welche eine Erhaltungstherapie folgt. Diese
sollte, um einen Erfolg zu erzielen, tber mindestens ein Jahr fortgefiihrt werden
(Scholz et al., 2010).

1.1.7.2 Muskelinvasive Harnblasenkarzinome

Radikale Zystektomie

Sobald ein Tumor in die Muskelschicht eingedrungen ist, zahlt er zu den invasi-
ven Tumoren (=T2). Die am haufigsten angewandte Therapie zur Behandlung
invasiver Tumore ist die radikale Zystektomie mit bilateraler pelviner Lympha-
denektomie (Pashos et al., 2002). Dabei werden die Blase, die Lymphknoten der
Fossa obturatoria und ein Teil des umliegenden Gewebes entfernt. Bei Mannern
umfasst dies die Prostata und die Samenblase, wahrend bei Frauen der Uterus

und die Adnexe mitentfernt werden (Stenzl et al., 2005). Die radikale Zystektomie
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wird nicht nur bei invasiven Tumoren, sondern auch bei Patienten mit oberflach-
lichen High-Grade-Tumoren durchgefiihrt, wenn diese flr eine intravesikale The-
rapie unempfanglich sind. Ziel ist es, Metastasen, die letztendlich zum Tod flhren
kénnten, zu verhindern (Pashos et al., 2002). Nach der Zystektomie bestehen
verschiedene Mdglichkeiten, um den Harn abzuleiten: beispielsweise ein inkon-
tinentes lleum-Conduit, bei dem &auf3erlich ein Harn-Auffangbeutel angeklebt wird
oder verschiedene Formen kontinenter Harnableitungen wie z.B. eine kontinente

Neoblase aus Dinndarm (Oosterlinck et al., 2002).

Blasenerhaltenden MaRnahmen

Um die Lebensqualitat durch Ableitung der Harnwege weniger einzuschranken,
ist das Interesse an blasenschonenden Behandlungen vor allem bei jungeren
Patienten gestiegen (Oosterlinck et al., 2002). Da jedoch die verbleibende Blase
ein erhohtes Rezidivrisiko birgt, sollte die Methode der vollstandige transurethrale
Resektion mit anschlielRender Radio-/Chemotherapie nur bei gut informierten Pa-
tienten mit einer guten Compliance angewendet werden (Stenzl et al., 2009).
Auch bei Patienten, bei denen aus allgemeinen gesundheitlichen Griinden die
Zystektomie ausgeschlossen ist, kann in Einzelfallen eine blasenschonende Be-
handlung erfolgen (Witjes et al., 2014).

Behandlung von metastasierenden Tumoren:

Im Falle eines metastasierenden Harnblasenkarzinoms handelt es sich meist um
einen chemosensitiven Tumor. Das effektivste Zytostatikum zur chemotherapeu-
tischen Behandlung dieser Tumoren stellt Cisplatin dar (Stenzl et al., 2011). Das
friher verbreitete M-VAC-Schema (Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin und Cis-
platin) wurde nun durch die weniger toxische Gemcitabin-Cisplatin-Kombination
abgeldst (Gasser, 2015).
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1.1.7.3 Follow-up

Die hohe Rezidivrate der Harnblasenkarzinome macht eine lebenslange Nach-
sorge notwendig (Kamat et al., 2013). Eine regelmafiige Zystoskopie ermoglicht
das Auffinden von Rezidivtumoren in einem frihen Stadium, womit die Rezidiv-
rate gesenkt und eine mdgliche muskuldre Invasion reduziert werden kann
(Lokeshwar et al., 2005). Aul3erdem ist ein frihes Auffinden der High-Grade- und
invasiven Tumorrezidiven wichtig, da eine zu spate Therapie lebensbedrohlich
sein kann (Babjuk et al., 2011). Klassischerweise erfolgt nach initialer TUR-B fol-
gendes Follow-up-Programm: Zystoskopie und Zytologie alle 3 Monate fir 18-24
Monate nach Tumorresektion, dann alle 6 Monate fir die darauffolgenden 2-3

Jahren, danach jahrlich. (Comploj et al., 2013, Zellweger et al., 2006).

1.1.8 Klinisches Verhalten und Prognose

Das Harnblasenkarzinom ist von der Diagnose bis zum Tod der kostenintensivste
maligne Tumor, da er, bedingt durch seine hohe Rezidivrate, ein teilweise lebens-
lang notwendiges Nachsorgeverfahren erfordert (Botteman et al., 2003, Kamat
et al., 2013).

Bei etwa 75% der Patienten findet man bei der Erstdiagnose oberflachliche Tu-
more der Stadien Ta oder T1, die exophytisch, papillomatds und oft multizentrisch
wachsen (Hautmann, 2010, Gasser, 2011). Diese metastasieren oder infiltrieren
zwar selten und haben generell eine gute Prognose. Sie weisen jedoch aufgrund
der haufig multifokalen Natur trotz initial erfolgreicher Therapie eine sehr hohe
Rezidivrate auf (Fradet et al., 1987, Cordon-Cardo et al., 1992). In einer Studie
von Kiemeney et al. wiesen innerhalb der ersten 5 Jahre etwa 60% mindestens
ein Rezidiv auf. Die 5-Jahres Uberlebensrate lag bei 75% (Kiemeney et al.,
1993). Etwa 10-20% der Rezidive schritten jedoch zu einer aggressiveren und
muskelinfiltrierenden Form fort (Bergeron et al., 1996b). Lee und Droller fanden
im Jahre 2000 bei 15% der oberflachlichen Tumore eine Neigung zum invasiven
Fortschreiten (Lee and Droller, 2000).
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Die Prognose der Patienten mit nicht-invasiven Harnblasenkarzinom ist von meh-
reren Faktoren wie dem histologischen Tumorgrad, dem Tumorstadium und sei-
ner Ausdehnung abhangig (Kiemeney et al., 1993). Zudem soll das Vorhanden-
sein von multiplen Tumoren zu einer schlechteren Prognose fuhren (Millan-
Rodriguez et al., 2000). 2006 entwickelten Sylvester et al. wie bereits unter
1.1.7.1 erwahnt die sogenannten EORTC-Risikotafeln (European Organisation
for Research and Treatment of Cancer). Sie sollen es Urologen erlauben, mittels
bestimmter im klinischen Alltag nach TUR-B routinemalfig erfasster Daten, Ruck-
schliisse auf das individuelle Risiko von Rezidiven oder Tumorprogression der
Patienten zu schliel3en. Unter Beriicksichtigung der sechs Einflussparameter
~tumoranzahl®, ,Tumorgréf3e”, ,frihere Rezidivrate”, ,Tumorgrad®, ,Tumorsta-
dium“ und ,Vorliegen eines Carcinoma in situ (Cis)* wird mittels eines Punkte-
Scores das Rezidiv- und Progressionsrisiko errechnet (Sylvester et al., 2006).
Dabei stellen die drei erstgenannten die wichtigsten prognostischen Faktoren fur
das Rezidivrisiko und die zuletzt genannten die wichtigsten Faktoren fur das Pro-
gressionsrisiko dar (Sylvester, 2006).

Bei den muskelinvasiven Tumoren sind die im TNM-System festgehaltenen Tu-
moreigenschaften (Tumorausdehnung, Lymphknotenstatus und Metastasen) die
bedeutendsten prognostischen Faktoren (Thieblemont et al., 1996). Sie weisen
eine deutlich schlechtere Prognose und eine héhere Mortalitatsrate auf, als ober-
flachliche Tumoren. In einer Studie von Jeong et al. lagen die 1-, 2- und 5-Jahres-
Uberlebensraten im einem Patientenkollektiv mit durchgefiihrter radikaler Zystek-
tomie und beidseitiger Lymphadenektomie, sowie histologisch nachgewiesenen
Lymphknotenmetastasen bei lediglich 79,0%, 57,3% und 38,5% (Jeong et al.,
2011). In einer Studie von Lee und Droller entwickelten von den Patienten mit als
invasiv diagnostizierten Tumoren mehr als die Halfte Metastasen und flihrten so-
mit mit hoher Wahrscheinlichkeit zum Tod (Lee and Droller, 2000). Tumoren des
Stadiums T2b weisen deutlich haufiger okkulte Lymphknoten- oder Fernmetasta-
sen auf, als pT2a Tumore, die nur die oberflachliche Muskelschicht infiltrierten

und zeigen daher einen schwereren Krankheitsverlauf (Herr, 2010).
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Die meisten Todesfalle durch Harnblasenkarzinome sind den High-Grade-Tumo-
ren und den Tumoren mit fortgeschrittenem Tumorstadium zuzuschreiben. Dies
liegt unter anderem daran, dass Low-Grade-Tumore selten in muskelinfiltrie-
rende Tumore fortschreiten, sondern meist auf die Mukosa beschrankt bleiben,
wahrend den High-Grade-Tumoren ein hohes Rezidiv- und Progressionsrisiko
von > 50% und 15-40% nachgewiesen (Amin et al., 2013, Lodde et al., 2003).

1.2 Fragestellung

Bisher gelten die Zystoskopie zusammen mit einer histologischen Untersuchung
des entnommenen Praparates der verdachtigen Schleimhautstellen immer noch
als Goldstandard zur Diagnose von Urothelzellkarzinomen der Harnblase
(Lokeshwar et al., 2005). Da diese Methode invasiv, unkomfortabel und teuer ist
und zudem mehrfach im Jahr durchgefiihrt werden muss, beeinflusst das Follow-
up die Lebensqualitat der Patienten entscheidend (Hautmann et al., 2004).

Aus diesem Grund werden in der Diagnostik des Harnblasenkarzinoms zuneh-
mend molekulare Untersuchungen des Urins herangezogen. Einer der verwen-
deten Testsysteme ist der uCyt+-Test, der als immunzytologischer Test die Ober-
flacheneigenschaften von Tumorzellen auf einem Sedimentpraparat des Urins
mikroskopisch detektiert.

Dieser Test und seine diagnostische Wertigkeit, genauso wie Einflussfaktoren
auf das Testergebnis sind bisher wenig untersucht.

Insbesondere die Interpretation des Testergebnisses im Sinne von positiven Zel-
len wird bisher lediglich als ,alles-oder-nichts” Ereignis gewertet. Ziel der vorlie-
genden Arbeit ist, die mikroskopischen Resultate des angewandten Tests mittels
unterschiedlicher Auswertestrategien zu evaluieren und die klinische Aussage-

kraft der verschiedenen Algorithmen zu vergleichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Ethische Belange

Vor Beginn der Studie wurde der Ethik-Kommission des Universitatsklinikums
Tldbingen eine Anfrage mit der Bitte um Erlaubnis zur Durchfiihrung dieser wis-
senschaftlichen Evolution vorgelegt. Nach einer Beratung und Uberpriifung er-
folgte die Genehmigung, um mit den bereits vorhandenen und routineméaRig in
den Patientenakten erfassten Daten diese retrospektive Studie durchzufihren.
Somit lag das Ethikvotum mit der Projektnummer 504/2014R vor. Eine informierte
Einverstandniserklarung der im relevanten Zeitraum untersuchten Patienten war
nicht erforderlich, da es sich um eine rein retrospektive Untersuchung aus-

schlie3lich routinemafiig erhobener Parameter handelte.

2.2 Datenschutz

Die routinemaliig erfassten Daten der in die Studie eingeschlossenen Patienten
wurden vertraulich behandelt. Es wurde ausschlie3lich an Computern gearbeitet,
die sich in den Laborrdumen der Klinik fur Urologie in Tubingen befanden. Diese
waren jederzeit vom klinischen internen Netz abgekoppelt. Nur autorisierte Mit-
arbeiter, die Befugnis hatten und direkt an der Datenzusammenstellung beteiligt
waren, hatten Zugriff auf diese Rechner und zu der verwendeten Aktensamm-
lung. Die Verpflichtung zur arztlichen Amtsverschwiegenheit und zur Wahrung
des Datengeheimnisses nach 8 6 des Landesdatenschutzgesetzes (LDSG)
wurde stets eingehalten. Die verwendeten Daten wurden nicht an Dritte weiter-
gegeben und nur zu dem angegebenen Zweck verwendet. Nach Abschluss der
Datenerhebung wurden alle Daten terminal anonymisiert, sodass eine Ruckfuh-
rung der Studienergebnisse auf individuelle Patienten ausgeschlossen ist.



22

2.3 Studienkollektiv

Das primare Kollektiv wurde als konsekutives Kollektiv aus Patienten zusammen-
gestellt, die wahrend des Zeitraums vom 02.11.2006 bis zum 27.11.2009 in der
Klinik far Urologie des Universitatsklinikums Tubingen mit dem Vorliegen einer

Hamaturie einer Harnblasenkarzinom-Diagnostik zugefuhrt wurden.

2.3.1 Einschlusskriterien

Einschlusskriterien waren eine Urinuntersuchung mittels des uCyt+-Tests mit an-
schlieBend erfolgter Zystoskopie mit eindeutigem Ergebnis und das Vorhanden-
sein eines prazisen histologischen Gutachtens im Falle einer Gewebsentnahme.
Dartber hinaus wurden nur Patienten in die Studie aufgenommen, die vor dem
angegebenen Zeitraum noch nie an einem Blasentumor erkrankt waren. Nach
diesen Einschrankungen konnte zunachst ein vorlaufiges Patientenkollektiv von
460 Patienten gewonnen werden, das durch folgende Ausschlusskriterien zu-

satzlich definiert wurde.

2.3.2 Ausschlusskriterien

Von dem oben erwahnten Untersuchungskollektiv von 460 Patienten mussten 10
Patienten von den Auswertungen ausgeschlossen werden, da in diesen Féllen
keine ausreichende Zellanzahl auf den zu untersuchenden Sedimentpréaparaten
gegeben war. Diese Ergebnisse wurden als nicht auswertbar dokumentiert.

Da in der vorliegenden Studie das Hauptaugenmerk auf der Evaluation von Urin
aus der Harnblase lag, konnten weitere 6 Patienten nicht in das Kollektiv aufge-
nommen werden, bei denen der untersuchte Urin aus den Nierenbecken entnom-
men wurde. Zusatzlich wurde mittels der Bildgebung des oberen Harntraktes
(OHT) das Vorhandensein eines Tumors im OHT ausgeschlossen.

Letztlich verbliebenen als definitives Studienkollektiv fir den oben genannten 3-

Jahres-Zeitraum 444 Patienten.
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2.4 Retrospektive Erfassung der Patientendaten

Fur die wissenschatftliche Erstellung dieser Datensammlung wurden die im Zent-
ralregister vorliegenden Untersuchungsakten der in das Kollektiv aufgenomme-
nen Patienten eingesehen. Die klinischen Daten wurden aus den elektronisch
verfuigbaren Arztbriefen und Operationsberichten, den Laborbefunden sowie aus
den konventionell vorliegenden Testergebnissen des uCyt+-Harnmarkertests ge-

sammelt und in der Datenbank zusammengetragen.

2.4.1 Erstellung der Datenbank

Die vorliegenden Parameter der in die Studie eingeschlossenen Patienten wur-
den auf Vollstandigkeit geprift. Fur jeden in die Studie eingeschlossenen Patien-
ten wurden folgende Parameter in der Datenbank erfasst: Vor- und Zuname, Ge-
schlecht, Geburtsdatum, das Datum und die Art der Urinentnahme sowie das
daraus errechnete Alter zum Zeitpunkt der Urinentnahme. Ebenso waren die Er-
gebnisse der histologischen Untersuchung, des Urinstatus und des uCyt+-Tests,
genauso wie die der Zystoskopie festgehalten. Die untersuchten Parameter wur-
den auf Vollstandigkeit Gberpruft.

Zur Vervollstandigung der Datenbank wurden fur jeden Patienten die im Zentral-
register dokumentierten Ergebnisse der Bildgebungsverfahren des oberen Harn-
traktes mit zugehérigem Datum eingetragen. Hierbei wurden nur Untersuchun-
gen bertcksichtigt, die unmittelbar mit der aktuellen medizinischen Fragestellung
in Zusammenhang standen.

Des Weiteren wurde die genaue Numerik des uCyt+-Ergebnisses in sechs Spal-
ten festgehalten. Zwei Spalten enthielten die numerische Anzahl der im Epifluo-
reszenz- und Lichtmikroskop als definitiv rot- oder griin-positiv erkennbaren Zel-
len. Das Vorhandensein jeder dieser Zellen flhrte zu einem positiven Testergeb-
nis.

In zwei weiteren Spalten wurden die als rote und griine Borderline-Zellen defi-
nierten Zellen ebenfalls numerisch erfasst (siehe 2.8). Waren solche Zellen in

einem Praparat sichtbar, wurde das Testergebnis als verdéachtig dokumentiert.
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Fur die Auswertungen innerhalb dieser Studie wurden die verdachtigen Ergeb-
nisse ebenfalls als positiv gewertet.

Weitere zwei Spalten wurden aus der Anzahl an Zellen gebildet, die als unter-
schwellig definiert wurden (siehe 2.8) und zu einem unauffalligen, negativen Be-
fund fuhrten.

Zur Uberprifung des moglichen Einflusses einer benignen Prostatahyperplasie
oder eines Prostatakarzinoms, eines Harnwegsinfektes (HWI) oder der mechani-
schen Manipulation bei der Uringewinnung wurden diese Parameter ebenfalls in
einer Spalte notiert und kodiert. Ebenso wurden die Rauchgewohnheiten doku-

mentiert.

2.5 Uringewinnung

2.5.1 Uringewinnung aus dem unteren Harntrakt

Zur Uringewinnung aus dem unteren Harntrakt wurden unterschiedliche Techni-
ken angewandt.

Zum einen wurde Spontanurin durch das Auffangen der Miktion gewonnen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde nicht zwischen Erst- und Mittelstrahlurin unter-
schieden. Bei der Gewinnung von Mittelstrahlurin wurde der erste Strahl nicht
benutzt, da dieser zur Spulung der Harnrohre diente. Der mittlere Stahl wurde
dann in einem sterilen Gefal3 aufgefangen, wahrend der letzte ebenfalls verwor-
fen wurde. Da die Urinentnahmen im Rahmen von Ambulanzbesuchen durch-
gefuhrt wurden, konnte ausgeschlossen werden, dass es sich um den ersten
Morgenurin handelte.

Zum anderen bestand die Moglichkeit, den direkt aus der Harnblase stammen-
den Urin aus einem Uber die Urethra gelegten Katheter zu verwenden. Hierbei
wurde nicht zwischen mittels Dauer- oder Einmalkatheter gewonnenem Kathe-
terurin differenziert.

Zur Gewinnung von Spilurin wurde Uber einen Katheter isotone Kochsalzlo-
sung in die Harnblase eingeflihrt. Die dadurch entstandene Flussigkeit, auch

Spulurin bezeichnet, wurde fur die Harnuntersuchungen verwendet.
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Unter Exprimaturin versteht man den nach einer massierenden Prostatapunk-
tion per Miktion gewonnenen Urin. Hierdurch wird das Prostatasekret mit der
Miktion ausgewaschen und ist in einer gewissen Konzentration im Urin enthal-

ten.

2.5.2 Definition der mechanischen Manipulation

Wie in anderen an derselben Klinik durchgefihrten Studien wurde nur der spon-
tan durch Miktion erlangte Urin (Spontanurin und Mittelstrahlurin) als nicht-invasiv
gewonnen und somit als ,ohne mechanische Manipulation gewonnen* definiert.
Als invasive und manipulierende Methoden wurden der Katheterurin, der Expri-

maturin sowie der Spulurin der Blase gewertet (Todenhofer et al., 2012).

2.6 Urinstatus

Der Urinstatus ist eine routinemaf3ig durchgefiihrte Untersuchung des Harns bei
Patienten mit Nieren- oder Harnwegserkrankungen. Hierbei kdnnen mittels bio-
chemischer Urinuntersuchung verschiedene Parameter wie der pH-Wert, die
spezifische Dichte, Proteine, Glucose, Keton, Urobilinogen, Leukozyten, Biliru-
bin, Nitrit und Blut im Urin bestimmt werden. Durchgefihrt wird die Urinuntersu-
chung mit dem Miditron M Urinanalysegerate des Herstellers Roche (Roche Di-
agnostics GmbH, Mannheim). Daflr werden spezielle Comburi® Test® M Test-
streifen verwendet, die kurz in den Urin getaucht werden. Der Giberschissige Urin
wird durch ein Abstreifen am Gefalirand entfernt. Anschliel3end werden die Test-
streifen in das oben genannte Analysegerat eingelegt und reflexionsphotomet-
risch gemessen. Zuséatzlich konnen die Streifen nach etwa 60 Sekunden visuell
ausgewertet werden, indem die Farben der Teststreifen mit den auf der Teststrei-
fenréhre abgebildeten Farben verglichen werden. Die ermittelten Werte entspre-
chen dabei jeweils bestimmten Konzentrationsbereichen, die dokumentiert wur-

den.
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Weiterhin kénnen die durch Zentrifugation erhaltene Harnsedimente durch Urin-
mikroskopie dargestellt werden und somit die Anzahl an Erythrozyten und Leu-
kozyten pro pl bestimmt werden. Auf diese Weise kbnnen bestehende Harnwegs-
infekte detektiert, sowie das Vorliegen einer Hamaturie dargestellt werden.

2.6.1 Definition von Harnwegsinfekten und Hamaturie

Das Vorhandensein eines Harnwegsinfekts wurde wie in friheren an derselben
Institution durchgefihrten Studien definiert: Es mussten mindestens 100 Leuko-
zyten/ul bei gleichzeitiger Préasenz von mindestens einem Erythrozyten/ul
(Todenhofer et al.,, 2012) vorliegen oder mindestens 100 Leukozyten/pl und
gleichzeitig ein positiver Nitrithachweis belegt sein (Todenhofer et al., 2013a,
Todenhofer et al., 2012).

Zum Nachweis einer Hamaturie wurden ebenfalls der Urinstatus und die mikro-
skopische Analyse in Betracht gezogen. Konnte kein Hinweis auf Erythrozyten
im Harn festgestellt werden war das Ergebnis negativ. Jeglicher Nachweis von
Erythrozyten in einer Urinprobe fihrte dagegen zu einer positiven Interpretation.
Wies der Urin durch das sich darin befindende Blut eine mit bloRem Auge sicht-
bare Rotfarbung auf, wurde eine Makrohdmaturie dokumentiert. Andernfalls

wurde eine Mikrohamaturie vermerkt.

2.7 Durchfuhrung des uCyt+-Tests

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Urinproben-Untersuchungen mittels des
uCyt+-Tests des Herstellers SCIMEDX Corporation (Denville, USA) durchge-
fuhrt.

Bei dem Testsystem handelt es sich um eine nicht-invasive Methode mit dem Ziel
abgeschilferte Tumorzellen auf einem Sedimentpraparat des Urins anhand ihrer

Oberflacheneigenschaften mithilfe der Immunzytologie festzustellen.
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2.7.1 Beschreibung der Testbestandteile

Das vom Hersteller gelieferte Testkit enthalt folgende Bestandteile:

1. Blockierungslésung
Antikorper-Cocktail
Positive und negative Kontrollen

Fixierungslésung

o b 0N

Genaue Gebrauchsanweisung mit Sicherheitsvorschrift

1. Blockierungslésung:

Die gebrauchsfertige Blockierungslésung soll unspezifische Bindungsstellen sét-

tigen, bevor die farbende Losung zugegeben wird. Sie enthalt gepuffertes und

verdiinntes 5%iges Ziegenserum mit 0,1% Proclin®300 und reicht laut Hersteller

fur etwa 50 Immunreaktionen (10 ml pro Tropfflasche und etwa 45uL pro Tropfen)
(SCIMEDX, 2015).

2. Antikdrper-Cocktail:

Auch diese Mixtur ist schon verwendungsbereit in den Testkits enthalten und

setzt sich aus den folgenden Antikdrpern zusammen:

Die Antikorper M344 und LDQ10 sind gegen Mucin-Glykoproteine mit ho-
hem Molekulargewicht (300kDa) gerichtet. Diese werden, wie in verschie-
denen Studien bewiesen wurde, von den meisten Urothelkarzinomzellen
exprimiert, auRern sich aber nicht auf normalen Ubergangsepithelzellen
(Fradet et al., 1987, Bergeron et al., 1996a). Das liegt daran, dass diese
Schleimstoffe in den Tumorzellen weniger stark glykosyliert sind, als es in
den normalen Urothelzellen der Fall ist. Dadurch sind Teile des Protein-
rickgrates dem Immunsystem ausgesetzt. Die mit Fluoreszein markierten
Antikdrper M344 und LDQ10 erkennen Epitope in genau diesen Berei-
chen, sodass die Zellen, die positiv fir die oben genannten Tumor-Mucine
sind, eine griine Fluoreszenz zeigen (Bergeron et al., 1996a). Werden also
schwach glykosylierte Schleimstoffe von einer Zelle exprimiert, erscheint

diese im Epifluoreszenzmikroskop grun-leuchtend (Mian et al., 1999,
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Lodde et al., 2003, Mian et al., 2005, Vriesema et al., 2001, Bergeron et
al., 1996a).

- Der Antikorper 19A211 bindet mit seiner Texas Red Markierung an eine
glykosylierte Form des karzinoembryonalen Antigens (CEA) (Schmitz-
Drager et al., 2010). Diese CEA-Komponente wird wie die M344- und
LDQ10-Anitgene hauptsachlich von Harnblasentumorzellen, aber nicht
von normalen Urothelzellen exprimiert (Vriesema et al., 2001, SCIMEDX,
2015). Eine Ausnahme bilden die gelegentlich mitgefarbten urothelialen
Schirmzellen (Bergeron et al., 1996b). Eine rote Fluoreszenz auf den Se-
dimentpraparaten ist demnach ein Zeichen fur Zellen mit CEA-Komponen-
ten (Mian et al., 1999, Lodde et al., 2003, Mian et al., 2005).

3. Positive und negative Kontrollen

In jedem Testkit sind aul3erdem eine positive und eine negative Probe enthalten.
Diese sind besonders wichtig um die korrekt durchgefuhrte Farbeprozedur zu
Uberprufen und zu garantieren (Mian et al., 1999, Lodde et al., 2001). In der po-
sitiven Kontrolle sind Zellen enthalten, die alle drei Epitope exprimieren, welche
durch die M344-, LDQ10- und 19A211-Antikérper erkannt werden. Laut Ge-
brauchsanweisung sollen unter optimalen Bedingungen im Durchschnitt 27% der
Zellen eine rote Farbung und 37% eine grine Farbung aufweisen. In der negati-
ven Kontrolle sollen, bis auf die gelegentlich schwach leuchtenden Schirmzellen,
keine fluoreszierenden Zellen gefunden werden (SCIMEDX, 2015).

4. Fixierungslésung:

Zur Fixierung des Urins ist in jedem Testkit ein Pulvergemisch aus Puffer und
Polyethylenglykol enthalten, welches mit entionisiertem Wasser bis zur vollstan-
digen Auflésung vermischt wird und ein Volumen von 50 ml ergibt. Pro Urinprobe
wird davon 1 ml benétig (SCIMEDX, 2015).



29

2.7.2 Herstellung der Sedimentpraparate

2.7.2.1 Fixierunqg des Urins

Pro Patient wurden fir den uCyt+-Test 20-40 ml Urin benétigt. Dieser wurde
gleich nach der Probengewinnung mit dem gleichen Volumen von 50%igem
Ethanol oder 50%igem Isopropanol vermischt. Anschlielend wurden die Urinpro-
ben bei 2°C bis 8°C kuhl aufbewahrt. Der Test wurde wie vorgeschrieben inner-
halb der folgenden sieben Tage in Labor durchgefihrt.

Zu Beginn wurde 1 ml der Fixierungslésung grindlich mit dem Urin-Alkohol-Ge-
misch vermengt. Die fixierte Probe wurde anschlieRend einer 15-minttigen Inku-

bation bei Raumtemperatur unterzogen.

2.7.2.2 Herstellung der Kontrollpraparate

Mit jedem Farbeprozess wurden eine positive und eine negative Kontrolle ange-
fertigt. Dazu wurden als erstes 20 pl der entsprechenden Kontrollldsungen auf
die jeweils passend beschrifteten und mit Siliciumwasserstoff vorbehandelten
Objekttrager (SuperFrost/Plus, Langenbrinck, Tieningen) mit einer Mikropipette
aufgetragen. Gleich darauf wurde das Fixationsspray Merckofix der Firma Merck
KGaA (Darmstadt) aus 15-Zentimeter Abstand appliziert, woraufhin die beiden

Kontrollproben 10-15 Minuten trockneten.

2.7.2.3 Zellibertragung auf Objekttrager

Zur Ubertragung der abgeschilferten Zellen aus den Patientenurinproben auf ei-
nen ebenfalls mit Siliciumwasserstoff vorbehandelten Objekttrager wurde der
Urin durch eine Filterspitze aufgezogen und solange gepresst, bis sich genug
Zellen auf der eingelegten Filtermembran (Nuclepore Track-Etch Membrane,
Whatman, Maidstone, UK) angesammelt hatten. Die verwendeten Membranen
wiesen eine Porengr6f3e von 8 pm und einem Durchmesser von 25 mm auf.
Durch Druckapplikation auf den Filter wurden die auf der Membran angehauften
Zellen anschlieRend auf die beschrifteten Objekttrager Gbertragen und ebenfalls

unverzuglich mit dem Merckofix-Fixationsspray gesichert.
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2.7.2.4 Vorbereitung auf die Farbeprozedur mittels absteigenden Alkoholreihen

Nun wurden die vollstandig getrockneten Patienten- und Kontrollproben mittels 8
Badern auf die Farbeprozedur vorbereitet. Zuerst wurden die Praparate nachei-
nander 10 Mal erst in 80%iges Ethanol, dann ebenso oft in 70- und 50%iges

Ethanol getaucht.

2.7.2.5 Morphologische Gegenfarbung

Danach folgten ein dreimaliges Eintunken der Praparate in entmineralisiertes
Wasser und ein 90-seklndiges Verbleiben in einer Mischung aus Hamatoxylin
und 4%iger Essigsaure. Zum Schluss wurden die Objekttrager jeweils 10 Mal in

3 verschiedene Bader mit entmineralisiertem Wasser getaucht.

2.7.2.6 Blockierung

Hiernach wurden die Praparate in eine feuchte Kammer gelegt und mit jeweils 4
Tropfen der mitgelieferten Blockierungslosung versehen, um die unspezifischen
Bindungsstellen zu sattigen. Die Uberschiisse dieser Losung wurden sorgfaltig
entfernt. Hierdurch wurde ein zu starkes Absinken des Fluoreszenz-Signals
durch den Blockierungsvorgang vermieden.

2.7.2.7 Immunreaktion

Nach 15 Minuten Inkubationszeit konnte mit der Farbeprozedur begonnen wer-
den. Dazu wurden 4 Tropfen des Antikérper-Cocktails auf jedes Praparat gege-
ben. AnschlielRend wurden diese fur etwa eine Stunde in einer fechten Kammer
bei Raumtemperatur inkubiert (Zusammensetzung des Antikdrpercocktails siehe
1.1.6.2.2). Ab diesem Herstellungszeitpunkt musste darauf geachtet werden,
dass die Objekte vor Licht geschitzt waren.

Die Praparate wurden nun mit nach Herstellerangaben angefertigter PBS (phos-
phate-buffered saline solution), welches 0,05% Tween®20 (Polyoxyethylensor-
bitanmonooleat) enthielt, gespilt und danach in eine Losung der gleichen Zu-

sammensetzung erst 10 Mal versenkt, 3 Minuten darin belassen und nochmals
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10 Mal in die Lésung getaucht. Mit einer frischen PBS/Tween®20 Losung wurde

ein zweites Mal genauso verfahren.

2.7.2.8 Eindeckeln

Zur Fertigstellung der Praparate wurde jeweils ein Tropfen Eindeckel-Medium auf
jedes Deckglas gegeben, womit die Zellzone bedeckt wurde. Die Praparate wa-
ren somit fur die Beurteilung bereit, welche - wegen des Nachlassens der Fluo-
reszenz-Intensitat - innerhalb der folgenden 7 Tage erfolgen musste. Wahrend
dieser Zeit wurden sie bei zwischen 2°C und 8°C gelagert.

2.7.3 Auswertung der Sedimentpraparate

Vor der Betrachtung wurden die Patienten- und Kontrollpraparate etwa 15 Minu-
ten auf Raumtemperatur gebracht. Zur Untersuchung wurde ein Zeiss Axioskop
Fluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss AG, Oberkochen) verwendet. In der 20er- und
40er-VergroRerung wurden die Zellen mithilfe des eingesetzten rot-/griin-Doppel-
filters (Omega XF 53 Filter) betrachtet. Konnte eine fluoreszierende Zelle gefun-
den werden, wurde ihre Zellmorphologie im Lichtmikroskop untersucht. Erst so
konnte mit Sicherheit davon ausgegangen werden, dass es sich um eine Urothel-
zelle, und nicht beispielsweise um eine artifiziell leuchtende, nicht-karzinomatdse
Schirmzelle, handelte. Mit der positiven und der negativen Kontrolle konnte au-
Berdem die korrekte Farbeprozedur Uberprift werden.

Wahrend der Auswertung musste darauf geachtet werden, dass die Praparate
maoglichst kurz dem Licht ausgesetzt waren, da die Fluoreszenzkraft durch die
Beleuchtung schnell abgeschwécht wird (Vriesema et al., 2001).

Im Rahmen der Praparatauswertungen, die zwischen November 2006 und No-
vember 2009 stattfanden, wurde ein uCyt+-Test als positiv eingestuft, wenn min-
destens eine rote oder grine fluoreszierende Zelle in einem Préaparat gefunden
wurde (Mian et al., 1999, Lodde et al., 2003, Mian et al., 2005). Als negativ wurde
der Test gewertet, wenn das Praparat keine fluoreszierende Zelle mit Ausnahme

eventuell artifiziell fluoreszierender nicht-urothelialer Zellen aufwies. In einigen
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Testbefunden wurde zusatzlich das Vorhandensein von ,Borderline-Zellen* no-
tiert, welche je nach Auspragung der fluoreszierenden Granulation zu einem po-
sitiven oder zu einem negativen Testergebnis fuhrten (siehe 2.8.1). Nach Emp-
fehlung des Herstellers (SCIMEDX Corporation, Denville, USA) wurde eine
Probe als nicht auswertbar klassifiziert, wenn nicht mindestens 500 Zellen auf
dem Objekttrager zu sehen waren. Um die Anzahl der Zellen abschatzen zu kon-
nen, wurde der Objekttrager bei 200-facher Vergrof3erung betrachtet und als
nicht auswertbar eingestuft, wenn nicht mindestens eine Zelle pro Gesichtsfeld
vorhanden war. In diesen Fallen musste der Test mit ausreichender Zellmenge

wiederholt werden.

2.8 Erfassung der Rohdaten des uCyt+-Tests

Im Rahmen der klinischen Routine wurde der uCyt+-Test nach den vorgegebe-
nen Kriterien mikroskopisch befundet. Um jedes Testergebnis eindeutig einer
Gruppe zuordnen zu kénnen, erfolgte die Interpretation des Ergebnisses nach
folgenden Kriterien:

Als wichtigstes Kriterium muss hierbei die bei abgeblatterten Tumorzellen (Tran-
sitionalzellen) fluoreszenzmikroskopisch sichtbare granulierende Fluoreszenz
genannt werden. Je nachdem welches Antigen die betrachtete Karzinomzelle
trug, erschien diese rot- oder griin-leuchtend (Mian et al., 2005, Mian et al., 1999).
Hier musste allerdings von den teilweise ebenfalls fluoreszierenden Plat-
tenepithelzellen, Eosinophilen (Leukozyten) und Schirmzellen unterschieden
werden (Cordon-Cardo et al., 1992). Bei ihnen fiel die Fluoreszenz und vor allem
die Granulation geringer und homogener aus und erschien teilweise schwach
orange-leuchtend. Weiterhin war es wichtig die Zellmorphologie im Lichtmikro-
skop genau zu betrachten. Wahrend Ubergangsepithelzellen einen Nukleus und
die fur sie typische rundliche oder ovale morphologischen Erscheinung zeigen,
weisen Schirmzellen beispielsweise eine mehrkantige, schwach gerundete Form
mit mehr als einem Kern auf. Eosinophile konnten durch ihren multilobularen

Kern und ihre leuchtend orangene oder griine Fluoreszenz identifiziert werden.
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Plattenepithelzellen zeichnen sich durch ihre vieleckige Form aus
(DiagnoCure™, 2000).

2.8.1 Einteilung in verschiedene Gruppen fluoreszie  render Zellen nach ih-

rem Granulations- und Fluoreszenzgrad

Jede in den Akten dokumentierte Zelle wurde in eine der folgenden vier Gruppen
eingeteilt. Entscheidend waren dabei die Starke der Fluoreszenz, deren Art - ob
granulierend oder homogen - sowie der Anteil der Zytoplasmaflache, die diese

Fluoreszenz einnahm.

2.8.1.1 Eindeutig negative Zellen

Als eindeutig negativ wurden die Transitionalzellen beurteilt, bei denen keine
spezifische Fluoreszenz, sondern eine einheitliche, homogene Farbe zu erken-
nen war. Ebenfalls als charakteristisch fiir eindeutig nicht positive Uber-
gangsepithelzellen wurde das Ausbleiben von Granulationen eingestuft (siehe
Abbildung 5). Auf3erdem wurden Zellen
mit artifizieller Fluoreszenz aufgrund der
Zusammenschau ihrer Morphologie und
ihres Fluoreszenzergebnisses als nicht
positive Zellen gewertet. Dies schlief3t fol-
gende nicht-kanzerogene Zellen ein: Eo-

sinophile, Erythrozyten und Entzin-

dungszellen sowie Schirm- und Plat-

Abbildung 5; Beispiel von roten, eindeutig negati- tenepithelzelle (SClMEDX 2015)
ven Zellen ohne granulierende Fluoreszenz aus ei- ’ )

nem Studienpraparat (21.08.2014)

2.8.1.2 Eindeutig positive Zellen

Jede Zelle, die eindeutig und tber mehr als die Halfte (>50%) der gezeigten Zy-
toplasmaflache eine Granulierung von griner oder roter Fluoreszenz zeigte,

wurde als positive Zelle gewertet (siehe Abbildung 6 und Abbildung 7)
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(SCIMEDX, 2015). Die Positivitat der roten oder griinen Zellen musste im Licht-
mikroskop durch das Vorhandensein eines Nukleus und der fir Uber-
gangsepithelzellen typischen rundlichen oder ovalen morphologischen Erschei-
nung bestatigt werden (Vriesema et al., 2001).

Abbildung 6; Beispiel einer roten definitiv posi- Abbildung 7; Beispiel einer griinen definitiv po-
tiven Zelle mit granulierender Fluoreszenz in > sitiven Zelle mit granulierender Fluoreszenz in
50% der Zytoplasmaflache aus einem Studien- > 50% der Zytoplasmaflache aus einem Studi-
préparat, 40-fache Vergré3erung (21.08.2014) enpraparat, 40-fache VergrofRerung

(21.08.2014)

2.8.1.3 Borderline-Zellen nach Herstellerangaben

Laut Angaben des Herstellers werden Zellen, deren Fluoreszenz starker ausfallt
als bei negativen Zellen, deren Granulation aber weniger als die Halfte der Zelle
bedeckt (< 50%), als ,Borderline-Zellen* bezeichnet. Diese sollten nach Herstel-
lerempfehlung zu einem negativen Testergebnis fiihren (siehe Abbildung 8). In
der Literatur wurden bisher nur uneindeutige und uneinheitliche Definitionen fir
diese Zellen genannt. In den im Rahmen dieser Studie gesichteten Testbefunde
wurden ,Borderline-Zellen* notiert, die teilweise zu einem verdachtigen und teil-
weise zu einem negativen Testergebnis fuhrten. Fir die Auswertbarkeit und Zu-
ordenbarkeit der Ergebnisse zu einer Gruppe wurden eindeutige Definitionen fir

diese beiden Auspragungsarten vorgenommen.
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2.8.1.3.1 Borderline-Zellen nach Definition

Als Borderline-Zellen im engeren Sinne wurden die Zellen definiert, die aufgrund
ihrer Fluoreszenz-Intensitat und der Flache der Granulation, trotz bekannter
obenstehender Kriterien, nicht eindeutig als positive, aber auch nicht als negative
Zellen gewertet werden konnten (z.B. eindeutig granulierte Fluoreszenz aber
nicht eindeutig tber 50% der Zytoplasmaflache). Testbefunde, die eine oder
mehrere solcher Zellen enthielten, ohne
dass eindeutig positive Zellen sichtbar
waren, wurden fur die klinische Routine
als ,verdachtig’ oder ,auffallig’ bezeich-
net. Fur die Analyse der Daten im Rah-
men der vorliegenden Arbeit wurden alle
diese in den Patientenakten als ,ver-

dachtig' bezeichneten Testergebnisse

zu den positiven Testergebnissen ge-
Abbildung 8; Beispiel einer roten Borderline-Zelle

mit granulierender Fluoreszenz in < 50% der Zyto- z&hlt.

plasmaflache aus einem Studienpraparat, 40-fache

VergréRerung (21.08.2014)

2.8.1.3.2 Unterschwellige Zellen nach Definition

Als unterschwellige Zellen wurden die
Zellen definiert, die zwar eine eindeu-
tige granulierende Fluoreszenz auf-
wiesen, diese jedoch deutlich unter
50% der Zytoplasmaflache ausflllte
(siehe Abbildung 9). Diese wurden in
den Testergebnissen zwar als ,Border-

line-Zellen' bezeichnet, flihrte aber zu

Abbildung 9; Beispiel einer roten unterschwelligen einem negativen Testergebnis.
Zelle mit granulierender Fluoreszenz in < 50% der Zy-

toplasmaflache aus einem Studienpraparat, 40-ache

VergroRerung (21.08.2014)
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2.9 Statistische Analysen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fir die statistischen Analysen mit dem Statistik-
programm JMP® in der Version 10.0.0 (SAS Institute Inc, Cary NC, U.S.A.) ge-
arbeitet. Zuerst wurden die Parameter in einer Excel-Tabelle erhoben und ge-
speichert. Um die Datenubertragung von Excel in JMP und die statistischen Aus-
wertungen zu erméglichen, mussten die einzelnen Spalten gemalf: den Vorgaben
des Institutes fur klinische Epidemiologie und angewandte Biometrie Tibingen
vorerst aufgearbeitet werden. Die erfolgte Kodierung der Datentabelle wurde in
einer separaten Excel-Tabelle im Sinne eines Kodierplans gespeichert. Hier wur-
den der Wertebereich, die vorgenommenen Abkirzungen und Kodierungen und
die Einheiten vermerkt. Genauso wurde der Skalentyp, welcher Merkmale mit
stetiger, ordinaler und nominaler Auspragung enthielt, dokumentiert. Somit konn-
ten die benutzten Abkirzungen und Kodierungen jederzeit erneut nachvollzogen
werden.

Als Referenz-Standard fur das Vorhandensein oder das Nichtvorhandensein ei-
nes Harnblasenkarzinoms wurde das Ergebnis der Zystoskopie zusammen mit

der histologischen Auswertung im Falle einer Gewebsentnahme gewabhilt.

2.9.1 Verteilungsanalysen

Mithilfe von Verteilungsanalysen konnten Charakteristika des Patientenkollektivs
wie etwa die Geschlechts- oder Altersverteilung dargestellt werden. So konnten
aulRerdem die Haufigkeit der einzelnen Bildgebungsverfahren, der positiven und
der negativen uCyt+-Testergebnisse und der einzelnen Tumorgrade und —sta-
dien, sowie die Mittelwerte und Quantile der verschiedenen Zellarten errechnet

werden.

2.9.2 Kontingenzanalysen

Zur Studie der Numerik der mehr oder weniger fluoreszierenden Zellen wurden
die verschiedenen Erscheinungsarten jeweils getrennt voneinander betrachtet.
Zur Vereinfachung wurden die jeweils betrachteten Zellen in sechs Zellgruppen

eingeteilt:



Zellgruppe G1: nur die definitiv positiven griinen Zellen

Zellgruppe R1: nur die definitiv positiven roten Zellen
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Zellgruppe G2: die definitiv positiven griinen Zellen und die griinen Borde

line-Zellen

Zellgruppe R2: die definitiv positiven roten Zellen und die roten Borderline-

Zellen

Zellgruppe G3: die definitiv positiven griinen Zellen, die griinen Borderline-

Zellen und die unterschwelligen griinen Zellen.

Zellgruppe R3: die definitiv positiven roten Zellen, die roten Borderline-

Zellen und die unterschwelligen roten Zellen

In jeder der sechs Zellgruppen wurde der ,cut off' von > 0 Zellen auf = 3 und
schlie3lich auf = 5 Zellen gelegt (siehe Abbildung 10).

Zellgruppen

mit jeweils

cutoff>0

cutoff=2 3

cutoff=25

I
[ I I I |
G2 R2 G3 R3
Gl R1 definitiv || definitiv definitiv geliy
definitiv definitiv positive || positive rote pzoesl;'g\ée grralﬁee pzoeﬁig\ée rroottee
positive positive grune Zellen|| Zellen und Bordérgljine- Borderline-
grine rote unddgrli_Jne rote Zellen und Zellen und
LS Al Boge?lrewe- Bogélelrelwe- unterschwellige| [unterschwellige

grune Zellen rote Zellen

Abbildung 10; Einteilung der unterschiedlichen Fluoreszenzauspragungen in die Zellgruppen G1-3 und R1-

3

Mittels Kontingenzanalysen und den daraus resultierenden Viel-Felder-Tafeln

wurden flr jede der sechs Zellgruppen mit jedem der drei unterschiedlichen ,cut

off'-Werte die Sensitivitat und die Spezifitat, die positiven und negativen Vorher-

sagewerte (PPV und NPV) sowie die Akkuratesse errechnet. In den Tabellen wa-

ren jeweils die Werte fur die falsch-positiven Ergebnisse (kein Tumor, aber posi-

tiver Test), die richtig-positiven Ergebnisse (Tumor und positiver Test), die falsch-
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negativen Ergebnisse (Tumor und negativer Test) und die richtig-negativen Er-

gebnisse (kein Tumor und negativer Test) dargestellt (siehe Abbildung 11).

Bei Analyse der Zellgruppe G1 und R1 wurden nur die definitiv positiven griinen
und roten Zellen als ausschlaggebend fir ein positives Ergebnis gewertet. Bei
dem ,cut off* von O reichte hier eine einzige definitiv positiv fluoreszierende Zelle
fur ein positives Ergebnis aus. Bei dem ,cut off* von =23 und =5 waren die Tests
nur positiv, wenn mindestens 3 beziehungsweise 5 definitiv positive Zellen in ei-

nem Urinpraparat gefunden wurden.

Bei der Analyse der uCyt+-Ergebnisse der Zellgruppen G2 und R2 wurden die-
selben Untersuchungen wie bereits fur die Zellgruppen G1 und R1 durchgefihrt,
wobei das Vorhandensein von Borderline-Zellen fir das Testergebnis als gleich-
wertig mit dem von definitiven positiven Zellen angesehen wurde. Bei den Zell-

gruppen G3 und R3 galt dasselbe fur die unterschwelligen Zellen.

Fur diese Analysen diente die jeweils betrachtete Zellgruppe mit den unterschied-
lichen ,cut off'-Werten als Einflussvariable und das Zystoskopie-Ergebnis als or-
dinale Zielvariablen. So konnte die diagnostische Wertigkeit des uCyt+-Tests bei

Betrachtung der unterschiedlichen Zellgruppen verglichen werden.

Wahrheit: Wahrheit:
Keinen Tumor Tumor
Diagnose: kein Tumor D ¢
Zellen der Zellgruppe < richtig-negatives | falsch-negatives NPV: D/(D+C)
318 gesetzier ut ot Testergebnis Testergebnis
Diagnose: Tumor B A
Zellen der Zellgruppe falsch-positives | richtig-positives PPV: Al(A+B)
> als gesetzter cut.oft Testergebnis Testergebnis
Speazifitat: Sensitivitit:
D/D+B} AllA+C)

Abbildung 11; Vier-Felder-Tafel (Kontingenztafel) mit Formeln zur Berechnung von Spezifitat, Sensitivitat,
PPV (positiver pradiktiver Wert) und NPV (negativer pradiktiver Wert); Akkuratesse: (A+D)/(A+B+C+D)
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2.9.3 Receiver Operating Characteristic-Kurven

Zusatzlich wurde fir jede der sechs Zellgruppen eine ROC-Kurve (Receiver Ope-
rating Characteristic-Kurve) sowie eine ROC-Tabelle erstellt (Beispiel siehe Ab-
bildung 12). Hier konnten die Werte fur die Sensitivitat und die Spezifitat bei un-
terschiedlichen ,cut off'-Werten ermittelt werden. Als ,best cut off'-Wert wurde die
Zellanzahl bezeichnet, bei der die Rechnung (Spezifitat x (1 — Sensitivitat)) den

hdchsten Wert annahm und somit das gunstigste Verhaltnis von Sensitivitat und

Spezifitat vorlag. Durch die Be-

1,00
0.90—: rechnung der Flache unterhalb der
el Kurve (AUC = ,area under curve"),

25 z:;gz war es méglich, eine Aussage

g% 0,50 Uber die Qualitat des Tests bei Be-

2o 0407 trachtung der verschiedenen Zell-
2:22: gruppen zu treffen (Vriesema et
010 al., 2001). Je naher der Flachen-
00000 050 o040 o060 ' oso 100 Wert dem Maximalwert 1 war,

;aipciz:;zs'tl:i desto besser war die diagnosti-

sche Aussagekraft des Tests bei

Abbildung 12; Beispiel einer ROC-Kurve mit ,best cut off bei
einer Sensitivitdt von 42,65% und einer Spezifitat von Wertung der betrachteten Zell-

94,7%, AUC = 0,68799
gruppe.

2.9.4 Untersuchung potentieller Einflussparameter a  uf die Anzahl der flu-

oreszierenden Zellen

Die Abhangigkeit der Zellanzahl von den untersuchten Parametern wurde mittels
der univariaten Varianzanalyse (ANOVA) untersucht. Dabei diente die Zellanzahl
als abhangige, metrische Zielvariable und der jeweilige potenzielle Einflusspara-
meter als Einflussvariable. Zur Haufigkeitsauszahlung wurden der Medianwert
mit den Interquartilsabstadnden und der Mittelwert errechnet.

Um den Einfluss des Alters auf die Zellanzahl zu bestimmen, wurde eine lineare

Regressionsanalyse durchgefihrt. Dabei diente das Alter als unabhéngige und
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die jeweils untersuchte Zellgruppe als abhangige Variable. Es wurde der Deter-
minationskoeffizient R? errechnet, welcher Werte zwischen 0 und 1 annehmen
kann. Ein R2-Wert nahe 1, zeigte einen linearen Zusammenhang zwischen den
zwei untersuchten Variablen an.

Mittels des nicht parametrischen Wilcoxon-Kruskal-Wallis-Tests und der Vari-
anzanalyse wurden die p-Werte ermittelt, mit welchen eine Aussage uber die sta-
tistische Signifikanz des jeweiligen Vergleichs getroffen werden konnte. War die
Wahrscheinlichkeit < 5% (p-Wert < 0,05), so wurde der Einfluss des Parameters

als statistisch signifikant angesehen.

Einfluss histopathologischer Parameter

Es wurde der Einfluss des Tumorgrades, des Tumorstadiums und der Invasivitat
der Tumore auf die Anzahl der definitiv positiven Zellen, der Borderline-Zellen
und der unterschwelligen Zellen der Patienten mit histologisch und zystoskopisch
nachgewiesenem Tumor betrachtet.

Fur die Darstellung des Einflusses der Invasivitat wurde das Patientenkollektiv
mit Harnblasentumor gemanR deren TNM-Klassifikation in zwei Gruppen aufge-
teilt. Gruppe 1 setzte sich aus allen Patienten zusammen, bei denen ein Harn-
blasenkarzinom in den oberflachlichen Stadien Ta oder T1 nachgewiesen wer-
den konnte. Gruppe 2 wurde aus den Patienten gebildet, deren histologische Un-
tersuchung ein muskelinfiltrierendes Tumorstadium von T2 oder hbher bestatigt
hatte.

Die PUNLMP (papillary urothelial neoplasm of low malignant potential) wurden,
wie es auch die WHO-Klassifikation von 2004 vorschlagt, zu den TaG1-Tumoren
gezahlt und gehorten damit der Invasivitats-Gruppe 1 an (Schmelz, 2010).

Fur jede der entstandenen Patientengruppen innerhalb der drei Einflussparame-
ter und des tumorfreien Kollektivs wurden die Medianwerte und die Interquartils-
abstande, sowie die Mittelwerte und p-Werte flr jede der betrachteten Zellgrup-

pen errechnet und konnten so miteinander verglichen werden.
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Potenzielle Einflussparameter

Weiterhin wurde der potenzielle Einfluss der méglichen Stérfaktoren ,Alter, ,Ge-
schlecht’, ,Rauchgewohnheiten’, ,Harnwegsinfekt ja/nein‘, ,mechanische Manipu-
lation bei Urinentnahme ja/nein’, ,benigner Prostatahyperplasien oder Prosta-
takarzinomen‘ und ,Hamaturie-Typ‘ auf die fluoreszierende Zellanzahl bei tumor-
freien Patienten bewertet. Dazu wurden nur die Patienten einbezogen, deren
zystoskopische Untersuchung und histologisches Gutachten im Falle einer Ge-
websentnahme keinen Hinweis auf einen Tumor ergeben hatten. Dabei wurden
die Zellgruppen G2 und R2, sowie die Zellgruppen G3 und R3 getrennt vonei-
nander betrachtet.

So wurden innerhalb der Gruppe ohne zystoskopischen Tumorhinweis die Zell-
anzahlen der Patienten mit dem Vorliegen eines potentiellen Einflussparameters

mit der Zellanzahl derjenige ohne dieser Eigenschatft verglichen.

2.9.5 Ermittlung der richtig-positiven uCyt+-Ergebn isse unter den falsch-

negativen Zytologie-Ergebnissen

Fur diese Untersuchung wurde das gesamte Kollektiv in zwei Gruppen unterteilt.
Gruppe 1 bestand aus allen Patienten, bei denen kein Blasentumor festgestellt
werde konnte oder ein positives Zytologie-Ergebnis vorlag. Zur zweiten Gruppe
gehorten die Patienten, denen im histologischen Gutachten und der Zystoskopie
ein Harnblasenkarzinom nachgewiesen wurde und bei denen gleichzeitig das Zy-
tologie-Ergebnis falsch-negativ, ausgefallen war.

Nun wurde mittels Kontingenzanalysen die Anzahl der Patienten verglichen, die
ein falsch-negatives Zytologie-Ergebnis aufwiesen, aber durch ein richtig-positi-
ves uCyt+-Testergebnis bei Wertung der Zellgruppen G2 + R2 und der Zellgrup-
pen G3 + R3 identifiziert wurden. Ziel dieser Analyse war es, zu sehen, wie viele
Tumoren, die durch die Zytologie nicht ausfindig gemacht wurden, bei der Durch-

fuhrung des uCyt+-Tests aufgespurt werden konnten.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakteristika des Patientenkollektivs

Von den Patienten, die sich zwischen dem 02. November 2006 und dem 27. No-
vember 2009 in der Urologischen Klinik Tubingen vorstellten, gelangten 444 nach
den unter 2.3 beschriebenen Ein- und Ausschlusskriterien in das untersuchte
Kollektiv.

3.1.1 Alters- und Geschlechtsverteilung

Unter den 444 eingeschlossenen Patienten befan-
- den sich 376 Manner (85%) und 68 Frauen (15%).

g [E% Dies entspricht in etwa einem Geschlechterver-
60

90

] héltnis von 5,7 Mannern zu einer Frau.

40 Im Durchschnitt lag das Alter der Untersuchten bei
30

66 Jahren (x13,1). Der juingste Patient war zum

20

Zeitpunkt der Urinabnahme 18 Jahre alt, der Al-
Abbildung 13; Altersverteilung des teste hatte ein Alter von 93 Jahren. Der Median lag
endgultigen Patientenkollektivs in Jah-

ren bei 67 (IQR 59,25-74,75) Jahren (Abbildung 13).

3.1.2 Vergleich des uCyt+-Testergebnisses mitdem R esultat der zystosko-

pischen und histologischen Untersuchung

Im Patientenkollektiv wurde bei 68 Patienten (15,3%) ein Harnblasentumor zysto-
skopisch und histologisch gesichert. 376 Patienten (84,7%) zeigten zum Zeit-
punkt der Untersuchung keine Anzeichen fur ein Blasenkarzinom (Abbildung 14).
Der uCyt+-Test wurde bei allen 444 Patienten durchgefuhrt. In 139 (31,3%) Fal-
len zeigte er den Verdacht auf das Vorhandensein eines Tumors an. Durch den

Abgleich mit den histologischen und zystoskopischen Auswertungen konnte das
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positive uCyt+-Testergebnis in 59 Fallen (13,3%) bestétigt werden, bei 80 Pati-
enten (18%) ergab der uCyt+-Test somit ein falsch-positives Ergebnis. Bei den
Ubrigen 305 Patienten (68,7%) zeigte der uCyt+-Test ein negatives Ergebnis. In
66,7% der Falle (n=296) war der Test demnach richtig-negativ, in 2% (n=9)
falsch-negativ. Die Sensitivitdt des uCyt+-Tests lag bei 86,8%, die Spezifitat bei
78,7%, der PPV bei 42,4% und der NPV bei 97,1% (siehe Tabelle 1).

Haufigkeiten
Gesamt % Kein Tumor Ge-
Spalte % Tumor samt
Zeile %
: 296 9
uCyt+ negativ 66.67 203 205 |
(ZerI]Idgr;gp_eoez 78,72 13,24 68,69 Tumorverteilung
) =0) 97,05 295
(uzcc:eﬁﬁruposétléz 18,02 | 13,29 139 l
odegr Rgp> 0) 21,28 | 86,76 | 31,31
57,55 42 45
376 68 @ Kein Blasentumor M Blasentumor
84,68 | 1532 444

Tabelle 1; Kontingenztabelle der Zellgruppe G2 + R2 (definitiv.  Abbildung 14; Tumorverteilung im Patien-
positive griine und rote Zellen und griine und rote Borderline-  tenkollektiv nach zystoskopischen und
Zellen) und der Patienten mit oder ohne Tumor bei dem ,cut  histologischen Ergebnissen (in%)
off'-Wert von O
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3.1.3 Verteilung der Tumorstadien unter Patienten mit Blasentumor

Verteilung der
Tumorstadien

61,5
9

19,4
64,2

mTa mT1 mT2a mT2b mT3a

Abbildung 15; Verteilung der Tumorstadien inner-
halb des Kollektivs mit Tumor (in %)

Bei 67 der 68 Patienten mit Harnblasentu-
mor wurde in der Patientenakte ein Tu-
morstadium dokumentiert. In einem Fall
lagen keine Angaben vor. 84% (n=56) die-
ser Tumore wiesen ein oberflachliches
Stadium auf. Darunter befanden sich
64,2% (n=43) im Ta-Stadium und 19,4%
(n=13) im T1-Stadium. 16% (n=11) der Tu-
more im Patientenkollektiv zeigten ein
muskelinfiltrierendes Wachstum. 9% (n=6)

davon waren im T2a-Stadium, 6% (n=4) im T2b-Stadium und nur ein Tumor im

T3a-Stadium (Abbildung 15). Invasivere Tumoren konnten in unserem Patienten-

kollektiv nicht nachgewiesen werden.

3.1.4 Verteilung des Tumorgrades unter den Patiente  n mit Blasentumor

Harnblasenkarzinome
- Tumorgrade

BGradl ®Grad2 mGrad3

Abbildung 16; Verteilung des Tumorgrades bei
Patienten mit Harnblasentumor (in %)

Bei einem Patienten der 68 Tumorpatien-
ten wurde kein Differenzierungsgrad do-
kumentiert. Unter den restlichen 67 Tu-
morpatienten befanden 37,3% (n=25) mit
dem Tumorgrad 1, ebenso viele mit einem
Tumorgrad 2 und 25,7% (n=17) mit Tu-
morgrad 3 (Abbildung 16).
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3.2 Diagnostische Wertigkeit des uCyt+-Tests bei Be  trachtung
der verschiedenen Zellgruppen bei variierenden ,cut off'-

Werten

Nach der Herstellerdefinition fallt der uCyt+-Test positiv aus, wenn mindestens
eine rote oder grine definitiv positive Zelle oder eine rote oder griine Borderline-
Zelle im Urinpraparat gefunden wird (Zellgruppen G2 und R2; siehe 2.7.3). Um
die diagnostische Wertigkeit des uCyt+-Tests bei Betrachtung der verschiedenen
Zellgruppen zu beurteilen, wurden die Anzahl der richtig- und falsch-positiven
und negativen Ergebnisse, sowie die Spezifitat und die Sensitivitat des Tests bei

verschiedenen ,cut off'-Werten fir positive Zellen von 0, 23 und =5 verglichen.

3.2.1 Vergleich der uCyt+-Testergebnisse bei Betrac  htung der verschiede-

nen Zellgruppen bei variierenden ,cut off'-Werten

In dem untersuchten Kollektiv von 444 Patienten wiesen 84,7% der Untersuchten
keinen Tumor auf, wahrend bei 15,3% zystoskopisch und histologisch ein Tumor
nachgewiesen wurde. Bei keiner der in dieser Arbeit untersuchten Interpretati-
onsalgorithmen wurden alle 68 Tumore durch ein richtig-positives uCyt+-Ergeb-
nis erkannt. Die Sensitivitdt des Tests lag somit niemals bei 100%. Die hochste
Sensitivitat wurde fir die Zellgruppen G3 und R3 bei dem ,cut off'-Wert > 0 mit
jeweils 64,7% errechnet. Die hohe Sensitivitdt ging jedoch mit einer geringen
Spezifitat einher (51,1% bzw. 76,9% bei den Zellgruppen G3 und R3) (siehe Ta-
belle 3).

Einfluss der Fluoreszenzauspragung

Bei Mitbewertung der Borderline-Zellen waren deutlich mehr uCyt+-Testergeb-
nisse richtig-positiv als bei alleiniger Wertung der definitiv positiven Zellen (Ta-
belle 2). Dies spiegelt sich in dem deutlichen Sprung der Sensitivitat bei Hinzu-
nahme der Borderline-Zellen wider (47,1% (G1) auf 61,8% (G2) und 42,7% (R1)
auf 63,2% (R2) bei ,cut off* >0) (Tabelle 3). Wurden zudem die unterschwelligen
Zellen betrachtet, erh6hte sich die Anzahl der falsch-positiven Testresultate. Bei

dem ,cut off'“Wert >0 stieg die falsch-positive Rate beispielsweise auf mehr als
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das Doppelte an (17,1% (G2) auf 41,4% (G3) und 7,9% (R2) auf 19,6% (R3) bei
.cut off>0). Gleichzeitig zeigten weniger Tests ein richtig-negatives Ergebnis,
wéhrend sich die Anzahl der richtig-positiven Ergebnisse nur geringfligig anderte
(Tabelle 2). Demnach sanken bei Hinzunahme der unterschwelligen Zellen die
Spezifitat und der PPV deutlich ab (79,8% bzw. 35,6% (G2) auf 51,1% bzw.
19,3% (G3) und 90,7% bzw. 55,1% (R2) und 76,9% bzw. 33,6% (R3) bei ,cut
off'>0) (Tabelle 3).

Zusammengefasst lasst sich erkennen, dass bei Mitbewertung der Borderline-
Zellen und der unterschwelligen Zellen die Sensitivitat des uCyt+-Tests steigt und

die Spezifitat sinkt.

Einfluss der Erh6hung des ,cut off'-Levels

Die Steigerung des ,cut off'-Wertes fuhrte wie in Tabelle 2 erkennbar zu mehr
negativen und weniger positiven uCyt+-Testergebnissen. Es reduzierten sich so-
wohl die falsch-positiven, als auch die richtig-positiven Ergebnisse (Tabelle 2).
Eine Erhéhung des ,cut off'-Wertes flhrte somit zu einer Steigerung der Spezifitat
und einer Reduktion der Sensitivitdt und des NPV (Tabelle 3).

Besonders auffallig ist der starke Abfall der Sensitivitat jeweils bei Erhdhung des
,cut off'-Levels von =3 auf 25 Zellen auf teilweise unter die Hélfte des Wertes
(Bsp.: Zellgruppe G2: Sensitivitatsabfall von 50,0% (,cut off* 23) auf 22,6% (,cut
off* 25)). Dies geht mit einer sehr hohen Spezifitat bei dem ,cut off'-Level =5 ein-
her (G1: 95,0% und R1: 97,3%), womit sich die hohen Werte fur die Akkuratesse
erklaren lassen (G1: 83,6% und R1: 86,0%) (Tabelle 3).

Einfluss der Fluoreszenzfarbe

Bei allen roten Zellgruppen (R1-R3) lagen ahnlich viele richtig-positive Tester-
gebnisse vor wie bei Wertung der korrespondierenden grinen Zellgruppen (G1-
G3) (G2 7,7% zu R2 7,9% bei ,cut off' 23). Der prozentuale Anteil an richtig-ne-
gativen Testergebnissen lag bei den roten Zellen héher als bei den griinen Zellen
(78,8% (R2) zu 70,1% (G2) bei ,cut off 23) (Tabelle 2). Dies spiegelt sich in den
hoéheren Werten der roten Zellen fiir die Spezifitat (93,1% (R2) zu 82,7% (G2) bei
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,cut off 23), den PPV (57,4% (R2) zu 34,3 % (G2) bei ,cut off 23) und die Sensi-
tivitat (51,5% (R2) zu 50,0% (G2) bei ,cut off' 23) wider (Tabelle 3).

Die Werte fur die Akkuratesse lagen bei den roten Zellen (R1 86-86,9%; R2 86,3-
86,7% und R3 75-84,7%) bei allen Interpretationsalgorithmen héher als bei den
grunen Zellen (G1 82,4-83,6%; G2 77-80,6% und G3 53,2-77,9%). Die htchste
Akkuratesse bei den griinen Zellen wurde mit 83,6% fur die Zellgruppe G1 bei
,cut off-Level 25 gemessen. Den insgesamt hochsten Wert fur die Akkuratesse
erreichte mit 86,9% die Zellgruppe R1 bei ,cut off*-Level >0 (Tabelle 3).

Haufigkeiten bei
dem jeweiligen Kein Tumor Tumor Gesamt
,cut off'-Wert

Zellgruppe G1

Zellgruppe G1 =0 n=335 (75,4%) | n=36 (8,1%) | n=371 (83,6%)
Zellgruppe G1 =3 | n=338 (76,1%) | n=40 (9,0%) | n=378 (85,1%)
Zellgruppe G1 =5 | n=357 (80,4%) | n=54 (12,2%) | n=411 (92,6%)
Zellgruppe G1 >0 n=41 (9,2%) | n=32 (7,2%) | n=73 (16,4%)
Zellgruppe G1 > 3 n=38 (8,6%) | n=28 (6,3%) | n=66 (14,9%)
Zellgruppe G1 > 5 n=19 (4,3%) | n=14 (3,2%) | n=33 (7,4%)

Zellgruppe G2

Zellgruppe G2 =0 n=300 (67,6%) | n=26 (5,9%) | n=326 (73,4%)
Zellgruppe G2 =3 | n=311 (70,1%) | n=34 (7,7%) | n=345 (77,7%)
Zellgruppe G2 =5 | n=343 (77,3%) | n=53 (11,9%) | n=396 (89,2%)
Zellgruppe G2 >0 n=76 (17,1%) | n=42 (9,5%) | n=118 (26,6%)
Zellgruppe G2 > 3 n=65 (14,6%) n=34 (7,7%) | n=99 (22,3%)
Zellgruppe G2 >5 n=33 (7,4%) n=15 (3,4%) | n=48 (10,8%)

Zellgruppe G3

Zellgruppe G3 =0 n=192 (43,2%) | n=24 (5,4%) | n=216 (48,7%)
Zellgruppe G3 =3 | n=258 (58,1%) | n=32 (7,2%) | n=290 (65,3%)
Zellgruppe G3 =5 | n=331 (74,6%) | n=53 (11,9%) | n=384 (86,5%)
Zellgruppe G3 >0 n=184 (41,4%) | n=42 (9,9%) | n=228 (51,4%)
Zellgruppe G3 > 3 n=118 (26,6%) | n=36 (8,1%) | n=154 (34,7%)
Zellgruppe G3>5 n=45 (10,1%) n=15 (3,4%) | n=48 (10,8%)
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Zellgruppe R1

Zellgruppe R1 =0 n=357 (80,4%) | n=39 (8,8%) | n=396 (89,2%)
Zellgruppe R1 =3 | n=357 (80,4%) | n=42 (9,5%) | n=399 (86,9%)
Zellgruppe R1 =5 | n=367 (82,7%) | n=53 (11,9%) | n=420 (94,6%)

Zellgruppe R1 >0 n=19 (4,3%) n=29 (6,5%) | n=48 (10,8%)
Zellgruppe R1 >3 n=19 (4,3%) n=26 (5,9%) | n=45 (10,1%)
Zellgruppe R1>5 n=9 (2%) n=15 (3,4%) | n=24 (5,4%)

Zellgruppe R2

Zellgruppe R2=0 n=341 (76,8%) n=25 (5,6%) | n=366 (82,4%)
Zellgruppe R2 =3 | n=350 (78,8%) | n=33 (7,4%) | n=383 (86,3%)
Zellgruppe R2 =5 | n=366 (82,4%) | n=51 (11,5%) | n=417 (93,9%)

Zellgruppe R2 >0 n=35 (7,9%) | n=43 (9,7%) | n=78 (17,6%)
Zellgruppe R2 > 3 n=26 (5,9%) | n=35 (7,9%) | n=61 (13,7%)
Zellgruppe R2 > 5 n=10 (2,3%) | n=17 (3,8%) | n=27 (6,1%)

Zellgruppe R3

Zellgruppe R3=0 n=289 (65,1%) | n=24 (5,4%) | n=313 (70,5%)
Zellgruppe R3 =3 | n=325 (73,2%) | n=33 (7,4%) | n=358 (80,6%)
Zellgruppe R3 =5 | n=359 (80,9%) | n=51 (11,5%) | n=410 (92,3%)

Zellgruppe R3>0 n=87 (19,6%) | n=44 (9,9%) | n=131 (29,5%)
Zellgruppe R3 >3 n=51 (12,5%) | n=35 (7,9%) | n=86 (19,4%)
Zellgruppe R3>5 n=17 (3,8%) | n=17 (3,8%) | n=34  (7,7%)

n=376 (84,7%) | n=68 (15,3%) n=444

Tabelle 2: Kontingenztabelle der Zellgruppen G1-G3 und R1-R3 und der Patienten mit oder ohne Tumor bei
den 'cut off'“-Werten von 0, 3 und 5
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,cut off bei 0 ,cut off* bei 3 ,cuf off* bei 5
Zellgruppe G1
Sensitivitat 47,1 41,2 20,6
Spezifitat 89,1 89,9 95,0
PPV 43,8 42 4 42 4
NPV 90,3 89,4 86,9
Akkuratesse 82,7 82,4 83,6
Zellgruppe G2
Sensitivitat 61,8 50,0 22,6
Spezifitat 79,8 82,7 91,2
PPV 35,6 34,3 31,3
NPV 92,0 90,1 86,6
Akkuratesse 77,0 77,7 80,6
Zellgruppe G3
Sensitivitat 64,7 52,9 22,1
Spezifitat 51,1 68,6 88,3
PPV 19,3 23,4 25,0
NPV 88,9 89,0 86,2
Akkuratesse 53,2 66,2 77,9
Zellgruppe R1
Sensitivitat 427 38,2 22,1
Spezifitat 95,0 95,0 97,6
PPV 60,4 57,8 62,5
NPV 90,2 89,5 87,4
Akkuratesse 86,9 86,3 86,0
Zellgruppe R2
Sensitivitat 63,2 51,5 25,0
Spezifitat 90,7 93,1 97,3
PPV 55,1 57,4 63,0
NPV 93,2 91,4 87,8
Akkuratesse 86,5 86,7 86,3
Zellgruppe R3
Sensitivitat 64,7 51,5 25,0
Spezifitat 76,9 86,4 95,5
PPV 33,6 40,7 50,0
NPV 92,3 90,8 87,6
Akkuratesse 75,0 81,1 84,7

Tabelle 3; Sensitivitat, Spezifitdt, PPV (positiver pradiktiver Wert), NNV (negativer pradiktiver Wert) und
Akkuratesse der Zellgruppen G1-G3 und R1-R3 bei den 'cut off'-Werten von 0, 3 und 5 (in %)
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3.2.2 Vergleich der Sensitivitdt und der Spezifitat fur die einzelnen Zell-
gruppen bei ihrem jeweiligen ,best cut off'-Wert

Bei Zellgruppe G2 lag der ,best cut off'-Wert bei 22 Zellen. Die ,best cut off'-Werte
aller anderen Zellgruppen lagen bei 23 Zellen (Abbildung 17).

Der hochste Wert fur die AUC wurde mit 0,77 bei der Zellgruppe R2 mit dem ,best
cut off* von 23 Zellen bestimmt. Bei den griinen Zellen lag der héchste Wert mit
0,70 bei Zellgruppe G2 und dem ,best cut off* von 22 vor (Abbildung 17).

Bei Betrachtung der roten Zellen (Zellgruppen R1-R3) wurden insgesamt héhere
Spezifitat-Werte errechnet als bei Betrachtung der griinen Zellen (Zellgruppen
G1-G3). Die Werte fur die Sensitivitat lagen in einem ahnlichen Bereich (Abbil-
dung 17)

Ubersicht tiber die Sensitivitidt und Spezifitit des uCyt+-
Tests bei den jeweiligen 'best cut off'—Werten

100 92,6

80 61, 8 61, 861 4 61,8
60 47,1 42,7

40

. i

Zellgruppe G1 Zellgruppe G2 Zellgruppe G3 Zellgruppe R1 Zellgruppe R2 Zellgruppe R3

o

'best cut 'best cut 'best cut 'best cut 'best cut 'best cut
off'>23 AUC = off'22 AUC= off'23 AUC= off'>3 AUC= off'>3 AUC= off'>3 AUC =
0,68 0,70 0,62 0,69 0,77 0,73

W Sensitivitit m Spezifitat

Abbildung 17; Ubersicht tiber die mittels der ROC-Kurve bei dem jeweiligen ,best cut off'-Wert ermittelten
Sensitivitdten und Spezifitaten (in %), sowie die AUC-Werte des uCyt+-Tests bei Wertung der verschiede-
nen Zellgruppen G1-G3 und R1-R3
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Abbildung 18; ROC-Kurve bei Betrachtung der Zell- Abbildung 19; ROC-Kurve bei Betrachtung der Zell-
gruppe G1; 'best cut off'-Wert bei 23 Zellen = Sen- gruppe R1,; 'best cut off-Wert bei 23 Zellen - Sen-
sitivitat = 47,1%, Spezifitat = 89,1%; AUC = 0,67966 Ssitivitat = 42,7%, Spezifitat = 95%; AUC = 0,688972
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Abbildung 20; ROC-Kurve bei Betrachtung der Zell-
gruppe G2; 'best cut off'-Wert bei 22 Zellen 2 Sen-
sitivitat = 61,8%, Spezifitat = 79,8%; AUC = 0,70444
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Abbildung 21; ROC-Kurve bei Betrachtung der Zell-
gruppe R2; 'best cut off'-Wert bei 23 Zellen 2 Sen-
sitivitat = 61,8%, Spezifitat = 92,6%; AUC = 0,77468
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Abbildung 22; ROC-Kurve bei Betrachtung der Zell- Abbildung 23; ROC-Kurve bei Betrachtung der Zell-

gruppe G3; 'best cut off-Wert bei >3 Zellen = Sensi- gruppe R3; 'best cut off-Wert bei 23 Zellen 2 Sensi-
tivitat = 63,2%, Spezifitat = 82,5%; AUC = 0,73414

tivitat = 61,8%, Spezifitat = 61,4%; AUC = 0,62087
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ei gemeinsamer Be-

trachtung der roten und griinen Zellen bei variieren den ,cut off*-
Werten
Haufigkeiten bei
dem jeweiligen Kein Tumor Tumor Gesamt
,cut off'-Wert
Zellgruppen G1 + R1
Zellgruppen G1 +R1=0 | n=335 (75,5%) | n=26 (5,9%) | n=361 (81,3%)
Zellgruppen G1 + R1 =3 | n=337 (75,9%) | n=29 (6,5%) | n=366 (82,4%)
Zellgruppen G1 + R1 <5 | n=352 (79,3%) | n=43 (9,7%) | n=395 (89%)
Zellgruppe G1 AR1>0 | n=41 (9,2%) | n=42 (9,5%) | Nn=83 (18,7%)
Zellgruppe G1 AR1>3 | n=39 (8.8%) | n=39 (8,8%) | n=78 (17,6%)
Zellgruppe G1 AR1>5 | n=24 (5,4%) | n=25 (5,6%) | n=49 (11%)
Zellgruppen G2 + R2
Zellgruppen G2 + R2=0 | n=296 (66,7%) | n=9 (2%) | n=305 (68,7%)
Zellgruppen G2 + R2 =3 | n=306 (68,9%) | n=16 (3,6%) | n=322 (72,5%)
Zellgruppen G2 + R2 =5 | n=337 (75,9%) | n=40 (9%) | n=377 (84,9%)
Zellgruppe G2 AR2>0 | n=80 (18%) | n=59 (13,3%) | n=139 (31,3%)
Zellgruppe G2 AR2>3 | n=70 (15,8%) | n=52 (11,7%) | n=122 (27,5%)
Zellgruppe G2 AR2>5 | n=39 (8,8%) | Nn=28 (6,3%) | n=67 (15,1%)
Zellgruppen G3 + R3
Zellgruppen G3+ R3=0 | n=162 (36,5%) | n=6 (1,4%) | n=168 (37,8%)
Zellgruppen G3 + R3 =3 | n=235 (52,9%) | n=14 (3,2%) | n=249 (56,1%)
Zellgruppen G3 + R3 =5 | n=320 (72,1%) | n=40 (9%) | n=360 (81,1%)
Zellgruppe G3 AR3>0 | n=214 (48,2%) | n=62  (14%) | n=276 (62,2%)
Zellgruppe G3 AR3>3 | n=141 (31,8%) | n=54 (12,2%) | n=195 (43,9%)
Zellgruppe G3 AR3>5 | n=56 (12,6%) | n=28 (6,3%) | n=84 (18,9%)
n=376 (84,7%) | n=68 (15,3%) n=444

Tabelle 4; Kontingenztabelle der Zellgruppen G1 + R1, G2 + R2 und G3 + R3 und der Patienten mit oder
ohne Tumor bei variierenden ,cut off'-Werten

Weiterhin wurden jeweils die griinen und roten Zellen gemeinsam betrachtet. Die

Wertung der Zellgruppen G2 + R2 bei dem ,cut off'“Wert von 0 entsprach den

Kriterien, die das in der Patientenakte dokumentierte Ergebnis des Tests be-

stimmten (siehe Tabelle 1 und Tabelle 4).
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Bei Betrachtung der Zellgruppen G1 + R1 zeigten sich &hnlich viele richtig- und

falsch-positive uCyt+-Ergebnisse. Bei Betrachtung der Zellgruppen G2 + R2 bzw.

G3 + R3 erhohte sich vor allem die Anzahl der falsch-positiven uCyt+-Ergebnisse
(9,2% (G1+R1) auf 18% (G2+R2) und 48,2% (G3+R3) bei ,cut off* >0). Dieser

richtig- und falsch-positive
Ergebnisse fir den 'cut off'

von O
200
150
80
100 47 41 59 62

50
O—-

Zellgruppen Zellgruppen Zellgruppen
G3+R3

Gl+R1 G2 +R2

M richtig positive

Abbildung 24; Vergleich der richtig- und falsch-positiven
Ergebnisse fur den ‘cut off' von 0 bei gemeinsamer Wer-

tung der roten und griinen Zellen

214

W falsch positive

Zuwachs stellt sich vor allem bei
Hinzunahme der unterschwelligen
grunen und roten Zellen dar (bei-
spielhaft in Abbildung 24). Bei Wer-
tung der Zellgruppe G3 + R3
konnte zudem ein starker Abfall der
richtig-negativen Ergebnisse im
Vergleich zur Wertung der anderen
Zellgruppen beobachtet werden
(75,5% (G1+R1l) auf 66,7%
(G2+R2) und 36,5% (G3+R3) bei
,cut off >0) (Tabelle 4).

3.2.3.1 Vergleich der Sensitivitat und der Spezifitit fir die einzelnen Fluores-

zenzauspragungen bei den unterschiedlichen ,cut off'-Werten

Sensitivitat und Spezifitdt des uCyt+-Tests bei Wertung der
verschiedenen Zellgruppen bei den 'cut off'-Werten 0, 3 und 5

100 91,2

8

o
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o

S
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o
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G1+R1 G2 +R2 G3+R3

Zellgruppen Zellgruppen Zellgruppen Zellgruppen Zellgruppen Zellgruppen Zellgruppen Zellgruppen Zellgruppen
G2 +R2

89,6

Gl+R1

76,814

93,6 89,6

G3 +R3 G1+R1 G2 +R2

G3+R3

'Cut off'-Wert 0 | ‘

'Cut off'-Wert 3 ‘

'Cut off'-Wert 5

W Sensitivitat

W Spezifizitat

Abbildung 25; Werte flr die Sensitivitat und die Spezifitat (in %) des uCyt+-Tests bei Wertung der verschie-
denen Zellgruppen G1 + R1, G2 + R2 und G3 + R3 bei den 'cut off'-Werten von 0, 3 und 5
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,Cut off* bei 0 ,Cut off* bei 3 ,Cut off* bei 5
Zellgruppen G1 + R1
Sensitivitat 61,8 57,4 36,8
Spezifitat 89,1 89,6 93,6
PPV 50,6 50,0 51,0
NPV 92,8 92,1 89,1
Akkuratesse 84,9 84,7 84,9
Zellgruppen G2 + R2
Sensitivitat 86,8 76,5 41,2
Spezifitat 78,7 81,4 89,6
PPV 42,5 42,6 41,8
NPV 97,1 95,0 89,4
Akkuratesse 80,0 80,6 82,2
Zellgruppen G3 + R3
Sensitivitat 91,2 79,4 41,2
Spezifitat 43,1 62,5 85,1
PPV 22,5 27,7 33,3
NPV 96,4 94,4 88,9
Akkuratesse 50,5 65,1 78,4

Tabelle 5; Werte flr die Sensitivitat, die Spezifitat, den positiven und den negativen pradiktiven Wert (PPV
und NPV) und die Akkuratesse fiir die Zellgruppen G1 + R1, G2 + R2 und G3 + R3 bei variierenden 'cut off'-

Werten (in %)

In Tabelle 5 wird sichtbar, dass auch bei gemeinsamer Betrachtung der griinen
(G1-G3) und roten Zellen (R1-R3) die Steigerung des ,cut off'-Wertes bei jeder

der betrachteten Zellgruppen mit einem Anstieg der Spezifitdt und einem Abfall

der Sensitivitat einhergeht. Besonders deutlich stellt sich dies bei Erhdhung des
,cut off'-Wertes von 3 auf 5 Zellen dar (Tabelle 5 und Abbildung 25).

Die hochste Akkuratesse (84,9%) liegt bei Betrachtung der Zellgruppen G1 + R1
und dem ,cut off'-Wert >0 (Sensitivitat 61,8%, Spezifitdt 89,1%) (Tabelle 5 und

Abbildung 25).
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3.3 Einfluss der Tumor-Histopathologie auf die Anza  hl der fluo-

reszierenden Zellen

Zur Auswertung des Einflusses der Tumor-Histopathologie auf die Anzahl der
fluoreszierenden Zellen entstand ein neues Kollektiv. Dieses bestand aus den 67
Patienten, bei denen durch die Zystoskopie und durch die Histologie im Falle
einer Gewebsentnahme ein Tumor nachgewiesen werden konnte und bei denen
die Informationen tber das Tumorstadium und den Tumorgrad in den Akten do-

kumentiert waren.

3.3.1 Vergleich der Zellanzahl in Anhangigkeit des jeweils vorhandenen

Tumorstadiums

Zur Untersuchung einer méglichen Abhangigkeit der Anzahl der fluoreszierenden
Zellen von dem vorhandenen Tumorstadium wurden die Zellgruppen getrennt

voneinander betrachtet.

Zell- Zell- Zell- Zell- Zell- Zell-
gruppe gruppe gruppe gruppe gruppe gruppe
Gl G2 G3 R1 R2 R3
Ta (0-5) (0-5) (0-5) (0-5) (0-5) (0-3)
T1 (0-6,5) | (0-6,5) (0-6,5) | (0-12,5) | (0-12,5) :(lei)
Stadium 0 3,5 3,5 0 1,5 15
T2a | (0-3,25) | (1,5-4,25) | (1,5-4,25) |  (0-0) (0-5,25) | (0-5,25)
Stadium | 1 5 15 1,5 0 1,5 15
T2b | (0-8,25) | (0-8,25) | (0-8,5) (0-0) (0-3,75) | (0-3,75)
Stadium 16 16 16 18 18 18
T3a | (16-16) | (16-16) | (16-16) | (18-18) | (18-18) | (18-18)
p-Wert 0,4085 0,5686 0,5151 0,0267 0,2909 0,2279

Tabelle 6; Medianwerte (Interquartilsabstand 25%-75%) und p-Werte fur die griinen und roten Zellen bei

Betrachtung der jeweiligen Tumorstadien im Kollektiv der Patienten mit Tumor
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Betrachtete man die Zellgruppe R1 konnte festgestellt werden, dass weder bei
Tumoren im Stadium T2a, noch bei denen im T2b definitiv positive rote Zellen
unter dem Fluoreszenzmikroskop in den Urinproben sichtbar gewesen waren.
Die meisten fluoreszierenden Zellen wurden bei Tumoren im T1-Stadium gefun-
den. Mit dem p-Wert von 0,0267 wurde ein statistisch signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Anzahl definitiv positiver roter Zellen (R1) in Abhangigkeit des T-
Stadiums beobachtet. Wurden die Borderline-Zellen (R2) ebenfalls betrachtet,
konnten auch bei den Tumorstadien T2a und T2b rot fluoreszierende Zellen fest-
gestellt werden (Abbildung 26 und Abbildung 27).

Bei Wertung der Zellgruppe G2 lagen in den Stadien Ta und T2a mehr fluores-
zierenden Zellen vor, als bei Wertung der Zellgruppe G1 (Medianwerte erhéhten
sich). Die Unterschiede bei den Zellgruppen G1-G3, R2 und R3 erreichten jedoch

keine statistische Signifikanz.

Wie in Tabelle 6 sichtbar, lagen die hochsten Medianwerte mit 16 griinen Zellen
(IQR 16-16) und 18 roten Zellen (IQR 10-18) fur das Tumorstadium T3a vor.
Diese Ergebnisse mussten jedoch wegen des zu kleinen Kollektivs (nur ein Pati-
ent) mit diesem fortgeschrittenen Stadium als Ausreil3er gewertet werden (Ta-
belle 6).
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Ta ™ T2a T2b T3a Ta ™ T2a T2b T3a
Tumorstadien Tumorstadien
Abbildung 26; Boxplot der Anzahl der definitiv po- Abbildung 27; Boxplot der Anzahl der definitiv positi-
sitiven roten Zellen (Zellgruppe R1) in Bezug auf ven roten Zc_ellen und roten Borderllne-Z_eIIe_n (Zell-
die Tumorstadien im Kollektiv der Patienten mit gruppe R2) in Bezug auf die Tumorstadien im Kol-

Tumor; p-Wert = 0,0267 lektiv der Patienten mit Tumor; p-Wert = 0,2909
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3.3.2 Einfluss der Tumor-Invasivitat auf die Anzahl der fluoreszierenden

Zellen

Zur Beurteilung des Einflusses der Invasivitat eines Harnblasentumors auf die
Anzahl der definitiv positiven Zellen, der Borderline-Zellen und der unterschwel-
ligen Zellen wurden die 67 Tumoren, fir welche Informationen tber das Tu-
morstadium vorlagen, in zwei Gruppen unterteilt. Die erste Gruppe setzte sich
aus allen Patienten zusammen, bei denen ein oberflachliches Tumorstadium (Ta
oder T1) nachgewiesen wurde (n=56). Die zweite Gruppe vereinte die Patienten,
bei denen muskelinfiltrierende Tumoren der Stadien 2T2 dokumentiert wurden
(n=11).

Zell- Zell- Zell- Zell- Zell- Zell-
gruppe gruppe gruppe gruppe gruppe gruppe
G1 G2 G3 R1 R2 R3
StidT'ulm 0(0-5) | 4(0-5) | 4(0-5) | 0(0-65) |4(0-7.75) | 4 (0-7,75)
Stadium
2dum | 0(04) | 3(05) | 3(05) | 0(00) | 3(05) | 3(05)
o-Wert | 06538 | 09791 | 0,8282 | 00384 | 053979 | 0,3661

Tabelle 7; Medianwerte (Interquartilsabstand 25%-75%) und p-Werte fiir die jeweiligen Zellgruppen bei Be-
trachtung der Invasivitat der Tumoren im Kollektiv der Patienten mit Tumor

Bei der Analyse der Abhangigkeit der definitiv
positiven roten Zellen (R1) von der Invasivitat
eines Tumors konnte eine statistische Signifi-
kanz erwiesen werden (p-Wert 0,0384). Bis

auf einen AusreiRer (Maximalwert = 18), der

e

i

Stadium
=T1

im Boxplot auRerhalb des Whiskers lag, wur-

definitiv positive rote Zellen

den bei Tumoren mit Stadien =T2 keine defi-

nitiv positiven roten Zellen (R1) gefunden (Ta-
belle 7 und Abbildung 28).

Die weiteren in Tabelle 7 erkennbaren Unter- apbildung 28; Boxplot der Anzahl der definitiv po-

. . . .. . sitiven roten Zellen (Zellgruppe R1) in Bezug auf
schiede zeigten keine statistische Signifikanz. gie invasivitat der Tumore, p-Wert = 0,0384

Stadium
=T2
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3.3.3 Kaorrelation des Tumorgrades mit der Anzahl de r fluoreszierenden

Zellen

Bei der Analyse der Tumorgrade fiel auf, dass bei Tumoren mit Differenzierungs-
grad 1 und 3 nur wenige definitiv positive griine und rote Zellen (Zellgruppen G1
und R1) gezéahlt wurden. Wurden die weiteren Zellgruppen G2, G3, R2 und R3
betrachtet, stiegen die Medianwerte jeweils an. Nur bei den Tumoren mit Diffe-
renzierungsgrad 3 blieb die Anzahl der griinen Zellen von der betrachteten Zell-
gruppe (G1-G3) unbeeinflusst.

Die Anzahl der rot-fluoreszierenden Zellen erhdhte sich mit steigendem Tumor-
grad. Griun-fluoreszierende Zellen waren dagegen bei Differenzierungsgrad 1
haufiger zu finden, als bei Differenzierungsgrad 3. Die Unterschiede zeigten je-
doch keine statistische Signifikanz (siehe p-Werte in Tabelle 8).

Zell- Zell- Zell- Zell- Zell- Zell-
gruppe gruppe gruppe gruppe gruppe gruppe
G1 G2 G3 R1 R2 R3
u 4 (2,5-
mor- | 0(0-4,5) | 4 (0-5,5) 5 5’) 0(0-3,5 | 3(0-5) 3 (0-5)
grad 1 '
Tu-
mor- 4 (0-5) 4 (0-5) 4(0-5) | 3(0-7,5) | 4(0-7,5) | 4 (0-7,5)
grad 2
mor | 005 | 005 | 0ws 00 401 45
s (0-5) (0-5) 0-5) 1 10,5 10,5) 10,5)
grad 3
p-Wert | 0,4549 0,5150 0,3346 0,1263 0,1991 0,1445

Tabelle 8; Medianwerte (Interquartilsabstand 25%-75%) und p-Werte fiir die jeweiligen Zellgruppen bei Be-
trachtung der Tumorgrade 1-3 im Kollektiv der Patienten mit Tumor
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3.4 Wirkung potenzieller Einflussparameter auf das Testergeb-

nis

Um die moglichen Einflussfaktoren: ,Alter, ,Geschlecht’, ,Rauchgewohnheiten’,
,Harnwegsinfekte’, ,mechanische Manipulation bei Urinentnahme’, ,benigne
Prostatahyperplasie oder Prostatakarzinom* und ,Hamaturie-Typ* auf das uCyt+-
Testergebnis zu untersuchen, wurden 376 Patienten analysiert, bei denen mittels
Zystoskopie und histologischem Gutachten kein Tumor der Harnblase nachge-

wiesen werden konnte.

3.4.1 Einfluss der Rauchgewohnheit auf die Zellanza  hl der Patienten ohne

Tumornachweis

Die Nichtraucher machten mit 65,7% den Grof3teil des Gesamtkollektivs aus.
Weitere 19,7% zahlten zu den friheren Rauchern, wahrend 14% angaben, re-
gelmafig Nikotin zu konsumieren. Unter den 376 Patienten, die keinen Tumor
aufwiesen, konnten bei 26 Untersuchten in den Dokumenten keine Angaben zu
ihrem Rauchverhalten gefunden werden. So entstand ein neues Kollektiv von
350 Patienten.

Einfluss von Zellgruppe Zellgruppe Zellgruppe Zellgruppe
Nikotin G2 G3 R2 R3
Raucher 1,33 2,31 0,43 0,81

0 (0-0) 0 (0-4) 0 (0-0) 0 (0-0)
Nichtrau- 1,53 2,57 0,66 1,26
cher 0 (0-0) 0 (0-4) 0 (0-0) 0 (0-1)
Frihere 1,32 2,44 0,25 0,76
Raucher 0 (0-0) 2 (0-4) 0 (0-0) 0 (0-0)
p-Wert 0,8978 0,9043 0,3654 0,2897

Tabelle 9; Mittelwerte, Medianwerte (Interquartilsabstand 25%-75%) und p-Werte der Zellgruppen G2, R2,
G3 und R3 im Kollektiv der Patienten ohne Tumor in Abhangigkeit der Rauchgewohnheiten
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Es konnte kein statistisch signifikanter Einfluss des Nikotins auf die Anzahl der
roten oder grinen falsch-positiv fluoreszierenden Zellen gefunden werden.
Durchschnittlich lagen bei den Nichtrauchern die meisten falsch-positiv fluores-
zierenden Zellen vor. Bei Mitbewertung der unterschwelligen Zellen (G3 bzw. R3)

stieg die falsch-positiv fluoreszierende Rate an (siehe Tabelle 9).

3.4.2 Einfluss einer vorliegenden Makro- oder Mikro ~ hamaturie auf die Zel-

lanzahl der Patienten ohne Tumornachweis

Bei 79,7% des Gesamtkollektivs wurde eine Mikroh&dmaturie und bei den restli-
chen 20,3% eine Makrohamaturie nachgewiesen. Bei allen 376 tumorfreien Pa-

tienten lagen Informationen Gber den Hamaturie-Typ vor.

Einfluss des
) ) Zellgruppe Zellgruppe Zellgruppe Zellgruppe
Hamaturie-
G2 G3 R2 R3
Typs
Mikro- 1,28 2,26 0,52 1,13
hamaturie 0 (0-0) 0 (0-4) 0 (0-0) 0 (0-0)
Makro- 1,92 3,08 0,60 0,85
hamatrie 0 (0-2,5) 2 (0-4,5) 0 (0-0) 0 (0-0)
p-Wert 0,1726 0,0888 0,7804 0,4128

Tabelle 10; Mittelwerte, Medianwerte (Interquartilsabstand 25%-75%) und p-Werte der Zellgruppen G2, R2,
G3 und R3 im Kollektiv der Patienten ohne Tumor in Abhangigkeit des Hamaturie-Typs

Es konnte kein statistisch signifikanter Einfluss einer Hamaturie auf die Anzahl
der roten oder griinen falsch-positiv fluoreszierenden Zellen gefunden werden.
Im Durchschnitt lagen mehr falsch-positiv fluoreszierende grtine Zellen vor, als
rote. Der Vergleich der Hamaturiestarken zeigte, dass bei den Patienten mit Mak-
rohamaturie bei Betrachtung der Zellgruppen G2, G3 und R2 durchschnittlich
mehr grune falsch-fluoreszierende Zellen gefunden wurde, als bei den Patienten
mit Mikrohamaturie. Bei Hinzunahme der unterschwelligen Zellen (G3 bzw. R3)

stieg die Anzahl der falsch-positiv fluoreszierenden Zellen an (Tabelle 10).
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3.4.3 Einfluss mechanischer Manipulation bei der Ur  ingewinnung auf die

Zellanzahl der Patienten ohne Tumornachweis

Bei 20,5% der 444 Patienten des Gesamtkollektivs wurde der Urin mittels nicht-

invasiver Methoden entnommen. Invasive Methoden kamen bei den restlichen

79,5% des Gesamtkollektivs zum Einsatz.

Einfluss
: Zellgruppe Zellgruppe Zellgruppe Zellgruppe
IEEEMISE S G2 G3 R2 R3
Manipulation
Nicht invasiv 0,78 1,20 041 0,58
0 (0-0) 0 (0-2) 0 (0-0) 0 (0-0)
invasiv 1,59 2,78 0,60 1,22
0 (0-0) 2 (0-4) 0 (0-0) 0 (0-1)
p-Wert 0,0677 0,0005 0,5129 0,0447

Tabelle 11; Mittelwerte, Medianwerte (Interquartilsabstand 25%-75%) und p-Werte der Zellgruppen G2, R2,
G3 und R3 im Kollektiv der Patienten ohne Tumor in Abhangigkeit der angewendeten Urinentnahme-Me-

thode

Wie in Tabelle 11 sichtbar,
zeigte sich erst bei Mitbetrach-
tung der unterschwelligen Zellen
ein statistisch signifikanter Un-
terschied zwischen invasiv und
nicht invasiv. entnommenem
Urin. Die Anzahl der roten und
grinen falsch-fluoreszierenden
Zellen lag jeweils in den Urinpro-
ben hoher, die invasiv gewon-
nen wurden und somit mecha-
nisch manipuliert wurden (siehe
Tabelle 11 und Abbildung 29).
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Abbildung 29; Boxplot der Zellanzahl der Zellgruppen G3 (p-
Wert = 0,0005) und R3 (p-Wert = 0,0447) fiir den Einfluss der
mechanischen Manipulation im Kollektiv der Patienten ohne
Tumor



3.4.4 Einfluss von Harnwegsinfekten auf die Zellanz

Tumornachweis
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ahl der Patienten ohne

Aus dem Gesamtkollektiv wiesen 81,1% keinen Harnwegsinfekt (HWI) auf, wah-

rend 18,9% der Patienten an einem solchen erkrankt waren.

Eg}glézs Zellgruppe Zellgruppe Zellgruppe Zellgruppe
G2 G3 R2 R3
HWI
: 1,50 2,53 0,59 1,19
NIk 0 (0-0) 0 (0-4) 0 (0-0) 0 0-0)
HWI 0,96 1,96 0,31 0,58
0 (0-0) 0 (0-4) 0 (0-0) 0 (0-0)
p-Wert 0,2492 0,2430 0,3155 0,0732

Tabelle 12; Mittelwerte, Medianwerte (Interquartilsabstand 25%-75%) und p-Werte der Zellgruppen G2, R2,
G3 und R3 im Kollektiv der Patienten ohne Tumor in Abhangigkeit des Vorhandenseins eines Harnwegsin-
fekts (HWI)

Ein statistisch signifikanter Unterschied abh&angig von dem Vorhandensein eines
HWIs konnte weder bei den griinen Zellen (G2-G3), noch bei den roten Zellen
(R2-R3) festgestellt werden (p-Werte siehe Tabelle 12). Durchschnittlich wurden
bei Patienten ohne HWI mehr falsch-positiv fluoreszierende Zellen gefunden, als
bei Patienten mit HWI (Tabelle 12).

3.4.5 Einfluss einer vorhandenen benignen Prostatah  yperplasie oder ei-

nes Prostatakarzinoms auf die Zellanzahl der Patien  ten ohne Tumor-

nachweis

Das Ziel dieser Untersuchung war es, zu uberprifen, ob die falsch-positive Zel-
lanzahl bei den durchgefuhrten uCyt+-Tests der blasentumorfreien Patienten von
einem vorhandenen Prostatatumor (PC; 7,2% des Gesamtkollektivs) oder einer
benignen Prostatahyperplasie (BPH; 32% des Gesamtkollektivs) beeinflusst

wurde.
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Dazu wurde das Kollektiv der Patienten ohne Tumor (n=376) in drei Gruppen

unterteilt. Gruppe 1 besal} keine der beiden oben genannten Erkrankungen

(n=208), die Patienten der Gruppe 2 litten an einer benignen Prostatahyperplasie

(n=137) und die der dritten Gruppe waren an einem Prostatakarzinom erkrankt

(n=31).
Einfluss von Zellgruppe Zellgruppe Zellgruppe Zellgruppe
BPH und PC G2 G3 R2 R3
Kein BPH o- 1,08 1,20 0,53 1,02
der PC 0 (0-0) 0 (0-4) 0 (0-0) 0 (0-0)
BPH 1,71 2,88 0,50 1,11
0 (0-0) 1 (0-4) 0 (0-0) 0 (0-1)
PC 2,23 3,32 0,74 1,23
0 (0-4) 2 (0-5) 0 (0-0) 0 (0-2)
Ll 0,1157 0,0311 0,8541 0,9005

Tabelle 13; Mittelwerte, Medianwerte (Interquartilsabstand 25%-75%) und p-Werte der Zellgruppen G2, R2,
G3 und R3 im Kollektiv der Patienten ohne Tumor in Abhangigkeit des Vorhandenseins einer benignen
Prostatahyperplasie (BPH) oder eines Prostatakarzinoms (PC)

Wie in Tabelle 13 sichtbar, hatte das Vor-

handensein einer BPH oder eines PCs ei-

nen statistisch signifikanten Einfluss auf
die Anzahl der falsch-positiv fluoreszie-

renden Zellen der Zellgruppe G3 (p-Wert

Zellgruppe G3

= 0,0311). Durchschnittlich wurden mehr

falsch-positiv fluoreszierende Zellen bei

Patienten mit BPH oder PC gefunden, als

bei Patienten ohne eine der beiden Er-
krankungen (Tabelle 13 und Abbildung

30).

nichts

HE Ty

BPH PC

Abbildung 30; Boxplot der Zellanzahl der Zellgrup-
pen G3 (p-Wert = 0,0311) in Abh&ngigkeit des Vor-
handenseins einer benignen Prostatahyperplasie
(BPH) oder eines Prostatakarzinoms (PC) im Kollek-
tiv der Patienten ohne Tumor



3.4.6 Einfluss des Geschlechts auf die Zellanzahl d

mornachweis

Wie bereits unter 3.1.1 erldutert, beinhaltete unser Kollektiv deutlich mehr mann-
liche als weibliche Probanden. Auch in dem Kollektiv aller Patienten ohne Tumor-

nachweis dominierte das mannliche Geschlecht mit 322 (85,6%) gegeniber 54
(14,5%) weiblichen Patienten.

er Patien

ten ohne Tu-

Einfluss des Zellgruppe Zellgruppe Zellgruppe Zellgruppe
Geschlechts G2 G3 R2 R3
0 (0-0) 1 (0-4) 0 (0-0) 0 (0-1)
Weiblich 0,37 1,31 0,22 0,41
0 (0-0) 0 (0-2) 0 (0-0) 0 (0-0)
p-Wert 0,0227 0,0175 0,2393 0,0408

Tabelle 14; Mittelwerte, Medianwerte (Interquartilsabstand 25%-75%) und p-Werte der Zellgruppen G2, R2,
G3 und R3 im Kollektiv der Patienten ohne Tumor in Abhangigkeit des Geschlechts
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Abbildung 31; Boxplot der Zellanzahl der Zellgruppen G2 (p-Wert = 0,0227), G3 (p-Wert =
0,0175) und R3 (p-Wert = 0,0408) fir Manner und Frauen im Kollektiv der Patienten ohne Tumor

Bei Betrachtung der Zellgruppen G2, G3 und R3 wurden statistisch signifikante
Unterschiede zwischen der falsch-positiv fluoreszierenden Zellanzahl der beiden
Geschlechter erkannt (p-Werte 0,0227, 0,0175 und 0,0408). Bei den Mannern
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lagen durchschnittlich mehr falsch-positiv fluoreszierende Zellen vor, als bei den
Frauen (siehe Abbildung 31und Tabelle 14).

3.4.7 Einfluss des Alters auf die Zellanzahl der Pa  tienten ohne Tumornach-

weis
Einfluss des Zellgruppe Zellgruppe Zellgruppe Zellgruppe
Alters G2 G3 R2 R3
R? 9,5 x10° 6,5 x104 1,6 x103 4,5 x10°
p-Wert 0,8503 0,6231 0,4431 0,8963

Tabelle 15; Determinationskoeffizient R2 und p-Werte der Zellgruppen G2, R2, G3 und R3 im Kollektiv der
Patienten ohne Tumor in Abhangigkeit des Alters

Die Anzahl der falsch-positiv fluoreszierenden Zellen zeigten keine statistisch sig-
nifikante Korrelation mit dem Alter. Bei allen Zellgruppen lagen die Werte fir R?2
weit unter dem Wert 1 (Tabelle 15).

3.5 Betrachtung der positiven uCyt+-Ergebnisse unte  r den Pati-

enten mit falsch-negativem Zytologie-Ergebnis

Ziel dieser Untersuchung war es, zu erfassen, wie viele Tumoren, die durch die
Zytologie nicht erkannt wurden, bei der Durchfiihrung des uCyt+-Tests ausfindig
gemacht werden konnten. Bei einem Patienten waren nicht alle erforderlichen
Daten dokumentiert, daher musste dieser von der Analyse ausgeschlossen wer-
den.

Das Kollektiv wurde dazu erneut in zwei Gruppen geteilt. Zur ersten Gruppe
(96,1%; n=426) gehorten alle Patienten, die keinen Blasentumor hatten oder ein
positives Zytologie-Ergebnis vorwiesen. Der zweiten Gruppe (3,8%; n=17) ge-
horten die Patienten an, bei denen durch die Zystoskopie ein Harnblasenkarzi-
nom diagnostiziert wurde und bei denen gleichzeitig das Zytologie-Ergebnis ne-

gativ ausgefallen war (falsch negatives Zytologie-Resultat).
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Haufigkeiten Haufigkeiten
Gesamt % Grup- | Grup- Gesamt % Grup- | Grup-
Spalte % pel |pe2 Spalte % pe 1 pe 2
Zeile % Zeile %
298 6 164 3
ot R% _pé’ 69,05 | 3520 | 70| | I R% _pé’ 38,50 | 17,65 | 37,7
- 98,03 | 1,97 - 98,20 | 1,80
: 128 11 : 262 14
o volgruppe | 2589 248 | ool i e | 5944 316 216
g s R% >pg’ 3005 | e471| " | | O R% >pg’ 61,50 | 82,35 | 62,3
92,09 7,91 94,93 5,07
426 17 426 17
96,16 3,84 443 96,16 3,84 443

Tabelle 16; Darstellung der Kontingenz des uCyt+-Ergebnisses und der Gruppen 1 + 2 (Gruppe 1: Tumor-
negativ oder Zytologie positiv; Gruppe 2: Tumorpositiv und Zytologie negativ) links bei Wertung der Zell-
gruppen G2 + R2 und rechts bei Wertung der Zellgruppen G3 + R3

In der Kontingenztabelle (Tabelle 16 links) ist erkennbar, dass bei Wertung der
Zellgruppen G2 und R2 bei 11 der 139 positiven uCyt+ Ergebnisse ein falsch-
negatives Zytologie-Ergebnis vorlag. Durch den uCyt+-Test konnten demnach
64,7% der 17 Tumore aufgespurt werden, die durch die Zytologie nicht erkannt
wurden. Sechs Tumore waren auch durch den uCyt+-Test nicht bemerkt worden.
Tabelle 16 (rechts) zeigt, dass bei Hinzunahme der unterschwelligen Zellen bei
14 der 276 positiven uCyt+ Ergebnisse ein falsch-negatives Zytologie-Ergebnis
vorlag. Durch den uCyt+-Test konnten in diesem Fall demnach 82,4% der 17
Tumore aufgespurt werden, die durch die Zytologie nicht ermittelt wurden. Drei

Tumore waren auch durch den uCyt+-Test nicht bemerkt worden.
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4 Diskussion

4.1 Stellenwert des uCyt+-Tests in der Diagnostik d  es Harnbla-

senkarzinoms

Fur eine erfolgreiche Therapie des Harnblasenkarzinoms und eine bessere Prog-
nose ist eine friilhe Diagnose von Ersttumoren und Rezidiven sowie das Verhin-
dern des Fortschreitens oder der Metastasierung essenziell. Bisher gilt die inva-
sive Zystoskopie mit anschlieRendem histologischem Gutachten des entnomme-
nen Préparates als Standardmethode zur Diagnostik von Blasentumoren. Mit die-
ser Methode kdnnen Carcinoma in situ jedoch nur eingeschrankt diagnostiziert
werden (Babjuk et al., 2011). Die oft zusatzlich angewendete Zytologie weist zwar
eine hohe Spezifitat auf, aufgrund der zytologisch &hnlichen Architektur zu ge-
sunden Urothelzellen jedoch auch erhebliche Schwachen in der Diagnostik gut
differenzierter Tumore (Fradet and Lockhard, 1997). In der Literatur wurden far
die Zytologie teils sehr geringe Sensitivitdtswerte von 5 oder 8% bei Differenzie-
rungsgrad 1 gefunden (Lodde et al., 2003, Comploj et al., 2013). Um die in der
Zystoskopie noch nicht sichtbaren Tumore (v.a. Cis) ausfindig zu machen (Lodde
et al., 2003), die Sensitivitat der Zytologie und die Detektion von Low-Grade-Tu-
moren zu erhéhen (Comploj et al., 2013) und um die Nachsorge von Patienten
mit Tumorgeschichte zu optimieren, wird intensiv nach alternativen Diagnoseme-
thoden geforscht (Toma et al., 2004).

Die Nutzung des uCyt+-Tests ist durch seine hohe Rate an falsch-positiven Er-
gebnissen und die damit verbundene geringe Spezifitdét umstritten und bisher
noch eingeschrankt. In der Literatur wurden Werte zwischen 63 — 79,4% flr die
Spezifitat und 76 — 86,1% fur die Sensitivitat errechnet (Sullivan et al., 2009,
Toma et al., 2004, Mian et al., 1999). Die in unserem Patientenkollektiv gefunde-
nen Werte fir die Spezifitat (78,7%) und die Sensitivitat (86,8%) befinden sich in
einem ahnlichen Bereich. Cha et al. fanden jedoch sehr hohe Spezifitats- und
Sensitivitatswerte von 86,6% und 82,4% und schrieben einem positiven uCyt+-

Test eine hohe Vorhersagegenauigkeit fir ein Harnblasenkarzinom zu (Cha et
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al., 2012). Aufgrund der haufig eher geringen Spezifitdt und seiner untersucher-
abhangigen Auswertung ist er bisher jedoch nicht als Standarddiagnostikme-
thode etabliert (Vriesema et al., 2001).

Allerdings ergab die Kombination des uCyt+-Tests mit anderen Diagnostikmetho-
den gute Ergebnisse. In einer Studie fanden Schmitz-Dréger et al. bei der Kom-
bination des uCyt+-Tests mit der Zystoskopie bei Patienten mit schmerzloser
Makrohamaturie eine Sensitivitat von 100%, weswegen der Test von den Autoren
als zusatzliches Diagnostikmittel empfohlen wird (Schmitz-Drager et al., 2010).
Auch die Kombination des uCyt+-Tests mit der Zytologie ergab in der Literatur
gesteigerte Sensitivitatswerte von 59 — 85,7% fur Tumorgrad 1 und 83,3 — 100%
fur Tumorgrad 3 (Comploj et al., 2013, Toma et al., 2004, Lodde et al., 2003,
Mian et al., 1999).

Ein grolRes Problem stellt noch immer die aufgrund der hohen Rezidivrate lebens-
lang notwendige Nachsorge der BC-Patienten dar (Kamat et al., 2013). Das klas-
sische Follow-up Programm sieht Zystoskopien alle 3-12 Monate vor (Comploj et
al., 2013). Frihere Studien erkannten im uCyt+-Test (bestenfalls in Kombination
mit der Zytologie) aufgrund der hohe Sensitivitéat bei der Detektion von Low-
Grade-Tumoren und des hohen NPVs das Potential einer geeigneten nicht-inva-
siven Diagnostikmethode, um Tumorrezidive friihzeitig zu erkennen. Dies kénnte
die Nachsorge vor allem bei Patienten mit geringem Rezidivrisiko angenehmer
und kostengunstiger gestalten (Mian et al., 2006, Messing et al., 2005).

4.2 Klinische Aussage des uCyt+-Tests bei Wertung v erschie-

dener Zellgruppen bei variierenden ,cut off'-Werten

4.2.1 Einfluss der Erhéhung der ,cut off'-Werte

Insgesamt kann in unserer Studie festgestellt werden, dass bei steigendem ,cut
off'-Wert die Sensitivitat sinkt und die Spezifitat steigt. Die Anzahl der negativen
Ergebnisse erhéht und die Zahl der positiven Resultate reduziert sich. Am deut-

lichsten verringert sich die Sensitivitat jeweils bei Erhéhung des ,cut off'-Levels
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von 23 auf =25 Zellen. Dies geht allerdings mit einer erstaunlich hohen Spezifitat
einher. Diese erklart die gefundenen hohen Werte fir die Akkuratesse bei dem
,cut off'-Level von =5 (z.B. G1: 83,6% und R1: 86,0%).

In unserer Studie lag der ,best cut off'-Wert fir die Zellgruppe G2 bei =22 fluores-

zierenden Zellen, fur alle anderen Zellgruppen bei 23 fluoreszierenden Zellen.

In einer Studie von Fradet und Lockhart wurde, bei gleichbleibendem ,cut off'-
Wert der griinen Zellen, der ,cut off'-Wert der roten Zellen von 21 auf =5, dann
auf 210 Zellen erhoht und dabei ebenfalls ein Absinken der Sensitivitat und eine
Steigerung der Spezifitdt beobachtet. Als ,best cut off'“Wert wurden hier eine
grine und eine rote fluoreszierende Zelle gemessen, was dem vom Hersteller

empfohlenen ,cut off'-Wert entspricht (Fradet and Lockhard, 1997).

Der variierende ,best cut off*-Wert der beiden Studien kann durch eine ungenaue
Dokumentation der Betrachter entstanden sein. Mdglich ist, dass manche Unter-
sucher nach dem Auffinden von einer fluoreszierenden Zelle direkt ein positives
Ergebnis eintrugen, ohne nach weiteren Zellen zu suchen, wahrend andere die
Anzahl der gesehenen Zellen grob einschatzten oder die genaue Zellanzahl no-

tierten.

Da die Vergleichswerte der Literatur insgesamt durftig sind, kann erst nach wei-
teren, genaueren Studien bestimmt werden, ob es sinnvoll ware, den ,cut off'-
Wert des uCyt+-Tests, der aktuell bei einer roten oder einer griinen Zelle liegt, zu
verandern. Unseren Ergebnissen zufolge konnte das Verhaltnis von Spezifitat
und Sensitivitat mit einer Anhebung des ,cut off'-Levels auf =22 oder =3 Zellen

verbessert werden.

Je nach diagnostischer Fragestellung kbnnte auch eine Anpassung der Auswer-
testrategie (Variieren des ,cut off'-Levels) eine genauere, auf die Fragestellung
abgestimmte Aussage des uCyt+-Tests ermdglichen. In der Rezidiv-Diagnostik
ist laut Mian et al. beispielsweise ein hoher NPV hilfreich (Mian et al., 2006). In

solchen Fallen kann gegebenenfalls eine Erhohung des ,cut off'-Levels sinnvoll
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sein, um bei gesunden Patienten ein BC mit hoher Wahrscheinlichkeit ausschlie-
Ben zu kénnen. Doch auch diese ldee sollte in weiteren Studien genauer unter-

sucht werden.

4.2.2 Einfluss der betrachteten Zellgruppen

Bei Betrachtung der verschiedenen Zellgruppen kann festgestellt werden, dass
die Sensitivitat mit Zunahme der betrachteten Zellgruppen (von G1 auf G3 und
R1 auf R3) steigt, wahrend die Spezifitat sinkt. Eine deutliche Erhéhung der Sen-
sitivitat ist vor allem bei Hinzunahme der Borderline-Zellen (G2 und R2) im Ver-
gleich zur alleinigen Betrachtung der definitiv positiven Zellen (G1 und R1) zu
beobachten. Zur Verbesserung der diagnostischen Wertigkeit des uCyt+-Tests
ist es unseren Ergebnissen zufolge sinnvoll, eine Urinprobe, in der ausschliel3lich
Borderline-Zellen zu sehen sind, als positiv zu werten. Daraufhin stellt sich die
Frage, ob es notig ist, die Borderline-Zellen so klar von den definitiv positiven

Zellen abzugrenzen.

Bei Hinzunahme der unterschwelligen Zellen sinken die Spezifitat und der PPV
merkbar ab. Es ist also nicht zielfihrend, die unterschwelligen Zellen, deren Zy-
toplasma deutlich unter 50% granulierend fluoresziert, als ausschlaggebend fur

ein positives Testergebnis zu werten.

Werden die grinen und roten Zellen gemeinsam betrachtet, kann eine deutliche
Erh6hung der Sensitivitat erreicht werden, wahrend die Spezifitat leicht sinkt. Ins-
gesamt ist es durch die starke Erhdhung der Sensitivitat und die vergleichsweise
geringe Reduktion der Spezifitat von Vorteil, beide Fluoreszenztypen gemeinsam
zu werten. In der bereits erwahnten Studie von Fradet und Lockhart wurden
ebenfalls eine hohere Sensitivitat und eine geringere Spezifitat bei Betrachtung
beider Fluoreszenztypen gemeinsam gegenuber der getrennten Betrachtung

gruner und roter Zellen ermittelt (Fradet and Lockhard, 1997).
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4.2.3 Vergleich der diagnostischen Wertigkeit der g rinen und roten Zellen

Mittels der ROC-Kurven konnte die beste diagnostische Aussagekraft in unse-
rer Studie bei Zellgruppe R2 ermittelt werden, da hier der hochste Wert fur die
AUC (0,77) vorliegt.

Die Spezifitat und der PPV sind in unseren Ergebnissen bei Betrachtung der ro-
ten Zellen (R1-R3) stets hdher als bei Betrachtung der griinen Zellen (G1-G3).
Zwar sind bei den roten Zellen insgesamt weniger positive Ergebnisse zu fin-
den, dennoch ist der prozentuale Anteil der richtig-positiven Resultate unter al-
len positiven Testergebnissen wesentlich héher als in der grinen Vergleichs-

zellgruppe.

Bei der Untersuchung der Wirkung potentieller Einflussparameter, bei der nur
das tumorfreie Kollektiv betrachtet wurde, liegt die Anzahl der falsch-positiv flu-
oreszierenden griinen Zellen stets etwas hoher als die der roten Zellen. Dieser
Unterschied zwischen den roten und grinen Zellen fallt vor allem bei Mitbe-

trachtung der unterschwelligen Zellen (Zellgruppen G3 und R3) auf.

Um dieses Studienergebnis zu diskutieren, muss man sich zunachst die mole-
kularen Grundlagen des uCyt+-Tests vor Augen fuhren. Die rot markierten
19A211-Antikorper binden an karzinoembryonale Antigene (CEA). Diese wer-
den bekanntermal3en gelegentlich auch von Schirmzellen exprimiert, welche die
oberflachliche Schicht des gesunden Urothels bilden (Cordon-Cardo et al.,
1992, Bergeron et al., 1996b). Die grine Fluoreszenz wird durch die monoklo-
nalen Antikdrper M344 und LDQ10 erzeugt, die mit Fluoreszein markiert sind.
Diese richten sich gegen Mucin-Glykoproteine mit hohem Molekulargewicht,
welche in Tumorzellen weniger stark glykosyliert sind. Verschiedene Quellen
bestatigen, dass diese nicht von normalen, nicht-neoplastischen Urothelzellen
exprimiert werden (Fradet et al., 1987, Bergeron et al., 1996a). Daher entspricht
diese obige Beobachtung (mehr griine falsch-positiv fluoreszierende Zellen als

rote) nicht unseren Erwartungen.

In einem Review von Scholfield et al. wurde die Funktion und Struktur des
Schleimstoffs MUC1, der auf Urothelzellen vorkommt, diskutiert. Dieser
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Schleimstoff wird bei vielen malignen Tumoren in grél3eren Mengen sezerniert
und weist eine erhéhte Anzahl an abnormal verkirzten Kohlenhydrat-Seitenket-
ten auf. Hierdurch sind grél3ere Teile des Proteinriickgrates exponiert
(Scholfield et al., 2003). Auch die Bindung der M344- und LDQ10-Antikorper
des uCyt+-Tests an bestimmte Mucin-Glykoproteine lasst sich wie oben be-
schrieben auf eine veranderte Glykosylierung der Tumorzellen und damit einer
Expression von neuen Kohlenhydrat-Epitopen zurtickfiihren (Bergeron et al.,
1996a). Es ist bekannt, dass die Harnblasentumorgenese mit einer Verande-
rung der Glykosylierung einhergeht (Cotton et al., 2017). Denkbar ware daher,
dass anhand der falsch-positiv fluoreszierenden griinen Zellen Tumore in sehr
frihen Stadien erkannt werden, die mittels Zystoskopie noch nicht sichtbar sind.
Durch eine schon begonnene Verdnderung der Glykosylierung kénnten einige
M344- und LDQ10-Epitope bereits dem Immunsystem exponiert sein, was die
leichte grine Fluoreszenz (v.a. unterschwellig) hervorrufen kénnte. In folgenden
Studien ware die Untersuchung des weiteren Verlaufs der Patienten mit solchen

vermeintlich falsch-positiv fluoreszierenden griinen Zellen daher von Interesse.

Eine weitere Mdglichkeit ist, dass die M344- und LDQ10-Epitope (Mucin-Gly-
koproteine) verschiedenen Einflissen gegentuber anfélliger sind als die 19A211-
Epitope (CEA). Eine durch Umweltparameter hervorgerufene Veranderung der
Glykosylierung der Mucin-Glykoproteine mit einer daraus resultierenden ver-
starkten Bindung der M344- und LDQ10-Antikérper an gesunde Urothelzellen

ist vorstellbar, muss aber durch gezielte Studien evaluiert werden.

Weiterhin ist es mdglich, dass es durch Fehler wahrend der Anfertigung der Se-
dimentpréparate, beispielsweise durch zu hohen Druck wahrend des Filtervor-
gangs, zu einer Veranderung der Zellmorphologie kommt, was schwach griin-

fluoreszierende Zellen als Folge haben kann (DiagnoCure™, 2000).
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4.3 Einfluss der Histopathologie auf die Anzahl der fluoreszie-

renden Zellen

4.3.1 Einfluss des Tumorstadiums und der Tumorinvas ivitat

Unter den 67 Tumoren, bei denen Informationen tber die TNM-Klassifikation vor-
liegen, weisen 84% ein oberflachliches und 16% ein infiltrierendes Wachstum
auf. Die Verteilung auf die einzelnen Stadien ist wie folgt: pTa: 64,2%, pT1:
19,4%, pT2a: 9%, pT2b: 6%, pT3a: 1,5%.

In der Literatur sind in verschiedenen Studien in 57,9 - 83,9% der Féalle oberflach-
liche und in 10,6 - 36,8% der Falle invasive Tumoren zu finden. Auf die einzelnen
Stadien verteilt machen pTa-Tumore 36,8 - 65,8%, pT1-Tumore 18,1 - 30%, pT2-
Tumore 8,2 - 26,3%, pT3-Tumore 1,2 - 5,3% und pT4 Tumore 1,2 - 5,3% der
Félle aus (Cha et al., 2012, Todenhdfer et al., 2013a, Hautmann et al., 2004,
Schmitz-Drager et al., 2010). Der Divergenz dieser Ergebnisse kdnnte einer na-
turlichen Varianz zugrunde liegen, da das Tumorstadium entscheidend vom je-
weiligen Diagnosezeitpunkt abhangt. Es ist ebenso denkbar, dass Pathologen
die pT-Kategorien unterschiedlich interpretieren. In einer Studie von Tosoni et al.
wurden statistisch signifikante Variationen zwischen den histologisch ermittelten
Tumorstadien und -graden verschiedener Pathologen entdeckt (Tosoni et al.,
2000).

Der Unterschied bei der Verteilung der griinen Zellen (G1-G3) auf die einzelnen
Tumorstadien ist statistisch nicht signifikant. Bei pTa- und pT2a-Tumoren waren
nur wenige definitiv positive griine Zellen (G1) sichtbar. Bei Mitbetrachtung der
grunen Borderline-Zellen (G2) steigt der Medianwert jedoch besonders bei
pT2a Tumoren deutlich an. Dennoch wurden insgesamt bei invasiven Tumoren
weniger grine Zellen gefunden als bei oberflachlichen Tumoren. Urséchlich
kénnte die in einer Studie von Fradet et al. gefundene geringe Expression der
M344-Antigene auf invasiven Karzinomzellen sein. Zwar prasentierten sich
diese auf 68% der oberflachlichen, jedoch nur auf 15% der invasiven Blasentu-

morzellen (Fradet et al., 1987).



74

Bei den roten Zellen (R1-R3) ist das Fehlen von definitiv positiven Zellen (R1) in
allen 10 Urinproben der Patienten mit pT2a- und pT2b-Tumoren statistisch sig-
nifikant (p-Wert 0,0267). Erst bei Mitbetrachtung der Borderline-Zellen (R2) wa-
ren rot-fluoreszierende Zellen sichtbar. Auch im Vergleich der Anzahl der defini-
tiv positiven roten Zellen (R1) bei oberflachlichen und invasiven Tumoren spie-
gelt sich der statistisch signifikante Unterschied wider (p-Wert 0,0384). Fradet
et al. zeigen in einer &hnlichen Studie analog zum M344-Antigen die hohe Ex-
pression von 19A211-Antigenen auf oberflachlichen Karzinomen (tber 60%),
wahrend nur etwa 20% der invasiven Tumoren dieses Antigen prasentieren
(Fradet et al., 1990). 1992 stellten auch Cardon-Cardo et al. in ihrer Studie die
Expression des 19A211-Antigens auf 77% der Ta-T1 Tumoren und auf nur 10%
der T3-T4 Tumoren fest (Cordon-Cardo et al., 1992). Diese Erkenntnis unter-
stutzt eine Studie von Fradet und Lockhard von 1997, in der nur die roten Zellen
gewertet wurden. Der uCyt+-Test zeigt in deren Analyse bei pTa-Tumoren eine
Sensitivitat von 93%. Bei pT1-Tumoren steigt sie leicht auf 96% an und bei pT2-
und pT3-Tumoren liegt sie bei nur 80% (Fradet and Lockhard, 1997).

In einigen weiteren Studien wurde ebenfalls die Sensitivitat der Immunzytologie
bei verschiedenen Tumorstadien untersucht. Dabei ist jedoch die Tendenz er-
kennbar, dass die Sensitivitat fir pTa Tumoren mit 50-71,4% am niedrigsten
liegt (Comploj et al., 2013, Toma et al., 2004, Hautmann et al., 2004, Sullivan et
al., 2009). Ein Grund dafir konnte das geringe Vorkommen von eindeutig positi-
ven griinen und roten Zellen (G1 und R1) bei pTa-Tumoren sein, sofern nur
diese flr ein positives Testergebnis ausschlaggebend waren. Cha et al. werte-
ten die Anzahl an Immunzytologie-positiven und -negativen Ergebnissen bei Tu-
moren der unterschiedlichen Stadien aus. Dabei fallt auf, dass nur im Stadium
pTa die Anzahl der falsch-negativen Ergebnisse tberwiegt (Cha et al., 2012).
Diese Ergebnisse widersprechen jedoch den von Fradet et al. gefundenen Re-
sultaten, nach denen die Sensitivitat gerade bei den oberflachlichen Tumoren
durch die hohe Expression der M344- und 19A211-Antigene besonders hoch
ausfallen sollte (Fradet et al., 1987, Fradet et al., 1990).
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4.3.2 Einfluss des Tumorgrades

In unserem Kollektiv ist bei 37,3% der Tumorpatienten der Tumorgrad 1, bei
ebenso vielen der Tumorgrad 2 und bei 25,4% der Tumorgrad 3 diagnostiziert
worden. Eine Studie von Todenhofer et al. zeigt eine ahnliche Verteilung mit
43,1%, 32,1% und 22% fir Tumorgrad 1, 2 und 3 (Todenhdfer et al., 2013a). In
anderen Studien unterscheidet man nach der neuen WHO-Klassifikation teils nur
zwischen Low-Grade-Tumoren (58,7%) und High-Grade-Tumoren (41,3%) (Cha
et al., 2012). Auch hier kann eine variierende Interpretation der histologisch un-
tersuchten Praparate zwischen den Pathologen nicht ausgeschlossen werden
(Tosoni et al., 2000). Die hdhere Rate an oberflachlichen Tumoren kdnnte in einer
besseren Vorsorge und damit einem friheren Erkennen der Erkrankung begrtn-

det sein.

Da Low-Grade-Tumore nur in wenigen Fallen progressive Atypie oder invasives
Wachstum zeigen und daher meist oberflachlich sind, ergibt sich eine Verbindung
zu den unter 4.3 gefundenen Erkenntnissen. Nach Sagerman et al. erkennen die
monoklonalen Antikorper M344 und 19A211 tumorassoziierte Antigene, die sich
vor allem auf Zellen von Low-Grade-Tumoren befinden. Nach Fradet et al. wer-
den diese Antigene vor allem von Zellen oberflachlicher Tumoren prasentiert.
Daher wirde man erwarten, dass in unserer Studie bei den Low-Grade-Tumoren
mehr fluoreszierende Zellen gezahlt werden (Sagerman et al., 1993, Fradet et
al., 1987, Fradet et al., 1990). Unsere Ergebnisse konnen dies jedoch bei den
grunen Zellen (G1-G3) nur eingeschréankt und bei den roten Zellen (R1-R3) nicht
bestéatigen (Tabelle 8). Bei den griinen Zellen ist nur bei Mitbetrachtung der
Borderline-Zellen (G2) und unterschwelligen Zellen (G3) eine hohere Zellanzahl
bei Tumoren ersten Grades im Vergleich zu Tumoren dritten Grades erkennbar.
Die Anzahl der roten Zellen dagegen ist bei hdherem Tumorgrad im Gegensatz
zu unseren Vermutungen sogar erhoht. Jedoch ist keiner der genannten Unter-

schiede statistisch signifikant.
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4.4 Wirkung potentieller Einflussparameter auf das Testergeb-

nis

4.4.1 Einfluss der Rauchgewohnheit

Es ist bereits durch viele Studien bewiesen, dass Raucher eine erhohte Préa-
valenz fur die Entwicklung eines Harnblasenkarzinoms zeigen (Zeegers et al.,
2000, Castelao et al., 2001, Bjerregaard et al., 2006). Bei ehemaligen Rauchern
verringert sich zwar das Risiko, an einem BC zu erkranken, doch bleibt es im
Vergleich zu Nichtrauchern stets erhoht (Boffetta, 2008). Weiterhin beobachteten
Allard et al. eine héhere Rezidivrate unter Rauchern und ehemaligen Rauchern
als unter Nichtrauchern (Allard et al., 1995).

Die genauen molekularen Mechanismen der Blasenkarzinogenese sind nicht ab-
schlieBend geklart. Ein wichtiger Ansatz ist die Wirkung von den im Tabak ent-
haltenen Kanzerogenen (u.a. aromatische Amine und Arylamine) auf die DNA
der Urothelzellen. Es konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen werden,
dass diese Kanzerogene zu einer DNA-Schadigung und letztendlich zu einer Mu-
tagenese fuhren kénnen (Vineis et al., 1996, Besaratinia and Tommasi, 2013).
Diese genetische Veranderung kann eine Ursache flr die Entstehung von Bla-
sentumoren sein. Der Einfluss des Tabakkonsums auf das normale Urothel und
auf die unterschiedlichen Harnmarkertests ist in der Literatur jedoch bislang un-

zureichend geklart.

Auf die Anzahl der falsch-positiv fluoreszierenden Zellen scheint der Nikotinkon-
sum unseren Ergebnissen zufolge jedoch keinen statistisch signifikanten Einfluss

zu haben.
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4.4.2 Einfluss einer Mikro-/ Makrohamaturie

Alle 444 Patienten in unserem Kollektiv wiesen eine Hamaturie auf. Davon war
bei 79,7% eine Mikrohamaturie und bei 20,3% eine Makrohdmaturie dokumen-
tiert. In der Literatur lagen die Werte bei 68% zu 32% in einem &hnlichen Kol-
lektiv aus Patienten mit schmerzloser Hamaturie ohne BC-Vorgeschichte (Cha
et al., 2012).

Noch nie wurde der genaue Unterschied der falsch-positiv fluoreszierenden gri-
nen und roten Zellanzahl bei Patienten mit Mikro- und Makrohdmaturie betrach-
tet. Aus unseren Ergebnissen ist ersichtlich, dass die Hamaturiestéarke keinen

statistisch signifikanten Einfluss auf die falsch-positiv fluoreszierende Zellanzahl
hat. Dennoch ist ein haufigeres Vorkommen von falsch-positiv fluoreszierenden

Zellen in Urinproben der Patienten mit Makroh&dmaturie zu verzeichnen.

Der Einfluss der Hamaturie auf den uCyt+-Tests wurde bereits 2013 von To-
denhofer et al. untersucht. Es wurde eine statistisch signifikante Abhangigkeit
der uCyt+-Ergebnisse von einer vorhandenen Hamaturie beobachtet. Die Rate
der falsch-positiven Testergebnisse lag bei Patienten mit Hamaturie héher und
die Rate der falsch-negativen Ergebnisse tiefer als bei Patienten ohne Hamatu-
rie. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen wurde auch ein statistisch signifi-
kanter Einfluss der Hamaturiestarke (Grad1-3) auf den uCyt+-Test beobachtet.
Es wurde festgestellt, dass mit der Starke der Hamaturie die Anzahl der falsch-
positiven Testergebnisse steigt, wahrend die Anzahl der falsch-negativen
uCyt+-Resultate sinkt. Die hochste Akkuratesse des uCyt+-Tests unter den Pa-
tienten mit Hamaturie ergab sich bei jenen mit einer schwach ausgepragten Ha-
maturie (Grad 1: 81,5%) (Todenhofer et al., 2013b).

Die Zytologie zeigt in der Studie von Todenhofer et al. bei Patienten mit Hama-
turie ebenfalls eine erhdhte Rate an falsch-positiven Ergebnissen. Diese wird
durch eine morphologische Veranderung der Zellstruktur durch das Vorhanden-
sein einer Entztindung zu erklaren versucht. Da der uCyt+-Test jedoch vor al-

lem von der Expression tumorassoziierter Antigene abhangig ist, reichen diese
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Theorien nicht, um die steigende Rate an falsch-positiven Ergebnisse des

uCyt+-Tests bei einer Hamaturie zu erklaren (Todenhofer et al., 2013b).

Auch andere nicht-invasive Harntests wurden beztglich ihrer Beeinflussbarkeit
durch eine vorhandene Hamaturie untersucht. Hennenlotter et al. fanden bei ei-
nigen Schnelltests zur Harnblasendiagnostik (BTAstat?, BioNexia-BTAR und
BCMR) eine statistisch signifikante Erhohung der falsch-positiven Rate bei stei-
gender Hamaturiestarke. Am meisten resistent gegen eine Manipulation durch
Blut im Urin war in diesen Untersuchungen der NMP22-BladderCheck-Test
(Hennenlotter et al., 2011).

4.4.3 Einfluss der mechanischen Manipulation bei Ur  ingewinnung

Zu mechanischer Manipulation bei der Uringewinnung kam es in unserer Studie
in 79,5% der Patientenfalle, bei denen Katheterurin, Exprimaturin oder Spulurin
fur die Auswertungen verwendet wurde. In einer anderen Studie liegt die Rate
bei 71,2% (Todenhofer et al., 2012).

Ob invasive Urinentnahmemethoden zu einer Erh6hung der falsch-positiven Er-
gebnisse fuhren, ist bereits 2012 von Todenhdéfer et al. untersucht worden. Es
wurde kein statistisch signifikanter Unterschied gefunden. Dennoch lag mit
26,3% zu 20,2% die falsch-positive Rate bei den Patienten mit mechanischer
Manipulation hoher (Todenhofer et al., 2012).

In unserer Studie wirkt sich die invasive Urinentnahme lediglich auf die unter-
schwelligen Zellen aus, bei denen ein statistisch signifikanter Unterschied fest-
gestellt werden kann (G3: p-Wert = 0,0005 und R3: p-Wert = 0,0447). Durch die
mechanische Manipulation scheinen sich mehr falsch-positiv fluoreszierende
Zellen in den Urinpraparaten tumorfreier Patienten zu befinden als bei den Pati-

enten mit nicht-invasiv gewonnenem Urin.

Eine gesteigerte Affinitat der gesunden abgeschilferten Urothelzellen zu den
monoklonalen Antikdrpern des uCyt+-Tests kdnnte in einer morphologischen

Veréanderung deren Oberflache durch die invasive Urinentnahme begriindet
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sein. Da dies bisher jedoch nur wenig untersucht ist und in der Literatur nur we-
nige Vergleichswerte zu finden sind, sollten weitere Untersuchungen folgen, um
eine Beeinflussung der Testergebnisse von der Art der Urinentnahme definitiv

ausschliefen zu kénnen.

4.4.4 Einfluss eines Harnwegsinfektes

Ein bestehender Harnwegsinfekt (HWI) stellt laut des Herstellers SCIMEDX Cor-
poration (Denville, USA) keine Kontraindikation fir den uCyt+-Test dar. Dennoch
wurden Patienten mit dieser Erkrankung in einigen Studien nicht ins Patienten-
kollektiv aufgenommen, da man eine Beeinflussung des uCyt+-Ergebnisses an-
nahm (Toma et al., 2004, Soyuer et al., 2009). In weiteren Studien wird vermutet
die im Vergleich zu anderen Tests relativ hohe Rate der falsch-positiven Ergeb-
nisse des uCyt+-Tests kdame durch Harnwegsinfekte zustande (Greene et al.,
2006, Mitra et al., 2012).

Diese Annahme kann den Ergebnissen unserer Studie zufolge nicht bestatigt
werden. Es ist kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Patienten

mit und ohne Harnwegsinfekt erkennbar.

In einer vergleichbaren Studie von Todenhofer et al. ist ebenfalls kein statistisch
signifikanter Unterschied erkannt worden. Hier weisen 24,8% der Patienten ohne
HWI und 25,9% der Patienten mit HWI falsch-positive uCyt+-Ergebnisse auf
(Todenhofer et al., 2012).

4.4.5 Einfluss einer benignen Prostatahyperplasie o  der eines Prostatakar-

zinoms

In unserer Studie ist nur bei Betrachtung der Zellgruppe G3 ein statistisch signi-
fikanter Unterschied zwischen der falsch-positiv fluoreszierenden Zellanzahl der
Patienten mit benigner Prostatahyperplasie (BPH), Prostatakarzinom (PC) oder
keiner der beiden Erkrankungen erkennbar. Doch auch bei Wertung der ande-

ren Zellgruppen wurden vor allem bei dem Vorliegen eines Prostatakarzinoms,



80

aber auch bei Vorliegen einer BPH mehr falsch-positiv fluoreszierende Zellen

gefunden.

In verschiedenen Studien wurde bereits diskutiert, ob sich ein Prostatakarzinom
oder eine BPH auf das uCyt+-Resultat auswirkt. Bereits 1992 erkannten Car-
don-Cardo et al. in einer Minderheit von Prostata-, Colon- und Brustkarzinomen
eine Reaktivitat mit den monoklonalen Antikérpern M344 und 19A211. Diese re-
agierten mit 10 bzw. 6 von 105 Tumoren, die sich nicht in der Harnblase befan-
den. Allesamt waren gut differenzierte Adenokarzinome (Cordon-Cardo et al.,
1992). Weiterhin bemerkten Gambus et al. eine leichte Affinitat von LDQ10 zu
Prostatakarzinomzellen (Gambus et al., 1993). In einer Studie von Mian et al. ist
die Rate der falsch-positiven uCyt+-Ergebnisse bei Patienten mit BPH oder ne-
phrogenem Adenom mit 50% auffallend hoch (Mian et al., 1999). In einer spate-
ren Studie mutmalf3en Mian et al., dass die falsch-positiven Ergebnisse von Nie-
ren- oder Blasensteinen, Prostatahypertrophie, Prostatakarzinom oder nach in-
travesikaler Therapie herriihren kdnnten (Mian et al., 2006). Weitere Autoren
halten es gleichermal3en fir moglich, dass die BPH fir einen Teil der falsch-po-

sitiven Ergebnisse verantwortlich ist (Mitra et al., 2012, Greene et al., 2006).

1993 vermuteten Sagerman et al., dass das Vorhandensein oder die Behand-
lung eines malignen Tumors an einem anderen Organ antigene Veranderungen
im Urothelium induzieren kénnte. Sie schlussfolgern, dass die Ergebnisse der
Immunzytologie vor allem bei Patienten mit in der Vergangenheit aufgetretenen
Prostatakarzinomen oder gestreuten Karzinomen jeglicher Art mit Vorsicht inter-
pretiert werden sollten (Sagerman et al., 1993).

4.4.6 Einfluss des Geschlechts

In einigen Studien wurde bereits der Einfluss des Geschlechts auf die Entwick-
lung oder das Stadium eines Harnblasenkarzinoms untersucht (Shariat et al.,
2010, Dobruch et al., 2016). Es ist bekannt, dass mehr Ma&nner an Harnbla-
senkarzinomen erkanken als Frauen. In einer Studie von Mungan et al., welche
ein grof3es Patientenkollektiv aufweist, stellt das mannliche Geschlecht 79,9%

des Tumorkollektivs dar, wahrend die Frauen mit nur 20,1 % vertreten sind
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(Mungan et al., 2000). In unserem Kollektiv liegt eine &hnliche Geschlechtsver-

teilung von 85% Mannern zu 15% Frauen vor.

Als Grunde fur das haufigere Erkranken von Mannern wurden unter anderem der
hohere Nikotinkonsum und die haufigere Exposition gegenuber Karzinogenen
diskutiert (Mungan et al., 2000). 1990 interviewten Hartge et al. ein grof3es Pati-
entenkollektiv beziglich ihrer Lebensgewohnheiten. Dabei wurden unter ande-
rem auch der Tabakkonsum und die Berufsgeschichte erfragt. Anschliel3end
wurde das BC-Aufkommen in einer Patientengruppe, bestehend aus Patienten
die keiner der Risikofaktoren ausgesetzt waren, bestimmt. Auch hier wurde eine
hohere BC-Inzidenz bei den ménnlichen Patienten erkannt. Somit wurden oben
genannte Einflussfaktoren als Ursache der Unterschiede zwischen Mannern und
Frauen fur unwahrscheinlich erachtet. Stattdessen wurde die hormonelle Un-
gleichheit fir mdglich gehalten. Einige Tumorzellen scheinen in Prasenz von
Androgenen besser zu wachsen als in Anwesenheit von Ostrogenen. Fir eine
weitere Moglichkeit wurde der groRere Harnverhalt unter Mannern, beispiels-
weise auch durch eine BPH, gehalten (Hartge et al., 1990).

Dobruch et al. fuhrten eine Metaanalyse beziglich des Einflusses des Ge-
schlechts auf das Vorkommen von Blasenkarzinomen durch. Eine unterschiedli-
che Metabolisierung von Kanzerogenen bei Mannern und Frauen wird in dieser
Studie fur moéglich gehalten. Dadurch kommt es zu einer anderen Exposition des
Urotheliums gegeniber den Kanzerogenen. Weiterhin wurde der Einfluss der Se-
xualhormone untersucht. Auf vielen Tumoren, vor allem auf ,low-stage‘ Tumoren,
wurden Androgen-Rezeptoren nachgewiesen. Es gilt fir wahrscheinlich, dass
eine Androgen-vermittelte Anfalligkeit von Blasenkrebszellen gegentuber Karzi-
nogenen besteht (Dobruch et al., 2016).

Bei den Frauen liegen jedoch das Tumorstadium und damit die Mortalitat durch-
schnittlich meist héher. Cohn et al. untersuchten den geschlechtsspezifischen
Diagnoseverlauf nach Erstauftreten einer Hamaturie. Bei Frauen dauerte die Zeit
zwischen Hamaturie-Beginn und Diagnose deutlich langer. Es wurden haufiger
Urinanalysen und -kulturen durchgefiihrt sowie Antibiotika verschrieben als bei

Méannern und es wurde 6fter eine HWI diagnostiziert (Cohn et al., 2014).
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Bei unserer Analyse des potentiellen Einflusses des Geschlechts auf die Anzahl
der falsch-positiv fluoreszierenden Zellen ist bei den Zellgruppen G2, G3 und R3
ein statistisch signifikanter Unterschied aufgefallen. Bei den durch die Zystosko-
pie und das histologische Gutachten als tumorfrei diagnostizierten Mannern wur-
den mehr falsch-positiv fluoreszierende Zellen in den Urinproben erfasst als bei

den tumorfreien weiblichen Patientinnen.

Wie oben erlautert, wird vermutet, dass Blasenkarzinome der Manner durch die
Androgen-Rezeptoren auf eine andere Weise auf Kanzerogene reagieren als die
der Frauen. Es ist also auch denkbar, dass sich das gesunde Urothel oder die
Blasentumore der beiden Geschlechter in weiteren morphologischen Strukturen
unterscheiden, die einen Einfluss auf die uCyt+-Antikérperbindung haben kénn-
ten. Beispielsweise ware eine unterschiedlich starke Glykosylierung der Mucin-
Glykoproteine denkbar, sodass bei Mannern vermehrt M344- und LDQ10-Anti-
korper an gesunde Urothelzellen binden kdnnen. Weitere mdgliche Ursachen,
die die anatomischen, hormonellen oder sozialen Unterschiede zwischen dem
mannlichen und weiblichen Geschlecht betreffen, sind vorstellbar, missen je-

doch in folgenden Studien weiter evaluiert werden.

4.4.7 Einfluss des Alters

Das Alter gilt als einer der Risikofaktoren fiir das Entwickeln eines Harnbla-
senkarzinoms. Die héchste Inzidenz liegt zwischen dem 65. und 75. Lebensjahr
(Horstmann et al., 2013).

Aus unseren Ergebnisse ergibt sich kein statistisch signifikanter Einfluss des Al-

ters auf die Anzahl falsch-positiv fluoreszierender Zellen des uCyt+-Tests.

Horstmann et al. untersuchten 2013 als bislang erste den Einfluss des Alters auf
die falsch-positive Rate von vier Urintests zur Blasentumordiagnostik (Zytologie,
uCyt+, NMP22 und FISH). Bei Patienten unter 50 Jahren wurden bei 17% falsch-
positive uCyt+-Ergebnisse gefunden. Bei Patienten zwischen 50 und 70 Jahren
waren es bereits 24% und bei Patienten tber 70 Jahren waren es 28%. Diese
Unterschiede zwischen den Altersklassen zeigten keine statistische Signifikanz.
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Dennoch lie3 sich eine Tendenz der steigenden Anzahl an falsch-positiven

uCyt+-Ergebnissen bei fortgeschrittenem Alter erkennen.

In derselben Studie wurde eine statistisch signifikante Korrelation zwischen dem
Patientenalter und den Zytologie-Ergebnissen festgestellt. Die erhdhte Anzahl
falsch-positiver Resultate bei hoherem Alter wurde auf eine altersbedingte Ver-
anderung des Urothels zurtickgefuihrt. Vermutet wurde, dass der Alterungspro-
zess mit einem erh6hten Zellpolymorphismus, Hyperchromatose und einem ver-
ringerten Zytoplasma-Gehalt einhergehe und dadurch ein erhohter Anteil an al-
ten, untypischen Zellen im Urin vorliege. Diese kénnten durch ihr ungewdhnliches

Aussehen falschlicherweise als positiv gewertet worden sein.

Auch der uCyt+-Test basiert zum Teil auf der urothelialen Zellmorphologie, die
sich wie oben erlautert mit zunehmendem Alter verandern kann. Im Gegensatz
zur Zytologie wird der Urin beim uCyt+-Test jedoch zusatzlich auf tumorassozi-

ierte Antigene getestet (Horstmann et al., 2013).

4.5 Diagnostische Wertigkeit des uCyt+-Tests als Er  génzung

zur Zytologie

Die Zytologie ist die am weitesten verbreitete nicht-invasive Diagnostikmethode
beim Harnblasenkarzinom. Sie weist jedoch durch die geringe Sensitivitat in der
Detektion von Low-Grade-Tumoren entscheidende Mangel auf (Lokeshwar and
Soloway, 2001). Bei einem negativen Zytologie-Ergebnis ist demnach das Vor-
handensein eines Harnblasentumors nicht vollstandig ausgeschlossen.

In unserer Studie sind bei zusétzlicher Durchfihrung des uCyt+-Tests bei Be-
trachtung der Zellgruppen G2 + R2 und G3 + R3 64,7% bzw. 82,4% der falsch-
negativen Zytologie-Ergebnisse als tumorpositiv enthillt worden. Dies macht
16,2% bzw. 20,6% der Tumore im Gesamtkollektiv aus. Die Sensitivitat kann also
durch Kombination der Zytologie mit dem uCyt+-Test, wie bereits in anderen Stu-
dien beobachtet, optimiert werden (Comploj et al., 2013, Toma et al., 2004, Lodde
et al., 2003, Mian et al., 1999). Dennoch bleiben 8,8% der Tumore durch beide
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Tests nicht erkannt. In einer Studie von Mian et al. waren beide Tests in 10,1%

falsch-negativ (Mian et al., 1999).

4.6 Limitationen und Aspekte der vorliegenden Arbei t

Eine potentielle Fehlerquelle unserer Studie liegt darin, dass das Zystoskopie-
Ergebnis mit der im Falle einer Gewebsentnahme gefolgten histologischen Aus-
wertung als Referenz-Standard flr das Vorhandensein oder das Nichtvorhanden-
sein eines Harnblasenkarzinoms gewahlt wurde. Denn auch die Sensitivitat der
Zystoskopie liegt nicht immer bei 100% (Schmitz-Drager et al., 2010). Es ist also
maoglich, dass durch die Zystoskopie einige Tumore nicht erkannt wurden. Wie
bereits von Vriesema et al. diskutiert, konnte der uCyt+-Test Zellen von makro-
skopisch mittels der Zystoskopie noch nicht sichtbaren Tumoren erkannt haben,
was die hohe falsch-positive Rate erklaren wirde (Vriesema et al., 2001). Den-
noch stellt das oben genannte Vorgehen den Goldstandard dar (Lokeshwar et
al., 2005).

Unsere Studie weist weiterhin die Nachteile einer retrospektiven Studie auf. Es
wurde mit standardmaRig erfassten Daten aus dem klinischen Routinebetrieb ge-
arbeitet. Es ist daher nicht auszuschlie3en, dass die Dokumentation der im Test-
bericht angegebenen Zellanzahl einer Untersucherabhéngigkeit unterlag oder
nur ungenau erfolgte, da die auswertenden Personen sich der spateren Bedeu-

tung dieser Daten nicht bewusst sein konnten.

4.6.1 Technische Limitationen des uCyt+-Tests

Wie bereits mehrfach in der Literatur beschrieben weist der uCyt+-Test einige
technische Limitationen auf:

Im Vergleich zu anderen Tests wird fur die Immunzytologie eine relativ grol3e
Urinmenge bendétigt (20-40 ml). Problematisch kann das sein, wenn ein Test
wiederholt werden muss, was leider aufgrund einer zu geringen Zellanzahl auf

dem Sedimentpraparat relativ haufig der Fall ist. Dies kann an einer zu geringen
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Zellanzahl in der Urinprobe oder an einem Fehler wahrend des Filtervorgangs

liegen (Vriesema et al., 2001).

Der uCyt+-Tests ist laborintensiv, technisch aufwendig und erfordert eine spezi-
elle Ausstattung sowie eine besondere Schulung und Fachkenntnis des aus-
wertenden Personals (Vriesema et al., 2001, Soyuer et al., 2009). Ein weiterer
Nachteil sind die hohen Kosten, der grof3e Personalaufwand und die bereits
oben erwahnte hohe Misserfolgsrate (Schmitz-Drager et al., 2010, Mitra et al.,
2012).

Die hohe Photosensibilitat der Farbmarker Fluoreszein und Texas Red fuhren
zu einer geringen Stabilitéat der Sedimentpraparate gegentber Lichtquellen. Das
Fluoreszenzsignal wird durch Beleuchtung schnell abgeschwacht (Vriesema et
al., 2001). Es muss also darauf geachtet werden, dass die Objekttrager dem
Licht mdglichst nur kurz ausgesetzt sind und diese anschlieRend wieder dunkel
gelagert werden. Wegen des Nachlassens der Fluoreszenz-Intensitat sollte die

Auswertung der Praparate innerhalb von 7 Tagen nach Herstellung erfolgen.

Weitere technische Limitationen stellen nur schwach fluoreszierende griine Zel-
len und eine Beeintrachtigung der Auswertbarkeit durch den roten Hintergrund
dar (Greene et al., 2006). Diese Einschrankungen lassen sich haufig auf Her-
stellungsfehler zurickfihren. Beispielsweise kdnnen laut Hersteller ein zu hoher
Druck oder ein Austrocknen des Filters wéahrend des Filtervorgangs zu einer
veranderten Morphologie der Zellen fihren und eine zu kurze oder zu lange In-
kubationszeit einen stérenden Hintergrund erzeugen und so die Auswertung er-
schweren (DiagnoCure™, 2000). Auch das Vorkommen von Schleim auf der

Tragerplatte kann das Erkennen von Tumorzellen beeintrachtigen.

4.6.2 Untersucherabhangigkeit der Testergebnisse

2001 wurde in der Studie von Vriesema et al. zum ersten Mal die Reproduzier-
barkeit des uCyt+-Tests untersucht. Dazu wurden dieselben Praparate von drei
verschiedenen Untersuchern bewertet. Es wurden grof3e Unterschiede beim Ver-
gleich der Testergebnisse festgestellt und auf eine hohe untersucherabhéngige

Variabilitdt der Testresultate geschlossen. Die von den Auswertern errechnete
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Sensitivitat lag zwischen 18% und 38% und die Spezifitat zwischen 81% und 90%
(Vriesema et al., 2001). Auch andere Studien bestéatigen das Vorkommen von
untersucherabhangigen Bewertungsunterschieden (Mitra et al., 2012, Greene et
al., 2006, Hautmann et al., 2004). Diese Uberlegungen werden von verschiede-
nen Studien gestlitzt, die beschreiben, dass die beobachteten Variationen ent-
scheidend von den unterschiedlichen Erfahrungen und Fachkenntnissen der Un-
tersucher abhangen (Hautmann et al., 2004, Mitra et al., 2012, Greene et al.,
2006).

Diese durch untersucherabhangige Faktoren bedingten Fehlerquellen lassen
sich durch einheitliche Definitionen der auszuwertenden Untersuchungspunkte
sowie adaquates Training und eine professionelle Schulung des Personals in ge-
wissem Rahmen minimieren, kénnen sicherlich jedoch nie ganzlich vermieden

werden (Vriesema et al., 2001, Greene et al., 2006, Soyuer et al., 2009).

4.6.3 Falsch-positiv fluoreszierende Zellen

Die hohe Rate an falsch-positiven uCyt+-Ergebnissen und die damit verbundene
geringe Spezifitat stellt eine bedeutende Limitation des uCyt+-Tests dar (Sullivan
et al., 2009). In der Literatur liegt die falsch-positive Rate bei 20-21% (Mian et al.,
1999, Lodde et al., 2003). In unserer Studie liegt sie mit 18% bei Wertung der
Zellgruppen G2 + R2 knapp darunter. Falsch-positive Ergebnisse verangstigen
den Patienten und fuhren dazu, dass sich diese vermeidbaren invasiven und kos-

tenintensiven Tests unterziehen (Lokeshwar et al., 2005, Horstmann et al., 2013).

Schon 1992 bemerken Cardon-Cardo et al. in ihrer Studie zu den Antikdrpern
M344 und 19A211, dass sich teilweise auch die Schirmzellen und oberflachlichen
Urothelzellen durch den 19A211 Antikdrper anfarben und falsch-positive Ergeb-
nisse resultieren (Cordon-Cardo et al., 1992). Ahnliche Ergebnisse zeigt eine
Studie von Bergeron et al., in der der 19A211 Antikodrper bei 25% der Erwachse-
nen oder Féten mit urothelialen Schirmzellen reagiert (Bergeron et al., 1996b).
Dass diese Zellen, die teilweise Tumorantigene prasentieren, jedoch alleinig fur
die hohe Rate an falsch-positiven Ergebnissen verantwortlich sind, ist unwahr-

scheinlich.
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Als Ursache fur die falsch-positiv fluoreszierenden Zellen wird in der Literatur be-
reits die Beeinflussung des Tests durch Blasen- oder Nierensteine, eine BPH, ein
Prostatakarzinom, einen HWI, Hamaturie oder vorausgegangene intravesikale
Therapie diskutiert (Mian et al., 2006, Mitra et al., 2012). Dariber hinaus wird
auch das Vorhandensein oder die Behandlung eines malignen Tumors an einem
anderen Organ als Einflussfaktor diskutiert, da dies antigene Veranderungen im
Urothel induzieren kdnnte (Sagerman et al., 1993). Eine Assoziation mit Harn-
wegsinfekten oder der Hamaturiestarke erscheinen nach den Ergebnissen unse-
rer Studie aufgrund der fehlenden statistischen Signifikanz unwahrscheinlich.
Das Vorhandensein eines PC oder einer BPH und eine invasive Urinentnahme
wirken sich laut unseren Ergebnissen nur auf die unterschwelligen Zellen in ei-
nem statistisch signifikanten Maf3 aus. Nur der Parameter ,Geschlecht’ zeigt auch

einen Einfluss auf die Zellgruppen G2 und R2.

Eine weitere Vermutung, die die hohe Rate an falsch-positiv fluoreszierenden
Zellen erklaren konnte, ist, dass Tumormarker bereits von den entarteten
Urothelzellen exprimiert werden, bevor zystoskopisch ein Tumor sichtbar ist
(Vriesema et al., 2001). Interessant ware in diesem Zusammenhang die Kenntnis
Uber den Krankheitsverlauf der Patienten mit falsch-positiven uCyt+-Ergebnis-
sen. Mdglicherweise traten bei ihnen innerhalb von kurzer Zeit Harnblasenkarzi-
nome auf. Eben dieser Verlauf wurde 2003 von Piaton et al. untersucht. Dabei
wurde festgestellt, dass 47% der Patienten mit positivem uCyt+-Test und negati-
ver Zystoskopie innerhalb eines Jahres ein Blasenkarzinom entwickelten, wéah-
rend dies nur bei 11% der Patienten mit negativen Ergebnissen in beiden Tests
der Fall war (Piaton et al., 2003). Auch Lodde et al. und Mian et al. machten 2003
und 2006 eine interessante Beobachtung. In ihren Studien sinkt die Spezifitat der
uCyt+-Tests, die im Rahmen der Nachsorgeuntersuchungen durchgefuhrt wur-
den, durch die Erhéhung der falsch-positiven Ergebnisse deutlich ab. Eine denk-
bare Erklarung scheint das Erkennen von Tumorrezidiven, bevor diese makro-
skopisch durch die Zystoskopie sichtbar waren. In der letztgenannten Studie wie-
sen 11% der untersuchten Patienten innerhalb des Folgejahres ein Rezidiv auf
(Lodde et al., 2003, Mian et al., 2006).
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4.7 Schlussfolgerung

In dieser Studie wurden erstmals die vom Hersteller definierten, flr ein positives
uCyt+-Testergebnis ausschlaggebenden Kriterien hinterfragt und bei variieren-
den Kriterien dessen diagnostische Wertigkeit validiert. Dabei wurde festgestellt,
dass bei einer Erh6hung des ,cut off'-Wertes von >0 auf =22 oder =23 Zellen, sowie
durch die gemeinsame Wertung der griinen und roten Zellen ein besseres Ver-
haltnis zwischen Sensitivitat und Spezifitat erreicht werden kann. Es sollte kritisch
Uberdacht werden, ob eine scharfe Abgrenzung der definitiv positiven Zellen
(Uber 50% granulierte und deutlich fluoreszierende Zytoplasmaflache) von den
Borderline-Zellen (Zytoplasmaflache knapp < 50% fluoreszierend granuliert) n6-
tig ist. Denn die gemeinsame Wertung dieser Zellen fuhrt zu einer Erh6hung der
Testwertigkeit (Zellgruppen G2: AUC 0,70 und Zellgruppe R2 AUC 0,77).

In der Literatur wurde mehrfach eine héhere Expression der M344 - und 19A211-
Antigenen auf der Zelloberflache nicht-invasiver Tumore im Vergleich zu invasi-
ven Tumoren beschrieben. Dies konnte auch in unserer Studie anhand des ge-
ringeren Vorkommens von fluoreszierenden Zellen in Urinproben der Patienten
mit invasivem Tumor bestétigt werden. Der Unterschied war jedoch nur bei den
roten Zellen (Zellgruppe R1) von statistischer Signifikanz. Eine Korrelation zwi-
schen dem Tumorgrad und der Anzahl der fluoreszierenden Zellen ergaben un-

sere Analysen nicht.

Des Weiteren wurde der Einfluss von verschiedenen Parametern auf die Anzahl
der falsch-positiv fluoreszierenden Zellen untersucht. Die Einflussparameter
,Rauchgewohnheit’, Hamaturie-Typ* und ,Harnwegsinfekt’ wirkten sich in keinem
statistisch signifikanten MalR auf die Anzahl der falsch-positiv fluoreszierenden
Zellen aus. Der Einfluss der ,mechanischen Manipulation bei Urinentnahme* und
des Vorliegens ,einer benignen Prostatahyperplasie oder eines Prostatakarzi-
noms* beschrankte sich auf die unterschwelligen Zellen (Zellgruppen G3 und R3).
Bei deren Mitbewertung wurden in invasiv entnommenen Urinproben sowie bei
dem Vorliegen einer BPH oder eines PCs jeweils mehr falsch-positiv fluoreszie-

rende Zellen gefunden wurden. Das Vorhandensein unterschwelliger Zellen
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sollte unserer Empfehlung nach weiterhin zu keinem positiven Ergebnis fihren,
womit auch die Beeinflussung des uCyt+-Ergebnisses durch die oben genannten
Parameter zu vernachlassigen wére. Lediglich das ,Geschlecht’ der Patienten
wirkt sich in einem statistisch signifikanten Malf3 auf die griinen Borderline-Zellen
(G2) und auf die unterschwelligen roten und griinen Zellen (G3 und R3) aus. Ein
Ansatzpunkt fur weitere Studien besteht darin, die Ursache fir diesen Einfluss zu
untersuchen, um falsch-positive uCyt+-Ergebnisse vor allem bei mannlichen Pa-

tienten reduzieren zu konnen.

Die in unserer Studie gefunden Ergebnisse und Zusammenhange sollten auf-
grund des vorhandenen Stellenwertes und des mdglichen Potenzials des uCyt+-
Tests zur Harnblasenkarzinomdiagnostik zum Wohle der Patienten in weiteren
Studien untersucht werden. Zur Verbesserung der diagnostischen Wertigkeit soll-
ten vor allem die verschiedenen Interpretationsalgorithmen validiert werden. Da-
bei muss auf eine genaue Dokumentation der exakten Anzahl der drei Zelltypen
mit den unterschiedlichen Fluoreszenzauspragungen geachtet werden. Essenzi-
ell ist dabei eine intensive Schulung des auswertenden Personals, um die unter-
sucherabhéangige Varianz maoglichst gering zu halten. Um die Aussagekraft der

Ergebnisse zu starken wéare ein gré3eres Patientenkollektiv wiinschenswert.
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5 Zusammenfassung

Der uCyt+-Test des Herstellers SCIMEDX Corporation (Denville, USA) ist ein
nicht-invasiver, urinbasierter Test zur Diagnostik von Harnblasenkarzinomen. Die
mit fluoreszierenden Markern (Texas Red und Fluoreszein) versehenen mono-
klonalen Antikorper 19A211, M344 und LDQ10 binden an tumorassoziierte Anti-
gene auf der Urothelzellmembran und lassen so Uber den Urin ausgeschiedene
Tumorzellen unter dem Fluoreszenzmikroskop leuchten. Zellen, die eine fluores-
zierende Granulation von Uber 50% der Zytoplasmaflache aufweisen, gelten als
definitiv positive Zellen. Ab dem Vorhandensein einer solchen Zelle (,cut off'-Wert
20) gilt ein uCyt+-Test nach Herstellerangaben als positiv. Dem Hersteller zufolge
sollten alle Zellen mit einer fluoreszierenden Granulation von unter 50% als ne-
gatives Testergebnis interpretiert werden. Im Rahmen dieser Studie wurde zu-
dem zwischen den von uns neu definierten ,Borderline-Zellen* (deutliche fluores-
zierende Granulation, aber nicht eindeutig Giber 50% der Zytoplasmaflache, fuhr-
ten zu einem positiven Ergebnis) und den ,unterschwelligen Zellen* (deutlich un-
ter 50% der Zytoplasmaflache fluoreszierend granuliert, fihrten zu einem nega-
tiven Ergebnis) differenziert.

Das Patientenkollektiv bestand aus 444 Patienten ohne Blasentumor in der Vor-
geschichte, welche sich wahrend des Zeitraums vom 02.11.2006 bis zum
27.11.2009 in der Klinik fir Urologie des Universitatsklinikums Tubingen mit dem
Vorliegen einer Hamaturie vorstellten und einer Harnblasenkarzinom-Diagnostik
zugefuhrt wurden. Zudem mussten ein gultiges uCyt+-Testergebnis und eine
zystoskopische Untersuchung mit einem histologischen Gutachten vorliegen.
Ziel der Studie war es zu uUberprtfen, ob durch Variieren des ,cut off'-Wertes (>0,
=3, 25) und der fir ein positives Testergebnis relevanten Zelltypen (definitiv po-
sitive Zellen, Borderline-Zellen oder unterschwellige Zellen) die diagnostische
Wertigkeit des uCyt+-Tests verbessert werden kann. Weiterhin wurde die Abhan-
gigkeit der fluoreszierenden Zellanzahl vom Tumorstadium, der Tumorinvasivitét
und dem Tumorgrad, sowie der potentielle Einfluss verschiedener Parameter auf
die Anzahl der falsch-positiv fluoreszierenden Zellen untersucht. Es wurden Kon-

tingenzanalysen und univariate Varianzanalysen durchgefihrt, mittels Receiver
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Operating Characteristic-Kurven der ,best cut off'-Wert errechnet und die statisti-
sche Signifikanz mittels des Wilcoxon/Kruskal-Wallis-Tests und der Varianzana-
lyse ermittelt (p-Wert).

Zusammengefasst konnte festgestellt werden, dass sich mit steigendem ,cut off‘-
Wert die Anzahl der negativen Testergebnisse erhohte. Die Sensitivitat sank,
wahrend die Spezifitat stieg. Wurden die Borderline-Zellen und schlie3lich die
unterschwelligen Zellen ebenfalls als Parameter fur ein positives Testergebnis
integriert, stieg die Sensitivitat, wahrend die Spezifitdt sank. Das beste Verhaltnis
zwischen Sensitivitat und Spezifitat wurde bei den ,best cut off'-Werten von =2
und =3 Zellen errechnet. Durch die gemeinsame Wertung der griinen und roten
Zellen konnte ein besseres Verhaltnis zwischen Sensitivitat und Spezifitat er-
reicht werden (Akkuratesse 84,9% bei ,cut off* >0).

Im Rahmen der Analysen wurden im Urin der Patienten mit invasivem Tumor im
Vergleich zu denen mit oberflachlichem Tumor weniger fluoreszierenden Zellen
gefunden. Diese Ergebnisse unterstiitzen die bereits in der Literatur erwahnte
hohere Expression der M344- und 19A211-Antigenen auf der Zelloberflache
nicht-invasiver Tumore. Der Unterschied war jedoch nur bei den roten definitiv
positiven Zellen statistisch signifikant (p-Wert 0,0384). Unsere Studie ergab keine
Korrelation zwischen dem Tumorgrad und der Anzahl fluoreszierender Zellen.
Einen statistisch signifikanten Einfluss auf die falsch-positiv fluoreszierende Zel-
lanzahl konnte bei den Parametern ,Geschlecht' (p-Werte 0,0175-0,0408), ,be-
nigne Prostatahyperplasie oder Prostatakarzinom' (p-Wert 0,0311) und ,mecha-
nische Manipulation bei Urinentnahme* (p-Werte 0,0005 - 0,0447) erkannt wer-
den. Die statistische Signifikanz der beiden zuletzt genannten Parameter be-
schrankt sich auf die Ergebnisse bei Mitbewertung der unterschwelligen Zellen.
Die untersuchten Parameter ,Rauchgewohnheit’, Hamaturie-Typ*, ,Harnwegsin-
fekt' und ,Alter* wirkten sich in keinem statistisch signifikanten Malf3 auf die Anzahl
der falsch-positiv fluoreszierenden Zellen aus.

Eine wesentliche Limitation des uCyt+-Tests stellt die untersucherabhangige Er-
gebnisvariabilitdt dar. In der Literatur ist man sich einig, dass durch eine profes-
sionelle Schulung und gute Fachkenntnisse des auswertenden Personals die

letztgenannte Limitation minimiert werden kann.
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6 Abklrzungsverzeichnis

AUC
BC
BCG
BPH
Bsp.
bzw.
CEA
CIS

CT
EORTC

et al.
FISH
HWI

IQR

VP

MRT
MAbs
NPV
NMP22
OHT
PBS

PC

PDD
PPV

pT
PUNLMP
tial

RKI
ROC-Kurven

area under curve

Harnblasenkarzinom

Bacillus Calmette-Guérin

benigne Prostatahyperplasie

Beispiel

beziehungsweise

karzinoembryonalen Antigens
Carcinoma in situ
Computertomographie

European Organization for Research and Treatment
of Cancer

et alii (lateinisch, steht fur ,und andere")
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Harnwegsinfekt

Interquartilsabstand
Ausscheidungsurogramm
Magnetresonanztomographie
monoklonale Antikdrper der Maus
negativer pradiktiver Wert

nukleares Matrixprotein 22

oberen Harntraktes

phosphate-buffered saline solution
Prostatakarzinom

Photodynamische Diagnostik

positiver pradiktiver Wert
histopathologisch beurteilter Primartumor

papillary urothelial neoplasm of low malignant poten-

Robert-Koch-Institut
Receiver Operating Characteristic-Kurven



TNM-System
TUR-B

UiCC

URS

VS.

WHO

ZfKD

Tumor-Node-Metastasis-System
transurethrale Resektion

Union Internationale Contre le Cancer
Ureterorenoskopie

versus (lateinisch, steht fur “gegen”)
World Health Organisation

Zentrum fur Krebsregisterdaten
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Jennifer Schwarz
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