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Zusammenfassung

Harnblasenkarzinome sind eine hdufige Tumorerkrankung. Wiahrend etwa 75% der Patienten an
einer nicht-muskelinvasiven Form (NMIBC) leiden, findet sich bei dem iibrigen Viertel ein
muskelinvasives Karzinom (MIBC). Insbesondere letztere neigen trotz lokaler chirurgischer,
strahlentherapeutischer sowie medikamentdser Therapie zur Progression sowie zur
Metastasierung. Eine Chemotherapie ist nur bei einem Teil dieser Patienten (40-60%) wirksam
und kann in der Regel das Fortschreiten der Erkrankung nur kurzzeitig bremsen. Auch die neueste
Erweiterung der Therapieregime, die Immun-Checkpoint-Inhibitoren, weisen mit ca. 25% nur ein

geringes Therapieansprechen auf.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, neue moglichst hoch tumorspezifische Biomarker fiir neue
Therapieansitze, z. B. mit T-Zellen mit einem chimiren Antigenrezeptor (CAR-T-Zellen), zu
identifizieren. Mogliche Kandidaten wurden initial {iber in silico Analysen von Daten aus
Zelllinien und Patientengeweben ermittelt. AnschlieBend wurden diese anhand von Analysen im
Zellmodell, auf mRNA-Ebene und schlie8lich iiber immunhistochemische Farbungen an manuell
erstellten tissue micro arrays (TMA) auf Protein-Ebene weiter validiert. Bis heute gibt es zudem
keine sicheren Marker, die ein Ansprechen oder Nicht-Ansprechen auf die unterschiedlichen
Therapiemoglichkeiten vorhersagen konnten. Die Entdeckung solcher pradiktiver Biomarker
konnte eine patientengerechte, personalisierte Therapie ermoglichen, und ausgeprigte
Nebenwirkungen, wie z. B. eine Chemotherapie-assoziierte Toxizitdt, vermeiden. Ein weiteres
Ziel dieses Projekts war daher die Untersuchung eben solcher pradiktiver Biomarker, zunéchst
fiir den Einsatz einer neoadjuvanten Chemotherapie (NAC), ebenfalls tiber immunhistochemische
Férbungen an den TMA. Hierfiir wurde die Kohorte in drei Gruppen unterteilt: Patienten mit
gutem, moderatem und schlechtem Ansprechen auf die NAC. AnschlieBend wurde die

prétherapeutische Expression moglicher pradiktiver Marker zwischen diesen Gruppen verglichen.

Wie bereits oben beschrieben erfolgte die Ermittlung der moglichst tumorspezifischen Biomarker
in einem Drei Stufen Modell. In silico zeigten sich folgende Targets interessant: RIMS2, RAB26,
NPTXR, FAM129A, FAM129B, ADAM?22, PTPRN, DLL3, RAPSN, MAGEAI, ALPP und TERT.
In Zellen konnten folgende Gene validiert werden: ADAM22, FAM129A, TERT und ALPP.
Zusitzlich wurden ebenfalls BCL2, BIRCS5, NECTIN4 und TROP2 analysiert. In Geweben
konnten dann noch die folgenden gemessen werden: TERT, NECTIN4 und TROP2. NECTIN4
und TROP2 waren zudem hochst tumorspezifische Targets, sind aber als bereits in der
Antikorper-Konjugat-Therapie eingesetzte Targets auch schon als solche bekannt. Bei TERT
entfiel aufgrund technischer Schwierigkeiten ein Vergleich mit validen Normalkontrollen, trotz
der durchweg hohen Tumorexpression konnte eine Selektivitit somit nicht bewiesen werden.

Dennoch erscheint der mogliche Einsatz von TERT als Target fiir zielgerichtete Therapien als ein
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interessanter Ansatz, der in Zukunft genauer exploriert werden konnte. Ebenfalls bemerkenswert
in unseren Ergebnissen war eine Zunahme des Anteils und der Intensitit von positiven TROP2-

Proben im Verlauf vom Primartumor zu Metastasen.

In der Untersuchung moglicher prédiktiver Marker fiir die NAC zeigte sich Ki67 als
vielversprechend. Die pré-therapeutische Expression war signifikant hoher in der Gruppe von
Patienten, die nach NAC eine vollstindige Response erreichten. Auch TERT zeigte ein
interessantes Expressionsmuster, je hoher die TERT-Expression, desto schlechter war das
Ansprechen. Signifikant war dieser Unterschied allerdings nicht, auch wenn sich dieser Trend

deutlich erkennen lieB.

Wenn es in Zukunft moglich wére, das Ansprechen auf der Grundlage von Grenzwerten fiir die
immunhistochemische Bestimmung z.B. der Ki67-Expression vor der Behandlung
vorherzusagen, konnte dies die klinische Routine bei der Entscheidung zu adjuvanten oder
neoadjuvanten Therapien unterstiitzen. Aufgrund der begrenzten Grofle der Kohorte sollte dies

anhand groBerer Stichproben validiert werden.
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Summary

Urinary bladder carcinomas are a common tumor disease. While around 75% of patients suffer
from a non-muscle-invasive form (NMIBC), the remaining quarter have a muscle-invasive
carcinoma (MIBC). The latter in particular tend to progress and metastasize despite local surgical,
radiotherapeutic and drug therapy. Chemotherapy is only effective in some of these patients (40-
60%) and can usually only slow the progression of the disease for a short time. Even the latest
addition to the treatment regimen, immune checkpoint inhibitors, have only a low response rate

of around 25%.

One aim of this work was to identify new biomarkers that are as highly tumor-specific as possible
for new therapeutic approaches, e.g. with T cells with a chimeric antigen receptor (CAR-T cells).
Possible candidates were initially identified using in silico analyses of data from cell lines and
patient tissues. These were then further validated using analyses in the cell model, at the mRNA
level and finally via immunohistochemical staining on manually created tissue micro arrays
(TMA) at the protein level. To date, there are also no reliable markers that could predict a response
or non-response to the various treatment options. The discovery of such predictive biomarkers
could enable patient-specific, personalized therapy and avoid pronounced side effects, such as
chemotherapy-associated toxicity. Therefore, a further aim of this project was to investigate such
predictive biomarkers, initially for the use of neoadjuvant chemotherapy (NAC), also using
immunohistochemical staining of the TMA. For this purpose, the cohort was divided into three
groups: Patients with good, moderate and poor response. The pre-therapeutic expression of

possible predictive markers was then compared between these groups.

As already described above, the determination of the most tumor-specific biomarkers was carried
out in a three-stage model. The following targets proved to be interesting in silico: RIMS?,
RAB26, NPTXR, FAM129A4, FAM129B, ADAM22, PTPRN, DLL3, RAPSN, MAGEAI, ALPP and
TERT. The following genes were validated in cells: ADAM22, FAM129A, TERT and ALPP. In
addition, BCL2, BIRCS5, NECTIN4 and TROP2 were also analyzed. The following candidates
were also measured in tissues: TERT, NECTIN4 and TROP2. NECTIN4 and TROP2 were also
highly tumor-specific targets, but are already known as fargets used in antibody-conjugate
therapy. In the case of TERT, a comparison with valid normal controls was not possible due to
technical difficulties; despite the consistently high tumor expression, selectivity could therefore
not be proven. Nevertheless, the possible use of TERT as a target for targeted therapies appears
to be an interesting approach that could be explored in more detail in the future. Also noteworthy
in our results was an increase in the proportion and intensity of positive TROP2 samples in the

progression from primary tumor to metastases.
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In the investigation of possible predictive markers for NAC, Ki67 showed promise. The pre-
therapeutic expression was significantly higher in the group of patients who achieved a complete
response after NAC. TERT also showed an interesting expression pattern, the higher the TERT
expression, the worse the response. However, this difference was not significant, even though this

trend was clearly recognizable.

If it were possible in the future to predict response based on threshold values for the
immunohistochemical determination of e.g. Ki67 expression prior to treatment, this could support
clinical routine when deciding on adjuvant or neoadjuvant therapies. Due to the limited size of

the cohort, this should be validated using larger samples.
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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie des Urothelkarzinoms der Harnblase

Die geschitzte Anzahl an Blasenkrebs-Neuerkrankungen lag 2020 bei 573.278 weltweit mit
insgesamt 212.536 Todesféallen. Damit steht Blasenkrebs auf Platz zehn der hiufigsten Krebsarten
weltweit und auf Platz eins der haufigsten bosartigen Erkrankungen des Harnsystems (Hepp et
al. 2021). 440.864 dieser Fille traten dabei bei Mannern, 132.414 bei Frauen, auf. 158.785
Mainner und 53.751 Frauen verstarben. Ménner sind also allgemein héufiger betroffen. Im Jahre
2020 lag die Inzidenzrate pro 100.000 fiir Manner bei 9,5, die Mortalitétsrate bei 3,3, im Vergleich
dazu lagen eben diese fiir Frauen bei 2,4 und 0,9, also im Vergleich bei weniger als einem Vierteil.
Die Inzidenzentwicklungen der beiden Geschlechter verhalten sich allerdings gegenldufig. Die
Inzidenzrate des minnlichen Geschlechts bleibt groftenteils konstant oder ist sogar riicklaufig,
wihrend die der Frauen ansteigt (Antoni ef al. 2017). Neuere Daten aus den USA beschrieben
eine Anzahl von 82.290 Neuerkrankungen und 16.710 Todesféllen im Jahre 2023 in den

vereinigten Staaten (Siegel et al. 2023).

Global betrachtet treten die hochsten Inzidenzraten fiir beide Geschlechter in Siideuropa,
insbesondere in Griechenland, Spanien und Italien, auf, gefolgt von Westeuropa und
Nordamerika. Die hochste Inzidenzrate fiir Méanner ist in Griechenland, fiir Frauen in Ungarn zu
verzeichnen (Sung et al. 2021). Diese geografischen Unterschiede zeigen auBerdem einen
Zusammenhang mit dem jeweiligen Index der menschlichen Entwicklung (HDI, ,ihuman
development index‘). 55% der Blasenkrebsfalle und 43% der daraus folgenden Todesfille traten
in nur 20% der Weltbevolkerung auf, und zwar in der, die in Landern mit einem sehr hohen HDI
leben. Dem entgegengesetzt traten in Ladndern mit niedrigem HDI nur 5% der Blasenkrebsfille
auf (Antoni et al. 2017). Insgesamt ist die Sterblichkeitsrate riicklaufig, insbesondere in den
weiter entwickelten Landern. Staaten, die sich in einem rasanten Wirtschaftswandel befinden, wie

z. B. Mittel- und Siidamerika, bilden hier allerdings die Ausnahme (Antoni et al. 2017).

In der Regel wird Blasenkrebs im hoheren Alter diagnostiziert, das mittlere Alter zum Zeitpunkt
der Diagnose liegt fiir Ménner bei 69 und fiir Frauen bei 73 Jahren (Miyazaki und Nishiyama
2017). Die 5 Jahres-Uberlebensrate ist weiterhin gering und liegt bei 60% fiir Patienten mit
lokalem Befund und bei <10% fiir Patienten mit Fernmetastasen (Kamoun ef a/. 2020). Ungeféhr
60% der Patienten erleiden bereits innerhalb von zwei Jahren ein Rezidiv, in 25% der Fille

handelt es sich dabei um ein progressives Stadium (Yu et al. 2021).

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose liegt bei 75% der Patienten ein nicht-muskelinvasiver Tumor

vor. 25% der Patienten erhalten allerdings die Diagnose eines die Muskulatur infiltrierenden, also



eines invasiven, Tumors. Die Behandlung der Patienten passt sich an diese Klassifikation an (Yu

etal. 2021).

1.2. Pathologische Charakteristika
1.2.1. Histologie

Der Begriff ,,Blasenkrebs® wird oft synonym zu ,,Urothelkarzinom® verwendet, fasst aber
eigentlich sdmtliche histologische Klassifikationen zusammen. Das Urothelkarzinom macht
allerdings mit einem Anteil von iiber 90% mit Abstand die haufigste Variante aus (Matulay et al.
2019), in seltenen Féllen liegen aber auch Adenokarzinome (ca. 1%) oder
Plattenepithelkarzinome (ca. 2%) vor (Klaile ez al. 2016); letzteres insbesondere in Assoziation
mit der Bilharziose (Berry et al. 2017). Weitere sehr seltene Formen sind z. B. neuroendokrine

oder kleinzellige Karzinome der Blase sowie das Urachuskarzinom (Klaile ef al. 2016).

Urothelkarzinome zeichnen sich durch ihre groBe intratumorale Heterogenitét aus und kdnnen
eine weite Variation an histologischen Mustern aufweisen (Lopez-Beltran et al. 2019). Zuerst
wurde 2004 durch die WHO eine Leitlinie publiziert, die diese unterschiedlichen Muster
definierte und Hilfestellungen zur Erkennung in der pathologischen Untersuchung stellte (Kim et
al. 2020). Eine Uberarbeitung und Verfeinerung wurden zuletzt 2022 verdffentlicht (Compérat et
al. 2022). In der folgenden Tabelle sind diese histologischen Varianten dargestellt. Sowohl reine

als auch gemischte Formen konnen vorliegen (Matulay et al. 2019).

Tabelle 1: WHO-Klassifikation der Urothelkarzinome, 2022 (Compérat et al. 2022)

Urothelkarzinome

Infiltrierendes Urothelkarzinom
Urothelkarzinom mit divergenter Differenzierung:
Squamos
Glandular
Trophoblastisch
Miillersche
»[Nested “
Mikrozystisch/Tubulér
Mikropapillar
Lymphoepithelioma-like
Plasmacytoid/Siegelring/diffuse

Sarcomatoid



Riesenzell

Schlecht differenziert
Lipid-reich

Klarzelliges (glykogenreiches)
wHlarge nested subtype”

1.2.2. Makroskopie

Urothelkarzinome konnen im gesamten von Urothel ausgekleideten Harntrakt entstehen.
Haufigster Entstehungsort ist die Harnblase, in 90-95% der Fille entsteht hier der Primarius.
Diese Entititen werden, zusammen mit den sehr seltenen Urothelkarzinomen der proximalen
Harnrohre, auch als Karzinome des unteren Harntrakts bezeichnet. Urothelkarzinome des oberen
Harntrakts, also des Harnleiters oder des Nierenbeckens, machen nur 5-10% der Fille bei
Erstdiagnose aus (Kim ef al. 2015). Durch diese ungleiche Verteilung wird der GroBteil des
therapeutischen Vorgehens bei Urothelkarzinomen des oberen Harntrakts auf Erkenntnissen
basiert, die aus Studien zu Patienten mit einem Karzinom der Harnblase stammen (Green et al.
2013). Verschiedene Studien weisen allerdings darauf hin, dass sich die beiden Lokalisationen
sowohl in ihrer klinischen Darstellung als auch epidemiologisch und molekular unterscheiden
(Yates und Catto 2013). Die Kohorte, die in dieser Arbeit weiter analysiert wurde, enthélt daher

nur Patienten mit Urothelkarzinomen der Harnblase.

1.3. Risikofaktoren

Sowohl genetische als auch erworbene Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Urothelkarzinoms

wurden bereits beschrieben.

Der einzige sicher definierte genetische Risikofaktor ist das Vorliegen eines Lynch-Syndroms
(AWMF 2020), auch bekannt als hereditires nicht polyposes kolorektales Karzinom (HNPCC).
Besonders wenn eine Mutation des MSH2 Gens vorliegt, ist das Risiko sowohl von Blasenkrebs

als auch von Urothelkarzinomen des oberen Harntrakts erh6ht (Lindner et al. 2021).

Der Risikofaktor, dem die grofite Relevanz zugeschrieben wird, ist das Rauchen. Im Jahre 2014
wurden in den USA 39% der Blasenkrebsfille von Frauen und 49% der Félle von Ménnern auf
das Rauchen zuriickgefiihrt (Sung et al. 2021). Je langer und je mehr man raucht, desto hoher ist
das personliche Risiko. Ein weiterer Anstieg von diesem kann durch eine Nikotin-Abstinenz
verhindert werden. Auch bestimmte Kanzerogene konnen Urothelkarzinome auslosen, dazu

zdhlen unter anderem Cyclophosphamid, Chlornaphazin, Phenazetin, Aristolochiaséure und
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bestimmte aromatische Amine. Vorbelastet sind hier bestimmte Berufsgruppen, so z. B. Lackierer
und Maler oder Angestellte der Gummiindustrie. Chronische Entziindungen der Harnblase wirken
sich ebenfalls negativ aus und koénnen z. B. auch durch lang-andauernde Katheterisierung
ausgelost werden. Einen Sonderfall stellt die Bilharziose dar, ausgelost durch eine Infektion mit
Schistosomiasis. Plattenepithelkarzinome der Blase treten hier um 59-81% haufiger auf (AWMF
2020). Verbreitet sind diese Erreger insbesondere in Afrika, aber auch im Nahen Osten, Siidost-
und Ostasien, jeweils mit spezifischen vorherrschenden Arten (Colley et al. 2014). Auch
iatrogene Risikofaktoren liegen vor, so z. B. die Strahlentherapie des kleinen Beckens bei
Vorliegen eines Zervixkarzinoms (AWMEF 2020). Zusitzlich scheint das ménnliche Geschlecht
ein erhohtes Risiko zu haben, zumindest ab dem 25. Lebensjahr. Mit steigendem Alter nimmt das
Risiko sowohl bei Ménnern als auch Frauen kontinuierlich zu, dieser Anstieg ist bei Madnnern

aber starker beobachtet worden (AWMF 2020).

1.4. Stadieneinteilung

Die Beschreibung der Ausbreitung von Urothelkarzinomen wird anhand der pTNM-
Klassifikation vorgenommen. Das ,,T* beschreibt den Primértumor und dessen Eindringtiefe in
die Harnblasenwand bzw. Ausbreitung in das umliegende Gewebe. ,,N steht fiir ,,nodes” und
zeigt an, ob und wie viele benachbarte Lymphknoten mit Tumorzellen befallen sind. Gleiches gilt

fiir ,,M*“, allerdings in Bezug auf vorliegende Fernmetastasen (Wittekind 2010).

Die genaue Stadieneinteilung wird in den folgenden Tabellen aufgefiihrt:

Tabelle 2: TNM-Klassifikation (UICC, 2016) (AWMF 2020)

T — Eindringtiefe/Ausbreitung des Primértumors

Tx Primértumor kann nicht bewertet werden

TO Kein Anhalt fiir das Vorliegen eines Primartumors

Ta Nicht-invasives papilldres Karzinom

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor infiltriert die Lamina propria

T2 Tumor infiltriert die Muscularis

T2a Tumor infiltriert weniger als die Halfte der Muscularis propria
T2b Tumor infiltriert mehr als die Halfte der Muscularis propria
T3 Tumor infiltriert das perivesikale Gewebe

pT3a Mikroskopische Invasion
pT3b Makroskopische Invasion

T4 Invasion in ein Nachbarorgan



T4a Prostata, Uterus und Vagina
T4b Invasion des Beckens oder der Bauchdecke

N - Klassifizierung regionaler Lymphknoten

Nx Regionale Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

NO Kein Anhalt fiir regionale Lymphknotenmetastasen

N1 Solitdre Lymphknotenmetastase (hypogastrisch, obturatorisch, présakral, extern
iliakal)

N2 Multiple Lymphknotenmetastasen (hypogastrisch, obturatorisch, priasakral, extern
iliakal)

N3 Lymphknotenmetastasierung entlang der Aa. Iliacae communes

M - Klassifizierung von Fernmetastasen

Mx Fernmetastasierung nicht beurteilbar
Mo Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen liegen vor

Tabelle 3: Stadien-Einteilung (UICC, 2016)

Stadien-Einteilung

Stage 0a Ta NO MO
Stage 0Ois Tis NO MO
Stage I T1 NO MO
Stage 11 T2a-b NO MO
Stage I11 T3a-b NO MO
T4a NO MO
Stage IV T4b NO MO
Any T N1-23 MO
Any T Any N Ml

Des Weiteren erfolgt gemél der aktuellen WHO-Klassifikation ein Grading in die Kategorien
,»high grade und ,,Jlow grade* Tumore. Auch eine Einteilung in drei unterschiedliche Grade, G1,
G2 und G3, ist tiblich (Epstein ef al. 1998), da die gidngigen Risikoklassifikationen beim Nicht-
invasiven-Blasenkrebs noch liberwiegend auf diesem élteren WHO-Grading aus dem Jahre 1973
basieren. Diese Einteilung erfolgt anhand der zelluldren und architektonischen Atypien. Bei G1
Tumoren sind die Urothelzellen nahezu normal. Sie sind geordnet, die Zellgrenzen sind gut
definiert, es liegen nur minimale Anomalien vor und Mitosen sowie Nekrosen treten nicht auf.

G3 Tumore weisen die grofite Heterogenitét in ihrer Architektur auf. So zeigen z. B. Zellkerne
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eine unregelmiBige Form und Membran, die Polaritit der Zellen geht verloren und Mitosen und
Nekrosen liegen gehéuft vor. Der G2-Grad fasst die Tumore zusammen, die sich weder dem G1
noch dem G3 Grad zuordnen lassen und deckt somit ein breites Spektrum von Lasionen ab (Kim
et al. 2020; Wittekind 2010). G1 und méBig differenzierte G2 Lasionen zéhlen zu den ,low
grade*, G3 und schlecht differenzierte G2 Lisionen zu den ,,high grade* Tumoren. ,,Low* und
»high grade* Karzinome wurden zuerst in der WHO/ISUP (Internationale Gesellschaft fiir
Urologische Pathologie) Klassifikation von 1998 beschrieben (Epstein et al. 1998). Hier erfolgte
neben dieser Unterteilung auch eine Finteilung in Papillome und ,papilldre urotheliale
Neoplasien mit geringem malignem Potenzial* (PUNLMP). Aktualisierungen dieser
Klassifikation folgten 2004, 2016 und zuletzt 2022. Die Einteilung in ,,Jlow" und ,,high grade‘
bleibt erhalten, pTa- und pT1-Tumore werden in diese Kategorien eingeteilt wéihrend alle

muskelinvasiven Urothelkarzinome als ,,high grade* eingestuft werden (Compérat et al. 2019).

1.5. Klinik & Diagnostik

Urothelkarzinome duflern sich bei 80% der Patienten durch eine makroskopische Hamaturie (Sell
et al. 2020). Diese kann sich auch auf einen mikroskopischen Nachweis beschrinken, der
Schweregrad der Erkrankung ist dabei nicht ausschlaggebend fiir das AusmaB. Irritative
Symptomatik wie vermehrtes Wasserlassen, Harndrang oder Dysurie sind seltener und kommen
bei ca. 30% der Patienten vor. In invasiven oder metastasierten Stadien der Erkrankung kdnnen

u. a. Flankenschmerzen, Vollegefiihl im Becken oder ein Harnverhalt auftreten (Farling 2017).

Die Symptomatik eines Urothelkarzinoms dhnelt somit der einer Harnwegsinfektion, im
diagnostischen Schema wird diese dementsprechend i. d. R. zuerst abgeklért. Gingige Methoden
sind hier die Urinanalyse, mikroskopisch oder mittels Urinstreifen, und die Urinkultur. Durch
eine zytologische Untersuchung der Proben wird das Vorhandensein abnormaler Zellen
untersucht, diese Methode weist allerdings nur eine geringe Empfindlichkeit fiir niedriggradige
Lésionen auf. Eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) kann mit Urothelkarzinomen
assoziierte Chromosomenstérungen nachweisen und die diagnostische Treffsicherheit der

Zytologie erh6hen.

Neben den Methoden der Labordiagnostik kommen auch die Bildgebung mittels z. B. CT oder
MRT sowie invasivere Vorgidnge wie eine Zytoskopie zum Einsatz. Bei letzterem handelt es sich
um den Goldstandard zur Diagnose eines Blasenkarzinoms. Oft schliet sich unmittelbar eine

Biopsie oder Transurethrale Resektion der Blase (TUR-B) an (Farling 2017).



1.6. Pathogenese

Die fiir die Therapie essenzielle Einteilung in nicht-muskelinvasiven und muskelinvasiven
Blasenkrebs findet sich auch in Erkldarungsansitzen der molekularen Pathogenese wieder. Diese
beiden Krankheitsentititen zeigen unterschiedliche molekulare Merkmale, klinisches Ansprechen
und Entstehungswege. Dies wird auch als ,,Zwei-Wege-Modell*“ bezeichnet (Goebell und
Knowles 2010; Knowles und Hurst 2015).

Nach diesem Modell entsteht ein NMIBC auf dem Boden von Epithelhyperplasien, wéhrend sich
MIBC aus flachen Dysplasien bzw. einem Carcinoma in situ entwickeln. Auf molekularer Ebene
sind niedriggradige NMIBCs durch aktivierende Mutationen des Fibroblasten-Wachstumsfaktor-
Rezeptor-3 (FGFR3), PIK3CA und des Stroma-Antigens 2 (STAG2) sowie durch einen Verlust
der Heterozygotie des neunten Chromosoms gekennzeichnet. NMIBCs sind genetisch stabil, es
treten allerdings héufig Rezidive auf. MIBCs hingegen sind genetisch instabil und weisen eine
grof3e Vielfalt an genomischen Aberrationen auf. Molekulare Charakteristika sind unter anderem
Deletionen des Chromosom 9, RB1-Verluste und TP53-Mutationen. Sie weisen im Gegensatz zu
den NMIBC:s in der Regel nur selten FGFR-Mutationen auf. Es wurde allerdings ein Subtyp an
invasiven Karzinomen entdeckt, der sowohl FGFR3-Mutationen als auch Verluste des Cyclin-
abhingigen Kinase-Inhibitors 2A (CDKN2A) vorwies. Es konnte also sein, dass auch
niedriggradige NMIBCs {iber einen bestimmten Weg zu muskelinvasiven Formen tibergehen

konnen (Knowles und Hurst 2015).

FGFR3 Alterationen liegen bei bis zu 80% der papilliren Ta-Tumoren vor, beim MIBC, also bei
Tumoren, die sich mindestens im Stadium T2 befinden, liegt dieser Anteil bei nur 10-20%
(Knowles und Hurst 2015). In Experimenten mit normalen humanen Urothelzellen (NHUCs) war
der mutierte FGFR3 ein Aktivator des RAS-MAPK-Signalweg, welcher {iber verschiedene

Mechanismen zu einem verbesserten Zelliiberleben und erhdhter Zellteilung fiihrt.

Auch der PI3K-Signalweg ist vermehrt iiberaktiv in urothelialen Karzinomen, diese Aktivierung
wird iiber verschiedene Mechanismen erreicht. Unter anderem kann eine Uberexpression von
EGFR, dem epidermalen Wachstumsfaktor (auch bekannt als ERBBI1), iiber eine RAS-
Aktivierung den PI3K-Signalweg stimulieren. Auch ERBB2 und/oder ERBB3 weisen in einigen
MIBCs Mutationen auf.  Amplifikationen oder aktivierende Mutationen von
Rezeptortyrosinkinasen wie MET und RON wurden ebenfalls beschrieben, insbesondere bei

invasiven Urothelkarzinomen sind diese vermehrt exprimiert.

Die bereits oben erwihnte Deletion von Chromosom 9 ist eine héufige chromosomale
Verénderung bei beiden Entitéten, sie liegt in iiber der Halfte der Félle vor. Betroffen davon sind

die auf Chromosom 9 liegenden Tumorsupressorgene CDKN2A und CDKN2B, welche fiir p16



und p14ARF ecinerseits und fiir p15 andererseits kodieren. Diese Proteine bilden einen zentralen
Bestandteil des G1-Zellzykluskontrollpunktes (Hume et al. 2020). Weitere dort kontrollierende
Proteine sind u. a. TP53 und RB1, auch hier liegen bei MIBC hiufig inaktivierende Mutationen
vor. Cycline stellen hier eine weitere zentrale Gruppe von Proteinen dar, insbesondere Cyclin 1
(CCND1) und CCND3 scheinen in NMIBC involviert zu sein. Eine Amplifikation von CCND1
liegt in ca. 20% der Blasenkrebs-Félle vor (Knowles und Hurst 2015).

In Bezug auf den Karyotyp sind NMIBCs oft nahezu diploid, MIBCs dagegen sind meist
aneuploid. Unter anderem weist diese Gruppe auch héufiger Chromothripsen auf, als Ursprung
dieser fehlerhaften Reparatur wird nicht-homologes End-Joining vermutet. Auch inaktivierende
Mutationen in Genen der DNA-Reparatur oder Zellzyklus-Kontrollpunkte wurden beschrieben
(z. B. ERCC2, ATM, FANCA).

Diese genetischen Verdnderungen tragen zu der groflen Heterogenitit im klinischen Verhalten
von Urothelkarzinomen bei, konnen sie allerdings nicht vollends erkldren. Weitere Mechanismen,
wie z. B. Genexpressionsverdnderungen durch epigenetische Modifikationen sind ebenfalls

Ursache der ausgepréagten Heterogenitét.

Ein neuerer Ansatz, dieser Heterogenitit zu begegnen, sind Versuche, das Patientenkollektiv in
sog. molekulare Subtypen zu unterteilen. Diese Unterteilung wird anhand genomweiter Daten zu
genetischen Verdnderungen und Genexpressionsprofilen vorgenommen. Diese Einteilung
erweitert die herkdmmliche Grad- und Stadieneinteilung. Eine Ubersicht iiber verschiedene

Publikationen und Untergruppen folgt in Abschnitt 1.8.

1.7. Therapie

Bestitigt sich in der diagnostischen Zystoskopie der Verdacht auf ein Harnblasenkarzinom,
besteht die Indikation zur transurethralen Tumorresektion (TUR-BT). Durch diesen Eingriff
erfolgt die histologische Diagnosesicherung, auch die Invasionstiefe des Tumors wird durch
diesen bestimmt. Bei Patienten, die an einem NMIBC erkrankt sind, stellt dieser Eingriff
gleichzeitig auch die Therapie der Erkrankung dar. Abhéngig vom Tumorbefund und davon, ob
es sich um einen Erstbefund oder ein Rezidiv handelt, kann sich unmittelbar an die TUR-BT eine
sogenannte Friihinstillation anschlieBen. Hier wird bis zu 24 h nach dem Eingriff ein
Chemotherapeutikum, in aller Regel Mitomycin, in die Harnblase eingebracht, wodurch das

Rezidivrisiko gesenkt werden kann (AWMF 2020).

Abhingig vom Risiko fiir ein Tumorrezidiv oder einen Tumorprogress schlieft sich bei Patienten
mit einem NMIBC eine Nachresektion an. Zusdtzlich werden, in Abhéngigkeit vom Rezidiv- und

Progress-Risiko adjuvante Blaseninstillationstherapien eingesetzt. Instillationstherapie konnen
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dabei mit dem attenuiertem Lebendimpfstoff Bacillus-Calmette-Guerin (BCG) (Woldu et al.
2017) oder der intravesikalen Chemotherapie durchgefiihrt werden (AWMEF 2020).

Liegt ein muskelinvasives Stadium vor, besteht die Indikation zur radikalen Zystektomie und
Lymphadenektomie mit anschlieBender Harnableitung. Ergénzt werden sollte dieser Eingriff,
wenn immer moglich, durch eine perioperative Chemotherapie. Diese erfolgt fiir gewdhnlich mit
Cisplatin-basierten Kombinationstherapien (z. B. mit Gemcitabin) {iber mehrere Zyklen (AWMF
2020). Ein pathologisches Therapieansprechen nach neoadjuvanter Chemotherapie zeigt sich bei
40-60% der Patienten, 20-40% der Patienten weisen eine Komplettremission auf, d.h. im Rahmen
der Zystektomie ist kein Tumor mehr nachweisbar (Anari et al. 2018; Peyton et al. 2018; Lyer et
al. 2020). Hierdurch wird das 5-Jahres-Gesamtiiberleben der Patienten um 5-8% verbessert (Yin
et al. 2016). Zusitzlich werden seit kurzem Immuncheckpoint-Inhibitoren in der adjuvanten
Therapie des muskelinvasiven UCs eingesetzt (Bajorin ef al. 2021; Apolo et al. 2024). Ein
Problem der neoadjuvanten Therapie ist, dass nicht alle Patienten auf diese Behandlung
ansprechen und potenziell wihrend der Chemotherapie der Tumor auch fortschreiten kann.
Hierdurch konnte sich die Prognose verschlechtern (Zargar ef al. 2015). Weiterhin sind nicht alle
Patienten fiir eine Cisplatin-basierte Therapie geeignet. Priadiktive Biomarker, die das Ansprechen
auf diese Therapien vorhersagen und somit einen individualisierten Therapieansatz ermoglichen

konnten, gibt es aktuell noch nicht.

Die Cisplatin-basierte Chemotherapie ist seit iiber 30 Jahren die standardhaft durchgefiihrte
Behandlung. Auch bei Patienten im metastasierten Stadium wird die Cisplatin-basierte
Chemotherapie eingesetzt, jedoch ist nicht jeder Patient fiir diese geeignet. Liegt ein ECOG-Score
von > 2, ein signifikanter Horverlust, periphere Polyneuropathie, eine Herzinsuffizienz im
Stadium NYHA > Grad III oder eine glomerulére Filtrationsrate (GFR) von < 40 ml/min vor,
muss alternativ Carboplatin eingesetzt werden. Eine GFR von 40-60 ml/min stellt eine relative
Kontraindikation dar. Diese Alternative zeigt allerdings eine geringere Effektivitit bei einer
Ansprechrate von 41,2% im Vergleich zu 49% bei der Cisplatin basierten Standardtherapie
(Amsberg et al. 2022). Die Standard-Kombinationschemotherapie mit Cisplatin zeigt sich also
leider nur miBig wirksam. Fin flihrendes Problem ist fortschreitende Entwicklung von
Resistenzen und die dadurch zeitlich begrenzte therapeutische Wirkung (Thy ef al. 2021). Eine

Entwicklung neuer Therapieansétze ist also dringend erforderlich.

Die Immuntherapie mit Anti-PD1/ -PDL1 Immuncheckpoint-Inhibitoren stellt solch eine neue
Therapiemoglichkeit fiir Patienten mit metastasierten Karzinomen dar, das Therapieansprechen
bleibt allerdings auch hier mit etwa 25% gering (Song et al. 2019). Finf unterschiedliche
Substanzen sind seit 2016 zugelassen: Pembrolizumab und Nivolumab, gerichtet gegen PD-1,

sowie Atezolizumab, Avelumab und Durvalumab, gerichtet gegen PD-L1. Eingesetzt werden
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diirfen diese als Zweitlinientherapien. Pembrolizumab und Atezolizumab sind zusétzlich als
Erstlinientherapien bei Patienten, die sich nicht fiir eine Cisplatin- oder Carboplatin-basierte
Chemotherapie eignen, indiziert, wenn eine Uberschreitung des Schwellenwertes der PD-L1
Expression immunhistochemisch bewiesen werden konnte (Lenis et al. 2020). Eine generelle
Platin-Eignung liegt u.a. bei einem ECOG-Score von >3 oder einer GFR von <30 ml/min nicht

mehr vor. Die Ansprechraten lagen bei in diesen Féllen bei 23% und 24% (Amsberg et al. 2022).

In diesem Kontext wurde kiirzlich vielversprechende Daten zu einer Kombinationstherapie mit
dem Immuncheckpoint-Inhibitor Pembrolizumab sowie dem Antikorper-Wirkstoff-Konjugat
(ADC — antibody-drug-conjugates) Enfortumab-Vedotin publiziert. In einer Phase III Studie
wurden unbehandelte metastasierte und/oder inoperable Urothelkarzinom-Patienten mit
Enfortumab-Vedotin und Pembrolizumab als Kombinationstherapie behandelt.  Diese
Behandlung fiihrte zu einer deutlichen Verbesserung sowohl des Tumoransprechens (+23,3%) als
auch des (hazard ratio 0,45) als auch des Gesamtiiberlebens (hazard ratio 0,47) verglichen mit
einer platin-basierten Chemotherapie (Powles et al. 2024). Platin-basierte Kombinationstherapien
werden aber auch weiterhin einen hohen Stellenwert haben. Zum einen ist die Behandlung mit
Enfortumab-Vedotin und Pembrolizumab ungleich teurer und kann somit sicher nicht von allen
Gesundheitssystemen iibernommen werden, zum anderen ist zum aktuellen Zeitpunkt nach einer

solchen neuen Erstlinientherapie der Einsatz Platin-basierter Kombinationen der Standard.

1.7.1. Zellbasierte Immuntherapien

Eine adoptive Immuntherapie, z. B. im Rahmen einer adoptiven T-Zell-Therapie, auch genannt
CAR-T-Zell-Therapie, stellen weitere neue Formen der Immuntherapie von Blasenkrebs dar, die
in den letzten Jahren verstirkt erforscht wurden (Nelson et al. 2021). Diese Ansitze bendtigen

hochgradig spezifische Tumormarker.

Der Anfang der adoptiven T-Zell-Therapie lag in der Entdeckung der so genannten
,tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL)*. Diese werden aus dem Tumorgewebe isoliert und
nach einer ex-vivo-Vermehrung dem Patienten zuriickgespendet. Diese Idee kam auf, als erkannt
wurde, dass eine bessere Prognose nach der Therapie mit dem Vorliegen von infiltrierenden

Immunzellen im Tumorgewebe korreliert (Muthigi et al. 2016).

Im Bereich der Therapie des Melanoms hat sich diese Methode als aussichtsreiches
Therapieregime erwiesen. Dudley et al. berichten in ihrer Publikation aus dem Jahre 2005, dass
50% der Patienten mit fortgeschrittenem Melanom auf die Behandlung angesprochen haben.
Dieser Erfolg hat sich allerdings nicht auf weitere Entitéten iibertragen lassen, hierfiir lassen sich

verschiedene Ursachen erahnen: die TIL sind in anderen Krebsarten schwerer zu isolieren, die
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Anzahl ist meist nicht ausreichend. Eine geringere Anzahl an Mutationen in anderen Krebsarten
im Vergleich zum Melanom sowie eine verminderte Immunogenitit der tumorassoziierten
Antigene (TAA) anderer Entititen konnte ebenfalls ursdchlich sein (Duong et al. 2015).
AuBerdem handelt es sich bei der Gewinnung der TILs um ein invasives Verfahren und die

Moglichkeit der ex-vivo-Proliferation muss gegeben sein (Brancato et al. 2015).

In einer 2010 durchgefiihrten Machbarkeitsstudie von Sherif et a/. wurde die Isolation und Re-
Infusion der TILs bei Patienten mit metastasierten Urothelkarzinomen angewandt, es liegen
allerdings noch keine Langzeitergebnisse vor und es ist noch unklar, wie wirksam dieser Ansatz
hier sein wird. Zu Beginn der Studie wurden 12 Patienten ausgewihlt, bei sechs von diesen musste
der Vorgang auf Grund von technischen Schwierigkeiten abgebrochen werden, bei den restlichen

wurde die Infusion ohne jegliche unerwiinschten Wirkungen vollzogen (Sherif ef al. 2010).

Um eine Ausdehnung der Anwendung der Immuntherapie auf weitere Tumor-Entititen zu
ermoglichen, wurde das Verfahren gentechnisch weiterentwickelt: die nun aus dem peripheren
Blut isolierten T-Zellen werden iiber virale Vektoren so transduziert, dass sie einen
rekombinanten T-Zell-Rezeptor exprimieren, der ein spezifisches TAA erkennt. Die Zellen
weisen nun also einen so genannten gentechnisch modifizierten Antitumor-T-Zell-Rezeptor
(TCR) auf. Auch diese T-Zellen werden dem Patienten zuriickgespendet (Muthigi et al. 2016).
Voraussetzung ist hier natiirlich, dass das gewéhlte spezifische Antigen auch von dem Tumor
exprimiert wird. Es muss sich also um ein Antigen handeln, das von einer antigenprisentierenden
Zelle (APC) prozessiert und anschlieBend auf der Zellmembran iiber einen MHC-Rezeptor
prasentiert wird. Die Wirkung dieser Therapie ist also auch eingeschriankt, wenn der Tumor die
MHC-Molekiile herunterreguliert und sich vor den Immunzellen verbirgt (Duong ef al. 2015).
AuBlerdem wurde auch die Bildung potenziell autoreaktiver TCR beschrieben, in priklinischen
Mausmodellen war hier wohl die Verbindung von endogenen und transduzierten TCR urséchlich

(Bendle et al. 2010).

Um der MCH-Runterregulierung entgegenzuwirken, wurden sogenannte chimaére
Antigenrezeptoren (CAR) entwickelt. Die hier ebenfalls peripher isolierten T-Zellen werden bei
dieser Technik mit einem chimiren Rezeptor transduziert. Dieser besteht zusitzlich aus einem
single-chain-variable-fragment (scFv), also aus einer variablen Region einer Antikérperdomine,
die spezifisch ein ausgewihltes Antigen erkennt. Dieser Antikorper-Teil bindet das jeweilige
Antigen, eine MHC-Bindung ist zur Aktivierung also nicht erforderlich (Brancato et al. 2015).
Uber Transmembrandominen ist das scFv mit den intrazelluliren Signaldominen des TCR

verbunden und kann so eine Aktivierung der T-Zelle bewirken.

Neben der Umgehung der MHC-Runterregulierung und der daraus resultierenden Immunflucht
haben die CAR auch weitere Vorteile, so konnen sie z. B. auch gegen Lipid- oder
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Kohlenhydratantigene gerichtet werden. Aber trotz des Fortschritts hat auch diese Methode noch
ihre Nachteile: sollte der bekdmpfte Tumor das ausgewéhlte Antigen herunterregulieren oder
verlieren, kann er sich so erneut der Erkennung durch die CAR-T-Zellen entziehen (Duong et al.

2015).

In einer Publikation von Grunewald et a/ wurden zudem CAR-T-Zellen, die sich gegen die
Antigene EGFR und CD44v6 richteten, mit Harnblasenkarzinom-Zelllinien, die zuvor entweder
mit dem DNA-Methyltransferase-Inhibitor (DNMTi) Decitabin oder dem Histon-Deacetylase-
Inhibitor (HDACi) Romidepsin behandelt wurden, ko-inkubiert und anschlieBend eine
Zytotoxizitdtsanalyse vorgenommen (Grunewald et al. 2021). Die Messungen ergaben, dass eine
Vorbehandlung der Tumorzellen mit Decitabin die Effizienz der CAR-T-Zellen bei der

Zerstorung der Tumorzellen verbessert.

Nach positiven praklinischen Resultaten wurde die Wirksamkeit der CAR gegen unterschiedliche
Entitdten in diversen Studien getestet. In einer Studie mit drei an einem Neuroblastom erkrankten
Patienten, die GD2-spezifische CAR erhalten haben, lieB sich erstmals ein vollstindiges

Ansprechen erreichen (Louis et al. 2011).

Alles in allem zeigt sich die adoptive T-Zell-Therapie also als verheilungsvoll, im Bereich der
Urothelkarzinome wurde diese aber noch nicht vollstindig exploriert. Da Urothelkarzinome aber
eine grofle Anzahl an urothel-spezifischen Antigenen sowie eine hohe Mutationsrate aufweisen,

lassen sich in der kiinftigen Forschung gute Ergebnisse erhoffen.

1.8. Molekulare Subtypisierung

Im Jahre 2012 wurde einer der ersten Ansétze zur klinisch relevanten molekularen Subtypisierung
muskelinvasiver-Urothelkarzinome veroffentlicht (Sjodahl ez a/. 2012) und somit ein Anfang, die
grofle Heterogenitét im Verhalten dieser Entitét zu erkldren. Es wurden fiinf Subtypen definiert:
,Urobasal A, ,.genomically unstable (genomisch unstabil)”, ,,Urobasal B, ,squamous cell
carcinoma like (Plattenepithelkarzinom-éhnlich)“ und ,,infiltrated class of tumors (stark von
Nicht-Tumorzellen infiltriert). Um diese zu validieren, wurden drei unabhingige, 6ffentlich
zugingliche Datensdtze verwendet, bestechend aus Genexpressionsprofilen von 308
unterschiedlichen Tumoren. Die unterschiedlichen Subtypen zeichneten sich unter anderem durch
differierende Expressionsmuster der Zytokeratine sowie von FGFR3-Expression oder Mutation
oder bestimmte Mutationsprofile aus. Auflerdem war zu vermerken, dass diese Subtypen ein
unterschiedliches Uberleben aufwiesen: Urobasal B und die Plattenepithelkarzinom-dhnliche
Gruppe zeigten die schlechteste, die infiltrierten und genomisch instabilen eine moderate und

Urobasal A eine gute Prognose auf.
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Im Jahre 2014 folgten drei weitere Ansétze zur Subtypisierung, publiziert von Damrauer et al,

Choi et al und dem TCGA.

Damrauer et al beschrieben ein Zwei-Gruppen-System, ,,Juminal® und ,,basal-like*, dhnlich zu
den molekularen Subtypen von Brustkrebs. Identifiziert wurden diese durch ein Consensus-
clustering, durchgefiihrt an Genexpressions-Daten eines Datensets aus high-grade MIBCs. Auch
hier konnte ein signifikant geringeres Uberleben der Tumore, die sich der basalen Gruppe
zuordnen lieBen, nachgewiesen werden. AuBerdem definierte Damrauer et al/ das ,,BASE47
(,,bladder cancer analysis of subtypes by gene espression®)”, einen Gen-Set-Pradiktor, bestehend
aus 47 Genen, der eine akkurate Klassifizierung in diese Subtypen gewihrleisten sollte. Der
basale Subtyp wies z. B. eine erhohte Expression von KRT14, KRTS5 und CD44 auf, wiahrend der
luminale Subtyp sich durch erhhte Mengen an Uroplakinen und KRT20 auszeichnete (Damrauer

etal. 2014).

Choi et al definierte neben den basalen und luminalen Subtypen einen Weiteren, die ,,p53-like
MIBCs“. Diese Gruppe zeigte in der Studie eine permanente Resistenz gegen eine mit Cisplatin,
Methotrexat, Vinblastin und Doxorubicin durchgefiihrte neoadjuvante Chemotherapie. Die
basalen MIBCs waren auch in dieser Studie die aggressivste Form der Erkrankung, daneben
zeichneten sie sich durch eine plattenepithelartige Differenzierung und p63-Aktivierung aus. Die
luminalen MIBCs wiesen u. a. aktivierende FGFR3-Mutationen sowie Hinweise auf eine

aktivierte PPARy-Transkription auf (Choi ef al. 2014).

Die RNA-Sequenzierungen von 129 Tumoren des TCGAs ergaben vier verschiedene Subtypen,
»Cluster I-IV* (TCGA 2014). Cluster I wurde auf Grund der mehrheitlichen papilldren
Morphologie als ,,papillary-like* bezeichnet und wies auflerdem eine erhohte FGFR3 Expression
sowie Mutationsrate und eine erhohte Anzahl an FGFR3 Kopien auf. Cluster III wurde néher als

,»basal/squamous-like* definiert, Cluster Il und I'V hingegen wurden nicht genauer benannt.

2015 konnten Aine et al nachweisen, dass sich diese Klassifizierungen hierarchisch ordnen lassen
(Aine et al. 2015). Auf der hochsten Ebene erfolgt die Unterteilung in luminal und basal, welcher
sich die drei-Typen-Klassifikation von Choi et a/ und anschlieBend die vier-Typen-Klassifikation
des TCGA unterordnen lassen. Der luminale Subtyp auf der hochsten Ebene ldsst sich nach Choi
et al weiter in den Luminalen und TP53-like-Subtypen unterteilen, der basale Subtyp wird von
Choi nicht weiter spezifiziert. Eine weitere Stufe tiefer enthélt der Basale Subtyp die TCGA
Cluster III und IV, der Luminale das Cluster I und der TP53-like-Subtyp das Cluster II. Hierzu
wurde ein Datensatz des TCGA, bestehend aus 234 MIBC-Proben, einem bootstrap-

hierarchischen Konsens-Clustering unterzogen.
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Um die verschiedenen Modelle der Subtypisierung weiter in Einklang zu bringen, fand 2016 ein
Konsens-Meeting statt (Lerner et al. 2016). In diesem wurde in Ubereinstimmung der Basal-
squamos-dhnliche-Subtyp, ausgezeichnet durch eine hohe Expression von KRT5/6 und KRT14
sowie durch eine niedrige Expression von GATA3 und FOXAI1, definiert. Auch die Existenz
einer Gruppe von Tumoren mit urothelialer Differenzierung wurde anerkannt, die molekulare

Definition stand aber weiterhin aus.

Sjodahl et al verdffentlichte 2017 eine liberarbeitete und erweiterte Klassifikation (,,Lund-
Klassifikation*). In dieser kamen zwei verschiedene Methoden zum Einsatz: fiinf Subtypen
wurden auf der Basis von Immunhistochemischen-Farbungen sowie Tumorzellphdnotypen und
sechs  Subtypen bzw.  Genexpressionscluster =~ wurden auf der Basis von
Genomexpressionsanalysen definiert. Die fiinf Tumorzellphdnotypen wurden als urothelial-like,
genomically unstable, basal/SCC-like, mesenchymal-like und smal-cell/neuroendocrine-like
bezeichnet. Den sechs Konsensclustern wurden die Bezeichnungen urothelial-like (Uro),
genomically unstable (GU), epithelial-infiltrated (Epi-inf), squamous cell carcinoma-
like/mesenchymal-infiltrated (SCCL/Mes-Inf), SCCL/UroB und small-cell/neuroendocrine-like
(sc¢/NE) gegeben. Sjodahl et al merkten an, dass eine Kombination beider Methoden fiir eine
addquate Subtypisierung von MIBC erforderlich ist (Sjodahl ef al. 2017). 2018 wurde dieses
System an einem unabhingigen TCGA Datensatz validiert (Marzouka et al. 2018).

Ebenfalls 2017 identifizierten Robertson er al fiinf Expressionssubtypen durch RNA-
Sequenzierungen an 406 MIBC Proben: luminal-papilldr, luminal-infiltriert, luminal, basal-
squamds und neuronal (Robertson et al. 2017). In dieser Publikation wurde zudem erstrebt,
mogliche Therapieempfehlungen anhand dieser molekularen Subtypen zu formulieren. Validiert

werden konnte diese allerdings nicht.

2019 folgte durch die ,,The Bladder Cancer Molecuar Taxonomy Group* eine erneute Bemiihung,
einen Konsens fiir die molekularen Subtypen des MIBCs zu erreichen (Kamoun et al. 2018). Die
sechs ver6ffentlichten MIBC-Klassifizierungen wurden genutzt, um anhand von 1750 MIBC-
Transkriptomen sechs molekulare Klassen zu definieren: Luminal Papillary, Luminal Non-
Specified, Luminal Unstable, Stroma-rich, Basal/Squamous und Neuroendocrine-like, bezeichnet

als ,,Baylor-Klassifikation®.

Im gleichen Jahre veroffentlichte Sjodahl et al einen Algorithmus fiir die immunhistochemische
Subtypisierung von MIBC, basierend auf den 2017 definierten Subtypen URO, GU, Basal-SCC-
like, Mes-like und NE-like (Sjodahl et al. 2019). Mit diesem Algorithmus arbeitet auch die hier
vorgelegte Arbeit. Die auf Immunhistochemie basierende Subtypisierung stellt eine
kostengiinstige und schnelle Alternative gegeniiber den Transkriptom-Analysen dar, die sich
leicht in den klinischen Alltag integrieren lassen konnte.
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Es bestehen somit sowohl Ubereinstimmungen als auch widerspriichliche Daten beziiglich der
Subtypisierung von Urothelkarzinomen der Blase. Die Prognose der unterschiedlichen Typen und
die individuelle Therapie dieser mit dem besten Erfolgsversprechen wird weiterhin diskutiert. Um
hier zu einem endgiiltigen Consensus zu gelangen ist es erforderlich, eine groe Anzahl an
unabhéngigen Kohorten mit Daten zum klinischen Follow up und zur Subtypisierung beziiglich
des Uberlebens und des Therapieansprechens zu analysieren. Die Analyse der UKD-hauseigenen

Kohorte in diesem Projekt soll zu diesem groflen Bestreben beitragen.

1.9. Ziele der Arbeit

Diese Arbeit verfolgte zwei zentrale Ziele. Zum einen sollten neue, moglichst tumorspezifische,
Zielmolekiile fiir eine CAR-T-Zell-Therapie des Urothelkarzinoms identifiziert werden. Hierzu
kamen zunéchst bioinformatische Techniken zum Einsatz, gefolgt von Analysen an Zelllinien,
anschlieBend auf mRNA-Ebene und schlieBlich iiber immunhistochemische Farbungen an
manuell erstellten Tissuemicroarrays (TMA) auf Protein-Ebene. Diese TMAs wurden aus
Paraffin-Gewebeproben einer eigenen Kohorte von Patienten, die am UKD wegen eines

Harnblasenkarzinoms in Behandlung waren, erstellt.

Ein zweites Ziel war, die unter anderem im ersten Teil der Arbeit identifizierten Zielmolekiile
hinsichtlich ihrer Eignung als mogliche pradiktiver Biomarker, die das Ansprechen der Patienten
auf ihre Therapie vorhersagen konnten, anhand dieser Kohorte zu untersuchen. Konkret wurde
zundchst untersucht, ob sich das Therapieansprechen der neoadjuvant-therapierten Patienten mit
der Expression verschiedener Marker in Verbindung bringen ldsst. Dariiber hinaus sollte eine
molekulare Charakterisierung der Kohorte, durch Klassifizierung in molekulare Subtypen,
Erhebung der Expression von Immuncheckpoint-Proteinen sowie Bestimmung von
Proliferationsaktivitit und Inflammation iiber weitere immunhistochemische Farbungen erfolgen,
um mogliche Verdnderung der Biomarker im Krankheitsverlauf und unter Therapiedruck

nachverfolgen zu kénnen.
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2. Material und Methode

2.1. Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv dieser Arbeit bestand aus insgesamt 60 Patienten mit urothelialem
Blasenkarzinom, die am Universitits-Klinikum-Diisseldorf in den Jahren 2004 bis 2021 eine
Systemtherapie erhalten haben. Die Patienten wurden iiber eine Abfrage der Datenbanken der
Klinik fiir Urologie am UKD identifiziert. Darauthin wurde gepriift, ob Tumorgewebe asserviert
wurde. Die Aufklirung iiber die Asservierung und Verwendung ihres Biomaterials erfolgte
miindlich und mittels der Patienteninformation und -aufklarung schriftlich. Bei einigen bereits
verstorbenen Patienten ohne Einwilligung wurde der mutmalBliche Patientenwille durch
Kontaktaufnahme mit den Angehdrigen eruiert, die Daten dieser Patienten werden in einem mit
der Ethikkommission abgestimmten Verfahren nach Abschluss der Datenerhebung an der Quelle
anonymisiert (Ethikvotum 2020-1232). Zur Probengewinnung fand kein zusétzlicher Eingriff
statt, unabhidngig davon war bei sdmtlichen Patienten die entsprechende Operation klinisch
indiziert. Gewebe wurde in Trans-urethralen Resektionen der Blase (TUR-B), Zystektomien und
Biopsien von Metastasen oder Lokalrezidiven gesammelt. Von einzelnen Patienten waren
konsekutive Proben vor und nach Therapie verfligbar. Die Kohorte ldsst sich entsprechend der
Behandlung in vier Untergruppen einteilen: 19 Patienten haben Immun-Checkpoint-Inhibitoren,
19 eine neoadjuvante, 26 eine palliative und fiinf Patienten eine adjuvante Chemotherapie
erhalten. Einige Patienten sind dabei Teil von mehr als einer dieser Gruppen, haben also z.B.
sowohl einen Immun-Checkpoint-Inhibitor als auch palliative Chemotherapie erhalten. Die
Ethikkommission des UKD hat diese Studie begutachtet und befiirwortet (Ethikvotum 2020-
1232), krankheitsrelevante Daten der Patienten werden pseudonymisiert (mit Ausnahme der

anonymisierten Daten der verstorbenen Patienten ohne Einwilligung) gespeichert.

2.2. Bezugsquellennachweis

2.2.1. Chemikalien

Agarose Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, Vereinigte Staaten
Rotiphorese®50x TAE Puffer Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Aqua dest. Fresenius Kabi AG,
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Paraffin Pellets (56-58°)

2.2.2 Verbrauchsmaterialien

Light Cylcer 480 Multiwell Plate 96

Light Cycler 480 Sealing Foil

Pipetten

Mikroreaktionsgefdfie 2,0 ml, 0,5 ml

Mikroreaktionsgefal3 1,5 ml

Multipette Combitips advanced

2.2.3.Gerite

Vortex Mischer

Zentrifugen: Centrifuge 5418, mini spin

Light-Cycler ®

Multipette Stream

Agarosegelkammer;

Separation Systems

Model:

B2,

Owl

Bad Homburg, Deutschland
Engelbrecht — Medizin & Labortechnik GmbH

Edermiinde, Deutschland

Roche AG,

Basel, Schweiz

Roche AG,

Basel, Schweiz
Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG,
Niimbrecht, Germany
Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Labin GesmbH,

Dietersdorf, Osterreich
Eppendorf AG,

Hamburg, Deutschland

Roche AG,

Basel, Schweiz

Eppendorf AG,

Hamburg, Deutschland
Thermo Fischer Scientific Inc.,

Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten
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Analysewaage

Mikrowelle

Stromquelle

Kamera/UV-Licht-Kammer fiir Agarosegel

Thermocycler (TRIO-Thermoblock)

Autoklav

Paraffineinbettungs-Station Pfm 4004

Manual Tissue Arrayer - MTA1

Manual Tissue Arrayer Stanzen 1,5mm

Depth Stop Kit DSK-1

Brutschrank, Modell 200

Mikroskop AXIO Scope.Al

Ventana Benchmark XT

Ventana Benchmark Ultra

QR-Code Drucker: Ventana Ebar I1

Brutkasten

Kithlbank

Schlitten-Mikrotom HM400

KERN & Sohn GmbH,

Balingen, Deutschland

Kiippersbusch Hausgeridte GmbH
Gelsenkirchen, Deutschland

Biometra Biomedizinische Analytik GmbH,
Jena, Deutschland

Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen, Deutschland

Biometra Biomedizinische Analytik GmbH,
Jena, Deutschland

Systec GmbH,

Linden, Deutschland

PFM medical AG,

Koln, Deutschland

Becher Instruments Inc, genXpress Service &
Vertrieb GmbH, Wiener Neudorf, Osterreich
Estigen OU

Tartu, Estonia

Becher Instruments Inc, genXpress Service &
Vertrieb GmbH, Wiener Neudorf, Osterreich
Memmert GmbH + Co. KG,

Schwabach, Deutschland

Carl Zeiss Sports Optics GmbH,

Wetzlar, Deutschland

Roche AG,

Basel, Schweiz

Roche AG,

Basel, Schweiz

Roche AG,

Basel, Schweiz

Koéttermann GmbH,

Uetze, Deutschland

Miles Scientific Corp.

Newark, Delaware, Vereinigte Staaten
Microm International GmbH

Walldorf, Deutschland
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Wasserbad fiir Mikrotom

Objekttriager

FISH-Mikroskop (Fotographie) DM550B
Leica Kiibler CODIX

LEICA CTR5500

Kamera: C-MOUNT, KY-F75U, 3-CCD

2.2 .4.Software

Microsoft ® Excel ® 365 fir Windows

IBM SPSS Statistics, Version 27

GraphPad Prism 6.0

Light Cycler ® 96 SW 1.1
Intas GDS fiir Windows

DISKUS32, 2010

Human Protein Atlas proteinatlas.org

GeneCards - Onlinedatenbank

Medax GmbH & Co. KG,
Neumiinster, Deutschland

Klinipath BV,

Duiven, Niederlande

TOMO® Matsunami Glass IND LTD,

Osaka, Japan

Leica Microsystems

Wetzlar, Deutschland

JVCKENWOOD Deutschland GmbH
Bad Vilbel, Deutschland
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Microsoft Corporation, Redmond
(Washington, USA)

IBM Corporation, Armonk, New York,
Vereinigte Staaten

GraphPad Software, Kalifornien, Vereinigte
Staaten

Roche AG, Basel, Schweiz

Intas Science Imaging Instruments GmbH
Gottingen, Deutschland

DISKUS Mikroskopische Diskussion

Konigswinter, Deutschland

Weizmann-Institut fiir Wissenschaften



2.2.5. Antikorper

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten primiiren und sekundiiren Antikiérper

Antikorper Klon Spezies = Verdiinnung Antigen- Inkubations Katalognummer Hersteller

Demaskierung -dauer

(min)
EpCAM Ber-EP4 Maus = 1:400 Protease 32 MO080401-2 Dako
CDh4 SP35 Hase 1:100 Hitze 20 CI851C01 DCS
CD8 C8/144B  Maus  1:200 Hitze 32 M710301-2 Dako
CK5 XM26 Maus  1:100 Hitze 28 NCL-L-CK5 Leica
FOXP3 86D Maus 1:100 Hitze 32 ACI 3197 A,C Biocare
GATA-3  L50-823 Maus | 1:200 Hitze 28 CM 405 B Biocare
LAG3 CAL26 Hase 1:100 Hitze 32 ACI 3213 A,B Biocare
Ki67 MIB-1 Maus  1:100 Hitze 24 M724001-2 Dako
P16 IC2 Maus = 1:200 Hitze 28 Mob575 Zytomed
PD-L1 28-8 Hase 1:400 Hitze 28 M365329-2 Abcam
TIGIT BC41 Maus 1:100 Hitze 32 ACI 3254 A, C  Biocare
PD-1 NATI105 | Maus | 1:25 Hitze 28 315M-96 Cell Marque
EGFR 2-1E1 Maus 1:100 Protease 32 MSKO014-05 Zytomed
CD44v6 VFF-18 Maus  1:1000 Hitze 28 MAB4073 Sigma-
Aldrich/Merck
TERT TERT Hase 1:50-1:100 = Hitze 28 CO00169F Signalway
BIRC5 BIRCS Hase 1:1000- Hitze 28 HPA002830 Sigma-
1:2500 Aldrich/Merck
TROP2 TAC Hase 1:500 Hitze 28 HPAO055067 Sigma-
-STD2 Aldrich/Merck
NECTIN4 NECTIN4 Hase 1:200 Hitze, 88min 28 MABT64 Sigma-
Aldrich/Merck
2.2.6. Primer
Tabelle 5: Verzeichnis der verwendeten Primer (Luna)
Gen Primer forward (PF)/ Annealing Sequenz (5°-3¢)
Primer reverse (PR) Temperatur
(Tm °C)
RIMS2 PF 63.0 TTTGGGAGCAAAAGATCTCC
PR 63.9 TCCATTTGGGTTCCAATGTT
RAB26 PF 64.5 ACTTGGCCTTCACAGCCATA
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NPTXR

FAM129A

FAM129B

PTPRN

DLL3

MAGEAL1

RAPSN

TERT

ALPP

ADAM?22

TROP2

NECTIN4

TBP

PR 63.8
PF 64.2
PR 63.8
PF 63.9
PR 63.5
PF 64.0
PR 64.1
PF 64.9
PR 65.0
PF 64.5
PR 63.9
PF 64.4
PR 64.2
PF 63.9
PR 63.9
PF 64.4
PR 64.6
PF 63.9
PR 64.4
PF 64.1
PR 63.9
PF 64.1
PR 64.1
PF 64.0
PR 63.7
PF 62.0
PR 66.1

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte Staaten

CCTCGACCCTCCCTCTTAAC
CAGAGGCAGGAAGTGGAAAA
GCATCTGGAGGACTGTAGGC
GGAACGATCCGTTCTGACAT
TCTCCAAGCAGCTTTTCTCC
TGGACCAAATTATCACCTCCA
CCAGGATGGATGGGATGTAG
GATTGTCCTGGCACGATGA
GCAGGACCAGGTCTCTTGG
ACCGGTCTACACCGAGCA
CCAGGTTTCGATGATGAAAGA
CCTCCTCCTCCTCTCCTCTG
TCTGGGGAGGATCTGTTGAC
CGCTACAAGGAGATGCTGAAG
TGCCAGGTTCAGGTAGCTCT
ATGTCACGGAGACCACGTTT
CTGCACCCTCTTCAAGTGCT
GGTGAACCGCAACTGGTACT
CATGTACTTTCGGCCTCCAC
AGGTGTCTTCCTGTGGCTTCT
TGCAATCAGAACCTATCCAGTG
ACCTCCAAGTGTCTGCTGCT
GTCGTAGAGGCCATCGTTGT
CTGCCATGTCAGCAATGAGT
CACTAGGTCCACCTGCTTCC
GAGCCAAGAGTGAAGAACAGTC
GCTCCCCACCATATTCTGAATCT

Tabelle 6: Ubersicht iiber die verwendeten Primer (SYBR-Green)

Gen
MAGEA1

BIRCS

Sequenz/
QuantiTect® Primer Assay

QT00012320
PF  AGGACCACCGCATCTCTACAT

PR AAGTCTGGCTCGTTCTCAGTG
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Tm °C  Hersteller
/ Qiagen N.V.
Hilden, Diisseldorf
64.7 Sigma-Aldrich, St. Louis,
63.6 Missouri, Vereinigte Staaten



2.2.7. Substanzen fiir Reverse Transkription und quantitative Real-Time

PCR

Tabelle 7: Substanzen fiir Reverse Transkription und quantitative Real-Time PCR

Luna® Universal gPCR Master Mix New England BioLabs Inc.

Ipswich, Massachusetts, Vereinigte Staaten
SYBR® Green Master Mix Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
GelRed® Prestain Plus 6X DNA Loading Biotium
Dye Fremont, Vereinigte Staaten
O'GeneRuler DNA-Leiter-Mix,
gebrauchsfertig, 100-10.000 bp

dNTP-Mix (10 mM) Thermo Fischer Scientific Inc.,
Oligo(dT)18 Primer (0.2pg/nl) Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten
Random Hexamer Primer (0.2 pg/nl)

RT-Buffer (5x)

Maxima H Minus Reverse Transcriptase

(200 U/pnd)

RiboLock RNAse Inhibitor (40U/ul)

2.2.8. Substanzen fir Immunhistochemie

Tabelle 7: Substanzen fiir Inmunhistochemie

Ventana EZ Prep
Ventana Ultra LCS
Ventana SSC

Ventana Reaction Buffer
Ventana Ultra CC1/2
Ventana SISH

Ventana Option
Protease 1 Roche AG,
Bluing Reagent Basel, Schweiz

View Universal DAB-Inhibitor
View Universal HRP Multimer
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View Universal DAB Chromogen

View Universal DAB H202

View Universal DAB Copper
OptiView DAB THC Detection Kit
UltraView DAB IHC Detection Kit

Antikorper Verdiinnungspuffer

2.2.9. Zelllinien

In dieser Publikation wurden iiberwiegend kommerziell erhiltliche, maligne sowie benigne

Zelllinien  verwendet.

Eine

genaue

Zytomed Systems GmbH
Bargteheide, Deutschland

Aufzihlung inklusive pTNM-Klassifikation,

Differenzierungsgrad, Herkunftsgewebe und Referenz wird in der folgenden Tabelle

bereitgestellt.

Tabelle 8: verwendete Zelllinien

Geschlecht pTNM Grad | Alter Herkunft Referenz (PMID)
[Jahre]

Kommerzielle maligne

BFTC- F Ta G3 (Tzeng et al. 1996)

905

RT-112 F Ta G2 ucCcC (Marshall et al.
1977)

SW-1710 | F Ta Gl 84 UCC (Kyriazis et al.
1984)

UM-UC- M G3 TUR-B, UCC (Grossman et al.

6 1986)

RT-4 M T1 GI-2 63 Papillére (Rigby und Franks

Rekurrenz, UCC | 1970)

647v M T1/T2/3a | G2 59 (Elliott et al. 1977)

VM- M G2 EC (Williams 1980)

CUBI1
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UM-UC-

253J

HT-1376

5637

T-24

J82

639v

Scaber

benigne

HBLAK

TERT-
NHUC

UP146

T4

>T2

Ta

T3

G3

G4

G3

G2

G3

G3

G3

24

53

58

68

81

69

UCC

LK-Metastase,
uccC
uccC

EC

UCC

SCC (squamos)

Kaufliche
Zelllinie Fi.
CellnTec, aus
Ureter etabliert,
spontan
immortalisiert

In der AG
Knowles aus
Ureter  etabliert
und TERT
immortalisiert;
weltweit zur
Verfligung
gestellt

Primére

Zellkultur UKD,

(Grossman et al.

1986)

(Elliott et al. 1974)

(Rasheed er al.
1977)
(Fogh et al. 1977)

(Bubenik et al.
1973)
(O'Toole et al.
1978)
(Elliott et al. 1977)

(O'Toole et al.
1976)

(Hoffmann et al.
2016)

(Chapman et al.
2006)



UP152

UP249

UP248

UP263

PREC

PBMCs

Fibroblas

ten

S. Kommentar

unten

Kaufliche
Prostata-Epithel-
Zellen
mononukledre
Zellen des
peripheren Blutes

Fibroblasten

(Sobel et al. 2006)

Die Primér-Zelllinien UP146, UP 152, UP249, UP 248 und UP263 wurden vor 2016 aus Material

von Patienten der urologischen Klinik des Universitéts-Klinikum-Diisseldorf pseudonymisiert

etabliert und zur Extraktion von RNA aufgebraucht. Diese RNA wurde der Doktorandin zur

Verfiigung gestellt, die klinischen Daten dieser Patienten sind fiir die Doktorandin nicht bekannt

oder riickverfolgbar (Studiennumer 1788). Die RNA aus mononukledren Zellen des peripheren

Blutes stammt von einem gesunden, freiwilligen Spender. Die RNA von Fibroblasten stammt aus

einer Primérkultur von Vorhautfibroblasten, die in der hiesigen Hautklinik in der zweiten Hélfte

der 1990er Jahre bei Entfernung der Vorhaut aus medizinischen Griinden angelegt wurden.

Weitere Angaben zu den Spendern sind uns nicht tibermittelt worden (Studiennummer 2018-254).

Tabelle 9: RNA extrahiert aus tumorosem und gesundem Blasengewebe

mRNA, extrahiert aus Blasengewebe

Tumor
BT41
BT105
BT120
BT12
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Gesunde Blasen

BN273
BN276
BN274
BN363



BT115 BN357

BT28 BN371
BT62 BN365
BTI111 BN374
BT6 BN373
BT55 BN369
BT322

BT364

Die in Tabelle 9 aufgefiihrten RNA-Extrakte wurden aus Urothelkarzinom (BT) und normalem
Blasengewebe (BN) extrahiert, diese wurden aus der Gewebebank der Urologischen Klinik an
der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf abgefragt (Studiennummer 3836). Auch die

klinischen Daten dieser Patienten sind fiir die Doktorandin nicht bekannt oder riickverfolgbar.

2.2. Biochemische Untersuchungen auf RNA Ebene

2.2.1. Reverse Transkription fiir semi-quantitative Real-Time PCR

Fiir die Umschreibung von einzelstrangiger RNA in komplementire Desoxyribonukleinséure

(cDNA) wurde folgendes Protokoll von Thermo Fischer Scientific verwendet:

Fiir die Primer Hybridisierung wurde jeweils 1 pg RNA mit dest. Wasser zu 12,5 ul aufgefiillt.

Jeder der Proben wurde dann der in der folgenden Tabelle aufgefiihrte Mastermix beigefiigt.

Tabelle 10: Master Mix 1 fiir Reverse Transkription

Komponente Volumen (pul)
dNTP-Mix (10 mM) 1

Oligo(dT) 1s Primer (0,5 pg/nl) 0.25
Random Hexamer Primer (0,2 pg/pl) 0.75

Gesamt 2

Darauf folgte eine 5-miniitige Behandlung bei 65° im Thermocylcer (Zyklus 1, siche Tabelle 12),

anschlieend wurden die Proben vorsichtig zentrifugiert und der zweite Mastermix hinzugefiigt:
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Tabelle 11: Master Mix 2 fiir Reverse Transkription

Komponente Volumen (pul)
RT-Buffer (5x) 4

Maxima H Minus Reverse Transcriptase | 1

(200 U/ul)

RiboLock RNase Inhibitor (40 U/ul) 0.5

Gesamt 5.5

Das weitere Temperaturprogramm des Thermocyclers wurde wie folgt eingestellt:

Tabelle 12: Zyklen/Temperaturprogramm fiir die Reverse Transkription

Zyklus Temperatur (°C) Zeit (Min)
1 65 5

2 25 10

3 50 30

4 85 5

5 4 00

Folgend wurde die cDNA in einer 1:20 Verdiinnung angesetzt und bei -20°C gelagert.

2.2.2. Quantitative Real-Time PCR

Zur Messung der Genexpression wurden farbstoffbasierte Quantitative Real-Time PCRs mit Gen-
spezifischen Primern durchgefiihrt. Die Quantifizierung erfolgte hier iiber die Erfassung von
Fluoreszenzsignalen, diese waren proportional zu der pro PCR-Zyklus vorhandenen dsDNA.
AnschlieBend wurden diese mit der Konzentration des gewéhlten housekeeping-Gens TBP in
Relation gebracht. Um die Standardabweichung zu berechnen, wurden samtliche Proben in

Triplikaten gemessen. Mit Hilfe der Erstellung von Schmelzkurven und der Durchfiihrung einer

Agarose-Gelelektrophorese wurde die Spezifitit der Reaktion tiberpriift.

Tabelle 13: Reaktionsmix fiir Agarose-Gelelektrophorese

Komponente Volumen/Menge
Agarose-Gel Agarose 25¢g

Rotiphorese®50x TAE | 100 ml

Puffer
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DNA-Marker

Probe

O'GeneRuler DNA-Leiter-
Mix, gebrauchsfertig, 100—
10.000 bp

Dest. H20

cDNA (1:20 verdiinnt)
GelRed® Prestain Plus 6X
DNA Loading Dye

Tabelle 14: Reaktionsmix fiir quantitative Real-Time PCR

2 ul

3ul
Sul
1l

Komponente Volumen (ul)
Luna® Universal qPCR Master | 10
Mix/SYBR® Green Mastermix

Template DNA (1:20 Verdiinnung) 2

Forward Primer (10 nM) 0,5

Reverse Primer (10 pM) 0,5

Aqua dest. 7

Gesamt 20

Je nach Kompatibilitit der Primer wurde der Luna® Universal qPCR Master Mix oder der SYBR®

Green Mastermix verwendet und der LightCycler® entsprechen programmiert.

Tabelle 15: Programm fiir quantitative Real-Time PCR im Light Cycler ® 96 SW 1.1 (Luna®)

Programmablauf | Preincubation | 2 Step | Melting Cooling
Amplification

ZyKklen 1 40 1 1

Temperatur 95° 95° 60° 95° | 55° | 97° | 37°

Zeit 60s 15s 30s 10s | 60s | 1s | 30s

Tabelle 16: Programm fiir quantitative Real-Time PCR im Light Cycler ® 96 SW 1.1 (SYBR-Green®)

Programmablauf | Preincubation | 3 Step | Melting Cooling
Amplification

Zyklen 1 45 1 1

Temperatur 95° 95° | 55° | 72° | 95° | 55° | 97° | 37°

Zeit 900s 15s | 30s | 20s | 10s | 60s | 1s | 30s
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https://www.thermofisher.com/de/de/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-reagents/sybr-green-real-time-master-mixes.html

2.3 Tissue microarrays

Bei Gewebemikroarrays handelt es sich um Paraffinblocke, in denen multiple Gewebsstanzen,
oder auch so genannte ,,Cores®, eingebettet sind. Dadurch wird eine simultane Analyse
zahlreicher Proben an nur einem histologischen Objekttrager ermdglicht. In unserer Studie
erfolgte die Erstellung der TMAs mit den Patientenproben unserer Kohorte manuell mit Hilfe
eines Manual Tissue Arrayers (Becher Instruments Inc, genXpress Service & Vertrieb GmbH).
Die vorherige Markierung geeigneter Areale erfolgte anhand der mit H&matoxylin-Eosin
gefarbten Schnitte in Zusammenarbeit mit der Pathologie. Ausgewéhlt wurde ein Core-
Durchmesser von 1,5 mm, in unserem Fall konnte eine TMA dadurch maximal 48
unterschiedliche Proben enthalten. Die Core-Tiefe betrdgt 3 mm. Je sechs dieser Proben dienten
als Negativ- Kontrollen: zwei Cores enthielten gesunde Lymphknoten-Pulpa und vier Cores so
genanntes ,,matched tissue®. Fir dieses haben wir nicht kanzerds befallenes Harnblasengewebe
zweier Patienten aus unserer Kohorte verwendet. Fiir jeden Eingriff waren in unseren TMAs zwei
Cores vorgesehen. Die maximale Anzahl an Cores pro Patienten betrigt, bei drei Eingriffen, also
sechs. Bei einigen Patienten lag uns nur sparliches Tumorgewebe aus einem Eingriff vor, in

diesen Fillen hat es nur fiir einen Core gereicht.

Um das Gewebe der cores weiterhin zu den klinischen Daten des jeweiligen Patienten verkniipfen
zu konnen, wurde eine Karte erstellt, die die genaue Position jedes cores angab. Die Negativ-

Kontrollen dienten hier als Landmarken zur Orientierung.

Nach dem Stanzen der TMAs wurden diese fiir 20-30 Minuten in einem auf 60° erhitzten
Brutschrank aufbewahrt. Nach dem vollstdndigen Auskiihlen der Blocke erfolgte das Erstellen
der 2-3 um dicken Schnitte. Die Leerschnitte wurden daraufhin iiber Nacht im Brutschrank bei
37° aufbewahrt. Nach einer weiteren Lagerung bei 60° fiir eine Stunde erfolgte die Farbung der

Schnitte.

2.4 Immunhistochemische Farbung und Auswertung

Immunhistochemische Farbungen machen es moglich, die Expression bestimmter Antigene im
Gewebe liber eine farbliche Darstellung nachzuweisen. In dieser Studie wurden die insgesamt 17
Féarbungen mittels des Ventana Benchmark XT und des Ventana Benchmark Ultra Systems
(Roche AG, Basel, Schweiz) durchgefiihrt. Je nach Fragestellung unterscheiden diese sich in ihrer
Auswertung.

Die spezifischen Antikorper-Klone, die Spezies, Verdiinnung, Methode der Antigen-
Demaskierung und jeweilige Inkubationsdauer sowie die Hersteller sind in Tabelle 4 ,,Ubersicht

der verwendeten primiren und sekundéren Antikorper* (siehe Seite 19) aufgefiihrt.
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Fiir GATA3, CKS5, p16 und EpCAM erfolgte die Auswertung rein nach einem positiv/negativ-
Kriterium. Lag die Positivitit im jeweiligen Core nicht gleichméBig, sondern nur fokal vor, wurde
dies mit einer Prozentangabe der positiven Zellen vermerkt. Gleiches Kriterium galt fiir PD-1,
hier wurde eine Probe als positiv angesehen, wenn 1% der Zellen eine starke oder 10% der Zellen

eine schwache Fiarbung aufwiesen (analog zu (Sharma et al. 2019)).

Die PD-L1 Auswertung erfolgte anhand der aktuell praxisrelevanten Scoring-Systeme: dem IC
und CPS. Der IC, ,,fmmune Cell Score*, errechnet sich aus dem Quotienten des prozentualen
Flachenanteils der PD-L1 positiven Zellen (hierbei zéhlen Lymphozyten, Makrophagen und
Tumorzellen) und der Anzahl aller vitalen Tumorzellen. Dieses Ergebnis wird zuletzt mit dem
Faktor 100 multipliziert und als Prozentzahl angegeben. Den CPS, ,,combined positivity score*,
erhélt man, indem die Anzahl der PD-L1 gefarbten Zellen durch die Gesamtzahl der vitalen
Tumorzellen geteilt und ebenfalls mit 100 multipliziert wird (u.a. Ubersicht in (Eckstein et al.

2019)).

Da fiir die Auswertung der Lymphatischen Marker CD4, CD8, FOXP3, LAG3 und TIGIT keine
Blasentumor Publikation vorliegt, wurde diese analog zur klinischen Routine des Instituts der
Pathologie durchgefiihrt: die stromalen und intratumoralen Lymphozyten wurden separat
betrachtet. Zunéchst wurde vermerkt, ob diese iiberhaupt im jeweiligen Kompartiment vorhanden
waren, dann wurde die grobe Anzahl der gesamten Lymphozyten geschétzt. Fiir die fiinf Antigene

wurde dann der positive Prozentsatz in Relation zur gesamten Zellzahl angegeben.

Da der Marker Ki67 (MIB-1) ein MaB fiir die Proliferation darstellt, wurde hier die Anzahl der

exprimierenden Tumorzellen in Prozent angegeben.

Fiir die Gene EGFR, CD44v6, TROP2 und NECTIN4 erfolgte die Auswertung auf einer Skala
von 0-3+, je nach Intensitdt der entstandenen Farbung. Im Fall von EGFR reprasentiert die Zahl
0 eine nicht vorliegende Farbung oder nur in einem Anteil von <10% der Tumorzellen an, 1+ eine
unvollstindige membrandre Farbung in >10% der Tumorzellen, 2+ eine schwache, aber
vollstandige und durchgingige Farbung in >10% der Zellen und 3+ eine starke Farbung in mehr

als 10% der Zellen an (analog (Hwangbo et al. 2013)).

Im Falle von CD44v6 wurde die Intensitét der Firbung und der Anteil der gefirbten Tumorzellen
getrennt bewertet. Die Intensitét erhielt je nach Férbung eine Punktzahl zwischen 0 und 3+. Null
zeigte dabei eine negative, 1+ eine schwache, 2+ eine moderate und 3+ eine starke Férbung an.
Auch der Anteil der gefarbten Tumorzellen wurde zunéchst durch eine Punktzahl angegeben,
waren <25% der Tumorzellen gefarbt erhielt dieser Core eine 0, bei 26-50% eine 1, bei 51-75%
eine 2 und bei >75% einen Score von 3. Diese beiden Scores wurden dann miteinander

multipliziert, ein Wert zwischen 1 und 4 zeigt eine schwache CD44v6 Expression, ein Wert
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zwischen 5 und 8 eine moderate und ein Score zwischen 9 und 12 eine hohe CD44v6 Expression

an (analog durchgefiihrt zu (Thanan ef al. 2012)).

Die Auswertung von TROP2 orientierte sich an einer Publikation von Bardia et al. Die TROP2
Expression wurde hier iiber einen so genannten ,,H-Score* (Histochemical Score) berechnet: H-
Score = 3(% stark gefarbte Zellen) + 2(% moderat gefarbte Zellen) + 1(% schwach gefarbte
Zellen). Auch dieser Score beriicksichtig somit sowohl die Intensitit als auch die Anzahl der
gefiarbten Zellen. Lag der H-Score zwischen 0 und 100 wurde dies von Bardia et al als eine
niedrige TROP2 Expression klassifiziert. Lag er zwischen 101 und 200 als eine moderate, und
bei einem Score von 201-300 als eine starke Expression (Bardia et a/. 2021). Um unsere
Fragestellung nach der Tumorselektivitidt von TROP2 besser beantworten zu kdnnen, wurde eine
vierte Kategorie hinzugefiigt: die vollstdndig negativen Proben. In dieser Studie wurden somit

alle Proben mit einem H-Score von 1-100 als eine niedrige Expression eingestuft.

Die Auswertungsmethode der NECTIN4 Féarbungen erfolgte ebenfalls nach dem H-Score, wieder
definiert als die Summe der Intensitit der Farbung auf einer Skala von 0-3 und dem Prozentsatz
der Zellen, die dieser Intensitdt entsprachen. Die Unterteilung in ein negatives oder schwach,
moderat oder stark positives Ergebnis orientierte sich hier aber an einer Publikation von Pia
M. Challita-Eid et al: ein H-Score zwischen 0-14 wurde als negativ angesehen, ein Score
zwischen 15-99 als schwach, zwischen 100-199 als moderat und zwischen 200-300 als stark

positiv eingestuft (Challita-Eid et al. 2016).

Da bei erster Betrachtung die nukledre und cytoplasmatische Expression von TERT deutliche
Unterschiede aufwies, wurden diese beiden Kompartimente getrennt betrachtet und ausgewertet,
die Auswertung erfolgt hier analog zu einer Publikation von Potharaju M ef al. Bestimmt wurde
ein ,,immunoreactivity score* (IRS), in welchen erneut sowohl die Intensitdt als auch der
Prozentsatz der geférbten Zellen einfloss. Die Intensitdt wurde auf einer Skala von 0-3 als negativ,
schwach, maBig oder stark eingestuft. Die Farbung wurde mit 1 bepunktet, wenn <10% der Zellen
positiv waren, mit 2, wenn 10-50% geféarbt waren und mit 3, wenn >50% der Zellen eine Farbung
aufwiesen. Die Summe dieser beiden Werte stellt dann den IRS dar, dieser gilt bei einem Score
von 0 als negativ, bei einem Score zwischen 1-6 als schwach und bei einem Score von >6 als

stark positiv (Potharaju et al. 2019).

Exemplarische Abbildung zum Férbeverhalten von EGFR, CD44v6, TROP2, NECTIN4 und
TERT sind im Abschnitt ,,3.5. Validierung von Kandidaten mittels Immunhistochemischer

Férbung eines Tissuemicroarrays des Ergebnis-Teils vorzufinden (Abbildung 24-28).

Leider konnte mit dem Antikorper fiir BIRCS keine zufriedenstellende Farbung erzielt werden,

so dass dieser Marker ausgeschlossen werden musste.
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2.5 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Daten erfolgt mittels der Programme SPPS und GraphPad
PRSIM. Je nach Fragestellung fand ein Mittelwerts-Vergleich verschiedener Untergruppen statt.
Hierzu wurde bei nicht-gegebener-Normalverteilung ein Whitney-U-Test und bei vorliegender
Normalverteilung ein Student-t-Test fiir unabhéngige Stichproben verwendet. Fiir die Analyse
von Uberlebensunterschieden in  verschiedenen Gruppen wurden Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven erstellt, die statistische Signifikanz wurde hier mittels eines Log-Rank-Tests
ermittelt. Endpunkt war hier das Versterben des Patienten. Die Konfidenzintervalle fiir das
mediane Uberleben und Follow up wurden durch die Methode von Brookmeyer and Crowley
ermittelt (Barker 2009). Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen
und in den entsprechenden Abbildungen dargestellt.

2.6 Molekulare Subtypisierung

Eine Unterteilung der Kohorte in molekulare Subtypen wurde anhand einer Publikation von
Sjodahl et al aus dem Jahre 2019 vorgenommen. In dem hier vorgeschlagenen Algorithmus zur
immunhistochemischen Subtypisierung von muskelinvasivem Blasenkrebs werden fiinf Typen
beschrieben: urothelial-like (URO), genomically unstable (GU), basal/SCC-like, mesenchymal-
like (Mes-like) und small-cell/neuroendocrine-like (NE). Der URO- und GU-Subtyp stellen dabei
die Luminalen Subtypen dar (Sjodahl ef al. 2019).

Der Algorithmus der Subtypisierung ist im folgenden Ergebnis-Teil in 3.6.1. , Molekulare
Subtypen‘ dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. In silico Analysen zur Identifikation neuer Kandidaten fiir

Antitumortherapien

Ein Ziel dieser Arbeit war es, neue mogliche Angriffsziele fiir eine CAR-T-Zell Therapie von
Urothelkarzinomen zu finden. Gesucht waren Gene, die moglichst spezifisch in
Urothelkarzinomen exprimiert sind und keine weitldufige Expression im normalen Urothel oder
anderen Geweben aufweisen. Die besten Kandidaten sollten in einem zweiten Schritt mittels
immunhistochemischer Férbung von Patientengeweben auf einem Tissuemicroarray (TMA)
validiert werden. Eine erste Auswahl von Kandidaten ergab sich aus dem Vergleich von
Transkriptomdaten der kommerziell erhéltlichen Kontrollzelllinie HBLAK wund fiinf
Urothelkarzinom-Zelllinien: RT112, J82, T24, VMCUBI1 und UMUCS3. Eine entsprechende
Auswertung von Daten aus RNA-Sequenzierungen ergab 200 differentiell exprimierte Gene mit
einer hoheren Expression in den Tumorzelllinien im Vergleich zu HBLAK. Um diese Zahl zu
reduzieren, wurde die intrazelluldre Lokalisation der korrespondierenden Proteine gepriift und die
Auswahl auf Plasmamembranstindige beschrinkt. Hierzu wurden die 6ffentlichen Datenbanken
The  Human Protein  Atlas (https://www.proteinatlas.org/) und Genecards
(https://www.genecards.org/) verwendet. Nach zusétzlicher Beriicksichtigung der Funktion
dieser Faktoren sind sechs Kandidaten ermittelt worden: RIMS2, RAB26, NPTXR, FAM1294,
FAM129B und ADAM?22.

Weitere Kandidaten wurden nach in silico Analyse von 6ffentlich zugénglichen Daten des The
Cancer Genome Atlas (TCGA) identifiziert. Hier wurden zunéchst die Transkriptomdaten von
408 Tumorgeweben von Patienten mit Urothelkarzinomen mit wenigen Normalgeweben
verglichen. Das weitere Vorgehen verlief analog zur ersten Auswahl. Auch hier wurden sechs

mogliche Kandidaten ausgewéhlt: PTPRN, DLL3, MAGEAI, RAPSN, TERT und ALPP.

Abbildung 1 zeigt eine weitere Ubersicht zu dem beschriebenen Vorgehen.
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Abbildung 1: Flowchart zu dem Vorgehen bei den in silico Analysen zur ldentifikation méglicher
Kandidaten fiir eine Antitumortherapie.

Abseits der bioinformatisch identifizierten Marker sind auch weitere Kandidaten in diesem

Projekt als potenzielle neue Targets einer CAR-T-Zelltherapie genauer untersucht worden:

Da sich ein weiteres Forschungsprojekt der Arbeitsgruppe mit der Apoptoseresistenz von
Urothelkarzinomzellen beschéftigt und einige Apoptosegene in Tumorzelllinien stirker
exprimiert waren als in normalen Kontrollzellen wurde die Genexpression der anti-apoptotischen

Faktoren BIRCS und BCL2 gemessen.

Klinisches Interesse bestand bei dem Expressionsmuster von NECTIN4 und TROP2. Antikdrper-
Wirkstoff-Konjugate, die sich gegen diese beiden Molekiile richten, sind bereits fiir die klinische

Anwendung zugelassen.

In einer Publikation von Grunewald et a/ aus der Arbeitsgruppe wurden CAR-T-Zellen, die sich
gegen die Antigene EGFR und CD44v6 richteten, mit Harnblasenkarzinom-Zelllinien, die zuvor
entweder mit dem DNA-Methyltransferase-Inhibitor (DNMTi) Decitabin oder dem Histon-
Deacetylase-Inhibitor (HDACi) Romidepsin behandelt wurden, ko-inkubiert und anschlielend
eine Zytotoxizitétsanalyse vorgenommen (Grunewald et al. 2021). Die Messungen ergaben, dass
eine Vorbehandlung der Tumorzellen mit Decitabin die Effizienz der CAR-T-Zellen bei der
Zerstorung der Tumorzellen verbessert. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit die
Tumorspezifitét dieser beiden Zielproteine an den TMAs in Patientengeweben untersucht werden.

Expressionsdaten im Zellmodell lagen hier bereits vor.
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3.2. In vitro Validierung der Kandidaten an Zelllinien

Die Expression der moglichen Angriffsziele fir neue CAR-T-Zell-Therapien des
Urothelkarzinoms wurde flir Tumorzelllinien und normale Kontrollzelllinien mittels quantitativer
real time RT-PCR (qRT-PCR) bestimmt. Insgesamt wurde die Genexpression in 23 Zelllinien
analysiert, 15 davon waren Urothelkarzinomzelllinien, sieben waren Kulturen normaler
uroepithelialer Zellen (HBLAK, TERT-NHUC, UPs) sowie eine Kultur normaler
Prostataepithelzellen (PREC) (siehe Seite 22, Tabelle 8). In einigen Experimenten wurden noch
RNA- Kontrollen aus zwei weiteren Normalzelllinien hinzugefiigt: RNA aus PBMCs (Peripheral
Blood Mononuclear Cell), isoliert aus mononukledren Zellen des peripheren Blutes, und aus einer
Fibroblasten-Zelllinie. Fiir die Gene, fiir die eine erhohte Expression iiber Tumorzelllinien
hinweg im Vergleich zu Normalkontrollen nachgewiesen wurde, wurde anschlieBend die

Expression an RNA aus Patientengewebe gemessen.

Zunichst wurde die Expression von den Genen gemessen, die aus dem Transkriptomvergleich
der Zelllinien identifiziert wurden: RIMS2, RAB26, NPTXR, FAM1294, FAM129B und ADAM?22.
RAB26 entfiel als Kandidat bereits bei der PCR-Etablierung, da in den hier gewihlten
Urothelkarzinom-Zelllinien eine sehr geringe relative Expression vorlag. Nach weiterer
Begutachtung der mittleren relativen Expression zeigten ADAM22 und FAMI1294 die
vielversprechendsten Ergebnisse, also eine durchschnittlich hohere Expression in den
Tumorzelllinien im Vergleich zu den Normalkontrollen. RIMS2, NPTXR und FAM129B wiesen
diese Verteilung nicht auf und wurden daher nicht weiter als Kandidaten verfolgt. Die Ergebnisse

der qRT-PCR sind im Folgenden graphisch dargestellt:

Relative ADAM22 Expression
]

Tumor Normal

Abbildung 2: Relative ADAM?22 Expression in Zelllinien. Die Expression von ADAM22 wurde mittels
qRT-PCR in Tumorzelllinien (Tumor) und Zelllinien von normalen Zellen (Normal) bestimmt. Zusdtzlich
wurde die Expression des Haushaltgens TBP gemessen, um die relative Expression zu berechnen. Die
relativen Expressionswerte der Normalkontrollen wurden gemittelt und als graue Linie dargestellt. Um die
Standardabweichung zu berechnen, wurden sdmtliche Proben in Triplikaten gemessen.
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ADAM?22 zeigte in nahezu allen Tumorzelllinien, abgesehen von BFTC-905, HT-1376 und 5637,
eine Expression weit oberhalb der mittleren Expression in den Normalkontrollen. In den
Normalkontrollen lag die Expression im Durchschnitt weit unterhalb der der Tumorzelllinien,
abgesehen von einem Ausreiller, der Expression in der Fibroblasten-Zelllinie. ADAM?2?2 zeigte

sich also als ein chancenreicher Kandidat.
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Abbildung 3: Relative FAM129A Expression in Zelllinien. Die Expression von FAMI1294 wurde mittels
qRT-PCR in Tumorzelllinien (Tumor) und Zelllinien von normalen Zellen (Normal) bestimmt. Zusdtzlich
wurde die Expression des Haushaltgens TBP gemessen, um die relative Expression zu berechnen. Die
relativen Expressionswerte der Normalkontrollen wurden gemittelt und als graue Linie dargestellt. Um die
Standardabweichung zu berechnen, wurden sdmtliche Proben in Triplikaten gemessen.

Bei FAM1294 lag diese Differenz nicht so ausgeprégt vor, etwas weniger als die Hélfte der
Zelllinien hatten eine Expression oberhalb dem Mittel in den Normalkontrollen. Da die mittlere
Expression in den Normalkontrollen durch die deutlich hohe Expression in einer der
Normalkontrollen-Zelllinie, und zwar TERT-NHUC, angehoben wurde, haben wir beschlossen,

die Expression des Gens weiter in der aus Patientengewebe isolierten RNA zu untersuchen.
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Relative RIMS2 Expression
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Abbildung 4: Relative RIMS?2 Genexpression in Zelllinien. Die Expression von RIMS2 wurde mittels gRT-
PCR in Tumorzelllinien (Tumor) und Zelllinien von normalen Zellen (Normal) bestimmt. Zusdtzlich wurde
die Expression des Haushaltgens TBP gemessen, um die relative Expression zu berechnen. Die
relativen Expressionswerte der Normalkontrollen wurden gemittelt und als graue Linie
dargestellt. Um die Standardabweichung zu berechnen, wurden sdamtliche Proben in Triplikaten
gemessen.

Relative NPTXR Expression

Tumor Normal

Abbildung 5: Relative NPTXR Expression in Zelllinien. Die Expression von NPTXR wurde mittels qRT-
PCR in Tumorzelllinien (Tumor) und Zelllinien von normalen Zellen (Normal) bestimmt. Zusdtzlich wurde
die Expression des Haushaltgens TBP gemessen, um die relative Expression zu berechnen. Die
relativen Expressionswerte der Normalkontrollen wurden gemittelt und als graue Linie
dargestellt. Um die Standardabweichung zu berechnen, wurden sdamtliche Proben in Triplikaten
gemessen.
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Abbildung 6: Relative FAM129B Expression in Zelllinien. Die Expression von FAM129B wurde mittels
qRT-PCR in Tumorzelllinien (Tumor) und Zelllinien von normalen Zellen (Normal) bestimmt. Zusdtzlich
wurde die Expression des Haushaltgens TBP gemessen, um die relative Expression zu berechnen. Die
relativen Expressionswerte der Normalkontrollen wurden gemittelt und als graue Linie
dargestellt. Um die Standardabweichung zu berechnen, wurden sdamtliche Proben in Triplikaten
gemessen.

RIMS2, NPTXR und FAMI129B waren nicht weiter interessant, da die Expression in vielen
Normal-Kontrollen der in den Tumorzelllinien &hnelte. Die gewiinschte hdhere Expression im
Tumorgewebe und eine idealerweise nicht vorhandene oder niedrige Expression in den

Normalkontrollen war also nicht gegeben.

Bei den sechs Genen, die aus der Analyse der TCGA-Daten gewonnenen wurden, wiesen drei,
PTPRN, DLL3 und RAPSN, bereits bei der Etablierung der Primer eine sehr geringe Expression
auf. Auch bei der Verwendung von verschiedenen als Positiv-Kontrollen fungierenden Zelllinien
unterschiedlicher Zelltypen konnte nur eine sehr geringe Expression detektiert werden. Diese drei
Gene wurden somit nicht weiterverfolgt. Im Rahmen der qRT-PCRs zeigte TERT das
vielversprechendste Ergebnis, nahezu alle Normalkontrollen wiesen keine Expression auf (Abb.

7). MAGEAI und ALPP waren zwar teilweise stark exprimiert, aber nur in wenigen Zelllinien
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(Abb. 8 und Abb. 9). Letztendlich wurde von diesen beiden Kandidaten nur ALPP zur weiteren

Untersuchung ausgewihlt.

Relative TERT Expression
I

Tumor Normal

Abbildung 7: Relative TERT Expression in Zelllinien. Die Expression von TERT wurde mittels gRT-PCR
in Tumorzelllinien (Tumor) und Zelllinien von normalen Zellen (Normal) bestimmt. Zusdtzlich wurde die
Expression des Haushaltgens TBP gemessen, um die relative Expression zu berechnen. Die relativen
Expressionswerte der Normalkontrollen wurden gemittelt und als graue Linie dargestellt. Um die
Standardabweichung zu berechnen, wurden sdmtliche Proben in Triplikaten gemessen.

TERT zeigte das gesuchte Expressionsmuster, wies also in der Mehrzahl der Tumorzelllinien eine
hohere Expression als in den Normalkontrollen auf. TERT zeigte sich somit auch als

vielversprechender Marker und wurde weiter analysiert.

Relative MAGEA Expression

Tumor Normal

Abbildung 8: Relative MAGEAI Expression in Zelllinien. Die Expression von MAGEAI wurde mittels
qRT-PCR in Tumorzelllinien (Tumor) und Zelllinien von normalen Zellen (Normal) bestimmt. Zusdtzlich
wurde die Expression des Haushaltgens TBP gemessen, um die relative Expression zu berechnen. Die
relativen Expressionswerte der Normalkontrollen wurden gemittelt und als graue Linie dargestellt. Um die
Standardabweichung zu berechnen, wurden sdamtliche Proben in Triplikaten gemessen.
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MAGEAI wies wie oben bereits erwahnt in wenigen der Tumorzelllinien eine hohe und keine

Expression in den Normalkontrollen auf.

Relative ALPP Expression

Tumor Normal

Abbildung 9: Relative ALPP Expression in Zelllinien. Die Expression von ALPP wurde mittels qRT-PCR
in Tumorzelllinien (Tumor) und Zelllinien von normalen Zellen (Normal) bestimmt. Zusdtzlich wurde die
Expression des Haushaltgens TBP gemessen, um die relative Expression zu berechnen. Die relativen
Expressionswerte der Normalkontrollen wurden gemittelt und als graue Linie dargestellt. Um die
Standardabweichung zu berechnen, wurden sdmtliche Proben in Triplikaten gemessen.

Ein dhnliches Bild zeigte sich bei ALPP. Aufgrund des verwandten Expressionsmusters wurde

zunéchst nur eins der beiden Gene weiter untersucht, es wurde ALPP ausgewéhlt.

Eine Ubersicht zum Vorgehen folgt in der nichsten Abbildung.

.

* RIMS2 FAMI129B + RAPSN

* RAB26 o ADAM22 <+ MAGEAI

* NPTXR « PTPRN « ALPP .
« FAMI1294 <+« DLL3 « TERT ;
RAB 26, PTPRN, DLL3 und ~ “=-========m=mmosemoomomo oo oo ‘
RAPSN wiesen bereits bei der |

Etablierung der Primer eine sehr Primer Etablierung
geringe relative Expression auf l
und entfielen als Kandidaten

* RIMS2 * ADAM22
* NPTXR * MAGEAI
e FAMI1294 « ALPP ‘
i FAMI29B « TERT :
e : MAGEAI, RIMS2,
| FAMI129B, NPTXR wiesen
qRT-PCR keine durchschnittlich hohere
1 Expression in den
Tumorzelllinien auf

e ADAM22
e FAMI1294
* TERT

Abbildung 10: Ubersicht zum Verlauf der in vitro Analysen. Die nach den in silico Analysen gefundenen
Kandidaten sind auf oberster Ebene dargestellt, es folgen die unterschiedlichen Schritte der in vitro
Analyse und die Selektion der Kandidaten fiir die in vitro Validierung.
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3.3. In vitro Validierung der Kandidaten an mRNA aus

Patientengeweben

Nach den Messungen an Zelllinien wurden folgende Kandidaten fiir die weitere Validierung an
Patientengeweben ausgewahlt: ADAM?22, FAM129A, TERT, und ALPP. In einem néchsten Schritt
wurde die tumorspezifische Expression an mRNAs aus gesundem Blasengewebe und aus
urothelialen Blasenkarzinomen weiter validiert, diese wurden der Doktorandin zur Verfiigung

gestellt. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in den folgenden Abbildungen dargestellt.
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Abbildung 11: Relative ADAM?22 Expression in Blasen-Tumor- und Normalgewebe. Die Expression von
ADAM?22 wurde mittels qRT-PCR in mRNA extrahiert aus erkranktem Blasengewebe (Tumor, BT) und
gesundem Blasengewebe (Normal, BN) bestimmt. Zusdtzlich wurde hier ebenfalls die Expression des
Haushaltgens TBP gemessen, um die relative Expression zu berechnen. Die relativen Expressionswerte der
Normalkontrollen wurden gemittelt und als graue Linie dargestellt. Um die Standardabweichung zu
berechnen, wurden sdmtliche Proben in Triplikaten gemessen.
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Abbildung 12: Relative FAM129A Expression in Blasen-Tumor- und Normalgewebe. Die Expression
von FAM129A wurde mittels qRT-PCR in mRNA extrahiert aus erkranktem Blasengewebe (Tumor, BT)
und gesundem Blasengewebe (Normal, BN) bestimmt. Zusétzlich wurde hier ebenfalls die Expression des
Haushaltgens TBP gemessen, um die relative Expression zu berechnen. Die relativen Expressionswerte der
Normalkontrollen wurden gemittelt und als graue Linie dargestellt. Um die Standardabweichung zu
berechnen, wurden samtliche Proben in Triplikaten gemessen.

ADAM?22 und FAMI1294 zeigten eine durchschnittlich hohere Expression im Normalgewebe
(Abb. 11 und Abb. 12), stellten sich also nicht als tumorspezifische Targets heraus. Aus den Daten
des initialen Transkriptomvergleichs von HBLAK und diversen Urothelkarzinom-Zelllinien

konnten somit keine geeigneten Targets identifiziert werden.

Im Folgenden wurde auch die Expression von TERT und ALPP weiter analysiert. Beide Gene
wiesen eine hdhere mittlere Expression in den Tumorgeweben im Vergleich zu Normalgeweben
auf (Abb. 13 und Abb. 14). TERT wies dabei eine insgesamt stdrkere Expression iiber viele
Tumporproben hinweg auf als ALPP, bei diesem Gen lag eine deutlich niedrigere relative
Expression vor. Daher wurden Immunhistochemische-Farbungen (IHC) an den TMAs nur fiir
TERT durchgefiihrt, wihrend ALPP nicht weiterverfolgt wurde.
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Abbildung 13: Relative TERT Expression in Blasen-Tumor- und Normalgewebe. Die Expression von
TERT wurde mittels qRT-PCR in mRNA extrahiert aus erkranktem Blasengewebe (Tumor, BT) und
gesundem Blasengewebe (Normal, BN) bestimmt. Zusétzlich wurde hier ebenfalls die Expression des
Haushaltgens TBP gemessen, um die relative Expression zu berechnen. Die relativen Expressionswerte der
Normalkontrollen wurden gemittelt und als graue Linie dargestellt. Um die Standardabweichung zu
berechnen, wurden siamtliche Proben in Triplikaten gemessen.

Im Falle von TERT zeigte sich eine durchweg positive Expression in den Tumorproben, wéhrend
die mRNA aus dem gesunden Blasengewebe keine oder nur eine sehr niedrige Expression
aufwies. Die sich somit hier zeigende Tumorspezifitit sollte nun weiter an den TMAs iiber IHC-

Férbungen validiert werden.

Relative ALPP Expression

Tumor Normal

Abbildung 14: Relative ALPP Expression in Blasen-Tumor- und Normalgewebe. Die Expression von
ALPP wurde mittels qRT-PCR in mRNA extrahiert aus erkranktem Blasengewebe (Tumor, BT) und
gesundem Blasengewebe (Normal, BN) bestimmt. Zusétzlich wurde hier ebenfalls die Expression des
Haushaltgens TBP gemessen, um die relative Expression zu berechnen. Die relativen Expressionswerte der
Normalkontrollen wurden gemittelt und als graue Linie dargestellt. Um die Standardabweichung zu
berechnen, wurden sidmtliche Proben in Triplikaten gemessen.

ALPP wies zwar eine geringe oder keine Expression im Normalgewebe auf, zeigte sich aber auch
in den Tumorproben nur gering oder sehr gering positiv. Da ein ausreichendes Farbesignal

dementsprechend als unwahrscheinlich erachtet wurde, wurde dieser Marker nicht weiterverfolgt.

Fiir die anti-apoptotischen Gene B/RC5 und BCL2 lagen bereits Expressionsdaten in Zelllinien
aus fritheren Arbeiten vor. Daher wurde die weitere Analyse direkt mit den mRNAs aus
Patientengeweben durchgefiihrt. BIRCS5 war héher im Tumorgewebe exprimiert (Abb. 15) und
somit neben TERT der zweite Kandidat fiir die Farbungen und Validierungen an den TMAs. BCL2
hingegen wies eine hdhere mittlere Expression im Normal- als im Tumorgewebe auf, war also

kein geeigneter Kandidat (Abb. 16).
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Abbildung 15: Relative BIRCS5 Expression in Blasen-Tumor- und Normalgewebe. Die Expression von
BIRC5 wurde mittels qRT-PCR in mRNA extrahiert aus erkranktem Blasengewebe (Tumor, BT) und
gesundem Blasengewebe (Normal, BN) bestimmt. Zusétzlich wurde hier ebenfalls die Expression des
Haushaltgens TBP gemessen, um die relative Expression zu berechnen. Die relativen Expressionswerte der
Normalkontrollen wurden gemittelt und als graue Linie dargestellt. Um die Standardabweichung zu
berechnen, wurden sdmtliche Proben in Triplikaten gemessen.

Wie oben erwahnt war BIRC5 im Tumorgewebe durchweg positiv, wiahrend das Normalgewebe
nur eine deutlich niedrigere Expression aufwies und somit ein potenziell tumorspezifischer

Marker.
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Abbildung 16: Relative BCL2 Expression in Blasen-Tumor- und Normalgewebe. Die Expression von
BCL2 wurde mittels qRT-PCR in mRNA extrahiert aus erkranktem Blasengewebe (Tumor, BT) und
gesundem Blasengewebe (Normal, BN) bestimmt. Zusétzlich wurde hier ebenfalls die Expression des
Haushaltgens TBP gemessen, um die relative Expression zu berechnen. Die relativen Expressionswerte der
Normalkontrollen wurden gemittelt und als graue Linie dargestellt. Um die Standardabweichung zu
berechnen, wurden sdmtliche Proben in Triplikaten gemessen.

BCL?2 hingegen wies ein gegensétzliches Expressionsmuster auf, hier lag die durchschnittliche
Expression im Normalgewebe deutlich iiber der der Tumorproben. BCL2 wurde somit nicht

weiterverfolgt.
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Ein Antikorper-Toxin-Konjugat, das sich gegen NECTIN4 richtet (Enfortumab vedotin), ist seit
dem Jahre 2022 neben den USA auch in Deutschland zugelassen. Sacituzumab govitecan, ein
Antikdrper-Toxin-Konjugat gerichtet gegen TROP2, ist seit 2021 in den USA bereits fiir die
Behandlung von Urothelkarzinomen, in Deutschland aktuell nur fiir die Behandlung des
Mammakarzinoms zugelassen. Es bestand somit das Interesse, die tumorspezifische Expression
auch dieser Gene weiter an unserer Patienten-Kohorte zu validieren. Die Analyse in den Zelllinien
wurde hier iibersprungen. Beide Gene wiesen eine hohere Expression in den Tumorgeweben auf,

so dass Farbungen dieser Faktoren an den TMAs durchgefiihrt wurden (Abb. 17 und Abb. 18).

Relative NECTIN4 Expression

Tumor Normal

Abbildung 17: Relative NECTIN4 Expression in Blasen-Tumor- und Normalgewebe. Die Expression von
NECTIN4 wurde mittels qRT-PCR in mRNA extrahiert aus erkranktem Blasengewebe (Tumor, BT) und
gesundem Blasengewebe (Normal, BN) bestimmt. Zusétzlich wurde hier ebenfalls die Expression des
Haushaltgens TBP gemessen, um die relative Expression zu berechnen. Die relativen Expressionswerte der
Normalkontrollen wurden gemittelt und als graue Linie dargestellt. Um die Standardabweichung zu
berechnen, wurden sdmtliche Proben in Triplikaten gemessen.

Abgesehen von einer Probe, BT322, lag die NECTIN4-Expression im Tumorgewebe stets {iber
der mittleren Expression in den Normalkontrollen. Die hier gezeigte Tumorspezifitit sollte nun

weiter untersucht werden.
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Relative TROP2 Expression
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Abbildung 18: Relative TROP2 Expression in Blasen-Tumor- und Normalgewebe. Die Expression von
TROP2 wurde mittels gRT-PCR in mRNA extrahiert aus erkranktem Blasengewebe (Tumor, BT) und
gesundem Blasengewebe (Normal, BN) bestimmt. Zusétzlich wurde hier ebenfalls die Expression des
Haushaltgens TBP gemessen, um die relative Expression zu berechnen. Die relativen Expressionswerte der
Normalkontrollen wurden gemittelt und als graue Linie dargestellt. Um die Standardabweichung zu
berechnen, wurden siamtliche Proben in Triplikaten gemessen.

Ahnliches traf fiir die Expression von TROP2 zu, beide Marker zeigten sich somit als

tumorspezifisch und gute Kandidaten fiir die weitere Analyse an den TMAs.

3.4. Patienten-Kohorte der TMA-Analyse

Im Folgenden wird die Kohorte, aus welcher das in den TMAs verwendete Gewebe gezogen
wurde, ndher beschriecben. Es wurden insgesamt 60 Patienten mit muskelinvasiven
Urothelkarzinomen in diese Arbeit eingeschlossen, diese wurden am Universitits-Klinikum-
Disseldorf in den Jahren 2004 bis 2021 behandelt. Eingeschlossen wurden Patienten, bei denen
eine Systemtherapie durchgefiihrt wurde und von denen archiviertes Gewebe an
Universitétsklinikum Diisseldorf vorlag. Je nach erhaltenem Therapieregime ldsst sich die
Kohorte in vier Untergruppen einteilen: 19 Patienten haben Immun-Checkpoint-Inhibitoren
(PD1/PD-L1 Inhibitoren), 19 eine neodjuvante, 26 eine palliative und fiinf Patienten eine
adjuvante Chemotherapie erhalten. Einige Patienten haben mehr als ein Therapieregime
durchlaufen, sind also Teil von mehr als einer Gruppe. So haben z.B. einige Patienten sowohl

einen Immun-Checkpoint-Inhibitor als auch eine palliative Chemotherapie erhalten.

Klinische und pathologische Daten sowie die Klassifizierung der Tumoren sind in der folgenden
Tabelle (Tabelle 17) zusammengefasst. Die Patienten die eine perioperative Systemtherapie, also
eine adjuvante (AC) oder neodjuvante Chemotherapie (NAC), erhalten haben wurden hier mit
den Patienten verglichen, die einer Palliative Systemtherapie, also einer Immun-Checkpoint-

Inhibitor (ICI) oder einer palliative Chemotherapie (Pall) zugefiihrt wurden.
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Tabelle 17: Daten zum Patientenkollektiv, getrennt dargestellt fiir die perioperative (NAC/AC) und
palliative (palliative Chemotherapie/ICI) Gruppen.

perioperativ palliativ
Variable NAC/AC Pall/ICI
n (%) n (%)
Gesamte Anzahl Patienten 24 41
Alter (Median) 63 (48-84) 72 (50-88)
Geschlecht weiblich 4(17) 9 (22)
maénnlich 20 (83) 32 (78)
pTNM-Stadium bei ED pTa/pTis 1(4) 5(12)
pT1 5(21) 11 (27)
pT2 16 (67) 17 (42)
pT3 2 (8) 5(12)
pT4 0 3(7)
fehlend / /
Lymphknoten-Invasion bei
ED LO 3(12,5) 6 (15)
L+ 3(12,5) 6 (15)
fehlend 18 (75) 29 (70)
Metastasen im Verlauf MO 12 (50) 1(2)
M+ 12 (50) 40 (98)
fehlend / /
Anzahl verstorbener
Patienten 9 (38) 29 (71)
Follow up Dauer, Median
[Monate] 43 107
Chemotherapie Cisplatin/Gemcitabin 24 29
andere
(Gemcitabin/Carboplatin) 4 18
Anzahl Zyklen (Median) 4 (1-7) 6 (1-13)
Immun-Checkpoint
Inhibitoren Pembrolizumab 2 13
Nivolumab 1 2
Atezolizumab 0 5

3.4.1 Uberlebensanalyse

Es wurden zusétzlich fiir die gesamte Kohorte und die vier Therapiegruppen Uberlebensanalysen

durchgefiihrt, dargestellt mittels Kaplan-Meier-Kurven (Abbildung 19-23).
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse der gesamten Kohorte. Unter der Kurve sind zusdtzlich
die subjects-at-risk dargestellt. Fiir die X-Achse wurde ein Maximum von 120 Monaten festgelegt. Die
gepunkteten Linien zeigen die Ober- und Untergrenze des 95% Konfidenzintervall.

Die ,,subjects at risk* bezeichnen die Patienten, die zu dem angegebenen Zeitpunkt noch leben

und nicht zensiert worden sind. Das mediane Uberleben der gesamten Kohorte lag bei Median

(Mdn) = 75 Monaten [95% KI: 44; N/A], das mediane Follow up bei Mdn = 66 Monaten [95%

KI: 35; 102].
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Abbildung 20: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse der ICI-Therapiegruppe. Unter der Kurve sind
zusdtzlich die subjects-at-risk dargestellt. Fiir die X-Achse wurde ein Maximum von 120 Monaten
festgelegt. Die gepunkteten Linien zeigen die Ober- und Untergrenze des 95% Konfidenzintervall.

Fiir die ICI-Therapiegruppe lag das mediane Uberleben bei 103 Monaten [95%KI: 25; N/A], das
mediane Follow up bei 108 Monaten [95%KI: 70,5; N/A].

Gesamtiiberleben der NAC-Therapiegruppe
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Abbildung 21: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse der NAC-Therapiegruppe. Unter der Kurve sind
zusdtzlich die subjects-at-risk dargestellt. Fiir die X-Achse wurde ein Maximum von 120 Monaten
festgelegt. Die gepunkteten Linien zeigen die Ober- und Untergrenze des 95% Konfidenzintervall.

Bei der Gruppe von Patienten, die eine neoadjuvante Chemotherapie erhalten haben, lag das

mediane Uberleben bei 122 Monaten [95%KI: 19,5; N/A], das mediane Follow up bei 32 Monaten
[95%KI: 20; 48,5].
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Gesamtiiberleben der AC-Therapiegruppe
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Abbildung 22: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse der AC-Therapiegruppe. Unter der Kurve sind
zusdtzlich die subjects-at-risk dargestellt. Fiir die X-Achse wurde ein Maximum von 72 Monaten festgelegt.

Die gepunkteten Linien zeigen die Ober- und Untergrenze des 95% Konfidenzintervall.

Fiir die AC-Therapiegruppe zeigte sich ein medianes Uberleben von 56,5 Monaten [95%KI: N/A;

N/A] bei einem medianen Follow up von 51 Monaten [95%KI: N/A; 66].

Gesamtiiberleben der Palliativen-Therapiegruppe

Percent survival

1004

—— Palliativ-Therapiegruppe
«. 95% Konfidenzintervall

24 48 72 96 120
OS [Monate]

Subjects at risk:

| 0 Monate | 24 Monate | 48 Monate ‘ 72 Monate ‘ 96 Monate | 120 Monate |

[ 26

[ 16 [ 11 [ 8 [ 7 |5

Abbildung 23: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse der Palliativen-Chemotherapiegruppe. Unter der Kurve
sind zusdtzlich die subjects-at-risk dargestellt. Fiir die X-Achse wurde ein Maximum von 120 Monaten
festgelegt. Die gepunkteten Linien zeigen die Ober- und Untergrenze des 95% Konfidenzintervall.
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Ein medianes Uberleben von 47 Monaten [95%KI: 23,5; N/A] bei einem medianen Follow up
von 108 Monaten [95%KI: 48; 148] wies die palliative Behandlungsgruppe auf.

3.5 Validierung von Kandidaten mittels immunhistochemischer

Farbung eines TMAs

In einem letzten Schritt zur Validierung der Tumorspezifitit der experimentellen Marker wurden
wie oben erwdhnt immunhistochemische Farbungen an manuell erstellten Tissuemicroarrays

(TMA), die das Gewebe der oben beschriebenen Kohorte enthielten, durchgefiihrt.

In unserer Studie wurde fiir die TMAs ein Core-Durchmesser von 1,5 mm ausgewéhlt, ein TMA
konnte somit maximal 48 unterschiedliche Proben enthalten. Je sechs dieser Proben dienten als
Negativ- Kontrollen: zwei Cores enthielten gesunde Lymphknoten-Pulpa und vier Cores so
genanntes ,,matched tissue*. Fiir dieses haben wir nicht kanzerds befallenes Harnblasengewebe
zweier Patienten aus unserer Kohorte verwendet. Die restlichen Cores der TMAs enthielten das
Tumorgewebe, dieses wurde aus drei unterschiedlichen Eingriffs-Typen gewonnen:
Transurethralen Resektionen der Blase, Zystektomien, und Metastasen-Biopsien. Fiir jeden pro
Patient vorhandenen Eingriff waren in unseren TMAs zwei Cores vorgesehen. Von den nach
diesem Schema erstellten TMA-FFPE-Blocken wurden anschlieBend Schnitte angefertigt und
diese gefarbt.

Neben der Validierung der Tumorspezifitit der in vitro identifizierten Marker TERT, TROP2 und
NECTIN4 sowie von EGFR und CD44v6 sollte die Kohorte auflerdem {iiber
immunhistochemische Farbungen in molekulare Subtypen nach Sjodahl et al. eingeteilt werden.
AuBerdem wurden Farbungen fiir Proliferations- (Ki67) und Inflammationsmarker (CD4, CDS,
FOXP3) sowie verschiedene Immuncheckpoint-Inhibitor-7argets (PD-L1, PD1, LAG3, TIGIT)
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in den kommenden Abschnitten abgebildet. Fiir jeden Core

wurde ein Auswertungsbogen angefertigt und ausgefiillt.

Die Bewertung bzw. Skalen der Expression der einzelnen Marker sind dem Abschnitt ,,2.4
Immunhistochemische Farbung und Auswertungen* im Material und Methoden Teil zu
entnehmen. Um die Tumorspezifitdt weiter zu priifen, wurde die Expression in den Tumor-Cores
mit Normalkontrollen, bestehend aus gesunden Lymphknotengewebe, verglichen. In den

folgenden Abbildungen ist das Farbeverhalten der fiinf Marker dargestellt.
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Abbildung 24: EGFR Auswertungs-Skala, es handelt sich hier ausschliefslich um cores, die Tumorgewebe
enthalten. Das positive Firbesignal zeigt sich braun, die Expression nimmt von links nach rechts zu.

Abbildung 25: CD44v6 Auswertungs-Skala, es handelt sich hier ausschlieflich um cores, die
Tumorgewebe enthalten. Das positive Firbesignal zeigt sich braun, die Expression nimmt von links nach
rechts zu.

Abbildung 26: TROP2 H-Score Skala, es handelt sich hier ausschlieflich um cores, die Tumorgewebe
enthalten. Das positive Férbesignal zeigt sich braun, die Expression nimmt von links nach rechts zu.

negativ .

Abbildung 27: NECTIN4 H-Score Skala, es handelt sich hier ausschliefflich um cores, die Tumorgewebe
enthalten. Das positive Firbesignal zeigt sich braun, die Expression nimmt von links nach rechts zu.

Im Falle von EGFR, CD44v6, TROP2 und NECTIN4 zeigte sich eine spezifische
plasmamembrandre Férbung, welche nur bei einem starken Férbesignal auf die anderen

Zellkompartimente iiberging.
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nukleir
weak

Abbildung 28: TERT IRS Skala, es handelt sich hier ausschlieflich um cores, die Tumorgewebe enthalten.
Das positive Férbesignal zeigt sich braun. Die linke Hdlfte der Abbildung zeigt das schwache und starke
zytoplasmatische Firbesignal, die rechte das Gleiche fiir die nukledre Expression.

TERT hingegen zeigte verstidrkt cytoplasmatische und nukledre Farbungen, die eine solitére
Beurteilung der membrandren Ausprigung unmdglich machten. Somit wurde hier entschieden,
zunéchst die cytoplasmatische und nukledre Féarbung getrennt zu bewerten, um zukiinftige
Fragestellungen unter Umstédnden beantworten zu konnen. Die intrazelluldre Lokalisation von
TERT ist noch nicht vollstindig erforscht, neben der membranéren, cytoplasmatischen und
nukledren Lokalisation werden auch weitere Zellkompartimente erforscht und diskutiert. In der

Diskussion wird hierauf weiter eingegangen.

Im Folgenden ist die Anzahl der TMA-Cores, die einer jeweiligen Auswertungskategorie (z. B.
schwache, mittlere, starke Expression) angehdren, in Form von gestapelten Saulendiagrammen
graphisch dargestellt (Abbildung 29 bis 34). Fiir die fiinf experimentellen Marker wurden jeweils
die drei Eingriffstypen, TURBs, Zystektomien und Metastasen-Biopsien, sowie das
Lymphknoten-Gewebe (LK) abgebildet.

Das ideale Therapietarget fiir eine CAR-T-Zell Therapie sollte einen hohen Anteil positiver
Proben (mindestens eine schwache Expression) im Tumorgewebe, also in TURBs, Zystektomien
und Metastasen, und moglichst keine Positivitit in den Lymphknoten-Normalkontrollen

aufweisen. Dieser prozentuale Anteil ist in Tabelle 18 dargestellt.
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Abbildung 29: NECTIN4 Expression in den Gewebeproben aus unterschiedlicher Eingriffstypen und
LK-Normalkontrollen, in den Siulen sind die Anzahlen der zugehérigen Cores angegeben, die y-Achse
wurde auf 100% gesetzt.
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Abbildung 30: TROP2 Expression in den Gewebeproben aus unterschiedlicher Eingriffstypen und LK-
Normalkontrollen, in den Sdulen sind die Anzahlen der zugehérigen Cores angegeben, die y-Achse
wurde auf 100% gesetzt.

NECTIN4 und TROP2 entsprachen diesen Vorgaben am meisten. Beide Marker zeigten sich
géinzlich negativ in den Normalkontrollen (0% positive Proben) und wiesen einen hohen Anteil
positiver Proben im Tumorgewebe von 95% bzw. 93% auf. Unabhingig von der
Gewebelokalisation/ dem Eingriffstyp (Primartumor in den TURBs und Zystektomien oder
Metastase) und des Behandlungszeitpunkts (Priméardiagnose, fortgeschrittenes Stadium) waren
nahezu alle Tumorproben NECTIN4-positiv, wohingegen der Anteil an positiv gefdarbten Proben
bei TROP2 vom Primértumor zu den Metastasen zunahm (ca. 55% vs. 90% positive Proben) und
somit deutlichere Differenzen in Bezug auf die Gewebslokalisation und den Eingriffstypen

vorlagen.
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Abbildung 31: EGFR Expression in den Gewebeproben aus unterschiedlicher Eingriffstypen und LK-
Normalkontrollen, in den Sdulen sind die Anzahlen der zugehorigen Cores angegeben, die y-Achse
wurde auf 100% gesetzt.

EGFR zeigte ebenfalls keine Expression im Lymphknoten, gleichzeitig allerdings auch keine
gleichmiBig hohe Expression in den Eingriffen, der Anteil positiver Proben lag hier
durchschnittlich bei lediglich 58%.
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Abbildung 32: CD44v6 Expression in den Gewebeproben aus unterschiedlicher Eingriffstypen und LK-
Normalkontrollen, in den Sdiulen sind die Anzahlen der zugehérigen Cores angegeben, die y-Achse
wurde auf 100% gesetzt.
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Im Falle von CD44v6 zeigte sich zwar eine bestindige Positivitit von 99% im Tumorgewebe,

aber es konnte auch in 70% der Normalkontrollen eine Expression nachgewiesen werden.
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Abbildung 33: cytoplasmatische TERT Expression in den Gewebeproben aus unterschiedlicher
Eingriffstypen und LK-Normalkontrollen, in den Siulen sind die Anzahlen der zugehorigen Cores
angegeben, die y-Achse wurde auf 100% gesetzt.
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Abbildung 34: nukleire TERT Expression in den Gewebeproben aus unterschiedlicher Eingriffstypen
und LK-Normalkontrollen, in den Sdulen sind die Anzahlen der zugehorigen Cores angegeben, die y-
Achse wurde auf 100% gesetzt.
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Den hochsten Anteil positiver Proben in den Normalkontrollen wies TERT auf, sowohl in der
zytoplasmatischen als auch in der nukleédren Expression. Hier waren 100% der Cores positiv. Eine
TERT-Aktivitét ist allerdings in aktivierten Lymphozyten physiologisch, wodurch sich dies
erkldren lassen konnte. Der Anteil im Tumorgewebe lag bei 74% bzw. 99%. Der Marker TERT
entsprach somit nicht den gestellten Anforderungen. CD44v6 und EGFR zeigten sich im
Vergleich zu NECTIN4 und TROP?2 als nicht gleichwertig tumorspezifische Marker.

Tabelle 18: Anteil positiver Proben pro Marker

Anteil positiver Proben TERTc TERTn NECTIN4 TROP2 CD44v6 EGFR
Tumor 74% 99% 95% 93% 99% 58%
LK gesund 100% 100% 0% 0% 70% 0%

Zu Beginn war auch ein Vergleich mit so genanntem ,,matched tissue*, gewonnen aus nicht-mit-
Tumor-befallenen Blasenanteilen zweier Patienten unserer Kohorte, geplant. Hier kam es
allerdings zu Problemen in der Durchfiihrung. Das gewédhlte Gewebe zeigte die gleiche
Expression bzw. Positivitdt fiir die Marker, wie das korrespondierende Tumorgewebe, und
eignete sich somit nicht als eine Negativ-Kontrolle. Auf die mdglichen Ursachen wird in der
Diskussion im Abschnitt 4.1.3. weiter eingegangen. Hier wurde auf die weitere graphische

Darstellung verzichtet.

3.6. Klinische und Molekularpathologische Charakterisierung
3.6.1. Molekulare Subtypen

Eine Unterteilung der Kohorte in molekulare Subtypen wurde anhand einer Publikation von
Sjodahl et al aus dem Jahre 2019 vorgenommen (Sjodahl et al. 2019). In dem hier
vorgeschlagenen Algorithmus zur immunhistochemischen Subtypisierung von muskelinvasivem
Blasenkrebs werden fiinf Typen beschrieben: urothelial-like (URO), genomically unstable (GU),
basal/SCC-like, mesenchymal-like (Mes-like) und small-cell/neuroendocrine-like. Der URO- und
GU-Subtyp stellen dabei die Luminalen Subtypen dar.

Neben dem von Sjodahl et al entwickelten Ansatz bestehen noch viele weitere, teilweise

iiberlappende und teilweise divergierende Ansdtze zur Subtypisierung von Urothelkarzinomen

der Blase, im Abschnitt ,,1.9. Molekulare Subtypisierung® der Einleitung wird hier genauer darauf

eingegangen. Was die verschiedenen Studien gemein haben, ist, dass die festgelegten Subtypen

mit unterschiedlichen Prognosen und Therapieansprechen in Verbindung gebracht werden

konnten. Der somit mogliche préadiktive Wert der molekularen Subtypen, der eine Patienten-
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spezifische Behandlung ermoéglichen konnte, sollte weiter erforscht werden. Hier ist es
erforderlich, eine grofle Anzahl an unabhéngigen Kohorten mit zum einen Daten zum klinischen
Follow up und zum anderen zur Subtypisierung beziiglich des Uberlebens und des
Therapieansprechens zu analysieren und zu vergleichen. Die Analyse der UKD-hauseigenen

Kohorte in diesem Projekt soll zu diesem groflen Bestreben beitragen.

In den beiden folgenden Abbildungen ist der Algorithmus der Subtypisierung sowie beispielhafte

Féarbungen der Tumorcores aus unseren TMAs fiir die Subtypen dargestellt:

Probe von muskelinvasivem Blasenkrebs

GATA3 + GATAS3 - GATAS3 -
CKS5 (niedrig) CKS5 (stark) CKS5 (niedrig)
URO/GU BASAL-SCC-like MES/NE-like
plé6 - pl6 + EPCAM - EPCAM +
URO GU BASAL-SCC-like Mes-like NE-like

Abbildung 35: Fiir die immunhistochemische Subtypisierung von muskelinvasivem Blasenkrebs
vorgeschlagener Algorithmus, Abbildung modifiziert nach Sjodahl et al, 2019 (PMID:30604486). Die
Pfeile zeigen die fiir die Subtypisierung notigen immunhistochemischen Fdrbungen an. Die Unterteilung
beginnt mit IHC-Firbungen fiir die Marker GATA3 und CKS5. Liegt eine positive GATA3 und eine niedrige
bis negative Firbung fiir CK5 vor, ist das Prdparat Teil des URO oder des GU-Subtypen, zur weiteren
Differenzierung muss eine Fdrbung des Markers pl6 erfolgen. Zeigt sich die Fdrbung negativ ist das
Priparat dem URO-, zeigt es sich jedoch positiv dem GU-Subtyp zuzuordnen. Bei einer starken CK5 und
einer negativen GATA3 Firbung liegt der Basal-SCC-like Subtyp vor, hier sind keine weiteren Fdrbungen
erforderlich. Zeigen beide Marker (GATA3, CKS5) ein niedriges oder negatives Fdrbesignal, liegt der Mes-
oder NE-like Subtyp vor, hier erfolgt zur weiteren Unterteilung eine Fdrbung des Markers EpCAM. Dieser
ist im Falle des Mes-like Typen negativ, im Fall des NE-like Typen positiv. In der Publikation von Sjédahl
et al wurde eine weitere, optionale Ebene an Tests zur Validierung der Subtypen vorgeschlagen. Diese
beinhalten sowohl weitere IHC-Firbungen als auch histologische Merkmale der Priparate. Da sich diese
Publikation auf die oben abgebildeten Schritte beschrinkt wurde hier auf die Abbildung verzichtet.
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Abbildung 36: Beispielhafte Firbungen der von Sjidahl et al vorgeschlagenen Subtypen. Es sind hier
ausschlieflich Tumor-enthaltende Cores der manuell erstellten TMAs abgebildet, ein positives Fdrbesignal
stellt sich hier braun dar. Da in unserer Kohorte kein Patient mit dem NE-like Subtypen vorlag, fehit das
entsprechende Bildbeispiel.

In dieser Arbeit wird lediglich die Subtypisierung unserer Kohorte vorgestellt, eine Korrelation

dieser Subtypen zu den klinischen Daten der Patienten wird in zukiinftigen Publikationen folgen.

Der Anteil der Subtypen ist im Folgenden, getrennt fiir die Proben aus den Trans-urethralen-
Resektionen der Blase und den Zystektomien, in Tortendiagrammen in ganzen Zahlen und
prozentual dargestellt, jeweils fiir die gesamte Kohorte und die vier Therapiegruppen: Immun-
Checkpoint-Therapie (ICI), neoadjuvante Chemotherapie (NAC), adjuvante Chemotherapie (AC)

und palliative Chemotherapie.
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Abbildung 37: Prozentualer Anteil der molekularen Subtypen in den TURBs, dargestellt fiir die

gesamte Kohorte und die Therapiegruppen

In der Kohorte machten mit insgesamt 50% (n=30) den groften Anteil die Patienten mit dem GU,

also dem genetisch unstabilen Subtyp, aus. An zweiter Stelle stand der URO-Subtyp mit 28%
(n=17) und an dritter Stelle mit 13% (n=8) der Basal-SCC-like Subtyp. An letzter Stelle steht der

Mes-like Subtyp mit 7% (n=4). Kein Patient gehorte dem Neuroendokrin-dhnlichen Subtypen an

und ein Patient lieB sich auf Grund von technisch mangelndem Gewebe in den TMAs
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immunhistochemisch nicht zuordnen. Diese Verteilung spiegelte sich auch weitgehend in den
einzelnen Therapiegruppen wider und entspricht im Wesentlich einer klassischen Verteilung, die
sich auch in anderen Kohorten beobachten ldsst. In der Diskussion wird hierauf weiter

eingegangen.
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Abbildung 38: Prozentualer Anteil der molekularen Subtypen in den Zystektomien, dargestellt fiir die
gesamte Kohorte und die Therapiegruppen (es lagen keine Zystektomien in der AC-Gruppe vor)
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Auch in den Zystektomie-Praparaten zeigten sich #hnliche Verhéltnisse zwischen den
unterschiedlichen Subtypen, mit den GU-Subtypen quantitativ an erster Stelle, gefolgt vom URO-
und dem Basal-SCC-like-Subtypen und dem Mes-like-Subtypen, wenn denn vorhanden, an letzter
Stelle. Lediglich in der Gruppe der palliativ behandelten Patienten machte der URO-Subtyp mit
46% (n=6) den grofiten Anteil aus und in der ICI-Gruppe lag der Basal-SCC-like-Typ mit 21%
(n=3) haufiger vor als der URO-Subtyp mit 16% (n=2).

3.6.2. Charakterisierung von Immunmarkern

Die molekulare Charakterisierung unserer Kohorte stellte ein weiteres unserer Ziele dar. Neben
der Unterteilung in molekulare Subtypen erfolgte auch eine Erhebung der Expression von
Immuncheckpoint-Proteinen, und zwar von PD-1, PD-L1, LAG3 und TIGIT, sowie die
Bestimmung der Inflammationsmarkern CD4, CD8 und FOXP3 iiber weitere
immunhistochemische Farbungen. Da in der Behandlung des Urothelkarzinoms der Blase die
Immuntherapie, so z. B. die Imnmun-Checkpoint-Inhibitoren, gerichtet gegen PD-L1 oder PD-1,

zunehmend an Bedeutung gewinnt, war die Expression dieser Marker fiir uns von Interesse.

Fiir die Auswertung der Immun-Marker CD4, CD8, FOXP3, LAG3 und TIGIT liegt keine
Blasentumor-spezifische Publikation vor, die Auswertung wurde somit analog zur klinischen
Routine des Instituts der Pathologie durchgefiihrt. Die Expression wurde in zwei Kompartimenten
betrachtet, den Tumor- und Stroma-Anteilen der cores. Der genaue Mechanismus ist dem
Abschnitt ,,2.4 Immunhistochemische Farbungen und Auswertung* des Material-und-Methoden-
Teils zu entnehmen. Fiir die fiinf Marker wird hier der positiv gefdrbte Prozentsatz in Relation
zur gesamten Lymphozyten-Zellzahl angegeben. Die gesamte Lymphozyten-Zellzahl setzt sich
zusammen aus den CD4 positiven T-Helferzellen, den CDS positiven zytotoxischen T-Zellen und
den FOXP3 positiven regulatorischen T-Zellen. In den folgenden Abbildungen werden diese
Prozentsdtze der beiden Kompartimente getrennt fiir die drei Eingriffstypen, TUR-B,

Zystektomien und Metastasen, in Form von Boxplots dargestellt.

Es wurde zusitzlich ein Mittelwerts-Vergleich zwischen den Tumor- und Stroma-
Kompartimenten durchgefiihrt. Hierzu wurde bei nicht-gegebener-Normalverteilung ein
Whitney-U-Test und bei vorliegender Normalverteilung ein Student-t-Test fiir unabhéngige

Stichproben verwendet.
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Abbildung 39: CD4-Expression im Tumor- und Stroma-Kompartiment, getrennt dargestellt fiir die drei
Eingriffstypen TUR-B, Zystektomien und Metastasen. In allen drei Beispielen fand zwischen den beiden
Kompartimenten ein Mittelwerts-Vergleich mittels eines t-Tests fiir unabhdngige Stichproben statt.

In den TUR-B war die CD4-Expression in den 39 vorhandenen Stroma-Anteilen der Proben
(Mittelwert (M) = 43,1, Standardabweichung (SD) = 21,25) signifikant hoher als in den 45
Tumor-Anteilen (M = 22,17, SD = 15,51); t-Wert (82) = -5,2, p = <0,001, zweiseitig getestet.
Gleiches traf auf die Zystektomien zu, hier lagen 28 Tumor (M = 22,52, SD = 18,34) und 29
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Stroma-Anteile der Proben (M = 39,2, SD = 17,86) vor; t(55) = -3,48, p = 0,001, zweiseitig

getestet. In den Metastasen hingegen liel3 sich kein signifikanter Unterschied nachweisen.
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Abbildung 40: CD8-Expression im Tumor- und Stroma-Kompartiment, getrennt dargestellt fiir die drei
Eingriffstypen TUR-B, Zystektomien und Metastasen. Fiir die TUR-B fand ein Mittelwerts-Vergleich der
Expression in den beiden Kompartimenten mittels Whitney-U-Test, fiir die Zystektomien und Metastasen
mittels einem t-Test fiir unabhdngige Stichproben statt.
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Im Falle der CD8-Expression zeigte sich lediglich in den TUR-B ein signifikanter Unterschied
zwischen der Expression im Tumor und Stroma-Kompartiment. In den 45 Tumor-Anteilen (M =
53,94, SD = 21,37) war die CD8-Expression signifikant hoher als in den 39 Stroma-Anteilen (M
= 37,6, SD = 20,1); z = -4,078, p = <0,001, zweiseitig getestet. Fiir die Zystektomien und

Metastasen lieB3 sich keine Signifikanz nachweisen.
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Abbildung 41: FOXP3-Expression im Tumor- und Stroma-Kompartiment, getrennt dargestellt fiir die
drei Eingriffstypen TUR-B, Zystektomien und Metastasen. In allen drei Beispielen fand zwischen den beiden
Kompartimenten ein Mittelwerts-Vergleich mittels einem Whitney-U-Test statt.

Die FOXP3-Expression wies zwischen TUR-B-, Zystektomie- und Metastasen-Gewebe keinen

signifikanten Unterschied zwischen den Kompartimenten auf.
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Abbildung 42: LAG3-Expression im Tumor- und Stroma-Kompartiment, getrennt dargestellt fiir die drei
Eingriffstypen TUR-B, Zystektomien und Metastasen. In allen drei Beispielen fand zwischen den beiden
Kompartimenten ein Mittelwerts-Vergleich mittels einem Whitney-U-Test statt.
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Die LAG3-Expression wies in den TUR-B einen signifikanten Unterschied zwischen den 37
Stroma- (M = 12,67; SD = 14,81) und 45 Tumor-Anteilen der Proben (M = 23,5; SD = 23, 41)
auf, und zwar war diese im Tumor-Kompartiment signifikant héher als im Stroma; z=-2,4, p =

0,016. In den Zystektomien und Metastasen lie sich keine Signifikanz nachweisen.
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Abbildung 43: TIGIT-Expression im Tumor- und Stroma-Kompartiment, getrennt dargestellt fiir die drei
Eingriffstypen TUR-B, Zystektomien und Metastasen. In allen drei Beispielen fand zwischen den beiden
Kompartimenten ein Mittelwerts-Vergleich mittels einem Whitney-U-Test statt.
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TIGIT hingegen wies in den TUR-B und Metastasen keine Signifikanz auf, dafiir aber in den
Zystektomien: hier war die TIGIT-Expression signifikant hoher in den 30 Stroma-Anteilen (M =
1,12, SD = 2,38) als in den 28 Tumor-Anteilen der Proben (M = 0,36, SD = 1,1); z=-2,769, p =

0,006. Generell wies TIGIT eine eher geringe Expression in unserer Kohorte auf.

Die PD-L1 Auswertung erfolgte anhand der aktuell praxisrelevanten Scoring-Systeme: dem
Immune-cells-Score (IC-Score) und Combined positivity score (CPS). Fiir beide Scoring Systeme
wurden Boxplots erstellt, in diesen sind die Daten jeweils getrennt fiir die drei Eingriffstypen,
TUR-B, Zystektomien und Metastasen, abgebildet. Auch hier fand zwischen den Eingriffstypen
ein Mittelwerts-Vergleich mittels Whitney-U-Test statt.

PD-L1: IC-Score in den verschiedenen Eingriffstypen
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Abbildung 44: PD-LI1-Expression, IC-Score, getrennt dargestellt fiir die drei Eingriffstypen TUR-B,
Zystektomien und Metastasen. Fiir den Mittelwerts-Vergleich zwischen diesen wurde ein Whitney-U-Test
verwendet.
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PD-L1: CPS-Score in den verschiedenen Eingriffstypen
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Abbildung 45: PD-LI1-Expression, CPS, getrennt dargestellt fiir die drei Eingriffstypen TUR-B,
Zystektomien und Metastasen. Fiir den Mittelwerts-Vergleich zwischen diesen wurde ein Whitney-U-Test
verwendet.

Sowohl bei Verwendung des IC- als auch des CPS-Scores zeigte sich die PD-L1 Expression in
unserer Kohorte eher als gering mit einigen stark positiven Ausreiflern. Auffillig war hier, dass
diese im Vergleich zu den TUR-B und Zystektomien in dem Eingriffstyp der Metastasen
vermindert vorlagen. In den Mittelwerts-Vergleichen zwischen den Typen lieB sich keine

Signifikanz nachweisen.

Um in Deutschland den PD-L1 Antagonisten Atezolizumab als Erstlinientherapie bei
fortgeschrittenem bzw. metastasiertem Urothelkarzinom einsetzen zu konnen, muss ein IC-Score
von mindestens 5% erreicht werden und eine Cisplatin-Eignung darf nicht gegeben sein (AWMF
2020). In den vier Therapiegruppen unserer Kohorte erreichen in der ICI-Gruppe zwei von 19,
in der NAC-Gruppe fiinf von 16, in der AC-Gruppe null von fiinf und in der Palliativen-Gruppe
fiinf von insgesamt 20 Patienten diesen Cut-off-Wert (insgesamt 20% [12/60 Proben]). Beim CPS
liegt der Cut-off, um Pembrolizumab im gleichen Szenario einsetzen zu diirfen, bei 10. Dieser
Wert wird in der ICI-Gruppe bei drei von 19, in der NAC-Gruppe bei fiinf von 16, in der AC-
Gruppe bei keinem und in der Palliativen-Gruppe bei vier von 20 Patienten unserer Kohorte
erreicht (insgesamt 23% [14/60 Proben]). Insgesamt erreichten acht Patienten unserer Kohorte
sowohl den Cut-off des IC-Scores als auch den des CPS (insgesamt 13% [8/60 Proben]). Ebenfalls
acht Patienten iiberschritten jeweils nur einen der Werte (13% [8/60 Proben]), jeweils vier den
Cut-off des IC-Score bzw. den des CPS (jeweils ca. 7% [4/60 Proben]). 44 Patienten wiesen weder
einen IC-Score von 5% noch einen CPS von 10% auf (73% [44/60 Proben]).
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Abbildung 46: PD-1-Expression, getrennt dargestellt fiir die Eingriffstypen TUR-B, Zystektomien und
Metastasen. In den Sdulen sind die Anzahlen der zugehorigen Cores angegeben.

Im Falle von PD-1 wurden die cores nach den im Material und Methode Teil (,,2.4
Immunhistochemische Fiarbungen und Auswertungen®) erwahnten Kriterien in positiv und
negativ eingeteilt. In den TUR-B waren sdmtliche cores negativ, in den Zystektomien lediglich
einer und in den Metastasen nur drei cores positiv. Da hier nur wenige cores (n = 19) vorlagen,
machten diese drei aber doch 15% aus. Zusammengefasst war die PD-1-Expression in unserer

Kohorte also gering.

3.6.3. Analyse der Proliferationsrate

Zur Analyse der Proliferationsrate in unserer Kohorte wurde die Expression des Ki67-Proteins
herangezogen. In den letzten Jahren hat dies insbesondere in der Tumorforschung an Bedeutung
zugewonnen, eine hohe Proliferationsrate hat oft einen Einfluss auf die Prognose und den Verlauf

der Erkrankung.

Auf Grund dieses steigenden klinischen Interesses wurde die Proliferationsaktivitét in unserer
Kohorte ebenfalls erhoben. Die Ki67-Expression wird als Prozentsatz, in Bezug auf die gesamte
Zahl der Tumorzellen, angegeben. In der folgenden Abbildung ist diese in Form von Boxplots,
getrennt fiir die Eingriffstypen TUR-B, Zystektomien und Metastasen dargestellt. Eine

Korrelation zu den klinischen Verlaufsdaten der Kohorte sollte in Zukunft folgen.
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Ki67-Expression in den verschiedenen Eingriffstypen
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Abbildung 47: Ki67-Expression in den drei Eingriffstypen. In Form von Boxplots, getrennt dargestellt fiir
die drei Eingriffstypen TUR-B, Zystektomien und Metastasen. Zwischen diesen fand ein Mittelwerts-
Vergleich mittels t-Test fiir unabhdngige Stichproben statt.

Im Vergleich zwischen den Gruppen fand sich lediglich zwischen den TUR-B und den
Zystektomien ein signifikanter Unterschied in der Ki67-Expression. Die Ki67-Expression war in
den 45 TUR-B-Proben (M = 51,83, SD = 21,93) signifikant hoher als in den 28 Zystektomie-
Proben (M = 29,91, SD = 18, 56); t(71) = 4,39, p = <0,001. Generell lag die hochste mittlere
Expression und somit Proliferationsrate in den TUR-B (M = 52%)), gefolgt von den Metastasen
(M =42%) und den Zystektomien an letzter Stelle (M =30%), vor. In den Metastasen zeigte sich
dabei die grofite Streuung der Werte.

3.7. Untersuchung pradiktiver Biomarker fiir die Neoadjuvante

Chemotherapie

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung und mogliche Identifizierung pradiktiver
Biomarker, die das Therapieansprechen fiir bereits etablierte Therapiemethoden vorhersagen
konnten, an der Kohorte der am UKD uroonkologisch behandelten Patienten. Wir haben hier

zundchst die Kohorte der neoadjuvant behandelten Patienten niher betrachtet (n=18).

Hierzu wurden die Patienten je nach Ansprechen auf die neoadjuvante Chemotherapie in drei
Gruppen unterteilt. Fiir diese Unterteilung wurden die pTNM-Klassifikationen vor und nach der
neoadjuvanten Chemotherapie, also in den TUR-B und den Zystektomien, herangezogen. Zur

Gruppe 1 wurden die Patienten zugeteilt, die in den Zystektomien, also nach der Therapie, eine
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komplette Remission erreichten, dementsprechend ein Stadium von ypT0 NO MO vorwiesen. Zur
Gruppe 2 zdhlten die Patienten mit moderatem Ansprechen. Dieses haben wir als ein Stadium von
ypTa oder ypT1, also dem weiteren Vorliegen eines exophytisch, nicht infiltrativen Tumors, oder
einem Stadium von ypTis, also dem Vorliegen eines Carcinoma in situ, klassifiziert. In Gruppe 3
wurden die Patienten mit schlechtem Ansprechen zugeteilt. Dieses haben wir definiert als ein
Stadium von ypT2 oder hoher sowie dem Vorliegen sédmtlicher lymphonodaler (pN) oder

anderwirtiger Metastasen (M).

Tabelle 19: Gruppeneinteilung nach pTNM-Stadium

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
ypTO NO MO ypTa/pTis/pT1 NO > ypT2 N+ M+
MO
5 Patienten 5 Patienten 8 Patienten

Zwischen diesen Gruppen wurde die Expression der drei bioinformatisch ermittelten Gene TERT,
NECTIN4 und TROP2 sowie, aus klinischem Interesse, von dem Proliferationsmarker Ki67 in
den TUR-B Proben der Patienten, also vor Erhalt der Chemotherapie, verglichen. In den
folgenden Abbildungen sind diese Daten in Form von Boxplots dargestellt, die genauen
Auswertungsmethoden der einzelnen Marker sind dem Abschnitt ,,2.4. Immunhistochemische

Férbung und Auswertung* des Material-und-Methode-Teils zu entnehmen.

Ki67-Expression in den pTNM-Gruppen
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Abbildung 48: Ki67-Expression in den pTNM-Gruppen. In Form von Boxplots, getrennt dargestellt fiir
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die anhand der pTNM-Klassifikation eingeteilten Gruppen 1, Gruppe 2 und Gruppe 3. Zwischen diesen
pTNM-Gruppen fand ein Mittelwerts-Vergleich mittels t-Test fiir unabhdngige Stichproben statt.

Im Falle der Ki67-Expression, also der Proliferationsrate, war eine stetige Abnahme mit
zunehmend schlechterem Ansprechen auffillig. Die Gruppe mit dem besten Ansprechen auf die
neoadjuvante Chemotherapie, also Gruppe 1, wies vor Erhalt der Therapie die hdchste mittlere
Proliferationsrate auf (M = 65,2%), gefolgt von der Gruppe mit dem moderaten Ansprechen (M
=44%) und der Gruppe mit dem schlechten Ansprechen an letzter Stelle (M = 31,5%). Zwischen
Gruppe 1 und Gruppe 3 lieB3 sich aulerdem ein statistisch signifikanter Unterschied nachweisen:
Die Ki67-Expression war in den 5 Cores der Gruppe 1 (M = 65,2; SD = 18,3) signifikant hoher
als in den 16 Cores der Gruppe 3 zugehorigen Patienten (M = 31,5; SD = 23,34); t(19) =2,94; p
=0,009. Das Ansprechen auf die neoadjuvante Chemotherapie war in unserer Kohorte als umso
besser, je hoher die vor der Therapie bestimmte Proliferationsrate war. Ki67 kénnte sich somit

als ein pradiktiver Marker fiir da Ansprechen auf eine neoadjuvante Chemotherapie gut eignen.

nukledre TERT-Expression in den pTNM-Gruppen
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Abbildung 49: Nukleire TERT-Expression in den pTNM-Gruppen. In Form von Boxplots, getrennt
dargestellt fiir die anhand der pTNM-Klassifikation eingeteilten Gruppe 1, Gruppe 2 und Gruppe 3.
Zwischen diesen pTNM-Gruppen fand ein Mittelwerts-Vergleich mittels Whitney-U-Test statt.

Fiir die nukleére TERT-Expression lieB sich kein signifikanter Unterschied in den drei Gruppen
nachweisen. Es liel sich dennoch ein aufsteigender Trend erahnen: je hoher die TERT-
Expression, desto schlechter schien das Ansprechen zu sein. Dies wiirde auch mit dem
Kenntnisstand aktueller Publikationen zur TERT-Expression im Urothelkarzinom der Harnblase
iibereinstimmen, im Abschnitt 4.2.1. der Diskussion wird hier genauer drauf eingegangen. Zur

Validierung dieser Annahme sollte dies in einer groBeren Kohorte iiberpriift werden.
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cytoplasmatische TERT Expression in den pTNM-Gruppen
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Abbildung 50: Cytoplasmatische TERT-Expression in den pTNM-Gruppen. In Form von Boxplots,
getrennt dargestellt fiir die anhand der pTNM-Klassifikation eingeteilten Gruppe 1, Gruppe 2 und Gruppe
3. Zwischen diesen pTNM-Gruppen fand ein Mittelwerts-Vergleich mittels t-Test fiir unabhdngige
Stichproben statt.

Die cytoplasmatische TERT-Expression wies keinen erkennbaren oder signifikanten Unterschied

zwischen den pTNM-Gruppen auf.

NECTIN4-Expression in den pTNM-Gruppen
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Abbildung 51: NECTIN4-Expression in den pTNM-Gruppen. In Form von Boxplots, getrennt dargestellt
fiir die anhand der pTNM-Klassifikation eingeteilten Gruppe 1, Gruppe 2 und Gruppe 3. Zwischen diesen
PTNM-Gruppen fand ein Mittelwerts-Vergleich mittels t-Test fiir unabhdngige Stichproben statt.

Gleiches trifft fiir die NECTIN4-Expression zu, es lag kein Zusammenhang zwischen dieser und

dem Ansprechen vor.
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TROP2-Expression in den pTNM-Gruppen
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Abbildung 52: TROP2-Expression in den pTNM-Gruppen. In Form von Boxplots, getrennt dargestellt fiir
die anhand der pTNM-Klassifikation eingeteilten Gruppe 1, Gruppe 2 und Gruppe 3. Zwischen diesen
PTNM-Gruppen fand, je nachdem ob eine Normalverteilung gegeben war oder nicht, ein Mittelwerts-
Vergleich mittels t-Test fiir unabhdngige Stichproben oder mittels Whitney-U-Test statt.

Auch TROP2 scheint kein geeigneter pradiktiver Marker fiir das Ansprechen zu sein, es lie3 sich

kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen nachweisen.

Zusammengefasst scheinen die NECTIN4-, TROP2- und cytoplasmatische TERT-Expression
also keinen pradiktiven Wert fiir das Ansprechen auf eine neoadjuvante Chemotherapie zu haben.
Im Falle der nukleiren TERT-Expression lieB sich zwar ein Trend erkennen, aber keine
Signifikanz nachweisen. Die Ki67-Expression hingegen stellte sich als ein gut geeigneter
pradiktiver Marker dar, der durch die einfache Anwendung der immunhistochemischen
Féarbungen die klinische Routine unterstiitzen konnte. Auf Grund der kleinen Kohorte sollte dies

mit groBeren Fallzahlen nochmals bestitigt werden.

3.7.1 Uberlebensanalyse der p TNM-Gruppen

Auch fiir die festgelegten pTNM-Gruppen wurde eine Uberlebensanalyse durchgefiihrt,
dargestellt mittels Kaplan-Maier-Kurven. Es wurde auflerdem ein Log-Rank-Test angewendet,
um zu ermitteln, ob zwischen diesen drei Gruppen signifikante Unterschiede beziiglich des
Uberlebens vorliegen. Hier lieB sich zwar der Trend erkennen, dass das Uberleben von Gruppe
eins zu drei stetig sinkt, es konnte aber aufgrund der kleinen Fallzahlen keine signifikanten

Uberlebensunterschiede nachgewiesen werden.
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Gesamtiberleben nach pTNM Gruppen
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Abbildung 53: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse der pTNM Gruppem 1-3. Zwischen den Gruppen fand
ein Mittelwerts Vergleich mittels Log-Rank-Test statt. Unter der Kurve sind zusdtzlich die subjects-at-risk

dargestellt. Fiir die X-Achse wurde ein Maximum von 120 Monaten festgelegt.
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4. Diskussion

In der Behandlung des Urothelkarzinoms der Harnblase ist die Cisplatin-basierte Chemotherapie
seit Jahrzehnten die standardhaft durchgefiihrte Therapie. Unter anderem durch die
fortschreitende Entwicklung von Resistenzen ist die therapeutische Wirkung trotz eines initialen
Tumoransprechens bei mehr als 40% der Patienten und einer Stabilisierung des weiteren
Krankheitsverlaufs bei insgesamt etwa 60 -80% der Patienten zeitlich begrenzt. Eine Entwicklung
von neuen Therapieansitzen, die eine Alternative zur Chemotherapie darstellen konnten, ist also
dringend erforderlich. Neue Behandlungsansitze, wie der Einsatz von Immuncheckpoint-
Inhibitoren, haben in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. In jiingster Zeit
konnte zusétzlich gezeigt werden, dass eine kombinierte Behandlung mittels Immuncheckpoint-

Inhibitor und Antikorper-Wirkstoffkonjugat einer platin-basierten Chemotherapie iiberlegen ist.

Ein neuer moglicher alternativer Therapieansatz konnte eine CAR-T-Zell-Therapie darstellen. Im
Gegensatz zu den oben angefiihrten Beispielen, deren Wirkdauer limitiert ist, besteht hier die
Moglichkeit einer langfristigen Tumorkontrolle. Zum Teil sind die CAR-T-Zellen noch Monate
oder sogar Jahre nach initialer Infusion im Blut des Patienten nachweisbar und koénnen in diesem
Zeitraum  dementsprechend auf neu entstehende Tumorzellen reagieren. Ein
»~Abwehrmechanismus® gegen mogliche Rezidive bleibt also auch nach erfolgter Therapie langer
bestehen. In dieser Arbeit sollten neue, moglichst tumorspezifische, Zielmolekiile fiir eine CAR-
T-Zell-Therapie des Urothelkarzinoms identifiziert werden. Die Identifizierung erfolgte in
mehreren Schritten: als erstes wurden mdgliche Kandidaten bioinformatisch ermittelt, darauf
folgten Analysen im Zellmodell, auf mRNA-Ebene und schlieBlich iiber immunhistochemische
Férbungen an manuell erstellten Tissuemicroarrays (TMA), auf Protein-Ebene. Das Gewebe
dieser TMAs stammte von einer Kohorte Patienten, die am UKD auf Grund eines

muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms in Behandlung waren.

AuBlerdem war in dieser Arbeit die Untersuchung moglicher pradiktiver Biomarker, die ein
Ansprechen auf eine Chemotherapie oder andere Systemtherapien vorhersagen kdnnten, von
Interesse. Konkret wurde zunédchst untersucht, ob sich das Therapieansprechen der Gruppe von
Patienten, die eine neoadjuvante Chemotherapie erhalten haben, mit der Expression verschiedener

Marker in Verbindung bringen l4sst.

Ein weiteres Ziel bestand in der molekularen Charakterisierung der Kohorte durch die
Bestimmung molekularer Subtypen, Erhebung der Expression von Immuncheckpoint-Proteinen
sowie Bestimmung von Proliferationsaktivitit und Inflammation {iber weitere

immunhistochemische Farbungen.
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4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1. In silico Analysen zur Identifikation neuer Kandidaten fiir

Antitumortherapien

In dieser Arbeit wurde eine erste Auswahl von moglichen Kandidaten fiir die CAR-T-Zell-
Therapie aus einem Vergleich von Transkriptomdaten der kommerziell erhiltlichen benignen
urothelialen Kontrollzelllinie HBLAK (Hoffmann et al. 2016) und den fiinf Urothelkarzinom-
Zelllinien RT112 (Marshall et al. 1977), J82 (O'Toole et al. 1978), T24 (Bubenik et al. 1973),
VMCUBI1 (Williams 1980) und UMUC3 (Grossman et al. 1986) gewonnen. Hier konnten durch
eine Auswertung der entsprechenden Daten aus RNA-Sequenzierungen 200 differentiell
exprimierte Gene identifiziert werden, die eine hohere Expression in den Tumorzelllinien als in
HBLAK aufwiesen. Durch eine Priifung der intrazelluliren Lokalisation der korrespondierenden
Proteine, und einer Auswabhl lediglich der Proteine, die eine Expression auf der Plasmamembran
zeigten, wurde diese grofle Anzahl reduziert. Proteine mit einer Expression auf der
Plasmamembran eignen sich besser als 7argets fir eine CAR-T-Zell-Therapie. Um die
intrazelluldre Lokalisation zu priifen, wurden 6ffentliche Datenbanken verwendet, und zwar The
Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/) und Genecards

(https://www.genecards.org/).

Bei der im initialen Vergleich der Transkriptomdaten als Normalkontrolle eingesetzten Zelllinie
HBLAK handelt es sich um eine spontan immortalisierte Uroepithelzelllinie. Neben einer
vorliegenden C228T-TERT-Promotor-Mutation und wenigen Verdnderungen des Karyotypen
wie einer 9p21-Deletion weist diese keine Urothelkarzinom-typischen Verénderungen auf,
dennoch sind die oben genannten Verdnderungen charakteristisch fiir ein Urothelkarzinom im
Friithstadium. Die Reaktion der Zelllinie auf zytotoxische Behandlungen dhnelt dennoch der von
normalen Urothelzellen und insbesondere die Gene, die zu den am haufigsten verdnderten im
Urothelkarzinom zéhlen, sind in der HBLAK-Zelllinie unveridndert (Hoffmann et al. 2016).
HBLAK spiegelt somit zu einem groflen Teil den Phanotyp gesunder Uroepithelien wieder und
eine gute Eignung als Normalkontrolle scheint somit gegeben zu sein. Wie oben genannt muss
eine immortalisierte Zelllinie jedoch Verdnderungen aufweisen, die sie von wirklichen gesunden
bzw. normalen Uroepithelien unterscheidet. Der Einsatz von HBLAK als Normalkontrolle kann
also durchaus auch kritisch betrachtet werden, das Einbeziehen einer zweiten Normalkontrolle in
diesen initialen Vergleich mit fiinf Urothelkarzinom-Zelllinien hétte unter Umstdnden in noch
spezifischeren Ergebnissen resultieren konnen. Weitere Vorteile von HBLAK u. a. gegeniiber

anderer Zelllkulturmodellen ist die unbegrenzte Lebensdauer und somit gesicherte Verfligbarkeit.
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Die verwendeten Tumor-Zelllinien spiegeln das Spektrum der Erkrankung zwar addquat wieder,
dennoch wére auch hier eine Ausweitung des Vergleichs mit den Tumor-Zelllinien auf mehr als

fiinf Zelllinien denkbar gewesen.

Aus einer in silico Analyse von oOffentlich zuginglichen, aus Patientengewebe gewonnenen,
Daten des The Cancer Genome Atlas (TCGA) wurden weitere Kandidaten identifiziert. TCGA
wurde im Jahre 2006 ins Leben gerufen und erweitert mittels 6ffentlicher Férderungen stetig
seinen Datensatz. Zu diesem zdhlen neben Genomen, Trankspritomen und Proteomen
unterschiedlichster Entitdten u. a. auch die klinischen Daten der Probanden. Ziel des TCGA ist
es, einen Katalog mit den entscheidenden molekularen Verdnderungen zu erstellen, die fiir die
Krebsentstehung verantwortlich sind. Durch dieses grofle Bestreben und das Bereitstellen dieser
Datensitze hat TCGA in einem groen Mal3 zur onkologischen Forschung beigetragen (Yang et
al. 2020). Diverse Studien arbeiteten bereits mit diesem Datensatz, um z. B. tumorspezifische
Marker in den unterschiedlichsten Entititen zu ermitteln oder eine Vielzahl weiterer

Fragestellungen zu beantworten (Weinstein ef al. 2013).

In dieser Publikation wurden die vom TCGA bereitgestellten Transkriptomdaten von 427
Tumorgeweben mit 19 Normal-Blasengeweben verglichen. Auch in diesem Fall liegen somit
bedauerlicherweise deutlich weniger Transkriptomdaten aus Normalkontrollen als aus
Tumorgeweben vor. Begriinden lésst sich dies durch die geringe Verfligbarkeit von durchweg
gesundem Normalgewebe zu Forschungszwecken. In Abschnitt 4.1.3. wird auf diese Problematik

sowie mogliche Losungsansétze weiter eingegangen.

Das weitere Vorgehen verlief hier analog zur ersten Auswahl, es wurden die gleichen
Datenbanken benutzt, um die korrespondierenden Proteine mit einer Expression auf der
Plasmamembran zu identifizieren. Hier kam es bei einem der ermittelten Kandidaten, TERT,
nachwirkend zu Problemen in der Beurteilbarkeit, da die in den Datenbanken angegebenen
Lokalisationen nicht vollends mit den Quellen eben dieser libereinstimmten. Im Abschnitt 4.2.3

wir hierauf genauer eingegangen.

4.1.2 Quantitative Real-Time PCR

Die Validierung der in silico identifizierten Kandidaten erfolgte auf mRNA-Ebene mittels real-

time PCR in Zelllinien und Geweben mit Gen-spezifischen Primern.

Die nach der reversen Transkription erfolgende quantitative real-time PCR, oder kurz qRT-PCR,
ist ein dulerst sensitives Verfahren, um Gen-Expressionslevel zu bestimmen und wird in diesem
Bereich weitldufig eingesetzt. In diesem Fall erfolgte die Quantifizierung tiber die Messung von

Fluoreszenzsignalen, welche proportional zu der pro PCR-Zyklus entstandenen PCR-
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Amplifikatmenge anstiegen. Wie der Name der Technik schon verrit, ist dies in ,,real time*, also
in stindiger Uberwachung der Amplifikation, mdglich. Die tatsichliche Quantifizierung kann
iiber zwei verschiedene Wege erfolgen, und zwar absolut oder relativ (Harshitha und Arunraj
2021). In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine relative Quantifizierung. Hier wird die gemessene
Expression des Gens von Interesse mit der Expression eines anderen Gens verglichen und in
Relation gestellt, zusétzlich fand bei der initialen Primer-Etablierung ein relativer Vergleich zu
einer Standards-Verdiinnungsreihe statt. Ideale Kandidaten fiir diese Vergleichs-Gene sind
sogenannte ,,housekeeping genes*, also Gene, die fiir den Aufrechterhalt der zelluldren Funktion
entscheidend und somit moglichst konstant exprimiert sind. Je nach Fragestellung,
experimentellen Bedingungen und untersuchtem Zelltypen sollten hier andere Gene zum Einsatz
kommen (Andersen et al. 2004). In dieser Arbeit wurde mit dem housekeeping gene TBP
gearbeitet. TBP ist die Abkiirzung fiir ,,TATA-box-binding protein‘. Dieses ist eine Untereinheit
des Transkriptionsfaktors TFIID, und zwar die, die wie der Name schon verrit, die TATA-Box
bindet. TBP spielt somit eine wichtige Rolle in der Initiierung der Transkription (The Human
Protein Atlas - TBP). Die Eignung dieses Gens als Referenzgen bei der Fragestellung nach
Unterschieden von Expression in gesundem und tumordsen Blasengewebe wurde bereits in
diversen Studien verifiziert. So unter anderem von Smith et al, diese untersuchten prospektive
und retrospektive Kohorten von an Blasenkrebs erkrankten Patienten und untersuchten die
Stabilitit diverser Gene anhand drei verschiedener Algorithmen. TBP zeichnete sich in all diesen
Algorithmen als bestéindig exprimiertes Gen und somit als ein guter Referenzkandidat (Smith et
al. 2020). Auch Ohl et al untersuchten verschiedene mogliche Referenz-Gene beziiglich der
Expressionsverhiltnisse zwischen benignem und malignen Blasengewebe und ermittelten 7BP
als einen stabil exprimierten Anwérter (Ohl ef al. 2006). Fiir die in dieser Publikation angestrebten

Ermittlung moglichst tumorspezifischer Gene ist 7BP folglich ein gut geeignetes Referenzgen.

4.1.3. Tissue microarrays

Fiir die Analyse der Expression auf Protein-Ebene mittels immunhistochemischer Farbungen
wurden im Rahmen dieser Arbeit Tissue microarrays erstellt, die das Gewebe unserer Kohorte
von am UKD behandelter Patienten mit Urothelkarzinomen der Blase enthalten. Die Herstellung
der TMAs erfolgte manuell mittels einen Manual-Tissue-Arrayers. Die Tumor-Areale der Donor-
FFPE-Blocke, welche ausgestanzt und in die Paraffin-TMA-Blocke eingefiigt werden sollten,
auch zu bezeichnen als ,,Regions of Interest” (ROI) wurden initial in Zusammenarbeit mit der

Pathologie an den jeweiligen mit Himatoxylin-Eosin gefarbten Schnitten vormarkiert.

Tissue microarrays erlauben es, eine grofle Anzahl an Gewebeproben, simultan zu untersuchen.
Die am héufigsten angewandte Methode des Screenings ist die Immunhistochemie (Voduc et al.
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2008). Diese Technik macht es somit moéglich, diagnostische oder priadiktive Biomarker schnell
und auch kostengilinstig zu screenen. Aullerdem kann die interexperimentelle Variabilitét
vermieden werden, sowohl wihrend des Farbe- als auch des Interpretationsprozesses (Kononen
et al. 1998). Insbesondere im Bereich der Tumorforschung haben sich die Tissue microarrays in
den letzten Jahren zu einem wichtigen Werkzeug etabliert. Neben der Entdeckung neuer
Biomarker fiir die personalisierte Medizin erlaubt dies auch eine schnelle Ubertragung in den

klinischen Einsatz (Voduc et al. 2008).

Alternative Hochdurchsatz-Methoden, die eine verdnderte Expression bestimmter Gene bzw.
Proteine untersuchen, sind z. B. DNA-Mikroarrays oder Techniken der Proteomik wie ein
Protein-Microarray. TMAs weisen diverse Vorteile gegeniiber diesen Methoden auf, beginnend
mit dem bendtigten Ausgansmaterial. So bendtigen z. B. DNA-Mikroarrays ,.fresh frozen tissue®,
wihrend fiir TMAs FFPE-Gewebe zum Einsatz kommt. Dieses ist die iibliche Lagerungsmethode
von sdmtlichen chirurgisch gewonnenen Proben, auBerdem sind Krankenhiuser dazu verpflichtet,
dieses Gewebe mindestens 20 Jahre lang aufzubewahren (Voduc ef al. 2008). Diese ist somit
deutlich leichter verfiigbar als das eingefrorene Gewebe. Haufig sind keine zusétzlichen Eingriffe
moglich und das Gewebe stammt aus klinisch indizierten Operationen. Wie oben erwihnt ist die
hiufigste Technik, fiir die TMAs verwendet werden, die Immunhistochemie. Alternative
Methoden, wie die oben erwiahnten DNA- und Protein-Microarrays oder auch Sequenzierungen,
setzten eine Homogenisierung und somit, einen zusidtzlichen Arbeitsschritt, und eine
Herauslosung aus der Morphologie des Gewebes voraus. Somit ist es anspruchsvoller ,,reine®
Tumorproben zu erhalten, wahrend der Pathologe in den histologischen Auswertungen, die nicht
tumordsen Anteile einfach unbeachtet lassen kann. Aber auch Fragestellungen, die sich auf die
Tumorumgebung beziehen werden durch die Erhaltung der Morphologie in einem TMA moglich

gemacht.

Das Anfertigen und Farben ganzer Schnitte, also fiir jeden FFPE-Gewebeblock eines jeden
Patienten unserer Kohorte, wéire zwar eine mogliche Alternative zu der Erstellung der TMAs
gewesen, hitte aber einen enorm groflen Material- und Zeitaufwand mit sich gebracht. Durch die

Anfertigung von TMAs werden in einem erheblichen Maf3e Ressourcen gespart.

Das Konzept der Tissue microarrays wurde erstmals 1986 von Hector Battifora beschrieben
(Battifora 1986), dieser bezeichnete sie als ,,Multitumorgewebeblock und sah sie als
kostengiinstigen und schnelle Screening Methode fiir gewebespezifische monoklonale Antikorper
vor. 1998 folgte von Juha Kononnen die Erstellung des ersten Tissue microarray und Entwicklung
eines funktionellen ,, Tissue Arrayers®, welcher die Herstellung von TMAs deutlich vereinfachte
(Kononen ef al. 1998). Der Aufbau von diesem #hnelt weitestgehend auch den heute noch

verwendeten Gerdten. Es bestand aus einer Stahl-Stanze mit einem Durchmesser von 600 pm,
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gehalten in einer X-Y-Prézisionsfilhrung, mit welcher die nachher zu fiillenden cores des
Empféngerblocks sowie die Gewebekerne aus den Spenderbldcken enthommen werden konnten.
Uber ein Mikrometer konnte diese Priizisionsfiihrung die Stanze entlang ihrer eigenen Achse, und
somit genaustens von core zu core auf dem Empfingerblock, bewegen. Auch in diese Arbeit
haben wir einen solchen Manual-Tissue-Arrayer verwendet. Die Bedienung dieser Gerite kann
schnell erlernt werden und erlaubt auch nicht geiibten Personen eine sorgfiltige, Gewebe-
sparende und zeitlich effektive Anfertigung von TMAs. Nach der Einweisung in die Verwendung
des Gerdtes wurde der Doktorandin auBlerdem ermdglicht, den gesamten Prozess, vom
Ausstechen der cores bis zum Farben der Schnitte, mit FFPE-Gewebeblocken, die nicht mehr
benotigt wurden, zu trainieren. So konnte, vor Verwendung des Patientengewebes unserer

Kohorte, sichergestellt werden, dass die Technik ausreichend beherrscht wurde.

Manual-Tissue-Arrayer haben sich zwar in diversen Studien bewahrt, bendtigen aber, wie der
Name schon verrdt, Handarbeit. Daraufhin folgte die Entwicklung der halb- und
vollautomatischen TMA-Systeme, der weite Einsatz dieser ist jedoch durch die hohen
Anschaffungskosten begrenzt. Dennoch haben diese Systeme diverse Vorteile gegeniiber der
Manuellen Methode. Unter anderem setzen Zlobec ef al in einer 2013 verdffentlichten Arbeit
(Zlobec et al. 2013) einen solchen automatisierten Tissue-Arrayer (Grandmaster, 3DHistech) ein.
Dieser benétigte 12 Sekunden fiir das Ausstanzen von einem core und der Ubertragung in den
Empfangerblock. In dieser Studie wurden zwei TMAs erstellt, diese enthielten insgesamt 420
cores mit einem Durchmesser von 1 mm, innerhalb von insgesamt 1,4 Stunden. Bei der hier
vorgelegten Arbeit wurden insgesamt 222 cores ausgestanzt und iibertragen, der zeitliche
Aufwand betrug hier ca. dreieinhalb volle Arbeitstage. In dieser Zeit ist allerding auch der
Abgleich der vormarkierten Slides mit dem Spenderblock und das Auffinden der auszustanzenden
Areale inbegriffen. Der Einsatz automatisierter 7issue-Arrayer fithrt dennoch zu einer deutlichen
Zeitersparnis. Zlobec et al berichten auBlerdem von einer lediglich 2%igen Fehlerquote bei der
Ubertragung vom Spender- in den Empfingerblock, dieses Risiko scheint bei der manuellen

Anfertigung deutlich hoher.

Wie anfangs erwdhnt wurden die Tumor-Areale der Donor-FFPE-Blocke initial in
Zusammenarbeit mit der Pathologie an den jeweiligen mit Hamatoxylin-Eosin geférbten
Schnitten mittels eines Filz-Markers vormarkiert. Diese markierten HE-Schnitte wurden auf die
Donor-Blocke gelegt, um die Stanze in die richtige Position zu bringen. Auch in der ersten
Beschreibung von Kononnen wurde dies so durchgefiihrt (Kononen et al. 1998). Idealerweise
sollten hier vor der Markierung von jedem Donorblock erneut HE-Schnitte angefertigt werden,
um einer Verschiebung der Schichten oder der Tumor-Lokalisation in der Tiefe vorzubeugen.
Aus zeitlichen und Ressourcen-sparenden Griinden haben wir in dieser Arbeit darauf verzichtet.

Dadurch konnte trotz groBter Bemiihungen in manchen Fillen ein genaues Ubereinstimmen der
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Darstellung in den HE-Schnitten mit dem jeweiligen Donor-Block nicht gewahrleistet werden.
Wenn die Abweichung bereits zu grob erschien, musste die Beurteilung der Morphologie zum
Teil erschwert an aktuelleren, Immunhistochemisch gefarbten Schnitten erfolgen. In der bereits
oben erwihnten Studie von Zlobec et al (Zlobec et al. 2013) wurde auch hier ein anderer,
moderner Ansatz gewahlt. Die angefertigten HE-Schnitte wurden mittels eines
Objekttragerscanners (Pannoramic P250, 3DHistech) eingescannt, digitalisiert und mit der
Pannoramic Viewer Software (3DHistech) betrachtet und die ROI digital markiert. Die
Markierung war hier bereits exakt in dem gewdihlten Durchmesser der cores moglich, die
Auswahl der geeigneten Areale bendtigt aber weiterhin die Expertise eines erfahrenen
Pathologen. Der von Zlobec et al verwendete automatisierte Tissue-Arrayer erstellte zusétzlich
eine Aufnahme von jedem eingefiigten Spenderblock. Diese Aufnahmen konnten anschlieBend
mit den markierten, digitalisierten Objekttragern iiberlagert werden. Dadurch wurde eine
exaktere Ubereinstimmung erzielt als bei dem manuellen Abgleich von Spenderblock und HE-
Schnitt. Nach Betrachtung und Bestitigung der Markierungen erfolgte die Stanzung der
Spenderblocke.

Ein durchgéngiges Vorliegen des Tumorgewebes, also auch in der Tiefe der markierten Areale,
war in keinem Fall initial einsehbar. Bei einer core Tiefe von 3 mm, wie wir sie gewahlt haben,
kann es also vorkommen, dass nicht jeder Schnitt Tumorgewebe enthalten wird. So kann eine
Stanze z. B. nach dem ersten Millimeter auch nur noch Paraffin umfassen. Dieses durch die 3-
Dimensionalitdt des Gewebes bedingte Problem ist ein haufig angesprochener Kritik-Punkt an
der Technik der TMAs. Auch bei bereits diinnem Spendergewebe, wie den aus Metastasen
gewonnenen Biopsien, kommt dieses Problem auf (Hoos und Cordon-Cardo 2001). Um diesem
bestmdglich entgegenzuwirken, wurden in diesen Fillen mehrere cores aus einem Tumorbereich
gestanzt. Nach jedem Stanzen wurde begutachtet, ob der core Paraffin enthilt. Wenn dies der Fall
war, wurden diese in ihrer Hohe so zugeschnitten, dass beim Aufeinanderlegen der einzelnen
Teile in einer 3 mm Séiule des Empfanger-Blocks, die volle Hohe mit Gewebe ausgefiillt wurde.

Durch ein Erhitzen des Paraffin-Blocks wurde ein Zusammenfiigen der Fragmente erreicht.

Die Frage, ob die einzelnen cores der TMAs tatséchlich repréisentativ fiir das gesamte Gewebe
des Spenderblockes sind, ist einer der am hiufigsten diskutierten Kritikpunkte an der Technik.
Insbesondere bei dullerst heterogenen Entitdten wird befiirchtet, dass die Ergebnisse nicht das
Proteinexpressionsmuster des gesamten Tumors widerspiegeln kdnnten (Simon und Sauter 2002).
Auch das Urothelkarzinom der Blase ist fiir seine ausgepriagte intratumorale Heterogenitét
bekannt. U. a. konnten Schallenberg et al die Heterogenitét der Entitét beziiglich der molekularen
Subtypen {iber immunhistochemische Farbungen aufzeichnen: in 12,5% der Fille wiesen die
analysierten Tumorzentren und die Tumorperipherie unterschiedliche Subtypen auf, in 24,6% der

Félle wurde bei zufalliger Auswahl der analysierten Areale ein ungleicher Subtyp festgestellt
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(Schallenberg et al. 2023). Diese Heterogenitit sollte somit sowohl in der Anfertigung als auch
der Auswertungen der TMA bertiicksichtigt werden.

Haufig angesprochene Punkte sind hier sowohl die Anzahl der cores, die einem Spenderblock
entnommen werden, als auch die Grofle, bzw. der Durchmesser dieser. Die Anzahl der cores, die
einen Fall darstellen sollen, variiert stark, einen Konsens gibt es bis heute nicht. Das FFPE-
Gewebe unserer Kohorte wurde in drei unterschiedlichen Arten von Eingriffen gewonnen: TUR-
B, Zystektomien und Biopsien von Metastasen. Fiir jeden bei einem Patienten vorliegenden
Eingriff wurden zwei cores in die TMA eingebettet, die Anzahl konnte also zwischen 2-6 cores
schwanken, je nachdem, welche Eingriffe fiir den Patienten vorlagen. In zwei der insgesamt 60
Féllen konnte, aufgrund von mangelndem Gewebe, nur ein core gefiillt werden. Durch diesen
Aufbau war auch die Beurteilung des zeitlichen Verlaufs der Expression mdglich. Diverse
Studien diskutieren die oben angesprochenen Punkte, so zum Beispiel eine Verdffentlichung von
Camp et al aus dem Jahre 2000 (Camp et al. 2000), die sich mit der reprisentativen Anzahl der
cores beschiftigte: In dieser Studie wurden TMAs mit dem Gewebe von 38 Brustkrebs-Patienten
erstellt und die Expression der Ostrogen-, Progesteron- und HER2/neu-Rezeptoren
immunhistochemisch an 1 bis 10 cores analysiert. Die Farbungen dieser Proben wurden mit den
Ergebnissen aus den vollstindigen Gewebsschnitten verglichen. Camp ef al kamen zu dem
Ergebnis, dass bereits der Einsatz von zwei cores zu einer 95% Ubereinstimmung mit der Analyse
des gesamten Schnittes fithrt. Wenn die Anzahl der cores auf 5 erhoht wurde, fiihrte dies zu einer
Erhohung der Ubereinstimmung auf sogar 99,5%. Torhorst et al kamen in einer 2001
verdffentlichten Studie (Torhorst et al. 2001) sogar zu dem Ergebnis, dass die Verwendung von
nur einem core ausreicht, um die gleichen Zusammenhénge zwischen Klinik und Expression der
Biomarker zu reproduzieren, allerdings nur, wenn die Kohorte ausreichend grof ist. Auch hier
wurden Brustkrebs-Biomarker untersucht, u.a. erneut der Ostrogen- und Progesteronrezeptor. Bei
der Analyse eines cores stimmten die Ergebnisse im Vergleich zur Analyse des gesamten
Schnittes im Falle des Progesteronrezeptors zu 95%, in Falle des Ostrogenrezeptors zu 75-81%,
iiberein. Es zeigten sich also deutliche Unterschiede zwischen den Markern. Dies ldsst vermuten,
dass die reprisentative Anzahl der cores auch von den individuellen Expressionsmustern der
untersuchten Marker abhéngt. Ein Vergleich zwischen den TMA- und Gesamtschnitt-Analysen
der von uns untersuchten Biomarker, speziell fiir das Urothelkarzinom, konnte in Zukunft also

von Interesse sein.

Neben der Anzahl der reprasentierenden cores wird wie oben erwahnt auch der Durchmesser
diskutiert, je groBBer der core, desto mehr Gewebeheterogenitit kann abgebildet werden, aber
desto hoher ist auch der Gewebsverlust und der Materialaufwand. Je weniger cores auf eine TMA
passen, desto mehr Schnitte miissen angefertigt und gefarbt werden, was wiederum auch direkt

mit einem hoheren Arbeitsaufwand verbunden ist. Ein groBerer core-Durchmesser erlaubt
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auBerdem, insbesondere bei einer manuellen Erstellung der TMAs, die ROI verlésslicher zu
erfassen. Dies ist insbesondere bei kleinen ROIs von Vorteil. Die am hdufigsten eingesetzte Grofe
der cores ist 0,6 mm, aber auch 1, 1,5 oder 2 mm werden verwendet (Voduc et al. 2008). Fiir
diese Arbeit wurde ein core Durchmesser von 1,5 mm gewahlt, zum einen, da es sich beim
Urothelkarzinom um stark heterogene Lisionen handelt. Zum anderen schnitt dieser Durchmesser
bei unserer Abwigung von Gewebsverlust, Stabilitit der Konstruktion, Arbeitsaufwand und der
durch die Grofle bedingte Anzahl anzufertigender TMAs am besten ab. Eskaros et a/ untersuchten
in einer 2017 verdffentlichten Studie (Eskaros et al. 2017) konkret, welche Core-Grofie die grofite
technische und analytische Genauigkeit fiir das Urothelkarzinom der Blase bieten kann. Hierzu
wurden zwei TMAs erstellt, die Erste enthielt fiir jeden Fall drei cores mit einem Durchmesser
von 0,6 mm, die Zweite zwei cores mit einem Durchmesser von 1 mm. Um die technische
Genauigkeit zu analysieren, wurde mittels einem von Eskaros et al entwickelten Punktesystems
bewertet, wie zuverldssig die ROI in einem core erfasst werden konnte. Anhand dieses
Punktesystems wurden die cores in ,,verwertbar” und ,,nicht verwertbar” eingestuft. Ein core
Durchmesser von 1 mm wies hier mit 94,2%, im Vergleich zu 84,9% bei einer core Grofie von
0,6 mm, einen signifikant hoheren Prozentsatz an verwertbaren Kernen auf. Die analytische
Genauigkeit wurde unter anderem anhand der Ubereinstimmung des prozentualen positiven
Anteils des Markers Ki67, ermittelt iber Immunhistochemie, in den TMAs und den ganzen
Schnitten der korrespondierenden cores mittels eines Pearson-Korrelationskoeffizienten
bewertet. Die Korrelation war hier bei den 1 mm groBBen cores (t = 0,979; p = 0,004) signifikant
hoher als in den 0,6 mm cores (r = 0,478). Eskaros et al schlussfolgerten somit, dass ein
Durchmesser vom 1 mm bei der Erstellung von Urothelkarzinom-TMAs sowohl analytische als

auch technische Vorteile gegeniiber dem 6fter eingesetzten 0,6 mm Durchmesser hat.

Wie oben erwihnt wurde in dieser Arbeit ein core-Durchmesser von 1,5 mm und ein Minimum
an 2 cores pro Fall gewdhlt, je nach vorliegenden Eingriffen auch bis zu 6 cores pro Fall.
Eingeordnet in die oben geschilderten Daten ldsst sich somit von einer reprisentativ erstellten
TMA ausgehen. In vielen Fillen ist die core Anzahl sogar grofler als zwei, womit laut Camp et
al (Camp et al. 2000) bereits eine Ubereinstimmung von bis zu 95,5% im Vergleich zu den ganzen
Schnitten erzielt werden kann. Durch die eher begrenzte Grofle der Kohorte ist diese hohere
Anzahl sicherlich sinnvoll. Ein Durchmesser von 1 mm hétte unter Umstéinden zwar ausgereicht,
durch den hoheren Durchmesser von 1,5 mm wurde bei der cher kleinen Fallzahl der
Arbeitsaufwand allerdings nicht massiv erhoht. Auflerdem ist anzunehmen, dass dies ebenfalls zu
einer hoheren technischen Genauigkeit gefiihrt hat. Aus der oben geschilderten Datenlage ldsst
sich auBerdem ziehen, dass weiterhin eine grof3e technische Unsicherheit im Bereich des Aufbaus
der Tissue-microarrays besteht. Sowohl die untersuchte Entitét als auch die konkret analysierten

Marker, sollten einen Einfluss auf den Aufbau der TMAs haben, um die grofite analytische
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Sicherheit zu gewahrleisten. In vielen Bereichen fehlen hier allerdings noch die nétigen Daten, in
Zukunft wiren somit weitere Studien wiinschenswert, die den idealen Aufbau der TMAs fiir

unterschiedliche Organsysteme und Entitéten untersuchen.

In der Literatur, so unter anderem auch von Eskaros et al (Eskaros et al. 2017), wird auerdem
die Anfertigung so genannter ,,Replikat-TMAs“ empfohlen. Dies bedeutet, dass jede TMA in
mehrfacher Ausfithrung hergestellt werden sollte, um sowohl die Anzahl der cores, als auch die
statistische Sicherheit zu erhdhen. Auch Torhorst ef al (Torhorst ef al. 2001) fertigten Thre TMAs
in Vierfacher Ausfiihrung an und untersuchten die dadurch entstehende Reduzierung des
Datenverlustes. Wenn nur eine TMA angefertigt wird und hier z. B. beim Schneideprozess ein
core beschidigt wird oder umklappt, liegen fiir diesen keine Ergebnisse vor. Hat man jedoch
Replikat-TMAs angefertigt ist es unwahrscheinlich, dass dieser Fehler am selben core nochmals
unterlduft. Torhorst et al berichtetet bei der Analyse einer einzelnen TMA von einem Anteil von
25-30% an nicht analysierbaren cores, durch die Verwendung von drei Replikat-TMAs konnte
dieser auf 5-7% gesenkt werden. Der Einsatz der vierten Replikat-TMA brachte allerdings keine
signifikante zusétzliche Reduzierung. Auf Grund von mangelnder Verfiigbarkeit des Gewebes
der Kohorte dieser Arbeit war eine solche Anfertigung bedauerlicherweise nicht durchfiihrbar,

hitte aber sicherlich zu einer Reduzierung des Datenverlustes fiihren konnen.

4.1.3. Immunhistochemische Farbung und Auswertung

Die Expressionsanalysen auf Protein-Ebene erfolgten in dieser Arbeit mittels
immunhistochemischen Férbungen an den manuell erstellten TMAs. Durchgefiihrt wurden die
insgesamt 17 Fiarbungen mittels des Ventana Benchmark XT und des Ventana Benchmark Ultra
Systems. Die Verfiigbarkeit dieser automatischen Férbesysteme ist eine grofle Bereicherung fiir
diese Studie. Es wurden insgesamt 17 Farbungen an 7 TMAs durchgefiihrt, zusétzlich wurde von
jedem TMA ein HE-Schnitt angefertigt. Das sind insgesamt 127 Objekttriger, eine manuelle
Férbung dieser hitte enorm viel Zeit in Anspruch genommen. Durch den, nach der initialen
Etablierung der Antikorper, automatisierten Vorgang konnte diese Zeit anderwirtig, so z. B.

bereits fiir die Auswertung der ersten fertigen Schnitte genutzt werden.

BIRCS zeigte sich sowohl in der Analyse im Zellmodell als auch in der mRNA gewonnen aus
Patientengewebe als ein moglich tumorspezifischer Kandidat, wies also in den jeweiligen
Tumorproben eine hohere Expression als in den Normenkontrollen auf. Leider konnte mit dem
verwendeten BIRCS5-Antikorper sowohl mit den Ventana Benchmark Systemen als auch mit
hindischen Farbemethoden keine technisch zufriedenstellende Farbung erzielt werden. Weitere

Untersuchungen zur Etablierung wiéren hier ndtig gewesen. Zudem wiren eine weitere Analyse
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fiir zukiinftige Fragestellungen u. U. vielversprechen, da zur prognostischen Bedeutung von
BIRCS bereits Daten vorliegen: u.a. beschrieb Senol ef a/ bereits 2015 eine Assoziation zwischen
einer BIRC5 Uberexpression und einer schlechten Prognose bei aggressiver Erkrankung (Senol

et al. 2015).

Wie bereits im Material-und-Methoden-Teil beschrieben, wurden fiir die17 Marker, je nach der
bestimmten Fragestellung, verschiedene Auswertungssysteme ausgewahlt. Fiir Marker wie Ki67,
EGFR oder PD-L1 liegen bereits weit angenommene Auswertungsmethoden und Indices vor. Fiir
die in dieser Arbeit identifizierten Marker, die auf Thre Tumor Spezifitit getestet werden sollten
und auch die Ilymphatischen Marker, war dies allerdings nicht der Fall. Fiir die
Inflammationsmarker sowie Immuncheckpoint-Proteine wurde anhand der klinischen Routine
des Instituts der Pathologie des Universitétsklinikum Diisseldorf vorgegangen, die Methode ist

aktuell jedoch von keiner Publikation gestiitzt.

Fir die experimentellen Marker wurden Auswertungsmethoden aus unterschiedlichen
Publikationen gewéhlt, diese befassten sich allerding in groBBen Anteilen mit anderen Entititen
und nicht mit dem Urothelkarzinom. Die Auswertungsmethode fiir EGFR und TROP2 beruhten
auf Studien basierend auf einer an Mammakarzinomen erkrankten Kohorte (Hwangbo et al. 2013;
Bardia et al. 2021). Bei NECTIN4 lagen u. a. Proben aus Brust-, Bronchial-, Prostata- und
Pankreas-Karzinomen vor, allerdings wurde auch Urothelkarzinom-Gewebe in die Studie
eingeschlossen (Challita-Eid et al. 2016). Zudem wurde diese Methode inzwischen ebenfalls in
Studien eingesetzt, die sich ausschlieBlich mit dem metastasierten Urothelkarzinom
auseinandersetzen (Kliimper et al. 2024). Die Auswertungsmethode fiir TERT wurde aus einer
Studie entnommen, die sich mit der Expression dieses Markers im Glioblastom befasst (Potharaju
et al. 2019). Es ist also moglich, dass die gewdhlten Auswertungsmethoden nicht ideal fiir die
Analyse der Expression im Urothelkarzinom sind, abgesehen vielleicht von der bereits weiter
erprobten Methodik fiir NECTIN4. Studien die sich genau damit befassten lagen zum Zeitpunkt
der Auswertung aber leider auch nicht fiir jeden Marker vor. Auswertungsmethoden zu wihlen,
die bereits in anderen Studien erprobt wurden, wenn auch nicht an Urothelkarzinom-Gewebe,

schien also die beste Losung darzustellen.

Bei der angelehnt an Bardia et a/ durchgefiihrten Auswertungsmethode fiir den Marker TROP2,
welche im Material und Methoden Teil in Abschnitt 2.4 genauer erlautert wird, ist anzumerken,
dass eine vollstandig negative Expression von TROP2 nicht erfasst wird. Ein ermittelter H-Score
zwischen 0-100 wird von Bardia et al als ,, low expression *“ gewertet. Da diese Information jedoch
essenziell fiir die Beantwortung unserer Frage nach der Tumorselektivitit des Markers war,
wurde, wie schon im Material und Methoden-Teil erwihnt, eine vierte Kategorie hinzugefiigt, die

eine vollstindig negative Expression aufzeichnet. Dennoch ist an dieser Auswertungsmethode zu
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kritisieren, dass selbst sehr geringe Expressionslevel, wie z. B. ein H-Score von 1, genauso als
positive Expression gewertet werden wie ein H-Score von 100. Dies sollte in der Einordung der

Ergebnisse mitberiicksichtigt werden.

Die PD-L1 Auswertung erfolgte anhand der aktuell praxisrelevanten Scoring-Systeme: dem IC
und CPS. Bestimmt werden diese vor dem first-line Einsatz von Pembrolizumab oder
Atezolizumab bei Cisplatin-ungeeigneten Patienten (Eckstein et al. 2019). Ein weitere
Auswertungsmethode ist die Bestimmung des TPS (tumor proportion score). Da dieser aber beim
Urothelkarzinom nur eine Rolle fiir die Indikationsstellung bei einer Subgruppe von Patienten in
der periooperativen Therapie spielt (Bajorin ef al. 2021), wurde im Rahmen dieser Arbeit auf die
Bestimmung dieses Scores verzichtet. Obwohl sich die Bestimmung dieser Scores fiir den Einsatz
der Immun-Checkpoint-Inhibitoren in der klinischen Routine bereits gut etabliert hat, gibt es noch
Unklarheiten iiber einige Punkte in der genauen Durchfiihrung. Diese beginnt bereits bei der
Auswahl des zu untersuchenden Gewebes, am hiufigsten wird hier aus TUR-B gewonnenes
Material ausgewdhlt. Entscheidend ist hier, dass invasive Tumorareale mit ausreichend
Tumorzellen und moglichst wenigen Artefakten bedingt durch die Kauterisation verwendet
werden. Auf die Invasivitit und das geringe Vorliegen von Artefakten konnte in dieser
Publikation ausreichend geachtet werden. Durch die Arealgrole der in dieser Publikation
verwendeten cores, anstelle von vollstdndigen Gewebeschnitten, war ein hoheres Risiko gegeben,
dass nicht geniigend Tumorzellen erfasst sind. Die zu untersuchende Arealgrofe ist allerdings
auch noch nicht standardisiert, i.d.R. werden aber volle Gewebeschnitten eingesetzt. Eine weitere
Einschriankung der eher kleinen ArealgrofBe ist die verminderte Abbildung der intratumoralen
Heterogenitit. Die Bestimmung der Scores in jeweils zwei cores pro Eingriff und zusétzlich noch
in den folgenden Zystektomien sowie Metastasen-Biopsien konnte dies hoffentlich ausgleichen.
Ein weiteres Problem bei der Auswahl des zu untersuchenden Gewebe ist der nachweisliche
Effekt einer neoadjuvanten Chemo- oder auch Immuntherapie auf die PD-L1 Expression (Necchi
et al. 2018). Dies ist ein weiterer Punkt, der fiir die Bestimmung der PD-L1 Expression in den
TUR-B vor Einsatz einer Immun-checkpoint-Inhibitor first-line Therapie spricht. Da zahlreiche
cores in den von uns erstellten TMAs neoadjuvant oder immuntherapiertes Gewebe enthalten, ist
ein Verfilschung bzw. Verzerrung der hier ermittelten PD-L1-Expressionen wahrscheinlich. In

den Auswertungen der Ergebnisse sollte dies beriicksichtigt werden.

Urspriinglich war in dieser Dissertation vorgesehen, zusitzlich zu dem gesunden Lymphknoten-
Gewebe in den TMAs auch ein so genanntes ,,matched tissue* als Normalkontrolle zu verwenden.
Dieses stammte aus dem Blasengewebe zweier Patienten der Kohorte, und zwar aus den
anzunchmend gesunden Teilen, die nicht mit dem Tumor befallen waren. In den
immunhistochemischen Farbungen zeigte sich jedoch ein nahezu identisches Farbeverhalten des

hier abgebildeten Urothels zu den reinen Tumor-Cores. Anzunehmen ist, dass dieses u. a. durch
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chronische Entziindungen bereits verdndert war. Hierauf wird im Abschnitt 4.2.3 weiter
eingegangen. Ein Vergleich mit ,,gesundem‘ Blasengewebe konnte somit in dieser Publikation
nicht gegeben werden. Dies stellt eine Limitierung dieser Arbeit dar. Ideal wire ein Vergleich mit
vollstindig gesundem Blasengewebe von nicht-erkrankten Individuen. Da in diesen Fillen aber
keine rechtfertigende Indikation fiir eine Entnahme der Blase vorliegt, ist dieses sehr rar. Eine
Methode, die eine Losung fiir diese Problematik darstellen konnte, sind sogenannte ,rapid
autopsy™ Programme. ,,Rapid autopsies*, oder auch ,,warme Autopsien®, sehen eine Entnahme
von Patientengewebe unmittelbar nach dem Tod vor. Ein entscheidender Schritt dieser
Programme ist das vorherige Einholen des Einverstindnisses der Patienten sowie die Erstellung
ndtiger Infrastrukturen, um den Zeitverlust moglichst gering zu halten. Je nach Fragestellung kann
durch das so gewonnene Normal- oder auch z. B. metastasierte Tumorgewebe eine grof3e
Bandbreite an Forschungsprojekten unterstiitzt werden. Insbesondere Fragen zur Pathobiologie
und dem Verlauf verschiedener maligner Erkrankungen konnten von der Etablierung dieses
Vorgehens profitieren. In den USA existieren bereits ca. 20 verschiedene ,,rapid autopsy
programs® (Bacon et al. 2020), in Deutschland gestaltet sich ein Aufbau dieser Programme auf
Grund ethischer sowie rechtlicher Bedenken allerdings schwierig. Im Rahmen der Corona-
Pandemie wurde eine erste Organisation gegriindet, die eine ziigige Obduktion ermdglicht und
arrangiert, das ,,Deutsche Netzwerk fiir Obduktionen bei Pandemien (DEFEAT PANDEMIcs)*
(Stillfried und Boor 2021). Die so zahlreich gewonnen Erkenntnisse zur Pathogenese sowie
Komplikationen der COVID-19-Erkrankung zeigten die groBe Signifikanz des durch die
Obduktionen erreichten Informationsgewinn. Es lésst sich erhoffen, dass sich diese Praxis in

Zukunft auch in Deutschland auf die Tumorforschung ausbreiten wird.

AuBlerdem ist anzumerken, dass in dieser Arbeit die Auswertung der Proben durch die
Doktorandin unter Supervision einer erfahrenen Pathologin durchgefiihrt worden sind. Eine
doppelt verblindete Auswertung durch mehrere Pathologen, wie sie insbesondere in
Zulassungsstudien gefordert wird, ist im Rahmen dieser Arbeit nicht erfolgt. Dariiber hinaus war
der klinische Verlauf der jeweils eingeschlossenen Patient*innen der Doktorandin bekannt.
Insofern kann eine observer bias im Rahmen der Befundung nicht mit letzter Sicherheit

ausgeschlossen werden (Hrobjartsson et al. 2012).

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1. In vitro Validierung der Kandidaten an Zelllinien

Nach Durchfithren der in silico Analysen zur Identifikation neuer Zielmolekiile fiir

Antitumortherapien wurden die so ermittelten Kandidaten mittels quantitativer real time RT-PCR
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in Tumor- und gesunden Kontrollzelllinien weiter validiert. Die Analyse der Genexpression
wurde hier in insgesamt 23 Zelllinien durchgefiihrt wobei es sich bei sieben dieser Kulturen um
Normalzelllinien, bei 15 um Urothelkarzinomzelllinien gehandelt hat. Gesucht waren
Kandidaten, die eine durchschnittlich hohere Expression in den Tumor- als den Kontrollzelllinien

aufwiesen. Dies war der Fall fiir ADAM22, FAM129A, TERT und ALPP.

Die geringste Expression in den Normalkontrollen wies TERT auf. In Priméirkulturen aus
Uroepithelzellen war gar keine TERT-Expression detektierbar. Lediglich in zwei weiteren
Normalkontrollen lie} sich iiberhaupt eine TERT-Expression nachweisen, und zwar in TERT-
NHUC und HBLAK. Im Falle von TERT-NHUC handelt es sich auch um eine Primérkultur aus
Uroepithelzellen, die jedoch kiinstlich durch TERT-Uberexpression immortalisiert wurde
(Chapman et al. 2006). Eine schwache TERT-Expression war auch in der HBLAK-Zelllinien
nachweisbar. Diese kommerzielle Zelllinie stammt ebenfalls aus einer Primérkultur von normalen
Uroepithelzellen ab, die jedoch spontan immortalisiert ist. Bei der Charakterisierung der Zelllinie
konnte die Arbeitsgruppe eine Mutation im TERT-Promotor feststellen, die teilweise auch in
Tumoren gefunden werden kann (Hoffmann et al. 2016). Beriicksichtigt man dies, erscheint
TERT als hochst-tumorspezifischer Marker in unserem Experiment. Dies wiirde mit den
Erkenntnissen in der aktuellen Literatur und den bisherigen Kenntnissen iiber die Funktion von
TERT tibereinstimmen (u.a. Hayashi et al. 2021; Isharwal ef al. 2019, genaueres im folgenden

Abschnitt).

TERT, diese Abkiirzung steht fiir ,,Telomerase Reverse-Transkriptase®™, ist ein katalytischer
Subkomplex des Enzyms Telomerase. Ein weiterer Bestandteil dieses Enzyms ist TERC, die
,, Telomerase-RNA-Komponente“. Einsatzort dieses Enzyms sind die Telomere, die Endstiicke
der Chromosomen, bestehend aus einer sich widerholenden, doppelstrangigen ,,TTAGGG*
Sequenz. Bei jeder Zellteilung werden die Telomere um wenige Basenpaare verkiirzt, diese
verlorenen Basenpaare konnen von der DNA-Polymerase nicht neu synthetisiert werden. Dies
fiihrt ab einer bestimmten Anzahl an Zellteilungen, der so genannten Hayflick-Grenze, durch
Erreichen der codierenden Sequenzen zur Einleitung des programmierten Zelltods, der Apoptose.
Dieser Prozess wird auch als ,,Zellalterung* bezeichnet. Ein Ausweg der Zelle, sich vor dieser
»Alterung® zu schiitzen, ist die Telomerase. Physiologisch ist die Aktivitit dieses Enzyms u.a. in
Stammzellen, in anderen Zellarten wird es deaktiviert. TERT kann als Teil des Enzyms neue
TTAGGG Sequenzen synthetisieren, die Verkiirzung der Telomere verhindern und so eine
,replikative Unsterblichkeit™ der Zelle erschaffen (Hayashi ef al. 2021). Tumorzellen nutzen dies
aus, machen sich durch eine erneute Aktivierung der TERT-Aktivitit ,,unsterblich®. 85-90% der
Entitdten weisen eine hohe Telomerase Aktivitdt auf (Maciejowski und Lange 2017). Diese
,replikative Unsterblichkeit wird auch zu den ,,Hallmarks of Cancer, charakteristischen

Eigenschaften, die sich Krebszellen in ihrer Entwicklung aneignen, gezdhlt (Hanahan und
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Weinberg 2000). Abgesehen von Stammzellen sollte man somit von einer Inaktivitit TERTSs in
gesunden Zellen ausgehen konnen, was TERT zu einem vielversprechenden 7arget in der

Antitumortherapie machen wiirde.

Auch im Falle der Urothelkarzinome konnte vermehrt eine Hochregulierung von TERT
beschrieben werden, iiber 90% der Patienten wiesen eine erhohte Aktivitit auf (Hayashi et al.
2021). Der grofite Anteil der identifizierten Mutation fokussierte sich auf zwei Promotorregionen
TERTs: C250T und C228T (Isharwal et al. 2019; Kurtis ef al. 2016). Wahrend die therapeutische
Konsequenz dieser Haufung noch weitestgehend unerforscht ist, gab es bereits vermehrt
Bestreben, dies als diagnostisches Tool oder prognostischen Biomarker einsetzten zu konnen. So
untersuchten zum Beispiel Hayashi et al die Moglichkeit einer ,,/iquid biopsy™, also einer
Gewinnung und Analyse von Korperfliissigkeiten wie Blut oder Urin, als Alternative zu
regelmiBigen, invasiven Zystoskopien in der Diagnostik und Nachsorge. Auch die hohen Kosten
dieser, der technische Aufwand und Schmerzen fiir den Patienten kdnnten so eingespart werden.
Hierfir wurden zundchst iber eine Droplet Digital PCR bei Urinproben von
Urothelkarzinompatienten die TERT-Promoter Mutationen in Kombination mit FGFR3-
Mutationen untersucht. Hier konnte eine Sensitivitit des Mutationsnachweises von 50-70%
nachgewiesen werden, was mit den ermittelten Héufigkeiten der Promoter Mutationen im
Urothelkarzinom Gewebe tbereinstimmte. Auch in andern Publikationen konnte eine hohe
Ubereinstimmung von 73-90% zwischen den im Tumorgewebe und in Urinproben der Patienten
nachgewiesenen Mutationen beschrieben werden (Ou et al. 2020). Weitere Studien zeigten
Sensitivitdten zwischen 52 % und 82% sowie Spezifitidten zwischen 83% bis 99% (Zvereva et al.
2020). Die ,,liquid biopsy* des Urins zeigte sich hier somit als ausreichende Methode um dem
Mutationsstatus der TERT-Promoter zu ermitteln. Den diagnostischen Wert dieser Testmethode
unterstiitzt weiter eine Publikation von Hosen ef al, in welcher dargestellt wurde, dass
insbesondere die TERT-C288T-Promoter Mutation bereits 10 Jahre vor Entstehung eines
Urothelkarzinoms in der liquid biopsy nachgewiesen werden konnte (Hosen ez al. 2020). Auch
ein Fritherkennungstest im Sinne eines Screenings oder eine Erhebung als Verlaufsmarker konnte
somit ein Einsatzgebiet sein. Kinde et a/ kam zu dhnlichen Ergebnissen: in dieser Publikation
konnte dargestellt werden, dass bei den insgesamt acht von 11 Patienten, bei denen TERT-
Promotor-Mutationen im Tumor und Urin nachgewiesen werden konnten, sieben ein Rezidiv
erlitten. Von den sechs Mutations-negativen Patienten hingegen erlitt keiner ein Rezidiv (Kinde
et al. 2013). Hayashi et a/ konnte ebenso zeigen, dass ein Nachweis der C228T-Promotor
Mutation in ,,cell free DNA*“ (cfDNA) bei Urothelkarzinom-Patienten in einem nicht-invasiven
Stadium mit einer erhdhten Rezidivrate nach TUR-B assoziiert war. GroBere prospektive
Kohortenstudien sollten jedoch erfolgen, um das Potenzial dieser Untersuchungen im klinischen

Alltag weiter zu validieren.
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Ein prognostischer Wert von TERT konnte u. a. in einer Studie von Isharwal et al erwiesen
werden. In dieser Studie wurden 398 Patienten mit Urothelkarzinomen einbezogen und die
Assoziation von TERT-Verdanderungen, der generellen Mutationslast und deren prognostischem
Wert analysiert. Tumore mit 7ERT-Verdnderungen hatten eine signifikant schlechtere Prognose,
Tumore mit einer hohen Mutationslast eine bessere (Isharwal et al. 2019). In einer Publikation
von Kouchkovsky et al wurden diesbeziiglich speziell 119 Urothelkarzinom Patienten, die mit
einer Immuncheckpoint-Therapie behandelt wurden, untersucht. Hier zeigte sich das Vorliegen
einer Promotor-Mutation von TERT als Vorhersagevariabel fiir ein besser Progress-freies und

generell besseres Uberleben (Kouchkovsky et al. 2021).

Die hohe Tumorspezifitit sowie der beschriebene diagnostische und prognostische Wert von
TERT lassen annehmen, dass es sich auch um ein ideales Target fiir Antitumortherapien handeln
konnte. Die in dieser Publikation gewonnenen Daten bestétigen dies weiter an einer kleinen,
unabhéngigen Kohorte. Wie oben erwéhnt gibt es hier dennoch kaum konkrete Ansétze. Die in
dieser Arbeit postulierte Anfertigung TERT-spezifischer CAR-T-Zellen kdnnte ein Anfang sein.
Die Moglichkeit einer immunhistochemischen Bestimmung der TERT-Expression als Alternative

zu den oben erwédhnten Biopsie- und Analysemethoden kann aulerdem untersucht werden.

Neben TERT zeigte wie oben erwéhnt auch ADAM22 eine Tumorspezifitét. In 11 der insgesamt
14 untersuchten Urothelkarzinom-Zelllinien lag die Expression weit oberhalb der mittleren
Expression in den Normalkontrollen. In diesen lag die Expression im Durchschnitt weit unterhalb
der der Tumorzelllinien, abgesehen von einem Ausreifler, der Expression in der Fibroblasten-
Zelllinie. Bei ADAM22 handelt es sich um ein Gen aus der ADAM
(A Disintegrin And Metalloproteinase)-Familie, die allesamt membranverankerte Rezeptoren
codieren. Funktionell sind sie an zahlreichen Prozessen der Zelladhédsion und Zell-Interaktion
beteiligt. ADAM?22 besitzt im Gegensatz zu anderen ADAM-Genen keine Metalloprotease-
Aktivitdt und weist eine besonders hohe Expression im Gehirn auf (The Human Protein Atlas -
ADAM22). Bolger et al konnten ADAM22 bereits als prognostischen Marker in der Therapie des
Hormontherapie-resistenten Mammakarzinoms identifizieren. Die Expression des Proteins
scheint auch eine Rolle in der Resistenzentwicklung zu spielen und war signifikant mit einem
schlechteren krankheitsfreiem Uberleben assoziiert (Bolger und Young 2013). Auch McCartan et
al konnten eine Assoziation zwischen einer erhohten ADAM22-Expression und vorliegender
Hormontherapie-Resistenzen sowie einem assoziierten schlechteren Gesamtiiberleben
nachweisen (McCartan et al. 2012). Auch in einer weiteren Entitdt, dem Gliom, konnte eine
Assoziation zwischen hier erniedrigter ADAM22-Expression und einer signifikant schlechteren
Prognose der Patienten gezeigt werden (Kwon et al. 2017). Grundsétzlich scheint also ein
prognostisches Potenzial von ADAM?22 zu bestehen. In Bezug auf das Urothelkarzinom der Blase

ist eine Biomarker-Funktion in der Literatur allerdings nicht vorbeschrieben. In den TCGA-Daten
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ist ADAM22 bei 4% der Urothelkarzinom Patienten mutiert, zudem wiesen diese Patienten ein
numerisch besseres Gesamtiiberleben auf, eine statistische Signifikanz konnte allerdings nicht
bewiesen werden (cBioPortal - ADAM22). Die robuste Expression in den Tumorzelllinien lief3
sich in der im nédchsten Schritt analysierten mRNA aus Patientengewebe auch nicht weiter

nachvollziehen.

Im Falle von FAM1294 zeigte etwas weniger als die Hilfte der Tumor-Zelllinien eine Expression
oberhalb dem Mittel in den Normalkontrollen. Die mittlere Expression in den Normalkontrollen
wurde allerdings durch die deutlich hohe Expression in einer der Normalkontrollen-Zelllinie, und
zwar TERT-NHUC, angehoben. FAM129A ist iiber die Phosphorylierung verschiedener Proteine
an der Translationsregulation beteiligt und scheint ebenso Teil der Steuerung der p-53 mediierten
Apoptose zu sein (The Human Protein Atlas - FAM129A). Diverse Tumorarten weisen eine
erhohte FAM129A Expression auf, ein ungiinstiger prognostischer Vorhersagewert wurde vom
The Human Protein Atlas bereits beschrieben. Auch Zhu et al konnte einen Zusammenhang
zwischen einer hohen Expression von FAM 129 mRNA und einem schlechteren Gesamtiiberleben
darstellen (Zhu et al. 2018). Von klinischer Relevanz ist dies aktuell jedoch nicht, zudem war das
Urothelkarzinom keiner der oben genannten Tumoren. Die Tumorspezifitit setzte sich auch bei
diesem Gen in unserem ndchsten experimentellen Schritt, der Analyse der mRNA aus

Patientengewebe, nicht fort.

Auch ALPP zeigte sich tumorspezifisch und wies keine Expression in den Normalkontrollen bei
hoher Expression in wenigen Tumorzelllinien auf. Das von ALPP codierte Proteine ist eine
Metalloenzym und gehort zu einer Genfamilie bestehend aus vier Isoenzymen der Alkalischen
Phosphatase (The Human Protein Atlas - ALPP). Eine immunhistochemische Farbung von ALPP
wird z. B. in der Diagnostik der Keimzelltumoren des Hodens eingesetzt. In diesen wird das
Protein i. d. R. in groBem Umfang exprimiert und kann insbesondere bei Patienten mit
angenommener Metastasierung Auskunft iiber den Primarius geben. Reiswich ef a/ untersuchten
auflerdem in einer 2021 verdffentlichten Studie mittels immunhistochemischen Farbungen an
TMAs mit insgesamt 16166 Proben von 131 unterschiedlichen Tumortypen die Expression
ALPPs in vielen weiteren Entitéten. Insgesamt 27% der Tumore wiesen eine mittlere bis starke
ALPP-Expression auf. Nur 4% der invasiven Urothelkarzinome exprimierten jedoch ALPP
(Reiswich et al. 2021), was mit unserem Ergebnis im Einklang zu stehen scheint. Auch wenn die
Prozentzahl in dieser Publikation in den PCR der Tumorzelllinien hdher lag, scheint ALPP nicht
grundsétzlich im Urothelkarzinom exprimiert zu sein. Wenn eine Expression vorliegt, ist diese
aber allem Anschein nach méiBig bis hoch. Als Therapietarget oder spezifischer Biomarker fiir

das Urothelkarzinom ist ALPP somit aber kein guter Kandidat.
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4.2.2. In vitro Validierung der Kandidaten an mRNA aus

Patientengewebe

Neben den anhand der in vitro Analysen von Zelllinien ermittelten Kandidaten 4ADAM?22,
FAMI1294, ALPP und TERT wurden im néchsten Schritt, der Validierung an mRNA aus
Patientengewebe, auch BCL2, BIRCS5, NECTIN4 und TROP2 einbezogen. Als Methode wurde
erneut die quantitative real-time PCR gewdhlt. BCL2 und BIRCS zeigten sich in einem anderen
Projekt der Arbeitsgruppe als Kandidaten mit einem vielversprechenden Expressionsmuster in
Urothelkarzinomzelllinien, wiahrend NECTIN4 und TROPZ2 bereits etablierte Targets fiir den
Einsatz von Antikorper-Toxin-Konjugaten sind (antibody-drug-conjugates, ADCs). Antikorper-
Toxin-Konjugate, die sich gegen die beiden Gene richten, sind zur Behandlung unterschiedlicher
Tumorentitidten in Deutschland und den USA bereits zugelassen und/oder befinden sich in
klinischer Testung. Relevant fiir das Urothelkarzinom sind Sacituzumab-Govitecan (gegen
TROP2 gerichtet, (TROPHY-U-01 Studie 2024)) und Enfortumab-Vedotin (gegen NECTIN4
gerichtet (EV-301 Studie 2024; EV-302 Studie 2024)).

In der mRNA aus Patientengewebe zeigten TERT, NECTIN4, TROP2 und BIRC) das gewiinschte
Expressionsmuster von einer hoheren Expression in der mRNA aus Tumorgewebe als in dieser
aus Normalgewebe und sollten in einem letzten Schritt iiber immunhistochemische Farbungen an
TMAs validiert werden. Insbesondere TERT zeigte sich erneut als sehr tumorspezifisch, wies so
gut wie keine oder nur eine sehr niedrige Expression in der mRNA aus gesundem Blasengewebe
auf. TERT wird in Abschnitt 4.2.1 und 4.2.3, TROP2 und NECTIN4 in Abschnitt 4.2.3 genauer
diskutiert. Wie bereits oben beschrieben, wurde bei zwar vorliegendem gewiinschten
Expressionsmuster, allerdings technisch nicht zufriedenstellender Farbungen an den TMAs auf

eine weitere Diskussion von BIRCS verzichtet (siche Abschnitt 4.1.3.).

BCL?2 hingegen wies ein gegensétzliches Expressionsmuster auf, hier lag die durchschnittliche
Expression im Normalgewebe deutlich iiber der der Tumorproben. Es bestinde somit die
Moglichkeit, dass sich BCL2 als Marker fiir gesundes Blasengewebe eignen konnte.
Vorbeschrieben ist dieses Expressionsmuster fiir BLC?2 allerdings nicht. Im Gegenteil, die meisten
Publikation beschreiben eher eine Assoziation zwischen einer erhohten BCL2-Expression und
Urothelkarzinomen. So zum Beispiel eine Publikation von Korkolopoulou et a/ in welcher tiber
Immunhistochemische Farbungen die Expression von verschiedenen Molekiilen der BCL-
Familie, inklusive BCL2, an Paraffin-eingebettetem Gewebe von 103 Patienten mit invasivem
Blasenkrebs analysiert wurde. Hier zeigten 44,4% der Patienten eine positive Féarbung fiir BCL2,
unabhingig vom Stadium der Erkrankung (Korkolopoulou et al. 2002). In einer weiteren
Immunhistochemie-basierten Publikation von Pourebrahimi et a/ wiesen allerdings nur 10% des
Patientensatzes eine positive Farbung auf, insbesondere in den Tumoren in einem low-grade
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Stadium (Pourebrahimi et al. 2022). Auch eine Assoziation zwischen einer hochregulierten BCL2
Expression in Blasentumoren und einer bestehenden Cisplatin-Resistenz wurde beschrieben. Kim
et al wiesen liber quantitative real time PCR 18 Gene nach, die in der Cisplatin sensitiven Zelllinie
T24 niedriger exprimiert waren als in der Cisplatin resistenten Zelllinie T24R2, unter anderem
auch BCL2 (Kim et al. 2016). Uber eine Western-Blot Analyse konnte dies auf Protein-Ebene
bestdtigt werden und eine Relevanz von BCL2 in der Resistenzentwicklung annehmen lassen.
BCL2 zeigt sich somit insgesamt eher als ein Marker fiir malignes Gewebe, der allerdings bei
vorliegender ausgeprédgter intratumoraler Heterogenitit nicht ausreichend stabil in
Urothelkarzinomen exprimiert zu seien scheint. Je nach Patientenkohorte kann dies also zu
divergierenden Ergebnissen fiithren. Das entgegengesetzte Expressionsmuster unserer Kohorte
lasst sich schwer erklaren. Aktuell gibt es kaum Kenntnisse zu den Verhéltnissen der BCL2
Expression in gesundem und tumordsem Blasengewebe. In den beiden oben erwdhnten
Publikationen von Korkolopoulou er al sowie Pourebrahimi et a/ wurde leider auch keine
immunhistochemische Farbung von gesundem Blasengwebe durchgefiihrt, was einen weiteren
Vergleich hitte ermoglichen konnen. Die Negativkontrollen beschrénkten sich auf den Ersatz des
verwendeten BCL2-Antikorpers mit Nicht-immunogenem Maus- oder Antikérperserum bzw. es
wurde vollstindig auf diese verzichtet. Es ldsst sich somit schlussendlich nicht sicher sagen, ob
BCL2 in unseren gesunden Proben tatsdchlich hochreguliert ist oder in den Tumor-Proben nur
eine geringe Expression aufwies. Auch der inter-methodische Vergleich macht es schwierig,
eindeutige Aussagen zu formulieren. Eine weitere Beobachtung konnte somit fiir zukiinftige

Studien interessant sein.

4.2.3 Validierung von Kandidaten mittels immunhistochemischer

Farbung eines TMAs

In einem letzten Schritt sollten die in vitro ermittelten Kandidaten TERT, NECTIN4 und TROP?2
nun anhand immunhistochemischer Férbungen an manuell erstellten TMAs auf ihre
Tumorspezifitdt untersucht werden. Das Gewebe der 60 am UKD behandelten Patienten wurde
hier mit lymphatischem Gewebe als Normalkontrolle verglichen. Wie bereits in der Diskussion
der Methodik erwidhnt, konnte aus technischen Griinden keine zufriedenstellende
immunhistochemische Farbung fiir BIRCS erzielt werden, im Rahmen dieser Arbeit wurde daher

auf die weiter Untersuchung dieses Kandidaten verzichtet.

Da die Identifizierung neuer, vorzugsweise membranstindiger, Targets fiir eine CAR-T-Zell
Therapie oder andere immuntherapeutische Ansétze wie Antikorper-Konjugate eines der Ziele

dieser Arbeit war, wurde hier, wenn nicht anders beschrieben, die membranire Féarbung

95



ausgewertet. Bei TERT traten allerdings einige Schwierigkeiten auf. Fir dieses Protein wurden
verstirkt cytoplasmatische und nukledre Féarbesignal detektiert, die eine solitdre Beurteilung der
membrandren Auspragung unmoglich machten. Dementsprechend wurde hier, wie in den
Ergebnissen beschrieben, eine alternative Auswertungsmethode gewéhlt. Zu erwéhnen ist hier,
dass die intrazelluldre Lokalisation von 7ERT noch nicht vollstdndig erforscht ist. In dieser Arbeit
wurde mit Informationen aus den Datenbanken Genecards und The Human Protein Atlas
gearbeitet, um die in silico ermittelten Kandidatengene auf solche zu beschrinken, die an der
Plasmamembran exprimiert sind. GeneCards bewertet die Sicherheit der Expression in den
Zellkompartimenten dabei auf einer Skala von 1-5. Fiir TERT erhielten das Zytosol, der Nukleus
und die Mitochondrien einen Score von 5, die Plasmamembran einen Score von 4 (Database
2023). Von The Human Protein Atlas wird die Lokalisation TERTs auf der Plasmamembran als
wpredicted location angegeben, das Zytosol und Nukleoplasma als sichere Lokalisationen
(Subcellular - TERT - The Human Protein Atlas 2023). Aufgrund dieser Angaben wurde TERT
als moglicher Kandidat in diese Arbeit aufgenommen. GeneCards selbst basiert diese Aussagen
u. a. auf den UniProtKB- und COMPARTMENTS-Datenbanken fiir subzelluldre Lokalisierung
sowie aus dem ,,Gene Ontology Consortium*. Die COMPARTMENTS-Datenbank leitet diese
aus automatisierter Textanalytik biomedizinischer Literatur, Datenbankannotationen sowie
sequenzbasierten Vorhersagen ab. Auch hier wurde wie oben erwihnt fiir jede Kategorie ein
Score zwischen 1-5 vergeben, je nachdem, wie wahrscheinlich die Lokalisation in diesem
Kompartiment scheint. In der COMPARTMENT-Datenbank selbst erhédlt TERT hier fiir die
Plasmamembran einen Score zwischen minimal 1 und maximal 3, also durchschnittlich von 2
Punkten (COMPARTMENTS - TERT 2023). In der UniProt-Datenbank erhélt die
Plasmamembran als mogliche Lokalisation in den UniProt-Annotationen keine Erwdhnung, in
den Gene Ontology-Annotationen allerdings schon (TERT | UniProtKB | UniProt 2023). Es stellt
sich somit die Frage, wie The Human Protein Atlas den Score von 4/5 Punkten zusammensetzt.
Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es keine Publikation, die die Lokalisation von TERT auf der
Plasmamembran beweisen kann. Mehrere Studien hingegen beschreiben TERTSs Lokalisation im
Nukleus und dem Cytoplasma. So analysierten u. a. Nguyen und Wong Interaktionen zwischen
TERT und diversen weiteren Proteinen in den jeweiligen Kompartimenten: Nach Synthese des
TERT Proteins im Zytosol wird es in den Zellkern transportiert, in H1299-
Bronchialkarzinomzellen wirkten daran diverse Proteine wie HSP90, p23 und FKBP52 mit
(Nguyen und Wong 2020). Eine Interaktion oder Funktion auf der Plasmamembran wurde hier
nicht beschrieben. Eindeutig ldsst sich dies dennoch nicht ausschlieBen. Eine weitere Analyse der
Lokalisation des TERT-Proteins iiber vergleichende Férbungen an unterschiedlichen Geweben
oder den Einsatz von verschiedenen Antikorpern konnte neue Informationen beziiglich der

TERT-Lokalisation in dem Zellkompartiment Plasmamembran schaffen. Auch eine erneute
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Analyse der immunhistochemisch gefarbten Praparate, entweder von einem geiibteren Pathologen

oder unter Anwendung eines andere Farbeprotokolls, konnte hier neue Erkenntnisse bereitstellen.

Eine weitere Schwierigkeit in der Beurteilung von einer Eignung TERTs als CAR-T-Zell-
Therapie-Target in dieser Arbeit war die 100%ige Expression von TERT in unseren

Normalkontrollen, dem Lymphknotengewebe.

Neben der 100%igen Expression in den Lymphknoten zeigte TERT zytoplasmatisch eine
Positivitit von 74%, nukleédr sogar von 99%. Eine Aktivitit der Telomerase und somit auch von
threm Subkomplex TERT in Lymphozyten wurde in diversen Studien bereits beschrieben, die
durchgehende Nachweisbarkeit in unseren Normalkontrollen l4sst sich also leicht erkldren. In den
meisten somatischen Zelltypen liegt keine endogene Telomerase-Aktivitit vor, in T-Zellen
hingegen wird diese durch Aktivierung der Zelle bei Interaktion des T-Zell-Rezeptors und den
erforderlichen Costimulatorischen Signalen hochreguliert (Roth et al. 2003; Liu ef al. 1999). In
diesem Fall scheint dies allerdings nicht mit einer Immortalitét der Zelle einherzugehen, ganz im
Gegensatz zu einer Telomerase-Reaktivierung in den meisten Tumorzellen, durch welche eine
,replikative Unsterblichkeit® erreicht wird. Roth ef a/ untersuchten den Einfluss dieser Hoch-
Regulierung auf die Lebensdauer der T-Zellen genauer, indem sie die Konsequenzen einer
Hemmung dieser endogenen Aktivitdit durch forcierte Expression verschiedener Doppel-
Negativer Varianten des ATERT-Gens analysierten: Die so transduzierten T-Zellen wiesen eine
kiirzere Lebenspanne sowie vermehrt zellgenetische Abweichungen auf. Die Aktivitit TERTS in
den T-Zellen verursacht also keine Immortalitdt, scheint aber eine entscheidende Rolle in der
Regulation der Lebensspanne zu spielen (Roth et al. 2003). Liu et al konnten aufBlerdem
nachweisen, dass eine detektierbare Menge ATERTs in siamtlichen humanen Lymphozyten
unabhéngig vom eigentlichen Aktivitétslevel der Telomerase exprimiert wurde, dieses scheint

also nicht mit der A”TERT Transkriptionsmenge zu korrelieren (Liu et al. 1999).

Eine Nichteignung von lymphatischem Gewebe als Negativkontrolle fiir die Expression TERTS
war somit absehbar. Der dazu kommende gescheiterte Vergleich mit der Expression in dem
wmatched tissue” bedeutete, dass fiir TERT keine validen Normalkontrollen in den TMAs
vorlagen. Eine wirkliche Selektivitit konnte somit methodisch nicht bewiesen werden. Auf diese
Problematik wurde bereits in dem Abschnitt 4.1.3 eingegangen. Kombiniert mit der oben
diskutierten Problematik beziiglich der unklaren Lokalisation von TERT an der Plasmamembran
scheint dieser Marker nach aktuellem Kenntnisstand zwar nicht ideal fiir eine systemische CAR-
T-Zell-Therapie, eine lokal angewandte Applikation, z. B. intravesikal, konnte bei der gegebenen

Tumorspezifitit aber durchaus vielversprechend sein und in Zukunft getestet werden.

Neben TERT wurden auch Féarbungen fiir NECTIN4 und TROP2 durchgefiihrt. Diese Gene sind
beide Targets von Antikorper-Toxin Konjugaten. Enfortumab Vedotin, gerichtet gegen
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NECTIN4, ist seit 2022 auch in Deutschland fir die Behandlung des Urothelkarzinoms
zugelassen, entweder als second line Therapie oder bei Cisplatin-ungeeigneten Patienten. In der
EV-302 Studie zeigten sich zudem vielversprechende Daten beziiglich einer Kombination und
Anwendung von Enfortumab Vedotin und Pembrolizumab bei Patienten mit fortgeschrittenem
oder metastasiertem Blasenkrebs, diese war der platinbasierten Chemotherapie deutlich
iiberlegen. Einer der Endpunkte war das Progress-freie Uberleben. In der Gruppe, die eine
platinbasierte Chemotherapie erhielt, lag dieses bei 6,3 Monaten, in der Gruppe die Enfortumab
Vedotin und Pembrolizumab erhielten war dieses mit 12,5 Monaten nahezu doppelt so hoch (EV-
302 Studie 2024). Dies fiihrte bereits Ende 2023 zu einer Erstilinien-Zulassung der Kombination
in Amerika (US Food & Drug Administration 2023), im September 2024 folgte eine Zulassung
in Europa. Sacituzumab govitecan, gerichtet gegen TROP2, ist seit 2021 in den USA zugelassen.
Beide Marker zeigten sich génzlich negativ in den Lymphknoten-Normalkontrollen. In den
Tumorproben wies NECTIN4 eine durchschnittliche Positivitit von 95%, TROP2 von 93%, auf.
Unabhingig von der Gewebelokalisation/ dem Eingriffstyp (Primértumor in den TURBs und
Zystektomien oder Metastase) und des Behandlungszeitpunkts (Primirdiagnose oder
fortgeschrittenes Stadium) waren nahezu alle Tumorproben NECTIN4-positiv, wohingegen der
Anteil an positiv gefirbten Proben bei TROP2 vom Primértumor zu den Metastasen zunahm (ca.
55% vs. 90% positive Proben) und somit deutlichere Differenzen in Bezug auf die
Gewebslokalisation und den Eingriffstypen vorlagen. Ebenfalls auffillig war hier, dass mehr
TUR-B-Proben mit einer zwar positiven, aber als niedrig eingestuften Expression vorlagen. In
den Zystektomien und Metastasen-Biopsien zeigten sich mehr Proben moderat bis stark positiv.
Bei gegebener Reproduzierbarkeit dieser Ergebnisse bestiinde somit eine Relevanz zum besten
Einsatzzeitpunkt der Antikorper-Therapien, bei dem mit der groBten response gerechnet werden
konnte. So wire anzunehmen, dass ein Einsatz von Sacituzumab govitecan, dem monoklonalen
Antikorper gerichtet gegen TROP2, insbesondere im metastasierten Stadium von Nutzen wiére.
In anderen verdffentlichten Studien wurde diese verdnderte Expression im Zuge der
Krankheitsprogression noch nicht vorbeschrieben. In einer Publikation von Ghali et a/ wurde die
Proteinexpression von TROP2 und NECTIN4 anhand 67 Proben von 20 Patienten, gewonnen in
einem rapid-autopsy-Verfahren, im Primértumor und den entsprechenden Metastasen analysiert.
Zehn Proben stammten dabei aus dem Primarius, bei den restlichen 57 Proben handelte es sich
um Metastasen-Biopsien. Abgesehen von den Proben, die sich dem neuroendokrinen Subtypen
zuordnen lieBen, lieB sich eine hinweg moderate bis hohe Expression von NECTIN4 und TROP2
nachweisen. Insbesondere auch TROP2 zeigte hier sowohl im Primarius als auch in den
Metastasen eine konstant hohe Expression und keine Zunahme im metastasierten Gewebe (Ghali
et al. 2023), anders als in dem von uns ermittelten Expressionsmuster. Allgemein liegen zu dieser
Fragestellung aber eher wenige Daten vor. In diversen aktuell laufenden Studien wird der

neoadjuvante Einsatz von Sacituzumab govitecan gepriift, u. a. in einer vom IRCCS San Raffaele
98



gesponsert und durchgefiihrten Studie (NCT05226117). Konkrete Ergebnisse stehen hier noch
aus, sollte die in unserer Arbeit nachgewiesene geringeren Expression im Primarius allerdings
kein Einzelfall sein, wére von einer eher niedrigen response rate im nicht-metastasierten-Stadium
auszugehen. Eine Korrelation der Daten zum klinischen Ansprechen und der TROP2-Expression
je nach klinischem Stadium konnte kiinftig also eine interessante Fragestellung sein.
Interessanterweise  konnte  eine  Abnahme der Expression mit zunehmender
Krankheitsprogression in einer von Hoffman-Censits et a/ publizierten Studie fiir NECTIN4
nachgewiesen werden. 86 Patienten mit einem muskelinvasiven Blasenkrebs wurden
immunhistochemisch auf ihre NECTIN4-Expression untersucht, insgesamt 15 der 22
Urothelkarzinom-Proben, und somit 68,2%, zeigten sich dabei positiv. Auffillig war, dass mit
etwa 90% Positivitit die Expression in den Karzinomen in nicht-invasiven Stadien am hdchsten
war. Im invasiven Stadium bis in die Lamina propria sank dies auf 80%, bei Invasion bis in den
Muskel auf 70% (Hoffman-Censits et al. 2021). In der in dieser Publikation analysierten Kohorte
konnte nur eine geringe Abnahme der NECTIN4-Expression im Verlauf vom Nicht-invasiven in
ein Muskel-invasives Stadium beobachtet werden: in den TUR-B Proben waren ca. 98% der
NECTIN4 positiv, in den Zystektomien fiel dieser Prozentsatz auf 93% ab, in den Metastasen
zeigte sich allerding erneut ein geringer Anstieg auf 94%. Die Verteilung in eine starke, moderate
oder schwache Expression war in den drei Stadien weitgehend identisch. Eine genauere Analyse
der Expression im Zuge der Krankheitsexpression mit einer groeren Kohorte konnte hier in
Zukunft mehr Einsicht bringen. Zudem konnte in einer Studie von Kliimper ef a/ ein deutlicher
Zusammenhang zwischen vorliegender NECTIN4-Amplifikation, einer hdufigen Mutation in
MIBC, und einem Ansprechen auf Enfortumab Vedotin dargestellt werden: 96% vs. 32% zeigten
ein Ansprechen auf Enfortumab Vedotin in den jeweiligen Untergruppen mit/ohne vorliegende
Amplifikationen (Kliimper et al. 2024). Auch der neoadjuvante Einsatz von Enfortumab Vedotin
wird aktuell in diversen Studien erprobt (EV-304 Studie 2024; VOLGA - Studie 2024), konkrete
Ergebnisse stehen hier allerdings noch aus. Wenn sich die in unserer Publikation dargestellte
durchweg hohe Expression von NECTIN4 auch in anderen Kohorten bestitigen lasst, konnte

jedoch mit einem guten Ansprechen in der Neoadjuvanz gerechnet werden.

Zusammenfassend kann die verénderte Expression von TROP2 und NECTIN4 im Zuge der
Krankheitsprogression anhand der aktuellen Forschungsergebnisse weder bewiesen noch
widerlegt werden. In Einklang bringen lasst sich allerdings die auch in dieser Publikation
nachgewiesene Selektivitit sowie durchweg hohere Expression der beiden Marker im
Urothelkarzinom. Neben den bereits durchgefiihrten Antikorpertherapien wéire somit unter
Umstidnden auch eine CAR-T-Zell-Therapie gerichtet gegen diese beiden Marker

explorationswiirdig.
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4.2.4 Molekulare Subtypen

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Unterteilung der Kohorte in molekulare Subtypen durch
immunhistochemische Farbungen, angelehnt an eine Publikation von Sj6dahl ef a/ (Sjodahl et al.
2019). Es existieren diverse Ansdtze zur molekularen Subtypisierung des Urothelkarzinoms,
gemein haben diese, dass die unterschiedlichen Subtypen mit verschiedenen Prognosen und
Therapieansprechen in Verbindung gebracht werden konnten. So konnte z. B. in einer im
November 2023 von Koll et al verdffentlichten Studie anhand von 143 Genexpressionsprofilen
von Patienten mit muskelinvasivem Blasenkrebs, die sich einer radikalen Zystektomie
unterzogen, ein signifikanter Uberlebensvorteil von Patienten des Basalen-Subtypens bei Einsatz
einer adjuvanten Chemotherapie nachgewiesen werden. Patienten, die dem luminalen Subtypen
angehdrten, profitierten dem entgegengesetzt nicht signifikant durch dein Einsatz dieser Therapie
(Koll et al. 2023). In diesen Zusammenhingen ldsst sich also, u. a. durch den moglichen
pradiktiven Wert dieser Subtypen, eine weitere Moglichkeit fiir eine moglichst Patienten-
spezifische Anti-Tumortherapie erhoffen. Auf die verschiedenen Ansdtze zur Subtypisierung

wird in Abschnitt 1.8 der Einleitung weiter eingegangen.

Die molekulare Subtypisierung fand in dieser Arbeit fiir die TUR-B und Zystektomie-Proben
getrennt statt. Bei Betrachtung der TUR-B lielen sich 50% der Patienten dem GU, 28% dem
URO, 13% dem Basal-SCC-like und 7% dem Mes-like Subtypen zuordnen. Bei den Zystektomien
lag eine dhnliche Verteilung vor, hier lieBen sich 42% in dem GU, 32% in dem URO, 16% in dem
Basal-SCC-like und 7% in dem Mes-like Subtyp einordnen. Ein NE-like Subtyp lag in unsere

Kohorte nicht vor.

Diese Verteilung entspricht im Wesentlichen einer klassischen Verteilung, die sich auch in
anderen Kohorten beobachten l4sst. So machen der URO- und GU-Typ, somit die luminalen
Subtypen, zusammengezahlt den groiten Anteil aus, gefolgt vom Anteil der Patienten mit dem
Basalen Subtypen. An dritter Stelle stehen meist die Stroma-reichen oder mesenchymalen
Subtypen, den letzten Platz belegt in der Regel der Neuronale/Neuroendokrin-dhnliche Subtyp.
Dies ldsst sich z. B. in einer Publikation des TCGA aus dem Jahre 2018 beobachten: am
haufigsten war hier mit 42% der URO-Subtyp, darauf folgte mit 27% der Basal-SCC-like Subtyp,
an dritter Stelle lag der GU-Subtyp mit 14%, an Vierter der Mes-like Subtyp mit 9% und am
seltensten war der NE-like-Subtyp mit 5% (Marzouka et al. 2018). In unserer Kohorte ist somit
im Vergleich der groflere Anteil des GU-Subtyps an der Luminalen-Fraktion auffallig. Auch in
einer 2019 ver6ffentlichten Publikation der ,,The Bladder Cancer Molecular Taxonomy Group*
lag, wenn auch nicht bei ganz deckungsgleichen, aber dennoch vergleichbaren Subtypen, eine
dhnliche Verteilung zu unseren Ergebnissen und denen des TCGAs vor: von insgesamt 1750

analysierten Transkriptomen machte auch hier der Luminale Subtyp, weiter unterteilt in Luminal
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Papillary, Luminal-Non-Specified und Luminal unstable mit insgesamt 47% den grofSten Anteil
aus. An zweiter Stelle stand mit 35% des Basale-Subtyp, an Dritter der Stroma-rich mit 15% und

an Letzter Stelle der Neuroendocrine-like Subtyp mit 3% (Kamoun et al. 2020).

In Zukunft soll die erfolgte Einteilung in die Subtypen mit den vorliegenden klinischen Daten,
insbesondere zum Therapieansprechen und Uberleben der Patienten, korreliert werden. Um
eindeutige Aussagen zu treffen und eine tatsdchlich prédiktive klinische Anwendung der
Subtypen zu ermdglichen ist die Analyse einer grolen Anzahl an unabhédngigen Kohorten notig.
Die weitere Untersuchung dieser UKD-hauseigenen Kohorte wird hoffentlich zu diesem groBen

Bestreben beitragen konnen.

4.2.5. Charakterisierung von Immunmarkern

Zur weiteren Charakterisierung wurde die Expression der Immuncheckpoint-Proteinen PD1, PD-
L1, LAG3 und TIGIT, sowie der Inflammationsmarker CD4, CD8 und FOXP3, bestimmt. Hier
wurde die gingige Auswertungsmethode des Instituts der Pathologie angewendet, genauer
geschildert in Abschnitt ,,2.4 Immunhistochemische Farbungen und Auswertung®. Die
Expression wurde in den Tumor- und Stroma-Kompartimenten und fiir die drei Eingriffstypen,

TUR-B, Zystektomie und Metastasen-Biopsie, getrennt betrachtet.

Anhand der IC- und CPS-Scores wurde festgestellt, dass die PD-L1-Expression in unserer
Kohorte eher niedrig war und dabei wenige stark positive Ausreifler aufwies. Bemerkenswert ist,
dass diese stark positiven Ausreifler insbesondere in den TUR-B und Zystektomien vorlagen, in
dem FEingriffstyp der Metastasen lieBen sich diese kaum nachweisen. Der Vergleich der
Mittelwerte zwischen den drei Eingriffstypen zeigte jedoch keine Signifikanz. Das im Vergleich
zu den TUR-B und Zystektomien verminderte Vorliegen von diesen hohen Expressionen bzw.
Ausrei3ern in den Metastasen, also bei zunehmendem Stadium der Erkrankung, konnte durch den
Einsatz von u. a. der Immuncheckpoint-Therapie in der Kohorte gegeben sein. Es lie3 sich u. a.
auch bereits nachweisen, dass sich nach Einsatz einer neoadjuvanten Chemotherapie vermehrt
Diskrepanzen in der PD-L1 Expression beschreiben lassen (Jong et al. 2018). Der Einsatz dieser
Therapie in unserer Kohorte ist somit wahrscheinlich auch einer der beeinflussenden Faktoren.
Anpassungen der Tumoren im Sinne von Resistenzen sind ebenfalls denkbar. In einer Studie von
Eckstein et al wurde die Diskrepanz zwischen der Expression im Primértumor und den
korrespondierenden Metastasen, in diesem Fall spezifisch Lebermetastasen, bereits genauer
untersucht. Im Vergleich zu anderen Orten der Metastasierung wurde bei Patienten mit
vorliegender Metastasierung in die Leber in diversen Studien eine geringere Ansprechrate auf

eine Immuncheckpoint-Therapie beschrieben. Die Bestimmung der PD-L1 Expression wurde in
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diesen Studien in der Regel an Gewebe des Priméartumors vorgenommen, welches u. a. durch die
oben genannten Mechanismen nicht die Expression in den Metastasen widerspiegeln muss.
Eckstein et al analysierten daraufhin das sequenziell gewonnene Primértumor- (TUR-B),
Zystektomie- und Metastasen-Gewebe von 14 Patienten und konnten nachweisen, dass die PD-
L1 und PD-1-Expression im Priméartumor signifikant hher war als in den Lebermetastasen. 57%
der Metastasen-Proben zeigten sogar einen kompletten Verlust der Expression (Eckstein et al.
2018). Auch wenn sich keine Signifikanz nachweisen lie, die in dieser Publikation tendenziell
beobachtete Abnahme der PD-L1 Expression in den Metastasen ist somit kein Einzelfall zu sein.
Konsequenz dieser Beobachtung sollte sein, eine Bestimmung der PD-L1 Expression bei
Patienten mit metastasiertem Urothelkarzinom in den Metastasen selbst anzustreben, um das
Ansprechen auf die Immuncheckpoint-Therapie besser vorhersagen zu konnen. Eine
Untersuchung der Konkordanz der PD-L1 Expression anhand einer groferen Fallzahl sollte
hierzu durchgefiihrt werden. Die genauen Mechanismen hinter diesen Verdnderungen in der

Expression sind noch unklar.

In den TUR-B zeigten sich signifikant mehr Lymphozyten LAG3 positiv im Tumor- als im
Stroma-Kompartiment, dies lieB sich in den anderen Eingriffstypen nicht mehr nachweisen.
LAG3 bzw. ,lymphocyte activation gene-3“ war nach PD-L1 und CTLA4 der dritte
Immuncheckpoint-Rezeptor, der in der Antitumortherapie als 7Target verwendet wurde (Andrews
et al. 2017). LAG3 ist homolog zu CD4 aufgebaut, bindet somit ebenfalls an MHCII auf z. B.
Dendritischen Zellen die folgend aktiviert werden. Auf aktivierten T-Zellen fungiert LAG3
analog zu PD-1 als hemmender Rezeptor: nach der aktivierenden Bindung des T-Zell-Rezeptors
assoziiert sich LAG3 an CD3 und hemmt endogen die Aktivierung, Vermehrung und
Effektorfunktion von CD8- und CD4-positiven T-Zellen (The Human Protein Atlas - LAG3).
LAGS3 ist somit ein Marker fiir aktivierte CD8- und CD4-positive T-Zellen (Triebel et al. 1990).
Regulatorische T-Zellen (Trgs) exprimieren LAG3 dauerhaft. Eine fortdauernde Aktivierung, z.
B. in tumordésem oder chronisch inflammatorisch verdndertem Gewebe, resultiert in einer
anhaltenden Expression von LAG3 und weiteren inhibitorischen Rezeptoren wie PD-1, was zu
einer Funktionsstérung der T-Zellen im Sinne einer funktionellen Ermiidung fiihrt. Die Rolle
dieser Rezeptoren in der Erschopfung der T-Zellen wurde in diversen Studien anhand eines
Infektionsmodells mit dem lymphozytiren Choriomeningitis-Virus (LCMV) untersucht. Ahnlich
zu Tumoren liegt auch in chronischen Infektionen eine dauerhafte Antigenexposition vor. Mittels
einer Transkriptionsanalyse wurden die erschopften T-Zellen mit einer erhhten Expression der
Immuncheckpoint-Rezeptoren identifiziert und analysiert, sémtliche dieser Zellen wiesen eine
verminderte Zytokin-Sekretion und Proliferationsrate auf. Durch eine duale Blockade von LAG3
und PD1 konnte dieser Erschopfung entgegengewirkt, die Zytokin Produktion erhoht und folgend

die Viruslast gesenkt werden (Richter et al. 2010). In einer Studie von Woo et al konnte ebenfalls
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eine Expression von LAG3 und PD-1 auf CD4- und CDS8-positiven T-Zellen im Malignen
Melanom, Kolonkarzinomen und Fibrosarkomen nachgewiesen werden, passend zu der
Verteilung unserer Kohorte, wenn auch in anderen Entititen (Woo ef al. 2012). Auch eine
bevorzugte Expression von LAG3 auf tumorinfiltrierenden regulatorischen T-Zellen im
Vergleich zu den in der Peripherie verbleibenden T..g konnte bereits nachgewiesen werden. Die
Rolle dieser T-Zellen in der Erschopfung oder weitere Funktionen dieser sind allerdings noch
umstritten (Andrews et al. 2017). Zusammenfassend stimmt die ermittelte erhhte Expression
von LAG3 in den tumorinfiltrierenden Lymphozyten somit mit der aktuellen Literatur {iberein.
Die erhohte LAG3-Expression im Tumor-Kompartiment unserer TUR-B-Proben kénnten also ein
Zeichen fir aktivierte CD8- und CD4-positive T-Zellen, aber auch fiir eine beginnende
Erschopfung dieser sein. Die geringe PD-1 Expression und somit die fehlende Koexpression
weiterer inhibitorischer Rezeptoren in unserer Kohorte konnte jedoch eher gegen die Erschopfung
sprechen. Dennoch wiére eine duale Blockade von PD-1 und LAG3 ein interessanter, weiterer
Ansatz in der Immuntherapie des Urothelkarzinoms, der das Spektrum der ansprechenden
Patienten erweitern konnte. Vollendete Studien gibt es aktuell noch nicht. Im Januar 2022 wurde
eine von der Incyte Corporation durchgefiihrte, randomisierte Phase 2 Studie zum neoadjuvanten
Einsatz eines LAG3-Antikorpers in Kombination mit u. a. PD-1-Antikérpern bei Patienten mit
muskelinvasivem Urothelkarzinom, die nicht fiir eine Cisplatin-basierte Therapie in Frage
kommen gestartet (Huo et al. 2022). Inzwischen wurde diese bedauerlicherweise wohl aus
monetéren Griinden terminiert (Optimus - Studie 2024). Neben der therapeutischen scheint auch
eine prognostische Relevanz von LAG3 zu bestehen. In einer aktuellen Studie konnte anhand der
TCGA-Blasenkrebs-Kohorte eine Assoziation zwischen einem besseren Gesamtiiberleben und
einer geringen LAG3-Expression bzw. einem schlechteren Uberleben bei erhdhter Expression

dargestellt werden (Sholklapper et al. 2023).

Die Inflammationsmarker zeigten in unseren Ergebnissen die am ehesten zu erwartende
Verteilung, passend zu den Funktionen der korrespondierenden T-Zellen. Die CD4-Expression,
also u. a. die T-Helferzellen, zeigte sich hoher im Stroma. Signifikant war dies allerdings nur in
den TUR-B und den Zystektomien. In den TUR-B zeigten sich signifikant mehr Lymphozyten im
Tumor-Kompartiment CD8-positiv und somit als Zytotoxische T-Zellen (Taniuchi 2018). Nicht
signifikant war dies in den Zystektomien und Metastasen-Biopsien. Im Falle von FOXP3 konnten

keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden.

Sowohl bei LAG3 als auch bei CD4 und CDS ist ein signifikanter Expressionsunterschied
zwischen den Tumor- und Stroma-Kompartimenten nur in den TUR-B bzw. im Falle von CD4 in
den TUR-B und Zystektomien nachzuweisen. Mit fortschreitendem Stadium der Erkrankung, also
insbesondere in den Metastasen-Biopsien, ndhern sich die Expressionslevel der beiden

Kompartimente an und es lésst sich kein signifikanter Unterschied mehr nachweisen. Die mittlere
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CD8-Expression lag in den TUR-B im Tumorkompartiment bei 54%, in den Zystektomien bei
58% und sank in den Metastasen auf 48%. Im Stroma Kompartiment stieg sie im Verlauf
tendenziell an, lag zunéchst bei 37%, dann bei 49% und schlieBlich bei 45% in den jeweiligen
Eingriffstypen. Die CD4-Expression im Tumorkompartiment blieb von TUR-B bis Metastasen-
Biopsie nahezu konstant und lag bei 22%, 23% und schlieflich 25%. Im Stroma fiel die
Expression von 43% in den TUR-B auf 39% in den Zystektomien und schlief8lich auf 33% in den
Metastasen. Tendenziell scheint die Immunantwort im Laufe der Erkrankung also abzunehmen.
Erklarbar wire dies u. a. durch eine zunehmende Immunevasion der Tumorzellen, z. B. durch
eine Hochregulierung der PD-L1 Expression. Dagegen spricht allerdings der durchschnittlich
geringere CPS in den Metastasen-Biopsien. Der Einsatz einer Immuntherapie bei einigen
Patienten der untersuchten Kohorte konnte diese Ergebnisse allerdings auch verzerren und in ihrer
Beurteilbarkeit einschrinken. Ebenfalls denkbar wiére eine zunehmende Erschopfung der T-
Zellen durch die chronische Antigenexposition in der Tumorumgebung, wie bereits oben in der
Diskussion zur LAG3-Expression erwéhnt. Hierflir konnte die, wenn auch durchweg eher
geringe, zunechmende PD-1 Expression in den Zystektomien und Metastasen-Biopsien sprechen.
Eine endgiiltige Aussage ist hier schwierig zu treffen. Urothelkarzinome der Blase sind fiir ihre
Immunogenitét und Bildung einer immunsuppressiven Tumor-Mikroumgebung bekannt, passend
zu den in dieser Publikation ermittelten Daten. Neben der bereits erwdhnten Immunevasion durch
die vermehrte Expression von PD-L1 wird dies durch die Anwesenheit diverser
immunsuppressiver Zellen wie Tumorassoziierten Makrophagen (TAMs) und myeloid-derived
supressor cells (MDSCs) oder die vermehrte Produktion anti-entziindlicher Zytokine wie PGE2
oder IL-10 bewerkstelligt (Crispen und Kusmartsev 2020). In ihrer Gemeinheit verursachen diese
Mechanismen ein vermindertes klinisches Ansprechen auf die eingesetzten Immuntherapien. Ein
genaues Verstindnis und die gezielte Bekdmpfung dieser Mechanismen hat somit ein groBes

Potenzial, die Immunantwort zu verstirken und ein besseres therapeutisches outcome zu erzielen.

4.2.6. Analyse der Proliferationsrate

Auch eine Analyse der Proliferationsrate wurde mittels einer Analyse der Ki67-Expression in der
Kohorte vorgenommen. In der Interphase lésst sich dieses Protein allein im Zellkern nachweisen,
wiahrend der Mitose verlagert sich der Grofteil dieses Antigens auf die Oberfliche der
Chromosomen. Ki67 wird wiahrend der G1-, S- und G2-Phase sowie wihrend der Mitose
exprimiert, also in allen aktiven Phasen des Zellzyklus, ldsst sich in ruhenden Zellen, also
wiahrend der GO-Phase, allerdings nicht nachweisen. Der Anteil der Ki67-Expression gibt also

einen guten Riickschluss auf den Anteil sich teilender Zellen. In den letzten Jahren hat dies
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insbesondere in der Tumorforschung an Bedeutung zugewonnen, eine hohe Proliferationsrate hat

oft einen Einfluss auf die Prognose und den Verlauf der Erkrankung (Scholzen und Gerdes 2000).

Burstkrebs ist hier eine der am besten erforschten Entititen, die Ki67-Expression wird sowohl
zum Grading der Erkrankung als auch zur Ermittlung der Prognose herangezogen. So korreliert
eine hohe Ki67-Expression unter anderem mit einem erhohten pTNM-Stadium (Kanyilmaz et al.
2019). Aber auch im Bereich der Urothelkarzinome der Blase wird der prognostische Wert der
Ki67-Expression zunehmend Bestandteil der Forschung, es konnte z. B. eine Korrelation
zwischen einer erhdhten Ki67-Expression und einer vermehrten Rezidivrate nachgewiesen
werden (Pich et al. 2002). In der aktuellen S3-Leitlinie wird eine Bestimmung von molekularen
Prognosemarkern auflerhalb von Studien nicht empfohlen, einen Einzug in die klinische Routine
hat dies also noch nicht gefunden. Lediglich in Einzelféllen soll bei bestehender Unsicherheit eine
Bestimmung von Ki67 (und CK20 sowie p53) erfolgen, um eine Unterscheidung in ein /Jow- oder
high-grade nicht-muskelinvasives Urothelkarzinom zu ermdglichen. Fiir das muskelinvasive
Urothelkarzinom gibt es hier keine Empfehlung (AWMEF 2020). Dennoch gehort Ki67 zu einem
der am meisten untersuchten und vielversprechendsten pridiktiven sowie prognostischen
Kandidaten. Fest eingesetzt wird die immunhistochemische Bestimmung von Ki67 zur
Unterstiitzung der Differenzierung zwischen einem tatsachlichen Carcinoma in situ und reaktiv

verdndertem Urothel (AWMEF 2020).

Die Ki67-Expression wurde in dieser Publikation getrennt flir die drei verschiedenen
Eingriffstypen TUR-B, Zystektomien und Biopsien von Metastasen betrachtet und folgend
verglichen. Ein signifikanter Unterschied konnte hier zwischen den TUR-B und den
Zystektomien nachgewiesen werden: die Ki67-Expression, und somit die Proliferationsrate, war
in den TUR-B signifikant hoher. Dies konnte sich durch die bei einem Teil der Kohorte vor der
Durchfiihrung der Zystektomien zum Einsatz gekommene neoadjuvante Chemotherapie erkléren

lassen.

In den Metastasen-Biopsien zeigte sich die groite Streuung der Werte, hochstwahrscheinlich zu
erkldren durch das unterschiedliche Ansprechen auf die eingesetzten Therapien. Eine genaue

Korrelation mit den klinischen Verlaufsdaten konnte hier in Zukunft von Interesse sein.

4.2.7. Untersuchung pradiktiver Biomarker fiir die neoadjuvante

Chemotherapie

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, pradiktive Biomarker zu untersuchen und zu identifizieren,

die das Ansprechen auf etablierte Therapien bei Patienten vorhersagen kdnnen. Zunichst haben
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wir die Gruppe der in der urologischen Onkologie des UKD neoadjuvant behandelten Patienten
diesbeziiglich untersucht und nach dem klinischen Ansprechen in drei Gruppen eingeteilt. Gruppe
1 zeigte das beste Ansprechen im Sinne einer vollstindigen Remission, Gruppe 3 das schlechteste
Ansprechen im Sinne eines Progresses. Gruppe 2 zeigte ein moderates Ansprechen mit
bestehender Resterkrankung. Zwischen diesen drei Gruppen wurde nun die pré-therapeutische

Expression von TERT, NECTIN4, TROP2 und Ki67 verglichen.

Die Ki67-Expression, und somit die Proliferationsrate, zeigte einen stetigen Riickgang mit
zunehmend schlechterem Ansprechen der Patienten. Die Gruppe mit dem besten Ansprechen auf
die neoadjuvante Chemotherapie, also Gruppe 1, hatte vor der Behandlung die hochste
durchschnittliche Proliferationsrate, gefolgt von der Gruppe mit einem méfigen Ansprechen und
schlieBlich der Gruppe mit einem schlechten Ansprechen. Dieser Trend war eindeutig erkennbar,
lediglich zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2 lieB sich jedoch ein signifikanter Unterschied
nachweisen. Je hoher die vor der Behandlung gemessene Proliferationsrate in unserer Kohorte,
desto besser war also das Ansprechen auf die neoadjuvante Chemotherapie. Diese Ergebnisse
erscheinen logisch, wenn man bedenkt, dass die Chemotherapie auf sich schnell teilende Zellen
abzielt. Die eingesetzten Substanzen sind in der Regel Cisplatin-basiert, einem Alkylans, das
durch Vernetzung von DNA-Stringen zu einem Zellzyklus-Arrest und dem folgenden Zelltod
fiihrt. Daher konnte Ki67 ein guter pradiktiver Marker fiir das Ansprechen auf eine neoadjuvante
Chemotherapie sein und die klinische Routine durch einfache immunhistochemische Farbung
unterstiitzen. Ein hdufiges Problem im klinischen Alltag ist die Entscheidung zwischen dem
Einsatz einer adjuvanten oder neoadjuvanten Chemotherapie. 40-60% der Patienten zeigen ein
Ansprechen auf die neoadjuvante Therapie, 20-40% erreichen eine vollstindige Remission (Anari
et al. 2018; Peyton et al. 2018; Iyer et al. 2020). Bei den Patienten die nicht auf die Therapien
ansprechen kann der Tumor in der Zeit bis zur Zystektomie allerdings auch weiter wachsen und
sich die Prognose somit deutlich verschlechtern (Zargar et al. 2015). Eine vorherige
immunhistochemische Bestimmung der Ki67-Expression wire eine zeiteffiziente und
kostengiinstige Methode den Kliniker in dieser Entscheidung zu unterstiitzen. Um einen
eindeutigen cut-off~-Wert festlegen zu konnen sollten in Zukunft weitere Studien mit groBeren und

diversen Kohorten erfolgen.

In der aktuellen Forschung wird der prognostische Wert von Ki67 in Bezug auf das
Urothelkarzinom der Blase bereits rege diskutiert. In verschiedenen Studien wurde bereits eine
Assoziation zwischen einer gesteigerten, immunhistochemisch bestimmten, Ki67-Expression und
u. a. einer erhohten Mortalitdt oder grofferen Rezidiv-Wahrscheinlichkeit nachgewiesen. So
konnten z. B. Culpan et al eine Signifikanz des Zusammenhangs in beiden dieser Fille
nachweisen. Die Patienten mit Ki67-positiven-Tumoren wiesen ein schlechteres Gesamt-,

Progressions- und Rezidiv-freies Uberleben auf (Culpan et al. 2021). Diese Studie beschrinkte
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sich allerdings auf Tumoren im pT1 Stadium. Auch Shariat et al beschrankten sich zundchst auf
die Analyse von Patienten dieses Stadiums, die zusétzlich mit radikaler Zystektomie behandelt
wurden. Auch hier war eine Ki67-Positivitit sowohl mit einer erhohten Rekurrenz-
Wahrscheinlichkeit als auch einer erhohten krankheitsspezifischen Mortalitit assoziiert (Shariat
et al. 2009). El-Gendi et al untersuchten einen dhnlichen Zusammenhang, konnten allerdings
keine Signifikanz in Bezug auf eine erhohte Rezidiv-Wahrscheinlichkeit nachweisen, empfiehlt
demgegeniiber aber groBere Studien mit standardisierten Kriterien hinsichtlich cut-off Werten
oder Patientencharakteristika (ElI-Gendi und Abu-Sheasha 2018). Weitere Studien zeigten u.a.
auch eine positive Assoziation zwischen einem erhohten Proliferationsindex und einem erhohten
Tumorstadium sowie -grad (Elkady et al. 2018; Yamug et al. 2022). Ein prognostischer Wert von
Ki67 scheint also zweifelslos zu bestehen. Auch in Bezug auf andere Entititen wurde eine
prognostische Funktion von Ki67 beschrieben. Das Mammakarzinom ist hier einer der am besten
erforschten Tumore. Aber auch hier ist keine umfassende Standardisierung zur Bestimmung und
Interpretation verfiigbar. Lediglich auf der Basis eines Expertenkonsens konnte festgelegt
werden, dass ab einer positiven Ki67-Expression von 25% oder mehr des Tumors man von einem
erhohten Risiko ausgehen kann. Zeigen sich 10% oder weniger positiv ist das Risiko eines
negativen Krankheitsverlaufes eher gering (AWMF 2021). Das eindeutige Festlegen von cut-off
Werten gestaltet sich also selbst in groBeren und vielzdhligen Studien als schwierig, unter
anderem auch durch die sehr heterogenen Studienaufbauten. Ahnlich verhilt sich dies auch bei
anderen Entititen: in Bezug auf das nicht-kleinzellige-Lungenkarzinom konnten zahlreiche
Studien eine Assoziation zwischen einer erhohten Ki67-Expression nach Resektion und einer
ungiinstigeren Prognose, einem schlechteren krankheitsfreiem und rezidivfreiem Uberleben
nachweisen (Chirieac 2016). Eingeschriankt werden diese Erkenntnisse in ihrer Aussagekraft u.
a. durch die Verwendung unterschiedlicher Ki67-Klone, andere Auswertungsmethoden der
Immunhistochemie und begrenzte GroB3en der Kohorten. All dies fiihrt dazu, dass sich Ki67 auch
in der Diagnostik und Therapie des Lungenkarzinoms noch nicht als routineméBig eingesetzter
Marker etablieren konnte. Auch fiir eine andere haufige Entitét, das Prostatakarzinom, konnte ein
prognostischer Wert von Ki67 nachgewiesen werden (Zellweger et al. 2009), auch hier war eine
erhohte Expression mit einem schlechteren Oufcome assoziiert. Einzug in die klinische Routine

hat die immunhistochemische Bestimmung allerdings auch hier noch nicht gefunden.

Zusammengefasst zeigt sich in vielen Entititen eine Verbindung zwischen einer erhohten
Proliferationsrate, also einer erhdhten Ki67-Expression, und einer schlechteren Prognose oder
auch einer hoheren Rezidivrate. So auch im Urothelkarzinom, passend zu den in dieser
Publikation ermittelten Daten. Eine Standardisierung oder die Formulierung eines Konsenses ist

durch die stark heterogenen Studienaufbauten und eher kleinen Kohorten nur eingeschrankt
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moglich. Diese Einschrankung konnten nur grofle, randomisierte Studien mit einer diversen

Kohorte von an Urothelkarzinomen erkrankten Patienten beheben.

Neben diesen zahlreichen Daten zum prognostischen Wert von Ki67 liegen auch bereits wenige
Studien vor, die sich mit therapeutisch pradiktiven Moglichkeiten auseinandersetzen. Koga et a/
untersuchten verschiedene Biomarker, darunter auch Ki67, und deren pradiktiven Aussagewert
im Hinblick auf das Ansprechen auf eine Radiochemotherapie-basierte Erhaltungstherapie bei
nicht metastasiertem, muskelinvasivem Blasenkrebs. Eingesetzt wird diese aktuell u. a. bei einer
Nichteignung der Patienten fiir eine radikale Zystektomie. Allerdings haben nur die Patienten, die
nach der Radiochemotherapie ein vollstindiges Ansprechen erreichen eine erfolgsversprechende
bzw. verbesserte Prognose. Biomarker, die die klinischen Ergebnisse vorhersagen konnten, wéren
somit von grolem Nutzen. Ki67 stellte sich hier als einer dieser moglichen Marker da, eine
erhohte Expression war mit diesem vollstindigen Ansprechen assoziiert und konnte somit als
Entscheidungshilfe zwischen der radikalen Zystektomie oder der Radiochemotherapie dienen
(Koga et al. 2018). Long et a/ untersuchten den gleichen Sachverhalt in Bezug auf intravesikale
Instillationen zur Rezidiv-Reduktion des sekundidren Blasenkrebs bei Patienten mit
Urothelkarzinomen des oberen Harntrakts, welche sich einer radikalen Nephrektomie unterzogen
haben. Auch hier sollten die Patienten identifiziert werden, die von der Therapie signifikant
profitieren und so eine moglichst individualisierte Therapie etabliert werden. Patienten mit einer
niedrigen Ki67-Expression schienen hier empfindlicher auf die Installationen anzusprechen als

diese mit sehr hohem Proliferationsindex (Long et al. 2016).

Ein pradiktives Potenzial des Proliferationsindex scheint somit zweifelslos zu bestehen und
konnte ein ndchster Ansatz in der personalisierten Therapie von Blasenkrebs und dem Einsatz der
neoadjuvanten Chemotherapie sein. Dennoch sollten diese Ergebnisse in groferen Kohorten

bestitigt werden.

NECTIN4, TROP2, zytoplasmatisches und nukledres TERT zeigten keinen signifikanten
Expressionsunterschied zwischen den anhand des klinischen Ansprechens unterteilten Gruppen
1-3, lassen sich anhand der Daten dieser Publikation also nicht als prédiktive Marker annehmen.
Im Falle von der nukledren TERT-Expression war zwar kein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen nachweisbar, es liel sich aber ein Trend fiir ein schlechteres Ansprechen mit
zunehmender nukledrer TERT-Expression darstellen. Die Gruppe 3 wies also eine
durchschnittlich héhere Expression auf als Gruppe 1, wenn auch nicht signifikant. Die Funktion
von TERT als Mechanismus der Tumorzelle um sich zu immortalisieren, wurde bereits im
Abschnitt 4.2.3 diskutiert. Basierend darauf erscheint ein schlechteres Ansprechen bei erhohter
Expression initial als logisch. In diversen Studien konnten prognostische Ansétze der TERT-

Expression dargestellt werden (Isharwal ef al. 2019), in Bezug auf die pradiktive Wertigkeit bei
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der neoadjuvanten Chemotherapie existieren diese jedoch noch nicht. Groflere prospektive
Kohortenstudien wéren eine Mdglichkeit, um das pradiktive Potenzial TERTs weiter zu

validieren.

4.3 Schlussfolgerung und Zusammenfassung

Beziiglich der Identifizierung moglicher neuer Therapietargets zeigten sich TERT, NECTIN4
und TROP2 als hoch exprimierte Gene im Tumorgewebe. NECTIN4 und TROP2 zeigten sich
zusatzlich tumorspezifisch, wiesen also keine Expression in unseren Normalkontrollen auf, sind
allerdings auch schon als eben solche Marker bekannt. Bei TERT entfiel aufgrund diverser
methodischer Schwierigkeiten ein Vergleich mit validen Normkontrollen, trotz der durchweg
hohen Tumorexpression konnte eine Selektivitdt somit nicht bewiesen werden. Zuséitzlich dazu
ergab sich die Schwierigkeit der Beurteilung der membrénaren Expression von TERT, gegeben
durch die Uberstrahlung durch die deutlicheren zytoplasmatischen sowie nukleiren Firbungen.
Dies stellt eine Limitierung dieser Studie dar. Dennoch erscheint der mogliche Einsatz von TERT
als Target fir Antikorper- oder CAR-T-Zell-Therapien als ein interessanter Forschungsansatz,
der in zukiinftigen Projekten genauer exploriert werden kann. Zusétzlich auffillig in unseren
Ergebnissen war, dass bei TROP2 zum einen der Anteil an positiv gefarbten Proben und zum
anderen die Intensitét dieser (niedrig bzw. stark positiv) vom Primértumor zu den Metastasen
zunahm. Bei gegebener Reproduzierbarkeit dieser Ergebnisse bestiinde somit eine Relevanz zum
besten Einsatzzeitpunkt der Antikdrper-Therapien, um ein mdglichst hohes Ansprechen zu
erzielen. In der Literatur ist dies nicht vorbeschrieben, eine weitere Analyse dieses

Expressionsverlaufs kann in Zukunft vorgenommen werden.

In der Untersuchung pradiktiver Biomarker fiir die neoadjuvante-Chemotherapie zeigte sich
insbesondere Ki67 als vielversprechend. Hier bestand ein signifikanter Unterschied in der
Expression zwischen der Gruppe mit dem vollstindigen und der Gruppe mit dem fehlenden
Ansprechen: In der Gruppe der Patienten, die nach neoadjuvanter Chemotherapie eine
vollstandige Response erreichten, war die Ki67-Expression signifikant hoher. Wenn man bedenkt,
dass Chemotherapeutika sich-teilende-Zellen angreifen und Ki67 einen Proliferationsindex
darstellt, erscheint dieser Zusammenhang als logisch. Gegeben durch die eher kleine Kohorte ist
dies in seiner Aussagekraft allerdings limitiert. Es sollte angestrebt werden, dies anhand grofBerer
Kohorten weiter zu validieren. Wenn es in Zukunft mdglich wire, anhand einer
pritherapeutischen, immunhistochemischen Bestimmung der Ki67-Expression das Ansprechen
anhand eines cut-off-Wertes vorherzusagen, konnte dies die klinische Routine in der
Entscheidung zwischen einer adjuvanten oder neoadjuvanten Therapie unterstiitzen. Auch TERT
zeigte ein interessantes Expressionsmuster, je hoher die TERT-Expression, desto schlechter war
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das Ansprechen. Signifikant war dieser Unterschied allerdings nicht, auch wenn sich dieser Trend
deutlich erkennen lieB. Eine erneute Analyse dieser Fragestellung anhand einer groeren Kohorte

bietet sich hier an.

Die in dieser Studie durchgefiihrte molekulare Charakterisierung der gegebenen Kohorte bietet
auBlerdem Basis fiir diverse weitere Fragestellungen: die nach Sjodahl ef a/ ermittelten Subtypen
sollten mit den vorliegenden klinischen Daten beziiglich Therapieansprechen und Uberleben
korreliert werden. Die in der Bestimmung von Immunmarkern festgestellte Abnahme der PD-L1
Expression in den Metastasen, welche laut aktueller Literatur kein Einzelfall zu sein scheint, wirft
Gedanken zum bestmoglichen Zeitpunkt der immunhistochemischen Expressionsbestimmung zur
Vorhersage des Ansprechens auf die Immun-Checkpoint-Therapie auf. Eine weitere
Untersuchung dieses Expressionsverlaufs konnte in Zukunft interessant sein. Die signifikant
hohere Expression von LAG3 in den tumorinfiltrierenden Lymphozyten ldsst ein moglich
besseres Ansprechen bestimmter Patienten durch eine duale Blockade von PD-1 und LAG3

erhoffen.
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