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Im Kontext der Anderung der WHO-
Klassifikation aus dem Jahre 2004 wur-
de die Einteilung des Gradings in ,,Low-*
und ,,High-grade-Tumoren® mit dem Be-
griff der genetischen Stabilitdt bzw. Insta-
bilitdt namentlich und inhaltlich unter-
mauert [7 12]. Insbesondere war bis da-
hin durch molekulargenetische Daten aus
dem Tumorgewebe deutlich geworden,
dass die nichtinvasiven High-grade-Tu-
moren hiufig p53- und p16-Mutationen
aufweisen und oft als Zeichen der gene-
tischen Instabilitdt auch eine Aneuploidie
zeigen.

Fiir die flachen urothelialen Lasionen
wurde gleichartig festgelegt, dass die ge-
netisch instabile Zelle oder Zellgruppe
auch ohne vollstindige Schichtungssto-
rung des Urothels schon eine High-grade-
Lésion ist. Damit wird der genetisch in-
stabilen Zelle, die mikroskopisch als hy-
perchromatische unreifere Zelle erkenn-
bar ist, eine wesentliche diagnostische
Bedeutung gegeben, die die Therapieent-
scheidung des Urologen beeinflusst. Hin-
gegen zeigen die nichtinvasiven Low-gra-
de-Tumoren iiberwiegend Chromosom-
9-Deletionen und -Mutationen.

Die WHO-Klassifikation wurde als Ar-
beitsklassifkation bezeichnet, und es gilt,
den genetisch stabilen Tumor vom gene-
tisch instabilen Tumor weiter abzugren-
zen. Wesentliche neue Erkenntnisse kom-
men durch Daten zum Verteilungsmuster
der FGFR3-Mutationen, durch transgene
und ,,Knock-out-Modelle“ und den Ver-
suchen, die Stammzellen zu identifizie-
ren.
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FGFR3

Der Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Re-
zeptor 3 (FGFR3) gehort in die Gruppe
der Tyrosinkinaserezeptoren und liegt
auf dem kurzen Arm des Chromosoms 4,
Region 4p16.3. Interessanterweise wurden
im Harnblasenkarzinom somatische, re-
zeptoraktivierende Mutationen haufig bei
papilldren Low-grade-Tumoren gefunden
und waren anschliefend ebenso in Hyper-
plasien des Urothels und gutartigen Papil-
lomen nachweisbar [17]. Dieses Profil ist
mit guter Prognose assoziiert und schliefit
das Vorliegen einer p53-Mutation fast aus.
Gleichartige Mutationen wurden bezeich-
nenderweise auch in seborrhoischen Ke-
ratosen der Haut gefunden, einer Proli-
feration des Plattenepithels, welche nicht
mit Malignitét assoziiert ist. Auch wenn
die Biologie dieser Beobachtung erst in
Anfingen aufgeklart ist [6], untermauert
der Befund die Trennung zwischen Low-
und High-grade-Tumoren [10].

Neue Erkenntnisse
aus Mausversuchen

Zu den Beobachtungen der Verteilung
von FGFR3-Mutationen gibt es eine Paral-
lele aus transgenen Mausmodellen und
Knock-out-Maussystemen. Wenn das H-
Ras-Gen konstitutiv aktiviert wird, ent-
steht in der Mausharnblase eine Hyper-
plasie des Urothels, die in Abhéngigkeit
von der Stirke der Genaktivierung zu pa-
pilliren Low-grade-Tumoren fortschrei-
tet, die nicht progredient werden [18].

Bei einigen Mutationen des FGFR3-Gens
kann es zur konstitutiven ,,Down-stream-
Aktivierung® von ras-GTPase kommen,
dessen Resultat dem der H-Ras-Mutation
identisch ist und sich im Mausversuch ge-
genseitig ausschliefSt (8 Abb. 1 a).

Wichtig fiir das Verstiandnis der Tumor-
entstehung allgemein ist, dass das norma-
le Urothel durch die Proteine der Retino-
blastomgenfamilie besonders geschiitzt
ist. Hierbei handelt es sich sowohl um das
pRB-Protein selbst als auch um p1o7 und
p130. Diese Proteine werden tiber die ge-
samte Hohe des Urothels exprimiert und
sind eine Erkldrung dafiir, dass das nor-
male Urothel eine niedrige ,Turnover-Ra-
te“ von 200 Tagen hat. Dabei ist es auch
faszinierend, dass die normale Deckzel-
le nicht nur vor toxischen Substanzen im
Urin schiitzt, sondern auch verhindert,
dass die im Urin relativ hoch konzent-
rierten Wachstumsfaktoren der Tyrosin-
kinasefamilie (insbesondere der epider-
male Wachstumsfaktor/EGF) an die Ba-
salzellen herankommen, die die einzige
Zellpopulation mit dem EGF-Rezeptor
im Urothel ist [14].

Kommen wir zuriick zum Schutz
durch die Retinoblastomgen-Proteine,
dann wird verstandlich, dass sowohl ei-
ne alleinige ps53-Mutation als auch eine
p53- und pRB-Mutation nicht mit inva-
sivem Wachstum im Mausmodell einher-
gehen. Weil die pRB-Knock-out-Maus le-
tal ist und die p53-Knock-out-Maus frith
(nichturotheliale) Tumoren zeigte, konn-
te man erst durch die Weiterentwicklung
in der Mausforschung mit konditonellen
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Knock-out-Systemen rezent der haufigen
Beobachtung, dass viele invasive Tumoren
beide Mutationen zeigen, auch funktionell
nachgehen. Dabei zeigte sich, dass die Mu-
tation beider Gene fiir invasives Wachs-
tum nicht ausreicht. Es zeigte sich insbe-
sondere auch, dass bei der Mutation bei-
der Gene p107 hochreguliert wird und ei-
ne kompensatorische Schutzfunktion an-
nimmt. Die zusitzliche Ausschaltung von
p1o7 durch Gabe des Urothelkarzinogens
BBN an ps53/pRB-Null-Méuse ergab inva-
sive Tumoren (8 Abb. 1b).

Die geschilderten Befunde deuten das
Potenzial der modernen Mausforschung
an und werden in enger Wechselwirkung
mit Daten von menschlichen Gewebs-
proben weitere Moglichkeiten z. B. fiir
das Verstidndnis von PTEN-Ausfillen im
Urothel oder invasive Tumoren ohne ps3-
und pRB-Verlust hervorbringen.

Die Tumorstammzelle
des Urothels

Tumorstammzellen sind weitgehend un-
differenzierte Zellen, die unbegrenzt pro-
liferieren kénnen und die genoprotektive
Mechanismen besitzen, die dhnlich oder
identisch denen von normalen, adulten
epithelialen Stammzellen sind. Die Tu-
morstammzellen sind die Grundlage fiir
Tumorheterogenitit und auch von The-
rapieresistenz. Diese Einsichten stammen
mehrheitlich von Arbeiten {iber und mit
hédmatopoetischen Stammzellen [11], aber
empirische Erkenntnisse iiber die uro-
thelialen Stammzellen und nun auch zu-
nehmend solche tiber urotheliale Tumor-
stammzellen kommen hinzu [2]. Zellen,
die die oben genannten Kriterien erfiillen,
sind insbesondere Zellen, die einen Basal-
zellphédnotyp besitzen, da diese Zellen in
experimentellen Systemen die hochste
Klonogenitit zeigen [9]. Dieses gilt z. B.
fiir eine Zelle, die CK20- und CD44-ne-
gativ, aber CKs/6-positiv ist im Kontrast
zu dem differenzierten Gegenstiick, ei-
ner CK20- und CD44-positiven Zelle, die
CKs/6-negativ ist.

Die oben beschriebenen Kontraste
eines papilldren Low-grade-Tumors und
eines flachen High-grade-Tumors legen
unterschiedliche Differenzierungspro-
gramme dieser Tumortypen nahe. Eine
Arbeitshypothese von Brand und Mitar-
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Zusammenfassung

Ergebnisse der molekularen Pathologie ha-
ben die Anderung der WHO-Klassifikati-

on des Urothelkarzinoms 2004 unterstiitzt.
Seither erbrachten neue molekulare Daten
wie das Verteilungsmuster des Fibroblasten-
Wachstumsfaktor-Rezeptors 3 (FGFR3) ei-

ne weitere Untermauerung des Prinzips ei-
ner,Low-" und High-grade-Entitat” des Uro-
thelkarzinoms. Aus Tierversuchen mit,Knock-
out-Mausen” und konditionellen Genaus-
schaltungen werden wesentliche Parallelen
zu der Situation im Menschen deutlich und
der zelluldre Kontext als Ausloser der Entar-
tung betont. Dabei besteht eine Besonder-
heit des Urothels in einem hohen Schutz der
Urothelzelle durch mehrere Mitglieder der
Retinoblastomgenfamilie, die eine Invasion,
z. B. nach p53-Mutation, effektiv verhindert.

Auf der Suche nach der Tumorstammzel-

le rlickt derzeit der Basalzellphdnotyp in den
Vordergrund, der ein hohes klonogenes Po-

tenzial hat. Gleichzeitig hilft die aufwendige
Analyse der Verteilung mitochondrialer Mu-
tationen innerhalb des Urothels, mehr tiber

die Ausbreitung eines Normal- oder Tumor-

zellklons zu lernen.

Die derzeitige Datenlage macht deut-
lich, dass fiir entscheidende diagnostische
und prognosebestimmende Aussagen fiir
das Urothelkarzinom nur mehrparametrische
Methoden zielfiihrend sein kénnen.

Schliisselworter
Urothel - Molekulare Entstehung - Tumor-
stammzelle - Klonalitdt - Mehrparametrisch

Current knowledge in molecular pathology of urothelial cancer

Abstract

Results of molecular pathology have support-
ed changes in the 2004 WHO classification of
urothelial cancer. Since then new molecular
data such as the distribution pattern of the fi-
broblast growth factor receptor 3 (FGFR3) has
further supported the principle of low and
high grade entities of urothelial carcinoma.
Animal experiments with knockout mice and
conditional knockout systems reveal impor-
tant parallels to humans and results empha-
size the cellular context as a trigger for ma-
lignancy. One special feature of the urothe-
lium is its high protection of the urothelial
cells by members of the retinoblastoma gene
family, efficiently inhibiting invasion even in
the presence of p53 mutations. In search of

the tumor stem cell phenotype the basal cell
phenotype is the focus of attention providing
a high clonogenic potential. At the same time
detailed analysis of the distribution of muta-
tions in the mitochondrial genome within the
urothelium will help to gain insight into the
spreading of normal cell or tumor cell clones.
The overall data in urological oncology
provide evidence that diagnostic and prog-
nostic tools for urothelial cancer can only be
reached with multiparametric approaches.

Keywords
Urothelium - Molecular origin - Tumor stem
cell - Clonality - Multiparametric
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Abb. 1 A Wesentliche Eckdaten zur Genese nichtinvasiver papilldrer und invasiver Urothelkarzinome aus transgenen Maus-
versuchen (adaptiert nach [18]). a Dosisabhdngigkeit der Aktivierung der ras-Signalweg-Effektoren mit dem Endresultat eines
nichtinvasiven Low-grade-Tumors. Wéhrend ein niedriges Niveau des aktivierten Ha-ras (Ras-GTP-Aktivierung) Giber den MAP-
Kinase Signalweg zur Urothelhyperplasie fiihrt, bewirkt eine Verdopplung der transgenen Ha-ras-Dosis u. a. Giber den AKT-
Signalweg eine Bildung papillarer Tumoren, die,low grade” sind. Von FGFR3 weil3 man, dass einige Mutationen zur konstituti-
ven GTP-ras-Aktivierung fiihren und damit denselben Signalweg starten. b Gemeinsame Effekte der Proteine der pRB-
Familie und p53 bei der Invasion von urothelialen Tumoren. Wéahrend eine p53-Mutation zusammen mit einer RB-Mutation
im Mausversuch nicht ausreichen, wird mit der zusétzlichen Inaktivierung von p107 (Gen/Protein aus der Retinoblastomfami-
lie in p53/Rb-Nullméusen) invasives Wachstum induziert

beitern [2] besteht darin, dass der papil-
lare Tumor von einer transient amplifi-
zierenden Intermediérzelle ausgeht, de-
ren Teilungspotenzial als Tumorzelle be-
grenzt ist. Im Gegensatz dazu konnte der
invasive Tumor von einer Basalzelle aus-
gehen und unterstiitzt durch den direkten
Kontakt zum Stroma (Bindegewebs- und
Entziindungszellen) invasiv werden.

Aus welcher Stammzelle die Tumor-
typen entstehen, ist bisher nicht klar, soll-
te aber zusdtzlich zu den Untersuchungen
im normalen Urothel durch stammzell-
orientierte Phinotypisierung von Tumo-
ren erganzt werden. Da man davon aus-
geht, dass fiir das Tumorwachstum noch
unzureichende Mutationen vorab in einer
Urothelzelle akkumulieren miissen, bevor
tumorigene Mutationen das Wachstum
stirker beeinflussen, darf man annehmen,
dass diese Mutationen in den lange vorlie-
genden Stammzellen am besten akkumu-
lieren kénnen und hier einen Feldeffekt
bedingen. Derartige Felder sind zum Ler-
nen iiber Klonalitit besonders gut durch
den Nachweis zellkernunabhingiger Mu-
tationen erforschbar. Hierbei verwen-
det man Mutationen im Genom der Mi-
tochondrien, deren Effekt sich histoche-
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misch darstellen ldsst und uns in Analogie
zu Untersuchungen im Gastrointestinal-
trakt die Expansion von klonalen Popula-
tionen im Urothel verstehen helfen wird
[13]. Durch das weitere Erforschen der Tu-
morstammzelle des Urothels und die Aus-
breitung und Differenzierung der daraus
hervorgehenden Zellen werden wir neue
Ansitze zum Verstandnis von Chemo-
therapieresistenz und Tumorrezidivent-
stehen erhalten.

Mehrparametrische Ansitze
fiir die Diagnose
und Prognosebestimmung

Eine kritische Sicht der Datenlage macht
deutlich, dass eine differenzierte indivi-
duelle Diagnosestellung und Therapie-
entscheidung sehr unwahrscheinlich mit
einem Marker erfolgt, wie er in vielfacher
Form fiir Urinuntersuchungen propagiert
worden ist.

Derzeitige vielversprechende Ansitze
fiir die Urinanalytik sind sowohl Expressi-
ons-Arrays als auch epigenetische Unter-
suchungen und MikroRNA-Panels (z. B.
[15]). Ein weiterer Ansatz ist die Unter-
suchung des Proteinprofils von Tumoren

mittels proteomischer Techniken (zwei-
dimensionale Gelelektrophorese und
Massenspektrometrie) von Gewebe oder
Korperfliissigkeiten. Aufgrund seiner im
Vergleich zum Genom deutlich hoheren
Komplexitit und Flexibilitdt kann das
Proteom, das Proteindquivalent des Ge-
noms, als sensitive Sonde fiir Verdnde-
rungen im Gesundheitszustand der Zelle
verwendet werden [4, 8]. Beim Menschen
stehen einer Anzahl von etwa 40.000 Ge-
nen geschitzt mehr als 500.000 Proteine
gegeniiber [1].

Eine vergleichsweise neue Technik,
die direkt in die Gewebediagnostik zu-
riickfiihrt, ist das so genannte ,MALDI-
(,matrix-assisted laser desorption ioni-
zation’-) Imaging®, das eine direkte Kor-
relation von histomorphologischen De-
tails mit den Proteinmustern im Gewe-
be erlaubt [3, 5] und rezent auch Unter-
suchungen am Paraffinmaterial erlaubt.
Parallelen zu den im Urin und Blut erho-
benen Befunden kénnen auf dem Boden
valider biostatistischer Daten Subklassen
des Urothelkarzinoms identifizieren hel-
fen ([16] und @ Abb. 2 a-d).
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Abb. 2 A Beispiel aus einem MALDI-Imaging-Experiment von Low-grade- im Vergleich zu High-grade-Urothelkarzinomen. Ei-
ne automatische Klassifikation von pTaG1, G2 und G3 Tumoren in die 2 Klassen: Low- (LG) und High-grade (HG) wurde durch-
gefiihrt. a Histologischer Gefrierschnitt (HE-Farbung, Ubersicht) mit markierter region of interest” (ROI). b Summenspektrum
im Massenspektrum von 2000-16.000 Dalton, das von zahlreichen pTa-Low-grade- (griin) und pTa-High-grade- (rot) Tumo-
ren erhoben worden ist. Differenziell exprimierte Proteine aus diesen Spektren werden in einem ,Support-vector-based-Mo-
dell” als Rechenalgorithmus verwendet, um die Unterscheidung zwischen Low- und High-grade zu definieren. ¢ MALDI-Ima-
ging-Einzelspektrum der in a eingezeichneten unklaren ROI, 120 Spektren wurden in dieser Region vermessen und automa-
tisch klassifiziert. d HE-Schnitt mit der automatischen farbkodierten Klassifikation der ROl in griin, d. h. als Low-grade-Tumor
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Fazit fiir die Praxis

Trotz der morphologisch strukturellen
Einfachheit des Urothels ist die Sicher-
heit der nichtinvasiven Diagnostik und
z.T. auch der Histopathologie noch ein-
geschrankt und bedingt einerseits zu
viele invasive diagnostische Eingriffe, an-
dererseits therapeutische Massnahmen
mit unzureichenden Therapieerfolgen.
Fiir die alltdagliche Praxis ist es hilfreich,
die bestehende 2004-WHO-Klassifikation
von urothelialen Tumoren konsequent
anzuwenden, da wesentliche Teile dieser
Klassifikation durch aktuelle molekulare
Daten untermauert werden.

Fiir wesentliche Fortschritte, die transla-
tional umgesetzt werden konnen, bedarf
es einer Kombination funktioneller, zell-
biologischer und tierexperimenteller For-
schung mit Datenbank-getriebenen Me-
taanalysen und, Pathway-profiling-Stra-
tegien” an humanem Material, die dann
in sinnvollen mehrparametrischen As-
says mit umschriebener Fragestellung
getestet werden sollten. Die Robustheit
und Kosteneffektivitat von Tests sind
weitere wichtige Teilaspekte einer lang-
fristigen klinischen Implementierung mit
dem Ziel einer individuelleren Patienten-
fiihrung.
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