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1. Abstract 

Das Harnblasenkarzinom gehört weltweit zu den zehn häufigsten Krebserkrankungen. 

Die Therapie des Harnblasenkarzinoms hängt vom Krankheitsstadium ab. 

Oberflächliche Tumore können durch transurethrale Resektion oder intravesikale 

medikamentöse Therapien kontrolliert werden, während fortgeschrittene, 

muskelinvasive Tumore in der kurativen Erstlinientherapie mittels einer 

Cisplatin-basierten neoadjuvanten Chemotherapie und anschließender radikaler 

Zystektomie behandelt werden. Da das Harnblasenkarzinom mit einem 

durchschnittlichen Erkrankungsalter von 70 Jahren vor allem ein Leiden des älteren 

Menschen ist, kann aufgrund von Nierenerkrankungen oder anderen Komorbiditäten 

die Erstlinientherapie häufig nicht angewandt werden. Im lokal fortgeschrittenen oder 

metastasierten Stadium (Stadium IV) wird eine palliative Cisplatin-basierte Therapie 

empfohlen. Bei fehlender Cisplatin-Eignung oder Cisplatin-Refraktärität können seit 

2016 Immuncheckpoint-Inhibitoren in der palliativen Erst- bzw. Zweitlinientherapie 

eingesetzt werden. Verschiedene Immuncheckpoint-Inhibitoren können dabei je nach 

Medikamentenauswahl biomarkerabhängig und -unabhängig eingesetzt werden.  

Immuncheckpoint-Inhibitoren sind therapeutische Antikörper, die die 

immunsuppressiven Moleküle programmed cell death protein 1 (PD-1) oder 

programmed cell death-ligand 1 (PD-L1) blockieren. Im physiologischen Kontext trägt 

dieses Rezeptor-Liganden-Paar zur Kontrolle von Immunreaktionen bei und begrenzt 

so das Ausmaß einer Immunreaktion und potenzieller Autoimmunität. Einige Tumore 

exprimieren PD-L1 als Escape-Strategie, um die Anti-Tumor-Antwort zu umgehen, und 

bieten so einen Angriffspunkt für die Immuncheckpoint-Blockade. Bisherige 

Untersuchungen weisen darauf hin, dass Tumoren mit einer hohen PD-L1-Expression 

besser auf eine Immun-Checkpoint-Inhibition ansprechen als PD-L1-negative 

Tumoren. Insgesamt kann auf der Basis der immunhistochemisch bestimmten 

PD-L1-Expression nur unzureichend das individuelle Ansprechen auf die 

verschiedenen Immuncheckpoint-Inhibitionen vorhergesagt werden, nicht zuletzt, weil 

unterschiedliche diagnostische Antikörper-Scoring-Systeme und Schwellenwerte zum 

Einsatz kommen. Ein wichtiges Ziel der aktuellen Forschung ist es daher, die 

Interaktion zwischen dem Immunsystem und dem Harnblasenkarzinom besser zu 

verstehen und auf diesem Weg zuverlässigere prädiktive Selektionskriterien für 

Patienten zu finden, die wahrscheinlich von einer Immuncheckpoint-Blockade 
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profitieren. Die entscheidende Anti-Tumor-Immunität findet an der immunologischen 

Synapse statt, die die funktionelle Verbindung zwischen der tumorantigenspezifischen 

zytotoxischen T-Zelle und der Tumorzelle darstellt. Möglicherweise sind Bestandteile 

der immunologischen Synapse daher ebenfalls geeignete Biomarker für die 

Vorhersage eines Therapieansprechens auf Immuncheckpoint-Inhibitoren.  

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Eignung des interzellulären Zelladhäsionsmoleküls 1 

(ICAM-1) als prädiktiven Biomarker für das Ansprechen auf 

Immuncheckpoint-Inhibitoren zu untersuchen. ICAM-1 ist ein essenzieller Bestandteil 

der immunologischen Synapse, indem es eine stabile Adhäsion zwischen Tumor- und 

T-Zelle vermittelt und so eine zuverlässige Tumorzell-Zytolyse ermöglicht. Zur 

Beantwortung dieser Frage wurden zunächst die Expression von ICAM-1 und PD-L1 

sowie die Dichte zytotoxischer T-Lymphozyten in einem großen Patientenkollektiv mit 

muskelinvasivem Harnblasenkarzinom untersucht, um deren Verteilung und Häufigkeit 

zu erfassen. Im zweiten Teil der Arbeit wurden diese Marker in Tumorproben von 

Patienten untersucht, die eine Immuncheckpoint-Therapie erhalten hatten, um den 

tatsächlichen prädiktiven Wert der Biomarker zu bestimmen. Diese Analysen könnten 

es ermöglichen eine Patientengruppe mit besonders gutem oder besonders 

schlechtem Therapieansprechen zu identifizieren und so die klinische 

Entscheidungsfindung zu unterstützen. 
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2. Literaturdiskussion 

2.1 Das Harnblasenkarzinom 

Definition und Epidemiologie 

Das Harnblasenkarzinom (BC) ist eine maligne Neoplasie der Harnblase. Der 

häufigste histomorphologische Typ ist mit 90 % das Urothelkarzinom (UC), gefolgt vom 

Plattenepithel- und Adenokarzinom (1). 

Weltweit ist das Harnblasenkarzinom die zehnthäufigste diagnostizierte Krebsart 

beider Geschlechter, wobei die Inzidenzrate der Männer mit 9,5 pro 100 000 etwa 

viermal häufiger ist als die der Frauen (2,4 pro 100 000). Wird die isolierte Inzidenzrate 

des männlichen Geschlechts betrachtet, steigt das Harnblasenkarzinom auf den 

sechsten Platz der diagnostizierten Krebsarten (Abbildung 1) und ist die 

neunthäufigste Krebstodesursache (2). 

 

Abbildung 1: Inzidenz und Mortalität der 6 häufigsten Krebsarten für das männliche Geschlecht weltweit im Jahr 2022. Das 
Harnblasenkarzinom ist beim männlichen Geschlecht die sechshäufigste neudiagnostizierte Krebsarten (links). Die Mortalität 
des Harnblasenkarzinoms liegt auf dem neunten Platz (rechts). Adaptiert aus GLOBOCAN 2022 (2) 
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Geographisch betrachtet weisen Europa sowie Nordamerika die höchsten 

Inzidenzzahlen beider Geschlechter auf (Abbildung 2) (2). Dies lässt sich unter 

anderem durch die Risikofaktoren erklären. Obwohl genetische Prädispositionen des 

Harnblasenkarzinoms (wie bspw. die genetischen Varianten des langsamen 

Acetylators N-Acetyltransferase) existieren, spielen diese vor allem im Zusammenspiel 

mit den exogenen Risikofaktoren eine größere Rolle (3). 

 

Abbildung 2: Weltweite altersstandardisierte Inzidenzrate für das Harnblasenkarzinom pro 100 000 Einwohner im Jahr 2022, 
beide Geschlechter berücksichtigt. Adaptiert aus GLOBOCAN 2022 (4) 

  

Risikofaktoren 

Das Harnblasenkarzinom ist eine Erkrankung des älteren Menschen. Das mediane 

Erkrankungsalter liegt bei über 70 Jahren, weshalb das Alter in den industrialisierten 

Ländern zu einem der wichtigsten Risikofaktoren gezählt wird (12). Ein weiterer 

bedeutender Risikofaktor ist der Nikotinkonsum. Rauchen soll bei Männern 

schätzungsweise für 50-65 % und bei Frauen für 20-30 % der Fälle verantwortlich sein 

(4). Die Kausalität besteht darin, dass Tabakrauch aromatische Amine (bspw. 

Naphthylamin) enthält. Diese werden über die Niere ausgeschieden und sind an der 

Kanzerogenese des Harnblasenkarzinoms beteiligt (3). Eine Studie zeigte, dass 

bereits die passive Exposition in der Kindheit und im Erwachsenenalter einen 

signifikanten Zusammenhang mit dem Auftreten von UC aufweist (5).  
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Als dritthäufigster Risikofaktor gilt die berufliche Exposition gegenüber aromatischen 

Aminen, polyzyklisch aromatischen Kohlenwasserstoffen und 

Chlorkohlenwasserstoffen. Dies betrifft die Lackier-, Gummi- oder Aluminiumindustrie 

und Bereiche, in denen Erdölprodukte verarbeitet werden (3). 

Es gibt zahlreiche weitere Risikofaktoren, die einen kleineren Anteil zur 

Kanzerogenese beitragen und zum Teil in der Literatur kontrovers diskutiert werden. 

Geschlechterspezifisch betrachtet zeigt das weibliche Geschlecht eine niedrigere 

Inzidenzrate. Dies wird durch den historisch geringeren Nikotinkonsum und die 

niegrigere berufliche Exposition begründet (2, 3). 

Umwelteinflüsse und regionale Faktoren spielen eine weitere Rolle. So wird 

beispielsweise die Bilharziose, eine endemische Infektionskrankheit mit Schistosoma 

haematobium, welche mit einer chronischen Entzündungsreaktion einhergeht, mit 

Harnblasenkarzinom assoziiert (6). Eine Arsenkontamination des Trinkwassers, wie 

sie im Norden von Chile aufgetreten ist, zeigt eine erhöhte Mortalität für 

Harnblasenkarzinome im Vergleich zu nicht exponierten Regionen des Landes (7, 8). 

Studien untersuchten das Auftreten von Harnblasenkarzinomen nach einer 

Strahlentherapie aufgrund eines Prostatakarzinoms. Abern et al. zeigten eine erhöhte 

altersstandardisierte Inzidenz der Probanden. Dies legt nahe, dass eine Exposition 

gegenüber ionisierenden Strahlungen das Erkrankungsrisiko steigert (9, 10). 

Cyclophosphamid (Zytostatika aus der Gruppe der Alkylierungsmittel) und Pioglitazon 

(orales Antidiabetikum) wurden mit einer langfristigen und teils schwachen 

Inzidenzerhöhung des Harnblasenkarzinoms in Zusammenhang gebracht (3, 11, 12). 

Ein nutritiver Einfluss auf die Inzidenz des Harnblasenkarzinoms konnte bisher nicht 

sicher nachgewiesen werden. Dabei wurden beispielsweise der Einfluss des 

Trinkwassers (13, 14) sowie von Kaffee- (15) und Alkoholkonsum (16) untersucht. Eine 

prospektive Ernährungsstudie konnte keinen Zusammenhang zwischen dem Verzehr 

von rotem Fleisch bzw. Obst und Gemüse und dem Risiko von Harnblasenkarzinomen 

feststellen (17). Auch Einflüsse von Vitaminen und Mineralstoffen, das 

Erkrankungsrisiko des Harnblasenkarzinoms zu senken, konnten nicht signifikant 

nachgewiesen werden (18, 19). 
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Die TNM-Klassifikation des Harnblasenkarzinoms 

Die TNM-Klassifikation ist eine Facettenklassifikation und hilft, das 

Harnblasenkarzinom in international gebräuchliche Kriterien einzuordnen (Tabelle 1). 

Dies erlaubt eine Einschätzung der Prognose und die optimale Therapieplanung. 

Tabelle 1. Die TNM-Klassifikation des Harnblasenkarzinoms. Quelle: Klassifikation maligner Tumore, C. Wittekind (20) 

 

Primärtumor 
 

 

Erläuterung 
 

Tx 
 

 

Primärtumor kann nicht beurteilt werden 
 

T0 
 

 

kein Anhalt für Primärtumor 
 

Ta 
 

 

nichtinvasives papilläres Karzinom 
 

Tis 
 

 

Carcinoma in situ 
 

T1 
 

 

Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe 
 

T2a 
 

 

Tumor infiltriert die oberflächliche Muskulatur (innere Hälfte) 
 

T2b 
 

 

Tumor infiltriert die tiefe Muskulatur (äußere Hälfte) 
 

T3a 
 

 

Tumor infiltriert mikroskopisch perivesikales Fettgewebe 
 

T3b 
 

 

Tumor infiltriert makroskopisch perivesikales Fettgewebe 
 

T4a 
 

 

Tumor infiltriert Prostatastroma, Samenblase(n), Uterus oder Vagina 
 

T4b 
 

 

Tumor infiltriert Becken- oder Bauchwand   

 

Regionäre LK 
 

 

Erläuterung 
 

NX 
 

 

Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 
 

N0 
 

 

Keine regionären Lymphknotenmetastasen 
 

N1 
 

Metastase(n) in solitärem Lymphknoten des kleinen Beckens 
(hypogastrische, Obturator-, externe iliakale oder präsakrale 
Lymphknoten) 
 

 

N2 
 

Metastase(n) in multiplen Lymphknoten des kleinen Beckens 
(hypogastrische, Obturator-, externe iliakale oder präsakrale 
Lymphknoten) 
 

 

N3 
 

 

Metastase(n) in Lymphknoten an Aa. Iliaca communis   

 

Fernmetastasen 
 

 

Erläuterung 
 

M0 
 

 

Keine Fernmetastasen 
 

M1a 
 

 

Metastasen in nichtregionären Lymphknoten 
 

M1b 
 

 

Andere Fernmetastasen 
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Die Therapie des Harnblasenkarzinoms 

Für die Wahl der korrekten Therapiestrategie wird das Harnblasenkarzinom anhand 

der TNM-Klassifikation in drei klinische Stadien eingeteilt (21): 

 Nicht-muskelinvasives Harnblasenkarzinom (NMIBC): pTis, pTa, pT1 

 Muskelinvasives Harnblasenkarzinom (MIBC): ≥ pT2 und < pT4, N0, M0 

 Fortgeschrittenes/metastasiertes Harnblasenkarzinom: pT =4, N1-3, M1 

Während das NMIBC und MIBC einen kurativen Ansatz verfolgen, nimmt das 

fortgeschrittene/metastasierte Harnblasenkarzinom aufgrund der palliativen 

Behandlungsintention eine eigene Rolle ein. 

NMIBC 

Das NMIBC wird üblicherweise transurethral reseziert (22). Im Vordergrund steht dabei 

der Funktionserhalt der Blase mit maximaler Schonung des tumorfreien Gewebes (23). 

Um das Rezidiv- oder Progressionsrisiko zu minimieren, kann je nach Risikoprofil des 

Patienten und Qualität der vorangegangenen Resektion eine TUR-Nachresektion 

erfolgen (24) und bei Bedarf eine adjuvante intravesikale Instillationstherapie 

angeschlossen werden. Dafür werden Patienten nach der EORTC-Risikoklassifikation 

in Niedrig-, Intermediär- und Hochrisikokarzinome eingeteilt. NMIBCs mit einem 

niedrigen Risikoprofil erhalten eine einmalige Mitomycin-Frühinstallation (25). Bei 

einem mittleren bis hohen Rezidivrisiko kann sowohl die Mitomycin-Instillation als auch 

eine Bacillus Calmette-Guerin-(BCG)-Therapie erfolgen, wobei nach BCG eine weitere 

Erhaltungstherapie über 1-3 Jahre notwendig ist (26, 27). Bei jedem NMIBC wird eine 

Nachsorge entsprechend der NICE-Leitlinie erforderlich, die abhängig vom Risikoprofil 

Zytoskopien, Urinzytologien und CT-Urographien bzw. MRT beinhalten kann (28). 

Abhängig vom Risikoprofil kommt es bei schätzungsweise 31 % bis 78 % der NMIBCs 

zu einem Rezidiv nach 5 Jahren (29), bei 10 % bis 25 % sogar zu einer Progression 

bis zur Muskelinvasivität oder Metastasierung (30). Rezidivierende oder multifokale 

Hochrisikokarzinome, ein hohes Progressionsrisiko oder Versagen der intravesikalen 

Therapie können bereits im nicht-muskelinvasiven Stadium zu einer radikalen 

Zystektomie führen (31). 

MIBC 

Patienten mit begrenztem muskelinvasiven Urothelkarzinom kann eine multimodale 

primär organerhaltende Therapie angeboten werden (32). Sie verfolgt mit der TUR, die 
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den Tumor möglichst komplett resezieren soll, und einer anschließenden 

Radiochemotherapie einen kurativen Ansatz (33). Eine Studie mit 415 Patienten 

erreichte nach einer TUR und Radio(chemo)therapie eine komplette Remission in 

72 % der Fälle mit einem Blasenerhalt nach 10 Jahren von 62 % der Teilnehmenden, 

während eine Fernmetastasierung bei 35 % auftrat (34). Dieses Konzept eignet sich 

für Patienten, welche eine Zystektomie ablehnen oder nicht für diese geeignet sind. 

Insbesondere cT2N0-Tumoren kommen für die multimodale Therapie in Frage (32). 

Als Chemotherapiekomponente der simultanen Radiochemotherapie kommen eine 

Cisplatin-basierte Therapie oder eine 5-FU mit Mytomycin in Frage (35). Der Vorteil 

ist, dass man die multimodale Therapie unter Anwendung des Schemas 

5-FU-Therapie und Mitomycin auch bei Cisplatin-ungeeigneten Patienten anwenden 

kann (siehe Abbildung 3). 

Die neoadjuvante Cisplatin-basierte Chemotherapie und darauffolgende radikale 

Zystektomie (RC) ist die Standardtherapie bei cisplatin-geeigneten Patienten mit 

resektablem MIBC (36). Meeks et al. zeigten, dass das Gesamtüberleben durch eine 

neoadjuvante Therapie im Vergleich zu einer alleinigen Operation verbessert wird (37). 

Die chirurgische Morbidität wird durch eine vorangegangene Chemotherapie nicht 

erhöht (38). Für die Chemotherapie gibt es kein obligat empfohlenes Schema. Im 

Allgemeinen haben sich zwei Therapien durchgesetzt, ein MVAC-Regime 

(Methotrexat, Vinblastin, Doxorubicin und Cisplatin) und Gemcitabin plus Cisplatin 

(GC) (23). Eine Phase-3-Studie vergleicht die MVAC mit der GC-Therapie im 

perioperativen Setting. In der MVAC-Gruppe wurde eine bessere lokale Kontrollrate 

erfasst, aber auch eine höhere Toxizität, vor allem mit Asthenie und unerwünschten 

gastrointestinalen Nebenwirkungen (39). Weitere Studien zeigen teils eine ähnliche 

Wirksamkeit beider Chemotherapien (40), teils auch eine bessere Verträglichkeit der 

GC-Therapie (41-43). Die Ansprechrate auf die oben genannte 

Erstlinienchemotherapie beträgt bis zu 50 %, wobei die Dauer des Behandlungserfolgs 

begrenzt ist und die Prognose bei Rezidiven und Fortschreiten der Erkrankung 

schlecht ausfällt (44). Weiterhin müssen die Patienten für die Durchführung einer 

neoadjuvanten Chemotherapie gewisse Voraussetzungen erfüllen. Folgende Kriterien 

sind Kontraindikationen für eine Cisplatin-basierte Therapie und sollten auch während 

der laufenden Therapie nicht überschritten werden (21): 

 Eine Kreatinin-Clearance ≤ 60 ml/min (zwischen 40 – 60 ml/min ist eine 

Dosisanpassung notwendig) 
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 ECOG Performance Status (PS) von ≥ 2 oder Karnofsky PS ≤ 70 % 

 Eine Herzinsuffizienz NYHA-Klasse ≥ III 

 Hörverlust in der Audiometrie (≥ Grad 2 der CTCAE) 

 Periphere Neuropathie (≥ Grad 2 der CTCAE)  

Studien über die Eignung der Patienten für eine perioperative Cisplatin-basierte 

Chemotherapie zeigten, dass etwa die Hälfte der Patienten, die sich einer radikalen 

Zystektomie unterziehen, allein aufgrund des Nierenfunktionsstatus für die 

perioperative Chemotherapie ungeeignet ist (45, 46). Alternativ kann man 

Cisplatin-ungeeigneten eine Zystektomie anbieten (47). Bei einem Tumor, der das 

perivesikuläre Fettbindegewebe infiltriert (cT3), sollte eine adjuvante Immuntherapie 

mit Nivulomab auf die Operation folgen, da das progressionsfreie Überleben nach 2-3 

Jahren verlängert ist (48). Eine Übersicht der Erstlinientherapiestrategien des MIBC 

findet sich in  (Abbildung 3).  

Es wurden zahlreiche Studien zu multimodalen Therapieansätzen durchgeführt, etwa 

zur neoadjuvanten Immuntherapie oder zur Kombination von Chemo- und 

Immuntherapie. Insgesamt zeigten die bisher durchgeführten Phase-II-Studien mit 

neoadjuvanten Immunmonotherapien oder Kombinationstherapien durchaus ein 

Downstaging des Tumors bis hin zur kompletten Remission mit unterschiedlichem 

Erfolg (49-51). Powles et al. zeigen, dass eine perioperative Therapie mit 

Cisplatin/Gemcitabin plus Durvalumab, gefolgt von einer Erhaltungstherapie, das 

ereignisfreie Überleben (EFS) und Gesamtüberleben (OS) im Vergleich zur alleinigen 

Chemotherapie signifikant verbessert (52). Die Rolle der Immuncheckpoint-Inhibition 

in alleiniger oder kombinierter Form, sowohl im neoadjuvanten als auch im adjuvanten 

Setting, ist weiterhin Gegenstand aktueller Forschung. 
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Erstlinientherapie des lokal begrenzten muskelinvasiven Urothelkarzinoms der Harnblase 

 

Abbildung 3: Schematisch dargestellte Erstlinientherapie des lokal begrenzten muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms. 
Adaptiert aus Onkopedia Harnblasenkarzinom. 

 

Fortgeschrittenes/metastasiertes Harnblasenkarzinom 

Beim fortgeschrittenen bzw. metastasierten Harnblasenkarzinom (entspricht dem 

UICC-Stadium IV) fokussiert sich die Behandlung im Rahmen eines palliativen 

Konzeptes und unter Verzicht auf die operative Resektion auf eine medikamentöse 

Tumortherapie. Das Antigen-Drug-Conjugate (ADC) Enfortumab Vedotin, ein gegen 

Nectin 4 gerichteter Wirkstoff, wurde 2019 von der FDA und 2022 von der EMA für die 

Behandlung des metastasierten Urothelkarzinoms zugelassen (53, 54). Die präferierte 

Erstlinientherapie besteht aus der Kombination aus Enfortumab Vedotin (EV) und 

Pembrolizuma, wobei sich diese Therapie ubiquitär für jede Patientengruppe eignet 

(cisplatin- und PD-L1-unabhängig). Die KEYNOTE-A39/EV-302-Studie zeigte, dass 

diese Kombination aus Immuncheckpointinhibitor mit dem gegen Nectin-4 gerichteten 
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Immuntoxinkonjugat im Vergleich zur ehemals Erstlinien-Chemotherapie zu einer 

signifikanten Verlängerung des Gesamtüberlebens führte (von 16,1 Monate auf 31,5 

Monaten) (55). Alternativ kann cisplatin-geeigneten Patienten eine Kombination aus 

Cisplatin-haltiger Chemotherapie mit der Immuntherapie Nivolumab angeboten 

werden (56). Sollten EV und Pembrolizumab sowie die Kombination GC und 

Nivolumab aufgrund von Kontraindikationen nicht infrage kommen, können die zwei 

bekannten Chemotherapie-Regimen (GC oder MVAC) in Betracht gezogen werden. 

Cisplatin-ungeeignete Patienten, welche PD-L1-negativ sind, können alternativ eine 

Carboplatin-haltige Therapie erhalten (36). Bei Cisplatin-ungeeigenten Patienten mit 

einem positiven PD-L1-Status kann eine Immuntherapie mit Atezolizumab oder 

Pembrolizumab erfolgen. Eine Übersicht der Behamdlungsstrategien zeigt Abbildung 

4. 

 

Medikamentöse Erstlinientherapie des metastasierten oder lokal nicht kurativ behandelbaren 

Urohtelkarzinoms der Harnblase. 

 

Abbildung 4: Medikamentöse Erstlinientherapie des fortgeschrittenen Harnblasenkarzinoms. Quelle: Adaptiert aus Onkopedia 
Blasenkarzinom. 
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Die klinische Realität der Immuncheckpoint-Inhibition 

Insgesamt stehen seit der EMA-Zulassung 2016 vier Immuncheckpoint-Inhibitoren zur 

Verfügung (Pembrolizumab, Nivolumab, Atezolizumab und Avelumab) (30), die 

mittlerweile auch im Rahmen multimodaler Therapiekonzepte eingesetzt werden. 

Doch wie kam es zu heutigen Indikationen und welche Ansprechraten konnten in 

klinischen Studien beobachtet werden? 

Maiorano et al. untersuchten in einer Metaanalyse von 14 Studien die Signifikanz von 

ICIs im fortgeschrittenen Harnblasenkarzinom. Sie zeigten, dass eine 

PD-L1-Expression im Tumor mit einer verbesserten objektiven Ansprechrate 

(13.8 % - 78.6 % ggü. 5.1 % - 63.2 %) und einem verbesserten Gesamtüberleben 

(8.4 - 24.1 Monate ggü. 6.0 - 19.1 Monate) einhergeht, im Vergleich zu 

PD-L1-negativen Tumoren. Das Sterberisiko und das Progressionsrisiko waren 

signifikant verringert, was zu einem verbesserten progressionsfreien Überleben führt. 

Diese Studie räumt aber eine fehlende prädiktive Rolle des Biomarkers ein (57). Zu 

einem ähnlichen Ergebnis kam auch die Metaanalyse der Gruppe Guo et al., welche 

16 Studien umfasste. Vor allem das Gesamtüberleben der PD-L1-positiven Patienten 

war signifikant verlängert (58).  

Die Indikation war zunächst ein Krankheitsprogress trotz platinbasierter 

Chemotherapie im Rahmen einer Zweitlinientherapie (59). In diesem Zusammenhang 

können die Medikamente unabhängig von der PD-L1-Expression gegeben werden 

(60). Weitere Zulassungsstudien haben zu teilweise biomarkerabhängigen 

Indikationen geführt. Es wurde gezeigt, dass die Überlebenszeit von Patienten in den 

Monotherapie-Armen des jeweiligen Medikaments (IMvigor130: Atezolizumab, 

KEYNOTE-361: Pembrolizumab) mit niedrigem PD-L1 Status im Vergleich zu 

Patienten, welche eine Cisplatin- oder Carboplatin-basierte Chemotherapie erhielten, 

verkürzt war (61, 62). Daraufhin änderten die Studien ihr Rekrutierungsdesign (63) und 

die wichtigsten Arzneimittelzulassungsbehörden (FDA und EMA) empfahlen den 

Einsatz der oben genannten Immuncheckpoint-Inhibitoren nur bei der Überschreitung 

gewisser Grenzwerte (64). Seitdem sind Atezolizumab und Pembrolizumab eine 

Therapieoption im Rahmen einer Erstlinientherapie für Cisplatin-ungeeignete 

Patienten mit einem PD-L1-positiven Status (65, 66). Eine Herausforderung stellen 

dabei die mit dem Medikament variierenden Scores und Grenzwerte dar. Für 

Atezolizumab sollte beispielsweise ein IC-Score (immune score) ≥ 5 % vorliegen und 

für die Anwendung von Pembrolizumab ein CPS (combined positive score) ≥ 10. Die 



13 
 

Prävalenzen (zu erwartenden Positivraten) von PD-L1 liegen für Atezolizumab bei 

32 % (67) und für Pembrolizumab bei 30 % (68). 

Des Weiteren variieren die Ansprechraten der einzelnen Medikamente, die die Studien 

meist im fortgeschrittenen oder metastasierten Stadium des Urothelkarzinoms 

erhoben, sehr stark. So wurde in der Keynote-052 Studie bei der Gabe von 

Pembrolizumab ein Gesamtansprechen (ORR) von 29 % und ein vollständiges 

Ansprechen (CR) von 7 % beobachtet (65). In einer ähnlichen Studie, die die 

Ansprechraten nach der Gabe von Atezolizumab untersuchte, zeigte sich ein 

Gesamtansprechen von 23 % und ein vollständiges Ansprechen (CR) von 9 % (59). 

Die CheckMate-275 Studie beschäftigte sich mit den Ansprechraten der Patienten mit 

fortgeschrittenem platinrefraktärem Urothelkarzinom bei Nivolumabgabe. Hier wurde 

ein bestätigtes objektives Ansprechen von 20 % der Patienten gezeigt (69). In 

Zusammenschau liegen die Ansprechraten je nach Medikament zwischen 

20 % - 30 %. Dies bezieht sich lediglich auf die Ansprechraten der einzelnen 

Immuncheckpoint-Inhibitoren. Mittlerweile erfolgen immer mehr 

Kombinationstherapien, wie beispielsweise Pembrolizumab mit EV. Hier zeigte sich 

eine ORR von 67,7 % (55). Das ist eine erfolgsversprechenderes Ergebnis als die 

alleinige Gabe der Immuncheckpoint-Inhibitoren aufgrund des synergistischen 

Bystander-Effektes der ADC. Ebenso ist diese Therapie PD-L1-unabhängig. Trotzdem 

wird in mehreren wissenschaftlichen Arbeiten bereits auf die mangelhaften 

Ansprechraten hingewiesen (58). Es ist somit wünschenswert und notwendig, die 

Prädiktion der Therapie zu optimieren und weitere prädiktive Biomarker zu 

untersuchen. 

 

2.2. Tumorimmunologie 

Die Theorie, dass das Immunsystem Tumorzellen erkennt und frühzeitig die 

Tumorentstehung verhindert, existiert bereits sehr lange (70). Studien in 

immundefizienten Mäusen haben gezeigt, dass die Wirtsanfälligkeit sowohl für 

chemisch induzierte als auch sporadische Tumore erhöht ist (71). Schließlich konnte 

die Immunüberwachung im Menschen nachgewiesen werden (72). An der 

Überwachung sind sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem 

beteiligt, die quervernetzt ineinandergreifen. Die Hauptrolle nehmen dabei die CTLs 

ein, die für die Tumorzellerkennung und -vernichtung eine Präsentation von 
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Tumorantigenen auf MHC-1-Molekülen von APC benötigen. So kommt es zur 

Degranulierung und Apoptose (73). Weitere wichtige Komponenten für eine effektive 

Immunreaktion sind antikörperproduzierende B-Lymphozyten sowie die 

T-Helfer-Lymphozyten, welche eine untergeordnete Rolle spielen (74). Um der Tötung 

durch die CTLs zu entgehen, supprimieren viele Tumoren die Antigenpräsentation auf 

ihrer Oberfläche. Hier bekommen die natürlichen Killerzellen eine besondere 

Bedeutung, welche dieses „missing self“ erkennen und die Tumorzelle angreifen (73). 

 

PD-1/PD-L1-Achse 

PD-1 ist ein Transmembranprotein, welches auf T-Lymphozyten, NK-Zellen, 

B-Lymphozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen (DCs) und Monozyten exprimiert 

werden kann (75). In ruhenden Zellen wird der Rezeptor schwach exprimiert. Die 

Dichte kann jedoch unter Einfluss von Interferonen, insbesondere Interferon γ, 

hochreguliert werden (76). Es konnte festgestellt werden, dass PD-1 in besonders 

hohem Maße auf tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs), insbesondere T-Zellen, 

exprimiert wird (77, 78). PD-L1, der Ligand zum PD-1, ist ein 

Transmembranglykoprotein und wird von unterschiedlichen körpereigenen Zellen 

exprimiert. Dazu gehören vor allem Makrophagen und Epithelzellen (insbesondere 

unter entzündlichen Bedingungen) (79). Weiterhin ist PD-L1 auch in der 

Tumorzellmembran verankert und kann die PD-1/PD-L1-Achse entsprechend 

beeinflussen. Ursprünglich wurde PD-1 als Rezeptor für den Zelltod nachgewiesen, da 

er die Apoptose induzieren kann (80). Eine weitere, später entdeckte Funktion ist die 

Regulierung und Begrenzung der Immunantworten über eine inhibitorische Funktion 

(81-83). So führt die Aktivierung der Achse beispielsweise zu einer Hemmung der 

T-Zell-Rezeptor-vermittelten Lymphozytenproliferation und Zytokinsekretion (84). Dies 

schützt den Organismus vor überschießenden Immunreaktionen und hält die eigene 

Immuntoleranz aufrecht (85). Die physiologische Funktion wurde in unterschiedlichen 

Studien untersucht. So neigten beispielsweise PD-L1-defiziente Mäuse zur 

Entwicklung einer lupusähnlichen Symptomatik (86).  

Einige Tumorzellen bedienen sich des Mechanismus, PD-L1 (aber auch PD-L2) zu 

exprimieren und so eine „Immune-Escape-Strategie“ für die Anti-Tumor-Antwort zu 

entwickeln (82). In Melanomen, Ovar-, Lungen- und Nierenzellkarzinomen konnte eine 

konstitutive PD-Liganden-Expression, insbesondere PD-L1, nachgewiesen werden 

(83). Aber auch weitere Tumorarten, wie beispielsweise Brustkrebs, CRC, Magen-, 
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Pankreas- und auch Urothelkarzinome, können durch die angeborene und adaptive 

Immunresistenz eine hochregulierte PD-L1-Expression mit unterschiedlichen Folgen 

aufweisen (84). Häufig entwickelt sich eine Tumormikroumgebung mit dysfunktionalen 

T-Zellen (Erschöpfung, Apoptose, Neutralisierung), die tolerant gegenüber dem 

Tumorwachstum ist (61, 84). Die vermehrte Ausschüttung von IL-10 innerhalb der 

Tumormasse verhindert die durch zytotoxische T-Zellen (CD 8) vermittelte Abtötung 

der Tumorzellen (84, 85). Es hat zur Folge, dass Tumore mit höherer 

PD-L1-Expression mit größerer Wahrscheinlichkeit bösartig sind, ein höheres Stadium 

erreichen können, häufiger rezidivieren und geringere Überlebensraten aufweisen (55, 

86).  Eine aktuelle Metaanalyse von 2019 untersuchte 1508 an Harnblasenkarzinom 

erkrankte Patienten aus 11 verschiedenen Studien. Dort wurde eine positive PD-L1-

Expression auf Tumorzellen signifikant mit einem schlechteren Gesamtüberleben 

assoziiert (87). Die Immuncheckpoint-Inhibitoren verhindern die Dysfunktionalität und 

erhalten die Aktivität der T-Zellen (64, 65) (vgl. Abbildung 5). Essenziell für die 

antitumorale Tumorantwort ist die immunologische Synapse. 

 

Abbildung 5: Mechanismus der PD-1/PD-L1-Blockade. Oben: T-Zell-Inhibition durch eine PD-L1 (bzw. PD-L2) 
exprimierende Tumorzelle als „immune escape“. Unten: Blockade am Beispiel der PD-1-Interaktion von 
Pembrolizumab oder Nivolumab mit konsekutiver T-Zell-Aktivierung und Eliminierung der Tumorzelle. TCR: T-Zell-
Rezeptor, MHC: Major Histocompatibility Complex. Quelle: Adaptiert von Webpage der QuIP 



16 
 

Die immunologische Synapse 

Als immunologische Synapse bezeichnet man eine temporäre Verbindung (10-30 min) 

(87) zwischen einem Lymphozyten (T- bzw. B-Zellen und NK-Zellen) und einer 

anderen Zelle, beispielsweise einer antigenpräsentierenden Zelle (APC) oder 

Körperzelle (88). Zielscheibenartig kann die Synapse in drei supramolekulare 

Adhäsionskomplexe (supramolecular activation cluster, kurz SMAC) eingeteilt werden; 

in den zentralen, peripheren und distalen Bereich (Abbildung 6) (89). 

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung einer reifen T-Zell-Synapse mit einer Auswahl der wichtigsten Ligandenpaare. (a) 
Profilansicht zwischen einer T-Zelle und einer antigenpräsentierenden Zelle (APC). Das stimulierende Peptid-MHC-Molekül ist 
rot dargestellt, aktivierende/kostimulatorische Moleküle sind blau, hemmende Moleküle sind gelb und Moleküle, die nicht zur 
Signalübertragung beitragen, sind grau. Der Pfeil zeigt konvergierende Signale an, die zur T-Zell-Aktivierung führen. ICAM-1 
ist als kostimulatorisches Molekül beteiligt. (b) Die Frontalansicht auf eine T-Zelle mit der schematisch zielscheibenartigen 
Aufteilung der immunologischen Synapse in drei Regionen und deren Moleküle/Ligandenpaare, die darin angereichert 
gefunden werden. Das cSMAC ist braun dargestellt, das pSMAC grün und das dSMAC blau. Quelle: Huppa et al., 2003 

 

Die zentrale Region (c-SMAC) enthält vor allem die TCRs. In dieser Region finden die 

Internalisierung und der Abbau statt und somit die Regulierung der immunologischen 

Synapse (90, 91). Die Theorie des Rezeptorabbaus im cSMAC wird von einigen 

Studien unterstützt, die Hinweise darauf fanden, dass die Ubiquitinierungsmaschinerie 

dort lokalisiert ist (91-93). Zelladhäsionsmoleküle (bspw. LFA-1 und ICAM-1) scheinen 

sich vor allem ringförmig um das Zentrum anzuordnen, im sogenannten p-SMAC (87, 

89). Sie werden durch die TCR-Aktivierung initiiert und stärken mit ihrer Interaktion die 

Bindung der immunologischen Synapse (94). Weiterhin wird vermutet, dass der 

pSMAC zytolytischen CD8+ T-Zellen als „Dichtungsring“ dient und den Austritt 

zytolytischer Granula in die Umgebung verhindert (95). In der äußersten Region, dem 
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d-SMAC, wurden vor allem große Moleküle (beispielsweise CD43 und CD45) 

nachgewiesen, die dem Zell-Zell-Kontakt hinderlich wären und deshalb temporär 

umorganisiert wurden (94, 96). Trotz der Vorstellung dieses statischen Modells zeigte 

sich, dass innerhalb der immunologischen Synapse ein komplexes Verteilungsmuster 

verschiedener Moleküle mit hoher Dynamik und Reorganisation vorherrscht (97).  

Die erfolgreiche Aktivierung einer naiven T-Zelle bedarf drei Arten von Signalen. Der 

Kontakt des TCRs beispielsweise mit einem Tumorantigen oder einer 

antigenpräsentierenden Zelle initiiert die Aktivierung und gilt als erstes Signal (88). Es 

folgt die Regulierung durch eine Vielzahl an kostimulatorischen und koinhibitorischen 

Rezeptoren als zweites Signal, den sogenannten Immuncheckpoints (98). 

Beispielsweise die kostimulatorische Bindung der B7-Moleküle auf Seiten der APC mit 

dem CD28-Molekül auf Seiten der T-Zelle (88). Als drittes Signal beeinflussen 

proinflammatorische Zytokine wie beispielsweise Interleukine die T-Zell-Aktivierung 

und damit die Differenzierung der T-Zelle (99). Nach der T-Zell-Aktivierung wird das 

zytotoxische T-Lymphozyten-Antigen-4 (CTLA-4), ein koinhibitorischer Rezeptor, 

induziert. Es hat eine höhere Bindungsaffinität für B7-Liganden als CD28 und kann 

diesen nach einiger Zeit verdrängen (80). Dadurch wird das co-stimulatorische Signal 

gehemmt und die Immunantwort limitiert (83). Ähnlich diesem Mechanismus kann 

PD-L1 als Teilhaber der immunologischen Synapse eine Immunantwort limitieren. 

 

2.3 ICAM-1 

ICAM-1 ist ein Zelloberflächenglykoprotein, welches zur Ig-Superfamilie gehört (100). 

Ein wichtiger Interaktionspartner ist LFA-1 (Lymphozytenfunktions-assoziiertes 

Antigen 1) (101). Mit einer geringen Dichte wird ICAM-1 auf Endothel-, Epithel- und 

Immunzellen (T- und B-Zellen, dendritischen Zellen und natürlichen Killerzellen) 

exprimiert (102) und übernimmt somit eine Vielzahl an Funktionen (vgl. Abbildung 7) 

In den Endo- und Epithelzellen dient ICAM-1 unter anderem der Zellmigration und 

Regulierung der Barrierefunktion, indem es das Aktin-Zytoskelett reorganisiert und die 

vaskuläre Permeabilität beeinflusst (101, 103, 104). Weiterhin begünstigt es als 

Adhäsionsmolekül die Diapedese und somit die Leukozytenrekrutierung zu 

Entzündungsherden (101). Dafür kann die Oberflächendichte als Reaktion auf 

zahlreiche, während der Entzündung ausgeschüttete Zytokine wie beispielsweise 

Interleukin 1 (IL1), Interferon γ (IFN γ) oder Tumornekrosefaktor α (TNF α) 
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hochreguliert werden, um die Adhäsion zu begünstigen (105, 106). Eine weitere 

Funktion von ICAM-1 in den Epithelzellen ist die Regulierung der Wundheilung. 

Sumagin et al. zeigten, dass epitheliales ICAM-1 eine wichtige Rolle bei der mukosalen 

Wundheilung bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen spielt (107). Außerdem 

wurde eine gehemmte Wundheilung in Mäusen ohne ICAM-1 nachgewiesen (108, 

109). Die ICAM-1-Expression auf APCs ist essentiell für eine effektive T-Zell-

Aktivierung, ihr Fehlen führt zu deutlich reduzierter T-Zell-Antwort (110). Die 

Interaktion mit dem Hauptliganden LFA-1 führt über ein kostimulatorisches Signal zu 

einer stabilen Adhäsion, was für die Ausbildung der immunologischen Synapse und 

somit für die wirksame T-Zellaktivierung notwendig ist (111). 

  

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung der wichtigsten Funktionen von ICAM-1. Dazu gehören Leukozyten-
Endothelzellen-Interaktionen und TEM (oben links), die Regulierung der Leukozyten-Effektor-Funktion bei 
Entzündungen (oben rechts), die Beteiligung an Gewebereparaturmechanismen durch Förderung der 
Neovaskularisierung und Reepithelisierung (unten links) sowie die Karzinogenese durch Erleichterung der 
Extravasation und Begünstigung der Metastasierung (unten rechts). Quelle: Bui et al., 2020 
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Die Bedeutung von ICAM-1 im Tumorgeschehen 

Die Auswirkungen der verschiedenen Funktionen von ICAM-1 bei malignen 

Tumorerkrankungen werden in der Literatur kontrovers diskutiert. So berichten Maeda 

K. et al. über eine bessere Prognose für am kolorektalen Karzinom (CRC) erkrankte 

Patienten bei einer ICAM-1-Positivität (112). Auch Tachimori et al. zeigten, dass eine 

erhöhte ICAM-1-Expression im CRC mit einem gehemmten Tumorwachstum und 

damit verbundener besserer Prognose korrelierte (113). In anderen Studien allerdings 

war die ICAM-1-Expression mit einer schlechteren Prognose assoziiert. So berichten 

Lim et al. von einer durch den fördernden Einfluss von ICAM-1 bei der epithelialen 

mesenchymalen Transition und Angiogenese schlechteren Prognose des CRC. 

Weiterhin hat diese Studie festgestellt, dass Patienten mit Lymphknotenmetastasen 

eine höhere ICAM-1-Expression aufweisen als solche ohne. (114) Auch Ionescu et al. 

berichten von einem schlechteren Gesamtüberleben bei einer Überexpression von 

ICAM-1 (115). 

Beim Magenkarzinom weisen Fujihara et al. eine negative Korrelation zwischen 

ICAM-1-Expression und lymphogener Metastasierung auf (116). Jung et al. wiederum 

korrelieren eine höhere ICAM-1-Expression des Magenkarzinoms mit 

klinisch-pathologisch ungünstigeren Faktoren (bspw. größere Tumorgröße, positive 

Lymphknotenbeteiligung, Fernmetastasierung, vermehrte perineurale Invasion). 

Außerdem zeigte eine Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse derselben Studie eine 

schlechtere 3-Jahres-Überlebensrate der ICAM-1-positiven Gruppe im Vergleich zur 

ICAM-1-negativen (54.9 % vs. 85.9 %) (117). 

Beim malignen Melanom vermuten Johnson et al. eine durch multiple Mechanismen 

begünstigte Metastasierung beim Vorhandensein des Zelladhäsionsmoleküls (118). 

Die Untersuchung des Mammakarzinoms zeigt unterschiedliche Ergebnisse. Während 

in-vitro-Untersuchungen eine höhere Invasivität und Proliferation von 

ICAM-1-exprimierenden Brustkrebszellen ergaben (119), zeigen Ogawa et al. in einer 

klinischen Studie, dass eine ICAM-1-Expression mit einer längeren rezidivfreien 

Überlebensrate einhergeht (120). Auch Schröder et al. wiesen einen signifikanten 

prognostischen Einfluss einer ICAM-1-Überexpression auf das rezidivfreie Überleben 

nach. Der Einfluss auf das Gesamtüberleben war in dieser Studie jedoch nicht 

signifikant (121). 
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Insgesamt zeigt dies, dass die Rolle von ICAM-1 bisher kaum nachvollzogen wurde. 

Wahrscheinlich ist die Funktion des Membranrezeptors je nach Expressionsdichte, 

Kontext und individueller Mikroumgebung variabel. 

Im Harnblasenkarzinom direkt wurde der Einfluss von ICAM-1 bisher kaum untersucht. 

NH Chow et al. untersuchten die ICAM-1-Konzentration im Urin in Bezug auf eine 

frühzeitige Rezidiverkennung (122). Dabei konnte zwar erhöhtes ICAM-1 im Urin bei 

Blasenkrebspatienten im Vergleich zur Kontrollgruppe (gesunde Patienten) 

nachgewiesen werden. Es gab aber keinen signifikanten Unterschied zwischen 

Patienten mit aktiver Tumorerkrankung und solchen im tumorfreien Intervall. Die 

Prädiktion von ICAM-1 in Bezug auf die ICI-Therapie wurde bisher noch nicht 

untersucht, weder allein noch in Kombination mit anderen Oberflächeneigenschaften. 

Unsere Hypothese ist, dass ICAM-1-positive Harnblasentumore durch die verbesserte 

Adhäsion eine funktionellere immunologische Synapse hervorbringen als 

ICAM-1-negative Tumore und sich deshalb als prädiktiver Biomarker eignen. 
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3. Material und Methoden 

3.1 Geräte, Chemikalien und Reagenzien, Verbrauchsmaterial und 

Antikörper 

 

Laborgeräte und Mikroskop 

Tabelle 2 Laborgeräte und Mikroskop, alphabetisch sortiert. 

 

Gerät 
 

 

Hersteller 
 

Dampfgarer Multi-Gourmet 
 

 

Braun GmbH, Deutschland 
 

Färbeautomat, Leica ST 4040 Linear Stainer 
 

 

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Deutschland 
 

Färbeautomat LAB vision Autostainer 480S 
 

 

Thermo ScientificTM, USA 
 

Kühlplatte, Paraffin cooling module TKF 22 
 

 

Medite GmbH, Deutschland 
 

Lichtmikroskop CX 23 
 

 

Olympus Corporation, Japan 
 

Objektträger-Trockner, OTS 40 
 

 

Medite GmbH, Deutschland 
 

Paraffinausgießstation, Leica EG 1160 
 

 

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Deutschland 
 

Rotationsmikrotom Hyrax M55 
 

 

Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Deutschland 
 

Scanner NanoZoomer 2.0-HAT Slide 
 

 

Hamamatsu Photonics K.K, Japan 
 

TMArrayerTM 

 

 

Pathology Devices, USA 
  

 

Wärmeschrank, Heraeus Function Line UT6 
 

 

Thermo Fisher Scientific GmbH, Deutschland 

 

Verbrauchsmaterial und Chemikalien/Reagenzien 

Tabelle 3:Verbrauchsmaterial, alphabetisch sortiert 

 

 

Verbrauchsmaterial 
 

 

Hersteller 
 

 

Deckgläschen 
 

Waldemar Knittel Glasbearbeitung GmbH, 
Deutschland 
 

 

Einbettkassetten ohne Deckel 
 

 

Kabe Labortechnik GmbH, Deutschland 
 

Färbestation 
 

 

Sakura Finetek Germany GmbH, Deutschland 
 

Mikrotomklingen 
 

 

PFM Medical AG, Deutschland 
 

Objektträger (25 x 75 x 0,1 mm) 
 

 

Thermo Fisher Scientific GmbH, Deutschland 
 

Objektträgerhalterung für Färbestation 
 

 

Sakura Finetek Germany GmbH, Deutschland 
 

Permanentmarker 
 

 

Staedler Mars GmbH & Co KG, Deutschland 
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Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien, alphabetisch sortiert. 

 

Chemikalien/Reagenzien 
 

 

Hersteller 
 

Aqua dest. 
 

 

Hausleitung 
 

Entellan 
 

 

VWR International GmbH, Deutschland 
 

EnVisionTM FLEX KIT, High pH 
 

Agilent DAKO Technologies, Santa Clara 
CA, USA 
 

 

EnVisionTM FLEX Target Retrieval 
Solution, Low pH 
 

 

Agilent DAKO Technologies, Santa Clara 
CA, USA 

 

Eosin 
 

 
 

Ethanol 70% 
 

 

SAV Liquid Production GmbH, Deutschland 
 

Ethanol 96% 
 

 

SAV Liquid Production GmbH, Deutschland 
 

Ethanol abs. ( ̴99%) 
 

 

SAV Liquid Production GmbH, Deutschland 
 

Hämatoxylin 
 

 

Agilent DAKO Technologies, Santa Clara CA, USA 
 

Paraffin 
 

 

Klinika Medical GmbH, Deutschland 
 

Xylol 
 

 

SAV Liquid Production GmbH, Deutschland 

 

Programme 

Tabelle 5: Während der Dissertation angewandte Programme mit Verwendungszweck. 

 

Programm 
 

 

Hersteller 
 

 

Verwendung 
 

 

Microsoft Excel 
 

 

Microsoft Corporation, USA 
 

 

Erfassung der Kollektive 
 

 

Microsoft Word 
 

Microsoft Corporation, USA 
 

Schreibprogramm der Dissertation 
 

 

PathoPro 
 

Institut für medizinische Software, 
Deutschland 
 

 

Digitales Aktenarchiv 

 

RGui 
 

 

R-Foundation, Wien 
 

 

Analyseprogramm 
 

 

QuPath 
 

The Queen’s University of Belfast, 
Northern Ireland 
 

 

Analyseprogramm 

 

NDP.View2 
 

Hamamatsu Photonics K.K, Japan 
 

 

Bildwiedergabe gescannte TMAs 
 

 

GIMP 
 

 

Open Source 
 

 

Bildbearbeitung 
 

 

Inkscape 
 

 

Open Source 

 

Bildbearbeitung 
 

 

EndNote X9 
 

 

Microsoft Corporation, USA 
 

 

Zitierprogramm 
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3.2 Patientenkollektive 

Kollektiv 1: Unbehandelte Entdeckungskohorte 

In einem retrospektiven Ansatz wurden alle männlichen Patienten eingeschlossen, bei 

denen im Zeitraum vom 01.04.1994 bis zum 31.12.2013 in der Klinik und Poliklinik für 

Urologie des Universitätsklinikums Mainz eine radikale Zystektomie aufgrund eines 

Harnblasenkarzinoms durchgeführt wurde. Es handelt sich um eine reine 

Männerkohorte, da parallel eine Studie zum Thema Zweitkarzinome (Harnblase und 

Prostata) durchgeführt wurde. In die retrospektive Patientenkohorte wurden Patienten 

eingeschlossen, die folgende Kriterien aufwiesen: 

1. Nachweis eines invasiven Urothelkarzinoms 

2. Verfügbarkeit von archivierten Schnitt- und Blockpräparaten 

3. Verfügbarkeit einer adäquaten Menge vitalen Tumorgewebes 

4. Verfügbarkeit von klinischen Überlebensdaten 

Die folgenden histopathologischen Daten wurden aus den histologischen 

Befundberichten entnommen und in einer Microsoft-Excel-Tabelle dokumentiert: 

Patientendaten (Geburtsdatum, Datum der Operation), Archivnummer, die 

TMN-Klassifikation (einschließlich Differenzierung (G) und Invasion von Gefäß-, 

Lymphbahnen oder Perineuralscheiden (L, V, Pn)).  

Insgesamt wurden 945 Patienten identifiziert. Nach Ausschluss von 560 Patienten 

aufgrund der o. g. Ausschlusskriterien wurden 385 Patienten in das Kollektiv 

eingeschlossen. Retrospektive Analysen in dem Überschussgewebe wurden von der 

Ethikkommission der Ärztekammer Rheinland-Pfalz genehmigt (Antrag 10679).   

Kollektiv 2: Therapie-Kohorte  

In die zweite Kohorte sind 38 Patienten und Patientinnen eingeschlossen worden, die 

aufgrund eines Harnblasenkarzinoms leitliniengerecht mit Immuncheckpointinhibitoren 

behandelt wurden. Die Behandlung und Nachsorge erfolgten in der Klinik und Poliklinik 

für Urologie und Kinderurologie der Universitätsmedizin Mainz. Neben der Erfassung 

klinisch-pathologischer Daten, wie bereits für das erste Kollektiv beschrieben, wurde 

zusätzlich das klinische Ansprechen auf die Immuntherapie anhand der Response 

Evaluation Criteria In Solid Tumors (RECIST) erfasst. Dabei wurde das beste 

Gesamtansprechen (BOR) in die Kategorien komplette Remission (CR), partielle 

Remission (PR), stabile Erkrankung (SD) und Progression (PD) eingeteilt und als 

Objective Response Rate (ORR, Summe aus CR und PR) bzw. als Disease Control 
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Rate (DCR, Summe aus CR, PR und SD) zusammengefasst. Retrospektive Analysen 

in dem Überschussgewebe wurden von der Ethikkommission der Ärztekammer 

Rheinland-Pfalz genehmigt (Antrag 10679).  

3.3 Die Herstellung und Färbung der Tissue-Microarrays 

TMAs bieten eine ressourcensparende Möglichkeit, die Expression von Proteinen 

mittels immunhistochemischer Färbungen in zahlreichen Gewebeproben gleichzeitig 

zu untersuchen. Auf diese Weise können auch große Patientenkollektive schnell und 

mit einem Bruchteil der Färbekosten analysiert werden. Ein weiterer Vorteil besteht in 

der Tatsache, dass zahlreiche Proben unter identischen Bedingungen gefärbt werden 

können und auf diese Weise potentielle Einflussfaktoren reduziert werden (123). Als 

erster Schritt erfolgt die Anfertigung eines tabellarischen Stanzschemas, in dem jede 

Patientenprobe einer Lokalisation innerhalb des TMA-Blocks zugeordnet wird. Für eine 

Orientierung des TMA-Blocks wurde in der linken oberen Ecke zweimal glatte 

Muskulatur eingebracht. Weiterhin wurden leere Paraffinblöcke (Empfängerblöcke) mit 

der Leica-Paraffin-Ausgießstation EG 1160 hergestellt. Zunächst wurde das Gewebe 

mikroskopisch gesichtet und das Tumorareal auf dem Objektträger mittels 

Permanentmarker eingekreist. Dabei wurden möglichst zusammenhängende vitale 

Tumorzellen unter Ausschluss von Nekrosen gewählt.  

Die Anfertigung der TMAs erfolgte unter Verwendung des semiautomatischen 

TMArrayer (Pathology devices) mit einem Stanzendurchmesser von 1,5 mm. Der leere 

Empfängerblock wurde mit einer Hohlnadel (Recipient Punch) vorgestanzt, um freie 

Plätze für die Gewebestanzen zu schaffen. Danach wurde mit einer zweiten Hohlnadel 

aus den markierten Bereichen der Paraffinblöcke (Spenderblöcke) Tumorgewebe 

entnommen und in der Reihenfolge des Schemas in den Empfängerblock eingebracht. 

Die fertig beladenen Empfängerblöcke (TMA-Blöcke) wurden bei 37°C im Brutschrank 

gelagert, damit sich die eingebrachten Gewebestanzen luftfrei und lückenlos in den 

Block einfügen. Die Lagerung der vollständig angefertigten TMA-Blöcke erfolgte bis 

zur weiteren Verarbeitung im Kühlschrank. Um die Heterogenität innerhalb des 

Tumors zu berücksichtigen, wurden bei geeigneter Tumorgröße pro Patient zwei 

Stanzen entnommen (TMA-Serien A und B). Konnte nur eine Stanze entnommen 

werden, wurde sie automatisch der Serie A zugeordnet und der dazugehörige Platz 

der Serie B blieb leer. Von den erstellten TMA-Blöcken wurden mit einem 

Rotationsmikrotom Gewebeschnitte von 2,5 μm Dicke erstellt und auf einen 
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Objektträger aufgezogen. Die aufgezogenen Schnitte wurden im Brutschrank bei 37°C 

über Nacht getrocknet.  

Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Die HE-Färbung erfolgte im Linearstainer (Leica ST4040). Zu Beginn wurden die 

Schnitte für ungefähr 20 Minuten bei 66°C in den Wärmeschrank gelegt und für ca. 

8 min in hydrophobes Xylol getaucht. Dies entfernte das Paraffin aus dem Gewebe. 

Für die Rehydrierung wurden die Objektträger in einer absteigenden Alkoholreihe, 

beginnend mit ca. 3 Minuten in 99%igem Ethanol, gefolgt von einer jeweils ca. 2-

minütigen Vergabe in 96%iger und 70%iger Konzentration, aus dem Gewebe 

gewaschen und anschließend mit destilliertem Wasser gespült. Danach wurden die 

Objektträger für 2,5 Minuten in 4% Hämatoxylin getaucht, welches die basophilen 

Strukturen blau färbt. Nach einer Spülung des Gewebes mit Leitungswasser wurde es 

für ca. 2 Minuten in eine Eosin-Essigsäure-Mischung gegeben, welche die acidophilen 

Strukturen rot färbt. Abschließend durchlief das Gewebe eine aufsteigende 

Alkoholreihe (70 %, 96 %, 100 % Ethanol) für jeweils ca. 1 Minute sowie eine Vergabe 

in Xylol für ca. 2 Minuten. Die gefärbten Schnitte wurden zum Schutz unter 

Verwendung von Entellan mit Deckgläschen versehen. 

Immunhistochemischen Färbungen 

In dieser Arbeit wurden indirekte Färbungen angewandt und ein enzymatisches 

Detektormolekül gewählt. Alle Färbungen (PD-L1, ICAM-1 und CD8) wurden im Vision 

Autostainer 480S durchgeführt.  

Zunächst wurden die Leerschnitte für 20 Minuten bei 66°C im Wärmeschrank gelagert, 

um überflüssiges Paraffin ablaufen zu lassen. Anschließend ließ man die Objektträger 

auf Raumtemperatur abkühlen. Danach wurden die Objektträger für 15 Minuten in 

hydrophobes Xylol gegeben, um das restliche Paraffin zu lösen. Zur Rehydrierung 

folgte eine absteigende Alkoholreihe: 3 Minuten in 99-%igem Ethanol, 2 Minuten in 

96-%igem Ethanol und 2 Minuten in 70-%igem Ethanol, gefolgt von einem Spülen in 

Aqua destillata. Die vorbereiteten Objektträger wurden in Glasküvetten gegeben. Die 

Pufferlösung, bestehend aus Target Retrieval Solution (TRS, 1:50), wurde auf den für 

den Antikörper benötigten pH-Wert verdünnt und im Dampfgarer bei 95-99°C 

vorgeheizt. Zur hitzeinduzierten Epitop-Demaskierung wurden die Objektträger in der 

Pufferlösung gekocht: für PD-L1- und ICAM-1-Antikörper in Low-pH-Puffer für 

35 Minuten, und für CD8-Antikörper in High-pH-Puffer für 20 Minuten. Nach dem 
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Kochen wurden die Küvetten mittels Wärmekonvektion unter fließendem 

Leitungswasser auf Raumtemperatur gebracht. Anschließend wurde der Waschpuffer 

im Verhältnis 1 : 20 mit Aqua destillata verdünnt und die Objektträger für 4 Minuten 

hineingestellt, um das Leitungswasser zu entfernen. Danach wurden die Objektträger 

in den Färbeautomaten einsortiert, um die automatisierte immunhistochemische 

Färbung nach einem programmierten Protokoll durchzuführen. Dieses Protokoll 

beinhaltete die Blockierung der endogenen Peroxidase zur Vermeidung falsch 

positiver Färbungen, die Inkubation mit dem Primär-Antikörper und anschließend mit 

dem Sekundär-Antikörper (rabbit- oder mouse-LINKER). Mittels des 

Tertiär-Antikörpers (HRP) und des chromogenen DAB+ wurden die Enzyme katalysiert 

und die Färbung sichtbar gemacht. Nach der automatisierten Färbung wurde eine 

HE-Färbung als Gegenfärbung durchgeführt und die Objektträger anschließend für 

3 Minuten in Leitungswasser gebläut. Die Dehydrierung erfolgte mittels einer 

aufsteigenden Alkoholreihe, gefolgt von einem abschließenden Versatz in Xylol. 

Schließlich wurden die Objektträger mit Entellan gedeckt. Im Färbeergebnis stellen 

sich die Zellkerne blau, das Zytoplasma und Bindegewebe hellblau bis grau und die 

positive Antikörperreaktion braun dar. 

 

3.4 Beurteilung und visuelles Scoring der TMAs 

Von den HE-gefärbten Objektträgern wurden mit dem Hamamatsu NanoZoomer 

2.0-HAT-Scanner Bilder angefertigt, um eine digitale Sichtung zu ermöglichen. Mit 

dem Programm NDP.view2 erfolgte die Auswertung der Bilder. Für jede HE-gefärbte 

Stanze der TMAs wurde geprüft, ob genügend vitales Tumorgewebe getroffen wurde. 

Die Bewertung wurde in der Datenbank wie folgt erfasst: 

 0 - keine Stanze vorhanden; kein vitaler Tumor im Gewebe 

 1 - genug Tumorzellen vorhanden (mind. 50 Zellen) 

 2 - nicht genügend Tumorzellen, potenziell 2. Schnittversuch möglich 

 

Die PD-L1-Färbung wurde visuell mittels Combined Positive Score (CPS) ausgewertet. 

Wichtig ist, dass ein membröses Expressionsmuster vorliegt. Die Zellmembran kann 

vollständig zirkulär, aber auch partiell angefärbt sein, um als positiv gewertet zu 

werden, wobei die Färbeintensität beim visuellen Scoring keine Rolle spielte. Eine 
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ausschließlich zytoplasmatische bzw. nukleäre Färbung wurde gemäß etablierter 

Praxis als negativ bewertet. 

Der CPS bezieht sowohl die vitalen Tumorzellen als auch die Immunzellen in das 

Verhältnis der Gesamttumorzellen ein. Mit einhundert multipliziert ergibt es einen 

dimensionslosen Score-Wert (keine Einheit), welcher theoretisch auch größer 100 sein 

kann, aber auf 100 begrenzt wurde. Für die Tumorzellen gelten dieselben 

Voraussetzungen wie beim TPS. Als Immunzellen wurden Lymphozyten und 

Makrophagen berücksichtigt, nicht aber neutrophile Granulozyten oder Plasmazellen 

(siehe Formel 2). Bei mehrfacher Stanzzylinderentnahme von einem Patienten, 

wurden die Scores der Proben gemittelt. 

 

 

𝐶𝑃𝑆 =  
𝑛(𝑃𝐷𝐿1ା 𝑇𝑢𝑚𝑜𝑟𝑧𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛) + 𝑛(𝑃𝐷𝐿1ା𝐿𝑦𝑚𝑝ℎ𝑜𝑧𝑦𝑡𝑒𝑛 𝑢𝑛𝑑 𝑀𝑎𝑘𝑟𝑜𝑝ℎ𝑎𝑔𝑒𝑛)

𝑛 (𝑔𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡 𝑇𝑢𝑚𝑜𝑟𝑧𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛)
𝑥100 

(1) 

 

 

𝑇𝑃𝑆 =
𝑛(𝐼𝐶𝐴𝑀 − 1ା 𝑇𝑢𝑚𝑜𝑟𝑧𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛)

𝑛(𝑔𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑒 𝑇𝑢𝑚𝑜𝑟𝑧𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛)
 𝑥 100% 

 

 

(2) 

 

 

Für die visuelle Bestimmung der  ICAM-1-Expression existiert aktuell  kein etabliertes 

Scoring-Verfahren. Daher haben wir die Kriterien analog zur Bestimmung der PD-L1-

Expression auf Tumorzellen (Tumor proportion score, TPS; Formel 2) angewendet.  

Die membranöse vollständige oder unvollständige Expression in vitalen Tumorzellen 

wurde als positiv bewertet, wobei die Färbeintensität unberücksichtigt blieb (Abbildung 

8). Eine nukleäre oder zytoplasmatische Färbung wurde als negativ eingestuft, und 

nekrotische Areale wurden ausgeschlossen. Darüber hinaus wurde die Expressionen 

in anderen Zellen des Tumormikromilieus, wie beispielsweise in Leukozyten und 

Endothelzellen, nicht bewertet. 
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Abbildung 8: Beispiel für eine positive ICAM-1 Expression im Tumorgewebe (links HE, rechts ICAM1 IHC). In diesem Beispiel ist 
eine membranöse, kräftige Immunreaktion (Score 3+) der Tumorzellen zu erkennen. Maßstab 200 µm.   

 

3.5 Automatisierte Bildanalyse 

Die automatisierte Bildanalyse wurde mit der open source Software Plattform QuPath 

(124) durchgeführt, die auf die Bildanalyse ganzer digitaler Objektträger mit Größen 

von bis zu einem Gigabyte ausgerichtet ist. Zunächst wurden die Bilddateien 

eingeladen und mit der Funktion TMA dearrayer die jeweiligen TMA-Stanzen 

automatisiert erfasst. Diese Erfassung wurde kontrolliert und eventuell auftretende 

Fehlerkennungen und Überlappungen durch schnittbedingte Verzerrungen der 

Gewebestanzen manuell korrigiert (Abbildung 9, links). Danach wurde das 

tabellarische TMA-Schema importiert, so dass letztlich jeder erkannten TMA-Stanze 

das zugrunde liegende Gewebe zugeordnet werden kann. Für die Detektion 

CD8-positiver zytotoxischer T-Lymphozyten wurde zunächst die Funktion Simple 

Tissue Detection für die Annotation von Gewebe eingesetzt, da die Zahl CD8-positiver 

Zellen als Zellzahl pro Fläche bestimmt werden sollte und die TMA-Stanzen häufig 

nicht vollständig erfasst wurden bzw. kleiner als die TMA-Erkennung waren. Die  

erhaltenen Annotationen wurden hierarchisch den entsprechenden TMA-Stanzen 

untergliedert. Im nächsten Schritt wurde die Funktion Positive Cell Detection 

eingesetzt, um alle Zellen innerhalb der Annotationen zu erkennen und innerhalb 

dieser Zellen eine DAB-Färbung zu identifizieren (CD8-positive Zellen; Abbildung 9, 

Mitte).  
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Abbildung 9: (Links) Automatisierte und manuell korrigierte Erkennung der TMA-Stanzen mit den Hierarchie-Ebenen TMA-
Stanze (blau) und Annotation (rot). (Mitte) Detektion von Zellen mit DAB-Färbung (CD8-positiv, rot) und ohne DAB-Färbung 
(CD8-negativ, blau). (Rechts) Supervisierte Objektklassifizierung in Tumorzellen (rot) und Nicht-Tumorzellen (gelb). 

Für die automatisierte Erfassung der ICAM1-Expression wurde zunächst eine 

supervisierte Objektklassifizierung mit dem Random-Trees-Klassifikator durchgeführt. 

Hierfür wurden exemplarisch Tumor- und Nicht-Tumorzellen annotiert und die DAB-

Färbung generell für die Klassifikation ausgeschlossen. Das System wurde so lange 

trainiert, bis eine adäquate Klassifikation von Tumor- und Nicht-Tumorzellen erreicht 

wurde (Abbildung 9, rechts). Im nächsten Schritt wurden die DAB-Intensitäten (d.h. die 

Anfärbungen von ICAM-1) innerhalb der detektierten Zellen erfasst und nach einem 

vierstufigen System aufgetrennt (0, 1+, 2+ und 3+). Abschließend wurden die 

Färbeintensitäten für die jeweiligen Färbungen und Zellklassen als H-Score 

zusammengefasst (Formel 3). 

 

    H-Score = (0x %1+) + (1x%1+) + (2x%2+) + (3x%3+)        (3) 

 

3.6 Statistische Analysen 

Alle Analysen wurden mit RStudio (Version 2023.06.0) durchgeführt, unter 

Verwendung der Pakete readxl, ggplot2, ggpubr, rstatix, ggsci, dplyr, cutpointr, 

survminer, survival und MatchIt. Signifikanzniveau α = 0,05. Für die PD-L1-Expression 

wurden die klinisch etablierten Schwellenwerte CPS ≥ 1 und ≥ 10 als niedrig/hoch 

definiert. Für ICAM1 wurde ein Grenzwert von TPS ≥ 1 festgelegt. Für den Vergleich 

der CTL-Dichte und der räumlichen Parameter (Abstand CTL von Tumorzellen und 

Anzahl benachbarter CTL) in Abhängigkeit von der PD-L1- und ICAM1-Expression 

wurde für die Auswahl des geeigneten statistischen Tests zunächst in beiden Gruppen 
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(niedrige und hohe Expression) die Normalverteilung mittels 

Kolmogorov-Smirnov-Test geprüft. Sobald mindestens eine der Gruppen von der 

Normalverteilung abweicht (p < 0,05), wurde zur Analyse der Gruppenunterschiede 

ein nicht-parametrischer Mann-Whitney-U-Test durchgeführt. Bei Nachweis einer 

Normalverteilung in beiden Gruppen wurde ein t-Test für unabhängige Stichproben 

verwendet. Für die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen 

krankheitsbezogenem Überleben und der Expression von PD-L1 und ICAM1 bzw. der 

Infiltration von CTL wurden zunächst die o. g. Schwellenwerte festgelegt (PD-L1 und 

ICAM1) bzw. ein optimierter Cutoff (CTL-Dichte: 461 Zellen/mm², mittlere Distanz 

zwischen CTL und Tumorzellen: 1,99 µm, Anzahl benachbarter CTL: 5,2) mittels Log-

Rank-Statistik (Funktion surv_cutpoint aus dem cutpointr-Paket) ermittelt. Die 

Überlebenszeiten wurden mit der Kaplan-Meier-Methode geschätzt und mittels 

Log-Rank-Test auf Unterschiede zwischen den Gruppen geprüft. Zur Untersuchung 

potenzieller Einflussfaktoren auf das krankheitsbezogene Überleben wurde eine 

univariate Cox-Regression für folgende Faktoren durchgeführt: begleitendes 

Prostata-(Zweit-)Karzinom (ja vs. nein), pN-Status (pN0 vs. pN+), pT-Status (pT1 und 

2 vs. pT3 und 4), Alter (≤ 60 Jahre vs. > 60 Jahre), PD-L1-Expression (CPS < 1 vs. ≥ 1 

und CPS < 10 vs. ≥ 10), ICAM1-H-Score (< 1 vs. ≥ 1), CTL-Dichte im Tumor, mittlere 

Distanz zwischen CTL und Tumorzellen sowie die Anzahl benachbarter CTL. Für die 

univariate Analyse wurde für jeden Faktor ein separates Cox-Regression-Modell 

berechnet. Faktoren mit einem p-Wert < 0,05 wurden anschließend in ein 

gemeinsames multivariates Cox-Regression-Modell aufgenommen. Die Ergebnisse 

der Cox-Regression wurden als Hazard Ratios (HR) mit 95%-Konfidenzintervallen (CI) 

und den jeweiligen p-Werten dargestellt. Für den Vergleich des Überlebens der 

behandelten Patienten der ICI-Kohorte und der unbehandelten Patienten der 

Entdeckungskohorte, d. h. zur Abgrenzung eines potentiell prädiktiven Wertes der 

ICAM1-Expression gegenüber eines prognostischen Effekts, wurde ein Propensity 

Score Matching unter Verwendung des nearest neighbor-Verfahrens mit einem 

Mahalanobis-Distanzmaß (Paket MatchIt) durchgeführt. Dabei wurden die Kovariablen 

Alter und ICAM1-H-Score gematcht. Anschließend wurde der gematchte Datensatz 

extrahiert und für die weiteren Analysen verwendet. Im behandelten (ICI-) Kollektiv 

wurde eine Vierfeldertafel erstellt, um den Zusammenhang zwischen der 

ICAM1-Expression (positiv/negativ) und dem Ansprechen auf die Immuntherapie 

(Responder/Non-Responder) zu untersuchen. Zusätzlich wurden die folgenden 
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Testgütemaße (Präzisionsmaße) berechnet: Sensitivität, Spezifität, positiver 

Vorhersagewert (PPV) und negativer Vorhersagewert (NPV). 
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4. Ergebnisse 

4.1 Entdeckungskohorte 

Die Tabelle 6 zeigt eine Übersicht der 385 eingeschlossenen Patienten. Das mediane 

Alter beträgt 69,6 Jahre. 50 % der Patienten befinden sich im T3-Stadium, 35 % haben 

eine Lymphangiosis carcinomatosa. Die Invasion von Gefäßen (V1: 19 %) und 

Perineuralscheiden (Pn1: 9 %) ist deutlich seltener. 

Tabelle 6: Übersicht der Eigenschaften der eingeschlossenen Patienten absolut und anteilig sowie die Altersverteilung zum 
Zeitpunkt der Operation. 

 
 Jahre n (%) 

Patienten gesamt     385 (100%) 

Alter bei OP 

Mittelwert 68,1    

Median 69,6   

SD 9,6   

Max 90,4   

Min 27,4    

Stadium MIBC  385 (100%) 

TMN 

T2  112 (29%) 
T3  193 (50%) 
T4  80 (21%) 
Nx 
N0   

19 
227 

(5%) 
(59%) 

N1  55 (14%) 
N2  68 (18%) 
N3   16 (4%) 
Mx 
M0  

281 
94 

(73%) 
(24%) 

M1   10 (3%) 
Gx 
G1   

3 
1 

(1,6%) 
(0,4%) 

Differenzierung 
G2  59 (15%) 
G3  302 (78%) 
G4  20 (5%) 

  Lx 
L0  

245 
5 

(64%) 
(1%) 

Lymphangiosis carcinomatosa 
L1   135 (35%) 
Vx 
V0  

299 
11 

(78%) 
(83%) 

Gefäßinvasion 
V1  75 (19%) 
Pnx 
Pn0   

345 
5 

(90%) 
(1%) 

perineurale Invasion 
Pn1   35 (9%) 
R0  358 (93%) 

Resttumor 
R1  27 (7%) 
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4.2 Expression von PD-L1 und ICAM-1 in der Entdeckungskohorte 

Um eine Übersicht über die Inzidenz der ICAM-1- und PD-L1-Expression zu 

bekommen, haben wir uns zunächst die Expression dieser beiden Marker angesehen. 

Für beide Biomarker (PD-L1 und ICAM-1) musste ein membranöses 

Expressionsmuster vorliegen. Die Zellmembran kann vollständig zirkulär, aber auch 

partiell angefärbt sein, um als positiv gewertet zu werden, wobei die Färbeintensität 

beim manuellen Scoring keine Rolle spielte. Eine ausschließlich zytoplasmatische 

bzw. nukleäre Färbung wurde gemäß etablierter Praxis als negativ bewertet. Für 

PD-L1 existieren bei zahlreichen klinischen Anwendungen bereits mehrere Scores und 

Grenzwerte. In dieser Arbeit haben wir den CPS ≥ 1 und CPS ≥ 10 für die Analysen 

festgelegt. Für ICAM-1 wurde der Cutoff mit H-Score ≥ 1 festgelegt. Durch die 

Untersuchung der Population hinsichtlich beider Eigenschaften ergeben sich die in 

Abbildung 10 dargestellten vier Subgruppen. Es existieren Harnblasenkarzinome, die 

beide Eigenschaften exprimieren (Subgruppe A), solche, die jeweils nur eine 

Eigenschaft aufweisen (Subgruppe B und C), und die komplett negative Subgruppe D. 

 

 
Abbildung 10: Repräsentative Bilder der Subgruppen (n=385). A: ICAM-1 und PD-L1 exprimiert. B: ICAM-1 ohne Expression, 
PD-L1 exprimiert. C: ICAM-1 exprimiert, PD-L1 ohne Expression. D: ICAM-1 und PD-L1 ohne Expression. Für die positiven 
Beispiele wurden stark exprimierende Proben gewählt. 

 

Die Expressionsverteilung von PD-L1 und ICAM-1 deutet darauf hin, dass die 

Oberflächeneigenschaften nicht miteinander korrelieren, und führt zu unserer 

wichtigsten Grunderkenntnis: ICAM-1 und PD-L1 werden unabhängig voneinander 
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exprimiert. Dies ermöglicht es, den potenziell zusätzlichen Einfluss von ICAM-1 zu 

untersuchen. 

Im nächsten Schritt haben wir uns die Verteilung von PD-L1 und ICAM-1 genauer 

angeschaut. Dabei zeigte sich, dass der Großteil, 332 Patienten, ICAM-1 exprimierte 

(89 %). Lediglich 11 % der Patienten (n = 41) exprimierten den Marker nicht (Abbildung 

11 c). Bei PD-L1 fällt deutlich auf, dass für beide Grenzwerte der Anteil der negativen 

Patienten überwiegt (CPS ≥ 1: 62 % und CPS ≥ 10: 82 %). Der PD-L1-exprimierende 

Anteil macht bei einem CPS ≥ 1 etwas über ein Drittel (38 %) aus. Erhöhen wir den 

Cuttoff auf CPS  ≥ 10, wird der positive Anteil erwartungsgemäß niedriger und liegt mit 

69 Patienten bei lediglich 18 % (Abbildung 11 links und mittig). Interessanterweise hat 

ICAM-1 in der Entdeckungskohorte eine hohe Inzidenz im Vergleich zu PD-L1. 

 

 

Abbildung 11: Prozentuale Verteilung von PD-L1 bei einem Grenzwert von CPS ≥ 1 (links) und ≥ 10 (Mitte) sowie von ICAM-1 
bei einem Grenzwert von H-Score ≥ 1 (rechts). 
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4.3 Kaplan-Meier Analysen der Entdeckungskohorte 

Zunächst haben wir mittels Kaplan-Meier-Analysen untersucht, welchen Einfluss die 

einzelnen Faktoren (PD-L1-Expression, ICAM-1-Expression und CTL-Dichte) auf die 

Prognose haben. Schaut man sich die PD-L1-Expression bei einem CPS ≥ 1 an, 

überlebten die PD-L1-positiven Patienten im Durchschnitt 4,3 Jahre, während die 

PD-L1-negativen Patienten mit 2,6 Jahren deutlich kürzer lebten (95%-KI [0,55-0,95], 

p = 0,02). Das bedeutet, dass die PD-L1-positive Gruppe einen Überlebensvorteil von 

1,7 Jahren hat (siehe Abbildung 12). Die Hazard Ratio (HR = 0,72) zeigt, dass das 

Risiko für einen Todesfall bei Patienten mit PD-L1-Expression etwa 27 % niedriger ist 

als bei denen ohne PD-L1. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Patienten mit 

PD-L1-Expression einen klaren Überlebensvorteil haben. 

 

 

Abbildung 12: Überlebenszeit der PD-L1-positiven Patienten (gelbe Kurve) und PD-L1-negativen Patienten (blaue Kurve) bei 
einem Grenzwert von CPS = 1. Number at risk: (n = 347) Anzahl jährlich teilnehmender Patienten, gestrichelte Linie: medianes 
Überleben. Statistischer Test: Log-Rank-Test. 
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Bei einem höheren Grenzwert von CPS ≥ 10 überlebten PD-L1-positive Patienten im 

Median 4,2 Jahre, während PD-L1-negative Patienten 2,9 Jahre überlebten 

(95%-KI [0,62–1,30]). Die Analyse ist jedoch nicht statistisch signifikant und könnte 

zufallsbedingt sein. Es besteht also kein relevanter Überlebensvorteil zwischen den 

beiden Gruppen (siehe Abbildung 13).  

 

 

Abbildung 13: Überlebenszeit der PD-L1-positiven Patienten (gelbe Kurve) und PD-L1-negativen Patienten (blaue Kurve) bei 
einem Grenzwert von CPS = 10. Number at risk: (n = 347) Anzahl jährlich teilnehmender Patienten, gestrichelte Linie: medianes 
Überleben. Statistischer Test: Log-Rank-Test. 
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Anschließend haben wir überprüft, ob die ICAM-1-Expression das Gesamtüberleben 

beeinflusst (Abbildung 14), und beobachtet, dass die mediane Überlebenszeit der 

ICAM-1-positiven Patienten 0,7 Jahre länger ist als die der ICAM-1-negativen 

(95%-KI [0,52 – 1,14], p = 0,196), wobei auch in dieser Analyse die statistische 

Signifikanz verloren geht. Die ICAM-1-Expression hat somit keinen prognostischen 

Einfluss auf unsere Patientenkohorte. 

 

 

Abbildung 14: Überlebenszeit der ICAM-1-positiven Patienten (gelbe Kurve) und PD-L1-negativen Patienten (blaue Kurve) bei 
einem Grenzwert von TPS ≥ 1. Number at risk: (n = 342) Anzahl jährlich teilnehmender Patienten, gestrichelte Linie: medianes 
Überleben. Statistischer Test: Log-Rank-Test. 

 

Weiterhin haben wir herausgefunden, dass die intratumorale CTL-Dichte ein 

prognostisch günstiger Faktor ist (Abbildung 15). So überlebten Patienten mit einer 

hohen CTL-Dichte mehr als doppelt so lang wie Patienten mit einer niedrigen Dichte 

(high: 6,3 Jahre, low: 2,5 Jahre). Auch die Hazard Ratio (HR = 0,56) zeigt, dass das 

Sterberisiko der Patienten mit hoher CTL-Dichte um 44 % geringer ist als bei Patienten 

mit wenigen intratumoralen CTLs. 
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Abbildung 15: Kaplan-Meier, CD8 Density. Überlebenszeit bei hoher (gelbe Kurve) und bei niedriger CTL-Dichte im 
Tumorgewebe (blaue Kurve). Number at risk: (n = 334) Anzahl jährlich teilnehmender Patienten, gestrichelte Linie: medianes 
Überleben. Statistischer Test: Log-Rank-Test. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die PD-L1-Expression bei einem niedrigem 

Grenzwert (CPS ≥ 1) und die Dichte der tumorinfiltrierenden cytotoxischen 

T-Lymphozyten prognostisch günstige Faktoren sind, während die ICAM-1-Expression 

und PD-L1 bei einem CPS ≥ 10 keine statistische Signifikanz aufweisen. 
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4.4 CTL-Infiltration und Verteilung in Abhängigkeit von der PD-L1 

und ICAM1-Expression 

Im nächsten Schritt haben wir untersucht, ob sich die Anzahl der intratumoralen 

zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs) mit der Expression von ICAM-1 bzw. PD-L1 

ändert. Dafür wurden die CTLs pro Quadratmillimeter Tumorgewebe für die 

exprimierende und nicht-exprimierende Gruppe gezählt. Es zeigt sich, dass sowohl bei 

den Harnblasentumoren, die positiv für ICAM-1 sind, als auch bei denen, die positiv 

für PD-L1 sind, signifikant mehr T-Zellen pro Quadratmillimeter vorhanden sind 

(ICAM-1: p = 7.171e-12, CPS ≥ 1: p = 1.895e-13, CPS ≥ 10: p = 7.8e-07). Die 

ICAM-1-positiven Patienten weisen im Median viermal so viele CTLs/mm2 auf wie die 

ICAM-1-negativen (404 im Vergleich zu 92 CTLs/mm2, siehe Abbildung 16 links). 

Ebenso verhält es sich bei den PD-L1-positiven Patienten. Sowohl bei einem CPS ≥ 1 

als auch bei einem CPS ≥ 10 befindet sich die drei- bis vierfache Anzahl an CTLs auf 

einem Quadratmillimeter Tumorgewebe (CPS ≥ 1: 742 und 164 CTLs/mm2; 

CPS ≥ 10: 937 und 248 CTLs/mm2; vergleiche Abbildung 16 mittig und rechts). Die 

Anwesenheit von Immunzellen (speziell CTLs) ist eine essentielle Voraussetzung für 

die antitumorale Immunantwort, insbesondere wenn zukünftig eine Anwendung mit 

Immuncheckpoint-Inhibitoren erfolgen soll. 

 

Abbildung 16: Vergleich der Anzahl tumorinfiltrierender CD8-positiver zytotoxischer T-Lymphozyten (CTL-Dichte) in 
Abhängigkeit von der PD-L1-Expression (CPS 1: n = 249/131; CPS 10: n=316/64) bzw. von der ICAM1-Expression (n=41/332). 
***p < 0.001 mittels Mann-Whitney-U-Test. 
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Für eine effektive antitumorale Immunantwort ist der direkte Kontakt zwischen Tumor- 

und Immunzellen entscheidend. Daher haben wir im folgenden Schritt die mittlere 

Distanz zwischen CTLs und Tumorzellen untersucht. In Abbildung 17 wird die 

räumliche Bildanalyse exemplarisch dargestellt. Dafür wurden die Umrisse von 

verschiedenen Zellarten (Tumor-, Immun- und Stromazelle) erfasst sowie die 

Abstände der jeweiligen Zellzentren zueinander aufgeführt. Dies ermöglicht es 

Abstand, Zelldichte und benachbarte Zellen zu analysieren. 

 

Abbildung 17: Beispielhafte Darstellung der räumlichen Analyse tumorinfiltrierender CTL (links Originalbild 
Immunhistochemie, braun CD8, blau Kernfärbung; rechts Überlagerung, blau Tumorzellen, grün Stromazellen, schwarz CTL). 
Die Abstände zwischen den Mittelpunkten der Zellen sind durch Linien dargestellt. Maßstab: 100 μm (oben) und 10 μm (unten).     
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Obwohl die CTLs der ICAM-1-positiven Patienten minimal näher an den Tumorzellen 

liegen als die der negativen Patienten (medianer Abstand 4,3 μm und 4,7 μm), ist 

dieser Unterschied statistisch nicht signifikant (p = 0,57, siehe Abbildung 18 rechts). In 

der PD-L1-positiven Gruppe war die Distanz zwischen CTL und Tumorzelle ebenfalls 

verringert, mit Abständen von 3,4 μm (CPS 1) und 3,6 μm (CPS 10), wobei die 

statistische Signifikanz bei beiden Grenzwerten erreicht wurde  (siehe Abbildung 18 

links und mittig). 

 

 

Abbildung 18: Durchschnittlicher Abstand zwischen tumorinfiltrierenden CD8-positiven zytotoxischen T-Lymphozyten und 
Tumorzellen in Abhängigkeit von der PD-L1-Expression (CPS 1: n = 249/131; CPS 10: n = 316/64) bzw. von der ICAM1-Expression 
(n = 41/332). ***p < 0,001 und *p < 0,05 mittels Mann-Whitney-U-Test. 
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Im nächsten Schritt haben wir uns angeschaut, wie viele benachbarte CTLs im 

Tumorgewebe, sogenannte CTL-Cluster, in Abhängigkeit von der PD-L1- bzw. 

ICAM-1-Expression liegen. Die Ergebnisse der statistischen Tests zeigen, dass alle 

untersuchten Parameter nicht normalverteilt sind, wie der Kolmogorov-Smirnov-Test 

für alle Vergleiche signifikant belegt. Daher wurde der Mann-Whitney-U-Test zur 

Analyse der Unterschiede zwischen den Gruppen verwendet. 

Die Analyse der Anzahl benachbarter CTLs zeigte signifikante Unterschiede zwischen 

den Gruppen CPS 1, CPS 10 und ICAM-1 (p = 0,00000, p = 0,00321 und p = 0,00040, 

siehe Abbildung 19). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Anzahl der 

CTL-Cluster in allen drei Gruppen unterschiedlich verteilt ist. Besonders auffällig ist die 

hohe Anzahl an CTL-Cluster in der CPS-1-Gruppe, was auf eine mögliche stärkere 

Immunantwort in dieser Gruppe hinweisen könnte. Auch in der CPS-10-Gruppe sowie 

bei ICAM-1 wurden Unterschiede beobachtet, was auf variierende Immunreaktionen 

oder Tumormikroumgebungen in diesen Gruppen hinweist. 

 

 

Abbildung 19: Anzahl benachbarter tumorinfiltrierender CD8-positiver zytotoxischer T-Lymphozyten (Cluster-Größe) in 
Abhängigkeit von der PD-L1-Expression (CPS 1: n = 249/131; CPS 10: n = 316/64) bzw. von der ICAM-1-Expression (n = 41/332). 
***p < 0,001 und **p < 0,01 mittels Mann-Whitney-U-Test. 
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4.5 Uni- und multivariate Analyse 

Im Rahmen der univariaten Cox-Regression wurde der Einfluss der erfassten 

klinisch-pathologischen und immunhistochemischen Faktoren auf das 

krankheitsbezogene Überleben untersucht (siehe Tabelle 7). Dabei zeigte sich, dass 

ein Alter über 60 Jahre mit einer signifikant schlechteren Prognose assoziiert war (HR 

1,81). Ebenso wiesen Patienten mit einem positiven Nodalstatus (pN+) im Vergleich 

zu pN0-Patienten eine signifikant schlechtere Prognose auf (HR 2,24). Auch ein 

fortgeschrittenes T-Stadium (pT3/4) war mit einem signifikant erhöhten 

Mortalitätsrisiko assoziiert (HR 2,08). Bezüglich der PD-L1-Expression zeigte sich, 

dass Patienten mit einem CPS ≥ 1 eine tendenziell günstigere Prognose aufwiesen 

(HR 0,72), während sich für die dichotome Trennung bei CPS ≥ 10 kein signifikanter 

Einfluss auf das Überleben ergab (p = 0,3590). Der ICAM-1-H-Score sowie das 

gleichzeitige Vorliegen eines Prostata-(Zweit-)Karzinoms zeigten in der univariaten 

Analyse keinen signifikanten Einfluss auf das krankheitsbezogene Überleben 

(p = 0,1957 bzw. p = 0,7811).  

Tabelle 7: Ergebnisse der univariaten Cox-Regression zur Untersuchung prognostischer Faktoren im Patientenkollektiv. Gezeigt 
werden die Hazard Ratio (HR), die 95%-Konfidenzintervalle (KI) sowie die p-Werte für jeden untersuchten Faktor. 

 

Hinsichtlich der Menge und Verteilung tumorinfiltrierender CTL zeigte sich, dass eine 

niedrige CTL-Dichte im Tumorgewebe mit einem signifikant erhöhten Risiko für ein 

schlechteres Überleben einherging (HR 0,56), während eine hohe Anzahl direkt 

benachbarter CTLs, also eine Cluster-Bildung prognostisch günstig war (HR 0,53). Ein 

geringer Abstand zwischen CTL und Tumorzellen innerhalb des Tumors war ebenfalls 

mit einem besseren Überleben assoziiert (HR 1,4). 
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Tabelle 8: Ergebnisse der multivariaten Cox-Regression zur unabhängigen Analyse prognostischer Faktoren im 
Patientenkollektiv. In das Modell wurden alle in der univariaten Analyse signifikanten Faktoren aufgenommen. Gezeigt 
werden die Hazard Ratio (HR), die 95%-Konfidenzintervalle (KI) sowie die p-Werte. 

 

 

In der multivariaten Cox-Regression (Tabelle 8), in der alle in der univariaten Analyse 

signifikanten Faktoren gemeinsam berücksichtigt wurden, bestätigten sich die 

folgenden unabhängigen Prognosefaktoren: Ein Alter über 60 Jahre blieb signifikant 

mit einer ungünstigeren Prognose assoziiert (HR 1,79). Auch der positive Nodalstatus 

und ein fortgeschrittenes T-Stadium (pT3/4) erwiesen sich als unabhängiger 

Risikofaktor (HR 1,67 und 1,89). Interessanterweise verlor die CTL-Dichte und der 

Abstand zwischen CTL und Tumorzellen im multivariaten Modell ihre Signifikanz, 

während die Anzahl benachbarter CTL weiterhin eine prognostisch günstige Rolle 

spielte (HR 0,67). Die PD-L1-Expression (CPS ≥ 1) zeigte in der multivariaten Analyse 

keinen signifikanten Einfluss mehr (p = 0,6310). 

  

Faktor HR KI niedrig KI hoch p
Alter <60 vs. >60 Jahre 1.79 1.23 2.6 0.0022
Nodalstatus pN0 vs pN+ 1.67 1.19 2.35 0.0029
T-Stadium pT1/2 vs. pT3/4 1.89 1.4 2.54 0.0000
PD-L1 CPS <1 vs. >=1 0.92 0.66 1.29 0.6310
CD8 Dichte niedrig vs. hoch 0.78 0.52 1.17 0.2334
CD8 Abstand Tumor niedrig vs. hoch 1.2 0.87 1.65 0.2713
CD8 Anzahl Nachbarzellen niedrig vs. hoch 0.67 0.46 0.97 0.0350
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4.6 Beschreibung der Therapiekohorte 

Das mit Immuncheckpoint-Inhibitoren behandelte Kollektiv setzt sich aus insgesamt 

38 Patienten zusammen. Die wichtigsten demografischen sowie krankheits- und 

therapiebezogenen Merkmale sind in Tabelle 9 zusammengefasst. Der Altersmedian 

liegt bei 66 Jahren. 28 der eingeschlossenen Patienten sind männlich und 10 weiblich. 

Die meisten der Patienten (25) erhielten eine Behandlung mit Pembrolizumab, 

9 bekamen Nivolumab und 4 Atezolizumab. Diese Behandlung erhielten sie als 

Zweitlinientherapie im Median 247 Tage nach einer Operation. 

 

Tabelle 9: Auflistung der wichtigsten Kollektivdaten (Diagnosealter, Geschlecht, Lokalisation des Tumors, Gewebeart, 
angewandter Immuncheckpoint-Inhibitor, Latenzzeit bis zur Anwendung und die Ansprechraten). 

 n (%) 

Patienten gesamt  38 100 

Alter bei OP (Jahre) 

Mittelwert 67   
Median 66   

Min 50   
Max 80   

Geschlecht Männer 
Frauen 

 28 
10 

74 
26 

Lokalisation Tumor Harnblase 
Niere  33 

5 
87 
13 

Gewebe Tumor Primus 
Metastase  30 

8 
79 
21 

ICI 
Pembrolizumab 

Nivolumab 
Atezolizumab 

 
25 
9 
4 

65 
24 
11 

Abstand OP/ICI (Tage) 
Median 

Min 
Max 

247 
6 

1195 
  

BOR 
 

CR 
PR 
SD 
PD 

 

3 
9 
4 

22 

8 
23 
11 
58 

TMN 

Tx 
T1 
T2 
T3 
T4 

 

5 
0 
6 

18 
9 

13 
0 

16 
47 
24 

Nx 
N0 
N1 
N2 
N3 

 

14 
8 
4 
8 
4 

36 
21 
11 
21 
11 
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Mx 
M0 
M1 

 
17 
5 

16 

45 
13 
42 

Differenzierung 

Gx 
G1 
G2 
G3 
G4 

 

6 
0 
8 

24 
0 

16 
0 

21 
63 
0 

Lymphangiosis carcinomatosa 
Lx 
L0 
L1 

 
22 
4 

12 

57 
11 
32 

Gefäßinvasion 
Vx 
V0 
V1 

 
21 
12 
5 

55 
32 
13 

Perineurale Invasion 
Pnx 
Pn0 
Pn1 

 
26 
5 
7 

68 
13 
19 

Resttumor 

Rx 
R0 
R1 
R2 

 

13 
22 
3 
0 

34 
58 
8 
0 

 

  



47 
 

4.7 Kaplan-Meier-Analysen der Therapiekohorte 

Wir führten Kaplan-Meier-Analysen durch, um das Überleben nach Beginn der 

Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren zu untersuchen. Die Analyse zeigte, dass 

die Gruppe mit Krankheitsprogression nach einem Jahr das schlechteste mediane 

Überleben aufwies, während Patienten mit Krankheitsstillstand ein medianes 

Überleben von 2,5 Jahren erreichten (HR 0,06, [95 % KI: 0,01 - 0,42], p = 0,005). 

Patienten mit komplettem oder partiellem Therapieansprechen erreichten innerhalb 

der fünfjährigen Beobachtungszeit kein medianes Überleben (Abbildung 20 links). Im 

Anschluss kategorisierten wir die Patienten in zwei Gruppen: Responder (komplettes 

und partielles Therapieansprechen) und Non-Responder (Krankheitsstillstand und 

Krankheitsprogression), um das Überleben zu vergleichen (Abbildung 20, rechts). 

Dabei zeigten die Responder einen signifikanten Überlebensvorteil im Vergleich zu 

den Non-Respondern. Das mediane Überleben der Non-Responder änderte sich 

jedoch im Vergleich zu den Überlebensanalysen der einzelnen 

Therapieansprechgruppen nicht. 

 

 

Abbildung 20: Überleben nach Beginn der Immuntherapie in Abhängigkeit von der Best Objective Response (BOR) und nach 
Kategorisierung in Responder (CR und PR) vs. Non-Responder (SD und PD). Das Ansprechen auf die Immuntherapie war mit 
einem signifikant verbesserten Überleben assoziiert (HR 0,06 (95 % CI: 0,01 – 0,42), p = 0,005). 
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Um den Einfluss von ICAM-1 auf die ICI-Therapie zu untersuchen, haben wir Patienten 

aus der unbehandelten Kohorte nach Alter und ICAM-1-Expression gematcht und eine 

Kontrollkohorte gebildet. Wie in der univariaten Analyse bestätigt, ist das Alter ein 

wichtiger Prognosefaktor, der das Outcome signifikant beeinflussen und zu 

statistischen Verzerrungen führen kann. Daher war es entscheidend, den Einfluss des 

Alters in der Analyse zu neutralisieren. 

Darauf aufbauend verglichen wir die ICI-behandelten Patienten mit der gematchten 

Kontrollgruppe, die keine ICI-Therapie erhalten hatte (vgl. Abbildung 21). In der 

Kontrollkohorte gab es keinen signifikanten Unterschied in der Überlebenszeit 

zwischen ICAM-1-positiven und -negativen Patienten (4,1 Jahre vs. 4,2 Jahre, 

p = 0,62, KI [0,31-2,04]). In der ICI-behandelten Kohorte jedoch überlebten die ICAM-

1-positiven Patienten im Median 3,4 Jahre länger als die ICAM-1-negativen Patienten 

(5,5 Jahre vs. 2,1 Jahre, 95%-KI [0,07-0,60], p = 0,0014). Die Hazard Ratio von 0,2053 

zeigt, dass das Letalitätsrisiko der ICAM-1-negativen Patienten unter ICI-Therapie um 

20,53 % erhöht ist. Somit hat die ICAM-1-Expression während einer ICI-Therapie 

einen signifikanten Überlebensvorteil. 

 

 

Abbildung 21: Überlebenszeit unbehandelter (matched) und behandelter Patienten in Abhängigkeit von der ICAM1 Expression. 
Gestrichelte Linie: medianes Überleben. Statistischer Test: Log-Rank-Test. 
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4.8 Vergleich der Prädiktionsmarker von ICAM-1 und PD-L1 

In der untersuchten Kohorte von Patienten mit fortgeschrittenem Urothelkarzinom, die 

eine Behandlung mit Immuncheckpoint-Inhibitoren erhalten haben, zeigte sich eine 

100%ige Sensitivität von ICAM-1 für das Ansprechen auf die Therapie (Abbildung 22). 

Dies bedeutet, dass alle Patienten mit Ansprechen (Responder) ICAM1-positiv waren. 

Allerdings fiel die Spezifität mit 27% sehr gering aus, da ein großer Anteil der 

Non-Responder ebenfalls ICAM1-positiv war. Der Positiv Prädiktive Wert (PPV) lag bei 

39 %, was bedeutet, dass nur etwa ein Drittel der ICAM1-positiven Patienten 

tatsächlich ein Ansprechen zeigte. Interessanterweise betrug der negativ prädiktive 

Wert (NPV) 100 %, sodass kein ICAM1-negativer Patient auf die Therapie ansprach. 

 

 

Abbildung 22: Vierfeldertafel zur Analyse des Biomarkers ICAM1 in Bezug auf das Ansprechen auf die ICI-Therapie (Responder 
vs. Non-Responder). 

 

Bei einer analogen Untersuchung der Präzisionsmarker für den Biomarker PD-L1 

(CPS 1) ergab sich eine Sensitivität von 75 % für das Therapieansprechen, während 

die Spezifität bei 50 % lag (Abbildung 23). Der PPV betrug 40,9 %, sodass etwa 41 % 

der PD-L1-positiven Patienten ein Ansprechen zeigten. Der NPV lag bei 81,3 %, was 

bedeutet, dass die Mehrheit der PD-L1-negativen Patienten nicht auf die Therapie 

ansprach. 

 

 

Non-Responder Responder Summe

ICAM1 negativ 7 0 7

ICAM1 positiv 19 12 31

Summe 26 12 38
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Abbildung 23: Vierfeldertafel zur Analyse des Biomarkers PD-L1 (CPS 1) in Bezug auf das Ansprechen auf die ICI-Therapie 
(Responder vs. Non-Responder). 

 

Für beide Biomarker ist der exakte Test nach Fisher nicht signifikant (ICAM-1: 0,0745, 

PD-L1: 0,178). Werden die beiden Biomarker direkt miteinander verglichen, so zeigt 

sich, dass beide Biomarker einen vergleichbar niedrigen positiven prädiktiven Wert 

aufweisen, was bedeutet, dass eine Biomarker-Positivität allein keine sichere Aussage 

über das Therapieansprechen erlaubt. Hinsichtlich des negativen prädiktiven Wertes 

schnitt ICAM-1 jedoch deutlich besser ab (100 % vs. 81,3 %), was darauf hindeutet, 

dass eine ICAM-1-Expression in dieser Kohorte als ein sehr sensitiver 

Ausschlussmarker fungierte. 

 

  

Non-Responder Responder Summe

PD-L1 negativ 13 3 16

PD-L1 positiv 13 9 22

Summe 26 12 38
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5. Diskussion 

5.1 Limitationen der Patientenkollektive 

Das erste Kollektiv (Entdeckungskohorte) wurde aus Archivdaten von 1994 bis 2003 

initial zur Erforschung simultaner Harnblasen- und Prostatakarzinome 

zusammengestellt, was bedeutet, dass die Ergebnisse ausschließlich auf männlichen 

Patienten basieren. Ein Einschlusskriterium war das Erreichen mindestens des 

T-Stadiums der Muskelinvasivität (T ≥ 2a), was darauf hinweist, dass die 

Untersuchungen ausschließlich auf fortgeschrittenes Harnblasenkarzinom abzielen. 

Es ist wichtig anzumerken, dass sowohl die Vorgeschichte von Vorerkrankungen und 

Komorbiditäten als auch vorangegangene Therapien für dieses Kollektiv unbekannt 

sind. Potenzielle Einflüsse dieser Faktoren auf die retrograden 

Überlebenszeitanalysen konnten daher nicht untersucht werden. 

Das durchschnittliche Alter der Patienten ist mit 68,1 Jahren typisch, da Blasenkrebs 

häufiger bei älteren Menschen auftritt (125).  

Obwohl in der Literatur der überwiegende Teil der von fortgeschrittenem 

Harnblasenkarzinom Betroffenen männlich ist (im Verhältnis 4:1) (2), entspricht das 

Kollektiv nicht vollständig dem Bevölkerungsquerschnitt. Es ist zu beachten, dass der 

untersuchte Zeitraum vor dem Zeitpunkt lag, zu dem Immuncheckpoint-Inhibition als 

Therapieoption verfügbar wurde. Daher war dieses Kollektiv primär nicht geeignet, die 

Fragestellung der Arbeit zu untersuchen, als vielmehr die Inzidenz, Verteilung und die 

prognostischen Eigenschaften der untersuchten Marker in einer größeren 

Stichprobengröße (n = 385) zu untersuchen. 

Des Weiteren handelt es sich um eine retrospektive Untersuchung, ein Ansatz, der per 

se mit unterschiedlichen Nachteilen verbunden ist. Zum einen stehen lediglich 

archivalische Proben zur Verfügung, deren Qualität und Lagerungsbedingungen 

variieren. Zudem wurden die klinischen Daten nicht standardisiert erhoben. Dies kann 

prinzipiell die Vergleichbarkeit und Aussagekraft der Ergebnisse einschränken. Auch 

besteht das Risiko von Selektionsbias, da die Kohorte durch bereits bekannte 

Krankheitsverläufe beeinflusst sein kann. Insgesamt limitiert dies die Möglichkeit, 

belastbare prädiktive oder prognostische Aussagen abzuleiten.  

Das zweite Kollektiv (Therapiekohorte) weist eine vergleichsweise kleine Stichprobe 

von n = 38 auf. Alle Patientinnen und Patienten dieser Kohorte erhielten eine 

leitliniengerechte Behandlung mit Immuncheckpoint-Inhibitoren (65 % 
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Pembrolizumab, 24 % Nivolumab und 11 % Atezolizumab), deren Therapieerfolg im 

Verlauf der Nachsorge bewertet wurde. Die Einschlusskriterien erlaubten eine 

Geschlechterunabhängigkeit, was zu einer realistischeren Geschlechterverteilung im 

Vergleich zum ersten Kollektiv führte. Aufgrund der begrenzten Stichprobenanzahl 

wurde bei der Medikamentenauswahl keine Differenzierung vorgenommen. Die 

erzielten Ergebnisse sollten im Anschluss an die Datenerhebung einer größeren 

Population zur Validierung unterzogen werden, um die Gütekriterien der statistischen 

Tests zu verbessern. Dieser Schritt ist von Bedeutung, um die Robustheit der 

Ergebnisse zu gewährleisten und eine verlässliche Beurteilung der Wirksamkeit von 

Immuncheckpoint-Inhibitoren bei Patienten mit fortgeschrittenem Harnblasenkarzinom 

zu ermöglichen. 

 

5.2 Expressionsverteilung und Wahl der Grenzwerte von PD-L1 und 

ICAM-1 

Die Untersuchung der Verteilung von PD-L1 und ICAM-1 hat gezeigt, dass die 

Expression dieser Oberflächenmarker nicht miteinander korreliert. Diese 

Unabhängigkeit bietet eine solide Grundlage, um die individuellen Einflüsse der 

Biomarker in weiteren Analysen zu prüfen. Diese Studie untersucht nach unserem 

Wissen zum ersten Mal den Zusammenhang dieser Biomarker im 

Harnblasenkarzinom. 

Eine Expression von ICAM-1 auf Tumorzellen wurde mit 89 % in einem Großteil der 

Patienten beobachtet. Im Gegensatz dazu ist die Rate PD-L1-positiver Tumore 

geringer, wobei bei einem CPS (Combined Positive Score) von ≥ 1 etwa ein Drittel der 

Patienten (38 %) zur positiven Kohorte zählt, während 62 % negativ sind. Eine 

Erhöhung des CPS-Schwellenwerts auf ≥ 10 führt zu einer Zunahme der negativen 

Kohorte auf 82 %, während nur noch 18 % der Patienten als positiv eingestuft werden. 

Die Wahl eines passenden Grenzwertes stellt immer eine Herausforderung für die 

Bewertung eines Biomarkers dar. Dies gilt insbesondere für neue Biomarker wie 

ICAM-1, für den im hier untersuchten Kontext bislang keine validierten Grenzwerte 

beschrieben wurden. Wir haben die Quantifizierung der ICAM-1-Expression mit zwei 

Ansätzen durchgeführt: (i) mit der automatisierten Bestimmung des H-Scores und (ii) 

mit der visuellen, semiquantitativen Bestimmung des TPS. Der Vorteil des H-Score ist, 

dass  die Intensität der Färbung berücksichtigt wird und eine feinere Graduierung 
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möglich ist (Werte von 0 – 300). Dies kann zu einer besseren Diskriminierung bei 

schwacher Expression führen und ist nützlicher bei einem heterogenen 

Expressionsmuster. Ein Nachteil ist, dass die visuelle Bestimmung des H-Scores  

zeitaufwendiger und weniger intuitiv ist. Wir haben die ICAM-1-Expression daher 

zusätzlich mit dem klinisch etablierten TPS bestimmt, der nur die Anzahl positiver 

Zellen, aber nicht deren Intensität berücksichtigt. Dieser Ansatz könnte jedoch viel 

einfacher in die Arbeitsabläufe eines pathologischen Instituts integriert werden als die 

automatisierte Bestimmung des H-Scores. Ein wesentlicher Nachteil des TPS ist, wie 

bei allen visuellen Scoring-Ansätzen, die Interobserverariabilität. Interessanterweise 

ergab die Korrelationsanalyse eine sehr gute Übereinstimmung der beiden Verfahren 

(siehe Abbildung 24 im Anhang; unbehandelte Kohorte r = 0,8; behandelte Kohorte 

r = 0,87). In potenziellen zukünftigen Studien zur Rolle der ICAM-1-Expression kann 

daher auf den einfacheren TPS zurückgegriffen werden. 

Für die Expression von ICAM-1 haben wir einen niedrigen Schwellenwert von H-

Score ≥ 1 gewählt und auf diese Weise eine Binarisierung in negativ und positiv 

(unabhängig von der Anzahl positiver Zellen und von der Färbeintensität) 

vorgenommen. Diese Entscheidung wurde auf der Basis mehrerer Überlegungen 

getroffen. Zunächst ist nicht bekannt, welche Expression von ICAM-1, also im 

weitesten Sinne welche Anzahl von ICAM-1-Molekülen auf der Tumorzelloberfläche 

tatsächlich für die Ausbildung der immunologischen Synapse erforderlich ist. Bereits 

eine geringe Expression könnte funktionell relevant und daher prädiktiv für das 

Ansprechen auf ICI sein. Ein weiteres Argument für einen niedrigen Schwellwert ist 

das explorative Setting der Studie: Auf diese Weise kann eine maximale Sensitivität 

bei noch unbekannter biologischer und klinischer Relevanz erreicht werden. Die 

Analyse bleibt auf diese Weise breit gefasst und kann in weiteren Studien einfacher 

reproduziert werden. Subgruppenanalysen können retrospektiv angewendet werden, 

um zu prüfen, ob höhere Schwellenwerte eine zusätzliche Differenzierung erlauben.    

Die Ausgangssituation für den Biomarker PD-L1 unterscheidet sich deutlich von der 

für ICAM-1. Für die Immuncheckpoint-Therapie des muskelinvasiven 

Harnblasenkarzinoms existieren bereits mehrere etablierte, regulatorisch verankerte 

PD-L1-abhängige Anwendungsszenarien. Die Scores und Grenzwerte variieren dabei 

je nach Medikament. In der Erstlinientherapie können Atezolizumab ab einem IC ≥ 5 % 

und Pembrolizumab ab einem CPS ≥ 10 % angewandt werden (61, 62). Adjuvant gibt 

es die Möglichkeit, Nivolumab ab einem TPS ≥ 1 % einzusetzen (69). 
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Die Wahl des Grenzwertes CPS ≥ 10 in unserer Studie erfolgte aufgrund der Tatsache, 

dass die meisten der Patienten (65 %) in der Therapiekohorte mit Pembrolizumab 

behandelt wurden. So ließ sich eine klinisch relevante Abgrenzung zwischen positiven 

und negativen Fällen herstellen, die regulatorisch nachvollziehbar und mit der 

klinischen Praxis verknüpft ist. In unserem Kollektiv zeigte sich jedoch, dass einige 

Analysen mit diesem Grenzwert ihre statistische Signifikanz verloren (z. B. die Distanz 

der CTLs zu Tumorzellen oder Überlebenszeitanalysen der PD-L1-Expression). 

Mehrere Studien weisen darauf hin, dass auch Patienten mit einer niedrigeren 

Expression durchaus von einer ICI-Therapie profitieren können, wenn auch weniger 

ausgeprägt als bei hoher Expression (126, 127). Aus diesem Grund haben wir 

zusätzlich alle Analysen mit einem CPS ≥ 1 durchgeführt. Interessanterweise wurden 

dadurch mehr signifikante Zusammenhänge sichtbar, was die Hypothese stützt, dass 

bereits eine geringe PD-L1-Expression prognostische und prädiktive Relevanz 

besitzen kann. Ein höherer Grenzwert wie CPS ≥ 10 birgt hingegen das Risiko, 

Patienten fälschlicherweise als negativ einzustufen und ihnen damit eine potenziell 

wirksame Therapie vorzuenthalten. Unsere Ergebnisse unterstreichen somit die 

Bedeutung einer sorgfältigen Wahl und Validierung des Cut-offs. Am Beispiel von 

PD-L1 wird deutlich, dass eine niedrigere Schwelle die Sensitivität erhöhen und 

verhindern kann, dass relevante Patientenkollektive ausgeschlossen werden. 

 

5.3 Überlebenszeitanalysen 

PD-L1 

In unseren Analysen lebten PD-L1-positive Patienten mit einem CPS ≥ 1 im 

Durchschnitt 1,7 Jahre länger als PD-L1-negative Patienten. Diese Ergebnisse stehen 

im Widerspruch zur aktuellen Studienlage, die eine kräftige PD-L1-Expression im 

Harnblasenkarzinom insgesamt mit einem schlechteren Gesamtüberleben assoziiert 

(128, 129). Zum Beispiel wies Nakanishi et al. ein signifikant schlechteres 

Gesamtüberleben bei Patienten mit hohem PD-L1-Gehalt im Vergleich zu denen mit 

niedrigem PD-L1-Gehalt nach (5-Jahres-Überleben: 55 % vs. 100 %) (128). Diese 

Studie umfasste insgesamt 65 Patienten, was deutlich weniger ist als die 

347 Patienten in unserer Analyse. Es ist jedoch wichtig zu beachten, dass die oben 

genannten Studien nicht zwischen nicht-muskelinvasivem Harnblasenkarzinom 

(NMIBC) und muskelinvasivem Harnblasenkarzinom (MIBC) unterscheiden. Das 

NMIBC macht den Großteil der Fälle aus (75 %), während nur etwa ein Viertel (25 %) 
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bei der Diagnose muskelinvasiv ist (3). Ein möglicher Einflussfaktor könnte sein, dass 

die erhöhte PD-L1-Expression auch im NMIBC als ein Mechanismus zur Immunflucht 

genutzt wird (130). Patienten mit einem NMIBC und PD-L1-Überexpression könnten 

daher anfälliger für Rezidive oder Krankheitsprogression sein. 

Die in unserer Arbeit durchgeführten Analysen wurden ausschließlich für MIBC 

durchgeführt. Im muskelinvasiven Stadium scheint eine erhöhte PD-L1-Expression für 

einen CPS ≥ 1 ein prognostisch günstiger Faktor zu sein. Dieser Zusammenhang wird 

auch in einer umfangreichen Analyse (n = 785) des Tumor-Immun-Mikromilieus im 

Harnblasenkarzinom beschrieben. Die Autoren zeigen hier einen negativen 

prognostischen Effekt von PD-L1 im NMIBC und im Gegensatz dazu einen positiven 

prognostischen Effekt im MIBC (131). In unserer Studie kann der positive 

prognostische Wert für die PD-L1-Expression nicht mehr nachgewiesen werden, wenn 

der Cutoff-Wert CPS ≥ 10 angewendet wird. Die zugrundeliegenden 

tumorbiologischen Zusammenhänge für die unterschiedlichen prognostischen Effekte 

der PD-L1-Expression sind bislang unbekannt. Deren weitere Erforschung wird jedoch 

sicherlich durch die große Variabilität in der Bestimmung der PD-L1-Expression (z. B. 

unterschiedliche Antikörper, unterscheidliche Färbeplattformen, Interobserver-

Variabilität) erschwert. 

ICAM-1 

Bei Patienten mit Harnblasenkarzinom und hoher ICAM-1-Expression wurde ein um 

0,7 Jahre längeres Medianüberleben beobachtet im Vergleich zu Patienten ohne 

Expression. Zusammenfassend zeigt die Analyse jedoch keinen statistisch 

signifikanten Zusammenhang zwischen der ICAM-1-Expression (positiv vs. negativ) 

und dem Überleben nach der Operation (p-Wert 0,19; 95%-KI [0,52-1,14]).  

In anderen Tumorentitäten wie dem Kolorektalkarzinom, Magenkarzinom und 

malignen Melanom wurde ICAM-1 sowohl als prognostisch günstiger als auch als 

ungünstiger Faktor beschrieben (112-118). Sogar innerhalb derselben Entität, wie dem 

Mammakarzinom, sind die Ergebnisse sehr variabel (119-121). Dies deutet darauf hin, 

dass die Funktionen und die Koordination der einzelnen Pathways von ICAM-1 noch 

nicht vollständig verstanden sind und weiterer wissenschaftlicher Aufklärung bedürfen. 

Bisher lagen für das Harnblasenkarzinom keine Untersuchungen zum Einfluss der 

ICAM-1-Expression auf das Gesamtüberleben vor. Auch in der vorliegenden Arbeit 

konnte kein Hinweis auf eine prognostische Relevanz der ICAM-1-Expression in 
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Tumorzellen gefunden werden. Die Aussagekraft der Ergebnisse ist jedoch durch die 

Limitationen des untersuchten Kollektivs mit lediglich 342 Patienten eingeschränkt. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit könnten daher prinzipiell auf eine geringe Effektgröße oder 

auf andere nicht erfasste Variablen hinweisen, die das Überleben beeinflussen. 

Weitere Studien zum prognostischen Einfluss von ICAM-1 beim Harnblasenkarzinom 

sind daher erforderlich, liegen jedoch außerhalb des Rahmens dieser Untersuchung. 

Zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs) 

Zusammenfassend zeigen die Überlebenszeitanalysen sowohl für eine hohe Dichte 

der tumorinfiltrierenden CTLs als auch für einen geringen Abstand zwischen CTLs und 

Tumorzellen einen statistisch signifikanten Überlebensvorteil. Dies könnte das 

Resultat einer verbesserten antitumoralen adaptiven Immunreaktion sein und stimmt 

auch mit der Literatur überein. Bereits Fridmann et al. zeigten eine bessere Prognose 

bei Harnblasenkarzinomen und anderen Tumoren mit einer höheren CTL-Dichte im 

Tumorgewebe (132). Eine hohe Dichte CTLs im Harnblasenkarzinom könnte 

prognostisch günstig sein, da CTLs eine zentrale Rolle in der Immunüberwachung und 

der Tumorabwehr spielen. Diese Zellen erkennen und zerstören Tumorzellen durch 

die Freisetzung von Perforin und Granzyme, was zu einer direkten Tumorzelllyse führt 

(133). Darüber hinaus produzieren CTLs proinflammatorische Zytokine wie IFN-γ, die 

die Expression tumorantigener Strukturen verstärken und die Präsentation durch 

antigenpräsentierende Zellen verbessern (134). Eine hohe CTL-Dichte kann zudem 

ein Hinweis auf eine „heiße“ Tumormikroumgebung sein, die für 

Immuncheckpoint-Inhibitoren empfänglicher ist und mit einer besseren Ansprechrate 

auf immuntherapeutische Ansätze assoziiert wird. 

 

5.4 Die CTL-Infiltration und Verteilung 

Die räumliche Nähe zwischen CTL und Tumorzellen spielt eine entscheidende Rolle 

für die Effektivität der antitumoralen Immunantwort, da nur durch direkten 

Zell-Zell-Kontakt eine gezielte Zerstörung von Tumorzellen durch lytische Granula 

(z. B. Perforin, Granzym) erfolgen kann (135). Eine geringe Distanz zwischen CTL und 

Tumorzellen könnte daher als möglicher Surrogatmarker für eine funktionelle 

immunologische Synapse verstanden werden. Daher analysierten wir zusätzlich zur 

Dichte auch die räumliche Verteilung der CTL im Tumorgewebe. Sowohl für ICAM-1 

als auch für PD-L1 (CPS ≥ 1 und ≥ 10) kommen in den als positiv klassifizierten 
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Patienten signifikant mehr intratumorale CTL als in den negativen vor. Dies ist 

prinzipiell eine gute Voraussetzung für die Immuncheckpoint-Therapie, da die 

Effektorzellen der adaptiven Immunantwort bereits im Tumorgewebe vorhanden sind 

und dort unter anderem durch die Immuncheckpoints PD-1/PD-L1 gehemmt werden. 

Die stärkere PD-L1-Expression in immunologisch „heißen“ Tumoren ist Ausdruck der 

immunologischen Immunresistenz. Aktivierte CTL bewirken hierbei über die 

Freisetzung von Interferon-γ die PD-L1-Expression auf Tumorzellen. Über einen 

vergleichbaren Mechanismus kommt es auch zu einer entzündungsabhängigen 

Hochregulation von ICAM-1 auf den Tumorzellen (136).  

Die Analysen der Distanz zwischen den Effektorzellen der adaptiven Immunreaktion 

und den Tumorzellen ergaben in den PD-L1-positiven Tumoren (CPS ≥ 1 und ≥ 10) 

erwartungsgegmäß einen signifikant geringeren Abstand zwischen Tumorzellen und 

Immunzellen, was wir als Ausdruck einer aktiven Anti-Tumorimmunität bzw. der 

Ausbildung einer adaptiven Immunresistenz bewerten würden. Interessanterweise 

konnten wir diesen Zusammenhang nicht in ICAM-1-positiven Tumoren zeigen, 

möglicherweise weil die ICAM-1-Expression nicht nur durch Interferon-γ, sondern 

prinzipiell auch durch eine Vielzahl weiterer Faktoren induziert werden kann (137). 

Die Bildung von CTL-Clustern stellt einen weiteren potentiellen Marker für eine 

effektive Anti-Tumor-Immunität dar. Solche Cluster entstehen, wenn CTL in größerer 

Zahl lokal zusammenkommen, häufig an Stellen, an denen Tumorantigene exprimiert 

werden. Dies deutet auf eine gezielte, antigenspezifische Immunantwort hin. Innerhalb 

dieser Cluster können CTLs effektiver miteinander kommunizieren und höhere 

Konzentrationen von Zytokinen wie Interferon-γ freisetzen, was wiederum die 

Rekrutierung weiterer Immunzellen und die Aktivierung zusätzlicher antitumoraler 

Mechanismen unterstützt. Tatsächlich beobachteten wir in der dieser Arbeit eine 

signifikant gesteigerte CTL-Clusterbildung sowohl in PD-L1-positiven (CPS ≥ 1 und ≥ 

10) als auch in ICAM-1-positiven Tumoren. Dieser Befund unterstützt weiter den 

Zusammenhang zwischen einer bestehenden adaptiven Anti-Tumorantwort und der 

Expression von PD-L1 bzw. ICAM-1 und spricht somit für einen potentiellen prädiktiven 

Wert dieser Marker für eine erfolgreiche Immuncheckpoint-Therapie.  

Allerdings muss einschränkend erwähnt werden, dass sowohl eine geringe Distanz 

zwischen CTLs und Tumorzellen als auch die Bildung von CTL-Clustern allein keine 

Garantie für eine funktionelle antitumorale Immunantwort darstellen. CTLs können 

trotz räumlicher Nähe funktionell erschöpft oder durch immunhemmende 

Mechanismen in ihrer Wirkung eingeschränkt sein. Zudem können Moleküle wie 
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ICAM-1 neben immunstimulierenden auch tumorfördernde Funktionen übernehmen, 

beispielsweise durch Förderung der Zellmigration oder Metastasierung. 

 

5.5 Multivariate Analyse 

Die klinisch-pathologischen und immunhistochemischen Faktoren wurden zudem in 

einer multivariaten Analyse berücksichtigt, um ihre unabhängige prognostische 

Bedeutung für das Überleben der Patienten mit muskelinvasivem Harnblasenkarzinom 

zu überprüfen. Hierbei bestätigten sich einige der in der univariaten Analyse 

identifizierten Prognosefaktoren, während andere ihre Signifikanz verloren (vgl. Kapitel 

4.5).  

Das Ergebnis, dass ein höheres Alter mit einer schlechteren Prognose einhergeht (HR 

1,79), ist im Einklang mit früheren Studien, die gezeigt haben, dass ältere Patienten 

tendenziell schlechtere Überlebensraten aufweisen. Dies könnte auf altersbedingte 

Veränderungen des Immunsystems, eine verminderte Resilienz gegenüber Therapien 

oder eine kumulierte Belastung durch Komorbidität hinweisen (138). Das erhöhte 

Mortalitätsrisiko bei älteren Patienten unterstreicht die Notwendigkeit einer 

intensiveren Überwachung und möglicherweise angepasster Therapieansätze für 

diese Patientengruppe. 

Der positive Lymphknotenstatus (pN+) war ebenfalls mit einer schlechteren Prognose 

assoziiert (HR 1,67). Dies entspricht den Ergebnissen zahlreicher Studien, die den 

Nodalstatus als einen der wichtigsten prognostischen Marker in vielen 

Tumorerkrankungen identifiziert haben (139, 140). Ein positiver Lymphknotenstatus 

deutet auf eine fortgeschrittene Ausbreitung des Tumors hin und ist daher ein wichtiger 

Hinweis auf eine ungünstigere Prognose. Diese Ergebnisse betonen die Bedeutung 

einer gründlichen Lymphknotenbeurteilung bei der Beurteilung der Prognose. 

Auch ein fortgeschrittenes Tumorstadium (pT3/4) stellte sich in der multivariaten 

Analyse als unabhängiger Prognosefaktor dar und war mit einem erhöhten Risiko für 

ein schlechteres Überleben verbunden (HR 1,89). Dies entspricht der bekannten 

onkologischen Erkenntnis, dass ein höheres Tumorstadium in der Regel mit einer 

ungünstigeren Prognose einhergeht.  Tumoren in fortgeschrittenen Stadien zeigen 

eine höhere Tendenz zur Metastasierung und sprechen häufig schlechter auf 

therapeutische Maßnahmen an. 

Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung einer präzisen, stadiengerechten 

Klassifikation sowie die Notwendigkeit einer sorgfältigen und intensiven 
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Therapieplanung für Patienten mit fortgeschrittenem Tumorstadium oder positivem 

Lymphknotenstatus. 

In der univariaten Analyse zeigten eine niedrige CTL-Dichte sowie ein geringer 

Abstand zwischen CTLs und Tumorzellen einen signifikanten Einfluss auf das 

Überleben. Im multivariaten Modell verloren jedoch sowohl die CTL-Dichte als auch 

der Abstand zwischen den CTLs und den Tumorzellen ihre Signifikanz. Diese 

Beobachtung legt nahe, dass die prognostische Bedeutung dieser immunologischen 

Parameter nicht unabhängig von anderen, stärkeren klinisch-pathologischen Faktoren 

ist. Insbesondere Tumorstadium und Nodalstatus stellen etablierte Prognosefaktoren 

dar, die sowohl das biologische Verhalten des Tumors als auch seine 

Zusammensetzung maßgeblich beeinflussen können. Ein möglicher Erklärungsansatz 

besteht darin, dass fortgeschrittene Tumoren oft ein immununterdrückendes 

Mikromilieu aufweisen, das die Infiltration oder Funktion von CTLs hemmt (141). Somit 

könnten Tumorstadium und Lymphknotenstatus indirekt auch die immunologische 

Situation im Tumorgewebe widerspiegeln. In multivariaten Modellen, die diese 

Faktoren berücksichtigen, könnten immunologische Variablen wie CTL-Dichte oder 

Zellabstände daher ihre eigenständige prognostische Aussagekraft verlieren, weil ihr 

Effekt teilweise bereits durch die stärkeren klinischen Variablen erklärt wird. 

Interessanterweise zeigte sich in der multivariaten Analyse, dass die Anzahl der 

benachbarten CTLs (CTL-Cluster) weiterhin einen prognostischen Effekt aufweist 

(HR 0,67). Dieser Befund deutet darauf hin, dass nicht nur die reine Präsenz oder die 

Nähe einzelner CTLs zu Tumorzellen, sondern vielmehr deren organisierte Anordnung 

ein relevanter Indikator für eine effektive antitumorale Immunantwort sein könnte. 

Innerhalb solcher Cluster können CTLs intensiver miteinander interagieren, was 

möglicherweise eine effizientere Zell-Zell-Kommunikation und eine koordinierte 

Tumorzellabtötung begünstigen könnte. Zudem könnten Clusterbildung und damit 

verbundene hohe lokale CTL-Dichten ein Zeichen für eine antigenspezifische 

Immunreaktion sein, die weniger stark von immununterdrückenden Mechanismen 

beeinflusst wird und daher auch in Tumoren mit fortgeschrittenem Stadium ihre 

prognostische Relevanz behält. Somit könnten CTL-Cluster als robusterer 

immunologischer Marker diskutiert werden, der auch unabhängig von 

klinisch-pathologischen Parametern prognostische Aussagekraft besitzt. Dies 

unterstreicht die potenzielle Bedeutung komplexerer immunologischer Metriken, die 

über einfache quantitative Parameter hinausgehen, für die prognostische 



60 
 

Einschätzung und möglicherweise auch für die Prädiktion des Ansprechens auf 

Immuntherapien.  

 

5.6 Der Einfluss von ICAM-1 auf die ICI-Therapie 

Die beiden Studien IMvigor130 und KEYNOTE-361 zeigten, dass eine gewisse 

PD-L1-Expression notwendig ist, um die Überlebenszeit von Patientinnen und 

Patienten mit fortgeschrittenem Urothelkarzinom unter Immuntherapie zu verlängern 

(59, 60). Nichtsdestotrotz variieren die Ansprechraten der 

Immuncheckpoint-Inhibitoren sehr stark und liegen im Durchschnitt nur bei ca. 25 % 

(7). Eine verbesserte Vorhersage, welche Patientinnen und Patienten tatsächlich auf 

eine Immuntherapie ansprechen, könnte dazu beitragen, die Behandlung gezielter 

einzusetzen und unnötige Nebenwirkungen sowie Kosten zu vermeiden. Die 

grundlegende Hypothese dieser Studie war, dass für eine effektive adaptive Anti-

Tumorimmunität neben einer Infiltration von Effektorzellen in den Tumor die 

Expression von ICAM-1 auf Tumorzellen erforderlich ist. Nur durch die Ausbildung der 

ICAM-1-abhängigen immunologischen Synapse können die tumorinfiltrierenden CTLs 

tatsächlich Tumorzellen lysieren. Vor diesem Hintergrund könnte ICAM-1 als 

potenzieller, ergänzender prädiktiver Biomarker dienen, um Patientinnen und 

Patienten zu identifizieren, die besonders von einer Immuncheckpoint-Therapie 

profitieren könnten. 

Tatsächlich beobachteten wir, dass Patientinnen und Patienten mit ICAM-1-positiven 

Tumoren unter der Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren einen Überlebensvorteil 

aufwiesen. Um potenzielle Confounder bei der Analyse des Überlebens zu 

kontrollieren, haben wir durch Propensity Score Matching aus der Entdeckungskohorte 

eine virtuelle Kontrollgruppe geschaffen. Auf diese Weise konnten wir den Einfluss von 

Alter und ICAM-1-Expression berücksichtigen und einen prädiktiven von einem rein 

prognostischen Effekt der ICAM-1-Expression abgrenzen (vgl. Kapitel 4.7). 

Diese Ergebnisse liefern erste Hinweise, die unsere Hypothese stützen, dass ICAM-1 

eine relevante Rolle für die Effektivität der adaptiven Anti-Tumorimmunität spielen 

könnte. Der beobachtete Überlebensvorteil bei ICAM-1-positiven Tumoren spricht 

dafür, dass ICAM-1 möglicherweise die Interaktion zwischen Tumorzellen und CTLs 

erleichtert und somit eine effektivere Tumorzell-Lyse ermöglicht. Dies wäre konsistent 

mit der bekannten Funktion von ICAM-1 als Adhäsionsmolekül, das die Bildung der 
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immunologischen Synapse zwischen T-Zellen und ihren Zielzellen stabilisiert und die 

Signalübertragung für die Aktivierung und Effektorfunktion der CTLs unterstützt. 

Allerdings ist dieser klinische Befund kein direkter Beweis für die kausale Rolle von 

ICAM-1 bei der Tumorzell-Lyse. Der beobachtete Überlebensvorteil könnte auch 

andere Ursachen haben. Beispielsweise könnte die ICAM-1-Expression lediglich ein 

Surrogatmarker für eine insgesamt entzündlichere Tumormikroumgebung sein, die 

sowohl die Immunzellinfiltration als auch das Ansprechen auf 

Immuncheckpoint-Inhibitoren begünstigt. Zudem wird ICAM-1 nicht ausschließlich 

durch immunologische Faktoren wie Interferon-γ reguliert, sondern kann auch durch 

andere Einflüsse wie Hypoxie, Wachstumsfaktoren oder mechanischen Stress 

hochreguliert werden. Diese vielfältigen Regulationsmechanismen erschweren die 

Interpretation der ICAM-1-Expression als alleinigen funktionellen Marker für eine 

effektive antitumorale Immunantwort. 

 

5.7 Vergleich des prädiktiven Werts von ICAM-1 und PD-L1 

Der positive prädiktive Wert von PD-L1 zeigt sich in unserem untersuchten Kollektiv 

als signifikanter Indikator für das Ansprechen auf Immuncheckpoint-Therapien. 

PD-L1-positive Patientinnen und Patienten wiesen eine Ansprechrate von 41 % auf 

und stachen damit gegenüber den ICAM-1-positiven Fällen hervor, die lediglich eine 

Ansprechrate von 39 % zeigten. Diese Beobachtung legt nahe, dass PD-L1 ein 

zuverlässigerer Biomarker für die Vorhersage des Therapieansprechens ist als 

ICAM-1. 

Der negative prädiktive Wert von PD-L1 lag bei 81 %, was darauf hinweist, dass trotz 

fehlender PD-L1-Expression etwa 19 % der Patientinnen und Patienten in unserem 

Kollektiv dennoch von einer Immuncheckpoint-Therapie profitierten. Dies deutet 

darauf hin, dass zusätzliche PD-L1-unabhängige Signalwege an der Regulation der 

Immunantwort beteiligt sein könnten, was die in aktuellen Leitlinien verankerte 

PD-L1-unabhängige Zulassung von Immuncheckpoint-Inhibitoren unterstützt (21). 

Interessanterweise zeigte ICAM-1 einen negativen prädiktiven Wert von 100 %, was 

bedeutet, dass alle ICAM-1-negativen Patientinnen und Patienten keinen Nutzen aus 

der Immuncheckpoint-Inhibition gezogen haben. Allerdings war der exakte Fisher-Test 

für beide Biomarker aufgrund der geringen Fallzahl von nur 38 Patientinnen und 

Patienten statistisch nicht signifikant. Der negative prädiktive Wert von ICAM-1 sollte 
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daher vorläufig nur als Trend interpretiert werden, wenngleich der Befund in seiner 

Eindeutigkeit bemerkenswert erscheint. Eine Validierung dieser Ergebnisse in 

größeren Kohorten könnte ICAM-1 als potentiell effektiven Ausschlussmarker 

etablieren, was helfen könnte, Patientinnen und Patienten unnötige Therapien sowie 

damit verbundene Nebenwirkungen zu ersparen. Obwohl nur ein kleiner Prozentsatz 

des Gesamtkollektivs (ca. 11 %) ICAM-1-negativ war, könnte ein solcher Marker 

dennoch einen wichtigen Beitrag zu einer präziseren, patientenorientierten 

Therapiestrategie leisten und Überbehandlung vermeiden helfen. 
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7. Anhang 

 

Korrelationsanalysen nach Pearson 

 

  

Abbildung 24: Korrelationsanalyse nach Pearson, Korrelation des manuellen und digitalen Scorings. a: das 
unbehandelte Kollektiv, b: das behandelte Kollektiv. 
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