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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Tumorsuppressorgen p53

Die erste Beschreibung des zelluldren p53-Proteins erfolgte 1979. Entdeckt wurde dieses
Protein im Rahmen einer Forschungsarbeit an dem damals sehr populdren DNA-Tumorvirus
SV40, mit dessen T-Antigen es einen Komplex bildet (Lane und Crawford, 1979; Linzer und
Levine 1979). Weitere Studien wurden durchgefiihrt, die alle zu einem Ergebnis kamen: p53-
Protein befindet sich in geringen Mengen in normalen Zellen, wiahrend eine wesentlich hohere
Konzentration in SV40 transformierten Zellen und unterschiedlichen Tumorzellen
nachweisbar ist (DeLeo et al., 1979). Zu dieser Zeit wurde intensiv die Struktur und Funktion
von Onkogenen untersucht. Mittels Onkogen-DNA-Transfer konnten transformierende
Eigenschaften auf normale Zellen iibertragen werden. Diese transformierende Aktivitit wurde
bestimmten Genen zugeordnet, die bereits als Onkogene von RNA-Tumorviren bekannt
waren. Auf Grund der Anreicherung von p53-Protein in Tumorzellen und den damaligen
Forschungsarbeiten wurde postuliert, dass p53 ein Proto-Onkogen sei. Tatséchlich gelang die
Klonierung des Maus-p53-Gens (Oren und Levine, 1983) und verschiedene
Forschungseinrichtungen konnten die onkogenen Effekte des klonierten p53-Gens sowohl in
vitro als auch in vivo nachweisen (Eliyahu et al., 1984; Jenkins et al., 1984; Parada et al.,
1984).

Angezweifelt wurden die onkogenen Eigenschaften von p53, als ein muriner p53-Klon, p11-
4, in Transformations-Assays nicht mit dem ras-Onkogen kooperierte (Hinds et al., 1987). Es
handelte sich bei p11-4 um Wildtyp p53-cDNA (Hinds et al., 1989). Im Gegensatz dazu
enthielten die Zelllinien, von denen die frithen p53-cDNA-Klone stammten, in Wirklichkeit
ein mutiertes p53-Gen. Alle Versuche, die auf die onkogenen Eigenschaften von p53
hinwiesen, waren demnach mit mutierten Versionen dieses Gens durchgefiihrt worden.
Tatséchlich konnte nachgewiesen werden, dass Wildtyp p53 die transformierende Aktivitdt
einiger sehr potenter zelluldrer und viraler Onkogene verhindern kann (Eliyahu et al., 1989;
Finlay et al., 1989). Diese neueren Erkenntnisse konnten nicht mit der konventionellen
Meinung, dass p53 ein Onkogen sei, in Einklang gebracht werden. Man kam nach weiteren
Analysen zu der Uberzeugung, dass p53 deutliche Eigenschaften eines Tumorsuppressorgens

zeigt (Baker et al., 1989).
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Das p53-Gen liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 (17p13.1). Es kodiert ein 53 kD
grofes Protein aus 393 Aminosduren, das als Tetramer vorliegt. Das p53-Gen besteht aus 11
Exonen, von denen Exon 2 bis 11 translatiert werden. In den Exonen 1,4,5,7 und 8 befinden
sich fiinf konservierte Doménen. Diese Bereiche sind vom Krallenfrosch bis zum Menschen

nahezu identisch und sind fiir die Funktion des p53-Proteins essentiell (Baker, 1996).

Als Kernprotein ibernimmt p53 unter anderem die Aufgabe eines Transkriptionsfaktors und
bestimmt damit die Regulation bestimmter Zielgene. Das Protein kann in drei funktionelle
Abschnitte unterteilt werden: Die N-terminalen 42 Aminosduren haben
transkriptionsaktivierende Eigenschaften, die wesentlich fiir die Initiation der Transkription
der entsprechenden Zielgene verantwortlich sind (Fields und Jang, 1990). Die DNA-bindende
Region umfasst die Aminosduren 102 bis 292. In diesem Bereich liegen die
Erkennungssequenzen fiir die Zielgene, deren Transkription durch das p53-Protein reguliert
werden (Hupp et al., 1992; Wang et al., 1993). Uber diese zentrale Doméne kann p53
sequenzspezifisch DNA binden; sie besitzt aber auch eine 3"—5-Exonukleaseaktivitit

(Janus et al., 1999). Der dritte Abschnitt umfasst den C-terminalen Bereich des p53-Molekiils.
Auch diese Region beinhaltet mehrere funktionelle Doménen. Als bekannteste sei die
Oligomerisierungsdoméne genannt, die dafiir verantwortlich ist, dass p53 in der Zelle
hauptséchlich als Tetramer vorliegt. Weiterhin kann p53 {iber den duBlersten C-Terminus
nicht-sequenzspezifisch DNA binden und die Funktion des zentralen p53-Bereichs

kontrollieren (Hupp, 1999).

1992 beschrieb Lane p53 als ,,guardian of the genome®. Seit dieser Zeit wird die
Hauptfunktion des p53 in der Erhaltung der Stabilitdt der Erbinformation gesehen.
Verschiedene Insulte wie DNA-Schidden oder auch Sauerstoffmangel fiihren zu einer
Akkumulation von p53-Protein im Zellkern. Das p53-Protein kann dann einen Arrest in der
G1-Phase des Zellzyklus oder den programmierten Zelltod induzieren (Levine, 1995). Es wird
vermutet, dass das Ausmal} der Schdaden bestimmt, welcher dieser beiden Wege eingeschlagen
wird. Handelt es sich um einen reparablen Schaden im Erbgut, wiirde der Stopp in der G1-
Phase genutzt werden, die fehlerhafte DNA zu reparieren. Ist der Schaden allerdings groB,
wire die Apoptose der sicherere Weg zu vermeiden, dass sich eine Mutation im Genom
fixiert. Der wohl bekannteste molekulare Mechanismus ist die transkriptionelle Aktivierung

des 'wild-type p53-activated fragment'- (WAF-1) Gens durch p53. Das WAF-1-Gen ist in
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diesem Beispiel das durch p53 regulierten Zielgen, dessen Produkt p21 Kinasen hemmt, die
fiir die Progression des Zellzyklus wichtig sind (Janus et al., 1999).

In letzter Zeit werden p53 noch weitere Funktionen zugeschrieben, die als ,,dual role model*
in die Literatur eingegangen sind. Ging man frither davon aus, dass p53 in unbeschédigten
Zellen inaktiv ist, wird heute vermutet, dass p53 eine 3'—5 Exonukleaseaktivitit hat (Janus et
al., 1999). Exonukleasen sind eine Gruppe von Enzymen, die Nukleinsduren von den
Kettenenden her schrittweise hydrolytisch zu Mononukleotiden abbauen kénnen. Es wird
angenommen, dass p53 bei Auftreten endogener DNA-Schiden, z.B. Replikationsfehlern, als
Exonuklease aktiv an der DNA-Reparatur beteiligt ist, wohingegen DNA-Schéden, die durch
exogene Noxen ausgeldst werden, zur Aktivierung der Transkriptionsaktivitdt fiihren.

Auf weitere Aufgaben des p53-Gens und eine differenziertere Beschreibung der Abliufe soll
hier nicht niiher eingegangen werden. Eine aktuelle Ubersicht bietet die Zusammenfassung

von Janus et al. (1999).

Mutationen im p53-Gen sind die bei menschlichen Tumoren am héaufigsten nachweisbaren
Genveranderungen (Schlegel, 1994; Lane und Benchimol, 1990; Levine et al., 1991). Die
vorherrschenden Mutationen sind Punktmutationen (ca. 85%), die aus dem Austausch eines
Nukleotids bestehen. Seltener (ca. 10%) treten Deletionen oder Insertionen auf, die meist zu
einer Leserasterverschiebung innerhalb der kodierenden Region fithren (Levine et al., 1994).
Als Folge einer Deletion eines Teiles von Chromosom 17p kann auch ein p53-Allel verloren
gehen. Das auf dem unbeschéddigten Chromosom verbleibende Allel kodiert dann allein fiir
das p53-Protein. Meist ist das noch verbleibende Allel mutiert, so dass die Zelle kein
funktionstiichtiges p53-Protein mehr hervorbringen kann. Der Verlust eines Allels wird LOH
(loss of heterozygosity) genannt. Aber auch Mutationen in einem Allel bei erhaltenem
zweiten Wildtyp-Allel konnen eine transformierende Wirkung haben. Das mutante Protein ist
zwar nicht mehr funktionsfahig, vermag jedoch hiufig mit dem Wildtyp p53-Protein einen
Komplex einzugehen. Einige Mutationen haben eine dominant aktivierende onkogene
Wirkung, die zu einem fast vollstindigen Funktionsausfall des Wildtyp p53-Proteins in der
Zelle fiihrt (Schlegel, 1994).

Onkogene konnen ebenfalls p53-Protein an der Ausiibung seiner Funktion hindern. Ein
derartiges Onkogenprodukt ist mdm-2. Dieses Protein kann eine Bindung mit p53 eingehen,
die zwei Konsequenzen hat: zum einen kann p53 nicht mehr als Transkriptionsfaktor dienen
und zum anderen wird p53 schneller abgebaut. mdm-2 verhélt sich also zu p53 antagonistisch

(Oren and Rotter, 1999).
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Neben den hiufigeren somatischen p5S3-Mutationen kommen auch hereditire p53-
Verdnderungen vor (Malkin et al., 1990). Die betroffenen Familien leiden unter dem seltenen
Li-Fraumeni-Syndrom, das mit einer erhdhten Inzidenz von Mammakarzinomen,

Osteosarkomen, Weichteilsarkomen, Gehhirntumoren und Leukdmien einhergeht.

Bis zum heutigen Zeitpunkt wird die prognostische Bedeutung von p53 kontrovers diskutiert.
Einerseits scheint eine Mutation im p53-Gen fiir verschiedene Tumoren ein ungiinstiger
prognostischer Faktor zu sein. Es wird diesbeziiglich ein Zusammenhang sowohl zwischen
dem Ansprechen als auch einer Resistenzentwicklung auf eine Chemotherapie und dem p53-
Status eines Tumors diskutiert (Lowe et al., 1993; Petty et al., 1994). Weiterhin ist beobachtet
worden, dass die intakte Funktion des p53-Gens positiv mit der Radiosensitivitdt einiger
Tumoren korreliert (Girod et al., 1998). Eine aktuelle Ubersicht zu dem Thema p53 und
Strahlenempfindlichkeit bietet der Artikel von Dahm-Daphi (2000). Enthalten Tumoren
Wildtyp p53, erscheint das Ansprechen auf eine Therapie besser und die 5-
Jahresiiberlebensrate hoher zu sein. Wahrscheinlich aktiviert eine Bestrahlung oder eine
andersartige Schidigung der DNA der Tumorzellen das Wildtyp p53-Protein, das darauthin
die Apoptose einleitet (Levine, 1995). Hinzu kommt, dass eine Therapie, die Zellen, die ein
mutiertes pS3-Gen aufweisen, nicht zerstort, einen Selektionsvorteil fiir diese zur Folge hitte.
Eine lokales Rezidiv oder eine Metastase wiirden wesentlich mehr p53 defiziente Zellen
beinhalten als der urspriingliche Primartumor.

Andererseits sind auch Studien verdffentlicht worden, in denen z.B. Blasentumoren mit p53-
Mutationen besser auf Chemotherapeutika angesprochen haben (Cote et al., 1997). Wéhrend
p53 einerseits als wichtigster Indikator fiir eine unglinstige Prognose beim Mammakarzinom
gesehen wird, gibt es aber auch Studien, die die prognostische Bedeutung von p53 in Frage

stellen (Pietildinen et al., 1995; Rozan et al., 1998; Brachmann et al.,1993).

In den westlichen Industrieldndern ist das Mammakarzinom die hdufigste Tumorerkrankung

der Frau. Jede 10. Frau erkrankt im Laufe ihres Lebens. Die Inzidenz des Mammakarzinoms

steigt kontinuierlich mit dem Alter. Es bestehen regionale Unterschiede; so ist Brustkrebs z.B.

in Skandinavien héufiger als in Japan. Die Beurteilung der 5-Jahresiiberlebensrate ist im
Gegensatz zu anderen Krebserkrankungen besonders kritisch, da noch nach 10 bis 15 Jahren
eine Metastasenentwicklung moglich ist ( tumor dormancy). In 60-70% der Falle muss schon
bei Diagnosestellung mit einer nicht nachweisbaren Metastasierung tiber den lokoregionalen

Bereich hinaus gerechnet werden. Die Prognose quod vitam wird durch diese Metastasierung
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bestimmt. Als wichtigste Risikofaktoren gelten eine positive Familienanamnese,
Kinderlosigkeit, frithe Menarche und spdte Menopause (Martius et al., 1996).

Am ausfiihrlichsten ist p53 beim Mammakarzinom untersucht worden. Alterationen des p53
werden sehr hédufig in spontanen Karzinomen der Brustdriise gefunden. Einige Studien
konnten eine positive Korrelation zwischen p53-Mutationen und negativem
Ostrogenrezeptorstatus, negativer Progesteronrezeptorexpression oder positivem EGFR-
Status (epidermal growth factor receptor) eruieren. Tumoren mit einem prognostisch
giinstigem Grade wiesen seltener p53-Mutationen auf ( Ozbun und Butel, 1995). p53-
Mutationen scheinen fiir Therapieversagen, Tumorrezidive und Tod mitverantwortlich zu sein

( Kovach et al., 1996; Clahsen et al., 1998).

1.2 Erlauterung der ausgewihlten Methoden und der Studie

1.2.1 Immunhistochemie

Fiir den immunhistochemischen Nachweis des p53-Proteins stehen verschiedene p53-
Antikorper zur Verfligung, die an Paraffinmaterial einsetzt werden konnen. Das Wildtyp p53-
Protein hat in einer normalen Zelle eine nur kurze Halbwertszeit (5 bis maximal 45 Minuten)
und ist deshalb einer immunhistochemischen Erkennung meist nicht zugénglich (Shaulsky et
al., 1990). Eine immunhistochemische Detektion erfordert eine Akkumulation des p53-
Proteins, die meist Folge einer Genmutation ist (Schlegel 1994). Aber auch die Bindung
einiger viraler Proteine an das p53-Protein konnen ein positives Ergebnis der
Immunhistochemie bewirken (Thorlacius et al., 1995).

Bedingt durch die unterschiedlichen Spezifititen und auch Sensitivititen der zur Verfiigung
stehenden Antikorper sind die Ergebnisse immunhistochemischer Untersuchungen in

Abhingigkeit von der Wahl der Antikorper und der Methodik zu interpretieren.

1.2.2 LOH-Detektion

Der Verlust von Heterozygotie (LOH) ist typisch fiir Tumorsuppressorgene wie p53. Durch
paarweises Durchmustern von Normalgewebe und Tumorproben eines Patienten auf einen
spezifischen Marker, kann ein LOH im oder in der Ndhe des untersuchten Gens entdeckt
werden. Durch den Einsatz von mehreren solcher Marker kann der Umfang eines LOHs

abgeschitzt werden. Voraussetzung fiir die LOH-Detektion ist, dass der Patient im
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Normalgewebe heterozygot fiir einen bestimmten Marker ist. Weist das Tumorgewebe nur
noch eine Homozygotie auf, liegt ein LOH vor. Ist hingegen das Normalgewebe des Patienten
homozygot fiir einen bestimmten Marker, liefert das Verfahren keine Information {iber einen
Allelverlust im Tumor. Um den Anteil dieser uninformativen Proben zu verringern, konnen
Marker fiir polymorphe Mikrosatelliten verwendet werden. Mikrosatelliten sind repetetive

DNA-Sequenzen, die im gesamten Genom verteilt sind (Louis et al., 1992).

1.2.3 German Breast-Cancer Study Group-Studien

Die Untersuchungen wurden an Proben aus den multizentrischen Therapiestudien 2 und 3 der
German Breast-Cancer Study Group durchgefiihrt. 1984 begannen diese beiden
Therapiestudien, um bei nodalpositiven Mammakarzinompatientinnen verschiedene adjuvante
Therapieformen zu vergleichen. Zwischen 1984 und 1989 wurden 1048 Patientinnen aus 63
verschiedenen Kliniken den Studien zugefiihrt. Alle Patientinnen wiesen bei Studieneintritt
keine Metastasierung auf. Die Primdroperation war eine modifizierte radikale Mastektomie
nach Patey mit axilldrer en bloc Lymphknotendissektion. AnschlieBend folgten 3 oder 6
Zyklen CMF (500 mg/m* Cyclophosphamid, 40 mg/m* Methotrexat, 600 mg/m*
Flourouracil). Die Chemotherapie wurde an Tag eins und acht eines vier Wochen Turnus
intravends gegeben. Einige Patientinnen erhielten zusétzlich 30 mg Tamoxifen {iber zwei
Jahre oder eine Radiotherapie. Die Radiotherapie wurde zwischen dem zweiten und dritten
Zyklus CMF verabreicht. Bestrahlt wurden der Brustkorb, die parasternalen und
supraclaviculdren Lymphknoten und die Axilla. Die totale Dosis betrug 44 Gy. Als
prognostische Standardfaktoren wurden Patientinnenalter, Menopausenstatus, Anzahl der
positiven Lymphknoten, TumorgrdBe, Grade nach Bloom und Richardson, Ostrogen- und
Progesteronrezeptorstatus festgelegt. Zur Bestimmung des Lymphknotenstatus wurden
mindestens sechs Lymphknoten histopathologisch begutachtet. Fiir die
Hormonrezeptoranalyse wurde Tumorgewebe direkt nach der Exzision auf Eis gelegt, von
nicht tumordsen Anteilen gereinigt und auf Trockeneis tiefgefroren. AnschlieBend wurden
die Proben bei -80°C gelagert. Innerhalb der nichsten zwei Wochen wurde die
Hormonrezeptorstatus mittels Mehrpunkt-Dextran-Kohle-Methode bestimmt (Struse et al.,
2000). Die Qualititskontrolle erfolgte zentral durch das Institut fiir Onkologische Chemie der

Heinrich-Heine-Universitiat Diisseldorf.
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1.3 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wird die Bedeutung von p53 fiir das Mammakarzinom untersucht.

Es sollten folgende Fragen beantwortet werden:

Welche prognostische Relevanz hat der immunhistochemische p53 Status?

Wie verhalten sich die Standardfaktoren in dem untersuchten Patientenkollektiv?
Hat ein LOH im p53 Gen eine Auswirkung auf das Uberleben der Patientinnen?
Besteht eine Korrelation zwischen positiven immunhistochemischen p53 Status und

LOH?
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Abkiirzungen und Symbole

AK Antikorper

aqua dest. Destilliertes Wasser

BSA Rinderserumalbumin

bp Basenpaare

CMF Cyclophosphamid, Methotrexat, Fluorouracil
DAB Diaminobenzidin

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxyribonukleotid-Triphosphat

EtOH Ethanol

Gy Gray

HE Héamatoxylin-Eosin

HRP Horse-raddish-peroxidase

PBS phosphate-buffered saline

PCR Polymerase-Kettenverlingerungs-Reaktion
RAD Radiotherapie

RR Relatives Risiko

RT Raumtemperatur

TAM Tamoxifen

Tris Tris (hydroxymethyl)-aminomethan

u unit (Enzymeinheit)
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2.2 Probenmaterial

Der immunhistochemische Nachweis des p53-Proteins erfolgte an 174 Proben und 79 Proben
konnten auf ein LOH untersucht werden. Die Einschrankung auf das Teilkollektiv beruhte
darauf, dass dem Institut fiir Onkologische Chemie nur von einem Teil der Patientinnen
geeignete Paraffinblocke fiir die jeweilige Untersuchung zur Verfiigung standen. Das
Probenmaterial wurde in den jeweiligen Kliniken, in denen die Patientinnen operiert worden
waren, mit unterschiedlichen Methoden in Paraffin fixiert. AnschlieBend wurden die Proben
sieben bis 14 Jahre gelagert, bevor sie untersucht wurden. Die jiingste Patientin war 27 Jahre,
die dlteste Patientin 79 Jahre alt. Im Mittel lag das Alter der untersuchten Patientinnen bei 55
Jahren. Die mediane Nachbeobachtung beziiglich des rezidivfreien Uberlebens betrug neun
Jahre; die mediane Nachbeobachtung beziiglich des Gesamtiiberlebens betrug zehn Jahre.
Rezidivfreies Uberleben wurde definiert als Zeit zwischen Mastektomie und erstem Riickfall
(lokoregionidres Rezidiv, Fernmetastasen, kontralateraler Zweittumor, Tod ohne vorherigen
Riickfall). Die Gesamtiiberlebenszeit wurde vom Zeitpunkt der Mastektomie bis zum Tod der
Patientin bestimmt. In dem Kollektiv von 174 Patientinnen wurden 108 Ereignisse beziiglich

des rezidivfreien Uberlebens und 97 Ereignisse beziiglich des Gesamtiiberlebens gezihlt.

2.3 Immunhistochemischer Nachweis des p5S3-Proteins

Zum immunhistochemischen Nachweis des p53-Proteins am Paraffinmaterial wurde der
monoklonale Anti-Antikdrper DO-1 der Firma Dianova (Hamburg/ Deutschland) verwendet.
DOI1 bindet die Aminosduren 1 bis 45 des p53-Proteins (Jacquemier et al., 1994).

5 um Paraffinschnitte wurden auf einem Super Frost Objekttriger ( Menzel/ Braunschweig /
Deutschland) bei 37°C iiber Nacht getrocknet.

Nach 20-mintitiger Inkubation bei 70°C wurden die Objekttriger entparaffinisiert:

Xylol 4 mal 5 min
100% Aceton 2 mal 5 min
70% Aceton 2 mal 5 min
40% Aceton 2 mal 5 min
aqua dest. 2 mal 5 min

Die Epitopendemaskierung der Paraffinschnitte in der Mikrowelle erfolgte in einer Schale in
400 ml 0,01 M Na-Citrat pH 6,0. Der erste Durchgang dauerte 10 min, die weiteren vier je 5
min. Nach jedem Zyklus wurde der Fliissigkeitsspiegel mit 50 ml aqua dest. aufgefiillt.



2. Material und Methoden -11-

AnschlieBend wurden die Préparate 30 min bei RT inkubiert und 2 mal fiir 5 min in PBS
getaucht.
Um unspezifische Reaktionen zu verhindern, wurden folgende Schritte durchgefiihrt:

e Blocken der endogenen Peroxidase mit 0,3% H»O,/ aqua dest. bei RT fiir 15 min

e FEinstellen der Préparate in PBS je 2 mal fiir 5 min

¢ Blocken von unspezifischen Bindungsstellen mit 100pul Humanserum bei RT fiir 5 min
Uber Nacht wurden die Priparate mit je 100 pl Primérantikdrper p53 DO-1 (Maus) in einer
Verdiinnung von 1:100 in PBS in einer feuchten Kammer bei 4°C inkubiert. Am nichsten Tag
wurden sie 2 mal fiir 5 min in PBS getaucht.
Die Inkubation mit dem biotinylierten Briickenantikorper erfolgte bei RT fiir 30 min.
Dazu wurde je 100 ul E 413 (Dako/ Hamburg/ Deutschland) Kaninchen anti Maus F(ab")2 in
einer Verdiinnung 1:350 in 2,5% BSA/Tris in einer feuchten Kammer verwendet.
Anschliefend wurden die Préparate 2 mal fiir 5 min in PBS gestellt.
Die Schnitte wurden dann fiir 30 min bei RT mit 100 pl StreptAvidin-Biotin-Komplex-HRP-
konjugiert (Dako/ Hamburg/ Deutschland) inkubiert. Die Anwendung erfolgte nach den
Anweisungen des Herstellers. AnschlieBend wurden die Praparate nochmals je 2 mal fiir 5
min in PBS getaucht.
Die Farbung erfolgte mit DAB. Zur Verstirkung der Farbintensitit wurden zu 5 ml 0,05 M
Tris-HCI pH 7,6 einige Spritzer Kobaltchlorid gegeben und darin die DAB Tablette gelost.
Die fertige Farbelosung wurde durch einen Filter direkt auf den Schnitt getropft und bei RT
fiir 10 min inkubiert. Darauthin wurden die Priparate 3 mal fiir I min mit aqua dest. gespiilt.
Die Gegenfarbung mit Ethylgriin wurde wie folgt durchgefiihrt:

e FEinstellen der Schnitte in Acetatpuffer 1:10 pH 4,0 bei RT fiir 10 min

e Firben der Schnitte in 1% Ethylgriin in Acetatpuffer 1:10 pH 4,0 bei RT fiir 10 min

e Spiilen in aqua dest. je 3 mal fiir 1 min

e Dehydrieren der Schnitte in Butanol je 3 mal fiir I min

e FEinstellen der Schnitte in Xylol je 3 mal fiir I min

e Findecken der Schnitte mit Entellan

BSA/ Tris fiir die AK-Verdiinnung:
0,1 M Tris pH 7,4 mit HCI eingestellt
0,9 % NaCl
2,5 % BSA (Sigma/ Deisenhofen/ Deutschland)
0,1 % Na-Azid
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Die geféarbten Schnitte wurden lichtmikroskopisch beurteilt. Fiir die semiquantitative
Bewertung der Farbungsintensitit und des prozentualen Anteils gefarbter Zellkerne wurde ein
immunreaktiver Score verwendet:

Histoscore = Farbungsintensitit x Anzahl der positiven Zellen in %.

Die Farbungsintensitit wurde wie folgt definiert:

1 | Schwach

2 | Mittel-schwach
3 | Mittel

4 | Mittel-stark

5 | Stark

Somit ergibt sich aus dem Produkt von Farbungsintensitit und Anteil positiver Zellen fiir jede
Untersuchung ein Histoscore von 0 bis 500. Von der Haar (2000) bestétigte den Vorteil dieses
Scoring-Systems gegeniiber den primér erhobenen Kategorien ,,Farbungsintensitdt™ und
,»ZAnteil der positiven Zellen. Seine Untersuchungen zeigen, dass keine Redundanz zwischen
der Firbungsintensitit und dem Anteil positiver Zellen vorliegt. Die Ahnlichkeit des
histochemischen Scores zu den beiden primér erhobenen Kategorien ist hoher als die
Ahnlichkeit beider untereinander, so dass der histochemische Score das hdchste

Korrelationsniveau besitzt.

Es wurden zwei Unterteilungen der Ergebnisse vorgenommen:

Histocore Ergebnis

0 bis 179 Negativ

180 bis 500 | Positiv

Diese Unterteilung greift auf eine Schwellenwertbestimmung durch Prof. Bojar, Institut fiir
Onkologische Chemie der Universitét Diisseldorf, zuriick, die aus ca. 500 prospektiv
analysierten Proben einen Score von 180 als diejenige Schwelle identifizierte, die
Patientengruppen mit einer schlechten und guten Prognose am besten voneinander
differenzieren kann. Von der Haar (2000) iiberpriifte diesen Schwellenwert hinsichtlich seiner
Validitit an einem 1399 Patientinnen umfassenden Kollektiv. Mittels Uberlebenskurven nach

Kaplan-Meier wurden unterschiedliche Schwellenwerte untersucht. Die Scorewerte 100, 180
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und 300 erreichten als Schwellenwerte die hochste Signifikanz (p<0,0001) beziiglich des
Einflusses der p53-Uberexpression auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit. Eine Definition des

Schwellenwertes bei 300 ist aber aufgrund der geringen Gruppenstérke nicht sinnvoll.

Und

Histoscore | Ergebnis

0 bis 74 Gruppe 1

75bis 179 | Gruppe 2

180 bis 500 | Gruppe 3

Diese Einteilung erfolgte, um das Patientenkollektiv mit einem Histoscore zwischen 75 und
179 abzugrenzen und gegebenenfalls Unterschiede auf die Prognose beschreiben zu konnen.
Die Einflihrung einer zusétzlichen, mittleren Risikogruppe sollte einen geringeren
Informationsverlust zur Folge haben, als die dichotome Trennung zwischen normaler und

pathologischer p53-Expression.

2.4 LOH-Analyse
2.4.1 DNA-Gewinnung

Herstellung der Gewebeschnitte

Die Paraffinblocke wurden vor dem Schneiden zwei Stunden in einem Gefrierfach
vorgekiihlt. Von dem in Paraffin eingebetteten Material wurden mit Hilfe eines Mikrotoms

5 wm Schnitte angefertigt. AnschlieBend wurden die Schnitte auf einem 40°C warmen
Wasserbad zum Glétten abgelegt und auf einen Objekttrager gezogen. Zum Trocknen wurden
die Objekttriger in einen Brutschrank gebracht, in dem sie bei 37°C {iber Nacht verblieben.
Es wurden jeweils eine HE-Féarbung, zweie Eosin-Fiarbungen und ein immunhistochemischer

Nachweis des p53-Proteins durchgefiihrt.
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Farbung

Die HE-Farbung:
Xylol 2 mal 90 sec
100% EtOH 2 mal 90 sec
96% EtOH 2 mal 90 sec
70% EtOH 2 mal 90 sec
aqua dest. 2 mal 90 sec
Hamatoxylin 1 mal 60 sec
mit Leitungswasser 10 min spiilen
Eosin I mal 10 sec
70% EtOH 2 mal 90 sec
96% EtOH 2 mal 90 sec
100% EtOH 2 mal 90 sec

Eindecken mit Entellan

Die fiir die DNA-Extraktion vorgesehenen Schnitte wurden mit Eosin wie folgt gefarbt:
Xylol 2 mal 90 sec
100% EtOH 2 mal 90 sec
96% EtOH 2 mal 90 sec
70% EtOH 2 mal 90 sec
aqua dest. 2 mal 90 sec
Eosin I mal 10 sec
70% EtOH 2 mal 90 sec
96% EtOH 2 mal 90 sec
100% EtOH 2 mal 90 sec

Zur Differenzierung zwischen dem Karzinom und dem umgebenden gesundem Gewebe
wurden die HE-gefdarbten Schnitte herangezogen. Die unterschiedlichen Areale wurden nach
mikroskopischer Auswertung markiert.

Die Eosinfarbung wurde an Proben aus der gleichen Schnittserie durchgefiihrt. So konnte
durch den Vergleich des markierten HE-Schnittes mit dem Eosin-gefarbten Schnitt eine

Zuordnung der karzinomatdsen und normalen Areale erfolgen.
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Isolierung relevanter Areale

Die HE-Schnitte wurden nochmals mit den Eosin-gefarbten Schnitten unter dem Mikroskop
verglichen. Dann wurde von einem Eosinschnitt das Normalgewebe abgetragen. Von dem
zweiten Eosinschnitt aus der gleichen Serie wurde das Tumormaterial gewonnen. Das

Abkratzen dieser Areale von den Objekttrigern erfolgte unter mikroskopischer Kontrolle. Als

Hilfsmittel dienten Filtertips der Firma Greiner (Solingen/ Deutschland) und eine Saugpumpe.

Ein Filtertip wurde an die Saugpumpe angeschlossen und das gewiinschte Material unter Sog
abgetragen. Anschliefend wurde der vordere Teil des Filtertips in ein Eppendorfgefal3
iberfiihrt.

Lyse des Materials

Die gewonnenen Proben wurden in 70 pul 10 mM Tris-HCI (pH 8) und 50 pg/ml Proteinase K
iberfiihrt. Die Inkubation erfolgte nach Mischen bei 55°C in einem Schiittelwasserbad iiber
Nacht. Anschlieend wurden die Proben 5 min zentrifugiert und die Proteinase K durch 10-
mintitiges Erhitzen auf 95°C inaktiviert.

Diese Losung wurde direkt flir einen PCR-Ansatz verwendet oder bei —20°C gelagert.

Es wurden jeweils zwei Negativkontrollen ohne DNA mitgefiihrt.

24.2 PCR

Mit Hilfe der PCR wurden spezifische DNA-Fragmente amplifiziert.

Dazu wurden folgende Ansétze pipettiert:

0,125 pul Tag-Polymerase (4 units/ul)
2,5 ul 10xPuffer

0,5 ul Primer sense (20 uM)

0,5 ul Primer antisense (20 uM)
0,5 ul dNTP (je 10 mM)

5ul Q-Solution

1 bis 3 ul DNA

ad 25 pl aqua dest.

Alle verwendeten Reagenzien, auler den eingesetzten Primern, stammen aus dem Taq DNA

Polymerase Kit der Firma Qiagen (Hilden/ Deutschland).

- 15 -
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Folgende Zyklen wurden fiir beide Primerpaare zur Amplifizierung genutzt:

1 Zyklus 35 Zyklen 1 Zyklus

3 min 94°C 45 sec 94°C; 60 sec 58°C; 90 sec 72°C 60 min 72°C

Alle Reaktionen liefen in einem Thermocycler PCR-2400 und PCR-9600 der Firma Perkin-
Elmer (Weiterstadt/ Deutschland).

Jede PCR Reaktion wurde durch eine bekannte Positivkontrolle und eine Leerprobe ergénzt.
Fiir die Positivkontrolle wurden unterschiedliche Plattenepithel-Karzinom-Zelllinien von
Kopf-Hals-Tumoren eingesetzt: UM-SCC 10A und 14A. Die DNA der Zelllinien wurde
freundlicherweise von Prof. Dr. Bier, HNO-Klinik der Medizinischen Einrichtungen der
Universitét Diisseldorf zur Verfligung gestellt. Die Zelllinien UM-SCC 10A und 14A wurden
von TE Carey, Universitit Michigan, Ann Arbor, USA etabliert. Die Leerprobe bestand aus
dem jeweiligem PCR Ansatz ohne DNA.

2.4.3 Primer

-16 -

Fragment Lokus Sequenz Léange des Fragments

HexGCCTGGGCAATAAGAGCTGA

Alurep Intron 1 von p53 112 bis 137 bp
TGCACTGACAAAACATCCCC
FamCAGGTTCTGTCATAGGACTA

Mfd41 D17S261 157 bis 171 bp
TTCTGGACCTACTCCTGA

Der Alurep Primer wurde mit dem Computerprogramm Primer05 (Daly et al., 1991) erstellt.
Die Alu-Sequenz liegt im ersten Intron von p53 auf Position 8703 der EMBL accession no.
X54156 (Chumakov et al., 1991). Der Mfd41 Primer wurde Weber et al. (1990) entnommen.
Um die Anzahl der nicht informativen Fille moglichst gering zu halten, wurden Primer fiir
polymorphe Mikrosatelliten gewahlt, die eine hohe Heterozygotenhédufigkeit in der

Bevolkerung haben.
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Mfd41: Heterozygotenhiufigkeit = 0.44
Allel (bp) Hiufigkeit
171 0.01

165 0.01

163 0.04

161 0.10

159 0.71

157 0.13

(Weber et al., 1990)

Alurep: Heterozygotenhiufigkeit = 0.68
Allel (bp) Hiufigkeit
140 0.02

130 0.04

125 0.22

120 0.46

115 0.20

105 0.06

(Futreal et al., 1991)

2.4.4 Semiautomatische DNA Fragmentlingenanalyse

Je 1 pl der PCR-Produkte wurden mit 10 pl Formamid und 0,5 pl des Léangenstandards
Genescan-500 Tamra (ABI/ Weiterstadt/ Deutschland) gemischt. Danach wurde dieser Ansatz
fiir 3 min bei 94°C erhitzt und unverziiglich auf Eis gestellt.

Zur semiautomatischen Fragmentldngenanalyse wurde ein 310 Genetic Analyser (ABI/
Weiterstadt/ Deutschland) und die Genescan Analysis Software 2.1 genutzt. Die
Elektrophorese wurde fiir 24 min bei 60°C durchgefiihrt. Als Polymer wurde POP 4 (ABI/
Weiterstadt/ Deutschland) verwendet und das Modul GS STR POP 4 eingestellt.

Als LOH wurde ein Peakverlust im Tumorgewebe von > 60% des Ausgangswertes im

Normalgewebe definiert (Niederacher et al., 1997).
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2.5 Statistische Methoden

Die rezidivfreien und absoluten Uberlebenszeiten wurden nach der Kaplan-Meier-Methode
geschitzt. Das Coxsche Regressionsmodell wurde fiir die uni- und multivariaten Analysen des
Einflusses der prognostischen Standardfaktoren auf die rezidivfreie und Gesamtiiberlebenszeit
verwendet. Das relative Risiko wurde mit dem 95%-Konfidenzintervall geschétzt. Das
Signifikanzniveau wurde bei 5% festgelegt.

Die statistische Analyse wurde von Frau Dr. C. Schmoor am Institut fiir Medizinische
Biometrie und Informatik der Albert-Ludwigs-Universitét in Freiburg (Direktor des Instituts:
Prof. Dr. M. Schumacher) durchgefiihrt. Die selbst erhobenen Untersuchungsergebnisse
wurden dem Institut zugeleitet und dort der Zusammenhang mit den

Standardprognosefaktoren und den Zielkriterien analysiert.
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3 Ergebnisse

Von den 223 Paraffinblocken, die dem Institut fiir Onkologischen Chemie zum Zeitpunkt der
Untersuchung vorlagen, konnten 192 Proben untersucht werden. Zum groften Teil lag diese
Einschridnkung an der Tatsache, dass nicht mehr geniigend Gewebe in den Paraffinblocken
vorhanden war, da die Proben vorher fiir andere Untersuchungen verwendet worden waren.
Die 192 verwendeten Proben fiihrten zu 174 Ergebnissen (90%) fiir die immunhistochemische
Untersuchung. Die untersuchten Proben stammten aus 25 verschiedenen Kliniken. Nicht
verwertbare Untersuchungsergebnisse hiuften sich bei Proben aus bestimmten Kliniken. So
ergab die immunhistochemische Untersuchung einer Klinik z.B. sieben unsichere Ergebnisse
aus 23 Proben (31%). Die 23 Proben einer anderen Klinik waren im Gegensatz dazu zu 100%
aussagekriftig.

Fiir die LOH-Untersuchung konnten nur 79 Ergebnisse erhoben werden. Dies lag zum einem
daran, dass neben dem Tumorgewebe zusitzlich ausreichend Normalgewebe zur Verfiigung
stehen musste; zum anderen musste sich das Normalgewebe gut isolieren lassen, um eine
Kontamination mit Tumorzellen zu verhindern. 92 Proben erfiillten diese Voraussetzungen.
Bei den restlichen 100 Proben war zum groften Teil kein Normalgewebe isolierbar oder die
Zellmenge war zu gering. Weitere 13 Proben lieferten kein reproduzierbares oder eindeutiges
Ergebnis in der LOH-Analyse. Auch hier ergaben sich Unterschiede beziiglich der
Klinikherkunft der Proben. Bei einer Klinik waren z.B. nur 50% der LOH-Untersuchung
aussagekriftig, wihrend Proben aus anderen Kliniken eine deutlich hohere Ausbeute an
verwertbaren Ergebnissen lieferten.

Die jiingste Patientin war 27 Jahre, die &lteste Patientin 79 Jahre alt. Im Mittel lag das Alter
der untersuchten Patientinnen bei 55 Jahren. Die mediane Nachbeobachtung beziiglich des
rezidivfreien Uberlebens betrug neun Jahre; die mediane Nachbeobachtung beziiglich des
Gesamtiiberlebens betrug zehn Jahre. In dem Kollektiv von 174 Patientinnen wurden 108
Ereignisse beziiglich des rezidivfreien Uberlebens und 97 Ereignisse beziiglich des

Gesamtiiberlebens registriert.

3.1 Immunhistochemische Untersuchungsergebnisse

174 Patienten wurden immunhistochemisch beziiglich ihres p53-Status untersucht. p53
negativ entspricht einem Histoscore von 0 bis 179, wéhrend ein Histoscore von 180 bis 500

als p53 positiv definiert wurde. 32 (18%) der analysierten Gewebeproben waren p53 positiv.

-19-
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Die Abbildungen 1 und 2 zeigen beispielhaft lichtmikroskopische Bilder p53 positiver

Préaparate. Tabelle 1 beschreibt das Patientinnenkollektiv.

Abbildung 1: Immunhistochemischer Nachweis einer p53 Uberexpression mit dem

monoklonalen Antikdrper DO-1 in einem Mammakarzinom (20-fache Vergréferung).

Abbildung 2: Immunhistochemischer Nachweis einer p53 Uberexpression mit dem

monoklonalen Antikdrper DO-1 in einem Mammakarzinom (20-fache Vergroferung).
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Tabelle 1: Beschreibung des Patientinnenkollektivs und des Verhiltnisses zwischen

Immunhistochemie fiir p5S3 und den prognostischen Standardfaktoren bzw. c-erB-2.

Faktor P53 negativ p53 positiv Total
(n=142) (n=32) (n=174)
Studie 2 69 (49%) 12 (38%) 81 (47%)
3 73 (51%) 20 (63%) 93 (53%)
Therapieschema 3xCMF 21 (15%) 2 (6%) 23 (13%)
6xCMF 65 (46%) 14 (44%) 79 (45%)
3xCMF+TAM 14 (10%) 4 (13%) 18 (10%)
6xCMF+TAM 12 (8%) 4 (13%) 16 (9%)
6xCMF+RAD 30 (21%) 8 (25%) 38 (22%)
Alter <40 9 (6%) 3 (9%) 12 (7%)
(Jahre) 41-60 80 (56%) 18 (56%) 98 (56%)
> 60 53 (37%) 11 (34%) 64 (37%)
Anzahl der positiven 1-3 87 (62%) 10 31%) 97 (56%)
Lymphknoten 4-9 38 (27%) 15 (47%) 53 (31%)
>9 15 (11%) 7 (22%) 22 (13%)
unbekannt 2 0 2
Menopause pra 46 (32%) 9 (28%) 55 (32%)
post 96 (68%) 23 (72%) 119 (68%)
TumorgroBe <20 48 (34%) 5 (16%) 53 (30%)
(mm) 21-30 58 (41%) 15 (47%) 73 (42%)
>30 36 (25%) 12 (38%) 48 (28%)
Histologischer Grade I 14 (10%) 1 (3%) 15 (9%)
11 107 (75%) 13 (41%) 120 (69%)
111 21 (15%) 18 (56%) 39 (22%)
Ostrogenrezeptor >20 96 (70%) 9 (28%) 105 (62%)
(fmol/mg) <20 42 (30%) 23 (72%) 65 (38%)
unbekannt 4 0 4
Progesteronrezeptor >20 89 (65%) 5 (16%) 94 (56%)
(fmol/mg) <20 48 (35%) 27 (84%) 75 (44%)
unbekannt 5 0 5
c-erbB-2 Keine Uberexpr. 108 (79%) 21 (68%) 129 (77%)
Uberexpr. 29 (21%) 10 (32%) 39 (23%)
unbekannt 5 1 6

TAM = Tamoxifen, RAD = Radiotherapie, Uberexpr. = Uberexpression, CMF = Cyclophosphamid,
Methotrexat, Flourouracil

Die meisten Patientinnen (45%) erhielten sechs Zyklen CMF. Wahrend das Alter der

Patientinnen keine Auswirkungen auf das immunhistochemische Untersuchungsergebnis
zeigt, weisen pS53 positive Tumoren haufiger eine hohere Anzahl befallener Lymphknoten auf
als p53 negative Tumoren. p53 positive Tumoren gehen weiterhin hdufiger mit einem
groBerem Tumor und einem hoherem Grade einher. Besonders deutliche Unterschiede
bestehen beziiglich der Verteilung des Hormonrezeptorstatus. 70% der p53 negativen
Tumoren haben eine Ostrogenrezeptorkonzentration groBer gleich 20 fmol/mg. Hingegen
haben 72% der p53 positiven Tumoren eine Ostrogenrezeptorkonzentration unter 20 fmol/mg.
Auch fiir die Progesteronrezeptorkonzentration erkennt man eine Verschiebung zu niedrigen

Konzentrationen unter 20 fmol/mg fiir p53 positive Tumoren.
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Mit Hilfe der Cox-Regressionsanalyse wurden fiir die Standardfaktoren (Alter, Menopause,
Anzahl der positiven Lymphknoten, TumorgroBe, histologischer Grade, Ostrogen- und
Progesteronrezeptor) und fiir den immunhistochemischen p53-Status die relativen Risiken
beziiglich der absoluten und rezidivfreien Uberlebenszeit untersucht (siehe Tabelle 2-5).
Hinsichtlich der Fragestellung wurden in der univariaten Analyse die Standardfaktoren und
der immunhistochemische p53-Status getrennt dargestellt. In der multivariaten Analyse
wurden die Faktoren unter der Voraussetzung gepriift, dass gleichzeitig alle anderen Faktoren
mit bertlicksichtigt werden.
Tabelle 2: Univariate Analyse der Effekte prognostischer Faktoren auf die
Gesamtiiberlebenszeit und rezidivfreie Uberlebenszeit im p53-Kollektiv.
Faktor Anzahl der Gesamtiiberlebenszeit Rezidivfreie Uberlebenszeit
Patientinnen |RR |95% p-Wert | RR |95% p-Wert
Konfidenz- Konfidenz-
intervall intervall
Alter <40 174 1.00 0.2585 |1.00 0.5134
41-60 0.55 |[0.3,1.2] 0.71 [[0.3,1.6]
> 60 0.67 |[0.3,1.4] 0.86 |[0.4,1.9]
Menopause prd 174 1.00 0.4808 |1.00 0.3088
post 1.71 |10.8,1.8] 1.25 |[0.8,1.9]
Anzahl der positiven 1-3 172 1.00 0.0001 |1.00 0.0001
Lymphknoten 4-9 1.78 |[1.1,2.8] 1.86 |[1.2,2.8]
>9 4.18 |[2.4,7.2] 3.02 |[1.8,5.2]
Tumorgrofe <20 174 1.00 0.0003 |1.00 0.0009
(mm) 21-30 0.87 |[0.5,1.4] 0.90 |[0.6,1.4]
> 30 2.17 |[1.3,3.6] 2.03 [[1.3,3.3]
Histologischer Grade I 174 1.00 0.0118 |1.00 0.1171
i 3.87 [[1.2,12.3] 2.49 [[1.0,6.2]
11 5.66 |[1.7,18.7] 2.71 |[1.0,7.0]
Ostrogenrezeptor >20 170 1.00 0.0031 |1.00 0.0660
(fmol/mg) <20 1.85 |[1.2,2.8] 1.44 |[1.0,2.1]
Progesteronrezeptor >20 169 1.00 0.0002 |1.00 0.0083
(fmol/mg) <20 2.19 [[1.5,3.3] 1.69 |[1.1,2.5]

RR = geschitztes relatives Risiko

In der univariaten Analyse (Tabelle 2) ergaben sich erhohte Risiken fiir folgende
Standardfaktoren: Anzahl der positiven Lymphknoten, TumorgroBe, histologischer Grade,
Ostrogen- und Progesteronrezeptor. Patienten mit mehr als 9 positiven Lymphknoten hatten
ein 4-fach erhdhtes Risiko zu versterben als Patienten mit 1 bis 3 positiven Lymphknoten.
Auch eine TumorgrdBe tiber 30 mm geht mit einem 2-fach erh6htem Sterberisiko einher. Ein
fast 6-fach hoheres Risiko hatten Patienten mit einem histologischem Grade von III und auch

bei einem Grade von II war das Risiko noch fast 4-fach erhoht. Fir Patienten mit einer
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Ostrogenrezeptorkonzentration unter 20 fmol/mg war das Risiko zu sterben fast doppelt so
hoch wie fiir Patienten mit einer Ostrogenrezeptorkonzentration iiber 20 fmol/mg. Uber 2-
fach war das Risiko zu versterben erhoht, wenn die Progesteronrezeptorkonzentration unter
20 fmol/mg lag. AuBer fiir den Ostrogenrezeptor ergaben sich fiir diese Standardfaktoren auch
beziiglich des rezidivfreien Uberlebens signifikant erhohte Risiken. Die relativen Risiken fiir
das rezidivfreie Uberleben waren fiir die einzelnen Faktoren niedriger als fiir das
Gesamtiiberleben. Keine signifikant erhohten Risiken ergaben sich fiir die Standardfaktoren

Alter und Menopause.

Tabelle 3: Univariate Analyse des Effekts p53 Immunhistochemie auf die

Gesamtiiberlebenszeit und rezidivfreie Uberlebenszeit.

-23-

Faktor Anzahl der Gesamtiiberlebenszeit Rezidivfreie Uberlebenszeit

Patientinnen |RR |95% p-Wert | RR |95%
Konfidenz- Konfidenz-
intervall intervall

p-Wert

p33 negativ 174 1.00 0.0487 | 1.00
positiv 1.61 |[1.0,2.6] 1.27 |[0.8,2.0]

0.3276

RR = geschitztes relatives Risiko

Tabelle 3 zeigt, dass das relative Risiko zu sterben bei p53 positiven Tumoren 1,6-fach hoher
ist, als wenn keine p53-Akkumulation nachweisbar ist. Fiir das rezidivfreie Uberleben ergibt

sich kein signifikant erhohtes Risiko.
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Tabelle 4: Multivariate Analyse der Effekte prognostischer Faktoren auf die
Gesamtiiberlebenszeit und rezidivfreie Uberlebenszeit im p53-Kollektiv (Anzahl der
Patientinnen mit vollstindigen Daten: 166, Anzahl der Ereignisse bzgl. des
Gesamtiiberlebens: 92 Todesfille, Anzahl der Ereignisse bzgl. des rezidivfreien Uberlebens:

101 Rezidive/Todesfille).

Faktor Gesamtiiberlebenszeit Rezidivfreie Uberlebenszeit
RR 95% p-Wert |RR 95% p-Wert
Konfidenz- Konfidenz-
intervall intervall
Alter <40 1.00 0.0098 1.00 0.0617
41-60 0.35 [0.1,0.8] 0.54 [0.2,1.3]
> 60 0.63 [0.3,1.5] 0.88 [0.4,2.2]
Anzahl der positiven 1-3 1.00 0.0035 1.00 0.0381
Lymphknoten 4-9 1.21 [0.7,2.0] 1.46 [0.9,2.3]
>9 2.76 [1.5,5.0] 2.12 [1.2,3.9]
Tumorgrofie <20 1.00 0.0016 1.00 0.0036
(mm) 21-30 0.84 [0.5,1.5] 0.97 [0.6,1.6]
> 30 2.20 [1.2,4.0] 2.24 [1.3,4.0]
Histologischer Grade |1 1.00 0.1404 1.00 0.2545
1I 2.85 [0.9,9.2] 2.34 [0.8,6.5]
111 3.46 [1.0,11.8] 2.06 [0.7,6.1]
Ostrogenrezeptor >20 1.00 0.7484 1.00 0.9034
(fmol/mg) <20 1.09 [0.6,1.8] 1.03 [0.6,1.7]
Progesteronrezeptor >20 1.00 0.0118 1.00 0.0779
(fmol/mg) <20 1.95 [1.2,3.3] 1.53 [1.0,2.4]

RR = geschitztes relatives Risiko

In der multivariaten Analyse (Tabelle 4) finden sich erhohte relative Risiken fiir folgende
Standardfaktoren: Alter, Anzahl der positiven Lymphknoten, Tumorgréfle und

Progesteronrezeptor.

-4 -
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Tabelle 5: Multivariate Analyse der Effekte prognostischer Standardfaktoren und p53 auf die
Gesamtiiberlebenszeit und rezidivfreie Uberlebenszeit (Anzahl der Patientinnen mit
vollstdndigen Daten: 167, Anzahl der Ereignisse bzgl. des Gesamtiiberlebens: 93 Todesfille,
Anzahl der Ereignisse bzgl. des rezidivfreien Uberlebens: 102 Rezidive/Todesflle).

Faktor Gesamtiiberlebenszeit Rezidivfreie Uberlebenszeit
RR 95% p-Wert | RR 95% p-Wert
Konfidenz- Konfidenz-
intervall intervall
Alter <40 1.00 0.0265 1.00 0.0677
41-60 0.38 [0.2,0.9] 0.50 [0.2,1.2]
> 60 0.63 [0.3,1.5] 0.80 [0.3.2.0]
Anzahl der positiven 1-3 1.00 0.0041 1.00 0.0154
Lymphknoten 4-9 1.29 [0.8,2.1] 1.62 [1.0,2.6]
>9 2.89 [1.5,5.4] 2.35 [1.3,4.4]
Tumorgrofie <20 1.00 0.0022 1.00 0.0034
(mm) 21-30 0.85 [0.5,1.5] 0.90 [0.5,1.5]
> 30 2.12 [1.2,3.7] 2.16 [1.2,3.8]
Progesteronrezeptor >20 1.00 0.0029 1.00 0.0682
(fmol/mg) <20 2.22 [1.3,3.7] 1.58 [1.0,2.6]
p53 negativ 1.00 0.9376 1.00 0.6714
positiv 0.98 [0.5,1.8] 0.88 [0.5,1.6]

RR = geschitztes relatives Risiko

Wihrend sich bei der univariaten Analyse ein signifikant erhohtes relatives Risiko fiir p53
positive Tumoren ergibt, verschwindet diese Bedeutung des p53-Status in der multivariaten

Analyse.

Die Kaplan-Meier-Methode wurde mit den Zielparametern Gesamtiiberlebenszeit und
rezidivfreie Uberlebenszeit durchgefiihrt. Die statistische Analyse der Faktoren Alter und
Menopausenstatus ergibt keine signifikanten Zusammenhinge. Dagegen zeigen die Faktoren
Anzahl der positiven Lymphknoten, Tumorgrof3e, Progesteronrezeptorkonzentration und c-
erbB-2 Expression signifikante Zusammenhinge fiir absolutes und rezidivfreies Uberleben.
Fiir das Gesamtiiberleben ergeben sich signifikante Zusammenhénge fiir folgende Faktoren:
histologischer Grade, Ostrogenrezeptorkonzentration und p53 Status. Die graphischen

Darstellungen zeigen die Abbildungen 3 bis 11.
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Progesteronrezeptor
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Abbildung 9: Gesamtiiberlebenszeit und rezidivfreie Uberlebenszeit fiir Patientinnen mit

Progesteronrezeptorkonzentration > 20 fmol/mg versus < 20 fmol/mg.
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Abbildung 10: Auswirkung der c-erbB-2 Expression auf die Gesamtiiberlebenszeit und die

rezidivfreie Uberlebenszeit.
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p53 Immunhistochemie
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positivem versus negativem immunhistochemischen p53 Nachweis.
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Um die Patientengruppe mit einem Histoscore zwischen 75 und 179 differenzieren zu kénnen,
wurden die Untersuchungsergebnisse in die Gruppen 1 bis 3 aufgeteilt. Gruppe 1 entspricht

einem Histoscore bis 75, Gruppe 2 von 76 bis 179 und Gruppe 3 von 180 bis 500. Somit sind

Gruppe 1 und 2 identisch mit der Einteilung p53 negativ und Gruppe 3 entspricht der

Einteilung p53 positiv. 128 (74%) der analysierten Gewebeproben fielen in Gruppe 1, 14

(8%) in Gruppe 2 und 32 (18%) in Gruppe 3. Tabelle 6 beschreibt das Patientinnenkollektiv.

Tabelle 6: Beschreibung des Patientinnenkollektivs und des Verhéltnisses zwischen

Immunhistochemie fiir p5S3 und den prognostischen Standardfaktoren bzw. c-erB-2. Gruppe 1:

Histoscore bis 75, Gruppe 2: Histoscore 76 bis 179, Gruppe 3: Histoscore 180 bis 500.

Faktor p53 p53 p53 Total
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
(n=128) (n=14) (n=32) (n=174)
Studie 2 65 (51%) 4 (29%) 12 (38%) 81 (47%)
3 63 (49%) 10 (71%) 20 (63%) 93 (53%)
Therapieschema 3xCMF 19 (15%) 2 (14%) 2 (6%) 23 (13%)
6xCMF 61 (48%) 4 (29%) 14 (44%) 79 (45%)
3xCMF+TAM 12 (9%) 2 (14%) 4 (13%) 18 (10%)
6xCMF+TAM 12 (9%) 0 4 (13%) 16 (9%)
6xCMF+RAD 24 (19%) 6 (43%) 8 (25%) 38 (22%)
Alter <40 8 (6%) 1 (7%) 3 (9%) 12 (7%)
(Jahre) 41-60 72 (56%) 8 (57%) 18 (56%) 98 (56%)
> 60 48 (38%) 5 (36%) 11 (34%) 64 (37%)
Anzahl der positiven 1-3 76 (60%) 11 (79%) 10 (31%) 97 (56%)
Lymphknoten 4-9 37 (29%) 1 (7%) 15 (47%) 53 (31%)
>9 13 (10%) 2 (14%) 7 (22%) 22 (13%)
unbekannt 2 0 0 2
Menopause pra 42 (33%) 4 (29%) 9 (28%) 55 (32%)
post 86 (67%) 10 (71%) 23 (72%) 119 (68%)
TumorgrofBe <20 43 (34%) 5 (36%) 5(16%) 53 (30%)
(mm) 21-30 52 (41%) 6 (43%) 15 (47%) 73 (42%)
>30 33 (26%) 3 (21%) 12 (38%) 48 (28%)
Histologischer Grade I 13 (10%) 1 (7%) 1 (3%) 15 (9%)
II 99 (77%) 8 (57%) 13 (41%) 120 (69%)
111 16 (13%) 5 (36%) 18 (56%) 39 (22%)
Ostrogenrezeptor >20 86 (67%) 10 (77%) 9 (28%) 105 (62%)
(fmol/mg) <20 39 (31%) 3 (23%) 23 (72%) 65 (38%)
unbekannt 3 | 0 4
Progesteronrezeptor >20 80 (64%) 9 (75%) 5 (16%) 94 (56%)
(fmol/mg) <20 45 (36%) 3 (25%) 27 (84%) 75 (44%)
unbekannt 3 2 0 5
c-erbB-2 Keine Uberexp. 99 (80%) 9 (64%) 21 (68%) 129 (77%)
Uberexp. 24 (20%) 5 (36%) 10 (32%) 39 (23%)
unbekannt 5 0 1 6

TAM = Tamoxifen, RAD = Radiotherapie, Uberexpr. = Uberexpression, CMF = Cyclophosphamid,
Methotrexat, Flourouracil
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43% der Patienten aus Gruppe 2 hatten sechs Zyklen CMF und eine Radiotherapie erhalten.
Die Altersverteilung in Gruppe 2 zeigt keine Unterschiede zu Gruppe 1 oder 3. Wie in Gruppe
1 finden sich in Gruppe 2 héufiger Patienten mit 1 bis 3 positiven Lymphknoten, wihrend
mehr als 3 positive Lymphknoten seltener vorkommen als in Gruppe 3. In Bezug auf die
TumorgroBe ist Gruppe 2 mit Gruppe 1 vergleichbar. 26 bzw. 21% der Tumoren sind in
Gruppe 1 und 2 gréBer als 30 mm, wihrend 38% in Gruppe 3 groBer als 30 mm sind.
Hinsichtlich des histologischen Grades nimmt Gruppe 2 eine Mittelstellung zwischen Gruppe
1 und 3 ein. 77% der Tumoren aus Gruppe 1 haben einen Grade von II und 13% von III. In
Gruppe 2 weisen 57% einen Grade von Il und 36% einen Grade von III auf. In Gruppe 3
iiberwiegt dann einen Grade von III mit 56%. Fiir die Hormonrezeptorkonzentration finden
sich vergleichbare Werte zwischen Gruppe 1 und 2. Diese beiden Gruppen zeigen hiufiger

Ostrogen- und Progesteronrezeptorkonzentrationen iiber 20 fmol/mg als Gruppe 3.

Tabelle 7: Univariate Analyse des Effekts pS3 Immunhistochemie auf die

Gesamtiiberlebenszeit und rezidivfreie Uberlebenszeit.

Faktor Anzahl der Gesamtiiberlebenszeit Rezidivfreie Uberlebenszeit
Patientinnen |RR |95% p-Wert | RR |95% p-Wert
Konfidenz- Konfidenz-
intervall intervall
P53 Gruppe 1 174 1.00 0.0754 |1.00 0.5426
Gruppe 2 1.53 {[0.8,3.1] 1.20 {[0.6,2.4]
Gruppe 3 1.68 [[1.0,2.7] 1.29 |[0.8,2.1]

RR = geschitztes relatives Risiko

Fiir die Gruppen 2 und 3 ergibt sich gegeniiber Gruppe 1 kein signifikant erhohtes Risiko zu
versterben oder ein Rezidiv zu erleiden. Die Abbildung 12 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven fiir

die verschiedenen Gruppen.
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Abbildung 12: Gesamtiiberlebenszeit und rezidivfreie Uberlebenszeit fiir Patientinnen in

Abhingigkeit vom Histoscore
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3.2 Ergebnisse der LOH-Analyse

79 Gewebeproben lieferten reproduzierbare und eindeutige Ergebnisse fiir die LOH-Analyse.
Als nicht informativ wurden Gewebeproben beurteilt, die im Normalgewebe homozygot
waren, so dass keine Aussage beziiglich eines LOHs getroffen werden konnte. Tumoren mit
LOH waren im Normalgewebe heterozygot und hatten im Tumorgewebe ein Allel verloren.
Heterozygote Proben hatten im Tumorgewebe zwei verschieden Allele. Die Abbildungen 13

und 14 zeigen beispielhaft einen heterozygoten Tumor und ein LOH.
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Abbildung 13: Heterozygotie im Normal- und Tumorgewebe am Beispiel des Alurep Primers

Der obere Teil der Abbildung zeigt die Untersuchungsergebnisse fiir Normalgewebe und der
untere Teil der Abbildung zeigt die Untersuchungsergebnisse fiir Tumorgewebe der Patientin
18-1059 . Die schwarzen Spitzen sind Peaks des Ladngenstandards Genescan-500 Tamra. Thre
GroBe liegt in der Reihenfolge von links nach rechts bei 100, 139, 150 und 160. Die beiden
grofen, griinen Peaks stehen fiir die zwei verschiedenen Allele mit der Grof3e 127 und 132.
Da diese beiden Allele sowohl im Normalgewebe als auch im Tumorgewebe nachweisbar

sind, ist der Tumor dieser Patientin fiir den Alurep Primer heterozygot.
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Abbildung 14: Heterozygotie im Normalgewebe und Allelverlust im Tumorgewebe (LOH)

am Beispiel des Alurep Primers

Im Gegensatz zu Abbildung 13 fallt hier der Verlust eines griinen Peaks im Tumorgewebe
der Patientin 18-1058 auf. Die schwarzen Peaks stehen fiir den selben Langenstandard wie in
Abbildung 13. Wihrend im Normalgewebe zwei Allele mit der Grofle 122 und 127 zu sehen
sind, l4sst sich im Tumorgewebe nur noch das Allel mit der Gro3e 122 nachweisen. Die
Peakhohen fiir die Allele mit der GroBe 122 und 127 betragen im Normalgewebe 1168 und
982; im Tumorgewebe betrigt die Peakhohe 2434 fiir das Allel mit der Grof3e 122. Der
Verlust der Heterozygotie wird als LOH gewertet.

Die Tabelle 8 zeigt alle Ergebnisse fiir die beiden Primer Alurep und Mfd 41 getrennt. In den
Zeilen, in denen keine Allelgrofen eingetragen sind, waren die Untersuchungsergebnisse

nicht reproduzierbar.
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Klinik Patient | Primer Allel im Allel im Auswertung Ergebnis
Normalgewebe Tumor

10 512 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157

10 591 Alurep 127+ 132 127+ 132 Heterozygot Heterozygot

13 37 Alurep 127+ 132 127 LOH LOH

13 38 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157 157 Homozygot Nicht informativ

13 39 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 155

13 41 Alurep 127+ 132 127+ 132 Heterozygot Heterozygot

18 358 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157 Homozygot Nicht informativ

18 687 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157+ 159 157 LOH LOH

18 690 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157

18 902 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157 Homozygot Nicht informativ

18 908 Alurep 127+ 132 132 LOH LOH

18 1056 Alurep 132 132 Homozygot Nicht informativ

18 1057 Alurep 127+ 132 132 LOH LOH

18 1058 Alurep 122+ 127 122 LOH LOH

18 1059 Alurep 127+ 132 127+ 132 Heterozygot Heterozygot

18 1061 Alurep 122+ 127 127 LOH LOH

18 1102 Alurep 132 132 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 155+ 157 157 LOH LOH

18 1104 Alurep 122+ 127 122+ 127 Heterozygot Heterozygot

18 1107 Alurep 122+ 127 122 LOH LOH

18 1334 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157 157 Homozygot Nicht informativ

18 1545 Alurep 122+ 132 122 LOH LOH

18 1699 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ

18 1707 Mfd 41 155+ 157 Heterozygot Heterozygot

18 1709 Alurep 127+ 132 132 LOH LOH

18 1763 Alurep 127+ 132 127 LOH LOH

201 891 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157 157 Homozygot Nicht informativ

206 1250 Alurep 127+ 132 127+ 132 Heterozygot Heterozygot

207 1424 Alurep 122+ 132 122+ 132 Heterozygot Heterozygot

209 86 Alurep 127 Homozygot Nicht informativ

209 1130 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157 157 Homozygot Nicht informativ

210 1004 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157 157 Homozygot Nicht informativ

210 1316 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157 Homozygot Nicht informativ

210 1317 Alurep 127+ 132 127 LOH LOH

210 1319 Alurep 127+ 132 127 LOH LOH

210 1321 Alurep 132 132 Homozygot Nicht informativ

210 1322 Alurep 122+ 127 122+ 127 Heterozygot Heterozygot

210 1685 Alurep 127+ 132 127+ 132 Heterozygot Heterozygot

210 1687 Alurep 127+ 132 127+ 132 Heterozygot Heterozygot

211 102 Alurep 122+ 127 Heterozygot Heterozygot

211 1189 Alurep 122 122 Homozygot Nicht informativ

227 266 Alurep 122+ 127 122+ 127 Heterozygot Heterozygot

236 546 Alurep 127+ 132 127+ 132 Heterozygot Heterozygot
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Klinik Patient | Primer Allel im Allel im Auswertung Ergebnis
Normalgewebe Tumor

236 882 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157 157 Homozygot Nicht informativ

236 1221 Alurep 127+ 132 132 LOH LOH

236 1326 Alurep 127+ 132 127+ 132 Heterozygot Heterozygot

236 1327 Alurep 122+ 127 122 LOH LOH

236 1331 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ

236 1332 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157 157 Homozygot Nicht informativ

251 664 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157 Homozygot Nicht informativ

501 448 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157

501 526 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ

501 528 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ

503 234 Alurep 127+ 132 127 LOH LOH

503 290 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157

503 596 Alurep 127+ 132 132 LOH LOH

503 598 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157

503 600 Alurep 132 132 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157+ 159 Heterozygot Heterozygot

503 748 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ

503 749 Alurep 122+ 132 132 LOH LOH

506 65 Mfd 41 157 157 Homozygot Nicht informativ

506 68 Alurep 132 132 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157

506 70 Alurep 122+ 127 122+ 127 Heterozygot Heterozygot

506 71 Alurep 127+ 132 127+ 132 Heterozygot Heterozygot

515 391 Alurep 132 Homozygot Nicht informativ

515 652 Mfd 41 157 Homozygot Nicht informativ

515 765 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 159+ 161 159 LOH LOH

521 805 Alurep 127+ 132 127+ 132 Heterozygot Heterozygot

525 325 Mfd 41 159 159 Homozygot Nicht informativ

525 326 Alurep 122+ 132 122+ 132 Heterozygot Heterozygot

525 328 Alurep 132 132 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157+ 159 157 LOH LOH

525 329 Alurep 122+ 132 122+ 132 Heterozygot Heterozygot

525 330 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157 157 Homozygot Nicht informativ

525 333 Alurep 127+ 132 127 LOH LOH

525 514 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157+ 159 157 LOH LOH

525 520 Alurep 132 132 Homozygot Nicht informativ
Mfd 41 157 157 Homozygot Nicht informativ

527 504 Alurep 127+132 132 LOH LOH
Mfd 41 155

527 613 Alurep 127 127 Homozygot Nicht informativ

527 621 Alurep 127+132 Heterozygot Heterozygot

527 668 Alurep 127+ 132 Heterozygot Heterozygot

Tabelle 8: Ergebnisse fiir die Primer Mfd 41 und Alurep
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Auf Grund der kleinen Fallzahlen wurden fiir die weiteren Auswertungen die beiden

Primerpaare zusammen betrachtet.

22 Tumoren (28%) waren heterozygot flir mindestens einen der untersuchten Primer. 29% der

Proben hatten ein LOH fiir p53. Die 34 nicht informativen Félle (Homozygotie im

Normalgewebe) machten 43% der untersuchten Proben aus. Tabelle 9 beschreibt das

Verhiltnis zwischen den Ergebnissen der LOH-Analyse und der immunhistochemischen

Untersuchung.

Tabelle 9: Beschreibung des Verhiltnisses zwischen den Ergebnissen der LOH-Analyse und

der immunhistochemischen Untersuchung

-42 -

nicht informativ | heterozygot LOH Total
(n=34) (n=22) (n=23) (n=79)
p53- negativ 28 (90%) 15 (75%) 14 (74%) 57 (81%)
Immunhistochemie | positiv 3 (10%) 5 (25%) 5(26%) 13 (19%)
unbekannt 3 2 4 9

26% der Tumoren mit einem LOH fiir p53 waren in der immunhistochemischen

Untersuchung positiv. Bei den restlichen 74% der Tumoren mit einem LOH fiel die

immunhistochemische Untersuchung negativ aus. 75% der heterozygoten Tumoren zeigten

keine p53-Akkumulation. 90% der nicht informativen Proben hatten einen negativen

immunhistochemischen Untersuchungsbefund.

Tabelle 10: Univariate Analyse des Effektes eines LOHs auf die rezidivfreie Uberlebenszeit

und Gesamtiiberlebenszeit

Faktor Anzahl der Gesamtiiberlebenszeit Rezidivfreies Uberlebenszeit
Patientinnen RR [95% p-Wert | RR | 95% p-Wert
Konfidenz- Konfidenz-
intervall intervall
pS53 nicht informativ 79 1.00 0.5686 |1.00 0.5961
heterozygot 0.86 |[0.4,1.7] 0.84 |[0.4,1.7]
LOH 0.69 |[0.3,1.4] 0.68 |[0.3,1.4]

RR = geschitztes relatives Risiko

Fiir Tumoren mit mindestens einem LOH finden sich keine signifikant erhohten relativen

Risiken.
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Die Kaplan-Meier-Methode wurde mit den Zielparametern Gesamtiiberlebenszeit und

rezidivfreie Uberlebenszeit durchgefiihrt (siche Abbildung 15 und 16). Es ergaben sich keine

signifikanten Zusammenhénge zwischen den Ergebnissen der LOH-Untersuchung und der

p53 LOH-Detektion
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4 Diskussion

Mit Hilfe zusétzlicher prognostischer und diagnostischer Faktoren wird seit langem versucht,
eine adiquate risikoadaptierte Therapiestrategie zu finden. Ziel dieser Uberlegungen ist es,
nur den Anteil der Patientinnen zu bestimmen, der von einer adjuvanten Behandlung profitiert
und eine unnoétige Therapie der Patientinnen zu vermeiden, die schon durch den chirurgischen
Eingriff kurativ behandelt sind. Solche prognostischen Faktoren miissen in gro3en
Patientenkollektiven bei ausreichend langen Nachbeobachtungszeiten auf ihre unabhéngige
Bedeutung gepriift werden. Eine andere interessante Fragestellung ist, ob einige Faktoren eine
Chemoresistenz oder verminderte Radiosensitivitit vorhersagen konnen. Mit ihrer Hilfe
konnte die adjuvante Therapie des Mammakarzinoms weiter optimiert und individualisiert

werden.

Viele Prognosefaktoren, wie z.B. die Hormonrezeptorkonzentration, werden bei
Mammakarzinompatientinnen bereits routineméfig durchgefiihrt. Sie dienen als
Entscheidungshilfe fiir das Therapieregime und sollen Risikopatientinnen mit schlechter bzw.
guter Prognose identifizieren. Das ,,College of American Pathologists Consensus Statement*
nennt als prognostische Faktoren erster Ordnung Tumorgrof3e, TNM Staging, histologischer
Grade, Lymphknotenstatus, histologischer Tumortyp, mitotische Aktivitdt und
Hormonrezeptorstatus. In der vorliegenden Arbeit wurden Alter, Lymphknotenstatus,
Menopausenstatus, Tumorgrofe, Grade und Hormonrezeptorstatus als Standardfaktoren
definiert. Faktoren erster Ordnung hitten einen bewiesenen prognostischen Effekt. Zu den
Faktoren zweiter Ordnung gehoren z. B. HER2/neu, MIB-1, Ki-67, S-Phase-Fraktion und
p53. Hier werden zur Validierung dieser Faktoren umfangreichere Studien gefordert. Die
dritte Kategorie beinhaltet Aneuplodie, Tumorangiogenese, epidermal growth factor-
Rezeptor, transforming growth factor-Rezeptor, bel-2, pS2 und Cathepsin D. Die Bedeutung
dieser Faktoren miisse erst noch in groflen Studien verdeutlicht werden (Fitzgibbons et al.,
2000). Viele Studien sehen davon den axilldren Lymphknotenstatus als den stérksten
alleinstehenden Pridiktor fiir die rezidivfreie Uberlebenszeit und Gesamtiiberlebenszeit
(Fisher et al., 1993; Fitzgibbons et a., 2000). Welche der neueren Faktoren die Prognose des

Mammakarzinoms entscheidend verbessern werden, ist noch abzuwarten.

Einer dieser Faktoren, der Gegenstand vieler Studien ist, ist das Tumorsuppressorgen p53.

Verianderungen des p53 konnen durch verschiedene Methoden nachgewiesen werden. Als
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Beispiele seien die Sequenzierung des p53-Gens, die SSCP-Untersuchung (single-strand-
conformation polymorphism), FISH (fluorescence in-situ hybridization), die LOH-Analyse

und die Immunhistochemie genannt.

In der vorliegenden Arbeit wurde Tumormaterial von 174 Patientinnen aus den prospektiven
multizentrischen Therapiestudien 2 und 3 der German Breast Cancer Study Group (GBSG)
untersucht. Insgesamt umfassten die Studien der GBSG 1710 Mammakarzinompatientinnen,
von denen 1048 eine Beteiligung der axilldren Lymphknoten aufwiesen. Unser Kollektiv
setzte sich ausschlieBlich aus nodalpositiven Patientinnen zusammen. Die mittlere
Nachbeobachtungszeit betrug beziiglich des rezidivfreien Uberlebens 9 Jahre und beziiglich
des Gesamtiiberlebens 10 Jahre. An nahezu demselben Kollektiv ist in dem Institut der
Onkologischen Chemie eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) zum Nachweis der
HER2/neu Amplifikation durchgefiihrt worden. Da es sich in beiden Féllen nicht um eine
Zufallsstichprobe aus dem Gesamtkollektiv der GBSG Studien handelt, musste
ausgeschlossen werden, dass die untersuchten Patientinnen keiner prognostisch besonders
giinstigen oder ungiinstigen Gruppe angehoren. Fiir die Standardfaktoren (Alter,
Menopausenstatus, Anzahl der positiven Lymphknoten, Tumorgrdf3e, histologischer Grade
und Steroidrezeptorkonzentration) und den histologischen Tumortyp ergaben sich gute

Ubereinstimmungen zwischen dem untersuchten und nicht untersuchten Kollektiv. Auch die

Uberlebensraten waren dhnlich, so dass nicht von einer systematischen Selektion ausgegangen

werden kann. Durch das statistische Zentrum der Therapiestudien wurde sichergestellt, dass
das untersuchte Kollektiv ausreichend représentativ fiir das Gesamtkollektiv der
Therapiestudien 2 und 3 war (Bente, noch nicht veréffentlicht). Weiterhin ist die Verteilung
der Standardfaktoren in unserem Kollektiv der anderer Studien dhnlich (Tabelle 11). Thor et
al. (1998) untersuchten wie wir ausschlieBlich ein nodal positives Patientinnengut. Auch hier

ist kein Hinweis fiir eine Selektion unseres Kollektivs zu finden.

- 46 -
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Tabelle 11: Vergleich der Zusammensetzung zwischen unserem Kollektiv und dem Kollektiv

von Thor et al. (1998)

Faktor Vorliegende Thor et al., 1998
Arbeit
(n=174) (n=1572)
Anzahl der positiven 1-3 97 (56%) 927 (59%)
Lymphknoten 4-9 53 31%) 456 (29%)
>9 22 (13%) 175 (11%)
unbekannt 2 14
Menopause pra 55 (32%) 673 (43%)
post 119 (68%) 879 (56%)
TumorgroBe <20 53 (30%) 555 (35%)
(mm) 21-30 73 (42%) o
>30 48 (28%) }994 (63%)
Histologischer Grade I 15 (9%) Nicht bestimmt
I 120 (69%)
111 39 (22%)
Ostrogenrezeptor >20 105 (62%) 1006 (64%)
(fmol/mg) <20 65 (38%) 527 (34%)
unbekannt 4 39
Progesteronrezeptor >20 94 (56%) 844 (54%)
(fmol/mg) <20 75 (44%) 645 (41%)
unbekannt 5 83

In vielen menschlichen Tumoren ist eine p53 Uberexpression mit histologischen und
biologischen Parametern assoziiert, die auf einen aggressiven Tumor deuten. Beim invasiven
Mammakarzinom findet sich meistens eine p53 Uberexpression in Verbindung mit einer
groBBen Tumormasse, duktalem Karzinom, Verlust von Steroidhormonrezeptoren, hoher
Proliferationsaktivitidt, EGFR-Expression und Aneuplodie. Deshalb konnte die
immunhistochemische Untersuchung von p53 beim Mammakarzinom einen bedeutenden
prognostischen Wert haben. Trotzdem kommen viele Studien zu unterschiedlichen
Ergebnissen, die sich auf Grund methodischer und technischer Unterschiede schlecht

vergleichen lassen (Barbareschi, 1996).

Wir haben 174 Patientinnen mit dem Antikdrper DO-1 immunhistochemisch auf eine p53
Akkumulation untersucht. 32 Proben (18%) waren fiir p53 positiv. Barbareschi (1996)
berichtet in seinem Ubersichtsartikel, der 37 Studien analysiert und mehr als 9.800 nodal
positive und nodal negative Patienten umfasst, von 9% bis 52% positiven Fillen. Cunningham
et al. (1994) und Gasparini et al. (1995) finden in einem ausschlieBlich nodal positivem
Patientenkollektiv in 16% bzw. 19% der Fille eine p53 Uberexpression. Thorlacius et al.

(1995) beschreiben in 21% eine p53 Uberexpression. In dieser Studie wurden 106
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Mammakarzinompatientinnen mit dem gleichen monoklonalen Antikdrper (DO-1) untersucht,
den auch wir verwendet haben. Die in unserer Untersuchung beobachteten 18% liegen somit
innerhalb der Norm.

Verschiedene Studien zeigen eine positive Korrelation zwischen p53 Akkumulation und
negativen Steroidrezeptoren (Stenmark-Askmalm et al., 1995; Midulla et al., 1999; Bertheau
et al., 1998; Friedrichs et al., 1993; Seshahadri et al., 1996). Auch wenn in der vorliegenden
Arbeit kein statistischer Test z.B. auf generelle Assoziation durchgefiihrt worden ist, féllt eine
deutliche Haufung zwischen p53 Uberexpression und negativen Ostrogenrezeptor (72%) bzw.
negativen Progesteronrezeptor (84%) auf. Weiterhin gingen p53 positive Tumoren in unserer
Studie mit einem groferem Tumor und einem héherem Grade einher. Die Untersuchungen
von Stenmark-Askmalm et al. (1995) und Bertheau et al. (1998) bestitigen diese
Beobachtung. Midulla et al. (1999) berichtet {iber eine Korrelation (p = 0.0001) zwischen p53
Uberexpression und befallenen Lymphknoten. In der vorliegenden Arbeit sind p53 positive
Tumoren haufiger mit einer erhdhten Anzahl positiver Lymphknoten verbunden. Im
Gegensatz zu den Arbeiten von Stenmark-Askmalm et al. (1995) und Seshahadri et al. (1996)
findet sich in unserem Kollektiv keine Verbindung zwischen positiven
immunhistochemischen p53 Status und Alter < 50 Jahren.

Mit Hilfe des Coxschen Regressionsmodells wurde die univariate und multivariate Bedeutung
der Standardfaktoren und p53 untersucht. Die Anzahl der befallenen Lymphknoten kann auch
in unserem Patientengut als starker prognostischer Faktor beobachtet werden (Fisher et al.,
1993; Friedrichs et al., 1993). Weiterhin hatten Tumorgréf8e und Progesteronrezeptor eine
statistische signifikante Assoziation fiir das rezidivfreie Uberleben (p = 0.0003 bzw. 0.0002)
und das Gesamtiiberleben (p = 0.0009 bzw. 0.0083). Nur fiir das Gesamtiiberleben ergab sich
eine signifikante Bedeutung der Faktoren Ostrogenrezeptor (p = 0.0031) und histologischer
Grade (p = 0.0118). In der multivariaten Analyse fand sich eine signifikante Korrelation zum
rezidivfreien Uberleben und zum Gesamtiiberleben fiir Alter < 40 Jahre, Anzahl der positiven
Lymphknoten, Tumorgréf3e und Progesteronrezeptor. Die wichtige Bedeutung dieser
Standardfaktoren wird auch von anderen Autoren beschrieben (Kato et al., 2000; Seshadri et

al., 1996; Friedrichs et al., 1993; Thor et al., 1998).

p53 Uberexpression kann in dieser Studie nicht als unabhingiger Faktor in der multivariaten
Analyse bestitigt werden. Ein signifikanter Wert ergibt sich nur in der univariaten Analyse

fiir das Gesamtiiberleben. Eine p53 Uberexpression scheint demnach mit den stirkeren



4. Diskussion

Prognoseparametern assoziiert zu sein, so dass fiir p53 kein signifikanter Wert in der

multivariaten Analyse erreicht wird.

In der Literatur wird die Rolle des p53-Uberexpression kontrovers diskutiert. Wihrend einige
Studien keinen signifikanten prognostischen Wert fiir p53 erkennen (Rozan et al., 1998;
Ostrowski et al., 1991; Haerslev et al., 1995; Lipponen et al., 1993; Rosen et al., 1995) sehen
andere Arbeiten p53 Uberexpression als signifikanten prognostischen und pridiktiven Faktor
(Barnes et al., 1992a; Friedrichs et al., 1993; Gasparini et al., 1994; Isola et al., 1992;
MacGrogan et al., 1995; Silvestrini et al., 1993; Thor et al., 1992). Gasparini et al. (1994)
beobachten in einem Kollektiv von 254 nodal negativen Patientinnen, dass p53 ein
unabhingiger prognostischer Indikator fiir einen frithen Riickfall sei. Im Gegensatz dazu
waren Rozan et al. (1995) nicht in der Lage, in einer retrospektiven Studie von 440 nodal
negativen Patientinnen und einer mittleren Nachbeobachtungszeit von 119 Monaten, diese
Assoziation zwischen p53 und ungiinstiger Prognose zu bestétigen. Andere Studien wiederum
beschreiben p53 als ,,borderline* Prognosefaktor (Cunningham et al, 1994; Gasparini et al.,
1995; Kato et al., 2000). So berichten Thor et al. (1998) in ihrem Kollektiv von iiber 900
Patientinnen iiber eine signifikante Bedeutung von p53 in der univariaten Analyse fiir das
Gesamtiiberleben. Dieser Effekt verliert sich aber — wie auch in unserer Arbeit beschrieben -
in der multivariaten Analyse. Auch Seshadri et al. (1996) konnen fiir p53 nur in der
univariaten Analyse einen Effekt auf das rezidivfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben
nachweisen.

Letztendlich kann in dieser Studie der prognostische Wert der immunhistochemischen
Bestimmung von p53 nicht eindeutig geklart werden. p53 zeigt sich in unserem Kollektiv
zwar in der univariaten Analyse als signifikanter Faktor fiir das Gesamtiiberleben, kann sich
aber nicht in der multivariaten Analyse gegen den Progesteronrezeptor, die Anzahl der

betroffenen Lymphknoten und die Tumorgré3e behaupten.

Im Gegensatz dazu ist p53 in der Datenbank des Institutes fiir Onkologische Chemie
(Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf) ein hoch signifikanter Marker fiir das Uberleben.
Die Datenbank umfasst 1399 nodal positive und nodal negative
Mammakarzinompatientinnen, deren p53 Status immunhistochemisch bestimmt worden ist.
Betrachtet man nur die Gruppe der nodal positiven Patientinnen, so ergibt sich fiir p53 auch in
diesem Kollektiv eine signifikante prognostische Bedeutung (p < 0.0001). In der Gruppe der

nodal negativen Patientinnen ist das Signifikanzniveau hinsichtlich der Gruppentrennung

_49 -
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durch p53 geringer (von der Haar, 2000). An diesem Gesamtkollektiv von 1399
Mammakarzinompatientinnen ist auch die von uns gebrauchte Schwelle von 180 fiir den
Histoscore bestétigt worden. Ein Histoscore < 180 wurde als negativ, ein Histoscore > 180 als
positiv gewertet. Da diese Umwandlung einer kontinuierlichen Variablen in ein dichotomes
Scoring-System einen erheblichen Informationsverlust beinhaltet, wurde unser Kollektiv
zusétzlich in mehrere Fallgruppen aufgeteilt. Ein Score bis 75 wurde als Gruppe 1, von 76 bis
179 als Gruppe 2 und ab 180 als Gruppe 3 definiert. Diese Unterteilung brachte keinen
Vorteil gegeniiber der dichotomen Einteilung. Eine mdgliche Ursache fiir diese Beobachtung
ist die kleine Patientinnenzahl in der Gruppe 2. Trotz des viel groBeren Kollektives der
Datenbank des Institutes der Onkologischen Chemie kann aber auch hier keine sinnvolle
Abwandlung der dichotomen Trennung durch Abgrenzung zusétzlicher Risikogruppen
gefunden werden. (von der Haar, 2000). Die Prognose der Patientinnen mit einem Histoscore
von 76 bis 179 kann weder einem besonders glinstigen noch ungiinstigen Verlauf zugeordnet

werden und fiihrt zu keiner schirferen Risikoabgrenzung.

An anndhernd dem gleichen Patientengut der Therapiestudien 2 und 3 der GBSG ist zur
gleichen Zeit am Institut fiir Onkologische Chemie der Heinrich-Heine-Universitéit Diisseldorf
die Bedeutung des HER2/neu Onkogens untersucht worden. Die Studie ermittelt HER2/neu
als starken unabhingigen Prognosefaktor bei CMF-therapierten nodal positiven
Mammakarzinompatientinnen. Sowohl fiir die Amplifikation des Gens als auch fiir die
Uberexpression konnte dieser Effekt nachgewiesen werden. Das rezidivfreie Uberleben und
das Gesamtiiberleben war beim Vorliegen einer HER2/neu Amplifikation und Uberexpression
in der univariaten und multivariaten Analyse signifikant verkiirzt. Diese Ergebnisse sind, auch
wenn kein direkter Beweis im Rahmen dieser Studien erbracht werden konnte, mit der
Vorstellung einer Assoziation des HER2/neu Status und einer CMF-Resistenz vereinbar
(Bente, 2000, Stal et al., 1995). Auch p53 ist mit einer erhohten CMF-Resistenz in
Verbindung gebracht worden (Koechli et al., 1994; Dowell et al., 1995). Dagegen konnte
Makris et al. (1995) in einer Studie von 956 nodal positiven Mammakarzinompatientinnen
keinen Zusammenhang zwischen p 53 Uberexpression und das Ansprechen auf eine adjuvante
Chemotherapie oder endokrine Therapie entdecken.

Da wir fast dasselbe Patientinnengut auf die Relevanz der immunhistochemischen p53
Expression untersucht haben, kann die Bedeutung von p53 und HER2/neu in diesem nodal
positiven Kollektiv miteinander verglichen werden: HER2/neu stellt sich als unabhéngiger,

hoch signifikanter Prognosefaktor dar, der die Aussagekraft der p53 Uberexpression
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iibertrifft. Weiterhin kann HER2/neu eher in Zusammenhang mit einer CMF-Resistenz in
Verbindung gebracht werden als p53. Inwiefern diese Beobachtungen auf alle
Mammakarzinompatientinnen iibertragbar sind, muss noch in grofleren Studien geklért

werden.

Seit mehr als 20 Jahren wird p53 immunhistochemisch untersucht (Catoretti et al., 1988).
Trotzdem existieren bis heute keine einheitlichen Methoden und Auswertungssysteme. Einer
der wichtigsten Griinde fiir die schlechte Vergleichbarkeit vieler Studien, ist der Gebrauch
unterschiedlicher technischer und methodischer Ansdtze. Zum einen werden verschiedene
Antikorper mit unterschiedlichen Epitopenspezifititen verwendet und zum anderen werden
verschiedene Scores und ,,cut off** Werte zur Klassifizierung der immunhistochemischen p53
Reaktion genutzt (Barbareschi, 1996). Halle und Lane (1994) messen dem quantitativen
Aspekt der p53 Expression einen bedeutenden Wert zu. Sie vermuten, dass die Schwelle, die
zwischen positiver und negativer p53 Expression unterscheidet, die Studienergebnisse
entscheidend mitbestimmt. Dabei ist die Definition des Schwellenwertes von zentraler
Bedeutung. Wird dabei die Schwelle zu niedrig gesetzt besteht die Mdglichkeit, dass lediglich
rasch proliferierendes Normalgewebe nachgewiesen wird und somit eine falsch positives
Ergebnis die Folge ist. Andere Autoren machen die verschiedenen Studiendesigns fiir die
Tatsache, dass die klinische Relevanz von p53 nach wie vor kontrovers diskutiert wird,
verantwortlich. Da noch nach 10 Jahren beim Mammakarzinom Rezidive auftreten konnen, ist
die Studiendauer von auBerordentlicher Bedeutung. Die Nachbeobachtungsdauer konnte
zusitzlich relevant sein, da eine p53 Uberexpression das Kurzzeit- und Langzeitiiberleben der
Mammakarzinompatientinnen unterschiedlich beeinflussen konnte (Barbareschi, 1996).
Dowell et al. (1995) vermuten, dass die statistische Aussagekraft von p53 auch von der
Anzahl der Studienpatientinnen abhdngt. Zusétzlich unterscheiden viele Studien nicht
zwischen nodal positiven und nodal negativen Patientinnen. Eine derartige Unterteilung ist
aber wichtig, da p53 bei nodal positiven Tumoren von groBBerer prognostischer Bedeutung zu
sein scheint. Ein weiterer Grund, der die Aussagekraft einiger Studien einschrénkt, sind die
unterschiedlichen statistischen Methoden. So verzichten einige Autoren auf multivariate
Analysen und betrachten die prognostische Bedeutung des p53 nur univariat. Wie bei jedem
neuen prognostischen Marker ist es aber notwendig, den prognostischen Wert der p53

Uberexpression gegen die etablierten Standardfaktoren zu testen (Barbareschi, 1996).
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In unserer Arbeit wird die Gesamtiiberlebenszeit als Zeitraum zwischen Mastektomie und Tod
der Patientinnen definiert. In den meisten Féllen wurde das statistische Zentrum der
Therapiestudien durch das Einwohnermeldeamt iiber das Versterben der Patientinnen
informiert. Aufgrund dieses allgemein {iblichen Vorgehens ist die Todesursache hiufig
unbekannt. Deshalb erscheinen auch Patientinnen in der Statistik, die nicht an den Folgen des
Mammakarzinoms verstorben sind. Gerade bei élteren Patientinnen sind andere
Todesursachen denkbar. Da wir ein relativ kleines Kollektiv von 174 Patientinnen untersucht
haben, konnten schon wenige Patientinnen, deren Tod nicht durch das Mammakarzinom
verursacht wurde, einen Effekt auf die Studienergebnisse haben. Die prognostische
Bedeutung von p53 wiirde in dieser Situation geringer ausfallen, als wenn nur Patientinnen,
die an Brustkrebs verstorben sind, in die Analysen aufgenommen wiirden. Im Nachhinein
konnte nicht mehr geklart werden wie viele der Patientinnen am Mammakarzinom verstorben
sind und wie viele nicht. Folglich kénnen wir nur vermuten, dass diese Tatsache die schwache

prognostische Bedeutung der p53 Uberexpression in unserer Arbeit mitbedingt.

Wildtyp p53 ist ein zelluldres Protein mit einer kurzen Halbwertszeit. Die meisten Mutationen
im p53-Gen sind ,,missense Mutationen, die ein stabilisiertes mutiertes p53-Protein mit einer
verldngerten Halbwertszeit hervorbringen. Das mutierte p53 akkumuliert im Zellkern und
inaktiviert Wildtyp p53. Mutationen eines Allels des p53-Gens sind hédufig assoziiert mit
einem Verlust des Wildtyp p53, und fiihren so zu einem Verlust der Heterozygotie (LOH).
Normalerweise ist Wildtyp p53 im Zellkern langsam proliferierender Zellen
immunhistochemisch auf Grund der kurzen Halbwertszeit nicht nachweisbar. Hingegen ist
mutiertes pS3 der immunhistochemischen Untersuchung zugénglich (Iggo et al., 1990;
Bodner et al., 1992). Deshalb wird angenommen, dass eine p53 Uberexpression ein indirekter
Indikator fiir das Vorliegen einer Mutation im p53 Gen sei (Bodner et al., 1992). Trotzdem
gilt es Vorsicht zu bewahren. Nicht jede p53 Mutation fiihrt zu einer p53 Uberexpression
(Casey et al., 1996) und auch eine p53 Uberexpression ist nicht immer das Resultat einer p53
Mutation (Marchetti et al., 1993). p53 akkumuliert auch, wenn inaktive Komplexe mit viralen
Produkten oder endogenen Proteinen gebildet werden (Marchetti et al., 1995; Hall and Lane,
1994). Genotoxische Insulte oder spontane endogene genetische Fehler konnen eine
physiologische Erhohung der p53 Konzentration auslosen, die unter Umstinden die
immunhistochemische Nachweisgrenze erreichen kdnnen. Eine andere Ursache einer p53
Akkumulation kann ein verzogerter Abbau des p53 Proteins sein (Barbareschi, 1996). In

diesem Zusammenhang wird deutlich wie wichtig der quantitative Aspekt der p53
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Akkumulation ist (Hall und Lane, 1994). Doglioni et al. (1995) vermuten, dass nur einige
stark positive Zellen ein normal arbeitendes p53 System widerspiegeln. Im Gegensatz dazu ist
eine sehr starke Uberexpression in der Mehrzahl der Tumorzellen ein Hinweis auf eine p53
Mutation (Baas et al., 1994). Barnes et al. (1992b) berichten {iber onkologische Patienten mit
hohen p53 Expressionen ohne zugrundeliegende p53 Mutationen. Ein Beispiel ist die massive
p53 Uberexpression bei nasopharyngealen Tumoren, die mit einer EBV Infektion
einhergehen, bei Abwesenheit von p53 Mutationen (McCormick et al., 1993). Eine p53
Uberexpression muss also nicht notwendigerweise mit einer Mutation im p53 Gen
einhergehen. Neben falsch positiven Resultaten, konnen auch falsch negative Ergebnisse
vorkommen, denn nicht jede Mutation stabilisiert das p53-Protein. Am hiufigsten sind zwar
Punktmutation, die meistens das Protein stabilisieren; Deletionen, Frameshifts oder Nonsense
Mutationen fiihren aber in den meisten Fillen nicht zu einer Proteinstabilisierung, so dass

diese der Immunhistochemie verborgen bleiben (Wallace-Brodeur und Lowe, 1999).

Viele Studien berichten von einer positiven Korrelation zwischen LOH in
Tumorsuppressorgenen und klinischen Parametern, die fiir eine gesteigerte Tumormalignitit
sprechen (Nagai et al., 1995; Kelsell et al., 1996; Beckmann et al., 1996; Stratton et al., 1995).
Chen et al. (1991) beschreiben, dass ein LOH innerhalb p53 mit einer geringen
Differenzierung des Mammakarzinoms korreliert. Mikrosatelliten-Instabilitdt auf dem
Chromosom 17 sei zusétzlich mit aggressivem Verhalten und einer Progression des Tumors
assoziiert (Yang et al., 1997). Hampl et al. (1999) berichten iiber eine signifikant verkiirzte
Uberlebenszeit bei Brustkrebspatientinnen mit einem LOH im Primértumor und in einer
Metastase. Im Gegensatz dazu finden Lizard-Nacol et al. (1997) lediglich eine Korrelation
zwischen einem LOH innerhalb p53 und negativen Ostrogenrezeptorstatus.

Wir haben 79 Gewebeproben aus unserem Kollektiv auf ein LOH untersucht. Um den Anteil
nicht informativen Proben zu verringern, haben wir zwei Marker fiir polymorphe
Mikrosatelliten verwendet: zum einen einen Alurep Primer, der innerhalb des Intron 1 des
p53-Gens liegt, und zum anderen D17S261. Shaw et al. (1996) vermuten, dass
Mikrosatelliten-Instabilitéten friihe Ereignisse in der Tumorgenese des Mammakarzinoms
sind. Beide Primerpaare erreichten eine Heterozygotenhédufigkeit im Normalgewebe von 57%.
29% (23) der 79 Patientinnen, bzw. 49% (23) der informativen Félle, hatten flir mindestens
einen Primer ein LOH. Beim Mammakarzinom variiert die LOH Héufigkeit fiir verschiedene
Loci zwischen 20% und 79% (Niederacher et al., 1997). Wir konnten weder einen Effekt des

LOHs auf die Gesamtiiberlebenszeit noch auf die rezidivfreie Uberlebenszeit feststellen.
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Thoralcius et al. (1995) beschreiben an 106 Brustkrebspatientinnen, dass 71% der Tumoren,
die p53 iliberexpremierten, auch ein LOH aufwiesen. Fiir 39% der Tumoren mit LOH konnte
allerdings keine p53 Uberexpression nachgewiesen werden. In unserer Untersuchung fand
sich keine Ubereinstimmung zwischen einem LOH und der immunhistochemischen p53
Uberexpression mit DO-1. Auffallend war lediglich, dass entgegen unseren Erwartungen
nicht informative LOH Analysen hiufiger mit einem immunhistochemisch negativen p53
Status einhergingen, als heterozygote Tumoren und Tumoren mit einem LOH. Diese
Beobachtung lésst sich aber auf die kleinen Fallzahlen in den einzelnen Untergruppen
zuriickfithren. Auch Thompson et al. (1992) konnten keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen p53 Uberexpression und einem LOH eruieren. Wichtig erscheint in diesem
Zusammenhang, dass fast jede Studie andere Antikdrper fiir die Immunhistochemie und
verschiedene Orte fiir die LOH-Detektion wahlt.

Zusammenfassend erscheint in dieser Studie die nukledre p53 Expression von groferer

prognostischer Relevanz zu sein, als die LOH-Analyse.
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8 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die prognostische Bedeutung des
Tumorsuppressorgens p53 mittels Immunhistochemie und LOH-Detektion (loss of
heterozygosity) untersucht.

Die immunhistochemische Untersuchung wurde mit dem monoklonalem Antikérper DO-1
durchgefiihrt. Es wurde Paraffin-eingebettetes Gewebe von 174 nodal positiven
Mammakarzinompatientinnen der Therapiestudien 2 und 3 der German Breast-Cancer Study
Group (GBSB) analysiert. Alle Patientinnen erhielten nach einer modifizierten radikalen
Mastektomie nach Patey mit axilldrer en bloc Lymphknotendissektion drei oder sechs Zyklen
CMF (500 mg/m* Cyclophosphamid, 40 mg/m* Methotrexat, 600 mg/m” Flourouracil). Einige
Patientinnen wurden zusétzlich mit Tamoxifen oder einer Strahlentherapie behandelt. Die
mittlere Nachbeobachtungszeit beziiglich des Gesamtiiberlebens und des rezidivfreien
Uberlebens betrug zehn beziehungsweise neun Jahre.

Eine p53 Uberexpression (nukleare Akkumulation) konnte in 18% (32 von 174) der
Mammakarzinome beobachtet werden. Auffillig hiufig war eine p53 Uberexpression mit
negativem Ostrogenrezeptor (72%) und negativem Progesteronrezeptor (84%) assoziiert.
Weiterhin beobachteten wir eine p53 Uberexpression hiufiger bei grofen Tumoren,
ungiinstigem Grade und hoher Anzahl befallener Lymphknoten. Bei univariater Analyse fand
sich eine statistisch schwach signifikante, negative Korrelation zum Gesamtiiberleben
(p=0.0487). Eine unabhiingige prognostische Bedeutung einer p53 Uberexpression konnte
jedoch nicht gefunden werden. Nach der Adjustierung fiir die Standardfaktoren (Alter der
Patientin, Menopausenstatus, Anzahl befallener Lymphknoten, Tumorgrof3e, histologischer
Grade, Ostrogenrezeptor und Progesteronrezeptor) bestand weder zur rezidivfreien noch zur
Gesamtiiberlebenszeit eine signifikante Beziehung. Als unabhingige prognostische Faktoren
zeigten sich nur das Alter (mit einem Schwellenwert von 40 Jahren), die Anzahl der
befallenen Lymphknoten, die Tumorgréf3e und der Progesteronrezeptorstatus.

Fiir die LOH-Detektion wurden zwei Primerpaare flir polymorphe Mikrosatelliten verwendet:
ein Alurep Primer, der innerhalb des Intron 1 des p53-Gens liegt und D17S261. Es wurden 79
Proben auf ein LOH durchmustert. Bei 49% (23) der informativen Fille konnte mindestens
ein LOH nachgewiesen werden. Ein Effekt des LOHs auf die Gesamtiiberlebenszeit oder
rezidivfreie Uberlebenszeit konnte nicht festgestellt werden. Es fand sich auch keine
Beziehung zwischen LOH und p53 Uberexpression.

In dieser Studie von 174 nodal positiven, mit CMF therapierten Mammakarzinompatientinnen
erwiesen sich die etablierten Standardfaktoren von groferer prognostischer Bedeutung als
LOH und immunhistochemischer p53 Status.
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