Aus der Klinik und Poliklinik flr Urologie
der Universitat zu Kadln
Direktor: Universitatsprofessor Dr. med. U. Engelmann

Immunhistochemische Untersuchung von Ki67
und p53 in muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen
und deren Zusammenhang mit dem klinischen und

histopathologischen Stadium

Inaugural-Dissertation zur Erlangung der Doktorwiirde
der Hohen Medizinischen Fakultat
der Universitat zu KoIn

vorgelegt von
Renate Tinca Wormland geb. Radu
aus Temeschburg/Rumanien

Promoviert am 18. August 2010



Dekan: Universitatsprofessor Dr. med. J. Klosterkotter

1. Berichterstatter: Professor Dr. med. G. Haupt

2. Berichterstatter: Universitatsprofessor Dr. med. U. Engelmann

Erklarung

Ich erklare hiermit, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzulédssige Hilfe
Dritter und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt
habe; die aus fremden Quellen direkt oder indirekt Gbernommenen Gedanken

sind als solche kenntlich gemacht.

Bei der Auswahl und Auswertung des Materials sowie bei der Herstellung des
Manuskriptes habe ich Unterstitzungsleistungen von folgenden Personen
erhalten:

Herrn Prof. Dr. med. G. Haupt

Herrn Prof. Dr. med. W. Bloch

Weitere Personen waren an der geistigen Herstellung der vorliegenden Arbeit
nicht beteiligt. Insbesondere habe ich nicht die Hilfe eines Promotionsberaters
in Anspruch genommen. Dritte haben von mir weder unmittelbar noch mittelbar
geldwerte Leistungen fur Arbeiten erhalten, die in Zusammenhang mit dem

Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen.
Die Arbeit wurde von mir bisher weder im Inland noch im Ausland in gleicher

oder ahnlicher Form einer anderen Prufungsbehoérde vorgelegt und ist auch

noch nicht veroffentlicht.

Velbert, den 03. Marz 2009



Die in dieser Arbeit angegebenen Experimente sind nach entsprechender
Anleitung durch Herrn Professor Dr. med. G. Haupt und Herrn Professor Dr.
med. W. Bloch von mir selbst im Labor der Klinik und Poliklinik flr Urologie der

Universitat zu Koln ausgefuhrt worden.



Danksagung

Herrn Professor Dr. med. Gerald Haupt danke ich fir die freundliche
Uberlassung des Themas, des Laborarbeitsplatzes und die Begleitung der
Arbeit.

Herrn Universitatsprofessor Dr. med. Udo Engelmann danke ich ebenfalls fur
die Begleitung der Arbeit.

Mein besonderer Dank gilt Herrn Professor Dr. med. Mark Goepel fir die
menschliche Betreuung bei der Erstellung des Manuskriptes. Unter seiner
Fuhrung in der Klinik habe ich das wissenschaftliche Denken erlernt.

Herzlich danke ich Frau Anke Siefer fur die geduldige Einfihrung in die Lehre
der Statistik.

Herzlicher Dank gilt meiner gesamten Familie fir die moralische Unterstitzung.
Besonders herzlichen Dank richte ich an meinen Ehemann fir die Geduld und

die Gabe, mich wahrend der Erstellung des Manuskriptes immer wieder

motivieren zu kdnnen.



Fur Nils und Tinca Helene



Inhaltsverzeichnis

1.1.
1.2.
1.2.1.
1.2.2.
1.3.
1.4.
1.5.
1.6.
1.7.

1.8.

3.1.
3.2.
3.2.1.
3.2.2.

3.2.3.
3.3.

3.4.
3.5.
3.6.
3.7.

4.1.
4.2.
4.2.1.
4.2.2.

4.2.3.
4.2.4.
4.2.5.
4.3.

4.3.1.

4.3.2.

Einleitung

Anatomie der Harnblase

Das Harnblasenkarzinom

Inzidenz, Epidemiologie und Risikofaktoren
Histopathologie

Diagnostik des Harnblasenkarzinoms
Uringebundene Markersysteme
Therapie des Harnblasenkarzinoms
p53

Ki67

Die Immunhistochemie

Fragestellung und Zielsetzung

Material und Methoden

Material

Verwendete Reagenzien, Labormaterialien und Gerate
Reagenzien

Labormaterialien

Gerate

Zubereitung der bendétigten Pufferlésungen, Detergenzien
und Stringenzien

Einleitende Malinahmen

Versuchsmethodik

Auswertung am Lichtmikroskop

Statistik

Ergebnisse

Immunhistochemische Ergebnisse

Statistische Ergebnisse

Alter und Geschlechtsverteilung

Auswertung des Tumorstadiums (T) der untersuchten
Harnblasenkarzinome

Lymphknotenbeteiligung (N)

Auftreten von Fernmetastasen (M)

Differenzierungsgrad der untersuchten Karzinome
Statistische Auswertungen der Ki67 und p53-Indizes in

Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad des
Tumors, dem Tumorstadium und dem Lymphknotenstatus

Mittelwerte fur den p53 und Ki67 Farbeindex; aufgeteilt
nach dem Differenzierungsgrad des Tumors (G)

Zusammenhang zwischen dem p53-Farbeindex und dem
Grading des Tumors (G)

Seite

R 00O O WNDN PP

P
N

16

17
17
18
18
20
21

22
24
24
27
27

28
28
35
35

36
36

37
37

38

38

39



4.3.3.
4.3.4.
4.3.5.
4.3.6.
4.3.7.
4.3.8.
4.3.9.

4.3.10.

4.4.

4.4.1.
4.4.2.

4.4.3.

4.4.4.

4.4.5.
4.4.6.
4.5.

4.5.1.
4.5.2.

4.5.3.

Zusammenhang zwischen dem Ki67-Féarbeindex und dem
Grading des Tumors (G)

Mittelwerte fur den p53 und Ki67-Farbeindex; aufgeteilt
nach dem Tumorstadium (T)

Zusammenhang zwischen dem p53-Farbeindex und dem
Tumorstadium (T)

Zusammenhang zwischen dem Ki67-Farbeindex und dem
Tumorstadium (T)

Mittelwerte fur den Ki67- und p53-Farbeindex; aufgeteilt
nach dem Lymphknotenstatus (N)

Zusammenhang zwischen dem Ki67-Farbeindex und dem
Lymphknotenstatus (N)

Zusammenhang zwischen dem p53-Farbeindex und dem
Lymphknotenstatus (N)

Korrelationen nach Spearman fur die Variablen T
(Tumorstadium), N (Lymphknotenstatus und G
(Differenzierungsgrad des Tumors) in Zusammenhang mit
dem p53- und Ki67-Index

Statistische Auswertungen der unterschiedlichen
Intensitaten (0-3) von Ki67 und p53 in Zusammenhang mit
dem Tumorstadium, Lymphknotenstatus und
Differenzierungsgrad des Tumors

Signifikanztest und Korrelationen fur die Intensitat von p53
in Zusammenhang mit dem Tumorstadium (T)

Signifikanztest und Korrelationen fir die Intensitat von
Ki67 in Zusammenhang mit dem Tumorstadium (T)

Signifikanztest und Korrelationen fir die Intensitat von p53
in Zusammenhang mit dem Lymphknotenstatus (N)

Signifikanztest und Korrelationen fir die Intensitat von
Ki67 in Zusammenhang mit dem Lymphknotenstatus (N)

Signifikanztest und Korrelationen fur die Intensitat von p53
in Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad des
Tumors (G)

Signifikanztest und Korrelationen fir die Intensitat von
Ki67 in Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad des
Tumors (G)

Kreuztabellen und Balkendiagramme.

Kreuztabelle und Balkendiagramm fir die Intensitat der
p53-markierten Zellkerne in Zusammenhang mit dem
Tumorstaging (pT) - Absolute Haufigkeiten

Kreuztabelle und Balkendiagramm fur die Intensitat der
p53-markierten Zellkerne in Zusammenhang mit dem
Tumorstaging (pT) - Relative Haufigkeiten

Kreuztabelle und Balkendiagramm fur die Intensitat der
Ki67-markierten Zellkerne in Zusammenhang mit dem
Tumorstaging (pT) - Absolute Haufigkeiten

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55
56

56

57

58



45.4.

4.5.5.

4.5.6.

4.5.7.

4.5.8.

4.5.9.

4.5.10.

45.11.

4.5.12.

5.1.
5.2.
5.2.1.
5.3.

Kreuztabelle und Balkendiagramm fur die Intensitat der
Ki67-markierten Zellkerne in Zusammenhang mit dem
Tumorstaging (pT) - Relative Haufigkeiten

Kreuztabelle und Balkendiagramm fir die Intensitat der
p53-markierten Zellkerne in Zusammenhang mit dem
Lymphknotenstatus (N) - Absolute Haufigkeiten

Kreuztabelle und Balkendiagramm fur die Intensitat der
p53-markierten Zellkerne in Zusammenhang mit dem
Lymphknotenstatus (N) - Relative Haufigkeiten

Kreuztabelle und Balkendiagramm fir die Intensitat der
Ki67-markierten Zellkerne in Zusammenhang mit dem
Lymphknotenstatus (N) - Absolute Haufigkeiten
Kreuztabelle und Balkendiagramm fur die Intensitat der
Ki67-markierten Zellkerne in Zusammenhang mit dem
Lymphknotenstatus (N) - Relative Haufigkeiten
Kreuztabelle und Balkendiagramm fur die Intensitat der
p53-markierten Zellkerne in Zusammenhang mit dem
Differenzierungsgrad des Tumors (G) - Absolute
Haufigkeiten

Kreuztabelle und Balkendiagramm fur die Intensitat der
p53-markierten Zellkerne in Zusammenhang mit dem
Differenzierungsgrad des Tumors (G) - Relative
Haufigkeiten

Kreuztabelle und Balkendiagramm fur die Intensitat der
Ki67-markierten Zellkerne in Zusammenhang mit dem
Differenzierungsgrad des Tumors (G) - Absolute
Haufigkeiten

Kreuztabelle und Balkendiagramm fir die Intensitat der
Ki67-markierten Zellkerne in Zusammenhang mit dem
Differenzierungsgrad des Tumors (G) - Relative
Haufigkeiten

Diskussion

Beurteilung der Methodik und méglicher Fehlerquellen
Diskussion der Ergebnisse fir p53

p53 als Therapieziel

Diskussion der Ergebnisse flr Ki67
Zusammenfassung

Literaturverzeichnis

Anhang

Lebenslauf

59

60

61

62

63

64

65

66

67
68
68
69
72
73
76
77
88

92



Abklrzungsverzeichnis

(1)
BCG
BTA
bzgl.
bzw.
CA.
CHRON.
d.h.
DAB
dest.
DNA

g
G.-Zellen

GEBDAT.

GOF
GRANU.
HRP
IHC
kDa
MDM?2
ml

VI
pl

Nr.
OPDAT.
pos.

rs

u.a.

VERHORN.

WHO
z.B.

Verweis auf Nummer im
Literaturverzeichnis
Bacillus Calmette-Guerin
Bladder Tumor Antigen
beziglich
beziehungsweise
Karzinom

chronisch

das heil3t
Diaminobenzidin
destilliert
Desoxiribonukleinsaure
Gramm

Gesamtzellen
Geburtsdatum

gain of funktion
granulierende
Meerrettichperoxidase
Immunhistochemie
Kilodalton
mouse-double minute-2
Milliliter

My

Microliter

Nummer
Operationsdatum
positiv
Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearmann

unter anderem
verhornendes

World Health Organization
zum Beispiel



1. Einleitung

Malignome sind neben Herz- und GefalRerkrankungen in der westlichen Welt
die zweithaufigste Todesursache. Sie zeigen eine steigende Tendenz. Das
Urothelkarzinom der Harnblase ist der zweithdufigste Tumor im Urogenitaltrakt
und der sechsthaufigste Tumor tberhaupt. Er hat mit 60% - 80% die hdchste
Rezidivrate aller Tumoren (12). Trotz intensiver Bemuihungen sind die
Therapiemoglichkeiten immer noch unbefriedigend. Im fortgeschrittenen
Stadium steht keine kurative Mdoglichkeit zur Verfigung, so dass Malignome

weiterhin ein Schwerpunkt der Forschung sind und sein werden.

1.1. Anatomie der Harnblase

Die Harnblase liegt beim Erwachsenen als Organ des kleinen Beckens dicht
hinter der Symphyse. Sie besteht hauptsachlich aus einem glatten Muskel, dem
Detrusor. Die Form der Harnblase ist die eines Tetraeders, wenn sie leer ist.
Jede der 4 Oberflachen ist gleichzusetzen mit einem gleichschenkligen Dreieck,
dessen Seiten 12 cm betragen. Wenn die Harnblase gefullt ist, ist sie ovoid.

Die Blase ist eingeteilt in folgende Regionen: die Basis oder der Fundus der
Blase (inferior und posterior); das Trigonum, die Flache zwischen der Mindung
der beiden Ureteren und der Urethra; der Blasendom und schlieflich der
Blasenhals.

Histologisch gesehen besteht die Blasenwand hauptsachlich aus drei
Schichten. Eine diinne Schicht eines Ubergangsepithels (Urothel), welche auf
einer Schicht von Kollagen und elastischen Fasern ruht, die lamina propria
mucosa. In der lamina propria befindet sich eine dinne Schicht von glatten
Muskelfasern, die muskularis mucosa. Unter der lamina propria befindet sich
der Detrusormuskel, ein Geflecht zufallig angeordneter glatter Muskelfasern.
Das normale Urothel der Blase besteht aus 6-7 Zellreihen. Typisch fur das
Uroepithel sind die Schirmzellen, die lumenwaérts liegen. Auf diesen

Schirmzellen befindet sich, ebenfalls lumenwarts, eine hialinsaurehaltige



Mukopolysacharidschicht. Auf der muskelzugewandten Seite wird das Epithel
durch die Basalmembran bedeckt.

Die Harnblase wird von den Arteriae vesicales superiores, mediae und
inferiores mit Blut versorgt, alle aus der Arteriae iliacae internae entspringend.
Haufig sind weitere Zuflisse maoglich: z.B. aus der Arteriae obturatoriae, den
Arteriae gluteae inferiores sowie bei Frauen aus Asten von Vaginal- und
Uterusarterien.

Der ausgepragte vendse Plexus, welcher die Harnblase umgibt, drainiert das
venose Blut in die Venae iliacae internae.

Der Lymphabfluss erfolgt Uber die Nodulii vesicales, Nodulii arteriae iliacae

externae, internae und communis.

1.2. Das Harnblasenkarzinom

1.2.1. Inzidenz, Epidemiologie und Risikofaktoren

Das Harnblasenkarzinom befindet sich an sechster Stelle weltweit und stellt 3%
- 4% aller malignen Tumoren dar (55). Beim Mann steht das
Harnblasenkarzinom an vierter Stelle nach Lunge, Prostata und Kolonkarzinom.
Bei der Frau steht es an zehnter Stelle. Die Inzidenz steigt mit dem Alter. 2/3
der Falle kommen bei Personen vor, die &lter als 65 Jahre sind. In den
industrialisierten Landern ist die Inzidenz des Harnblasenkarzinoms hoher als in
landlichen Regionen (66).

Weille Europaer/Nordamerikaner haben die hdochste Inzidenz gegenuber
Lateinamerikanern und Afrikanern. Die niedrigste Inzidenz haben asiatische
Bevolkerungsgruppen (66).

Es gibt verschiedene exogene Kanzerogene, welche das Harnblasenkarzinom
beglnstigen. Z.B. chemische Farbstoffe (aromatische Amine) u.a. 2-B3-
Naphtylamin, 4 Aminobiphenyl und Benzidine. Zigarettenkonsum, Medikamente

wie Phenacetin, Cyclophosphamid, Infektionen mit Shistosoma haematobium,



chronische Harnwegsinfekte und nicht zuletzt die Balkannephropathie zahlen
ebenfalls zu den exogenen Kanzerogenen.

Zusétzlich zu den &ulReren Faktoren gibt es ebenfalls genetische Faktoren, die
zu einem Blasenkarzinom fiuhren konnen. Das invasiv wachsende
Urothelkarzinom zeigt eine grof3e Anzahl von genetischen Veranderungen auf
verschiedene Chromosomen. Zum Beispiel fuhrt der Verlust bzw. Teilverlust
von Chromosom 9 zum Verlust eines Tumorsuppressor Gens, genannt DBC1.
Den Verlust auf Chromosom 11p und 17p setzt man mit einer maoglichen

Entwicklung eines Blasenkarzinoms mit hohem Grading gleich.

1.2.2. Histopathologie

90% der Tumoren sind Transitionalzellkarzinome ( Urothelkarzinome), 7% sind
Plattenepithelkarzinome, 2% sind Adenokarzinome.

Im Nahen Orient und Agypten, wo die Infektion mit Schistosoma Haematobium
endemisch ist, sind 55%-80% der diagnostizierten Blasenkarzinome. Bei 75%
der Urothelkarzinome findet man bei der Erstdiagnose ein oberflachliches
Harnblasenkarzinom (12).

Die WHO Kilassifikation von 2004 unterscheidet zwischen flachen Lasionen mit
Atypien, nichtinvasive papillare urotheliale Lé&sionen und invasiven
Urothelkarzinome (43).

Zu den flachen Lasionen mit Atypien gehoren die Dysplasie, eine
praneoplastische Lasion und das Carcinoma in situ (CIS). Diese Lasionen
beschranken sich auf die Urothelschleimhaut. Eine Dysplasie ist als Vorstufe
zum Carcinoma in situ anzusehen, wahrend das Carcinoma in situ als obligate
Vorstufe zum invasiven Urothelkarzinom gilt.

Zu der Gruppe der nichtinvasiven papillaren urothelialen Lasionen gehéren das
Papillom sowie das invertierte Papillom, die als benigne urotheliale Lasionen
gelten. Zusatzlich gehtéren dazu die papillaren urothelialen Neoplasien (pTa
Tumoren) mit niedrig malignem Potenzial (PUNLMP). Diese beschranken sich

ebenfalls nur auf das Urothel. Auch auf die Schleimhaut beschrankt ist das



nichtinvasive papillare urotheliale Low-grade-Karzinom (PUC) und das nicht
invasive urotheliale High-grade-Karzinom.

Die invasiven Urothelkarzinome kann man unterteilen in:

Karzinome mit Invasion der Lamina propria, wobei man hier Karzinome
unterscheidet in solche, die nicht die muskularis mucosae erreichen (pT1a), in
solche, die die Muscularis mucosae erreichen (pT1b) und in solche, die sie
Uberschreiten (pT1c).

Karzinome mit Invasion der Muscularis propria (des Musculus Detrusor
Vesicae) (T2-4).

Invasive Urothelkarzinome werden analog zu den nichtinvasiven PUC in Low-
grade und High-grade-Formen unterteilt.

Es gibt noch verschiedene Varianten des invasiven Urothelkarzinoms, z. B. das
Urothelkarzinom mit plattenepithelialer und/oder glandulérer Differenzierung,
das sarkomatoide Urothelkarzinom mit throphoblastischer Differenzierung und
lymphoepithelialer Differenzierung.

Das invasive Urothelkarzinom mit squamoéser (plattenepithelialer)
Differenzierung kommt in 21% der Urothelkarzinome der Blase vor (41). Die
squamdse Differenzierung tretet bei Tumoren mit einem héheren Grading und
Staging auf. Somit ist das Erscheinen der plattenepithelialen Differenzierung mit
einer schlechten Prognose verbunden. Als immunhistochemische Marker fur die
squamadse Differenzierung gelten Cytokeratin 14 und L1 Antigen.

Die Metastasierung des Harnblasenkarzinoms erfolgt per continuitatem,
lymphogen und vasculéar. Die haufigsten Fernmetastasenlokalisationen sind
Lunge, Leber und Knochen.

1.3. Diagnostik des Harnblasenkarzinoms

Das haufigste Symptom des Blasentumors ist die Hamaturie, wobei das
Ausmald der Blutbeimengung nicht mit dem Tumorstadium Kkorreliert. Eine
Hamaturie fordert die Abklarung des Harntraktes auf das Vorliegen eines
Tumors. Nach der klinischen Untersuchung, Sedimentuntersuchung, Urinkultur

zum Ausschluss eines Harnwegsinfektes, falls eine symptomatische



Leukozyturie besteht, und der Sonographie des Abdomens, ist die Urinzytologie
ein wichtiges der nichtinvasives Diagnoseverfahren (55). Es sollte beim
klinischen Verdacht auf einen Harnblasentumor und in der Nachsorge nach
Urothelkarzinomen zur Anwendung kommen. Zur zytologischen Diagnostik
eignen sich: Spontanurin, Harnblasenspulflissigkeit, Spulungen aus dem
oberen Harntrakt, Urethrastumpfspilungen und Urin aus Harnableitungen bei
Patienten nach Zystektomie. Die Spezifitat des Verfahrens ist sehr hoch (Uber
90%) (55).

Die Diagnose eines Harnblasenkarzinoms wird zystoskopisch gestellt. Bei der
endoskopischen Untersuchung wird Lokalisation, Anzahl und Wachstumstyp
der Tumore festgestellt.

Da bis zu 5% der Urothelkarzinome im oberen Harntrakt wachsen, ist eine
Urographie Bestandteil der praoperativen Diagnostik.

Die transurethrale Resektion vollendet die Diagnostik und leitet gleichzeitig
auch die Therapie ein. Bei muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen muss man
die Diagnostik erweitern, um die genaue Ausdehnung der Tumoren und des

Filialisierungsausmalies zu erfassen.

1.4. Uringebundene Markersysteme

Uringebundene Markersysteme haben das Ziel, die Detektionsrate des
Harnblasenkarzinoms zu steigern. Vor allem bei hochdifferenzierten Tumoren
will man damit die schwache diagnostische Treffsicherheit der Urinzytologie
verbessern. In den vergangenen Jahren wurden viele uringebundene
Markersysteme im Rahmen der Primérdiagnostik, aber ebenso zur
Therapiekontrolle von Patienten mit einem Harnblasenkarzinom eingesetzt.

Das BTA (Bladder Tumor Antigen) kann man im Schnelltest nachweisen. Die
BTA-Stat- bzw. BTA-TRAK-Tests detektieren ein dem Komplementfaktor H
verwandtes Protein im Urin. Dieses Protein wird als Reaktion auf dem Tumor

vermehrt an der Basalmembran exprimiert.



Das NMP-22 (Nuclear Matrix Protein) ist ein Bestandteil des Mitoseaparates.
Bei Patienten mit Urothelkarzinom wurden signifikant h6here Werte, um das 25-
fache, im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe nachgewiesen.

Mit der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und der Mikrosatellitenanalyse
kénnen Urothelzellen mit chromosomalen Anomalien wie die Aneuploidie oder
der Verlust der Heterozygotie detektiert werden.

Ein weiteres Markerprotein ist das Anti-Apoptose-Protein Survivin.

Der UBC-Test und der Cyfra21l-1 Urintest detektieren Zytokeratine des
Urothelkarzinoms.

Zum jetzigen Zeitpunkt kann kein uringebundenes Markersystem die
Zystoskopie und die Urinzytologie in der Diagnostik ersetzen. Aufgrund der
hohen Rate falscher positiver Befunde sind die uringebundenen Markersysteme

als Priméardiagnostik kritisch zu sehen.

1.5.Therapie des Harnblasenkarzinoms

Bei nichtinvasiven Blasentumoren ist die transurethrale Resektion die Therapie
der Wahl. Bei pT1 Tumoren und bei pTa Tumoren, bei denen eine komplette
Tumorresektion bei der Erstresektion nicht moglich war, besteht eine Indikation
zur erneuten transurethraler Resektion.

Eine intravesikale Chemotherapie (z.B. mit Mitomycin, Doxorubicin, Thiotepa
und Epodyl) und eine intravesikale Immuntherapie (z.B. BCG oder alpha-
Interferon) sollen ein Tumorrezidiv und eine Progression des Tumors
verhindern.

Beim Carcinoma in situ ist priméar eine intravesikale Behandlung mit BCG und
oder Zytostatika indiziert. Falls innerhalb von drei Monaten keine komplette
Remission zu erreichen ist, sollte eine Zystektomie angeschlossen werden.

Die radikale Zystektomie mit pelviner Lymphadenektomie ist die Behandlung
der Wahl eines muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms, falls man ein kurativer
Ansatz verfolgt. Als palliativer Ansatz kann eine Zystektomie zur Verbesserung
der Lebensqualitdt bei tumorbedingter Beeintrachtigung der Blasenspeicher

oder der Entleerungsfunktion, bei Blutung oder tumorbedingten Schmerzen



dienen. Es gibt kontinente und nicht kontinente Urinableitungsmethoden nach
einer Zystektomie.

Heutzutage gibt es Ansatze von Therapiestrategien mit Organerhalt. Dies
beinhaltet  die  transurethrale Resektion plus die kombinierte
Radiochemotherapie. Bei Rest- oder Rezidivtumoren wird eine Salvage-
Zystektomie angestrebt. Dieses Konzept kann man jedoch nur bei Patienten
anwenden, welche folgende Kriterien erfillen: frihes Tumorstadium, unifokales
Tumorwachstum, Tumorgrof3e unter 5 cm, Fehlen einer lymphatischen oder
vaskularen Infiltration (LO, VO), Fehlen einer ureteralen Obstruktion und kein
begleitendes Carcinoma in situ.

Fur die Chemotherapie verwendet man Substanzen wie Cisplatin und
Gemcitabin.

Die alleinige Radiotherapie ist der kombinierten Radiochemotherapie deutlich
unterlegen.

Die Uberlebenszeit von Patienten mit metastasiertem Urothelkarzinom der
Harnblase betragt trotz des Einsatzes von Polychemotherapieprotokollen circa
14 Monate (10).

Neue molekulare Therapieansatze gewinnen zunehmend an Bedeutung. Damit
will man selektiv das Wachstum von Tumorzellen hemmen. Dies erreicht man
durch die Verabreichung von Antikdrpern oder Enzyminhibitoren, welche
spezielle Rezeptoren am/im Tumor besetzen. Zum Beispiel ist Trastuzumab,
ein monoklonaler Antikorper gegen den HER2/neu-Rezeptor. Lapatinib ist
ebenfalls ein Tyrosinkinase-Inhibitor, welcher an EGRF/HER2-Rezeptoren
bindet. Die Anwendung von target-spezifischen Substanzen allein oder in
Kombination mit einer Chemotherapie ist bisher nur in Studienprotokollen
durchgefuhrt. Sie erdffnen aber voéllig neue Therapiestrategien gegeniber der

bisherigen konventionellen Chemotherapie.



1.6. p53

Tumorsuppressorgene kodieren Proteine, welche eine Rolle in der negativen
Wachstumsregulation der Zelle spielen und dadurch Tumorentstehung
verhindern.

Das TP53 Gen, lokalisiert auf das Chromosom 17923, kodiert ein 53 kDa
grofRes Protein, welches eine wichtige Rolle im Zellzyklus, in der Antwort der
Zelle auf eine DNA-Schadigung, in der Apoptose und in der Neovaskularisation
spielt.

Die Apoptose ist ein Prozess, welcher aktiv gesteuert ist und mit dessen Hilfe
die Zellen ihren eigenen Zelltod in normalem und krankem Gewebe regeln.

Eine Mutation des TP53 Gens verleiht der Zelle die ,Unsterblichkeit* und somit
die Verwandlung zur malignen Zelle. Obwohl es kein spezifischen Focus fir die
Mutation gibt, befinden sich mehr als 90% dieser auf dem Exon 4-9 (41).

Oft kann man TP53 Mutationen immunhistochemisch nachweisen, da viele
dieser Mutationen zu einer Akkumulation eines funktionell nicht wirksamen p53
Protein im Nukleus fuhren. In normalen Geweben wird p53 nur in geringer
Menge exprimiert, so dass es mit immunhistologischen Mitteln in der Regel
nicht nachweisbar ist.

Das p53 Protein wurde Ende der 70er Jahre entdeckt. Das TP53 Gen ist in der
Mehrheit der Tumoren entweder mutiert oder funktionell kompromittiert. Ein
Fehler der DNA der Zelle wirkt wie ein Trigger auf die p53 induzierte Apoptose.
Zuerst wird der DNA Fehler erkannt. Daraufhin wird nicht mutiertes ,wild type
p53“ stabilisiert und aktiviert. Das aktive p53 Protein wirkt als ein
Transkriptionsfaktor der Zielgene von p53, welche in der Apoptosis involviert
sind und somit verhindert wild type p53 ein Weiterleiten des Defektes. Der
Verlust des wild type p53, des funktionell aktiven Proteins, durch Deletion oder
Mutation verleiht der Tumorzelle den Vorteil, sich der p53 induzierten Apoptose
zu entziehen.

Der Verlust des p53 Proteins wird mit einer erhdhten Instabilitdt des Genoms
und einer erhéhten Aneuploidie korreliert.

Die bestbeschriebene Funktion von wild type p53 sind die Apoptose und der

Zellzyklusarrest in der GO-G1-Phase. Der Zellzyklusarrest ermoglicht den DNA-



Polymerasen, die DNA-Reparatur durchzufiihren. Neue Studien zeigen, dass
der gewdahlte Weg, entweder der Stop des Zellzyklus oder der programmierte
Zelltod, von zwei Punkten beeinflusst werden kann. Erstens von der Natur der
Zielgene von p53 und zweitens vom Zeitpunkt, an dem diese Zielgene von p53
reguliert werden. Vousden zeigte, dass die Zielgene von p53, welche zum
Arrest des Zell-Zyklus fuhren (WAF1 und TIGAR), schnell durch genotoxischen
Stress aktiviert werden koénnen. Hingegen die Zielgene von p53, welche die
Apoptose mediieren (PUMA), zu einem spateren Zeitpunkt aktiviert werden,
namlich wenn der genotoxische Stress persistiert. Die Aktivierung von PUMA
fuhrt zur Apoptose und Runterregulierung von WAF1 und TIGAR. Die p53 —
dependente Apoptose  wird durchgefihrt durch eine Mitophagie, eine
Autophagie der Mitochondrien. Diese wiederum hangt von BAX und BAK
(beide sind mitochondriale Proteine) ab (63).

Eine andere wichtige Funktion des wild type p53 ist die Induktion der
Seneszenz. Hinkal zeigte, dass Mause, die ein p53-Mutant exprimieren (hier
fehlen die ersten 6 Exons), weniger spontane Tumoren hatten. Die Mutation
induzierte jedoch ein schnelleres Altern dieser Mause im Vergleich zu den
Mausen mit wild type p53. Dieser Phenotyp hatte als Basis ein permanent
aktives p53 Protein (ein ,super p53*). Weiterhin wurden diese Mause mit dem
»super p53“ einer hohen Dosis Gamma-Strahlen exponiert. Sie zeigten nach der
Bestrahlung eine Verlangsamung der DNA-Reparatur, welche eher auf ein
Altern der Zellen, statt auf einen Zelltod schlieBen lasst (16). Diese Ergebnisse
zeigen, dass das Altern eine biologische Konsequenz der p53 Aktivierung durch
genotoxischen Stress ist.

Eine weitere wichtige Funktion von p53 ist die Fahigkeit, die Zellmigration zu
regulieren. Der Verlust von p53 oder die Expression einer seiner Isoformen
erhoht die Zellmigration und kdnnte somit zur Metastasierung beitragen.

Die haufigste Mutation von p53 in Tumoren ist eine Punktmutation. Dieses
mutierte Protein unterscheidet sich vom wild type Protein durch eine
Aminosaure (missense mutation). Die veranderte Proteinstruktur dieses
Mutanten fuhrt zur Destabilisierung von p53 und alteriert somit seine Fahigkeit,
sich an die DNA zu binden. Missense Mutations zeigen einen Verlust der
translationalen Aktivitéat, welche je nach Art der Mutation verschiedene

Abstufungen erfahrt.
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Manche Mutanten kdnnen eine pro-onkogene Aktivitdt entwickeln. Diese pro-
onkogene Aktivitat wird auch oft als Erwerb einer Funktion ,gain of function®
(GOF) genannt. Diese Eigenschaft des Mutanten wird nicht mit dem wild type
Protein geteilt und ist unabhangig von seiner Fahigkeit, einen dominant
negativen Effekt auf das wild type p53 auszuiben.

Die veranderten p53 Proteine, welche nach einer TP53 Mutation entstehen,
koénnen die Expression der dazugehorigen Gene anders als wild type p53
modulieren. Dies konnte eine Basis zur Erklarung der GOF-Funktion sein. Die
GOF-Eigenschaften sind wiederum von Mutant zu Mutant verschieden. Z.B.
kann GOF dem Tumor eine Resistenz gegenuber Chemotherapeutika verleihen
oder eine Induktion der Neoangiogenese durch die Hochregulierung der ID4
Gene verursachen.

Ein anderes Beispiel fur die Moglichkeiten eines p53 Mutanten zur
Tumorentstehung und Tumorprogress beizutragen, ist seine Fahigkeit, die
Selektivitat der Zielgene von Vitamin D3 so zu verdndern, dass Vitamin D3 von
einem proapoptotischen Agenten in einen antiapoptotischen Agenten
umgewandelt wird.

Die Regulierung der Expression des p53 Mutanten funktioniert auf einem
ahnlichem Weg wie die Regulierung von wild type p53 in vivo. Der
Tumorsuppressor p53 wird engmaschig kontrolliert von MDM2 (Mouse-double-
minute-2) Protein. Das p53-Protein wird aktiv durch MDM2 abgebaut und somit
in der Zelle auf einem niedrigen Niveau gehalten. MDM2 bindet sich an p53 und
vermindert dessen transcriptionale Aktivitdt und Stabilitat. Viele Tumore
produzieren MDM2 im UbermaR. Dadurch hemmen sie die p53 Funktion. In
diesem Sinne wirde eine Hemmung der p53-MDM2-Bindung eine Mdglichkeit
fur Krebstherapien sein.

Andere Kontrollwege von p53 gehen z.B. tber PIN1, PML, HDM4, IMPORTIN
ALPHAS3, E4F, TWISTL1 und der verschiedenen p53 Isoformen. Das verdeutlicht
nochmals die Heterogenitat der méglichen p53 Stérungen.

In vielen Tumoren ist die Mutation der TP53 Gene als ein frilhes Ereignis in
pramalignem Gewebe erlautert worden. Vor allem in dem Gewebe, das
karzinogenen Stoffe aus der Umwelt exponiert ist. Daten von Lebertumoren und
Tumoren des Osophagus zeigen, dass die TP53 Mutation frih in der

natlrlichen Historie dieser Tumoren auftritt (30). Daraus lasst sich ableiten,
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dass im Initialstadium die Mutation von TP53 den Zellen und dem Gewebe hilft,
mit der Stresssituation fertig zu werden. Die Mutation verleint der Zelle einen
kurzen proliferativen Vorteil und dadurch eine Anpassung an die karzinogenen
Stoffen. Letztendlich endet dieser kurzfristige Vorteil der Zelle in der
Progression der proliferativen Eigenschaft und somit in der Tumorentstehung.

Sorlie identifizierte 2003 in Mammakarzinomen fiunf Subtypen; alle funf zeigten
eine unterschiedliche Genexpression und hatten verschiedene TP53
Mutationen. Die Subtypen wurden jeweils in unterschiedlichen Tumorstadien
gefunden, hatten unterschiedliche genetische und biologische Charakteristiken
und wurden mit einem unterschiedlichen Verlauf der Krankheit assoziiert. Als
Schlussfolgerung kann man sagen, dass die intrinsische Mutationsrate, der
Verlust der Transaktivierungskapazitat der verschiedenen Zielgene, und zu
einem geringeren Anteil die dominant negativen Aktivitaten die fuhrenden Kréafte
reprasentieren, welche das Muster der TP53 Mutation bestimmen und den

Phenotyp des Tumors beeinflussen.

1.7. Ki67

Das Ki67 Antigen ist ein Proliferationsmarker, d.h. es farbt die Zellen im
Gewebe, die sich vermehren, die so genannte Wachstumsfraktion. Exprimiert
wird Ki67 wahrend des Zellzyklus in der G1-, S-, G2- und in der M-Phase.
Zellen, die sich in der GO-Phase befinden, in der Ruhephase, exprimieren das
Ki67 Antigen nicht. Die immunhistochemische Farbung gibt Aufschluss Uber die
Wachstumsgeschwindigkeit der Tumoren. Ki67 interagiert mit einem Antigen,
das in den Zellkernen vorhanden ist. Dabei stellt sich das nukleolare Antigen
pradominant im nukleolaren Kortex, in der Kernmatrix und in den dichten
fibrillaren Komponenten dar. Eine nukleoplasmére Reaktivitdt konnte anhand
von kleinen diskreten Strukturen festgestellt werden, wohingegen sich die
Kernfarbung sehr heterogen darstellt (60).

Die Intensitdt der Expression von Ki67 wahrend des Zellzyklus variiert
ebenfalls. So kann man drei unterschiedliche Wege, die eine Zelle durchlaufen

kann, differenzieren:
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1. Der Ki76 stabile Weg. Hier handelt es sich um Zellen, bei denen Ki67
sichtbar wahrend der M bis zur G1 Phase exprimiert wird. Die Zellkerne
sind hier vergrofert.

2. Der Ki67 absteigende Weg. Hier wird Ki67 eher nukleolar exprimiert, um
danach nicht mehr nachweisbar zu sein. Die Zellkerne sind in dieser
Phase sehr klein.

3. Der Ki67 aufsteigende Weg. Hier kann man eine sehr intensive
Markierung beobachten und die Zellkerne vergrof3ern sich.

Ki steht fur Kiel und weist auf das Institut flir Pathologie der Kieler
Universitatsklinik hin. Der monoklonale Antikérper Ki67 wurde 1983 von
Johannes Gerdes und dessen Kollegen zum ersten Mal beschrieben.

In den letzten Jahren hat sich die immunologische Féarbung des Ki67 Antigens
mittels Immunhistochemie etabliert. Es ist heutzutage eine schnelle und
effiziente Methode zur Feststellung der sogenannten Wachstumsfraktion.
Haufig wird der Ki67-Farbeindex zur Analyse herangezogen. Diesen kann man
errechnen aus dem relativen Anteil der Ki67-positiv gefarbten Zellkerne an der

Gesamtzellkernzahl.

1.8. Die Immunhistochemie

Unter Immunhistochemie versteht man die histologische Darstellung
immunologisch reaktiver Strukturen auf oder in Zellen bzw. Geweben nach
Anwendung immunchemischer Verfahren, die durch Ubertragung von
Antikorpern-Farbkomplexen zu einer Anfarbbarkeit der entsprechenden
antigentragenden Strukturen im histologischen Praparat fihren (32).

Man unterscheidet zwei Arten von Antikdrpern: mono- und polyklonale
Antikoérper. Der Vorteil der monoklonalen Antikdrper ist eine hohe Spezifizitat,
da monoklonale Antikérper nur ein Epitop des Antigens erkennen. Dadurch
erhalt man wenige falsche negative Ergebnisse. Wird jedoch dieses Epitop,

wogegen sich der Antikdrper richtet, wahrend der Versuchsreihe vernichtet
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beziehungsweise verandert, beispielsweise bei der Fixierung, kann man auch
hier falsche negative Ergebnisse erhalten.

Es gibt zahlreiche immunhistochemische Nachweismethoden. Zum Beispiel die
Avidin-Biotin-Komplex-Methode oder die Immunfluoreszenzmethode. Die von
uns benutzte Avidin-Biotin-Komplex-Methode ist eine indirekte
Detektionsmethode (s. Abb.1-1., S. 14). Indirekt, weil die primaren Antikorper
nicht direkt mit einem Marker versehen sind und deshalb Uber einen
sekundaren Antikorper, der gegen den priméaren gerichtet ist, im Gewebe
.-aufgespurt® werden mussen. Dieser sekundare Antikdrper muss in einem
weiteren Schritt mit einem Marker versehen werden. Diese Markierung wird fur
uns als eine schwarz-/ violett- Farbung sichtbar.

Die Avidin-Biotin-Komplex-Methode macht sich die Affinitat von Avidin zu Biotin
zunutze. Avidin ist ein aus Huhnereiweil3 gewonnenes Glykoprotein mit 4
Bindungsstellen fur Biotin.

Streptavidin ist eine auf gentechnischem Wege gewonnene Substanz, welche
eine hohere Reinheit als Avidin aufweist und somit unspezifische Reaktionen
verhindert. An dem sekundaren mit Biotin versehenen Brickenantikérper bindet
das Streptavidin-Peroxidase-Komplex. Die Peroxidase wird mit Hilfe des
Substrates  Diaminobenzidin  detektiert. Bei der Umsetzung des
Diaminobenzidins tritt eine charakteristische Farbung auf.
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HRP-Streptavidin-

0,0 Komplex

Di-
amino-
benzidin

1 Primérantikor per

2 Sekundérantik or per
(biotinyliert)

1 <«— Biotin (Vitamin H)

+ Streptavidin

@ Horseraddish
peroxidase (HRP)

Antigen

Abbildung 1-1. Darstellung der Avidin-Biotin-Komplex-Methode.

Ein  entscheidender  Schritt in der Immunhistochemie st die
Antigendemaskierung.

Die Bildung des Antigen-Antikrperkomplexes ist abhéngig von der
dreidimensionalen Struktur der Proteine; Antikérper erkennen spezifische

Epitope, welche sich in einer bestimmten raumlichen Anordnung innerhalb des
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Proteinmoleklls befinden. Die Antigendemaskierung fuhrt zu einer
Renaturierung oder partiellen Restauration der dreidimensionalen Struktur des
Proteins und macht somit die Bildung des Antigen-Antikbrper-Komplexes
wieder moglich.

Um die durch die Formalinlésung ,maskierten” Antigene freilegen zu kénnen
und dadurch erst eine Markierung zu ermdglichen, gibt es zwei Methoden: die
enzymatische Demaskierung, z.B. mit Trypsin, und die hitzeinduzierte
Demaskierung (46). Diese zwei Demaskierungsmethoden konnen auch
kombiniert werden. Das ausgedehnte Waschen des in Formalin fixierten
Gewebes fihrt durch die Rehydrierung zum Wiedererlangen der
Immunreaktivitat (45). Citrat als ein Calciumchelator spielt ebenfalls eine Rolle
in der Freilegung der gewtinschten Antigenepitope (46).

Als weiterer entscheidender Schritt der Avidin-Biotin-Komplex-Methode ist die
Hemmung der endogenen Enzymaktivitat. Die endogene Peroxidase wird
genau wie die Peroxidase aus dem HRP-Komplex, welche an den biotinylierten
Sekundarantikérper gebunden ist, mit Hilfe des Substrates DAB
(Diaminobenzidine) detektiert. Hierbei tritt die charakteristische Féarbung auf.
Um falsche positive Ergebnisse zu vermeiden, ist es wichtig, die endogene
Peroxidase zu hemmen. Die endogene Peroxidase findet sich hauptsachlich in
Erythrozyten, Granulozyten und Mastzellen. Ist die Blockierung erfolgreich,
erscheinen die Erythrozyten im fertigen Praparat farblos.

Ebenfalls von Bedeutung sind die Kontrollen in der Immunhistochemie. Es gibt
positive und negative Kontrollen.

Unter positiven Kontrollen versteht man die Immunhistochemie an einem
Gewebepréparat, das das zu detektierende Antigen enthélt. Somit kann man
bei spezifischen Farbeergebnissen sicherstellen, dass die Immunhistochemie
einwandfrei durchgefuihrt wird und das richtige Detektionssystem und der
richtige Antikorper benutzt wurden.

Negative Kontrollen sind wichtig, um unspezifische Reaktionen eines
Primarantikdrpers oder des Detektionssystems mit dem Gewebe aufzudecken.
Negative Kontrollen bezlglich des Priméarantikorpers werden durchgefinhrt,
indem bei einer Immunhistochemie Gewebeschnitte mitgefihrt werden, die
nicht mit dem Primarantikorper inkubiert werden. Die anderen Schritte der

Versuchsreihe bleiben gleich. Findet man nach Beendigung der Versuchsreihe
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auf dem Kontrollgewebe ein Farbsignal, handelt es sich um eine unspezifische
Reaktion, welche bei der Auswertung in Betracht gezogen werden muss, um

keine falschen positiven Ergebnisse zu erhalten.

2. Fragestellung und Zielsetzung

Ziel dieser Untersuchung war es, die klinischen und histopathologischen Daten
der Patientenpopulation, die an einem Harnblasenkarzinom erkrankten und die
zwischen 1987 und 1991 in der Urologischen Klinik des Marienhospitals Herne,
Klinikum der Ruhr-Universitat Bochum zystektomiert wurden, mit den Daten aus
den immunhistochemischen Untersuchungen mit den Markern Ki67 und p53
dieser Tumoren in Beziehung zu setzen.

Die Patientendaten umfassen das Alter und Geschlecht der Patienten, die
histologische  Untersuchung des Tumors, das Tumorstadium, den
Lymphknotenstatus, den Differenzierungsgrad der Tumoren und ob der Tumor

zum Zeitpunkt der Operation schon metastasiert war.

Dadurch sollten folgende Fragen beantwortet werden:

Gibt es Zusammenhéange zwischen dem Ki67 —Index (der Anteil der Ki67-positiv
gefarbten Zellkerne an der Gesammtzellkernzahl) und dem Tumorstadium, dem
Grading und dem Lymphknotenbefall?

Ist es moglich, zwischen der optischen Dichte der Ki67-positiv gefarbten
Tumorzellkerne und dem Tumorstadium, dem Grading und dem

Lymphknotenbefall einen Zusammenhang herzustellen?

Gibt es Zusammenhéange zwischen der Anzahl der p53 markierten Zellkerne in
Prozent und dem Tumorstadium, dem Differenzierungsgrad des Tumors und

dem Lymphknotenbefall?
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Kann man zwischen der optischen Dichte der p53 positiv gefarbten
Tumorzellkerne und dem Tumorstadium, dem Tumorgrading und dem

Lymphknotenbefall einen Zusammenhang herstellen?

3. Material und Methoden

3.1. Material

Zwischen 1987 und 1990 erfolgte bei 120 Patienten mit muskelinvasivem
Urothelkarzinom der Harnblase eine radikale Zystektomie in der Urologischen
Klinik des Marienhospitals Herne, Klinikum der Ruhr-Universitat Bochum.

Die Proben wurden mit 4% Formalin fixiert und in Paraplast eingedeckt.

Aus diesen Proben wurden 4 um dinne Schnitte angefertigt und auf 0,05%
Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager aufgetragen und anschlieRend bei
Zimmertemperatur getrocknet.

Von jeder Probe wurde ein Praparat mit Hamatoxilin-Eosin gefarbt um
sicherzustellen, dass das verwendete Gewebe tatsachlich Harnblasengewebe
ist und dass die angeschnittene Probe tatséchlich Tumorgewebe enthélt.
Wegen der schlechten Konservierung kam es dazu, dass einige Proben
unbrauchbar wurden.

Es blieben 103, davon 24 Frauen und 79 Manner.

Als Kontrolle ist tumorfreies Harnblasengewebe verwendet worden (K8 und
K11).



3.2.  Verwendete Reagenzien, Labormaterialien und Gerate

3.2.1. Reagenzien

- AntikOrper: primare: Anti-Ki-67 (Ki-S5), Formalin grade
Monoklonaler Antikdrper gegen das Ki-67 Antigen
Vom: mouse mouse hybrid cells
Verdinnung: 1:50

Bezugsquelle: Firma Boehringer, Mannheim

Anti-p53, clone BP53-12
Monoclonale mouse IgG2a
Verdinnung: 1:350

Bezugsquelle: Firma Upstate

sekundare: Biotinilated Goat Anti-mouse Immunoglobulins
Verdinnung: 1:400
Bezugsquelle: Firma Dako

- Ammoniumchlorid (NH4CL)

Bezugsquelle: Firma Sigma Chemikals, Deisenhofen

- R-D-Gucose

Bezugsquelle: Firma Sigma

- Citronenséure ( wasserfrei, gepulvert reinst)

Bezugsquelle: Firma Merck, Darmstadt

- Diaminobenzidine (DAB)
Bezugsquelle: Firma Sigma
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- Di-Natriumhydrogenphosphatdihydrat

Bezugsquelle: Firma Merck, Darmstadt

- Ethanol (C2H50H)

Bezugsquelle: Firma J.T. Baker

- Eukitt

Bezugsquelle: Firma: Riedel De Haen

- Glucoseoxidase

Bezugsquelle: Firma Sigma Chemikals, Deisenhofen

- Methanol (CH30OH M=32,04g/mol)

Bezugsquelle: Firma “Baker” Grade

- Natriumchlorid (NacCl)

Bezugsquelle: Firma Merck, Darmstadt

- Natriumcitrat (tri-Natriumcitrat-Dihydrat)

Bezugsquelle: Firma Merck, Darmstadt

- Natriumhydrogenphosphatmonohydrat

Bezugsquelle: Firma Fluka

- Natronlauge (NaOH) 1mol/l

Bezugsquelle: Firma Merck

- Nickel-1I-Sulfat (NiSo4)

Bezugsquelle: Firma Sigma

- Poly-L-Lysine Hydrobromid
Bezugsquelle: Firma Sigma

- Rinderalbumin (BSA)
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Bezugsquelle: Firma Sigma

- Salzsaure (HCI) 1mol/l

Bezugsquelle: Firma Roth
- Streptavidin biotinylated horseradish peroxidase complex (HRP) RPN 1051
Verdinnung: 1:50

Bezugsquelle: Firma Amersham

- Trishydroxymethylaminomethan (TBS)
Bezugsquelle: Firma Merck

- Triton X-100

Bezugsquelle: Firma Merck

- Wasserstoffperoxyd (H202) 30%

Bezugsquelle: Firma Fluka

- Xylol

Bezugsquelle: Firma Merck

3.2.1. Labormaterialien

- Becherglaser

- Reagenzglaser

- Messzylinder

- Rohrchen

- Einmalpipetten
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- Papierfilter

- Pipettenspitzen fur automatische Pipetten

- Zellstoff

- Handschuhe

- Pap-Pen flr Immuno

Bezugsquelle: Firma Sigma

- Feuchtkammer

3.2.3. Geréate

- Analysewaage

Bezugsquelle Firma: Sartorius

- Grobwaage

Bezugsquelle Firma: Sartorius

- Kiihl-Gefrierkombination

Bezugsquelle Firma: Bosch

- Durchlichtmikroskop
Bezugsquelle Firma Carl-Zeiss (Modell 11l RS), Gottingen

- Durchlichtmikroskop
Bezugsquelle Firma: Hund Wetzlar

- Mikrozentrifuge

Bezugsquelle Firma Beckmann
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- PH-Meter

Bezugsquelle Firma: Metrohm

- Pipetten
Bezugsquelle: Firma Eppendorf (Varipette 4710), Hamburg.

- Refrigerated Incubator Shaker
Bezugsquelle Firma: Inn Ova 4230

- Rocker Plattform

Bezugsquelle Firma: Bellco Glass. Inc. Vineland, New Jersey

- Ruhrheizplatte

Bezugsquelle Firma: lka Labortechnik

- Saugpumpe
Bezugsquelle Firma: EMS medical (Vacumat 100)

- Shaker
Bezugsquelle Firma: Cenco Inst.

3.3. Zubereitung der bendtigten Pufferlosungen, Detergenzien und

Stringenzien

-0,05M TBS
6,069 Trishydroxymethylaminomethane in 500 ml Aqua dest. |I6sen und 8,779
NaCl (150 mM) dazugeben. Mit 1N HCI ein pH von 7,6 einstellen und mit Aqua
dest. bis 1000 ml auffillen. Alle Schritte werden bei Raumtemperatur
durchgefuhrt.

- Citratpufferlésung pH 6
Die Citratpufferlosung setzt sich aus 9 ml Lésung A, 41 ml L6sung B und 450 ml

Aqua dest. zusammen.
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Fur Losung A l6st man 21,01g 0,1 Molare Citronensaure in ein Liter Aqua dest.
auf.
Fur Losung B I6st man 29,4g Natriumcitrat auch 0,1 M in ein Liter Aqua dest.

auf.

- Phosphat-Puffer (PB) pH 7,4

Stammldsung 0,2mol/l:

28,8g Di-Natriumhydrogenphosphatdihydrat und 5,29
Natriumhydrogenphosphatmonohydrat |I6st man in ein Liter Aqua bidest. Auf.
Gebrauchslésung 0,1 mol/l:

Die Stammldsung 1:2 mit Aqua dest. verdinnen und auf PH 7,4 mit 1N NaOH

einstellen.

- Diaminobenzidine (DAB)-L6sung
5000 mg DAB in 100 ml Aqua dest. l6sen.

- Glucoseoxidase

1,2 mg Glukoseoxidase in 1 ml Aqua dest.

- NiSO4 X 6H20
130 mg Nickelsulfat in 10 ml Aqua dest.

- NHA4CI
4000 mg Ammoniumclorid in 100 ml Aqua dest.



24

3.4. Einleitende MaRnahmen

Die Praparate sind zuerst entparaffiniert worden, indem sie 10 Minuten in ein
Xylolbad gestellt wurden.

Anschlie3end wurde das Gewebe in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert,
jeweils 5 Minuten in 100% Alkohol, 96% Alkohol und 70% Alkohol.

Die Rehydrierung ist eine wichtige Maflinahme fir die weitere Bearbeitung der
Praparate, aber vor allem fir die Antigendemaskierung (46). Um eine bessere
Rehydrierung zu erzielen, wurden die in Parafin eingelegten histologischen
Gewebeschnitten fur zuséatzliche drei bis vier Minuten in 70% Alkohol
eingetaucht.

Die Antigendemaskierung wurde nach der Rehydrierung weitergefihrt mit
einem Citratpufferbad bei einem pH von sechs und einer Temperatur von 60
Grad Celsius im Brutschrank fir ungefahr 16 Stunden.

Danach wurden die Objekttrager auf Zimmertemperatur in einer Feuchtkammer
abgekuhlt (30 Minuten). Jedes einzelne Praparat wird sorgféaltig mit einem
Fettstift eingerahmt, um das Auslaufen der ab jetzt nachtraglich aufgetragenen
Reagenzien zu verhindern. Dabei muss man beachten, dass die Flache, auf der
man den Fettstift auftragt, trocken sein soll und das Gewebe trotzdem immer
feucht bleibt. Um das Austrocknen und das Verdunsten der Reagenzien zu
verhindern, werden die darauf folgenden Schritte in einer Feuchtkammer
durchgefuhrt. Das Harnblasengewebe wird mit 0,05 M TBS-Puffer drei mal 10
Minuten gespult.

3.5. Versuchsmethodik

FUr jeden Patienten wurde pro Antikérper ein Praparat angefertigt.

Bei jeder Versuchsreihe wurden sowohl Kontrollen mit tumorfreiem
Harnblasengewebe als auch eine immunhistochemische Kontrolle (ICH-
Kontrollen) durchgefiihrt. Die IHC-Kontrollen bleiben negativ, da sie nicht mit

dem primaren Antikérper inkubiert werden.
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Um falsche positive Ergebnisse zu verhindern, muss die Aktivitat der
endogenen Peroxidase im Gewebe gehemmt werden. Das endogene Enzym
setzt genau wie das Enzym des Detektionssystems das Chromogen DAB um.
Die endogene Peroxidase wird durch die Inkubationszeit von 20 Minuten mit
Wasserstoffperoxid und Methanol (200 ml Methanol + 50 ml 3%
Wasserstoffperoxid) gehemmt.

Nach einem Waschschritt von zwei mal 10 Minuten mit TBS-Puffer wird mittels
Triton X, einen Detergent, die Zellmembran des Gewebes durchlassiger
gemacht. Durch die Bindung der Aldehydgruppen an das Ammoniumchlorid
wird der Hintergrund neutralisiert.

Dazu bendtigt man: 0,59 g Ammoniumchlorid + 50 pl Triton X + 20 ml TBS.

Die Inkubationszeit betragt 10 Minuten.

Es folgt ein Waschschritt von zwei mal 10 Minuten TBS-Puffer.

Der nachste Schritt ist die Inkubation mit 5% BSA (5 g Rinderalbumin in 100 ml
TBS aufgelost auf der Ruttelplatte) fur die Dauer von einer Stunde. Damit wird
die Ladungsneutralisation des Gewebes bezweckt.

Vor dem pipettieren des Antikdrpers auf das Gewebe muss das 5% BSA
grundlich abgesaugt werden, um die optimale Verdinnung des Antikdrpers zu
erhalten.

Der priméare Antikdrper wird fur kurze Zeit vor dem Gebrauch zentrifugiert und
danach in 0,8% BSA (Bovines Serum Albumin) verdinnt. Die Verdinnung ist je
nach Antikdrper verschieden. Fir Ki67 wurde eine Verdinnung von 1:50
gebraucht. Fur p53 war die Verdiinnung 1:350.

Fir einen Gewebeschnitt rechnet man 300 pl Flussigkeit.

Die Praparate werden dann zusammen mit der Feuchtkammer in den
Kihischrank gestellt und bei 4° C dber Nacht mit dem primaren Antikérper
inkubiert.

Auf den IHC Kontrollen wird nur 0,8% BSA-LGsung pipettiert.

Am zweiten Tag folgt nach vier mal 10 Minuten waschen mit TBS-Puffer die
Inkubation mit dem sekundaren Antikorper fir eine Stunde Dbei
Raumtemperatur. Dieser wird in TBS-Puffer verduinnt (1:400).

Es folgen vier mal 10 Minuten waschen mit TBS-Puffer.
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An den biotinmarkierten Sekundarantikdrper bindet sich nun der Horseradisch-
Peroxidase-Streptavidin-Komplex (HRP), welcher in einer Verdinnung von
1:150 in TBS-Puffer angesetzt wird.

Die Gewebeproben werden damit fir eine Stunde inkubiert.

Vor dem Nachweis der Peroxidase wird das Harnblasengewebe mit TBS-Puffer
fur 4 mal 10 Minuten grundlich gewaschen.

Die Farbstofflosung fur die Avidin-Biotin-Komplex-Methode wird durch das
Mischen der folgenden Substanzen angefertigt:

15ml 0,1 mol Phosphatpuffer

150pl 3,3-Diaminobenzidin-Lésung

150ul NH 4Cl

300u Ni SO4

300p 10%Glucose

50u Glucoseoxidase.

Der Ansatz muf3 filtriert werden und ist nur 40 Minuten haltbar.

Das Gewebe wird mit der Substratiésung bei Raumtemperatur unter
lichtmikroskopischer Kontrolle inkubiert.

Der Farbstoff DAB (3,3-Dianimobenzidin) erscheint im Lichtmikroskop violett.
Spater andert sich die Farbe in schwarz.

Die Entwicklungszeit ist fur jeden Antikorper unterschiedlich und kann kleine
Variationen aufweisen, die versuchsbedingt sind.

Die Entwicklungszeit fur Anti-p53 betrug im Durchschnitt ungefahr 20 Minuten
und far Anti-Ki-67 im Durchschnitt 45 Minuten.

Die Reaktion wird gestoppt durch die Aufpipettierung von TBS-Puffer.

Die Uberschuissige Farbstofflosung wird durch 2 mal 10 Minuten Waschen mit
TBS-Puffer grindlich ausgespult, um eine weitere Einwirkung der Lésung zu
verhindern.

Wahrend der Arbeit mit der Entwicklungslésung sollte man unbedingt
Gifthandschuhe tragen, weil die Substanz hochgiftig ist.

Die Praparate werden haltbar gemacht, indem sie entwassert und danach in

Eukitt eingedeckt werden.
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3.6. Auswertung am Lichtmikroskop

Die Praparate wurden am HUND Lichtmikroskop ausgewertet. Fur die beiden
Marker p53 und Ki67 wurde das gleiche Auswertungsschema benutzt.

Die Praparate wurden mit dem 10er Objektiv auf eine spezifische-Markierung
mit dem chromogen Diaminobenzidin durchsucht. Hat man eine Markierung
gefunden, wurde im markierten Feld eine reprasentative Stelle fir das jeweilige
Praparat ausgesucht. Als reprasentative Stelle gilt eine Stelle mit Tumorzellen,
welche von der Intensitat der Markierung flir das gesammte Préaparat
reprasentativ ist. Im 40er Objektiv habe ich nun die Gesamtzahl der
Tumorzellkerne auf einem halben Gesichtsfeld gezahlt und danach die
markierten Tumorzellkerne auf dem gleichen Gesichtsfeld.

Die Intensitat der Kernmarkierung wurde bewertet auf einer Skala von null bis
drei. Null bedeutet keine Markierung, eins eine schwache Markierung, zwei
eine gute und drei eine sehr gute Markierung. Die Intensitat der Markierung

wurde von dem gesamten markierten Feld festgestellt.

3.7. Statistik

Die Patientendaten wurden retrospektiv mit Hilfe der Patientenakten
zusammengestellt. Die Daten umfassen Alter, Geschlecht, histopatologische
Untersuchung des Tumors, das TNM-Stadium und das Operationsdatum.

Die Korrelation der Patientendaten mit den immunhistochemischen
Untersuchungen erfolgten mit dem Statistikprogramm SPSS Version 13. Es
wurden die Mittelwerte fur den Ki67-Index und den p53-Index erstellt, aufgeteilt
nach Tumorstadium, Tumorgrading und Lymphknotenstatus. Davon wurden
Boxplots erstellt.

Es wurden fur die Ki67 und p53 Indices die Korrelationen jeweils mit dem
Tumorstadium, Tumorgrading und Lymphknotenstatus erstellt und Signifikanzen

ausgerechnet.
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Um die Intensitat der markierten Praparate mit dem Ki67- und p53-Antigen in
Verbindung mit dem Tumorstadium, dem Tumorgrading und dem
Lymphknotenstatus zu stellen, wurden Kreuztabellen erstellt mit Berechnungen
des Chi-Quadrat-Tests und Berechnungen des Spearmanschen
Korrelationskoeffizienten. Aus den Kreuztabellen wurden Balkendiagramme

erstellt.

4. Ergebnisse

4.1. Immunhistochemische Ergebnisse

Die immunhistochemisch gewonnenen Daten fur die Kernmarker Ki67 und p53
sind in Tabelle 7-1. gelistet (siehe Anhang).

Fur beide Antikorper wurde eine gute Markierung erzielt.

Bilder von der Markierung mit dem Antikorper Ki67.
Praparatnummer 18522Ki11/88: (Abbildung 4-1 und 4-2)

Abbildung 4-1. Lichtmikroskopische Darstellung der nukledren Ki67 Expression im
Urothelkarzinom. Immunhistochemische Farbung. VergréRerung: Objektiv 40.



29

Abbildung 4-2. Lichtmikroskopische Darstellung der nukledren Ki67 Expression im
Urothelkarzinom. Immunhistochemische Farbung. VergréfRerung: Objektiv 10.

Bilder von der Markierung mit dem Antikorper p53.
Praparatnummer 7455lih/88: (Abbildung 4-3. und 4-4.)

Abbildung 4-3. Lichtmikroskopische Darstellung der nuklearen p53 Expression im
Urothelkarzinom. Immunhistochemische Farbung. VergréRerung: Objektiv 10.
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Abbildung 4-4. Lichtmikroskopische Darstellung der nukleéren p53 Expression im
Urothelkarzinom. Immunhistochemische Farbung. VergréRerung: Objektiv 40.

Eine Markierung auf dem Kontrollgewebe wurde nicht gefunden. Mit dem
Antikorper p53 sind 45,6% der Praparate markiert. Mit dem Antikorper Ki67
konnte ich 46,6% der Praparate markieren. Die Intensitat variierte von schwach
(Markierung 1) Uber mafiig (Markierung 2) bis stark (Markierung 3) fur beide
Antikorper.

Fur Ki 67 sind von den 48 positiven Gewebeproben 11 mit einer schwachen
Markierung, 25 mit einer mafRigen und 12 mit einer starken Markierung.

Fur p53 sind von den 47 positiven Gewebeproben 8 mit einer schwachen
Markierung, 20 mit einer mafRigen und 19 mit einer starken Markierung.

Fur die statistische Auswertung wurden 88 Patienten verwendet, bei denen der
Datensatz vollstandig war.

In der Tabelle 4-1. und 4-2. sind die Haufigkeiten der unterschiedlichen
Intensitaten (0-3) der Markierung mit Ki67 und p53 aufgelistet. Auffallig ist, dass
ein groRBer Teil der Tumoren keinerlei Markierung (Markierung 0) fur p53
(53,4%) und Ki67 (52,3%) zeigt.



p53_Intensitat

Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gultig | 0 47 53,4 53,4 53,4
1 7 8,0 8,0 61,4
2 17 19,3 19,3 80,7
3 17 19,3 19,3 100,0
Gesamt 88 100,0 100,0
Tabelle 4-1.
Ki67_Intensitat
Glltige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giltig | 0 46 52,3 52,3 52,3
1 8 9,1 9,1 61,4
2 25 28,4 28,4 89,8
3 9 10,2 10,2 100,0
Gesamt 88 100,0 100,0
Tabelle 4-2.

Beispiel fur ein nicht markiertes Praparat mit Ki67 (Markierung 0) Objektiv 40
Praparathnummer 13883111c89 (Abbildung 4-5.) :

Abbildung 4-5. Lichtmikroskopische Darstellung einer Immunhistochemischen Féarbung am
Harnblasenkarzinom. Hier zeigt sich keine nukleare Ki67 Expression.



32

Beispiel fur ein schwach markiertes Praparat mit Ki 67 (Markierung 1) Objektiv
40 Praparatnummer 15635Ilvg88 (Abbildung 4-6.):

Abbildung 4-6. Lichtmikroskopische Darstellung der nukleéren Ki67 Expression im
Harnblasenkarzinom. Schwache Intensitat der Kernmarkierung.

Beispiel fir ein stark markiertes Praparat mit Ki 67 (Markierung 2) Objektiv 40
Praparatnummer 28091111190 (Abbildung 4-7.):

Abbildung 4-7. Lichtmikroskopische Darstellung der nukleéren Ki67 Expression im
Harnblasenkarzinom. Starke Intensitat der Kernmarkierung.
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Beispiel fur eine sehr starke Markierung mit Ki 67 (Markierung 3) Objektiv 40
Praparatnummer 122611im 89 (Abbildung 4-8.):

Abbildung 4-8. Lichtmikroskopische Darstellung der nukleéren Ki67 Expression im
Harnblasenkarzinom. Sehr starke Intensitat der Kernmarkierung.

Beispiel fur ein Praparat, das keine Markierung mit dem Antikorper p53 zeigt
(Markierung 0) Objektiv 40 Praparatnummer 123fvg91 (Abbildung 4-9.):

Abbildung 4-9. Lichtmikroskopische Darstellung einer Immunhistochemischen Farbung am
Harnblasenkarzinom. Hier zeigt sich keine nukledre p53 Expression. VergréRerung: Objektiv
40.
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Beispiel fur eine schwache Markierung mit dem Antikérper p35 (Markierung 1)
Objektiv 40 Praparatnummer 333930ij 89 (Abbildung 4-10.):

Abbildung 4-10. Lichtmikroskopische Darstellung der nukleéren Ki67 Expression im
Harnblasenkarzinom. Schwache Intensitéat der Kernmarkierung.

Beispiel fur eine starke Markierung mit dem Antikorper p35 (Markierung 2)
Objektiv 40 Praparatnummer 17888VIeE87 (Abbildung 4-11.):

Abbildung 4-11. Lichtmikroskopische Darstellung der nukleéren Ki67 Expression im
Harnblasenkarzinom. Starke Intensitét der Kernmarkierung.
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Beispiel fur eine sehr starke Markierung mit dem Antikérper p35 (Markierung 3)
Objektiv 40 Praparatnummer 28091111i90 (Abbildung 4-12.):

Abbildung 4-12. Lichtmikroskopische Darstellung der nukledren Ki67 Expression im
Harnblasenkarzinom. Sehr starke Intensitat der Kernmarkierung.

4.2. Statistische Ergebnisse

Tabellarische Anordnung der Patientendaten (siehe Anhang).

4.2.1. Alter und Geschlechtsverteilung

Das Patientengut setzt sich aus 65 Méannern (73,9 %) und 23 Frauen (26,1 %)
zusammen. Das durchschnittliche Alter lag bei den Mannern bei 63,4 Jahren,
wobei das Alter des jungsten Patienten 41 Jahre betrug und das des altesten
Patienten 84 Jahre betrug. Die weiblichen Patienten hatten ein mittleres Alter
von 64 Jahren. Die Spanne erstreckte sich von 45 Jahren bis 82 Jahren.
Vollstdndige Datensatze wurden nur von 88 Patienten erhoben. Somit flie3en
die restlichen 15 Patienten nicht in die statistische Auswertung ein.
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4.2.2. des der untersuchten

Harnblasenkarzinome

Auswertung Tumorstadiums  (T)

Ein T1 Stadium, eine Infiltration des subepithelialen Bindegewebes, zeigten 10
Patienten (11,4%). 25 Patienten (28,4%) hatten ein T2 Stadium, hier war die
Muskularis propria infiltriert. Eine Infiltration Gber der Muskularis hinaus, ein T3
Stadium, war bei 45 Patienten festzustellen, dies entspricht 51,1%. Nur 8
Patienten (9,1%) zeigten ein T4 Stadium mit Infiltration der umliegenden
Organe. Insgesamt sind es 88 Patienten, deren Datensatze in die Statistik
Die

unvollstandiger Datensatze aus der Statistik aus.

einbezogen wurden. restichen 15 Patienten scheiden wegen

Die Tabelle 4-3.
Tumorstadien. Hier kann man eine hohe Anzahl an pT2 und pT3 Tumoren

zeigt die Aufteilung der Haufigkeiten der jeweiligen

beobachten.
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gultig [ pT1 10 11,4 11,4 11,4
pT2 25 28,4 28,4 39,8
pT3 45 51,1 51,1 90,9
pT4 8 9,1 9,1 100,0
Gesamt 88 100,0 100,0
Tabelle 4-3.
4.2.3. Lymphknotenbeteiligung (N)
Bei 74 Patienten (87,06%) konnten keine Lymphknotenmetastasen
nachgewiesen werden. Funf Patienten (5,88%)
Lymphknotenstadium N1. Dies entspricht einer Infiltration einzelner

Lymphknoten bis 2 cm GroRe.

Bei 6 Erkrankten (7,06%)

Lymphknotenstadium N2 auf. N2 entspricht der Infiltration einzelner oder

multipler bis 5 cm grofRer Lymphknoten.

In die Statistik flieBen auch hier nur die 88 Patienten mit vollstandigem




Datensatz.

Die Tabelle 4-4.

zeigt die Aufteilung der

Lymphknotenstadien.
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Haufigkeiten der jeweiligen

Glltige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente

Gltig NO 71 80,7 86,6 86,6
N1 5 5,7 6,1 92,7
N2 6 6,8 7.3 100,0
Gesamt 82 93,2 100,0

Fehlend |9 6 6,8

Gesamt 88 100,0

Tabelle 4-4.

4.2.4. Auftreten von Fernmetastasen (M)

Die Beurteilung der Fernmetastasen ergab bei allen Patienten kein Anzeichen

fur eine Fernmetastase. Von 19 Patienten konnten keine Angaben evaluiert

werden.

4.2.5. Differenzierungsgrad der untersuchten Karzinome (G)

In vier Fallen (4,44%) trat eine gute Differenzierung des Tumors auf (G1). Eine

mafige Differenzierung des Tumors trat bei 35 Patienten auf (38,88%).
Schlecht differenzierte Tumore zeigten 51 Patienten (56,66%). Von 14

Patienten waren keine Daten vorhanden.

In die Statistik flieRen hier ebenfalls nur die 88 Patienten mit vollstandigem

Datensatz ein.

Die Tabelle 4-5.

zeigt die Aufteilung der

H&aufigkeiten des jeweiligen

Gradingstadiums des Tumors. Hier kann man eine hohe Anzahl an G2 und G3-

Tumoren erkennen.
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Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente

Glltig Gl 3 3,4 3,4 34
G2 35 39,8 40,2 43,7
G3 49 55,7 56,3 100,0
Gesamt 87 98,9 100,0

Fehlend |9 1 1,1

Gesamt 88 100,0

Tabelle 4-5.

4.3. Statistische Auswertungen der Ki67 und p53-Indices im Zusammenhang
mit dem Differenzierungsgrad des Tumors, dem Tumorstadiums und

Lymphknotenstatus

4.3.1. Mittelwerte flir den p53 und Ki67-Farbeindex, aufgeteilt nach dem
Differenzierungsgrad des Tumors (G)

Um einen statistischen Zusammenhang zwischen dem p53-Farbeindex bzw.
dem Ki67-Farbeindex und dem Differenzierungsgrad des Tumors (G1-3) zu
finden, wurden zuerst die Mittelwerte fur den p53-Féarbeindex bzw. Ki67-
Farbeindex erstellt, aufgeteilt nach dem Differenzierungsgrad des Tumors
(Grading). (Tabelle 4-6., 4-7., und 4-8.)

Aufgeteilt nach Tumorgrading, zeigen die Mittelwerte fur den p53-Farbeindex
bzw. Ki67-Farbeindex ein einheitliches Bild. Mit steigendem Grading sind beide

Indizes ebenfalls erhoht.

G=1
Standardabw
N Minimum Maximum | Mittelwert eichung
p53_index 3 ,00 2,86 1,0833 1,55095
Ki67_index 3 ,00 3,88 1,2933 2,24012
Gultige Werte
(Listenweise) 3

Tabelle 4-6.



G=2
Standardabw
N Minimum Maximum | Mittelwert eichung
p53_index 35 ,00 78,90 8,8431 18,62631
Ki67_index 35 ,00 17,39 3,2240 5,00749
Gultige Werte
(Listenweise) 35
Tabelle 4-7.
G=3
Standardabw
N Minimum Maximum | Mittelwert eichung
p53_index 49 ,00 89,57 21,2227 27,01749
Ki67_index 49 ,00 47,89 6,4139 10,39704
Glltige Werte
(Listenweise) 49
Tabelle 4-8.
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4.3.2. Zusammenhang zwischen dem p53 —Farbeindex und dem Grading des

Tumors

In Abbildung 4-13. stellt sich der Zusammenhang zwischen dem relativen
Anteil der p53 positiv gefarbten Zellkerne an der
Gesamttumorzellkernzahl in Abhangigkeit vom Differenzierungsgrad (G)
des Tumors anhand eines Boxplotdiagrammes dar. Boxplotdiagramme
stellen schematisch die Haufigkeitsverteilung dar und sind dazu geeignet,

mehrere Verteilungen miteinander zu vergleichen.

In Abbildung 4-13. kann man ein deutliches Ergebnis sehen. Mit steigendem

Grading steigt auch der relative Anteil an p53 positiv gefarbten Zellkernen.

Da nur ein Patient im Gradingstadium vier (anaplastisch) eingestuft wurde,

habe ich diesen bei der Auswertung nicht berucksichtigt.
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Abbildung 4-13. Relativer Anteil der p53-positiven Zellkerne an der Gesamttumorzellkernzahl in
Abhangigkeit von dem Differenzierungsgrad G. Die mit Kreisen bzw. Sternen markierten Zahlen
(Datensatznummern) sind Ausreif3er bzw. Extremfélle.
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4.3.3. Zusammenhang zwischen dem Ki67 —Farbeindex und dem Grading des
Tumors
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Abbildung 4-14. Relativer Anteil der Ki67-positiven Zellkerne an der Gesamttumorzellkernzahl in
Abhéngigkeit von dem Differenzierungsgrad G. Die mit Kreisen bzw. Sternen markierten Zahlen
(Datensatznummern) sind AusreiRer bzw. Extremfalle.

In Abbildung 4-14. stellt sich der Zusammenhang zwischen dem relativen Anteil
der Ki67 positiv gefarbten Zellkerne an der Gesamttumorzellkernzahl in
Abhangigkeit vom Differenzierungsgrad (G) des Tumors anhand eines
Boxplotdiagrammes dar.

Hier kann man ebenfalls ein einheitliches Bild erkennen. Fur grél3ere
Gradingwerte ist auch der Ki67 Index erhoht.

Da nur ein Patient im Gradingstadium vier (anaplastisch) eingestuft wurde, blieb

dieser bei der Auswertung unbericksichtigt.
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4.3.4. Mittelwerte fur den Ki67 und p53-Farbeindex aufgeteilt nach dem
Tumorstadium (T)

Um einen statistischen Zusammenhang zwischen dem p53-Farbeindex bzw.
Ki67-Farbeindex und dem Tumorstadium (T1-4) zu finden, wurden zuerst die
Mittelwerte fur den p53-Farbeindex bzw. Ki67-Farbeindex erstellt. Die
Mittelwerte sind aufgeteilt nach dem Tumorstadium. (Tabelle 4-9., 4-10., 4-11.
und 4-12.)

Fur den p53-Farbeindex ergibt sich ein uneinheitliches Bild. Fur pT1 liegt der
Mittelwert bei 12,3. Der Mittelwert fir den T2 Tumor ist mit 4 am kleinsten.
Danach steigen wieder die Werte fur T3 auf 19,6 und fir T4 auf 30,5.

Fur den Ki67-Farbeindex zeigen die Mittelwerte, dass mit zunehmendem
Tumor-Stadium auch der Index von Ki67 ansteigt. Fur pT1 liegt der Mittelwert
bei 2,7, fur pT2 bei 4,7, fir pT3 bei 5,2 und schliellich fur pT4 bei 6,5.

T=1
Standardabw
N Minimum Maximum | Mittelwert eichung
p53_index 10 ,00 48,46 12,3890 16,05883
Ki67_index 10 ,00 8,62 2,7630 3,47105
Gultige Werte
(Listenweise) 10
Tabelle 4-9.
T=2
Standardabw
N Minimum Maximum | Mittelwert eichung
p53_index 25 ,00 56,72 4,0200 11,89491
Ki67_index 25 ,00 30,77 4,7184 8,02211
Glltige Werte
(Listenweise) 25
Tabelle 4-10.
T=3
Standardabw
N Minimum Maximum | Mittelwert eichung
p53_index 45 ,00 89,57 19,6838 26,71028
Ki67_index 45 ,00 47,89 5,2109 9,67534
Gultige Werte
(Listenweise) 45

Tabelle 4-11.
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T=4
Standardabw
N Minimum Maximum | Mittelwert eichung

p53_index 8 ,00 70,75 30,5975 33,12661
ki67_index 8 ,00 21,43 6,5025 8,21263
Gultige Werte
(Listenweise) 8
Tabelle 4-12.

4.3.5. Zusammenhang zwischen dem p53 —Farbeindex und dem Tumorstadium

(M

In Abbildung 4-15. stellt sich der Zusammenhang zwischen dem relativen Anteil
der p53 positiv gefarbten Zellkerne an der Gesamttumorzellkernzahl in
Abhangigkeit von dem Tumorstadium (T) anhand eines Boxplotdiagrammes

dar. Die Gruppe der pT2-Tumoren zeigt den niedrigsten p53-Index.
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Abbildung 4-15. Relativer Anteil der p53-positiven Zellkerne an der Gesamttumorzellkernzahl in
Abhéngigkeit von dem Tumorstadium. Die mit Kreisen bzw. Sternen markierten Zahlen
(Datensatznummern) sind Ausrei3er bzw. Extremfalle.



4.3.6. Zusammenhang zwischen dem Ki67 —Farbeindex und dem
Tumorstadium (T)

In Abbildung 4-16. stellt sich der Zusammenhang zwischen dem relativen Antell
der Ki67 positiv gefarbten Zellkerne an der Gesamttumorzellkernzahl in
Abhangigkeit vom Tumorstadium (T) anhand eines Boxplotdiagrammes dar.

Eine leichte Erh6hung des Ki67-Index zeigt sich mit steigendem Tumorstaging.
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Abbildung 4-16. Relativer Anteil der Ki67-positiven Zellkerne an der Gesamttumorzellkernzahl
in Abhé&ngigkeit von dem Tumorstadium. Die mit Kreisen bzw. Sternen markierten Zahlen
(Datensatznummern) sind Ausrei3er bzw. Extremfalle.
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4.3.7. Mittelwerte fir den Ki67- und p53-Féarbeindex aufgeteilt nach dem
Lymphknotenstatus (N)

Um einen statistischen Zusammenhang zwischen dem P53-Farbeindex und
dem Lymphknotenstatus zu finden, wurden zuerst die Mittelwerte flr den p53-
Farbeindex bzw. Ki67-Farbeindex erstellt, aufgeteilt nach dem
Lymphknotenstatus der Patienten. (Tabelle 4-13., 4-14. und 4-15.)

Aufgeteilt nach der Kategorie N (Lymphknotenstatus), zeigen die Mittelwerte fur
den p53-Index ein uneinheitliches Bild. Der Mittelwert fur N1 ist mit 24,5 am
grof3ten. Fuir N2 wurde ein Mittelwert von 15 errechnet und fir NO ein Mittelwert
von 14. Allerdings ist die Zellbesetzung nur fur die Kategorie NO hinreichend.
Bei Ki67 zeigt sich fir die grofdite Kategorie N2 ein deutlich erhéhter Index von
14,6, wahrend bei NO und N1 die Mittelwerte recht ahnlich ausfielen (fiir NO 3,8
und far N1 3,7).

N=0
Standardabw
N Minimum Maximum | Mittelwert eichung
p53_index 71 ,00 89,57 14,2103 23,57871
Ki67_index 71 ,00 30,77 3,8538 6,12289
Gultige Werte
(Listenweise) 1
Tabelle 4-13.
N=1
Standardabw
N Minimum Maximum | Mittelwert eichung
p53_index 5 ,00 69,58 24,5880 30,90193
Ki67_index 5 ,00 15,87 3,7300 6,89240
Glltige Werte
(Listenweise) S
Tabelle 4-14.
N=2
Standardabw
N Minimum Maximum | Mittelwert eichung
p53_index 6 ,00 70,75 15,0600 28,38765
Ki67_index 6 ,00 47,89 14,6050 19,01640
Gultige Werte
(Listenweise) 6

Tabelle 4-15.
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4.3.8. Zusammenhang zwischen dem Ki67—Farbeindex und dem

Lymphknotenstatus (N)

In Abbildung 4-17. stellt sich der Zusammenhang zwischen dem relativen Anteil
der Ki67 positiv gefarbten Zellkerne an der Gesamttumorzellkernzahl in
Abhangigkeit von dem Lymphknotenstadium (N) anhand eines
Boxplotdiagrammes dar. Fur die Gruppe der N2-Tumoren zeigt sich der hochste
Ki67-Index.
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Abbildung 4-17. Relativer Anteil der Ki67-positiven Zellkerne an der Gesamttumorzellkernzahl
in Abhangigkeit von dem Lymphknotenstadium. Die mit Kreisen bzw. Sternen markierten
Zahlen (Datensatznummern) sind Ausreil3er bzw. Extremfalle.
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4.3.9. Zusammenhang zwischen dem p53 —Farbeindex und dem

Lymphknotenstatus (N)

In Abbildung 4-18. stellt sich der Zusammenhang zwischen dem relativen Anteil
der p53 positiv gefarbten Zellkerne an der Gesamttumorzellkernzahl in
Abhangigkeit vom Lymphknotenstadium (N) anhand eines Boxplotdiagrammes
dar. Hier zeigt sich eine uneinheitliche Verteilung. Den hdchsten p53-Index

zeigt die N1 Gruppe.
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Abbildung 4-18. Relativer Anteil der p53-positiven Zellkerne an der Gesamttumorzellkernzahl
in Abhangigkeit von dem Lymphknotenstadium. Die mit Kreisen bzw. Sternen markierten
Zahlen (Datensatznummern) sind Ausreil3er bzw. Extremfalle.
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4.3.10. Korrelationen nach Spearman fiur die Variablen T (Tumorstadium), N
(Lymphknotenstatus) und G (Differenzierungsgrad des Tumors) in
Zusammenhang mit dem p53- und Ki67-Index

Eine Korrelation benutzt man, um einen Hinweis darauf zu bekommen, ob zwei
statistische Gro3en urséchlich miteinander zusammenhangen.

Ein Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman ist ein parameterfreies Mal3 fur
Korrelationen. Er misst, wie gut eine beliebige monotone Funktion den
Zusammenhang zwischen zwei Variablen beschreiben kann, ohne
irgendwelche Annahmen lber die Wahrscheinlichkeitsverteilung der Variablen
zu machen. Hier wurde die Korrelationsmethode nach Spearman ausgesucht,
da ich bei den Variablen immer eine ordinale Variable vorliegen habe. Die
Korrelation nach Spearman untersucht Zusammenhange unabhangiger
Variablen bei ordinaler Skalierung. Als Ergebnis der Berechnung ergibt sich der
Rangkorrelationskoeffizient rs. Fir den Koeffizienten gilt: +1> rs >-1. Je weiter
sich die Zahlenwerte an +1 oder —1 annahern, desto groRRer ist der
Zusammenhang bzw. die Abhéngigkeit der Messreihen zueinander.

Bei den durchgefuhrten Korrelationen nach Spearman (Tabelle 4-16., 4-17. und
4-18.) ergeben sich keine Zusammenhéange zwischen pT, N und G und den p53
bzw. den Ki67-Index.

pT p53_index | Ki67_index

Spearman-Rho pT Korrelationskoeffizient 1,000 ,178 ,073
Sig. (2-seitig) . ,097 ,499

N 88 88 88

p53_index | Korrelationskoeffizient ,178 1,000 ,336

Sig. (2-seitig) ,097 . ,001

N 88 88 88

Ki67_index | Korrelationskoeffizient ,073 ,336 1,000

Sig. (2-seitig) ,499 ,001 .

N 88 88 88

Tabelle 4-16.
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N p53 index | Ki67 index
Spearman-Rho N Korrelationskoeffizient 1,000 ,067 ,089
Sig. (2-seitig) . 548 425
N 82 82 82
p53_index | Korrelationskoeffizient ,067 1,000 ,336
Sig. (2-seitig) ,548 . ,001
N 82 88 88
Ki67_index | Korrelationskoeffizient ,089 ,336 1,000
Sig. (2-seitig) 425 ,001 .
N 82 88 88
Tabelle 4-17.
G p53 index | Ki67 index
Spearman-Rho G Korrelationskoeffizient 1,000 171 , 125
Sig. (2-seitig) . ,113 ,250
N 87 87 87
p53_index | Korrelationskoeffizient 171 1,000 ,336
Sig. (2-seitig) ,113 . ,001
N 87 88 88
Ki67_index | Korrelationskoeffizient ,125 ,336 1,000
Sig. (2-seitig) 250 ,001 .
N 87 88 88
Tabelle 4-18.

4.4. Statistische Auswertungen der unterschiedlichen Intensitat (0-3) von Ki67
und p53 in Zusammenhang mit dem Tumorstadium, Lymphknotenstatus und

Differenzierungsgrad des Tumors

Um einen Zusammenhang zwischen den unterschiedlichen Intensitaten von
Ki67 bzw. p53 und dem Tumorstadium bzw. Tumorgrading bzw.
Lymphknotenstatus der Tumoren zu erfassen, wurden Kreuztabellen inklusive
Signifikanztests (Chi-Quadrat-Test) und Korrelationen (ebenfalls nach

Spearman) erstellt. Aus den Kreuztabellen wurden Balkendiagramme erstellt.



4.4.1. Signifikanztest und Korrelationen fir die

Zusammenhang mit dem Tumorstadium (T), (Tabellen 4-19. und 4-20.)
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Intensitat von p53 in

Fur den Chi-Quadrat-Test wird ein p von 0,024 errechnet. Hiermit liegt er unter

0,05 und gilt als signifikant. Fir die Korrelation nach Spearman ergibt sich ein p

von 0,116. Dieser ist nicht signifikant.

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische
Signifikanz (2-
Wert df seitig)
Chi-Quadrat nach
Pearson 19,127 ,024
Likelihood-Quotient 19,653 ,020
ZL_Jsa_lmmenhang linear- 2826 003
mit-linear
Anzahl der gultigen Falle
88
Tabelle 4-19.
Symmetrische Mal3e
Asymptotis
cher Né&herungs
Standardfe | Naherungs weise
Wert hler weises T Signifikanz
Intervall- bzgl. Pearson-R
Ordinal- bzgl. OrdinalmalR | Korrelation nach
Spearman ,169 ,104 1,590 ,116
Anzahl der gultigen Falle 88

Tabelle 4-20.




4.4.2. Signifikanztest und Korrelationen fir die

Intensitat von Ki67

Zusammenhang mit dem Tumorstadium (T), (Tabellen 4-21. und 4-22.)
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im

Hier ergibt sich keine Signifikanz. Fir den Chi-Quadrat-Test ist p=0,972 und die

Korrelation nach Spearman ergibt ein p=0,840.

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische
Signifikanz (2-
Wert df seitig)
Chi-Quadrat nach
Pearson 2,787 ,972
Likelihood-Quotient 3,641 ,933
nga}mmenhang linear- 008 930
mit-linear
Anzahl der gultigen Félle
88
Tabelle 4-21
Symmetrische Mal3e
Asymptotis
cher Naherungs
Standardfe | Naherungs weise
Wert hler weises T Signifikanz
Intervall- bzgl. Pearson-R
Intervallman ,009 ,109 ,087 ,931
Ordinal- bzgl. OrdinalmalR | Korrelation nach
Spearman ,022 ,109 ,202 ,840
Anzahl der gultigen Falle 88

Tabelle 4-22.




4.4.3. Signifikanztest und Korrelationen fur die

Zusammenhang mit dem Lymphknotenstatus (N), (Tabelle 4-23. und 4-24.)

Intensitat von p53
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im

Hier zeigt sich keine Signifikanz. Fur den Chi-Quadrat-Test ist p=0,363 und die

Korrelation nach Spearman ergibt ein p=0,6.

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische
Signifikanz (2-
Wert df seitig)
Chi-Quadrat nach
Pearson 6,563 363
Likelihood-Quotient 6,084 414
nga}mmenhang linear- 048 826
mit-linear
Anzahl der gultigen Falle
82
Tabelle 4-23.
Symmetrische Mal3e
Asymptotis
cher Néherungs
Standardfe | Naherungs weise
Wert hler weises T Signifikanz
Intervall- bzgl. Pearson-R
Intervallman ,024 ;111 219 828
Ordinal- bzgl. Ordinalmal® | Korrelation nach
Spearman ,059 ,110 ,526 ,600
Anzahl der gultigen Falle 82

Tabelle 4-24.




4.4.4. Signifikanztest und Korrelationen fir die

Zusammenhang mit dem Lymphknotenstatus (N), (Tabelle 4-25. und 4-26.)
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Intensitdat von Ki67 in

Hier ergibt sich keine Signifikanz. Fir den Chi-Quadrat-Test ist p=0,906 und die

Korrelation nach Spearman ergibt ein p=0,966.

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische
Signifikanz (2-
Wert df seitig)
Chi-Quadrat nach
Pearson 2,147 ,906
Likelihood-Quotient 3,113 , 795
nga_lmmenhang linear- 067 796
mit-linear
Anzahl der glltigen Falle
82
Tabelle 4-25.
Symmetrische Mal3e
Asymptotis
cher Né&herungs
Standardfe | Naherungs weise
Wert hler weises T Signifikanz
Intervall- bzgl. Pearson-R
Ordinal- bzgl. OrdinalmalR | Korrelation nach
Spearman ,005 111 ,043 ,966
Anzahl der gultigen Falle 82

Tabelle 4-26.




4.4.5. Signifikanztest und Korrelationen fir

die
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Intensitat von p53 in

Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad des Tumors (G), (Tabelle 4-27.

und 4-28.)

Die Tests zeigen keine Signifikanz. Fur den Chi-Quadrat-Test ist p=0,090 und

die Korrelation nach Spearman ergibt ein p=0,244.

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische
Signifikanz (2-
Wert df seitig)
Chi-Quadrat nach
Pearson 10,955 ,090
Likelihood-Quotient 11,451 ,075
nga_lmmenhang linear- 1,305 253
mit-linear
Anzahl der gultigen Falle
87
Tabelle 4-27.
Symmetrische Mal3e
Asymptotis
cher Naherungs
Standardfe | Naherungs weise
Wert hler weises T Signifikanz
Intervall- bzgl. Pearson-R
Ordinal- bzgl. OrdinalmalR | Korrelation nach
Spearman ,126 ,106 1,173 ,244
Anzahl der gultigen Falle 87

Tabelle 4-28.




4.4.6. Signifikanztest und Korrelationen fir

die
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Intensitat von Ki67 in

Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad des Tumors (G), (Tabelle 4-29.

und 4-30.)

Hier ergibt sich keine Signifikanz. Fir den Chi-Quadrat-Test ist p=0,988 und die

Korrelation nach Spearman ergibt ein p=0,733.

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische
Signifikanz (2-
Wert df seitig)
Chi-Quadrat nach
Pearson 947 ,988
Likelihood-Quotient 1,520 ,958
nga_lmmenhang linear- 131 717
mit-linear
Anzahl der glltigen Falle
87
Tabelle 4-29.
Symmetrische Mal3e
Asymptotis
cher Néherungs
Standardfe | N&aherungs weise
Wert hler weises T Signifikanz
Intervall- bzgl. Pearson-R
Ordinal- bzgl. OrdinalmalR | Korrelation nach
Spearman ,037 ,107 ,342 733
Anzahl der gultigen Falle 87

Tabelle 4-30.
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4.5. Kreuztabellen und Balkendiagramme

Die Balkendiagramme entsprechen den jeweiligen Kreuztabellen. Fir jede
Variable wurden zwei Balkendiagramme erstellt. Eine Graphik zeigt die
absoluten Haufigkeiten und die andere zeigt die relativen (%) Haufigkeiten der
jeweiligen Gruppe.

Insgesamt zeigt sich kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Intensitat
der beiden Marker und dem Tumorstadium, Lymphknotenstatus und

Differenzierungsgrad des Tumors.

4.5.1. Kreuztabelle und Balkendiagramm flr die Intensitat der p53-markierten
Zellkerne in Zusammenhang mit dem Tumorstaging (pT). Absolute
Haufigkeiten. (Tabelle 4-31. und Abbildung 4-19.)

pT_p53 n 1 2 3 4
0 4 17 22 4
1 3 2 2 0
2 3 11 0
3 0 3 10 4
Tabelle 4-31.

p53_Intensitat

Abbildung 4-19.
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4.5.2. Kreuztabelle und Balkendiagramm fir die Intensitat der p53-markierten

Zellkerne in Zusammenhang mit dem Tumorstaging (pT). Relative Haufigkeiten.
(Tabelle 4-32., Abbildung 4-20.)

bT _p53 % 1 2 3 4
0 40,00%) 68,00% 48,90%) 50,00%
1 30,00%) 8,00% 4,40% 0,00%
2 30,00%) 12,00% 24,40% 0,00%
3 0,00% 12,00% 22,20% 50,00%
Tabelle 4-32.
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0,00%

p53_Intensitat

Abbildung 4-20.
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4.5.3. Kreuztabelle und Balkendiagramm fur die Intensitat der Ki67-markierten
Zellkerne in  Zusammenhang mit dem Tumorstaging (pT). Absolute
Haufigkeiten. (Tabelle 4-33., Abbildung 4-21.)

pT Ki67 n 1 2 3 4
0 5 14 24 3
1 0 2 5 1
2 4 6 12 3
3 1 3 4 1
Tabelle 4-33.

Ki67_Intensitat

Abbildung 4-21.
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4.5.4. Kreuztabelle und Balkendiagramm fur die Intensitat der Ki67-markierten

Zellkerne in Zusammenhang mit dem Tumorstaging (pT). Relative Haufigkeiten.
(Tabelle 4-34., Abbildung 4-22.)

pT_Ki67_% 1 2 3 4
0 50,00% 56,00%) 53,30%) 37,50%)
1 0,00% 8,00% 11,10%) 12,50%
2 40,00%) 24,00% 26,70% 37,50%)
3 10,00% 12,00% 8,90% 12,50%
Tabelle 4-34.

1

Ki67_Intensitat

Abbildung 4-22.
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4.5.5. Kreuztabelle und Balkendiagramm fir die Intensitat der p53-markierten

Zellkerne in Zusammenhang mit dem Lymphknotenstatus (N). Absolute
Haufigkeiten. (Tabelle 4-35., Abbildung 4-23.)

N p53 n 0 1 2
0 40 1 4
1 5 0 0
2 12 3 1
3 14 1 1
Tabelle 4-35.
40
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- 3
p53_Intensitat

Abbildung 4-23.
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4.5.6. Kreuztabelle und Balkendiagramm fir die Intensitat der p53-markierten

Zellkerne in Zusammenhang mit dem Lymphknotenstatus (N).

Haufigkeiten. (Tabelle 4-36., Abbildung 4-24.)

Relative

N _p53 % 0 1 2
0 56,30% 20,00% 66,70%
1 7,00% 0,00% 0,00%
2 16,90% 60,00% 16,70%
3 19,70% 20,00% 16,70%
Tabelle 4-36.

70,00%
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50,00%
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30,00%
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10,00%

0,00%

p53_Intensitat 3

Abbildung 4-24.
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4.5.7. Kreuztabelle und Balkendiagramm fur die Intensitat der Ki67-markierten

Zellkerne in Zusammenhang mit dem Lymphknotenstatus (N). Absolute
Haufigkeiten. (Tabelle 4-37., Abbildung 4-25.)

N Ki67 n 0 1 2
0 39 3 3
1 7 1 0
2 17 1 2
3 8 0 1
Tabelle 4-37.
40
35
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Abbildung 4-25.
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4.5.8. Kreuztabelle und Balkendiagramm fur die Intensitat der Ki67-markierten
Zellkerne in Zusammenhang mit dem Lymphknotenstatus (N).
Haufigkeiten. (Tabelle 4-38., Abbildung 4-26.)

Relative

N Ki67 % 0 1 2
0 54,90%) 60,00% 50,00%
1 9,90% 20,00% 0,00%
2 23,90% 20,00% 33,30%)
3 11,30% 0,00% 16,70%
Tabelle 4-38.
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40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

1

Ki67_Intensitat s

Abbildung 4-26.



4.5.9. Kreuztabelle und Balkendiagramm flr die Intensitat der p53-markierten
Zellkerne in Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad des Tumors (G).
Absolute Haufigkeiten. (Tabelle 4-39., Abbildung 4-27.)

G p53 n 1 2 3
0 1 21 25
1 1 3
2 0 9 7
3 1 2 14
Tabelle 4-39.

p53_Intensitat

Abbildung 4-27.
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4.5.10. Kreuztabelle und Balkendiagramm fir die Intensitat der p53-markierten

Zellkerne in Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad des Tumors (G).
Relative Haufigkeiten. (Tabelle 4-40., Abbildung 4-28.)

G_p53 % 1 2 3
0 33,30%) 60,00% 51,00%)
1 33,30%) 8,60% 6,10%
2 0,00% 25,70% 14,30%)
3 33,30%) 5,70% 28,60%
Tabelle 4-40.
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p53_Intensitat 3

Abbildung 4-28.
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4.5.11. Kreuztabelle und Balkendiagramm fur die Intensitat der Ki67-markierten
Zellkerne in Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad des Tumors (G).
Absolute Haufigkeiten. (Tabelle 4-41., Abbildung 4-29.)

G_Ki67 n 1 2 3
0 2 19 25
1 0 3 5
2 1 9 14
3 0 4 5
Tabelle 4-41.

Ki67_Intensitéat

Abbildung 4-29.
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4.5.12. Kreuztabelle und Balkendiagramm fur die Intensitat der Ki67-markierten
Zellkerne in Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad des Tumors (G).
Relative Haufigkeiten. (Tabelle 4-42., Abbildung 4-30.)

G Ki67 % 1 2 3
0 66,70% 54,30% 51,00%
1 0,00% 8,60% 10,20%
2 33,30% 25,70% 28,60%
3 0,00% 11,40% 10,20%
Tabelle 4-42.
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Ki67_Intensitat 3

Abbildung 4-30.



68

5. Diskussion

5.1. Beurteilung der Methodik und mdglicher Fehlerquellen

Von 103 Gewebeproben haben fur den Antikdrper Ki67 nur 48 Proben (47%)
eine spezifische Farbung gezeigt.

Fur den Antikdrper p53 haben 58 Proben (56%) eine spezifische Farbung
gezeigt. Sauter G. beschrieb 2004 ebenfalls bei invasiven Blasentumoren eine
Mutation des TP53 von 40% - 60%.

Ungefahr die Halfte der Proben haben sowohl fur Ki67 als auch fir p53 keinerlei
spezifische Farbung gezeigt. Es ist moglich, dass unter diesen 47% fur Ki67
und 56% fir p53 sich auch falsche negative Ergebnisse verbergen.

Anbei sind mdgliche Erklarungsversuche sowohl fir falsche positive als auch
fur falsche negative Ergebnisse.

Bei der Requirierung des Tumormaterials und der Konservierung des Gewebes
in Paraffin sollten die gleichen Ablaufe und Zeiten eingehalten werden. In der
Klinikroutine wird das Gewebe vom Patienten entnommen und in Formalin in
das histopathologische Laboratorium gebracht. Hier wird das Gewebe
weiterverarbeitet und in Paraffin eingebettet. Auf diesem Weg entstehen
unterschiedliche Zeiten der Fixation, die variieren kénnen von wenigen
Stunden, Tagen bis Wochen. Der Erhalt der Antigene im paraffineingebetteten
Gewebe kann dadurch unterschiedlich sein und damit wird auch die Intensitat
der immunhistochemischen Farbung unterschiedlich sein. Um diesen Effekt zu
reduzieren, ist eine optimale Antigendemaskierung notwendig (45).

Wichtig ist ebenfalls die richtige Auswahl der Antikbrper. Man unterscheidet
poly- und monoklonale Antikdrper. Der Unterschied liegt in der Anzahl der
Antigenendeterminanten, gegen den der Antikdrper gerichtet ist. Monoklonale
Antikdrper erkennen nur ein Epitop eines Antigens und sind deshalb sehr
spezifisch. Polyklonale Antikérper erkennen mehrere antigene Determinanten.
Der polyklonale Antikorper ist deshalb fur Veranderungen an einem Epitop nicht
so anfallig, kann aber aufgrund der Verschiedenheit der einzelnen Epitope, die

erkannt werden muissen, zu unerwinschten Kreuzreaktionen mit anderen sehr
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ahnlichen Antigenstrukturen fihren. Dies entspricht falschen positiven
Ergebnissen.

Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden AntikGrperarten ist die
Reproduzierbarkeit der immunhistochemischen Ergebnisse mit ihnen. Durch die
Herstellungsweise der polyklonalen Antikdérper (Immunisierung und ,boostern
von Tieren) ist die Reproduzierbarkeit begrenzt und es kdnnen erhebliche, nicht
zu unterschatzende Konzentrationsunterschiede bei verschiedenen Chargen
auftreten. Monoklonale Antikérper haben aufgrund der Herstellungsmethode
(Immunisierung eines Tieres mit darauffolgender Herstellung von
Hybridomzellen, die den monoklonalen Antikbrper produzieren) keine
chargenabhangigen Qualitdtsschwankungen.

In der Avidin-Biotin-Komplex-Methode wird die Peroxidase aus dem HRP-
Komplex, die an den biotinylierten Sekundarantikérper gebunden ist, mit Hilfe
des Substrates DAB (Diaminobenzidin) detektiert. Hierbei tritt eine
charakteristische Farbung auf. Das chromogen DAB wird aber nicht nur vom
Enzym des Detektionssystems umgesetzt, sondern auch vom endogenen
Enzym des Gewebes. Diese endogene Peroxidase muss in der Versuchsreihe
erfolgreich gehemmt werden, um falsche positive Ergebnisse zu vermeiden.
Ebenfalls kann sich die Peroxidase aus dem HRP-Komplex an das Vitamin
Biotin binden und somit zu falschen positiven Ergebnissen fiihren.

Um die immunhistochemischen Untersuchungen der beiden Kernmarkern Ki67
und p53 zu diagnostischen Zwecken zu nutzen und gegebenenfalls davon
abhangig therapeutische MalRnahmen zu ergreifen, muss die Methode

reproduzierbar sein und eine Standardisierung erfahren.

5.2. Diskussion der Ergebnisse flr p53

Fur den Antikdrper p53 haben 58 Proben (56%) eine spezifische Farbung
gezeigt. Die restlichen 44% hatten eine Markierung 0, das heil3t, man kann
keine spezifische Farbung auf dem Praparat erkennen. Diese Gruppe ohne
Markierung unterteilt sich wiederum in zwei Gruppen. Keine Markierung heif3t,

der Tumor exprimiert ein wild type p53 Protein, welches durch die normale
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Regulation des p53 schnell abgebaut wird, so dass es immunhistochemisch
nicht moglich ist, dieses Protein zu markieren. Die zweite Moglichkeit, eine
Markierung O zu erzielen, heil3t, der Tumor besitzt eine TP53 Mutation, die
bewirkt, dass die Zelle gar kein p53 Protein exprimiert.

So lassen sich auch die Markierung 0 bei den pT4 Tumoren, N2 und G3
Tumoren erklaren. Diese entsprechen sehr wahrscheinlich der TP53 Mutation
ohne jegliche Expression eines p53 Proteins oder diese Tumore haben eine
andere Entstehungshistorie, welche die Mutation des TP53 nicht mit
einschlieRen.

Durch die gro3e Zahl der Datensatze mit O sind die Boxplotdiagramme sehr
niedrig. Dennoch kann man die verschiedenen Mittelwertunterschiede deutlich
sehen.

Wenn man den p53 Index in Zusammenhang mit dem Tumorstadium
betrachtet, kann man eine Steigerung des p53 Indexes mit der Erh6hung des
Tumorstadiums sehen. Ausnahme macht die Gruppe der pT2 Tumoren mit dem
niedrigsten p53 Index. Es zeigt sich hier keine Signifikanz bei einem p=0,97.
Der Zusammenhang zwischen dem p53 und dem Lymphknotenstatus zeigt bei
einem p= 0,548 ebenfalls keine Signifikanz. Die Gruppe der N1 Tumoren zeigt
die hochsten p53-Index Werte.

Wenn man den p53-Index in Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad des
Tumors sieht, kann man eine Steigerung des p53-Indices mit der Steigerung
des Gradings sehen. Es zeigt sich hier bei einem p=0,113 keine Signifikanz.
Betrachtet man die Intensitat der mit p53 markierten Kerne in Zusammenhang
mit dem Tumorstadium, zeigt sich eine gute Korrelation mit einem p=0,024
(signifikant). Die Intensitat mit der Markierung drei (die hdchste) ist am
haufigsten (50%) in den pT4 Tumoren. Wahrend die Intensitat eins, eine
schwache Markierung, am haufigsten (30%) in den pT1 Tumoren ist, folgen die
Gruppe der pT2 Tumoren mit 8%, die pT3 Tumoren mit 4,4% und die Gruppe
von pT4 Tumoren mit 0%. Mit einer Zweimarkierung (gut) waren am haufigsten
die pT1 Tumore mit 30%, gefolgt von den pT3 Tumoren mit 24,4% und zum
Schluss die pT2 Tumore mit 12%.

Wenn man die Intensitat der p53 markierten Kerne in Zusammenhang mit dem
Lymphknotenstatus betrachtet, zeigt sich keine Signifikanz der Korrelation
p=0,363.
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Keine Signifikanz zeigt ebenfalls die Korrelation der Intensitat der p53
markierten Kerne mit dem Differenzierungsgrad der Tumoren. Hierfur ergibt
sich ein p=0,090.

Die erzielten Ergebnisse stimmen mit den neuen Erkenntnissen Uber die
Verschiedenartigkeit der TP53 Mutationen und deren unterschiedlichen
Tumorphenotyp Uberein. Nur durch die immunhistochemische Markierung des
p53 Proteins kann man keine Aussage Uber die Prognose des Tumors machen.
Um p53 als Biomarker fur die Diagnostik und Prognostik oder als Ziel fur
weiterfihrende Therapien zu nutzen, ist eine akkurate Beurteilung der TP53
Mutation in dem Tumorgewebe notig.

Der prognostische Wert von p53 wurde in verschiedenen Tumoren erforscht.
Ein gutes Beispiel ist das Mammakarzinom. Sorlie zeigte 2003 funf
verschiedene Mutationstypen von TP53 im Mammakarzinom (49). Die
unterschiedlichen Mutationstypen wurden mit unterschiedlichen Prognosen
assoziiert.

Lipponen konnte 1993 in seiner Analyse von insgesamt 212
Harnblasenkarzinomen die nukleare Uberexpression von p53 mit dem
Differenzierungsgrad des Tumors assoziieren (p=0,014). Die Expression von
p53 hatte aber in einer multivariablen Analyse, laut Lipponen, fur das klinische
Stadium der Tumoren und den mitotischen Index keinen prognostischen Wert
(23).

Dalbani zeigte 1995 in seiner immunhistochemischen Untersuchung von 60
Harnblasenkarzinomen mit dem p53 Marker, dass die Expression des p53-
Proteins sehr wohl mit dem Differenzierungsgrad (p=0,021), dem Tumorstadium
(p=0,008) und der Préasenz von Lymphknotenmetastasen (p=0,007) korreliert
(8).

Zum selben Ergebnis wie Dalbani kam auch loachim 2000. Er untersuchte 88
Blasenkarzinome immunhistochemisch mit dem Marker p53 und zeigte, dass
die Expression von p53 stark mit dem Tumorgrading (p=0,008) und dem
Tumorstaging (p=0,0038) korreliert (18).



72

5.2.1. p53 als Therapieziel

Verschiedene kleine Molekile und Peptide, die p53 als Ziel haben, wurden in
den letzten Jahren entdeckt. Dazu gehdren Molekile, welche den p53 Mutanten
reaktivieren in einer Form mit &hnlichen Eigenschaften wie wild type p53. Dazu
gehoren Molekile, die das GOF des p53 Mutanten blockieren und Molekule, die
den Abbau von wild type p53 hemmen, indem sie die Bindung von MDM2 und
p53 verhindern, oder die Aktivitat der MDMZ2-E3 ubiquitin Ligase hemmen.
Beispiele fir solche Molekile sind PRIMA 1, RITA und Phikan 059.

Ein anderer Forschungszweig beschaftigt sich mit der Immun- oder
Gentherapie. Anormales p53 ist oft in Tumoren Uberexprimiert. Das kann eine
Maoglichkeit fur T Zellen beinhalten, zwischen malignen und normalen Zellen zu
unterscheiden. Theobald nutzt dieses Konzept und versucht, den Transfer von
p53 spezifischen T-Zell Rezeptor Genen in humane T Zellen zu ermdglichen
(53). Verschiedene Peptide, abstammend von p53, werden durch den
Histokompatibilitatskomplex den T Zellen zur Wiedererkennung prasentiert.
Diese konnten als ein universales tumorassoziiertes Antigen fir eine
Tumorimmuntherapie dienen.

Eine andere Gentherapie wird in der Klinik getestet. Diese basiert auf der
Expression des wild-type p53 Protein, welche mit Hilfe eines Vektors als TP53
in der Zelle eingeschleust wird. Advexin ist ein Adenovirus, welcher die
Féahigkeit der Replikation verloren hat und als Vektor fir normales TP53 Tumor-
Supressor-Gen dient. Bei einem Patienten mit Li-Fraumeni-Syndrom (LFS) hat
man lokal intratumoral Advexin injiziert. Es zeigte sich eine komplette und
dauerhafte Remission der injizierten Tumorstelle (44).

Der Verlust von p53 verleihnt der Tumorzelle Resistenz gegenuber
antikanzerigenen Agenten und deren wachstumshemmenden Eigenschaften,
die durch DNA Schadigungen ihre Wirkung entfalten.

Generell zeigt sich, dass Tumore mit einer Expression von wild-type p53 besser
auf konventionelle Chemotherapeutika ansprechen als solche mit Deletion oder
Mutation von p53. Da die Remissionsrate von Patienten mit fortgeschrittenem
Tumorstadium, die eine Polychemotherapie hinter sich haben, nicht

zufriedenstellend ist, und die Uberlebenszeit von Patienten mit metastasierten
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Urothelkarzinom auch nach Polychemotherapie nur 14 Monate betragt, konnte
man durch Ersatz des p53 Gen die Wirkung der Chemotherapie voll
ausschopfen.

Die Expression des p53 Proteins immunhistochemisch darzustellen, reicht nicht
aus, um eine Aussage Uber die Prognose der invasiven Urothelkarzinome zu
machen. Es wird zuséatzlich eine TP53 Gen-Sequenz-Analyse notwendig sein,
auch im Hinblick auf eine mogliche zukinftige Gen-Therapie. Vorraussetzung
dafur sind ausreichende Kenntnisse uber Wirkung der unterschiedlichen

Mutationen von TP53 auf die Zelle.

5.3. Diskussion der Ergebnisse fur Ki67

Ki67 farbt die Zellen im Gewebe an, die sich vermehren, die so genannte
Wachstumsfraktion.

Auch fir Ki67 waren 48 Proben (47%) dabei, welche keine spezifische
Markierung (Markierung 0) aufwiesen. Bei diesen Proben war entweder die
Antigendemaskierung nicht ausreichend, oder die Zellen dieser Tumoren
befinden sich in der Ruhephase, in der GO Phase. Durch die grof3e Zahl der
Datensatze mit 0 sind die Mediane der Boxplotdiagramme sehr niedrig.
Dennoch kann man die verschiedenen Mittelwertunterschiede deutlich sehen.
Wenn man den Ki67 Index in Zusammenhang mit dem Tumorstadium
betrachtet, kann man eine Steigerung innerhalb des Tumorstadiums sehen.
Dabei zeigt sich keine Signifikanz bei einem p=0,499.

Der Zusammenhang zwischen dem Ki67 und dem Lymphknotenstatus zeigt bei
einem p= 0,425 keine Signifikanz. Man kann eine deutliche Steigerung des
Ki67-Index von N1 auf mehr als das Doppelte in der N2 Gruppe feststellen.
Wenn man den Ki67-Index in Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad
des Tumors sieht, kann man eine Steigerung innerhalb des Gradings erkennen.
Es zeigt sich auch hier bei einem p=0,250 keine Signifikanz.

Betrachtet man die Intensitat der mit Ki67 markierten Kerne in Zusammenhang

mit dem Tumorstadium, so zeigt sich keine Korrelation (p=0,84).
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Wenn man die Intensitat der Ki67 markierten Kerne in Zusammenhang mit dem
Lymphknotenstatus betrachtet, zeigt sich keine Signifikanz der Korrelation
p=0,966.

In den Balkendiagrammen, die die oben genannten Zusammenhange
darstellen, kann man keinen Trend erkennen.

Keine Signifikanz zeigt ebenfalls die Korrelation der Intensitat der Ki67
markierten Kerne mit dem Differenzierungsgrad der Tumoren. Hierfur ergibt
sich ein p=0,733. In dem Balkendiagramm mit absoluten Zahlen kann man eine
Steigerung der Intensitat der mit Ki67 positiv markierten Kerne mit erhéhtem
Grading erkennen.

In der Literatur waren neben Untersuchungen an Urothelkarzinomen auch
andere Tumorlokalisationen zu finden. Die Forscher hatten unterschiedliche
Sichtweisen in der Analyse der Daten, inwieweit es einen Zusammenhang
zwischen dem Ki67-Farbeindex und dem Grading, Staging und
Lymphknotenstatus der Tumoren gab.

Wright und Kollegen haben im Jahr 1995, 105 Patienten mit
Transitionalzellkarzinomen der Harnblase auf die Expression von p53, Rb und
Ki67 untersucht (65). Der Ki67-Index variiert in seiner Arbeit von 1% - 47%. Es
gab signifikante Unterschiede zwischen hohen Indices fur schwach
differenzierte (G3) Tumoren und niedrigen Indices fir gute/moderate
differenzierte Tumoren (G1/G2).

Valente 1999 konnte in seinen Untersuchungen von 102 Larynxkarzinomen
keine Korrelation zwischen der Wachstumsfraktion, dem Grading und dem
pathologischen Staging feststellen (59). Zu dem gleichen Ergebnis kommen
Bettendorf und Hermann 2002. Sie fanden keinen Zusammenhang zwischen
dem Ki67 Farbeindex und den histologischen und klinischen Parametern nach
der Untersuchung von 329 Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle (2). Im
Jahr 2000 untersuchte Hantschmann 74 mit Ki67 angefarbte
Plattenepithelkarzinomen der Vulva und entdeckte keinen Zusammenhang zu
den klinischen Daten (11).

Zu einem anderen Ergebnis kam Tumuluri 2002 (56). Er unterstrich bei seinen
Auswertungen Uber 42 orale Plattenepithelkarzinomen den Zusammenhang
zwischen dem histologischen Brodersgrading und dem Mittelwert im Ki67

Farbeindex und ansteigendem Grading mit einem Long-Rank-Wert von p=0,05.
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Zidar 1996 entdeckte in ihren Untersuchungen einen Zusammenhang zwischen
einem ansteigenden Grading und Prozentsatz von Ki67 positiv gefarbten
Zellkernen (p<0,1) nach der Untersuchung von 20 Plattenepithelkarzinomen
des Larynx (69). Welkoborsky 1995 wies in seiner Arbeit an 40
Larynxkarzinomen nach, dass es einen Zusammenhang zwischen einem
ansteigendem Ki67 Index und T1-Stadium und T4-Stadium gab (64).

Die Daten mussen durch eine grol3ere Fallzahl evaluiert werden. Die
biologische Aktivitdt des Krebsgewebes kann durch die immunhistochemische
Farbung des Tumors mit Ki67 besser eingeschatzt werden. Eine Auswertung
einer grélReren Fallzahl wird nétig sein, auch in Zusammenhang mit anderen
klinischpathologischen Parametern und Tumormarkern, um fir jeden Patienten

ein individuelles Risikoprofil zu erstellen und die Therapie darauf abzustimmen.
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6. Zusammenfassung

Zwischen 1987 und 1990 erfolgte bei 120 Patienten mit muskelinvasivem
Harnblasenkarzinom eine radikale Zystektomie. Die in Paraffin eingebetteten
Proben wurden immunhistochemisch mit den Markern Ki67 und p53 untersucht.
Ki67 ist ein Proliferationsmarker, der die Wachstumsfraktion der Zellen markiert.
p53 ist ein Protein, das unter anderem eine wichtige Rolle im Zellzyklusarrest
bei DNA-Schaden und in der Induktion der Apoptose spielt. Von beiden
Markern wurden die Indices ausgewertet (der relative Anteil der mit p53 und
Ki67 positiv gefarbten Zellkerne an der Gesamttumorzellkernzahl). Zusatzlich
wurde ebenfalls von beiden Kernmarkern die Farbintensitat festgestellt auf einer
Skala von null bis drei (null bedeutet keinerlei Markierung und drei eine sehr
starke Markierung der Zellkerne).

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen wurden von 88
Patienten mit den klinischen und histopathologischen Daten korreliert. Diese
Daten umfassen das Alter, das Geschlecht der Patienten, das Tumorstadium,
die Lymphknotenbeteiligung, das Auftreten von Fernmetastasen und den
Differenzierungsgrad des Tumors.

Betrachtet man die Intensitat der mit p53 markierten Kerne in Zusammenhang
mit dem Tumorstadium, zeigt sich eine signifikante Korrelation mit einem
p=0,024.

Die Korrelation der Intensitdit der mit den p53-Antikérper markierten
Tumorzellkernen mit den restlichen Variablen (Lymphknotenstatus und
Grading) zeigt keine Signifikanz. Auch die Korrelation der Intensitat der mit dem
Ki67 markierten Tumorzellkernen mit den gesamten Patientendaten zeigt keine
Signifikanz bei einem p>0,05.

Die Korrelationen der Ki67- und p53-Indizes mit den Patientendaten zeigen
ebenfalls keine Signifikanz bei einem p>0,05.

Um p53 als Biomarker fur die Diagnostik und Prognostik oder als Ziel fur
weiterfihrende Therapien zu nutzen, ist nicht nur der immunhistochemische
Nachweis des p53-Proteins im Gewebe notwendig, sondern zuséatzlich eine
akkurate Beurteilung der TP53 Mutation in dem Tumorgewebe notig.

Ki67 kann in Zusammenhang mit anderen Markern ebenfalls ein nutzlicher

Marker fiir die Diagnostik und Prognostik der Harnblasenkarzinome sein.
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9. Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus Grinden des Datenschutzes in der elektronischen

Fassung meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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