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1. EINLEITUNG

Das Mammakarzinom hat einen Anteil von 31,5% an allen Krebsarten. In den
USA entwickeln wungefahr 9% aller Frauen in ihrem Leben eine
Brustkrebserkrankung (Ownby 1985). Die Mortalitat des Karzinoms betragt bei
den US-amerikanischen Frauen 18,4% (Mettlin1994).

Fur die Langzeitprognose einer Brustkrebserkrankung haben sich sowohl die
Prognosefaktoren der ersten Generation (Staging, Typing und Grading) als
auch der zweiten Generation (wie z.B. die Steroidhormonrezeptoranalyse) in
vieler Hinsicht bewahrt und werden daher heute in der Routinediagnostik an

jedem Mammakarzinom bestimmt (Prechtel K 1993).
Neuerdings wird eine dritte Generation der Prognosefaktoren zunehmend in

die Praxis integriert. Ziel dabei ist es, bisherige Therapiekonzepte durch

bessere Individualtherapie abzulésen.

1.1. Bedeutung der durchflusszytometrischen Zellzyklusanalyse am

Mammakarzinom

Die prognostische Bedeutung der Durchflusszytometrie, insbesondere der
Zellzyklusparameter, ist bereits in zahlreichen Studien aufgezeigt worden
(Cornelisse 1987, Lewis 1990, Beerman 1990, Eskelinen 1992, Balslev 1994).
Im Vordergrund stehen dabei die Proliferationsfraktion und die Ploidie der

Tumorpopulationen.

Bei Untersuchung der Ploidie konnten zahlreiche Autoren fur DNA-diploide,
near-diploide und tetraploide Tumoren eine guinstigere Prognose nachweisen
(Toikkanen 1989, Witzig 1991, Balslev 1994, Visscher 1995). Dennoch ist die

Ploidie als unabhangiger prognostischer Marker umstritten. Einige Autoren



konnten keine signifikante Assoziation zwischen Ploidie und Prognose
nachweisen (Opfermann 1987, Cornelisse 1987, Beerman 1990, Isola 1992,
Witzig 1994, Wingren 1994). Dies mag an der Grdle der untersuchten
Kollektive gelegen haben, an den Tumorstadien, die in die Studien

eingeschlossen waren, oder auf methodischen Grinden beruhen.

Fir die S-Phasen-Fraktion der Mammakarzinome ist eine prognostische
Aussagekraft nachgewiesen. Erhdhte S-Phasen-Fraktionen von
Mammakarzinomen sind mit maRiger und geringgradiger histologischer
Differenzierung und mit einer erhdhten Rezidivrate nodal positiver (Ewers
1992, Stal 1992, Pfisterer 1995, Kute 1995) und negativer Tumoren (Isola
1992, Balslev 1994, Witzig 1994, Wingren 1994, Winters 1994) assoziiert.

Verglichen mit der Aussagekraft der DNA-Ploidie dokumentierten zahlreiche
Studien eine bessere Assoziation zwischen hoher S-Phasen-Fraktion und
Krankheitsverlauf (Uberlebensrate) (Eskelinen 1992; Ottestad 1993; Wingren
1994).

Dies wird nachvollziehbar, wenn man berucksichtigt, dass alle diploide
Tumoren bei der Aussage der DNA-Ploidie als Tumoren mit gunstigeren
Prognosen gedeutet werden. Unter ihnen befinden sich jedoch auch Tumoren
mit hohen Proliferationsraten, fur die die allgemeine Aussage, sie besalien
eine gunstigere Prognose, nicht ohne weiteres zutrifft. Bei der Ermittlung der
S-Phasen-Fraktion = werden auch diploide Tumoren mit hohen
Proliferationsfraktionen in die prognostisch ungunstigere Gruppe eingeordnet.
Aneuploide Tumoren sind dabei aufgrund ihrer hohen Proliferation ohnehin
schon in der Gruppe der Tumoren mit prognostisch ungunstigem Verlauf
enthalten, da sie eine signifikant hohere S-Phasen-Fraktion als die Mehrheit
der diploiden Tumoren besitzen (Frei 1993, Visscher 1990, Wingren 1994).
Unter diesem Aspekt ist die Erfassung der S-Phasen-Fraktion als

Prognosefaktor zuverlassiger als die alleinige Bestimmung der DNA-Ploidie.



Das Tumorgewebe der Mammakarzinome stellt ein heterogenes Gewebe dar.
Neben Tumorzellen sind nicht - neoplastische inflammatorische, Stroma -,
Endothel-, Epithelzellen und andere  Zellen enthalten, deren
Zellzyklusparameter bei der Einfachfarbung die Bestimmung von S-Phasen-
Fraktion und Ploidie beeinflussen. Der Anteil der nicht-Tumorzellen schwankt
von Tumor zu Tumor stark und kann Werte von 10 bis 90% einnehmen (Black
1956, Berg 1959, Svennevig 1979, Rowe 1984). Die Sensitivitat des
Nachweises aneuploider Peaks kann durch den Anteil dieser nicht-
Tumorzellen innerhalb des Gewebes erheblich beeinflusst werden. Es ist
bekannt, dass die aneuploiden Populationen mitunter nur einen kleinen Teil
der Tumorzellpopulation darstellen. In Tumoren mit einem hohen Anteil an
Stromazellen kann er unter 10% liegen. In der konventionellen
Durchflusszytometrie kann eine derart kleine Population jedoch unerkannt
bleiben (Coon 1987).

Auch die Bestimmung der S-Phasen-Fraktion wird erheblich durch den Anteil
nicht-neoplastischer Zellen beeinflusst. Die in Tumoren immunhistochemisch
mit Ki67 und MIB1 bestimmten Proliferationsfraktionen von lymphozytaren
Stromainfiltraten zeigen oft Werte von 10 — 30% (Frei 1993). Diese liegen im
Bereich der Proliferationsfraktionen vieler Mammakarzinome, wobei einzelne
Tumoren auch deutlich niedrigere oder hohere Proliferationsfraktionen
aufweisen konnen. Die durchflusszytometrisch bestimmte S-Phasen-Fraktion
wird also in einigen Fallen weniger die Proliferation der Tumorzellen als
vielmehr die Proliferation der Stromazellen des Tumors widerspiegeln (Kenyon
1994).

Die Beeinflussung der Zellzyklusanalyse von Mammakarzinomen durch die
Uberlagerung von nicht-Tumorzellen I&sst sich durch eine isolierte Darstellung
der Tumorzellen vermeiden. Neuere Arbeiten zeigen, dass die Doppelfarbung
von Zytokeratin und DNA am Tumorgewebe maoglich ist (Visscher 1990, Frei
1993, Shankey 1994, Wingren 1994). Durch die getrennte Darstellung der

Zytokeratin-positiven Zellen in einem Gate gelang es, die Tumorzellen



getrennt von den Stroma- und Endothelzellen darzustellen. Bislang existiert
jedoch weder ein systematischer Vergleich der Rate aneuploider Tumoren
zwischen Einfach- und Doppelfarbung, noch eine systematische Erfassung der
S-Phasen-Fraktion vor und nach ,Gaten“ flr Zytokeratin-positive Zellen. Das
Ziel im ersten Teil dieser Arbeit ist es, die Rate aneuploider Tumoren und die
Zellzyklusparameter, insbesondere die Hohe der S-Phasen-Fraktion,
systematisch zwischen Einfach- und Doppelfarbung am Frischmaterial zu

vergleichen.

1.2. Bedeutung von p53 bei Mammakarzinomen

P53 ist ein Tumor-Suppressor-Gen, welches seine Position auf Chromosom
17p13 innehat. Das p53-Protein ist bei Schaden an der DNA in der Lage, die
Zelle bis zum Ende der DNA-Reparatur in der G1-Phase zu arrestieren oder in
nicht reparablen Fallen den Untergang der Zelle Uber den programmierten
Zelltod, die Apoptose einzuleiten (Chiarugi 1994, Bates 1996). Dabei wirkt es
indirekt Uber die Transkription einer Vielzahl anderer Gene, deren Produkte die
Teilung der Zelle gemeinsam zum Stillstand bringen (Vogelstein 1992, Dickson
1995, Harris 1996, Bates 1999).

Mutation, Inaktivierung, Verlust oder die down-Regulation der Expression von
p53 kdnnen die Ursache einer malignen Progression sein. Mehr als die Halfte
aller menschlichen Tumoren weisen mutiertes p53 auf. Durch diese Mutation
andert sich die Struktur des codierten Proteins. Es wird zum Onkogenprodukt
und hauft sich in der Zelle an. In seltenen Fallen ist diese Mutation vererbbar.
Die vererbliche homozygote p53-Mutation ist unter dem Namen Li-Fraumeni-
Syndrom bekannt geworden und fuhrt zur Brustkrebs- und Sarkomentwicklung
(Malkin D 1990).

Im Falle des Mammakarzinoms ist die sporadische p53-Mutation in 20 — 50%

der Falle nachweisbar (Dickson 1995).



Die Immunhistochemie ist eine leicht durchfuhrbare Methode zum Nachweis
des mutierten p53-Proteins. Es besteht aber kritisch betrachtet nur eine
lockere Korrelation zwischen immunhistochemisch detektierbarem p53 und
dem tatsachlichen Vorliegen der Mutation. Zum einen flhren bei weitem nicht
alle p53-Mutationen zu einer fir den immunhistochemischen Nachweis
ausreichenden Akkumulation des Proteins im Kern, zum anderen gibt es auch
,falsch positive* Befunde durch die Uberexpression des Wild-Typs von p53.
Trotz dieser Einschrankung ist der immunhistochemische p53-Nachweis nach
wie vor eine oft angewandte und mit den genannten Einschrankungen auch

aussagekraftige Methode.

In den Studien Uber p53 am Mammakarzinom wurde den Zusammenhangen
zwischen  Proliferation, Ploidie und  p53-Expression zunehmend
Aufmerksamkeit geschenkt.

Die Mehrzahl p53-positiver Tumoren weisen Grad 2 oder 3 in der
histologischen Differenzierung auf. Unter ihnen befindet sich ein besonders
hoher Anteil aneuploider Karzinome (Brotherick 1995, Dabbs 1995, Rosanelli
1995, Pich 1996). Weiterhin korrelieren erhohte Proliferations- (Meyer 1994,
Dabbs 1995, Pich 1996) und verringerte Uberlebensraten mit der Mutation von
p53 (Pich 1996). Aufgrund dieser vielfaltigen Zusammenhange wurde neben
der Erfassung der bekannten Prognosefaktoren sogar schon ein genetisches
Staging fur p53 empfohlen (Shackney 1995).

Ein Teil der oben genannten Studien erfolgte bereits durchflusszytometrisch
(Brotherick 1995, Shackney 1995, Chakravarty 1996, Bonsing 1997).

Aus der Immunhistochemie ist bekannt, dass nicht alle Zellen eines p53-
positiven Tumors das Protein enthalten. Die Akkumulation von p53 zeigte
beispielsweise in der Studie von Bonsing (1997) intratumoral eine
Heterogenitat: sowohl die diploiden als auch die aneuploiden Populationen
enthielten p53-positive und —negative Zellen. Auf Einzelzellebene ist aber
wenig Uber den Zusammenhang zwischen Ploidie, p53-Uberexpresssion und

Zellzyklusregulation bekannt.



Die Verteilung der p53-positiven Zellen innerhalb des Zellzyklus stand in der
vorliegenden Arbeit im Vordergrund. Dabei war der Anteil p53-positiver Zellen
an der Proliferationsfraktion von besonderem Interesse, da die Auswirkungen

des mutierten p53 diesbezuglich bislang nicht ausreichend bekannt sind.

Zum anderen sollte auch auf den Zusammenhang zwischen Aneuploidie und
p53 eingegangen werden. Die heterogene Verteilung p53-positiver Zellen
schien in den Tumoren, wie oben beschrieben, unabhangig vom DNA-Index
vorzuliegen (Bonsing 1997). Es stellt sich jedoch die Frage, ob die p53-
positiven Anteile in diploiden und aneuploiden Populationen nicht
unterschiedlich gewichtet sind. Bei der positiven Korrelation zwischen
Aneuploidie und p53 ist anzunehmen, dass der Anteil p53-positiver Zellen in
aneuploiden Subpopulationen hoher liegt als in diploiden, sodass demnach

doch eine vom DNA-Index abhangige p53-Verteilung vorliegt.

FUr samtliche Aussagen wurde ein direkter Bezug zwischen den p53-positiven
Zellen und der Gesamtheit der Tumorzellen eines Falles hergestellt. Die
Gesamtheit der Tumorzellen wurde dabei vereinfachend mit den Zytokeratin-
positiven Zellen gleichgesetzt, die, wie im ersten Teil der Arbeit beschrieben,
als Tumorzellen getrennt von den nicht-Tumorzellen des Zellgemisches
ausgewertet wurden. Die Voraussetzung fur ihren Vergleich war, eine
Aufarbeitungsmethode zu finden, die sowohl die Farbung von Oberflachen- als
auch Kernstrukturen ermdglicht. Dies war erforderlich, da sich Zytokeratin im

Zytoplasma und p53 in seiner aktiven Form im Zellkern anreichert.



2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

Fur die Doppelfarbung von DNA und Zytokeratin wurden 28 Mammakarzinome

untersucht, 22 davon waren invasiv-duktale und 5 invasiv-lobulare Karzinome.

Von diesen 28 Fallen waren 26 fur die DNA-Zytokeratin-Doppelfarbung

komplett auswertbar. TNM Kilassifikation und histologische Differenzierung

sind in Tab. 1 aufgefuhrt.

Tab. 1: TNM-Klassifikation

Auswertung enthaltenen Tumoren

und Grading der

in der statistischen

DNA-Zytokeratin- DNA-p53-
Doppelfarbung: Doppelfarbung:
N=26 N=9

Tab1a: Tumorgrosse

T1 3 2

T2 9 3

T3 3 1

T4 11 3

Tab.1b: LK-Status

NO 10 4

N1 8 3

N2 3 1

N (in Axilla keine LK auffindbar) | 1 0

NX (keine LK entnommen) 4 1

Tab.1c: Grading

G1 0 0

G2 0

G3 13 8

Invasiv lobular 5 1

10




Bei 9 dieser 26 ausgewerteten Falle konnte immunhistochemisch p53
nachgewiesen werden. Es erfolgte parallel zur Doppelfarbung von DNA und
Zytokeratin die Doppelfarbung von DNA und p53. Die Einordnung dieser Falle
nach TNM und Grading ist ebenfalls in Tab.1 enthalten.

2.2. Methodik der Doppelfarbung fiir DNA und Zytokeratin

2.2.1. Zellvereinzelung

Das Frischgewebe wurde bis zur Aufbereitung bei —70°C aufbewahrt. Von den
soliden Blocken wurden fur jede Doppelfarbung mit Hilfe eines Mikrotoms
durchschnittlich vier 100 um Schnitte angefertigt, in Petrischalen platziert und
mit PBS (pH 7,4, 4°C) bedeckt. Die Anzahl der Schnitte richtete sich dabei
nach dem Durchmesser, der angeschnittenen Flache des Tumors und dem

geschatzten Anteil an Tumorzellen im Gewebe.

Um die einzelnen Zellen aus dem Verband zu I6sen, wurden unterschiedliche
Methoden aus den Vero6ffentlichungen der letzten Jahre erprobt. Unter ihnen
insbesondere die mechanische Zerkleinerung mit Hilfe von Pinzetten, Morser
und gekreuzten Klingen. Am Mammakarzinom erwies sich dabei nur die
zuletzt genannte Methode als standardisiert einsetzbar (Cerra 1990). Sowohl
die Zerkleinerung mit Pinzetten als auch die mittels Morser erzeugten qualitativ
minderwertige Zellsuspensionen mit hohem Debris-Anteil, wodurch sie fur die

Durchflusszytometrie nicht mehr auswertbar waren.
Die erhaltene Suspension wurde durch Zugabe von ca. 1 ml PBS

aufgeschwemmt und durch eine Nylon-Gaze mit 50um Maschenweite in ein

Zentrifugenroéhrchen filtriert.

11



2.2.2. Fixierung in Paraformaldehyd und Permeabilisierung durch

Zitratpuffer

Die Tumore wurden in Anlehnung an eine von Lan et al. 1996 beschriebene
Methode vorbereitet. Zu den Zellsuspensionen wurde die gleiche Menge an
4%igem 4°C kaltem Paraformaldehyd zugegeben. Die Zellen wurden fur 10
Minuten auf Eis fixiert. Anschlielend wurden sie abzentrifugiert, gewaschen
und in einem unverschlossenen 50 ml - Becherglas in circa 10 ml 0.01 M -
Sodium Zitratpuffer (pH 6.0, versetzt mit 0.5% BSA) resuspendiert. Dieses
Becherglas wurde in ein mit Plastikfolie abgedecktes 500 ml - Becherglas
gestellt und in der Mikrowelle bei 800 W bis zum Sieden (ca. 30 Sekunden
lang) erhitzt. Die Probe wurde aus den beiden heilen Becherglasern in ein
normales Zentrifugenrbhrchen gegeben und danach auf Eis fir 10 Minuten
abgekuhlt. Vor der Farbung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und erneut
durch eine Nylon-Gaze mit 50 ym Porenweite filtriert.

Um Messung und Methode uberprifen zu koénnen, wurden von jeder
Zellsuspension Zellausstriche angefertigt und mit Hamatoxylin und Eosin
gefarbt. Die Zusammensetzung des Zellgemisches im Ausstrich wurde mit der
Zusammensetzung des Zellgemisches im Gewebeschnitt verglichen.

2.2.3. Farbung von Zytokeratin

Fur die Farbung von Zytokeratin wurde der an Zytokeratin 8 und 18 bindende
Antikorper CAM 5.2 verwendet (Becton Dickenson, Heidelberg, Deutschland).
Die Proben wurden fur die Farbung von Zytokeratin und Isotyp in gleicher

Verdunnung und unter den selben Bedingungen aufgearbeitet.

12



Von den Zellsuspensionen wurden zwei gleich gro3e Mengen gleicher
Zelldichte (angestrebte Zellzahl 10° -10°) abzentrifugiert. Die Blockierung
unspezifischer Bindungen erfolgte durch Inkubation der Zellen in 100 pl
Schweineserum (1:2 mit PBS verdinnt), bzw. 50 ul Blocking Reagenz (Merck,
Darmstadt, Deutschland).

Nach einem Waschgang in PBS wurde der eine Teil der Probe direkt mit FITC
konjugiertem monoklonalen Maus—IgG2a Antikorper (cam 5.2), bzw. indirekt
mit monoklonalem Maus—IgG2a Antikdrper (cam 5.2) und FITC konjugiertem
anti-Maus IgG2a Antikorper gefarbt.

Als negative Kontrolle wurde der andere Teil der Probe mit einem nicht
spezifisch an das Gewebe bindendem, FITC konjugierten IgG2a Antikorper
(Ziege F(ab’)-anti-Maus (H&L)-Fluorescein, Manchester, England). Im Falle
der indirekten Farbung wurden fur die Markierung des Isotyps ein unspezifisch
bindender monoklonaler Maus IgG2a Antikorper (Amyloid A) und FITC

konjugierter anti-Maus 1gG2a Antikorper verwendet.

2.2.4. Farbung von DNA

AbschlieBRend wurde die DNA mit 5ul Propidium Jodid (5 mg/ml, Serva,
Deutschland) angefarbt und fur 15 Minuten unter Lichtabschluss bei 4°C
inkubiert.

13



2.3. Die Methodik der Doppelfarbung fiir DNA und p53

2.3.1. Kernfarbung am Beispiel von MIB 1

In  Vorbereitung auf die Untersuchung von p53 erfolgte eine
durchflusszytometrische Farbung mit MIB 1 (Ki-67). Da dieser Marker im Kern
jeder proliferierenden Zelle prasent ist, diente er in diesem Fall zur Erprobung
der Kernfarbung der in Anlehnung an Lan 1996 beschriebenen Methode.
Diese Methode wurde gewahlt, da sie eigens zur parallelen Farbung von
Oberflachenmarkern und nuklearen Antigenen entwickelt wurde.

Parallel zur Doppelfarbung von Zytokeratin und DNA (siehe Material und
Methoden unter 2.) wurde die Doppelfarbung fur Ki67 und DNA durchgefuhrt.
Anstelle des Antikorpers CAM 5.2 wurde der monoklonale Maus IgG2a
Antikérper MIB1 (Dianova, Hamburg, Deutschland) verwendet. Von 12
durchflusszytometrisch erfassbaren Tumoren konnten alle fur DNA und MIB1
als positiv gewertet werden (Abb.1), sodass die Methode zur
durchflusszytometrischen Erfassung von Kernproteinen als ausreichend

zuverlassig anzusehen ist und bei allen Tumoren eingesetzt werden konnte.

Abb.1a: Isoantikorper-Farbung

Abb.1b: Propidium Jodid Einfachfarbung: aneuploider Tumor (DI=1.823)

Abb.1c: Dotplot der Doppelfarbung fur Zytokeratin und DNA: Deutliche
Absetzung der  Zytokeratin-positiven  Zellen von der
Begleitpopulation.

Abb.1d: Darstellung der Zytokeratin-positiven im DNA-Histogramm:
Samtliche Zytokeratin-positiven Zellen sind aneuploid

Abb.1e: Dotplot der Doppelfarbung fir MIB1 und DNA

Abb.1f: Propidium - Jodid - Farbung der MIB-1 positiven Zellen: Geringe
Proliferationsfraktion im GO/G1 Peak der Nicht-Tumorzellen und

hohe Proliferation im G0/G1 Peak der Tumorzellen.

14



Abb. 1:

10

Abb.1a

Doppelfarbung von DNA und Zytokeratin bzw. DNA und MIB-1 an

ein und demselben Tumor (Fall 19)
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2.3.2. Immunhistochemische Farbung von p53

Nicht alle Antikdrper gegen p53 sind fur die Durchflusszytometrie geeignet. Zu
denen fur die eine suffiziente Farbung belegt ist, gehort der hier verwendeten
Antikdrper vom Klon DO-7 (Bonsing 1997).

Die immunhistochemische Farbung zum p53-Nachweis erfolgte an Schnitten
von Paraffinblocken, die nach der Deparaffinisierung in einem Dampfkochtopf
mit 10 mM Zitratpuffer, pH 6 fur 15 Minuten erhitzt worden waren. Nach
Abkuhlung auf Raumtemperatur (fur mindestens 20 Minuten) erfolgte die
Absattigung durch den spezifischen Antikorper fur p53 (Klon DO-7, Glostrup,
Danemark) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur. Die darauf folgende Farbung
der Antikdrperbindungen erfolgte nach dem Protokoll der Peroxidase-

Reaktion.

2.3.3. Zellvereinzelung

Die Gewinnung der Zellsuspension aus den Gefrierblocken (Zellvereinzelung)
erfolgte in derselben Weise, wie es in der Aufarbeitung der Proben flr die
Zytokeratin-Farbung beschrieben wurde: durch die Zerkleinerung des

Gewebes mit gekreuzten Klingen an 100 ym - Schnitten.

2.3.4. Fixierung in Paraformaldehyd und Permeabilisierung durch

Zitratpuffer

Die Vorbereitung der Zellsuspensionen fur die Bindung des p53-Antikorpers an
sein nukleares Antigen wurde nach der von Lan et al. 1995 beschriebenen

Methode durchgeflihrt. Diese wurden bereits fur die Doppelfarbung von DNA
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und Zytokeratin erlautert. Die notwendigen Schritte erfolgten fur beide
Doppelfarbungen (DNA-Zytokeratin und DNA-p53) bis zum letzten Waschgang
an einer gemeinsamen Suspension. Erst danach wurde die Suspension in
unterschiedliche Reagenzglaser zu je gleichen Teilen flr die Farbung von

Isotyp, Zytokeratin und p53 aufgeteilt.

Auch im Falle der p53 Farbung wurden vor der Messung Zellausstriche flr
eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung gewonnen, um die Qualitat der vereinzelten
Zellen einschatzen und um im Vergleich zu den Paraffinschnitten die

Reprasentativitat der Tumorzellsuspension beurteilen zu konnen.

2.3.5. Farbung von p53 und DNA

Das Protokoll der Doppelfarbung fur DNA und p53 entsprach weitestgehend
dem der Zytokeratin-Farbung mit unkonjugiertem Antikorper CAM 5.2. Dieser
wurde ersetzt durch den monoklonalen Maus IgG2a Antikorper p53 (Klon DO-
7, Glostrup, Danemark). Fur die negative Kontrolle konnte die Isotyp-Farbung
der DNA-Zytokeratin-Doppelfarbung verwendet werden (FITC an Amyloid A -
IgG2a monoklonal Maus Antikorper).

2.4. Durchflusszytometrische Messung

Die Messungen wurden mit einem FACScan (Becton Dickenson, Heidelberg,
Deutschland) durchgefuhrt. Zahlraten zwischen 100 und 800 Zellen / Minute
ergaben eine bestmogliche Auflésung. 20000 Zellen wurden im List Mode
Modus aufgezeichnet. Geringere Zellzahlen entstanden bei besonders
schwierig zu vereinzelnden Tumorgeweben (z.B. bei hohem Fettanteil). Die

minimale Zellzahl fur die Auswertung wurde auf 5000 festgesetzt. FITC wurde
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auf Kanal 1 (grune Fluoreszenz) und Propidium Jodid auf Kanal 2 (rote
Fluoreszenz) gemessen. Zwischen diesen beiden Kanadlen wurde mit
Zellsuspensionen kompensiert, die mit FITC gekoppeltem Isoantikérper und
Propidium Jodid sowie mit FITC gekoppeltem spezifischen Zytokeratin-

Antikorper gefarbt worden waren.

2.5. Zellzyklusanalyse

Die Ergebnisse wurden nach doublet discrimination mit Multicycle Software AV
(Phoenix Flow Systems, San Diego, USA) unter Verwendung der Zelldebris-
und Zellklumpensubstraktionsfunktion (doublet discrimination modus, Haag
1987; Shankey 1993) ausgewertet.

2.5.1. DNA-Zytokeratin-Doppelfarbung

Die Position der Zytokeratin-negativen Zellen im Dotplot wurde durch die
Farbung des Isoantikdrpers ermittelt. Die Zytokeratin-negativen Zellen konnten
nach Bedarf von der Analyse ausgeschlossen werden, indem ein Gate auf die
Zytokeratin-positiven Zellen gesetzt wurde. Die Zellzyklusparameter wurden
von den Zytokeratin-positiven Populationen im Vergleich zu den

Tumorpopulationen in der DNA-Einfachfarbung erfasst.

In der Einfachfarbung wurde der Peak mit dem niedrigsten DNA-Gehalt als
diploide Referenzpopulation erachtet (Hiddemann 1984). Entsprechend den
Angaben in der Literatur wurden Tumoren mit einem DNA-Index von 0,9 bis
1,1 als diploid, bei einem DNA-Index von 1,1 bis 1,3 als ,near-diploid®, bei
einem DNA-Index von 1,3 bis 1,9 als aneuploid, bei einem DNA-Index von 1,9
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bis 2,1 als tetraploid und bei einem DNA-Index groBRer als 2,1 als
hypertetraploid definiert (Lawry 1993, Beerman 1990).

Der diploide Referenzpeak in der Doppelfarbung wurde definiert als die
Population mit dem niedrigsten DNA-Gehalt der Zytokeratin-negativen Zellen.
Der DNA-Index der Zytokeratin-positiven Population wurde festgelegt, indem
die GO/G1 Kanalnummer der Zytokeratin-positiven Population durch die des
diploiden GO/G1 Peaks der Zytokeratin-negativen Referenzpopulation dividiert

wurde. Die Definition der Ploidie erfolgte wie bei der Einfachfarbung.

Um eine exakte Zellzyklusanalyse zu gewahrleisten, wurde der
Variationskoeffizient des GO0/G1-Peaks der Referenzpopulation auf 10%
beschrankt. Ein hoherer Wert des Variationskoeffizienten wurde nur bei einem
aneuploiden oder multiploiden Tumorpeak akzeptiert, wenn die optische
Bewertung des Histogramms eindeutig moglich war.

Die Zellzyklusparameter der Tumorzellen in der Einfachfarbung wurden mit
den Zellzyklusparametern der Zytokeratin-positiven Zellen in einem t-Test fur
gepaarte Stichproben verglichen (Statistika / W 5.0).

2.5.2. DNA-p53-Doppelfarbung

Nach DNA-p53-Doppelfarbung wurde die Zellzyklusanalyse vergleichend am
Gesamtkollektiv der Tumorzellen (Zatokeratin-positive) sowie an den p53-
positiven Zellen eines Tumors durchgefuhrt. Die daraus resultierenden
Angaben zu den einzelnen Zellzyklusparametern (S-Phasen-Fraktion, G2M-
Fraktion, Proliferationsfraktion) wurden mit den entsprechenden Angaben der
Zellzyklusanalyse der Zytokeratin-positiven Population in einem t-Test fur

gepaarte Stichproben direkt verglichen.

Von der isolierten Erfassung der DNA-Indices p53-positiver Zellen wurde

Abstand genommen. Die Bestimmung des DNA-Index ist abhangig von der
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BezugsgroRe: dem GO/G1-Peak. Dieser sollte an sicher diploiden
Populationen, beispielsweise nicht-Tumorzellpopulationen bestimmt werden.
In Teilkollektiven, wie denen der p53-positiven, fehlt naturgemal’ diese
Bezugsgrofe, so dass von diesen Teilkollektiven keine Bestimmung des DNA-
Index durchgefuhrt werden kann. Die Bestimmung der Zellzyklusfraktionen
dieser Teilkollektive bleibt davon aber unbeeinflusst.

Wie in der Einleitung ausgefuhrt (S. 9-11), liegt p53 in den Tumorpopulationen
in einer heterogenen Verteilung vor. Sowohl diploide als auch aneuploide
Subpopulationen enthalten p53-positive und —negative Anteile. Unter der
Fragestellung, ob bei der Hohe des Anteils p53-positiver Zellen bei diploiden
und aneuploiden Populationen Unterschiede vorliegen, wurde der prozentuale
Anteil p53-positiver Zellen an den aneuploiden Zellen ermittelt.

Dieser wurde mit dem prozentualen Anteil Aneuploider der Zytokeratin-
positiven Zellen der entsprechenden Falle in einem t-Test fur gepaarte

Stichproben verglichen.

20



3. ERGEBNIS

3.1. Ergebnisse der DNA-Zytokeratin-Doppelfarbung

26 Falle waren fur diese Farbung komplett auswertbar.
Eine Aufschlisselung nach Tumorgrofe, Lymphknotenstatus und Grading der
in der Statistik enthaltenen Falle ist in Tab.1 (S.12) dargestellt.

3.1.1. Ploidie

Insgesamt resultierte nach dem Gaten ein Anstieg des Anteiles aneuploider
Tumoren von 73,1% auf 84,6% (Tab.2 ). In dieser Studie basiert dies
insbesondere auf dem Zuwachs der near-diploiden Tumoren (Abb.2). Der
Anteil aneuploider Tumoren mit einem DNA-Index zwischen 1.3 und 1.9 sank
zugunsten eines Anstiegs tetraploider Tumoren (1.9 — 2.1), was auf der
beschriebenen Verlagerung des Referenzpeaks und der neuen Kalkulation
des DNA-Index nach dem Gaten beruhte. Fur zwei Gruppen aneuploider
Tumoren konnte nach Doppelfarbung und selektiver DNA-Analyse der
Zytokeratin-positiven Zellen eine signifikant héhere Sensitivitat nachgewiesen

werden: tetraploide Tumoren (Abb. 2) und near-diploide Tumoren (Abb. 3).

Abb.2a: Die Doppelfarbung von DNA (FL2-area) versus Zytokeratin (CAM
5.2-FITC) zeigt eine Zytokeratin-negative euploide Population,
sowie eine Zytokeratin-positive tetraploide Zellpopulation.

Abb.2b: Isotypkontrolle flr den Zytokeratin-Antikorper .

Abb.2c: DNA-Histogramm der ungegateten Gesamtpopulation: Dies
konnte fehlinterpretiert werden, als eine euploide Zellpopulation
mit hoher G2M-Fraktion.

Abb.2d: DNA-Histogramm nach Gaten der Zytokeratin-positiven Zellen:
Nachweis einer tetraploiden Tumorzellpopulation mit einer

kleinen oktoploiden G2M-Fraktion.
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Abb. 2: Tetraploide Tumorzellpopulation vor und nach Tumorzellselektion

(Fall 9)
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3.1.1.1.Nachweis tetraploider Tumore

Im Falle tetraploider Tumoren ermdglicht die Zytokeratin-Doppelfarbung die in
der Einfachfarbung teils schwierige Darstellung des oktoploiden Peaks
(Abb.2). Ohne Doppelfarbung wirden diese Falle als ,diploid mit erhdhter
G2M-Fraktion“ eingestuft. Erst nach Zytokeratin-Doppelfarbung lasst sich
nachweisen, dass der GO/G1-Peak der Epithelpopulation bei 4n liegt und sich
mit dem G2M-Peak der Nicht-Tumorzellen Uberlagert. Dies war in einem von
26 untersuchten Tumoren dieses Kollektivs der Fall. In diesem Fall war nur
nach Doppelfarbung auch ein oktoploider Peak entsprechend der G2M-
Fraktion der Tumorzellen nachweisbar. Dies ist von Bedeutung, da der
Nachweis eines oktoploiden Peaks letztlich erst die Tetraploidie dokumentiert
und von einem G2M-Arrest unterscheidet.

3.1.1.2. Nachweis ,near-diploider” Tumore

Die zweite Gruppe sind die near-diploiden Populationen mit einem DNA-Index
von 1.1 bis 1.3. Nur in einem dieser Falle konnte ohne Doppelfarbung eine
Aneuploidie nachgewiesen werden. In den 3 anderen Fallen war der Nachweis

erst nach der Doppelfarbung moglich (Tab.2).

Abb. 3 zeigt einen Fall mit einem niedrigen Anteil euploider Nicht-Tumorzellen
und einem hoéheren Anteil near-diploider, Zytokeratin-positiver Tumorzellen mit
einem DNA-Index von 1.106. Diese Tumorpopulationen sind die sogenannten
“Schulterfraktionen” in der Literatur. In diesem speziellen Fall in Abb.2 ist der
Schulterpeak zweimal so hoch wie der Peak der Referenzpopulation ("head-
peak“). Unter Berlicksichtigung der von Hiddemann et al. 1984 beschriebenen
Kriterien, ist Aneuploidie nur korrekt analysiert, wenn zwei getrennte Peaks
sichtbar sind. Dies wurde erst mit Hilfe der Doppelfarbung erreicht. (Abb.2d).
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Tab. 2:

Vergleich der Ploidie vor und nach Gaten fur Zytokeratin-positive

Tumorzellen

Nach dem Gaten auf Zytokeratin lasst sich ein Anstieg der aneuploiden

Fraktion von 73,1 auf 84,6% (Summe der near-diploiden, aneuploiden,

tetraploiden Fraktionen in %) verzeichnen. N=26

Vor Gaten Nach Gaten

Ploidie Falle % Falle %
Diploid DI: 0,911 7 26,9 4 15,4
Near-diploid DI: 1,1-1,3 1 3,8 4 15,4
Aneuploid DI: 1,3-1,9 12 46,2 8 30,8
Tetraploid DI: 1,9-2,1 4 15,4 8 30,8
Hypertetraploid | DI >2,1 2 7,7 2 7,6

Abb.3a: Dotplot fur die Doppelfarboung von DNA und Zytokeratin. Die
Zytokeratin-positiven (FI1 >3x10") zeigen nur einen minimal
hoheren DNA-Index (FI2-Area) verglichen mit den Zytokeratin-
negativen.

Abb.3b: Darstellung des Zellzyklus in der Einfachfarbung. Die
Tumorzellen stellen sich als Schulterfraktion des diploiden G0/1
Peaks dar. Sie konnen vom Analyseprogramm nicht isoliert
erfasst werden.

Abb.3c: Isolierte Darstellung der Zytokeratin-negativen, bestehend aus
den diploiden Nicht-Tumorzellen und wenigen ungefarbten
Tumorzellen. Der G0/1 Peak der diploiden Referenzpopulation
liegt bei Kanal 189.

Abb.3d: Kombinierte Darstellung der Zytokeratin negativen und positiven
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Zellen. Der G0/1 Peak der Tumorzellen liegt bei Kanal 208. Der
tatsachliche DNA-Index des Tumor betragt demnach 1,106.
Schraffiert dargestellt die Zytokeratin-negative Population von
Abb.2c.



Abb. 3: Near-diploiden Tumor (Fall 3)
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3.1.1.3. Bestimmung des DNA-Index

Nach dem Gaten fur Zytokeratin ergaben sich signifikante Unterschiede
(p<0,001) im mittleren DNA-Index, der in dieser Studie von 1,36 auf 1,42
anstieg (Tab.3, Abb.3). Dies geht auf eine exaktere Erfassung des euploiden
G0/1 Peaks nach Doppelfarbung zurick. Die Lymphozyten (Zytokeratin-
negative Population), welche als Referenzpopulation beno6tigt werden, wurden
von den Tumorzellen getrennt (Zytokeratin-positive Population). Dies erlaubte
eine genaue Kalkulation des DNA-Index der Referenzpopulation. In 96% (25
von 26) der untersuchten Falle war die Kanalnummer des diploiden GO0/1
Peaks der Zytokeratin-positiven niedriger als die Kanalnummer des diploiden

GO0/1 Peaks der ungegateten Gesamtpopulation.

Dies hatte gro3en Einfluss auf die Einteilung in die unterschiedlichen Gruppen
der Ploidie. Auch bei den nicht-diploiden Tumoren lie3en sich in vielen Fallen
zwei Populationen Zytokeratin-positiver Zellen nachweisen. Die eine
Population bildete im ungegateten Gesamtkollektiv einen gemeinsamen Peak
mit dem GO/1-Peak der Nicht-Tumorzellen (Referenzpopulation) und war erst
nach Gaten als getrennte Population nachweisbar. Durch die Uberlagerung
wird die Position der euploiden Referenzpopulation in der Einfachfarbung
haufig auf zu hohe Kanalnummern festgesetzt, sodass der DNA-Index aller
Tumorpopulationen zu niedrig berechnet wird. Dabei erhdhten sich auch die
DNA-Indices der zweiten aneuploiden Population in 14 von 15 der nicht-

diploiden Falle, die Zahl der tetraploiden Tumoren von 3 auf 7.

Von der Doppelfarbung profitieren dariber hinaus die Gruppe der kleinen
aneuploiden Populationen, die in der Einfachfarbung durch die
Begleitpopulationen verdeckt bleiben wirden, sowie die der hypodiploiden, die

falschlich als diploide Referenzpopulationen gewertet wirden.

26



Tab. 3: Gegenuberstellung der Zellzyklusparameter vor und nach dem
Gaten auf Zytokeratin-positive Zellen

Es zeigte sich in der isolierten Auswertung der Zytokeratin — positiven
Populationen eine deutliche Erhéhung der Proliferationsfraktion, dargestellt
durch S-Phase-Fraktion (SPF), G2M-Fraktion (G2M) und Wachstumsfraktion
(SPF+G2M=GF), p = 0,002. Der DNA-Index (DI) erhdhte sich fir die
Zytokeratin — positiven Populationen signifikant, p < 0,001. N=26

Parameter Einfachfarbung Isolierte Darstellung P
CK-positiver
SPF % 13,3 19,7 0,002
G2M % 6,7 8,9 0,111
GF % 19,8 28,1 0,001
DI 1,36 1,42 < 0,001

Abb. 4: Veranderungen des DNA-Index nach DNA-Zytokeratin-
Doppelfarbung

Die Werte des DNA-Index der Tumorpopulationen nach Gaten (schwarze
Kreise) stellen sich mit einer Ausnahme oberhalb der Werte in der
Einzelfarbung dar (offene Kreise). p<0,001. N=26
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3.1.2. S-Phase-Fraktion

Mit Hilfe der isolierten Darstellung der Zytokeratin-positiven Zellen fand sich
am Frischmaterial eine signifikante Erhohung der Proliferationsrate (p=0,001).

Insbesondere die prognostisch bedeutsame S-Phasen-Fraktion stieg
signifikant (p=0,002) von 13,3% in der Einfachfarbung auf 19,7% in der
Auswertung der Zytokeratin-positiven Populationen an (Tab.3).

Eine tendenzielle Erhohung ergab sich fur die G2M-Fraktion, die von 6,7% auf
8,9% nach dem Gaten anstieg. Eine statistisch signifikante Anderung konnte

jedoch nicht nachgewiesen werden (p=0,111).

3.1.3. Variationskoeffizient

Fur die vergleichende Analyse von Einfach- und Doppelfarbung waren am
Frischmaterial 26 von 28 Fallen auswertbar. Dabei betrug der mittlere
Variationskoeffizient bei der Einfachfarbung 6,4, bei der Doppelfarbung 6,9 fur
die Zytokeratin-positiven (p=0,123) und 5,71 fir die zugehdrigen
Referenzpopulationen (p=0,003). In 2 der mit Mikrowellen und Zitrat
behandelten Falle fand sich kein sicherer Zytokeratin-positiver Zellanteil.
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3.2. Ergebnis der DNA-p53-Doppelfarbung

In allen 9 Fallen, fur die immunhistochemisch p53 nachgewiesen wurde, war

dies auch durchflusszytometrisch maoglich. Parallel zur DNA-Zytokeratin-

Doppelfarbung erfolgte eine Auswertung der DNA-p53-Doppelfarbung.

Abb.5a:
Abb.5b:

Abb.5c:

Abb.5d:

Abb.5e:

Abb.5f:

Isoantikdrper-Kontrolle

Histogramm der DNA in der Einfachfarbung. Zwei Populationen,
eine diploide und eine aneuploide sind dargestellt.

Dotplot der Doppelfarbung fir DNA und Zytokeratin. Eine kleinere
diploide und eine tetraploide Tumorsubpopulation stellen sich
Zytokeratin-positiv dar.

DNA-Histogramm der Zytokeratin-positiven Tumorzellen. Der
Anteil der Aneuploiden wurde auf 71,8% berechnet.

Dotplot der Doppelfarbung von DNA und p53. Der diploide Anteil
ist nahezu vollstandig p53-negativ. Die Mehrzahl der p53-
positiven Zellen liegen im aneuploiden Bereich.

DNA-Histogramm  der DNA-Farbung der p53-positiven
Tumorzellen. Der Anteil der Aneuploiden an allen p53-positiven

Tumorzellen wurde auf 93% berechnet.
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Doppelfarbungen fur DNA und p53 sowie DNA und Zytokeratin

an ein und demselben Tumor (Fall 17):

Abb. 5:
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3.2.1. Anteil p53-positiver Zellen an der Proliferationsfraktion

Die vergleichenden Zellzyklusanalysen der Zytokeratin-positiven und der p53-
positiven Tumorzellen ergaben ein interessantes Ergebnis: p53-positive
Tumorzellen zeigten jeweils niedrigere Proliferationsfraktionen in der S-
Phasen-Fraktion und besonders in der G2M-Fraktion (Tab.4). Die Differenz
zwischen den Angaben der Zytokeratin- und der p53-Farbung erwies sich hier
als nahezu signifikant (p=0,086).

Insgesamt sank die G2M-Phase von durchschnittlich 10% bei den Zytokeratin-
positiven auf 6% bei p53-positiven Populationen. In Abb. 5 beispielsweise
nahm die G2M-Fraktion von 9,6% in der Zytokeratin-Farbung (Abb. 5d) auf
7,9% in der p53-Farbung ab (Abb. 5f).

Ein vollkommener Arrest der Zellen in der GO/G1- und frihen S-Phase ergibt
sich demnach nicht. Im Vergleich zu den ubrigen Phasen der Zellzyklus spricht

dies jedoch fur eine geringere Proliferation von p53-positiven Tumorzellen.

Tab. 4: Gemittelte Zellzyklusparameter im Vergleich zwischen der
Zytokeratin-und der p53-Farbung.

Es zeigte sich ein Absinken der Mittelwerte der Proliferationsfraktionen,
insbesondere der G2M-Fraktion, fur die p53-gefarbten Zellen. Dabei liess sich

jedoch keine signifikante Anderung feststellen (p<0,05). N=9

Parameter CK-positive p53-positive P
SPF % 29,0 244 0,454
G2M % 10,0 6,0 0,086
GF % 39,0 29,0 0,173
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3.2.2. Anteil aneuploider Zellen an p53-positiven Tumorzellen

Bei der Bestimmung des prozentualen Anteils aneuploider Zellen an den p53-
positiven Tumorzellen zeigte sich, dass der uberwiegende Anteil der p53-
positiven Zellen zu den aneuploiden gehodrte. In Abb. 5f belauft er sich
beispielweise auf 93% der Zellen. Im Vergleich dazu liegt der Anteil
aneuploider Zellen bei den Zytokeratin-gefarbten Zellen deutlich darunter, fur
Abb. 5d bei 71,8%.

Durchschnittlich lag der Anteil aneuploider Zellen bei den p53-positiven
Tumorzellen bei 78,8%. Im Falle der Zytokeratin-positiven Zellen derselben
Tumoren waren die Aneuploiden dagegen nur mit 45,8% vertreten. Die dabei
hervortretende Differenz erwies sich als signifikant (p < 0,001) (Abb.6). Damit
unterstltzten die Ergebnisse die bekannte Tatsache, dass Aneuploidie und
p53-Nachweis in positiver Korrelation zueinander stehen. Der durchschnittliche
DNA-Index der p53-positiven Tumorsubpopulationen (erfasst in der DNA-
Zytokeratin-Doppelfarbung) lag bei den hier vertretenen Fallen bei 1,428.

3.2.3. Anteil p53-positiver Zellen in Durchflusszytometrie und

Immunhistochemie

Die Ergebnisse zeigten, dass die beschriebene Aufarbeitungsmethode nach
Lan sowohl die DNA-Zytokeratin- als auch die DNA-p53-Doppelfarbung
erlaubt. Im Vergleich zur Immunhistochemie kam es jedoch nach der
Aufarbeitung des Materials fur die DNA-p53-Doppelfarbung zu einer deutlichen
Abnahme des Anteils p53-positiver Zellen. Er sank von 57,78 % in der

Immunhistochemie auf 19,24 % in der Durchflusszytometrie.
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Abb. 6: Prozentualer Anteil aneuploider Zellen an p53-positiven

Tumorzellen.

Der Anteil der Aneuploiden liegt bei den p53 positiven regelmassig hdher als

bei den Zytokeratin-positiven Zellen des selben Falles. N = 9.
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4, DISKUSSION

4.1. Notwendigkeit der DNA-Zytokeratin-Doppelfarbung in der

durchflusszytometrischen Zellzyklusanalyse

Im ersten Teil dieser Arbeit wird die Notwendigkeit der Zytokeratin-
Doppelfarbung in der Zellzyklusanalyse durch die DNA-Durchflusszytometrie

demonstriert.

4.1.1. Erfassung der Ploidie

Sowohl die Ploidie als auch die Proliferationsrate sind fur die prognostische
Aussagekraft der DNA Durchflusszytometrie von zentraler Bedeutung (Balslev
1994; Cornelisse, 1987; Eskelinen, 1992; Ewers, 1992). Beide erhdhten sich
statistisch signifikant nach der DNA-Zytokeratin-Doppelfarbung. Es kénnen 4
Gruppen von Tumoren unterschieden werden, in welchen sich die Sensitivitat
fur Aneuploidie nach der Doppelfarbung erhéht. Zu ihnen zahlen near-diploide
Tumore, tetraploide Tumore, hypodiploide Tumoren und all jene Tumoren mit
einem niedrigen Prozentsatz an aneuploiden Zellen. Fur die beiden

erstgenannten Gruppen konnten in dieser Arbeit Beispiele gefunden werden.
In der konventionellen Einfachfarbung der DNA-Durchflusszytometrie sind

near-diploide Tumoren durch einen verbreiterten GO/G1 Peak reprasentiert.

Eine solche Verbreiterung kann auf einer unprazisen Darstellung einer
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Zellpopulation beruhen oder auf zwei eng benachbarten Zellpopulationen,
deren Peaks in einem gemeinsamen breiten Peak fusionieren. Die Variabilitat
der Farbung, die Reinheit der Zellvereinzelung und Messung Uben einen
Einfluss auf die Exaktheit der DNA-Messung aus. Der bedeutendste Faktor ist
wahrscheinlich die DNA der fragmentierten Kerne, welche sich an die zu
vermessenden Kerne anheftet. Diese Effekte verursachen eine Verbreiterung
des DNA-Peaks in den Histogrammen, sodass benachbarte Populationen
einen Uberlappenden Peak zeigen kdnnen. Dies wurde von Miiller, Bocking et
al. (1991) beschrieben als "rechtsseitige Schulterfraktion des G0/G1 Peaks”.
Er demonstrierte mit statischer Zytometrie einen Uberlappenden DNA-Kontext
zweier  Zellpopulationen:  Tumorzellen und nicht-Tumorzellen. Die
Doppelfarbung fir DNA und Zytokeratin erlaubt nun auch in der
Durchflusszytometrie zwischen nicht-Tumorzellen und Tumorzellen zu
unterscheiden. In 3 Fallen anderte sich in dieser Arbeit die Klassifizierung des
Tumors von diploid zu near-diploid, wodurch der Tumor zur aneuploiden
Fraktion eingeordnet werden musste (Abb. 2, s. a. Glogovac 1996, Lee 1992).
Diese neue Aufteilung eines breiten GO0/G1 Peaks fuhrte zu einem
signifikanten Ruckgang des Variationskoeffizienten der Referenzpopulation.

Zugleich erhohte sich die Sensitivitat zur Erfassung tetraploider Populationen.
Der G2/M Peak diploider und der GO/G1 Peak tetraploider Populationen haben
dieselbe Kanalnummer. Dies fuhrt in der Einfachfarbung zu einer Fusion des
G2/M Peaks der nicht-Tumorpopulation mit dem GO0/G1 Peak der
Tumorzellpopulation. Wenn kein oktoploider Anteil erkennbar ist, verrat nichts
die Prasenz der tetraploiden Population. Diese Falle werden haufig als
euploide Tumoren mit erhohter G2/M Fraktion fehlinterpretiert. Die
Doppelfarbung ermdglicht es, zwischen einem diploiden Tumor mit hoher

G2/M Fraktion und einem tetraploiden Tumor zu unterscheiden (Abb.2).
Weiterhin lie® sich bei den nicht-diploiden Tumoren haufig eine zweite

Tumorsubpopulation nachweisen. Wie bereits fur die near diploiden ausgefuhrt

wurde, stellte inr GO/G1-Peak in der Einfachfarbung einen gemeinsamen Peak
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mit dem GO0/G1-Peak der Referenzpopulation dar. An den untersuchten Fallen
lield sich nachvollziehen, dass der DNA-Index fur samtliche Tumorpopulationen
durch die Uberlagerung der GO/G1-Peaks in der Einfachfarbung haufig zu
niedrig berechnet wurde. Dies beruhte hier ebenfalls darauf, dass die
Kanalnummer der Referenzpopulation erst durch die isolierte Darstellung der
Zytokeratin-negativen exakt ermittelt werden konnte. Nach der Doppelfarbung
waren daher 4 Tumoren zusatzlich als tetraploid klassifizierbar (Tab.2). Dieser
Informationsgewinn hat auf die prognostische  Aussage  der

Durchflusszytometrie erheblichen Einfluss (Witzig 1991).

Ein genereller Vorteil der Durchflusszytometrie ist, dass sie es ermoglicht eine
grolRe Anzahl von Zellen zu untersuchen. Prasentieren nun die nicht-
Tumorzellen die Mehrheit der zu messenden Zellen, kann eine kleine Fraktion
aneuploider Zellen (unter 5%) in der Einfachfarbung untergehen. Ein solch
kleiner Peak wird sichtbar, wenn die Zytokeratin-negativen Zellen von der
Prasentation ausgeschlossen werden. Die Zahl dieser Tumoren mag einen
kleinen Teil unter den Mammakarzinomen ausmachen, da in den meisten
Fallen der Prozentsatz der Tumorzellen hoher liegt. Dennoch kann die
Erfassung dieses aneuploiden Tumors die prognostische Sensitivitat der DNA-

Durchflusszytometrie erhdhen.

Nur die Doppelfarbung fur DNA und Zytokeratin erlaubt, zwischen einer
hypodiploiden (DI unter 0.9) Population und einer euploiden Population zu
unterscheiden. Dies ist moglich, da im Fall der Einfachfarbung der niedrigste
Peak als diploider Referenzpeak flr die Kalkulation des DNA-Index festgelegt
ist. Auf diese Weise existiert kein DNA-Index unter 1.0. Durch die
Doppelfarbung ist die nicht-Tumorpopulation klar zu sehen, da ihr Peak nach
dem Gaten flr die Zytokeratin-positiven abnimmt oder sogar verschwindet und
sich nach dem Gaten flur Zytokeratin-negative von der Mehrzahl der
Tumorzellen abtrennen lasst. In diesem Kollektiv allerdings war kein solcher

Fall vertreten.
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4.1.2. Erfassung der Proliferationsfraktion

Die isolierte Analyse der Tumorzellen erhohte die Genauigkeit der Kalkulation
der Proliferationsfraktion (S-Phasen-Fraktion, G2M-Fraktion). Dies liegt daran,
dass der Anteil der Tumorzellpopulation an der Gesamtpopulation zwischen
10% und uber 90% variieren kann. Exakte Daten uUber die Hohe der
Tumorzellfraktion neben Fibroblasten, endothelialen Zellen, Lymphozyten und
anderen Zellfraktionen innerhalb des gesamten Gewebes, existieren in der
Literatur nicht und sind auch in der Ublichen durchflusszytometrischen Praxis
nicht bekannt. Die Mehrzahl der Tumoren enthalt zwischen 30% und 70% an
neoplastischen Zellen (Berg 1959, Black 1956, Rowe 1984, Svennevig 1979),
in Einzelfallen sind jedoch auch hdhere und niedrigere Werte moglich. Die S-
Phasen-Fraktion ist sowohl vom Anteil der Tumor- versus nicht-Tumorzellen

abhangig, als auch von der Proliferationsfraktion beider Populationen.

In dieser Arbeit wurde eine direkte Einschatzung der Proliferationsfraktion der
Tumorzellen mittels Einfachfarbung und Doppelfarbung durchgefuhrt. Sowohl
die S-Phasen-Fraktion als auch die G2/M-Fraktion wurden in unserer
Kalkulation berucksichtigt.

Die S-Phasen-Fraktion erhohte sich durch die isolierte Kalkulation der
Tumorzellen signifikant (Visscher 1990). Dies bedeutet, dass die meisten
Lymphozyten eine niedrigere Proliferationsfraktion als Tumorzellen haben. Da
das hier untersuchte Kollektiv viele wenig differenzierte Tumoren enthielt, ware
in anderen Kollektiven, besonders denen mit Mammakarzinomen ohne
Lymphknotenmetastasierung, der entgegengesetzte Effekt denkbar. Diese
Tumoren sind oft gut differenziert und besitzen eine niedrige Proliferationsrate,
so dass die S-Phasen-Fraktion sich nach dem Gaten erniedrigen konnte. 7 der
untersuchten Falle ergaben dieses Ergebnis. Dieser Effekt ist besonders
bedeutsam, da die S-Phasen-Fraktion in den Studien der letzten Jahre als
unabhangiger prognostischer Faktor gewertet wurde (Eskelinen 1992,
Ottestad 1993, Wingren 1994).
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4.1.3. Methodische Aspekte der DNA-Zytokeratin-Doppelfarbung

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Doppelfarbung fur DNA und
Zytokeratin an frisch gefrorenem Gewebe moglich ist. Bislang ist kein
standardisiertes Praparationsprotokoll in der Literatur etabliert worden. Eine
Standardisierung der Doppelfarbung ist insgesamt zur Vorbereitung fur

Studien mit einer grof3eren Anzahl von Karzinomen empfehlenswert.

Die Nutzung der DNA-Zytokeratin-Doppelfarbung ermdglicht es, einen der
grofiten Nachteile der durchflusszytometrischen DNA-Analyse, verglichen zur
herkdmmlichen Analyse, zu minimieren: sie erlaubt, zwischen den einzelnen
Zelltypen eines Tumors durchflusszytometrisch zu unterscheiden. Damit
gelingt eine wesentlich exaktere Wiedergabe der Biologie der Tumorzellen. Es
ist zu erwarten, dass die Moglichkeit, sich auf die Vermessung von
Tumorzellen zu konzentrieren, die prognostische Aussagekraft der
Zellzyklusparameter erhoht.
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4.2. Moglichkeiten und Grenzen der durchflusszytometrischen

Zellzyklusanalyse p53-positiver Mammakarzinome

Der zweite Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit der
durchflusszytometrischen Charakterisierung von p53-positiven

Mammakarzinomen.

4.21. Verlust p53-positiver Zellen bei der Aufarbeitung fur die
Durchflusszytometrie

In den durchflusszytometrischen Ergebnissen zeigte sich, dass nur ein
geringer  Anteil der immunhistochemisch p53-positiven Zellen,
durchflusszytometrisch fur das Antigen markiert worden war. Durchschnittlich
38% der in der Immunhistochemie p53-positiv gekennzeichneten Zellen
wurden in der Durchflusszytometrie als p53-negativ gewertet.

Dies kénnte zum einen fur einen Verlust des p53-Proteins oder dem Verlust
seiner Antigenitdt nach der Aufarbeitung der Zellen fur die
durchflusszytometrische Messung sprechen. Zum anderen koénnte es
bedeuten, dass der Zugang des Antikopers zum Kern nur unzureichend
vorbereitet war.

Interessiert die Hohe des Anteils p53-positiver Tumorzellen, kann sich die

Durchflusszytometrie demnach nicht mit der Immunhistochemie messen.

Trotzdem ist die durchflusszytometrischen Analyse sinnvoll, da sich Aussagen
ergeben, die immunhistochemisch nicht gewonnen werden kénnen. In der hier
vorliegenden Arbeit beispielsweise stand die Zellzyklusanalyse im
Vordergrund, die trotz des geringeren Anteils p53-positiv gefarbter Zellen
uneingeschrankt durchfuhrbar ist.
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4.2.2. Verteilung p53-positiver Zellen innerhalb des Zellzyklus

Die normale Funktion von p53 innerhalb des Zellzyklus ist aul3erordentlich
breit untersucht (Chiarugi 1994, Bates 1996, Meyer-JS 1994, Dabbs-DJ 1995,
Pich-A 1996). Im Gegensatz dazu gibt es kaum Zellzyklus-Untersuchungen
pS53-positiver Tumorzellen. P53 entfaltet im physiologischen Zustand seine
Hauptfunktion an der Schwelle zwischen G1- und S-Phase (Chiarugi 1994,
Bates 1996). Zu vermuten ware, dass mutiertes p53 durch die Veranderung
seiner Proteinstruktur nicht mehr in der Lage ist, den von ihm initiilerten Arrest
der defekten Zellen in der G1-Phase aufrecht zu erhalten. Aufgrund der Vielfalt
anderer Faktoren, die auf den Zellzyklus Einfluss nehmen konnen, ist das
weitere Verhalten der Tumorzellen nach der Mutation von p53 jedoch nicht
absehbar. Wie der tatsachliche weitere Verlauf des Zellzyklus ist, wurde in der

hier vorliegenden Arbeit untersucht.

Bei den untersuchten Mammakarzinomen befanden sich bei der Analyse der
p53-positiven Zellen wesentlich weniger in der Proliferations-Phase (S-Phase
und G2M-Phase) als bei Zytokeratin-positiven. Hervorzuheben ist die im
Vergleich zu der Zellzyklusanalyse der Zytokeratin-positiven nahezu
signifikante Abnahme von Zellen in der G2M-Fraktion.

Ob dies auf eine restliche Teilfunktion von p53 zurickgeht, ist nicht bekannt.
Erwiesen ist bislang nur, dass auch bei mutiertem p53 die p53-Expression
Zellzyklus-abhangig funktioniert (David-Pfeuty 1996). Der hochste p53-Gehalt
findet sich sowohl beim Wild-Typ als auch bei mutiertem p53 in der G1-Phase.
Nach dem Ubergang in die S-Phase beginnt die p53-Expression im Kern
zuruckzugehen. Demnach liegen die hochsten Zellkern-Konzentrationen von
mutiertem p53 zu dem Zeitpunkt vor, an dem der Wild-Typ seine hochste
Aktivitat entfaltet (G1- und frihe S-Phase). Wahrend der Proliferation (S-

Phase und G2M-Phase) ist p53 nur in geringem Masse im Kern vorhanden.
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FUr den geringeren Anteil p53-positiver Zellen in der Proliferationsfraktion
konnen jedoch auch andere Prozesse wahrend der S- und G2M-Phase
ursachlich in Frage kommen. Ein Zusammenhang mit dem Zelltod genetisch

alterierter Zellen in spateren Phasen des Zellzyklus ist nicht unwahrscheinlich.

Fir die Uberexpression von p53 ist bereits eine Korrelation mit einem erhéhten
malignem Potential von Tumoren bekannt (Schimmelpenning H 1994). In
mehreren Studien wurde es als Indikator flr eine schlechte Prognose
hinsichtlich der Rezidivfreiheit und auch der Uberlebensrate von Patienten
betrachtet (Lisboa BW 1997, Aseero BJ 1998, Hartmann A 1997). Ein Teil
dieser Studien ergab allerdings, dass sie nicht als unabhangiger
prognostischer Faktor gewertet werden darf (Bianchi S 1997). Dabei ist
hervorzuheben, dass bereits ein Unterschied in der Aussagekraft zwischen
Uberexpression von p53 und dem Nachweis einer p53-Mutation nachgewiesen
werden konnte (Kovach JS 1996).

Zur Klarung der Frage, wodurch der niedrige Anteil p53-positiver Zellen in der
S- und G2M-Phase begrundet ist, waren weitere Studien erforderlich, die zum
einen vor Zellzyklusanalyse die Mutation des exprimierten p53 in einem
Nachweis sichern und zum anderen eine entsprechend grofere Fallzahl

beinhalten sollten.

4.2.4. Methodische Besonderheiten der parallelen Aufarbeitung fur
Zytoplasma- und Kernfarbung

Die gleichzeitige, durchflusszytometrische Anfarbung von zytoplasmatischen
Strukturen (z.B. Zytokeratin) und Kernmarkern (MIB1, p53) stellt an die
Aufarbeitung der Zellen spezielle Anforderungen. Zum einen sollte sie die

Strukturen des Zytoplasmas fur die Bindung des Antikorper schonen und p53
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nicht aus dem Kern herauswaschen. Zum anderen muss sie ausreichend
aggressiv erfolgen, um ein Eindringen von Antikorpern in den Kern zu

ermdglichen.

Prinzipiell wurden in dieser Arbeit diese Voraussetzungen durch die
verwendete Methode nach Lan (1996) erfullt. In jedem untersuchten Fall
lieRen sich sowohl Zytokeratin als auch p53 anfarben.

In zwei p53-positiven Fallen jedoch war die Zytokeratin-Farbung nur an
diploiden und tetraploiden Strukturen moglich. Die aneuploiden
Subpopulationen zeigten sich Zytokeratin-negativ. Diese Ergebnisse sprechen
fur einen Verlust der Bindungsstelle fir den Zytokeratin-Antikérper cam 5.2.

Hierfur sind verschiedene Erklarungen maoglich:

1. Der Verlust der Antigen-Eigenschaft von Zytokeratin konnte durch die
Aufarbeitung bedingt sein.

Eine Aufarbeitung, die aggressiv genug ist, eine Kernmembran zu perforieren,
konnte zytoplasmatische Strukturen zerstoren. Damit ware eine Farbung von
Zytokeratin nicht mehr moglich. Im Gegenspiel dazu konnte bei Zellen, in
denen reichlich Zytokeratin nachgewiesen wurde, der Weg der Antikorper
durch eine Kernmembran nur unzureichend vorbereitet gewesen sein.

Die beiden beschriebenen Falle (siehe oben) stehen jedoch dazu zum Teil im
Widerspruch. Den Einflussen durch die Aufarbeitung waren alle Zellen
gleichermallen unterworfen. Demnach hatten alle Zellen eines p53-positiven
Falles, gleichermalien wenig Zytokeratin aufweisen durfen. Hier handelte es
sich jedoch um Tumore, bei denen dennoch einzelne Populationen fur
Zytokeratin suffizient gefarbt waren. Fur eine solche Verteilung ist die

Aufarbeitungsart als alleinige Erklarung nicht ausreichend.

2. Aus den Studien der letzten Jahre ist bereits bekannt, dass p53-positive
Mammakarzinome mit einer geringen histologischen Differenzierung
einhergehen (Brotherick 1995, Dabbs 1995, Rosanelli 1995). Im Rahmen der

Entdifferenzierung konnte es zur Maskierung, Mutation oder dem Verlust des
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Zytokeratin-Antigens gekommen sein. Demnach ware es moglich, dass p53
positive Zellen generell eine schwachere Bindung von Antikorpern gegen
Zytokeratin aufweisen.

Insgesamt ist als Ursache der Zytokeratin-negativen Eigenschaft mancher
p53-positiver Subpopulation eine Kombination dieser beiden Erklarungen am
wahrscheinlichsten.

43



5. ZUSAMMENFASSUNG

Die gemeinsame Aufarbeitung von Tumorzellen und vorhandenen
Begleitpopulationen bewirkt eine Ungenauigkeit der Zellzyklusanalyse in der
Einfachfarbung der DNA in der Durchflusszytometrie. Durch eine
Doppelfarbung von DNA und Zytokeratin ist eine nahezu isolierte Darstellung
der Tumorzellen mdglich. Das Ziel im ersten Teil dieser Arbeit ist es, Ploidie
und Zellzyklusparameter, insbesondere die S-Phase-Fraktion, systematisch
zwischen  Einfach- und  Doppelfarbung am  Frischmaterial  von

Mammakarzinomen zu vergleichen.

Der zweite Teil der Arbeit beschaftigt sich mit den Zusammenhangen
zwischen p53, Proliferation und Ploidie von Mammakarzinomen. Im
Vordergrund stand zum einen die Verteilung von p53-positiven Zellen
innerhalb des Zellzyklus, zum anderen der Zusammenhang zwischen der

Uberexpression von p53 und der Ploidie der Tumorzellen.

Von 28 untersuchten Fallen waren 26 fur die DNA-Zytokeratin-Doppelfarbung
komplett auswertbar. Bei 9 dieser 26 ausgewerteten Falle konnte
immunhistochemisch p53 nachgewiesen werden. Die Zellvereinzelung erfolgte
mit Hilfe gekreuzter Klingen an Gefriermaterial. Nach Fixierung der Zellen in
Paraformaldehyd erfolgte die Permeabilisierung der Zellkerne durch Erhitzen
in Zitratpuffer. Die Farbung der DNA erfolgte mit Propidium Jodid. Als zweiter
Antikdrper wurde FITC-konjugiertes anti-Zytokeratin (Antikbrper CAM 5.2) bzw.
anti-p53 (Klon DO-7) verwendet. Die Messungen wurden mit einem FACScan
(Becton Dickenson, Heidelberg, Deutschland) durchgefuhrt. Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe der Multicycle Software AV (Phoenix Flow Systems, San
Diego, USA).

Die Auswertung der Zytokeratin-Doppelfarbung ergab im Vergleich zur

Einfachfarbung einen Anstieg sowohl des Anteiles aneuploider Tumoren als
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auch des mittleren DNA-Index. Die Proliferationsrate, insbesondere die S-
Phasen-Fraktion erhdhte sich ebenfalls signifikant. Dies zeigt, dass die
Tumorzellen eine hohere Proliferation als die tumorinfiltrierenden Zellen

(Lymphozyten und Fibroblasten) aufweisen.

Die vergleichenden Zellzyklusanalysen der Zytokeratin-positiven und der p53-
positiven Tumorzellen zeigte eine geringere Proliferationsfraktion in den p53-
positiven Zellen, verglichen mit den p53-negativen Tumorzellen. Der
uberwiegende Anteil der p53-positiven Zellen zeigte eine Aneuploidie.
Weiterhin ergaben sich in dieser Untersuchung Hinweise auf eine

Zellzyklusabhangige Expression des p53-Proteins.

Die Doppelfarbung fur DNA und Zytokeratin erlaubt in der
Durchflusszytometrie zwischen nicht-Tumorzellen und Tumorzellen zu
unterscheiden. Durch ihre Nutzung gelingt die exaktere Wiedergabe der
Biologie von Tumoren. Es ist zu erwarten, dass dies die prognostische
Aussagekraft der DNA-flowzytometrischen  Parameter Ploidie und
Proliferationsfraktion erhoht.
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