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Das Basaliom ist mit einer jahrlichen Rate von ca. 100 Neuerkrankungen pro
100.000 Einwohner der am h&ufigsten auftretende epitheliale Tumor der Haut.
Aufgrund seiner pathobiologischen Merkmale nimmt das Basaliom eine
»Mittelstellung* zwischen benignen und malignen Hauttumoren ein.

Hinsichtlich der Aggressivitat im Wachstumsverhalten ist bei vielen Tumoren ein
Zusammenhang sowohl mit VVeranderungen im Ploidiegrad als auch in der Mutation
des p53-Tumorsuppressorgens bekannt. Ziel der Untersuchungen war es deshalb, das
Verhalten des Ploidiestatus und der p53-Expression bei diesen semimalignen
Tumoren zu bestimmen und mit dem histologischen Basaliomtyp zu vergleichen.
Dazu wurden bei insgesamt 76 Basaliomen (35 solide Basaliome, 37 multilokulare
superfizielle Basaliome, 3 Ulcera rodentia, 1 Ulcus terebrans) bildzytophotometrisch
das DNS-Verteilungsmuster und immunhistochemisch der p53-Nachweis
durchgefuhrt. In 38% der Félle konnte eine positive Immunreaktion nachgewiesen
werden, wahrend bei nur 5 Tumoren (7%) ein aneuploider DNS-Gehalt gefunden
wurde.

Ein direkter Zusammenhang zwischen dem immunhistochemischen Nachweis von
mutiertem p53 und dem Ploidiestatus der untersuchten Basaliome, unabhangig von
ihrem histologischen Typ, lieB sich nicht nachweisen.

Die Ergebnisse zeigen, dal} das p53-Protein eine wichtige Rolle in der Pathogenese
des Basalioms spielt. Weitere Untersuchungen zur Aufklarung einer mdglichen
Beziehung zwischen positiver p53-Immunreaktion und p53-Genmutationen sind
notwendig. So ist beispielsweise der Nachweis von p53-Mutationen in Basaliomen

mittels PCR zu erwagen.

Wohlrab, Christiane: P53 — Expression und DNS — Ploidie bei Basaliomen
verschiedener Wachstumstypen. Halle/S., Univ., Med. Fak., Diss., 64 S., 2000
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Abkirzungsverzeichnis

AEC 3-Amino-9-Ethylcarbazol

BCC Basalzellkarzinom

CVv Variationskoeffizient

DAB Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid
DI DNS-Index

DNS Desoxyribonukleinsaure

HE Hamalauneosin

MG Malignitatsgrad

PBS phosphatgepufferte Kochsalzldsung
PCR Polymerasekettenreaktion

PUVA 8-Methoxypsoralen-UV-A

SCC Spinozellulares Karzinom, Plattenepithelkarzinom, Spinaliom

UV-Licht ultraviolettes Licht
2cDl 2c-deviation index

5cER 5c-exceeding rate



1. Einleitung und Zielstellung

1.1.  Einleitung

Die Zahl von Patienten mit verschiedenen Arten des Hautkrebses steigt weltweit
deutlich an. Das Umweltprogramm der Vereinten Nationen schatzt, da mehr als
2 Millionen Tumoren und zusétzlich 200.000 maligne Melanom-Félle pro Jahr
weltweit auftreten. Nach derzeitigen Schéatzungen der Vereinten Nationen stellt das
Basaliom (BCC) den hdaufigsten epithelialen Tumor der Haut dar [11, 25, 57]. Seine
Inzidenzrate betrdgt ca. 120 Neuerkrankungen pro 100.000 Manner und ca. 92
Neuerkrankungen pro 100.000 Frauen im Jahr [13]. Der Kopf-Hals-Bereich stellt mit
80% die Hauptlokalisation dar. Chronische Sonnenexposition ist der bedeutendste
atiologische Faktor bei der Entstehung von Basaliomen [4, 57, 75]. Ein weiteres
wichtiges Karzinogen ist Arsen [9, 20]. Die meisten Basaliome treten um das 60.
Lebensjahr auf. Basaliome wachsen langsam infiltrierend, auch destruierend und
ulcerierend, metastasieren in der Regel aber nicht [77]. Daher werden sie auch als

semimaligne Tumoren eingestuft [12, 49, 62].

Die Basaliome nehmen ihren Ausgang von den basalen Zellagen der Epidermis und /
oder der &ulReren Wurzelscheide der Haarfollikel. Basaliome bestehen aus
epithelialen dunkelkernigen Zellhaufen, deren aulRen liegende Zellen palisadenférmig
gegen ein ausgepréagtes bindegewebiges Stroma gerichtet sind. Die im Inneren

liegenden Zellen sind ungeordnet und meist spindelférmig.

Nach klinischen Gesichtspunkten unterscheidet man ulzerierende von nicht-
ulzerierenden Basaliomen. Zu den nicht-ulzerierenden Basaliomen werden die
soliden Basaliome und die multilokularen superfiziellen Basaliome gezahlt. Die
soliden Basaliome fallen zumeist als flach erhabene umschriebene solide Knotchen
oder Knoten mit einem perlschnurartigen Randsaum auf. Die multilokularen
superfiziellen Basaliome sind meist am Stamm lokalisiert und imponieren als roter
Fleck (sog. Rumpfhautbasaliome) [12; 20]. Im histologischen Schnittpraparat

zeichnen sich die multilokularen superfiziellen Basaliome dadurch aus, daf} an der
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Unterflache der Epidermis multifokale Tumorzellzapfen mit geringer Invasivitét
simultan und langsam progredient entstehen. Dadurch wird eine lebhafte zelluléar
vermittelte Entziindungsreaktion ausgeldst, welche Klinisch als scharf begrenzte
Erythemscheibe imponiert. Die ulzerierenden Basaliome kodnnen Kklinisch als
Tumoren mit bizarrem Ulcusrand und flachen Exulzerationen im Tumorzentrum
erscheinen. Diese werden als Ulcus rodens bezeichnet und zeigen im histologischen
Bild typischerweise digitiforme basaloide Epithelzapfen, welche bis in die mittleren
und tiefen Schichten des Koriums reichen. Treten klinisch tiefe Ulzerationen mit
ausgedehnten Destruktionen auf und zeigt sich im histologischen Schnittpréparat
ebenfalls ein massiv destruierend wachsendes Basaliom mit Infiltrationen bis in die
angrenzenden Weichteile, Muskulatur und ggf. knéchernen Strukturen, spricht man
von einem Ulcus terebrans. Dieses ist vorwiegend am Kopf lokalisiert und kann bei
meist schnell erreichter Inoperabilitdt wegen seines raschen und aggressiven
Wachstums zum Tode fihren [27]. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Basaliome wurden entsprechend dieser Kriterien dem jeweiligen Basaliomtyp

zugeordnet.

Die operative Therapie ist das Standardverfahren bei der Behandlung des Basalioms
[63]. Bei der mikrographischen Chirurgie wird der Tumor durch sparsame chirur-
gische Exzision (2-4 mm Sicherheitsabstand) entfernt. Anschliefend wird das
Exzisat lickenlos histologisch aufgearbeitet unter besonderer Berticksichtigung der
ExzisataulRenflachen. Durch dieses Verfahren kann durch eventuelle Nachexzisionen
in Uber 99% der Falle eine dauerhafte Heilung erreicht werden.

Bei der konventionellen Chirurgie mit stichprobenartiger histologischer Kontrolle
mul} auf Grund der mdglichen spezifischen lokalen Infiltration der Basaliome mit
hoheren Rezidivquoten von 5-30% gerechnet werden [12]. Um bei diesem Verfahren
Rezidive mdglichst auszuschlieBen, muf3 auch bei kleinen Basaliomen ein groRerer
Sicherheitsabstand zwischen Tumor und gesundem Gewebe eingehalten werden,
allerdings z.T. auf Kosten eines schlechteren kosmetischen Ergebnisses [71].

Eine weitere Therapiemoglichkeit fir das Basaliom ist die Kryotherapie mit

flissigem Stickstoff. Sie hat bei sachgerechter Anwendung &hnliche Ergebnisse wie
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die konventionelle Chirurgie und stellt bei &lteren Patienten eine Alternative zur
Operation dar [70, 71].

Weiterhin wird die Strahlentherapie, insbesondere bei Inoperabilitat sowie bei Rest-
oder Rezidivtumoren, angewandt.

Weitere Behandlungsmdglichkeiten stellen die lokale Chemotherapie mit 5-Fluoro-
uracil und die intratumorale Behandlung mit Typ-1-Interferonen (a,b) dar. Bei
metastasierten Basaliomen kommt eine systemische Chemotherapie in Frage.
Erfahrungen mit Zytostatika sind aufgrund der seltenen Falle gering und in der
Literatur oft nur auf Einzelbeschreibungen limitiert. Fortgeschrittene oder
metastasierende Basaliome scheinen am ehesten auf Cisplatin evtl. in Kombination

mit Doxorubicin anzusprechen [13,22].

Charakteristischerweise entwickelt sich ein Basaliom uber Monate bis Jahre. Ohne
Therapie wachsen alle Basaliome nach mehreren Jahren bis Jahrzehnten in die
tieferen Gewebsschichten ein. So kann es zu Destruktionen von Fettgewebe, Faszien
und Muskelgewebe kommen. Durch GeféalRarrosionen oder durch ossare Destruktion
mit Einbruch z.B. in die Schadelkalotte kdnnen Basaliome auch zum Tode fiihren
[4; 20]. Heutzutage haben jedoch die meisten Basaliome bei frihzeitiger und
adaquater Therapie eine gute Prognose. Die Mortalitit betragt beim Basaliom ca.
0,12% [4, 24].

Nach heutigem Verstdndnis sind Tumoren Erkrankungen, welche durch Verénde-
rungen des genetischen Materials hervorgerufen werden. Diese entstehen schrittweise
und werden nach Akkumulation mehrerer Mutationen in verschiedenen Genen
Klinisch manifest. Das am hé&ufigsten von Mutationen betroffene Gen ist das p53
Tumorsuppressor-Gen. Statistisch gesehen findet man annédhernd in jedem zweiten
Tumor eine p53-Mutation [23]. In der gesunden Zelle steigt nach einer DNS-Schadi-
gung intrazellulares p53 an und flhrt zu einer temporadren Proliferationsblockade in
der G1- Phase des Zellzyklus. Dadurch wird der Zelle Zeit zur DNS-Reparation
gegeben. Mutiertes p53 hat diese Funktion verloren. Dadurch fehlt dieser Zelle ein

wichtiger Regulationsmechanismus.



Mutiertes p53-Protein ist hdufig duRerst stabil und wird dadurch besonders gut
immunhistochemisch nachweisbar [60]. Bei einer Vielzahl von Tumoren korreliert
die erhohte Expression von mutiertem p53 mit einem aggressiveren Wachstums-
verhalten oder einer erhdhten Metastasierungstendenz. In der Karzinogenese der
nicht melanozytéren Hauttumoren treten p53 Mutationen friihzeitig auf [47].

Gleichzeitig ist bei einer Vielzahl von malignen Tumoren ein enger Zusammenhang
zwischen den Veranderungen des Ploidiegrades und dem autonomen aggressiven
Wachstumsverhalten bekannt. Wahrend gutartige Tumoren in der Regel ein
normales, euploides DNS-Verteilungsmuster besitzen, weicht dieses bei bésartigen
Tumoren haufig von der normalen DNS-Verteilung ab. Im allgemeinen haben
euploide Tumoren eine weniger aggressive Wachstumstendenz als aneuploide

Tumoren mit entsprechend verandertem DNS-Verteilungsmuster [30].



1.2.  Zielstellung

Basaliome besitzen pathobiologische Merkmale, die ihnen eine Mittelstellung
zwischen benignen und malignen Tumoren zuweisen. Das Verhalten des
Ploidiestatus und der p53-Expression ist deshalb bei diesen semimalignen Tumoren
von besonderem Interesse.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zum einen, den Ploidiegrad anhand der DNS-
Verteilungsmuster in Abhédngigkeit von den histologischen Basaliomtypen zu
charakterisieren. Dazu wird mit bildanalytischer Technik der DNS-Gehalt von
Einzelzellen verschiedener Basaliomtypen quantitativ bestimmt und im Vergleich
mit Referenzzellen mit bekanntem DNS-Gehalt ausgewertet. Andererseits wird vom
selben Tumorgewebe mit immunhistochemischer Technik die p53-Expression
bestimmt und dem histologischen Basaliomtyp zugeordnet.

Eine vergleichende Auswertung dieser Ergebnisse soll folgende Fragen kléren:

1. Besteht ein Zusammenhang zwischen Ploidiestatus und p53-Expression
unter Berucksichtigung des histologischen Basaliomtyps?

2. Lassen sich klinisch aggressiv wachsende Basaliome mittels DNS-Ploidie
oder durch den immunhistochemischen Nachweis des p53-Proteins von
klinisch weniger aggressiv wachsenden Basaliomen unterscheiden?

3. Kdnnen durch Kenntnis des Ploidiestatus und der p53-Expression des Tumors

Rickschlisse auf notwendige Therapiemalinahmen gezogen werden?



2. Material und Methoden

2.1.  Untersuchungsmaterial

Aus dem Gesamtkrankengut (203 Falle) aller im Jahr 1994 in der Klinik und
Poliklinik fur Hautkrankheiten der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
operativ entfernten Basaliome wurden 78 Tumoren flir den immunhistochemischen
p53-Nachweis und fir die bildzytometrische DNS-Analyse aufgearbeitet und geférbt.
Es wurden alle HE-Farbungen und Paraffinblocke der 203 Basaliome aus dem Jahre
1994 gesichtet. Alle Basaliome, bei welchen fir die geplanten Untersuchungen
ausreichend Material zur Verfigung stand, wurden verwendet. Unter
Berlcksichtigung des klinischen Befundes und des registrierten histologischen Bildes
erfolgte die Zuordnung aller Tumoren gemaR der eingangs dargestellten Basaliom-
Klassifikation (vgl. Seite 1-2). So konnten 37 solide und 37 superfizielle Basaliome
sowie von den ulzerierenden Basaliomen ein Ulcus terebrans und drei Ulcera
rodentia untersucht werden. Zwei der soliden Basaliome waren aus technischen
Grinden nicht meRbar. Es standen somit 76 Tumoren, welche alle von
unterschiedlichen Patienten stammten, fur die Auswertung zur Verfugung (vgl.
Anhang, Kap. 7.1.).



2.2.  Immunhistochemische Nachweismethoden

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurden mittels eines Microtoms
histologische Schnitte mit einer Dicke von 4 pum angefertigt. Die histologischen
Schnitte wurden auf Adhésivobjekttrager aufgebracht und in einem Brutschrank bei
48 °C uber Nacht aufbewahrt. Am ndchsten Tag wurden die Schnitte dreimal fur
jeweils 10 min. in ein Xylolbad eingebracht. AnschlieBend wurde laut

Arbeitsvorschrift 1 verfahren.

Arbeitsvorschrift 1:

 Schnitte in absteigender Ethanolreihe nach folgendem Schema:
2x in 96 %-igem Ethanol fir je 5 min.
1x in 70 %-igem Ethanol fur 5 min.
1x in 50 %-igem Ethanol fur 5 min.

1x in Aqua dest fur 5 min.

 Schnitte in offener Plastikkivette mit Citratpuffer (Tab. 1) (pH 6,0) in die
Mikrowelle bei 750 W 5 x 3 min ( jeweils nach je 3 min mit Aqua dest auffullen,
um das Austrocknen der Schnitte zu verhindern

 Schnitte bei Raumtemperatur fur 15 Minuten auskiihlen lassen

 Schnitte 2x mit Aqua dest spiilen

» zur Hemmung der endogenen Peroxidase wurden die Schnitte fir 6 Minuten in
3 %-iges HyO» (geldst in Aqua dest) gelegt

e 2x mit Aqua dest spilen

« Schnitte fir 2 Minuten in PBS stellen

 Puffer sorgfaltig mit Zellstoff abtupfen mit PAP Pen umranden

« auf die Schnitte vorsichtig EiweilRblocker tropfen und fiir 15 Minuten in feuchter
Kammer lichtgeschiitzt inkubieren

» Eiweil3blocker abgiellen, Schnitte zum Ablaufen der Flussigkeit schréag stellen und

mit Zellstoff abtupfen



zu den Schnitten p53 - Antikorper 1:50 verdinnt mit Antikdrperverdiinnungsrea-
genz zugeben (pro Schnitt mit ca. 100 ul rechnen, fiir groRe Schnitte ca. 200 pl)
in feuchter Kammer tber Nacht bei 4°C im Kuhlschrank inkubieren

am nachsten Tag:

nach Herausnahme aus dem Kuhlschrank Schnitte 20 Minuten bei
Raumtemperatur erwarmen lassen

Schnitte 2x a 5 Minuten mit PBS spiilen

Sekundarantikdrper (biotinylierter Kaninchen-Anti-Maus-Antikorper); 1:100
verdunnt zugeben und 30 Minuten lichtgeschtzt in feuchter Kammer einwirken
lassen

ABC Herstellung aus Kit (Vectastain ABC-Kit Normal) :

» genau 2 Tropfen von Reagenz A zu 10 ml Puffer in die ABC Mixflasche
geben, dann genau 2 Tropfen von Reagenz B in die Mixflasche geben,
sofort mixen und mindestens 30 min bei Raumtemperatur stehen lassen

Schnitte 2x a 5 Minuten mit PBS spiilen

das frisch hergestellte ABC zugeben und 60 Minuten einwirken lassen
Schnitte 2x a 5 Minuten mit PBS spiilen, danach mit Zellstoff Uberstande
abtupfen

Tab. 1: Zusammensetzung des Citratpuffer

Summenformel Konzentration Volumen
[mmol/l] [ml]
Zitronensaure CeHsO7 x H2.0 0,1 9
Natriumnitrat NaCsHs07 x 2 H,O 0,1 41
Aqua dest H.O 450

(pH = 6,0, eingestellt mit 2 mmol/l NaOH)
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Zu Beginn der MeRreihe wurden pro Préparat zwei histologische Schnitte angefertigt.
Der eine Schnitt wurde mit 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) geférbt, der andere
Schnitt mit DAB. Im Verlauf der Untersuchungen wurde als Chromogen nur noch
AEC verwandt, da dieses eine farbintensivere Reaktion zeigte und damit die
Auswertung vereinfachte. Die Farbung mit AEC erfolgte nach Arbeitsvorschrift 2,

die Farbung mit DAB nach Arbeitsvorschrift 3.

Arbeitsvorschrift 2

AEC unter Abzug zugeben und 10 - 40 Minuten einwirken lassen

 Schnitte fiir 3 Minuten in flieBendem Leitungswasser spiilen

» Gegenfarbung mit Mayer's Hamalaun fur 45 - 60 Sekunden (nicht langer !)

» mit Leitungswasser splilen, bis es farblos bzw. klar ist, dann Schnitte fur 10 min in
flieBendem kalten Leitungswasser blauen

 Schnitte mit Glycerolgelatine eindecken (wasserl6sliches Eindeckmittel)

» Deckglas

Arbeitsvorschrift 3

» DAB vor Gebrauch filtrieren (lichtgeschutzt) unter dem Abzug zugeben und 1 -
20 min. einwirken lassen

 Schnitte fiir 3 Minuten in flieRendem Leitungswasser sptilen

» Gegenfarbung mit Mayer's Hamalaun fir 45 - 60 Sekunden (nicht langer !)

* mit Leitungswasser spulen, bis es farblos bzw. klar ist, dann Schnitte fur 10 min.
in flieRendem kaltem Leitungswasser blduen

» Entwadssern: Aqua dest, dann aufsteigende Ethanolreihe (50%, 70%, 2x 96% je
Ethanol 5 mal eintauchen, letztes Ethanol 1 min.), anschliefend 3x 10 min.
Xylolbad, abschliel}end eindecken mit Kanadabalsam

» Deckglas
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Kontrollen

Positive und negative Kontrollen wurden gemeinsam mit den Testpraparaten
durchgefuhrt, um die Zuverlassigkeit der Ergebnisse in jeder Serie zu sichern. Es ist
wichtig, dal positive und negative Kontrollen unter gleichen Bedingungen fixiert und
bearbeitet werden wie das unbekannte Prdparat. In der vorliegenden Melreihe
dienten als Positivkontrollen sicher p53 positive Schnitte von Glioblastomen, welche
uns von Herrn Dr. H. Bahn (Pathologisches Institut der Martin-Luther-Universitét
Halle- Wittenberg) zur Verfiigung gestellt wurden. Als Negativkontrollen wurden
Basaliompréparate  verwandt, bei denen anstatt des Primarantikorpers

Verdinnungspuffer (PBS) hinzugegeben wurde.
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2.3. DNS-Nachweis in histologischen Praparaten nach Feulgen

Zur zelluldaren DNS-Analyse wurden mittels eines Microtoms histologische Schnitte
mit einer Dicke von 7 um angefertigt.

Die DNS-Férbung nach Feulgen beruht auf einer zweistufigen Reaktion. Nachdem in
einer ersten Stufe Aldehydgruppen im DNS-Molekil markiert werden, kénnen diese
in einem zweiten Schritt mit dem sogenannten Schiff’schen Reagens durch eine
Farbreaktion visualisiert werden.

Die Entparaffinierung der Schnitte erfolgte im Brutschrank bei 60°C Uber die
absteigende Ethanolreihe. Begonnen wurde mit einem 10-minutigem Xylolbad. Es
folgten flr je 5 Minuten Rotisol, 96 %-iges, 70 %-iges und 50%-iges Ethanol. Nach
einmindtiger Wésserung in Aqua dest erfolgte die Darstellung der Aldehydgruppen
im DNS-Molekl durch saure Hydrolyse. Dazu wurde das histologische Préparat fir
45 Minuten mit 5 mmol/l HCI bei 22°C inkubiert. Nach einer erneuten, 30 Sekunden
dauernden Wasserung in Aqua dest erfolgte die Farbung mit dem Schiff’schen
Reagens, das mit Glycin-Stammlésung und NaCl, 0,1 n HCL und Aqua dest
gepuffert wurde. Die Schnitte wurden 60 Minuten bei Zimmertemperatur
lichtgeschitzt inkubiert. Hierbei war ein genaues Einhalten der Hydrolysezeit
wichtig, da die Féarbeintensitét u.a. von der Hydrolysezeit abhangig ist. Das bedeutet,
dall sie nach einer Stunde ein Plateau erreicht, um dann nachfolgend wieder
abzunehmen. Im néchsten Schritt wurden die Préparate zweimal flr je 3 Minuten in
ein SO,-Spulbad (10 ml 1 n HCI, 10 ml 10%iges Kaliummetabisulfat, 200 ml Aqua
dest) eingebracht. Danach folgte eine halbstindige Spilung der Schnitte mit
flieBendem Wasser. Nachfolgend wurden die Préparate Uber die aufsteigende
Ethanolreihe ( 50 %-iges, 70 %-iges, 80 %-iges und 90 %-iges Ethanol, Rotisol,

Xylol jeweils 2 Minuten ) entwéssert und mit einem Deckglas versehen.
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2.4.  Datenerfassung und -bearbeitung

2.4.1. Messung des zellularen DNS-Gehaltes
Im Anschlul? an die Farbung der Préparate nach Feulgen erfolgte die Messung des
nukledren DNS-Gehaltes mit Hilfe der Bildanalyse. Der Farbstoff bindet an die DNS,
so dal} es moglich ist, den DNS-Gehalt mittels monochromatischem Licht bei einer
Wellenldange von 466 nm absorptionsphotometrisch zu messen. Die quantitative
DNS-Zytometrie erfolgte am Cydok Bildanalysesystem, welches mit
Grauwertanalyse arbeitet. Die von der Fernsehkamera erzeugten Kernbilder wurden
vom Untersucher markiert und sofort automatisch vermessen. Sich beriihrende
Zellkerne konnten mittels einer Trennfunktion separiert werden. In jedem Préparat
wurden 100 Tumorzellen und 30 Referenzzellen fur die Messung ausgewahlt. Die
Referenzzellen, Giberwiegend Bindegewebszellen, dienten der Erstellung eines DNS-
diploiden Standards. Wahrend der Messung errechnete das Gerét fortlaufend die
aktuellen DNS-Werte und erstellte die entsprechenden Histogramme (DNS-
Verteilungsmuster) [35].
Aus dem DNS-Histogramm lassen sich sowohl qualitative als auch quantitative
Informationen Uber die untersuchte Zellpopulation ableiten, besonders zum
Proliferationsstatus und der DNS-Ploidie. Das Bildanalysegerat ermittelt neben dem
DNS-Histogramm folgende DNS-relevante MeRRwerte:

Anzahl und CV (Variationskoeffizient) der Referenzzellen

Anzahl, CV, MG, 5cER, 9cER der Diagnosezellen

Stammlinie und Stammlinieninterpretation, DNS-Index (DI)
Fir die Auswertung der untersuchten Basaliomzellen wurden DNS-Index, 5cER und
MG als Parameter verwendet [32]. Anderungen der Chromosomenzahl stehen
zytophotometrisch entsprechende Veradnderungen im DNS-Gehalt gegentber, die als
DI erfalt werden. Die 5c exceeding rate (5cER) wird als der Prozentsatz der

aneuploiden Zellen mit einem DNS-Gehalt groRer als 5¢ definiert.



-13 -

Nach Bdcking et al. [6] ist der den Malignitatsgrad MG wie folgt definiert:

_ 30og(2cDI [BCcER +1)
log 3758
MG =0,84 (og(2cDI [bcER +1)

MG

2.4.2. Auswertung der p53-Nachweise

Die Quantifizierung des p53-Gehaltes der Basaliompréparate erfolgte durch die
lichtmikroskopische Auswertung der mittels AEC geféarbten histologischen Schnitte.
Entsprechend dem Vorschlag von Magee et al. [44] wurden die histologischen
Schnitte in 4 Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe umfalite die schwach p53-
positiven, die zweite die mittelstark p53-positiven und die dritte Gruppe die stark
p53-positiven  Préparate. Die vierte Gruppe erfalite die p53-negativen
Basaliomschnitte. Als Positivkontrollen dienten p53-positive Glioblastomschnitte.
Fur die Negativkontrollen wurden die Basaliompréparate anstatt mit dem
Primarantikdrper mit PBS versetzt und anschlieBend nach den oben beschriebenen

Arbeitsvorschriften geféarbt (vgl. auch S. 4).
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung des Untersuchungsmaterials

Untersucht wurden 76 Basaliome von Patienten, die in der Hautklinik der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg operativ entfernt wurden (vgl. Anhang, Kap.
7.1.). Von allen Tumoren lagen Schnittpraparate (HE-Farbungen) und Paraffinblocke
vor. Klinisch-histologisch handelte es sich um 37 multilokuldre superfizielle
Basaliome, 37 solide Basaliome, drei Ulcera rodentia und um ein Ulcus terebrans
(Abb. 1).

Abb. 1: Klinisch-histologische Zuordnung der untersuchten Basaliome (n=76)
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Das untersuchte Patientengut bestand zu 58,4 % aus mannlichen und 41,6% aus
weiblichen Patienten im Alter von 28 bis 90 Jahren (Abb. 2). Bei den vorliegenden
Untersuchungen stammten 25% der Basaliome von Patienten welche jinger und

75% von Patienten welche &lter als 60 Jahre alt waren (Kapitel 7.1.).



Abb. 2: Alters- und Geschlechtsverteilung der Patienten
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3.2. DNS-Gehalt und Ploidiestatus

Von den gemessenen 76 Tumorpraparaten zeigten 71 Basaliome einen DNS-Index
1+10%, sie waren euploid. Lediglich 5 Basaliome wiesen einen aneuploiden DNS-
Index (>1£10%) auf (Tab. 2, S. 19).

Von den 35 bildzytometrisch untersuchten soliden Basaliomen zeigten 34 Tumoren
(97%) einen normoploiden bzw. euploiden DNS-Gehalt. Die Abb. 3 zeigt als
Beispiel ein Histogramm eines soliden Basalioms mit DNS-diploider Stammlinie.
Lediglich ein solides Basaliom zeigte ein DNS-aneuploides Verteilungsmuster. Bei
diesem Tumor handelt es sich um ein Geschwulst mit einer tetraploiden Stammlinie

bei einem DNS-Index von 2,02 und einem 5c¢ exceeding rate von 0,02 (Abb. 4).

Abb. 3: DNS-Histogramm eines DNS-diploiden soliden Basalioms mit einer DNS-
diploiden Stammlinie (DI = 1,00; 5¢cER = 0,0)
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Abb. 4: DNS-Histogramm eines soliden Basalioms mit einer tetraploiden

Stammlinie und euploider Polyploidisierung (DI = 2,02; 5cER = 0,02)
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11% (N=4) der untersuchten multilokul&ren superfiziellen Basaliome zeigten ein
DNS-aneuploides Verteilungsmuster. Bei drei der genannten Basaliome handelt es
sich um tetraploide Tumoren mit polyploiden Anteilen mit einem DNS-Index von

1,90, 2,02 bzw. 1,84 und einem 5cER von 0,13, 0,05 bzw. 0,17 (Abb. 5 bis 7).
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Abb. 5: DNS-Histogramm eines multilokularen superfiziellen Basalioms mit

tetraploider Stammlinie und polyploiden Anteilen (DI = 1,90; 5CcER = 0,13)
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Abb. 6: DNS-Histogramm eines multilokularen superfiziellen Basalioms mit

tetraploider Stammlinie und polyploiden Anteilen (DI = 2,02; 5cER = 0,05)
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Abb. 7: DNS-Histogramm eines aneuploiden multilokularen superfiziellen
Basalioms mit einer Stammlinie im tetraploiden Bereich und polyploiden
Anteilen (DI=1,84, 5cER=0,17)
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Bei dem vierten nicht-euploiden multilokulédren superfiziellen Basaliom handelt es
sich um einen aneuploiden Tumor, welcher neben einem polyploiden Anteil mit
Mitosen bei 6¢ und 11c auch diploide Zellen aufwies. Sein DNS-Index betrug 1,57,
die 5¢cER lag bei 0,07 (Abb. 8).

Alle dbrigen untersuchten multilokuléren superfiziellen Basaliome zeigen einen
euploiden DNS-Index.
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Abb. 8: DNS-Histogramm eines multilokularen superfiziellen Basalioms mit
polyploiden und diploiden Anteilen (DI = 1,57; 5¢cER = 0,07)
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Tab.2: Charakterisierung der bildanalytisch aneuploiden Basaliome
Histologie DNS- | 5cER |Histogramm- Abb. des
Index auswertung Histogramms
superfizielles BCC 2,02 0,05 |tetraploid 6
superfizielles BCC 1,57 0,07 |aneuploid mit 8
polyploidem Anteil,
Mitosen bei 6,00 u.
12,00, daneben auch
diploide Zellen
superfizielles BCC 1,90 0,13 |tetraploid, polyploid 5
superfizielles BCC 1,84 0,17 |tetraploid, polyploid 7
solides BCC 2,02 0,02 |tetraploid 4
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3.3.  p53 mittels AEC

Insgesamt konnten von 76 Basaliomen bei 29 Tumoren (38%) positive p53-
Reaktionen nachgewiesen werden. Die positive Immunreaktion zeigte sich in einer
roten Anfarbung der Zellkerne, mit unterschiedlicher Intensitat. Die brigen 47
Basaliome (62%) waren p53 negativ. Diese Befunde sind durch die mitgefihrten
Positiv- und Negativkontrollen abgesichert.

Mit Hilfe einer semiquantitativen Skala (Tab. 3) wurde eine Zuordnung nach der

Intensitéat der Farbreaktion vorgenommen:

Tab. 3: Gradeinteilung der p53-Farbreaktion

Grad- 1 2 3 4
einteilung

Anteil der 1-25% 26-50% 51-75% 76-100%
p53 positiven schwach maRig stark sehr stark
Zellen

Tab. 4 zeigt die Untersuchungsergebnisse beim p53-Nachweis aufgeschlisselt nach

den einzelnen histologischen Basaliomtypen.

Tab. 4: Ergebnisse des p53-Nachweises in Abhangigkeit des histologischen

Befundes

P53 P53 P53 P53 P53 P53
negativ | positiv | positiv | positiv | positiv | positiv
(gesamt) | Grad 1| Grad2 | Grad3 | Grad 4

Solides 22 13 2 3 5 3
Basaliom 63%) | (37%) | (6%) | (9%) | (14%) | (9%)
Superfizielles 21 16 6 5 4 1
Basaliom

(57%) | (43%) | (16%) | (14%) | (11%) | (3%)

Ulcus terebrans 1 0 - - - i

Ulcus rodens 2 1 - - 1 -
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Dabei ergab sich sowohl bei soliden Basaliomen als auch multilokuléren
superfiziellen Basaliomen eine nahezu gleichmaRige Verteilung hinsichtlich der
Intensitat des Reaktionsausfalls. Ebenfalls ist aus der gering héheren Anzahl p53

positiver multilokul&rer Basaliome kein Unterschied zu den soliden Basaliomen

abzuleiten (x2 =0,2783; nicht signifikant).

Abb. 9: Multilokulares superfizielles Basaliom (Préparat-Nr.: 128/94)
Immunhistochemische p53-Féarbung mit AEC, p53-positive Zellkerne sind
rot angefarbt (entspricht Intensitatsgrad 3), p53-negative Zellkerne farben

sich blau; mikroskopische VergroRerung 400 fach
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Abb. 10:

Abb. 11:
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Multilokuléres superfizielles Basaliom (Préparat-Nr.: 219/94)
Immunhistochemische p53-Farbung mit AEC, p53-positive Zellkerne sind
rot angefarbt (entspricht Intensitatsgrad 2), p53-negative Zellkerne farben

sich blau; mikroskopische VergréRerung 200 fach
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Multilokul&res superfizielles Basaliom (Praparat-Nr.: 215a/94)
Immunhistochemische p53-Farbung mit AEC, p53-positive Zellkerne sind
rot angefarbt (entspricht Intensitatsgrad 4), p53-negative Zellkerne farben

sich blau; mikroskopische VergroRerung 200 fach




Abb. 12:

Abb. 13:
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Multilokul&res superfizielles Basaliom (Préparat-Nr.: 215/94)
Immunhistochemische p53-Farbung mit AEC, p53-positive Zellkerne sind
rot angefarbt (entspricht Intensitatsgrad 4), p53-negative Zellkerne farben
sich blau; mikroskopische VergroRerung 400 fach
(AusschnittsvergrofRerung von Abb. 11)

Multilokul&res superfizielles Basaliom (Praparat-Nr.: 220a/94)
Immunhistochemische p53-Farbung mit AEC, p53-positive Zellkerne sind
rot angefarbt (entspricht Intensitatsgrad 3), p53-negative Zellkerne farben

sich blau; mikroskopische Vergrofierung 200 fach
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Abb. 14: solides Basaliom (Praparat-Nr.: 2132/94)

Immunhistochemische p53-Farbung mit AEC, p53-positive Zellkerne sind

rot angefarbt (entspricht Intensitatsgrad 3), p53-negative Zellkerne farben

sich blau; mikroskopische Vergrofierung 200 fach
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3.4.  Vergleich der Ergebnisse von p53 und DNS-Ploidie

Aus dem Vergleich der Ergebnisse des p53-Nachweises, des Ploidiestatus und dem
DNS-Gehalt bei unterschiedlichen Basaliomtypen lassen sich keine Zuordnungen
ableiten (Tab. 5). In euploiden Basaliomen mit einer diploiden Stammlinie und
unterschiedlicher histologischer Charakteristik kann p53 mit unterschiedlichem
Intensitatsgrad nachgewiesen werden oder negativ ausfallen. Auch bei den
Basaliomen, welche einen von der Norm abweichenden DNS-Index, 5cER oder MG
aufweisen, lassen sich keine einheitlichen Ergebnisse hinsichtlich des p53-
Nachweises zuordnen (Tab. 5).

Folglich 1&Rt sich keine Korrelation zwischen DNS-Ploidie und p53-Nachweis bei

unterschiedlichen Basaliomen ableiten.

Tab. 5: Charakteristik der DNS-aneuploiden Basaliome

Basaliomtyp P53 DNS-Index 5cER MG
superfiziell Grad 1 (schwach) 2,02 0,05 1,56
superfiziell Grad 3 (stark) 1,57 0,07 1,15
superfiziell negativ 1,90 0,13 2,03
superfiziell negativ 1,84 0,17 1,78
solide negativ 2,02 0,02 1,40
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4. Diskussion

Weltweit nimmt die Zahl der Patienten, welche an verschiedenen Arten des
Hautkrebses erkranken deutlich zu. Unter den verschiedenen Hautkrebsarten zeigt
das Basaliom die hochste Inzidenz. Basaliome wachsen invasiv, destruierend,
metastasieren in der Regel aber nicht. Aufgrund dieser pathobiologischen Merkmale
nehmen sie eine Mittelstellung zwischen malignen und benignen Tumoren ein und
werden deshalb auch als semimaligne Tumoren bezeichnet [12]. Deshalb ist das
Verhalten des Ploidiestatus und der p53-Expression von besonderem Interesse.

Ein Vergleich dieser beiden Parameter sollte klaren, ob ein Zusammenhang zwischen
p53-Expression und Ploidiestatus unter Beriicksichtigung des histologischen
Basaliomtyps besteht. Weiterhin sollte gezeigt werden, ob sich klinisch aggressiv
wachsende Basaliome mittel DNS-Ploidie oder durch den immunhistochemischen
Nachweis des p53-Proteins von klinisch weniger aggressiv wachsenden Basaliomen
unterscheiden lassen. Ferner galt es die Frage zu klaren, ob mit dem Ploidiestatus und
der p53-Expression des Tumors Riickschlisse auf notwendige Therapiemalinahmen

gezogen werden koénnen.

4.1.  Zellzyklus und Ploidie

Grundlage fur jegliche Wachstums-, Differenzierungs- und Teilungsvorgange von
Zellen ist die als DNS im Zellkern gespeicherte genetische Information.

Jede sich nicht teilende gesunde humane Zelle enthalt 23 Chromosomenpaare. Der
DNS-Gehalt einer solchen Zelle ist als eu- bzw. diploid festgelegt (2c). In der G1-
Phase des Zellzyklus erfolgt die Synthese zelleigener Proteine, der Aufbau von
Zytoplasmastrukturen sowie die VVorbereitung der Zelle auf die DNS-Synthese. Diese
erfolgt in der S-Phase. Am Ende der S-Phase hat sich die Chromosomenzahl
verdoppelt. Diese Zelle wird als tetraploid (4c) bezeichnet. Karyotypisch ist eine
solche Zelle jedoch weiterhin euploid. Die darauffolgende G2-Phase wird durch die
Synthese von bestimmten Enzymsystemen zur Vorbereitung auf die Mitose

bestimmt, in welcher die Zellteilung erfolgt. Dabei entstehen zwei Tochterzellen
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welche je die Halfte des genetischen Ausgangsmaterials besitzen. Diese
Tochterzellen sind nun wieder diploide Zellen (2c), deren genetische Informationen
identisch sind (Abb. 15) [21, 36].

Die Dauer eines vollstandigen Zellzyklus ist in erster Linie von der Dauer der G1-
Phase abhéngig, die in Abhé&ngigkeit vom Zelltyp sehr variieren kann. Alle brigen
Zyklusphasen sind relativ zeitkonstant.

Eine Anderung der Chromosomenzahl (numerische Chromosomenaberration), meist
eine Zunahme der Chromosomen, wird als aneuploid bezeichnet. Diese Anderung
fihrt zu einer Verschiebung des DNS-Gehaltes der Zelle (DNS-Aneuploidie). Eine
DNS-Aneuploidie ist sowohl fiir die Charakterisierung und Prognosebeurteilung
maligner Tumoren von Bedeutung, sie kann auch als Hinweis zur diagnostischen
Abgrenzung maligner Prozesse dienen [7].

Seidel und Sandritter [nach: 5, 6] pragten bereits 1963 den Begriff ,,DNS-
Stammlinie*. Sie definierten ihn als den hdchsten Peak im DNS-Verteilungsmuster
einer Zellpopulation. Bei proliferierenden Zellen findet sich ein ,,Duplikations- oder
sekundarer Peak* bei 4c in der G,/M-Phase. Dieser Sekundérpeak kann aber auch
Ausdruck einer tetraploiden Tumorzellpopulation sein. Letzteres mull angenommen
werden, wenn einige Zellen einen DNS-Gehalt von 8c aufweisen. VVon einer DNS-
Stammlinie im eigentlichen Sinne kann man nur bei Vorhandensein eines
Verdopplungsgipfels (sog. bimodales DNS-Histogramm) oder sogar eines dritten
Héaufigkeitsgipfels (sog. trimodales DNS-Histogramm) sprechen, da nur dann Basis-
DNS-Gehalt und proliferierende bzw. polyploide Zellpopulationen eindeutig

unterschieden werden kénnen [41].
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Abb. 15: Beziehung zwischen dem Zellzyklus und dem DNS-Gehalt von Zellen
(veréndert nach Beckhaus) [6]
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Die Kenntnis der DNS-Ploidie hat sich als ein geeignetes diagnostisches und
prognostisches Mittel bei der Differenzierung von Tumoren bewéhrt [8]. Im
Allgemeinen sind euploide Tumoren mit einer normalen DNS-Verteilung weniger
aggressiv als aneuploide Tumoren mit einem abnormalen DNS-Gehalt [30, 31].
Zytophotometrische Messungen ermdglichen die Bestimmung des relativen DNS-
Gehaltes von Zellkernen. Dabei wird die absolute DNS-Menge des untersuchten
Zellkernes in Relation zur DNS-Menge von bekannten Referenzzellen, welche einen
diploiden Chromosomensatz aufweisen, gesetzt [30, 31, 32]. Viele verschiedene
Arbeitsgruppen [31] haben gezeigt, welche Schwierigkeiten bei der Festlegung der
Standards bei den Fixations- und Farbemethoden, der MeRdauer, der Qualitat der
MeReinrichtung, der Beleuchtung und letztendlich auch bei der Auswahl der Tumor-
und Referenzzellen auftreten kénnen.

Fur die Ermittlung des relativen DNS-Gehaltes einer Zelle stehen zwei verschiedene
Grundprinzipien — zur  Verfigung, die  DurchfluRzytometrie  (Synonym:

Flowzytometrie) und die statische DNS-Zytophotometrie.
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Der Vorteil der DurchfluBzytometrie besteht darin, eine Vielzahl von Zellen
innerhalb kirzester Zeit messen zu kénnen [30, 35]. Im Gegensatz dazu kdnnen bei
der Bildzytophotometrie nur relativ wenige Tumorzellen vermessen werden.
Darausfolglich ist die Messung subtiler unterschiedlicher Zellkomponenten und die
Erfassung genauer kinetischer Wachstumsstadien z.B. Zellzyklusanalysen, entweder
gar nicht oder nur eingeschrankt maoglich. Der grof3e Vorteil der Bildzytophotometrie
liegt aber darin, dalR man gezielt eine bestimmte Zellpopulation vermessen kann, wie
es z.B. fur die vorliegenden Messungen der epidermalen Basaliome unerlailich ist.
Enthélt eine Probe zum Beispiel nur wenige Tumorzellen inmitten einer groRen
Anzahl ,,normaler” Zellen, ist es moglich, dal diese Tumorzellen nur mit Hilfe der
Bildzytophotometrie identifiziert werden kdénnen [30, 35]. Fur die vorliegenden
Untersuchungen der DNS-Analyse von Basaliomen stellt aus verschiedenen Griinden
die Bildanalyse die Methode der Wahl dar.

Trotzdem besteht bei der Bildzytophotometrie die Gefahr der Messung
uberlappender Zellkerne oder Kernanschnitte, ein Problem, dal® bei den haufig sehr
eng beieinanderliegenden Basaliomzellen besonders zu beachten war [35]. Aus
diesem Grunde war eine optimalen Schnittdicke (4 um) und das aufwendige
grindliche “Durchfokussieren” der Praparate besonders wichtig.

Ein besonderer Vorteil der Bildzytophotometrie ist die Messung an
Gewebeschnittpraparaten. Dadurch kann die Methode auch an archivierten Schnitten
eingesetzt werden und eine wiederholte Messung oder Kontrollmessung durch andere
Untersucher ist ebenfalls moglich [30].

Ein weiterer Grund, warum in der vorliegenden Arbeit nicht die Durchflulzytometrie
verwendet wurde ist, dal3 in den Gewebeschnitten der Basaliome h&ufig der Anteil
der Basaliomzellen gegeniber den peritumoralen Entziindungszellen und
Drisenzellen zu ungunsten der Basaliomzellen verschoben ist. Weiterhin liegen die
Basaliomzellen meistens sehr dicht beieinander, so dal die Messung solcher
Zellkonglomerate eine weitere Fehlerquelle dargestellte.

In der vorliegenden Arbeit wurden je Praparat mindestens 100 Tumorzellen und 30
Referenzzellen vermessen. Dies entspricht der von Herzberg et al. [30, 31] und
Bocking et al. [6] empfohlenen Zellzahl. Allerdings mulR dabei bertcksichtigt

werden, daR mit 100 Zellen genaue Zellzyklusanalysen kaum mdglich sind. Da aber
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Basaliome haufig sehr kleine Tumoren sind, war eine Vermessung von wesentlich
mehr als 100 Zellkernen bei Beachtung der genannten Kriterien nicht moglich.

Als Referenzzellen aus demselben Schnitt wurden Stromazellen genutzt [31]. Auf die
Messung von Lymphozyten als Referenzzellen wurde verzichtet, da bei diesen Zellen
der DNS-Gehalt im Vergleich zu diploiden Zellen um ca. 10% vermindert ist [8, 35,
41]. Die Ursache dafir wird in einer Kernschrumpfung und die daraus folgende hohe
Chromatindichte als eine Fehlerquelle bei formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten
Préparaten gesehen.

In der vorliegenden Arbeit waren von 76 bildzytophotometrisch gemessenen
Praparaten 5 (7%) Tumoren aneuploid. Alle anderen Tumoren besalien einen
diploiden DNS-Gehalt. Aufgeschlisselt nach den einzelnen histologischen Typen
waren von den untersuchten soliden Basaliomen lediglich 3% aneuploid. Bei den
multilokuléren superfiziellen Basaliomen betrug der Anteil der aneuploiden Tumoren
11%.

Zu einem vergleichbaren Ergebnis kamen auch Tuthill et al. [73]. Diese
Arbeitsgruppe untersuchte 30 Frischgewebeproben von Basaliomen mittels
DurchfluBzytometrie und erhielt als Untersuchungsergebnis eine Aneuploidierate von
13%. Dabei hatten Rezidivbasaliome eine groRere Anzahl von Zellen in der G2/M
Phase als Primdrtumoren.

In einer von der Universitdt Minster geleiteten multiinstitutionalen Studie [14]
wurden mit flowzytometrischer Technik die DNS-Verteilungsmuster u.a.
verschiedener humaner Hauttumoren untersucht. Dabei zeigte sich die niedrigste
Aneuploidierate in Basaliomen (19%) und kongenitalen melanozytaren Navi (9%).
Der DNS-Index bei den Basaliomen variierte zwischen 1,10 und 2,40, mit einer
Hauptverteilung um 1,95. In den Untersuchungen dieser Arbeit schwankten die DNS-
Indizes zwischen 1,57 und 2,02, bei einer Aneuploidierate von 14%.

Herzberg et al. [31] untersuchte mit Hilfe der Bildzytophotometrie 51 Basaliome. Sie
verglichen den Ploidiestatus mit dem histologischen Wachstumsmuster. Nach diesen
Ergebnissen waren 78% (7 von 9) der soliden Tumoren euploid. Im Gegensatz dazu
waren 75% (3 von 4) der multilokuldren superfiziellen Basaliome aneuploid oder
euploid mit aneuploiden Anteilen. Bei Untersuchungen von Bocking et al. [30]

zeigten 83% von 23 untersuchten Basaliome bei der bildzytophotometrischen
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Untersuchung einen aneuploiden Charakter. Diese Arbeitsgruppe verwendete
Frischgewebe und Ausstrichpréparate.

Die von Herzberg et al. [31] postulierte Auffassung, daB aggressiv wachsende
Basaliome h&ufiger aneuploid seien, konnte mit den Untersuchungsergebnissen
dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Die geringen Anzahlen von DNS-aneuploiden
Basaliomen bei unterschiedlichen histologischen bzw. klinischen Zuordnungen bei
allen bekannten Untersuchungen, lassen u. E. diesen Schluf nicht mit der
notwendigen Sicherheit zu. Eine weitere Bestatigung dafur sehen wir auch in der
Tatsache, dal} das ebenfalls untersuchte Ulcus terebrans, welches klinisch eine sehr
aggressive Wachstumstendenz zeigte [11, 20, 27, 62], einen euploiden DNS-Gehalt
besalien.

Eine mogliche Ursache fir die unterschiedliche Interpretation der wenigen
Ergebnisse zum Ploidiestatus der Basaliome kénnte auch in der Art des verwendeten
Untersuchungsmaterials  liegen. So  zeigten verschiedene  Arbeitsgruppen
Unterschiede des Ploidiestatus von Frischgewebe und Paraffinschnitten derselben
Probe. Diese Ergebnisse legen nahe, dal es wéhrend der Fixierungs- und
Einbettungsprozedur zur Zerstérung der labileren aneuploiden Zellen kommen kann
und damit falsch negative Ergebnisse entstehen kdnnen [30]. Auch Unterschiede in
den Préparations- und Arbeitsmethoden kdnnen ursachlich daftr verantwortlich sein.
Weitere mdogliche Ursachen sind die unterschiedlichen Wachstumsmuster der
untersuchten Basaliome und die h&ufig sehr geringe Anzahl der untersuchten
Tumorpréaparate. So analysierten Herzberg et al. [31] beispielsweise 9 solide und 4
multilokulére superfizielle Basaliome, Bdcking et al. [30] 23 Tumoren.

Den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit mit Untersuchungen an immerhin 76
Basaliomen kommt deshalb eine besondere Bedeutung zu. Das gilt vor allem auch im
Vergleich zu den bekannten Ergebnissen zum Ploidiestatus bei anderen
Hauttumoren.

Offensichtlich ist die DNS-Aneuploidierate beim Plattenepithelkarzinom der Haut
(Spinaliom) und Keratoakanthom mit 58% bzw. 48% hoher als beim Basaliom [30].
Auch in der bereits erwéhnten Studie der Universitdt Minster wurden bei 82% der

untersuchten Spinaliome eine DNS-Aneuploidie nachgewiesen. Allerdings ist auch
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hier bei der vergleichenden Interpretation Vorsicht geboten, da jeweils nur eine
geringe Anzahl von Tumoren ( N=21) vermessen wurden.

Wesentlich bessere Kenntnisse liegen fur das maligne Melanom vor [14, 30].
Mehrfach belegt wurde ein Zusammenhang zwischen DNS-Aneuploidie und
Metastasierung bzw. geringerer Uberlebenszeit. So konnte gezeigt werden, da DNS-
aneuploide maligne Melanome, auch wenn sie vollstandig im Gesunden reseziert
wurden, eine signifikant hohere Metastastasierungstendenz aufweisen als DNS-
euploide Melanome [1, 14]. DNS-Aneuploidie stellt nach diesen Ergebnissen einen

wesentlichen Prognosefaktor beim malignen Melanom dar.

4.2.  Tumorsuppressorgene beim Basaliom

Die Tumorinitiation ist ein irreversibler zellularer Vorgang, bei dem Mutationen in
der DNS induziert werden [21, 56]. Besondere Bedeutung haben dabei
Mutationsarten, die Onkogene oder Tumorsuppressorgene betreffen [36]. Dabei
versteht man unter Onkogenen Strukturen, die normale Zelle zu einer Tumorzelle
transformieren kénnen [59, 60].

Eine andere Klasse von Tumorgenen unterdriickt dagegen das neoplastische
Wachstum. DNS-Schédigungen in solchen Tumorsuppressorgenen sind von
besonderer Relevanz, da diese Proteine normalerweise als physiologische Barriere
gegen klonale Expansion und genomische Mutabilitdt dienen. Des Weiteren
verhindern sie das durch Onkogene hervorgerufene unkontrollierte Wachstum einer
Zelle. Der Verlust dieser Tumorsuppressorfunktion kann durch genomische
Mutation, chromosomale Rearrangements, Genkonversion oder mitotische
Rekombination hervorgerufen werden. Auch die Wechselwirkung mit anderen
Zellproteinen oder viralen Onkoproteinen kann die tumorsupprimierende Eigenschaft
neutralisieren [42]. In vielen epithelialen Neoplasien scheint die Inaktivierung von

Tumorsuppressorgenen haufiger zu sein als die Aktivierung von Onkogenen [59].

Das am héaufigsten von Mutationen betroffene Suppressor-Gen in menschlichen

Tumoren ist das p53-Protein [33, 42, 47]. Das p53 Gen ist auf dem kurzen Arm des
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Chromosoms 17 lokalisiert. Das Gen besteht aus 11 Exons. Die Exon-Intron-Struktur
des p53-Gens und seine Sequenz wurde wéhrend der Evolution konserviert [54]. Das
p53-Gen kodiert flr ein 53 kd Phosphoprotein (p53-Protein), welches im Zellkern
lokalisiert ist und Anfang der 70-er Jahre erstmals beschrieben wurde [59]. Es spielt
eine zentrale Rolle in der genetischen Stabilitdt nach DNS-Schadigung. So nimmt
intrazelluldres p53-Protein  nach DNS-Schéadigung zu und fuhrt zu einem
Proliferationsblock in der G1-Phase des Zellzyklus [23]. Dadurch wird der Zelle Zeit
zur DNS-Reparation gegeben, d.h. Mutationen kdnnen am Genom entfernt werden,
bevor sie in der S-Phase des Zellzyklus dupliziert und spéter an die Tochterzelle
weitergegeben werden konnen. Besteht eine zu umfangreiche bzw. irreversible
Schédigung der Zelle, wird durch p53 der programmierte Zelltod, die Apoptose,
induziert [39].

Jede Zelle besitzt zwei Kopien des p53-Gens. Entféllt durch eine Mutation im p53
Gen diese wichtige G1-Arretierung, so wird der zelluldare Schaden nicht eliminiert
und kann durch mitotische Teilung an die Tochterzellen weitergegeben werden [39,
47] (Abb.16).

In den letzten Jahren wurden eine Vielzahl von Mutationen in vollig verschiedenen
Bereichen des p53 Gens gefunden, am hdufigsten jedoch in den Exons 5 bis 8 [33,
42]. Zum Uberwiegenden Teil handelt es sich um Punktmutationen, seltener um eine
Deletion mehrerer DNS-Basen. Das Ergebnis aller dieser Mutationen ist gleich. Es
kommt zum Verlust der tumorsuppressiven Eigenschaften von p53. Einige mutante
p53 Proteine zeigen dartber hinaus proliferationsfordernde Eigenschaften, d.h. sie
beschleunigen sogar die Teilung von Zellen mit genetischen Fehlinformationen [38,
50, 58].



-36 -

Abb. 16: p53 Funktionsmodell nach Lane [39]

uv @ Apoptose

v
mit p53 o >// > o o
Wachstumsstop in G1 DNS-Reparatur und Teilung
uv
| (e
/'
ohne p53 o > a
\ O
Teilung trotz Genschaden

Mutationen des p53 Proteins fiihren zu einer Verldngerung seiner Halbwertszeit. So
besitzt das “normale” p53, auch Wildtyp p53 genannt, eine Halbwertszeit von 5 bis
20 min [52]. Dem gegeniiber hat mutiertes p53 eine Halbwertszeit von 2 bis 12
Stunden. Dies fuhrt zu einer Akkumulation von mutiertem p53 in der Zelle [47, 51].

Neben Genmutationen kénnen auch Interaktionen mit Virusproteinen, wie z.B. durch
HPV, Adenoviren die biologischen Eigenschaften von p53 &ndern [59, 66].

Wegen der kurzen Halbwertszeit und der damit verbundenen geringen Proteinmenge
in “normalen” Zellen kann Wild-Typ p53 immunhistochemisch praktisch nicht
nachgewiesen werden. Wird die Halbwertszeit jedoch durch Mutationen verlangert
und kommt es zur Akkumulation, ist ein Nachweis des p53 moglich. Hierfiir stehen

zahlreiche Antikorper zur Verfigung [47].

In malignen menschlichen Tumoren konnten sehr haufig p53 Mutationen
nachgewiesen werden [42]. So fand man in ca. 70% der Kolonkarzinome und in 50%
der Bronchialkarzinome p53 Mutationen. Auch Mammakarzinome sind mit 30 bis
50% mutiertem p53 h&ufig betroffen [33]. Der immunhistochemische Nachweis von

p53 wurde in vielen Studien als ein sehr guter Prognosefaktor gewertet. So ist der
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Nachweis von p53 in Mammakarzinomen, in kolorektalen Tumoren sowie in
Bronchial-, Magen- und Gehirntumoren signifikant mit einer kirzeren

Uberlebenszeit verbunden [33].

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit an 76 Basaliomen wurde ein
spezifischer anti-p53 Antikorper (DO7) verwendet. Hierbei zeigten 38 % der
untersuchten Basaliome eine positive Reaktion. Die Ergebnisse dieser Arbeiten
scheinen die Hypothese zu stiitzen, dal} die Mutation des p53-Gens und der damit
einhergehende Verlust der tumorsuppressiven Eigenschaft auch bei der Pathogenese
von Basaliomen eine wesentliche Rolle spielt.

Vergleichbare Ergebnisse fanden Koutselini et al. [37] und Barbareschi et al. [2] mit
40% bzw. (16 von 40 Basaliome) 48% (13 von 27) positiven Basaliome. Auch in den
Arbeiten von Ro et al. [61] und Mc Gregor et al. [46] waren 42% (11 von 26) bzw.
46% (14 von 24) der untersuchten Basaliome p53 positiv. Shea et al. [65] fanden mit
dem Antikorper PAb1801 bei 83% (30 von 36 Tumoren) eine positive p53-
Immunreaktion. Bei Anwendung des Antikdrpers PAb240 zeigten im Gegensatz nur
58% der Basaliome eine positive p53-Reaktion.

Diesen Ergebnisse stehen im Gegensatz zu weiteren Studien, in welchen keine
positive Reaktion nachweisbar war [46]. So konnten Gusterson et al. [26] keine
positive Immunreaktion auf p53 bei der Untersuchung von 10 Basaliomen finden.
Dies ist moglicherweise auf  Unterschiede in  den  angewandten
Untersuchungsbedingungen zurlckzufiihren. So wurden zur Fixierung Methacarn

statt Formalin verwendet und andere Antikorper eingesetzt.

P53 Nachweis bei anderen epithelialen Hauttumoren

Auch  bei anderen epithelialen Hauttumoren wurden vielfach positive p53
Immunreaktionen nachgewiesen [16, 51, 53]. Immunhistochemische Untersuchungen
zum Nachweis von p53 am Spinaliom erbrachten den beim Basaliom ermittelten
Befunden vergleichbare Ergebnisse. So waren bei Ro et al. [61] 56% der
untersuchten Spinaliome p53 positiv, bei Oram et al. [53] zeigten ca. 67% (10 von

15) der Spinaliome aus sonnenexponierter Haut und 55% (6 von 11) aus nicht-
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sonnenexponierter Haut eine p53 positive Reaktion. Auch Nagano et al. [51] konnten
bei 54% der untersuchten Spinaliome aus sonnenexponierter Haut eine positive p53
Immunreaktion finden. Allerdings zeigten nur 19% der nicht-sonnenexponierten
Spinaliome p53 positive Reaktionen.

Auch beim Keratoakanthom &Rt sich p53 nachweisen [34]. Es konnte gezeigt
werden, dal3 sich der Tumor hinsichtlich Verteilung und Auspragung von p53-Protein
nicht von einem Plattenepithelkarzinom der Haut (Spinaliom) unterscheidet und das
Protein im Keratoakanthom auch in der Regressionsphase noch nachweisbar ist. Dies
unterstreicht die enge verwandtschaftliche Verbindung der beiden Tumoren.

Es wird vermutet, daB das Keratoakanthom und das Spinaliom Varianten der
gleichen Grundkrankheit sind und das Keratoakanthom ein regredientes Spinaliom
darstellt [34]. Ursache fir diese Regression ist moglicherweise die erfolgreiche
Wirkung des p53 Tumorsuppressorgens. Zu einem &hnlichen Ergebnis kamen auch
Borkowski et al. [10]. Sie konnten bei 77% der untersuchten Keratoakanthome eine
positiven p53 Nachweis fiihren.

Campbell et al. [15] beobachteten in 8 von 20 Féllen bei Bowen-Karzinomen eine
p53-Genmutation. Die Arbeitsgruppe um Szekeres konnte in 57% der
immunhistochemisch untersuchten Bowen-Karzinome ein positive p53-Reaktion
nachweisen [68].

Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen zum p53 Gehalt in malignen
Melanomen weisen sehr unterschiedlichen Ergebnisse auf. Anfang der 90-er Jahre
wurde in verschiedenen Studien mit 70% und 95% eine sehr hohe Anzahl p53
positiver Melanome beschrieben [1, 78]. Dabei waren primare Melanome
anscheinend h&ufiger positiv als Melanommetastasen [78].

Jungere Arbeiten zeigen hingegen deutlich niedrigere Prozentzahlen der positiven
p53 Immunreaktion beim malignen Melanom neben Werten zwischen 4% und 7 %
[43, 61] fanden andere Arbeitsgruppen 27 % bis 58% der Tumoren eine positive
Reaktion [17, 28, 45].

Ursache fir die groBe Schwankungsbreite der Ergebnisse verschiedener

Arbeitsgruppen sehen Cristofolini et al. [17] in der biologischen Spezifitdt des
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untersuchten Tumormaterials, den unterschiedlichen Fixierungsverfahren sowie in
der Spezifitat und Sensitivitat der verwendeten Antikorper.

Untersuchungen mit der PCR haben aber gezeigt, dall wesentlich seltener p53
Mutationen nachweisbar sind. So konnten im Exon 5-8 bei 16 primdren Melanomen
und 6 Melanommetastasen keine p53 Mutationen nachgewiesen werden [43]. Andere
Untersucher fanden bei 34 priméren Melanomen und Melanommetastasen ebenfalls
keine p53 Mutation [66]. Obwohl in einer anderen Studie in ca. 40% eine positive
Immunreaktion bei Melanomen und Melanommetastasen beobachtet wurde, war es
nur in 2 von 30 immunhistochemisch positiven Melanommetastasen maglich, eine
p53 Mutation mittels PCR nachzuweisen [66].

Ahnliche Befunde publizierten auch Sparrow et al. [66]. Insgesamt gesehen wurde
daraus geschluBfolgert, dall p53 Mutationen in Melanomen selten sind und erst als

spateres Ereignis auftreten [66, 80].

Vergleich PCR und immunhistochemischer p53-Nachweis

Eine positive p53-Immunreaktion wurde in vielen Studien als Hinweis auf das
Vorliegen einer p53 Mutation gewertet [2, 37, 48]. Dennoch gibt es in der letzten
Zeit Hinweise darauf, daB diese Annahme nicht allgemein gultig ist [15, 38]. Eine
positive Immunreaktion ohne den Nachweis einer p53-Genmutation  koénnte
Ausdruck einer genetischen Schadigung unbekannter Kontrollmechanismen des p53-
Levels sein oder eine Reaktion auf noch laufende Schaden darstellen. So zeigten
Kubo et al. [38] mittels PCR, dal’ in 12% der untersuchten Basaliome und in 30% der
Plattenepithelkarzinome  p53  Mutationen  vorlagen.  Immunhistochemische
Untersuchungen an 12 Spinaliomen in der gleichen Arbeit gegentibergestellt, zeigten
allerdings, dall nur bei 50% der p53 positiven Tumoren wirklich eine Mutation
nachweisbar war. Des Weiteren hatten 3 von 8 p53 negativen Spinaliome eine
Mutation im p53 Gen. Zu einem ahnlichen Ergebnis kommen Campbell et al. [15].
Auch sie untersuchten 20 Basaliome sowohl mittels PCR als auch
immunhistochemisch. Zwei der Tumoren hatten ein mutiertes p53, einer der beiden
Tumoren besal} zwei Mutationen. Hierbei handelte es sich um Transversionen von

Cytosin  zu Thymin und einmal von Thymin zu Adenin. Bei der
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immunhistochemischen Untersuchung wurde ein mit der hier vorliegenden Arbeit
vergleichbares Ergebnis von 45% p53 positiven Tumoren erzielt. Allerdings zeigte
kein Basaliom mit einer nachgewiesenen Mutation im p53 Gen eine positive p53-
Immunreaktion.

Im Gegensatz dazu steht die Arbeit von Moles et al. [50]. Hier zeigten 48% (9 von
19) der Basaliome eine Mutation im p53 Gen. Die ebenfalls untersuchten Spinaliome
zeigten nur in 15% (2 von 13) eine p53 Mutation. Insgesamt gesehen sind demnach
sowohl die bisher bekannten, als auch die vorliegenden Befunde noch nicht
abschlieBend zu beurteilen. Fir ihre Interpretation missen auch die maoglichen
Ursachen fir falsch negative Ergebnisse bzw. falsch positive Ergebnisse beim p53

Nachweis beriicksichtigt werden.

Ursachen fiir falsch negative bzw. falsch positive Ergebnisse beim p53 Nachweis

Die genannten Untersuchungsergebnisse legen nahe, dal} Mutationen von p53 nicht
die einzige Ursache fur eine Anh&ufung von p53 im Zellkern sein kénnen. Falsch
negative Ergebnisse kdnnten auch von einer Deletion beider p53 Gene herriihren, so
dall kein p53 Protein gebildet werden kann [43, 64]. Auch muf} nicht jede p53
Mutation zu stabilem p53 fuhren [42].

Ebenfalls falsch negative Ergebnisse konnen durch eine inaddquate Fixation des
Proteins im Gewebeschnitt entstehen, so dafl es wahrend der Inkubations- und
Waschvorgange extrahiert wird [47].

Eine weitere Mdoglichkeit besteht auch in dem Auftreten einer Mutation an einer
Stelle im Molekdl, welche durch den verwendeten Antikérper nicht erkannt werden
kann [44].

Falsch positive Reaktionen kénnen vorkommen, wenn Wildtyp p53 auf Grund eines
verzogerten Abbaus, z.B. bei einem Defekt des naturlichen Abbauweges, erhoht ist
[61, 78]. Eine Akkumulation des p53 Proteins kann man ebenfalls kurze Zeit nach
einer UVB- Bestrahlung finden [29, 69, 75]. Des Weiteren konnte das p53 Protein in
einer Reihe von normalen, schnell-proliferierenden Zellen nachgewiesen werden, so

z.B. in Knochenmarkszellen, in vitro stimulierten Lymphozyten und in Keratinozyten
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in psoriatischer Haut [18, 40]. Zu einer Fehlerquelle kénnen weiterhin auch die
verwendeten unterschiedlichen Antikorper werden. So unterscheiden die Antikorper
Pab 1801 und DO7 nicht zwischen mutiertem und Wildtyp p53 [47]. Beide
Antikdrper binden an Epitope in der hochkonservierten Region in der N&he des N-
Terminus, welcher auBerhalb der Gebiete liegt, welche gewdhnlich von Mutationen
befallen sind. Ahnliche Eigenschaften hat auch der von vielen Arbeitsgruppen
verwendete Antikdrper CM-1 [47]. Im Gegensatz dazu reagiert Pab240 nur mit der
mutierten und denaturierten Form von p53, aber nicht mit dem Wildtyp. Pab240
kann jedoch nur bei Gefrierschnitt-Untersuchungen, nicht aber in formalinfixierten
Paraffinschnitten eingesetzt werden.

In experimentellen Untersuchungen konnte eine Hypoxie ebenfalls eine p53

Expression induzieren. Die molekularen Ursachen dafr sind bis jetzt unklar [60].

Weitere Regulationsmechanismen

Neben dem p53 Protein sind flr die Regulation der Zellzykluskontrolle und der
Initilerung und dem Ablauf der Apoptose eine Anzahl weiterer Faktoren von
Bedeutung, deren Zusammenspiel mehr und mehr erkannt wird [36, 74].

So ist die Blockierung einer Anzahl von Apoptoseprogrammen auf die Anwesenheit
des Protoonkogens bcl-2 zurlckzufihren [36]. Das in niedrigmalignen B-Zell-
Lymphomen der Keimzentren entdeckte bcl-2-Protein ist ein intrazelluléres Protein
und befindet sich in Mitochondrien, im endoplasmatischen Retikulum, in
Kernmembranen und wird von Lymphozyten und verschiedenen Geweben u.a. der
Haut exprimiert. Dieses Protoonkogen fungiert als potenter Apoptosesuppressor [3,
76]. Es verwundert daher nicht, dal3 v.a. langlebige, stark proliferierende Zellen, u.a.
auch Stammzellpopulationen, bcl-2 exprimieren. Das bcl-2-Protein scheint fir das
Langzeitliberleben lymphatischer Zellen von entscheidender Bedeutung zu sein [36].
Auch viele Tumoren, z.B. Prostatakarzinome, verhindern durch eine bcl-2
Uberexpression die Apoptose. Basarab et al. [3] zeigten mit ihren Untersuchungen,
dal} aggressiver wachsende Basaliomtypen einen geringeren Prozentsatz an bcl-2
positiven Zellen haben als klinisch weniger aggressive Basaliomformen. Man weil3

heute, daB bcl-2 nur ein Mitglied einer ganzen Genfamilie von Apoptoseregulatoren
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ist, welche zum Teil bcl-2-homologe, zum Teil bcl-2-antagonisierende Funktionen
haben [36]. So wirken z.B. Bcl-Xs und Bax (bcl 2 assoziiertes X-Protein) als
Antagonisten von bcl-2 [55, 72].

Auch bei der Entstehung von Hauttumoren scheint bcl-2 eine wichtige Rolle zu
spielen. Das Protein wird in den Basalzellen der normalen menschlichen Epidermis
exprimiert, aber nicht in den suprabasalen Keratinozyten.

Verhaegh et al. [76] untersuchten die bcl-2 Expression in normaler Haut, in
Basaliomen und in Spinaliomen. Sie zeigten, daR eine positive bcl-2-Immunreaktion
in der Basalzellschicht der normalen Haut zu finden war. Alle untersuchten
Basaliome waren bcl-2 positiv, dagegen konnte in den untersuchten Spinaliomen
kein bcl-2 nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, daR
Basaliome von den basalen Schichten der Epidermis ausgehen.

Eine vergleichende Untersuchung der p53- und der bcl-2-Expression wurde von
Wikonkal et al. [79] publiziert. Sie zeigten, da 29% der Basaliome und 50% der
Spinaliome eine p53 positive Reaktion aufwiesen, dagegen waren 76% der
Basaliome und nur 27% der Spinaliome bcl-2 positiv. Auch hier zeigten deutlich
mehr Basaliome als Spinaliome eine positive bcl-2-Immunreaktion. In diesem
Zusammenhang ist der Hinweis von Bedeutung, daR die Anzahl apoptotischer Zellen
in Tumoren mit hoher bcl-2 Expression (Uber 20%) insgesamt niedriger ist als bei
Tumoren mit geringer bcl-2 Expression [67]. Eine abschlieRende Erklarung fir diese

Befunde steht bisher noch aus.

Beziehungen zwischen der p53 Expression und der DNS-Ploidie

Nach den vorliegenden Untersuchungsergebnissen [lafst sich ein direkter
Zusammenhang zwischen Ploidiestatus und dem Vorhandensein von mutiertem p53
bei Basaliomen nicht nachweisen. Das scheint auch fur das humane maligne
Melanom und kolorektale Tumoren [1] zu gelten, bei denen keine Korrelation
zwischen p53 Expression und DNS-Ploidie nachgewiesen werden konnte. Im
Gegensatz dazu zeigten Studien an Magenkarzinomen und Ovarialkarzinomen, daf3
eine p53 Mutation in aneuploiden Tumoren nachweisbar war, wohingegen die

diploiden Tumoren keine p53-Mutation aufwiesen [1].
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4.3.  SchluB3folgerung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur DNS-Bildanalyse und zum
immunhistochemischen  Nachweis des p53-Proteins lassen nur begrenzt
Riickschlisse auf eine zukiinftige Diagnostik und Prognosebeurteilung von Tumoren
der Epidermis zu.

Insgesamt konnte mit Hilfe der Bildanalyse und dem immunhistochemischen p53
Nachweis in der vorliegenden Arbeit keine sichere Interpretation bzw.
Differenzierung zwischen klinisch aggressiv und weniger aggressiv wachsenden
Basaliomen erfolgen. Es waren mehr multilokulére superfizielle Basaliome p53
positiv und aneuploid als solide Basaliome. Demgegentiber waren nicht alle der
bekanntermafen klinisch aggressiveren Basaliome vom Typ Ulcus rodens und Ulcus
terebrans p53 positiv und keines zeigte einen aneuploiden DNS-Gehalt.

Zum genaueren und ausschlieBlichen Nachweis von p53-Mutationen in Basaliomen
ist die Durchfiihrung der PCR zu erwégen.

Standard der bisherigen Basaliomdiagnostik ist das klinische Erscheinungsbild und
die histologische Diagnosesicherung nach der operativen Entfernung [12, 13, 62].
Allerdings hangen die Entwicklung und der Einsatz neuer Behandlungsverfahren
auch von der besseren Kenntnis der Mechanismen der Zellzyklus- und
Apoptosekontrolle dieser Tumoren ab.

Das p53 Protein ist von zentraler Bedeutung bei der Hemmung des Wachstums einer
Vielzahl menschlicher Tumorzellen [19]. Viele p53 Mutationen fuhren zu einer
falschen Faltung des p53 Proteins. Dieses strukturell veranderte p53 Protein ist nicht
mehr in der Lage an die DNS zu binden und die den Zellzyklus oder auch die
Apoptose regulierenden Gene zu aktivieren. Kurzlich gelang es Foster und
Mitarbeitern [19] eine Reihe von Substanzen zu identifizieren, die im Tierversuch in
der Lage sind, als ,,molekulare Prothese* fir mutierte p53 Proteine zu fungieren.
Diese Substanzen flhrten dazu, dall die Zahl der korrekt gefalteten p53 Proteine
signifikant zunahm und damit das Tumorwachstum gehemmt werden konnte.

Trotz der Vielzahl der heute bekannten Faktoren lassen sich angesichts unseres noch

sehr mangelhaften Verstandnisses der Apoptoseregulation, neue, heilende Therapien
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aus den molekulargenetischen Ursachenforschungen bisher kaum verwirklichen.
Dabei ist aber zu beachten, dafl in der Dermatologie bereits seit Jahrzehnten
Apoptosemodulatoren eingesetzt werden. So fiihrt z.B. der Einsatz von UV-B-
Strahlung, von Glukokortikoiden, Dithranol und PUVA zu einer Apoptoseinduktion.
Eine solche lokale Apoptosesteigerung wird bei hyperproliferativen und
neoplastischen Dermatosen angestrebt. Eine Apoptosehemmung ist dagegen bei
atrophischen Hauterkrankungen und Wundheilungsstérungen erwiinscht, wie sie u.a.
far Zink und Cyclosporin A nachgewiesen wurde [55].

Mit den in dieser Arbeit gewonnen zellbiologischen Daten (DNS-Ploidie und p53-
Expression) konnten keinen klaren Rickschlisse auf maligne Teilkriterien wie z.B.
Schnelligkeit und Ausmal? des infiltrativen oder destruierenden Wachstums gezogen
werden. Aufgrund der Semimalignitat des Basalioms wére die Kenntnis der malignen
Teilkriterien des Tumors flr den klinischen Verlauf und die Therapieplanung wie
z.B. zur Verhinderung von Lokalrezidiven oder zur friihzeitigen Erkennung des ggf.

besonders aggressiven Wachstumsverhaltens, von besonderer Bedeutung.
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5.  Zusammenfassung

Das Basaliom ist der hdufigste epitheliale Tumor der Haut. In Mitteleuropa registriert
man derzeit ca. 100 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner im Jahr. In den letzten
Jahrzehnten hat diese Inzidenzrate erheblich zugenommen.

Basaliome reprasentieren eine onkologische Entitdt mit pathobiologischen
Merkmalen, die ihnen eine Mittelstellung zwischen benignen und malignen
epithelialen Hauttumoren zuweisen. Sie neigen wie maligne Tumoren zum
infiltrativen und destruierenden Wachstum, metastasieren aber in der Regel nicht.

Sie werden deshalb auch als semimaligne Tumoren bezeichnet.

Die durchgefuhrten Untersuchungen sollten einen moglichen Zusammenhang
zwischen dem Ploidiestatus der untersuchten Basaliome und der p53-Expression
unter Berticksichtigung der histologischen Basaliomtypen nachweisen. Dazu wurden
35 solide und 37 multilokulére superfizielle Basaliome sowie ein Ulcus terebrans und
drei Ulcera rodentia immunhistochemisch und bildzytophotometrisch untersucht.
Von den untersuchten soliden Basaliomen zeigten 35% eine p53-positive
Immunreaktion. Bei 43% der multilokuléren superfiziellen Basaliome und bei einem
der untersuchten Ulcera rodens lieR sich ebenfalls p53 immunhistochemisch
nachweisen.

Insgesamt zeigten 29 der 76 untersuchten Basaliome (38%) eine p53-positive
Immunreaktion. Vergleichbare Ergebnisse fanden auch Koutselini et al. [37] und Ro
et al. [61] mit 40% bzw. 42%. Eine Klassifizierung in die einzelnen histologischen

Basaliomtypen nahmen die genannten Autoren jedoch nicht vor.

Bei den bildzytophotometrischen Untersuchungen zum Ploidiestatus der Basaliome
zeigten von 76 untersuchten Basaliomen 5 (7%) einen aneuploiden DNS-Gehalt
(1 von 35 soliden und 4 von 37 multilokuldren superfiziellen Basaliomen). Die in
der Literatur beschriebene Aneuploidierate von Basaliomen ist sehr unterschiedlich.

Die Angaben liegen zwischen 13 % und 83 % Aneuploidierate.
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In der vergleichenden Betrachtung von Ploidiestatus und immunhistochemischem
p53-Nachweis zeigten von insgesamt vier aneuploiden multilokul&ren superfiziellen
Basaliomen lediglich zwei Basaliome eine positive p53-Reaktion. Alle anderen
aneuploiden Basaliome waren unabhéngig ihres histologischen Typs p53 negativ,

bzw. alle p53 positiven Basaliome waren bildzytophotometrisch euploide Tumoren.

Ein direkter ~Zusammenhang zwischen dem Ploidiestatus und dem
immunhistochemischen Nachweis von mutiertem p53 konnte sowohl bei soliden
oder multilokuléren superfiziellen Basaliomen als auch bei den als klinisch besonders
aggressiv wachsenden Basaliomen vom Typ Ulcus rodens und terebrans somit nicht
nachgewiesen werden. Damit ist festzustellen, dafl eine mdgliche Beziehung
zwischen der positiven p53-Immunreaktivitat der untersuchten Basaliome und der

p53-Genmutation in weiteren Untersuchungen aufgeklart werden mufR.
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7.1. Stammdaten der verwendeten histologischen Préaparate aufgeschlusselt

nach ihrer histologischen Diagnose

7.1.1. Stammdaten der soliden Basaliome

Prap-Nr
66
93
272
348
506
632
653
715
751
752
824
844
1053
1106
1199
1224
1227
1243
1313
1323
1439
1498
1532
1553
1652
1760
1775
1988
2132
2253
2254
2349
2434
2470
2543

3333223332333 332g55ss2s2223333233333—~

Alter

48
68
59
70
63
82
28
45
69
53
56
72
60
79
74
77
66
73
62
58
79
69
77
74
68
65
68
50
64
70
70
85
71
69
79

p53
neg.
neg.
neg.
neg.
[-111
neg.
neg.
neg.
[-111
neg.
neg.
[-111
neg.
neg.
I-11
neg.
neg.
neg./I
[-111
[-111
neg.
neg.
neg.
I-11
neg.
neg.
neg./I
neg.
1
1
neg.
1
"
neg.
neg.

MG

0.11
0.01
0.02
0.13
0.22
0.07
0.12
0.08
0.19
0.04
0.03
0.29
0.04
0.03
0.05
0.09
0.06
0.18
0.06
0.18
1.4
0.15
0.04
0.12
0.1
0.07
0.09
0.11
0.19
0.12
0.11
0.05
0.17
0.1
0.09

S5cER

DI
0.98

1.04
1.03
1.03
0.93
1.01
1.02
0.99
0.96
1.02
1.07

0.98
0.98

1.04
0.94
1.05
2.02
0.98
0.99

0.98
0.98
1.06
1.08

1.06
1.01
1.03

1.05
0.99



7.1.2. Stammdaten der multilokuléren superfiziellen Basaliome

Prap-Nr
76
91
128
129
202
207
215
216
218
219
220
254
260
294
349
410
622
623
633
652
710
818
852
879
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1016
1033
1105
1201
1329
1507
1573
1574
1648
1899
1982
2022
2147
2209
2217
2255
2259

3333333333333 3332233333£333¢g ~

Alter

63
73
74
74
69
87
74
74
55
55
55
79
55
69
70
63
65
65
61
28
57
37
72
68
57
70
90
79
63
51
87
74
74
72
65
78
82
82
77
60
70
83

p53
neg.
I-11
-1
neg.
neg./
I
-1
neg.
I
Il
11
neg.
I
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
Il
neg.
neg.
11
I-11
neg.
I
neg.
neg.
neg.
neg.
neg.
-1
I
neg.
neg.
neg.
neg.
-1
I

MG

0.14
0.02
0.06
0.12
0.15
0.23
1.15
0.12
1.56
0.6
0.73
0.03
0.04
0.04
0.05
0.15
0.1
0.03
0.04
0.12
0.09
0.18
0.05
0.04
0.12
0.18
0.14
0.09
0.05
0.06
2.03
1.78
0.11
0.13
0.11
0.09
0.08
0.17
0.03
0.09
0.11
0.11

ocER

(@)

(@)

o o

\l

o1

~N w

DI

1.07
0.99
1.03
0.95
1.03
1.09
1.57
1.02
2.02
1.04
1.02

0.97
0.98
0.96
0.99
0.94
0.97
1.03
1.05
0.95
1.01
0.98
1.02
0.98

0.97
0.96
0.96
0.95
1.9
1.84

1.1

1.05
1.01
0.99
0.95
0.99
0.95
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7.1.3. Stammdaten der ulzerierenden Basaliome

Prap-Nr
254
710

2255
652

p53
neg.
neg.
-1
neg.

MG

0.03
0.09
0.11
0.12

S5cER

o O o

DI

1
0.95
0.99
1.05

-G89 -

Histologie
Ulcus rodens
Ulcus rodens
Ulcus rodens
Ulcus
terebrans
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7.2.  Verwendete Chemikalien

Xylol Merck, Darmstadt, Deutschland
Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Wasserstoffperoxid Merck, Darmstadt, Deutschland

EiweilRblocker Protein Block Serum-Free Dako, Hamburg, Deutschland

p53 Antikorper p53 (Ab-6)) Oncogene Science, Cambridge, USA
Antikdrperverdiinnungsreagenz Dako, Hamburg, Deutschland
biotinylierter Kaninchen-Anti-Maus- Dako, Hamburg, Deutschland
Antikorper

Vectastain ABC-Kit Normal Serva, Heidelberg, Deutschland
Zitronensaure Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumnitrat Roth, Karlsruhe, Deutschland
PBS-Puffer Dako, Hamburg, Deutschland
AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol) Sigma, St. Louis, USA

DAB Sigma, St. Louis, USA
Mayer’s Hamalaun Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycerolgelatine Sigma, St. Louis, USA

Rotisol Roth, Karlsruhe, Deutschland
HCI Merck, Darmstadt, Deutschland
Schiff’sches Reagenz Sigma, St. Louis, USA

Glycin Merck, Darmstadt, Deutschland
NaCl Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliummetabisulfat Merck, Darmstadt, Deutschland
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7.3. Verwendete Gerate und Hilfsmittel

Microtom Jung RM 2035

Adhésivobjekttrager
Brutschrank INCO 2

Mikrowelle

Cydok Bildanalysesystem

PAP Pen
Lichtmikroskop Olympus BX 50 F4

Leica Instruments, Bensheim,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Memmert GmbH, Schwabach,
Deutschland

Siemens, Frankfurt (M.), Deutschland
Firma Carl H. Hilges, Konigswinter,
Deutschland

Daido Sangyo, Japan

Olympus Optical Co., LTD., Tokio,

Japan
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Thesen

Das Basaliom stellt mit einer Inzidenzrate von ca. 100 Neuerkrankungen pro
100.000 Einwohner und Jahr den am hdufigsten auftretenden epithelialen

Tumor der Haut dar.

Aufgrund seiner pathobiologischen Merkmale nimmt das Basaliom eine
Mittelstellung zwischen benignen und malignen Hauttumoren ein. Es wird

deshalb auch als semimaligner Hauttumor bezeichnet.

Tumoren sind Erkrankungen, welche durch Mutationen von Genen entstehen.

Das am haufigsten betroffene Gen ist das p53 Tumorsupressor-Gen.

Wildtyp p53-Protein besitzt eine Halbwertzeit von wenigen Minuten.
Mutierte p53-Formen hingegen zeigen haufig eine deutlich langere

Halbwertzeit.

Mutiertes p53 wurde immunhistochemisch in den untersuchten histologischen
Schnittpraparaten nachgewiesen. Hierzu wurde als Antikérper DO7

verwendet.

Der DNS-Gehalt von Tumorzellen st aufgrund von genetischen
Veranderungen in malignen Geweben haufig gegentiber dem DNS-Gehalt von

gesunden Zellen verandert.

Die Bildzytophotometrie ist eine geeignete Methode zur Bestimmung des
DNS-Gehaltes. Mit dieser Methode konnen in histologischen
Schnittpraparaten gezielt bestimmte Zellpopulationen vermessen werden. In
jedem Praparat wurden mindestens 100 Tumorzellen und 30 Referenzzellen

vermessen.
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Es wurden 76 Basaliome in Abhédngigkeit von ihrem histologischen Typ
vergleichend bildzytophotometrisch und immunhistochemisch untersucht. Bei
7% der untersuchten Basaliome lieR sich bildzytophotometrisch ein
aneuploider DNS-Gehalt nachweisen, 38% zeigten eine positive p53-

Reaktion.

Im Vergleich von Ploidiestatus und immunhistochemischen p53 Nachweis
zeigten von insgesamt vier aneuploiden multilokuldren superfiziellen
Basaliomen nur zwei eine positive p53-Reaktion. Alle Ubrigen Basaliome
waren unabhéngig von ihrem histologischen Typ p53 negativ, bzw. alle p53-

positiven Basaliome zeigten einen euploiden DNS-Gehalt.

Die Ergebnisse von vergleichbaren Studien mit erheblich geringerer Fallzahl
differieren sehr stark. Ursache fur die starke Schwankungsbreite der
Ergebnisse koénnen die biologische Spezifitdit des Tumormaterials, die
unterschiedlichen Fixierungsverfahren sowie die Spezifitdt und Sensitivitét

der verwendeten Antikdrper sein.

Es lieR sich  kein  direkter =~ Zuammenhang  zwischen  dem
immunhistochemischen Nachweis von mutiertem p53 und dem Ploidiestatus

der untersuchten Basaliome nachweisen.

Die Frage der Bedeutung der Bildanalyse und des immunhistochemischen
p53-Nachweises fur eine zukinftige Diagnositk und Prognosebeurteilung
kann nicht beantwortet werden. Auch kann aus diesen Befunden keine sichere
Differenzierung zwischen klinisch aggressiv. und weniger aggressiv

wachsenden Basaliomen abgeleitet werden.
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Die Entwicklung und der Einsatz neuer Therapiestrategien hangen von der
besseren Kenntnis der Mechanismen der Zellzyklus- und Apoptosekontrolle
dieser Tumoren ab. Trotz der Vielzahl der heute bereits bekannten Faktoren
lassen sich angesichts unseres mangelnden Verstandnisses der
Apoptoseregulation neue, heilende Therapien aus der molekulargenetischen

Ursachenforschung bisher nur unzureichend verwirklichen.
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