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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist in der westlichen Welt die haufigste Zwae flhrende
bdsartige Erkrankung der Frau. Epidemiologische Studien belegen, dasstadgmutz
etwa jede 10. Frau in der Bundesrepublik an Brustkrebs erkrankt (in dehdd8n die
Zahlen noch etwas hoher; dort erkrankt etwa jede 8. Frau an Bhsjtkilee Inzidenz
von Brustkrebs ist steigend. Derzeit erkranken jahrlich Uber 4600Qerran
Deutschland an Bruskrebs, davon etwa 19000 im Alter unter 60 JahtestkrBbs ist
fur knapp 26% aller Krebsneuerkrankungsfalle bei Frauen und mehr aBridad
(36%) der Neuerkrankungen bei Frauen unter 60 Jahren verantwortlichmiflase
Erkrankungsalter liegt bei 63 Jahren, mehr als 3 Jahre unter dereremitt
Erkrankungsalter aller Krebsarten. Die Erkrankungsraten fiir DeatgtHiegen im
europaischen Vergleich im unteren Drittel [64]. In den Niederland€inedark,
Schweden und Finnland ist die Erkrankungswahrscheinlichkeit deutlich hdher, in
sudeuropaischen Landern wie Spanien, Griechenland und Portugal deutlicgeniedri
[64].



1.2. Therapiemoéglichkeiten beim primaren Mammakarznom

1.2.1. Chirurgische Therapie

Die operative Standardbehandlung des primaren Mammakarzinoms ®ithgatin 2/3

der Félle die brusterhaltende Operation mit der Entfernung desarumors im
Gesunden und dem axillaren Lymphknotenstaging, das entweder die komplette
Resektion der axillaren Lymphknoten, oder die SertiyebiphknoterBiopsie
beinhaltet. Anschliel3end erfolgt die Bestrahlung der Brust [36]. Je Tianorstadium

und Tumoreigenschaften, die auch als Prognosefaktoren dienen, muss @stschie

werden ob, und falls ja, welche systemische Therapie zusatzlich notwendig ist [55].

1.2.2. Systemische Therapie

Die systemische Therapie des frihen Mammakarzinoms umfagst Geemotherapie
und die endokrine Therapie.
Abhangig vom Zeitpunkt der Applikation unterscheidet man zwischen postiopera

(adjuvanter) und praoperativer (primérer oder neoadjuvanter) sytemischepi&hera

1.2.2.1. Postoperative (adjuvante) Chemotherapie

Die postoperative Chemotherapie dient als Zusatz zur chirurgistherapie und
Bestrahlung. Die Effektivitat dieser Therapieform kann jedoch tigtHfristig beurteilt
werden, sondern muss aufgrund des Fehlens eines direkten Messparaactiedsr
Zeit bis zum Auftreten von Rezidiven oder Metastasen und desm@dsalebens

bewertet werden.

1.2.2.2. Primére (neoadjuvante) Chemotherapie

Ziel der Applikation einer Chemotherapie vor der Operation ist @s emen, den
Tumor zu verkleinern um weniger radikal operieren zu kbnnen und aderen, um
anhand des Ausmal3es des Tumoransprechens die Effektivitat der Chiepetize
bestimmen (in vivo Chemosensitivitatstest) [73, 84].
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Die praoperative Verabreichung der systemischen Chemotheridpie fei primar
operablen Mammakarzinomen zu einer identischen Senkung des krankkeitsfre
Uberlebens und des Gesamtiiberlebens wie die postoperative Applikatigieideen
Chemotherapie [37, 84, 156]. Durch die préaoperative Verabreichung kann die Rate
brusterhaltender Operationen signifikant gesteigert werden und dekt Edfer
Chemotherapie sofort erfasst werden [73]. Mehrere Autoren [13, 44, 58fahzi&n,
dass das histopathologische Ansprechen auf die préoperative Chemotterapéste
Pradiktor fiir das krankheitsfreie Uberleben. iBatientinnen mit einer kompletten
Remission des Primartumors haben eine signifikant bessere Pragad3atientinnen
mit einer partiellen Remission, einer unveranderten Tumorgrof3e ingerReogression
wahrend der Chemotherapie. Der momentan zuverlassigste Indikaton finaximales
Therapieansprechen ist die histopathologische Bestatigung einer kemjtetnission,
die pathologische Komplettremission (pCR).

Der Nachweis einer pCR korreliert mit einer sehr giinstigen Pregids Problem ist
jedoch, dass es nicht moglich ist, die Patientinnen mit pathologischer
Komplettremission herauszufinden, solange die definitive Brustkrebsiopmenscht
stattgefunden hat. Dies unterstreicht die unveranderte Bedeutung eimativepe
Resektion des Primartumors sogar in Fallen, bei denen eine klinische
Komplettremission des Tumors nach Chemotherapie vorliegt.

Die zeitliche Vorverlegung der systemischen Therapie kann afersiangesehen
werden, da ein Fortschreiten der Erkrankung nur in etwa 3% derbealachtet wird.
Diese Erkenntnisse konnten durch eine grof3e randomisierte Studie dEBPNS
(National Surgical Adjuvant Breast and Bowell Project) mit 1500ieRtnen
gewonnen werden [44].

Unter der Annahme, dass das lokale Ansprechen mit dem zytotoxischeki &iff
lokalen und distanten ,Mikrometastasen” korreliert, kann dasidren einer pCR als
Surrogatkriterium fur einen gunstigen Krankheitsverlauf herangezogetenvgl4].
Somit ist eine Langzeitnachbeobachtung, wie bei der adjuvanten Thempie
Beurteilung des Therapieeffekts nicht mehr wesentlich. Durch degleusr der pCR
Raten kdnnen Ergebnisse randomisierter Therapiestudien schneller vesiiggdan.
Das Prinzip der praoperativen systemischen Chemotherapie dientn algvo

Sensitivitatstest.



Weiterhin erlaubt die praoperative Therapiesituation die Unteusigcund Beurteilung
pradiktiver Faktoren vor und nach der Therapie und ist ideal fur mgheoliing neuer
Medikamente im Frihstadium der Brustkrebserkrankung.

Mit den modernsten Therapieregimen werden heute, insbesondereHureanahme
von Taxanen pCHRaten von etwa 20% erreicht [158, 159, 160, 162]. Pradiktoren fur
das Erreichen einer pCR sind das klinische Ansprechen zu Begi@hderotherapie
und ein negativer Hormonrezeptorstatus [161, 52]. In der ES{D@ie konnte gezeigt
werden, dass die pCRate bei negativem Hormonrezeptorstatus viermal so hoch ist,
wie bei positiven Rezeptoren (45% vs 11%). Zudem wurde durch die patieper
Chemotherapie die lokale Kontrolle nicht beeintrachtigt [37]. Dasioransprechen
nach den ersten Chemotherapiezyklen scheint einen gewissen Vorhersd{jewine
pCR zu haben [147]. Hinsichtlich der modernen Biomarker liegen dekegie

schlussigen Ergebnisse vor.

1.3. Prognostische und pradiktive Faktoren beim pmaé&ren

Mammakarzinom

Um den Krankheitsverlauf einer Mammakarzinompatientin prospektighabzen zu
konnen mussen Klinisch relevante Prognosefaktoren herangezogen werden [43, 105]
Pradiktive Faktoren geben Information Uber das Ansprechen auf spgezifisc
onkologische Therapieformen.

Die Bedeutung der Prognosefaktoren steigt noch vor dem Hintergrund, dasdiew
meisten Brustkrebspatientinnen eine Chemotherapie erhalten, abstiwaudie Halfte

von ihnen davon profitiert [40, 82, 137]. Eine ldentifikation der Faktoren, die das
Ansprechen auf Chemotherapie vorhersagen, ist in der klinischen d@itkkadehr
wichtig, um eine Selektion der geeigneten Patienten fur die Cherapiberu
ermoglichen und andere vor unngtiger toxischer Exposition zu bewahren [137].
Pradiktive Faktoren kénnen gleichzeitig prognostischen Wert besitzesemjedoch
nicht.

Zu den etablierten Prognosefaktoren des National Cancer Institeitien dillgemeinen
beim primaren Mammakarzinom angewandt werden, zahlen der -JtdMs
(TumorgrofRe, axillarer Lymphknotenbefall, Fernmetastasierung), die Moxphol
(histopathologischer Typ, Grading, Lymphangiosis carcinomatosa) und der

Steroidhormonrezeptorstatus [108].



Als neuere prognostische Faktoren werden die Expression von diverserekakte
z.B. Ki-67, cerbBL:3 , Bck2 (B-cell lymphoma2 protein)[60], p21 [34],
Cyclooxygenas® [34], CathepsikD, die Mitoserate, die Gefalinvasion [100], die
Proteasen PA, PAL [62] und p53 herangezogen.

Derzeit sind nur 2 biologische pradiktive Marker vorhanden, die das Atspreauf
spezifische Therapien vorhersagen: HER2/neu fur das Ansprechemastiizlimab

Gabe und der Hormonrezeptorstatus fur die endokrine Therapie [125, 128, 137].

Die GroRRe des Primartumors wird neben dem histopathologischen Gradingdaé
negativen Patientinnen zum wichtigsten prognostischen Faktor [100].nd&kat
positiven Patientinnen hingegen wird der Lymphknotenbefall gegentber der
TumorgroRe als relevanter fir prospektive Aussagen bewertet [22

Klinische Studien haben gezeigt, dass einige Patienten auf CloelmoRadiotherapie
ansprechen, wahrend andere mit dem gleichen histologischen Tumotiypeaigieren.

Da genetische Veranderungen zu einem grolBen Teil die Verantwortung eftr di
Entstehung und die biologischen Eigenschaften von Tumoren tragen, liegt egwnahe,
vermuten, dass es ebenfalls genetische Verdnderungen sind, diesfaschen auf
eine Chemotherapie beeinflussen. Viele Studien haben sich daher Rdllédevon p53

auf das therapeutische Ansprechen beschaftigt [24, 50, 72, 96, 134, 146].

1.4. Das Tumorsuppressorgen p53

Wahrend des letzten Jahrzehnts wurde es immer offensichtlidhss, die meisten
gegen Tumoren gerichteten Medikamente ebenso wie die Strahigni¢hdie Zellen
durch Induktion der Apoptose téten [136].

Mutationen in den Mediatoren der Apoptose kdnnen daher zu behandlungsresistenten
Tumoren fihren [95].

Einer der wichtigsten dieser Mediatoren ist das Tumorsuppressorgen p53.

Viele Chemotherapeutika schadigen die DNA und aktivieren das rBuaressorgen
p53, das, sofern es nicht mutiert ist, die Apoptose auslost.

Bei einem hohen Prozentsatz der Karzinome liegt eine Akkumulabanp53 vor.
Diese wird vor allem bei mutiertem p53 und unter hypoxischen Bedingungen
beobachtet [136], da Zellen mit deaktiviertem p53 bei Hypoxie einekti®algvorteil

besitzen. Zudem wird p53 durch Hypoxie stabilisiert.



Intaktes p53 induziert die Apoptose als Folge von ionisierenddnl@&tg wahrend ein
Funktionsverlust von p53 die Zellen unempfindlich gegen eine Reihe
chemotherapeutischer Substanzen macht [82].

Das Tumorsuppressorgen p53 zahlt damit zu den aktuellen, histopathologisc
bewertbaren, vielversprechenden Biomarkern zur Vorhersage des Ansgracdieine

Chemotherapie, insbesondere auch auf die primare Chemotherapie.

1.4.1. Aufbau und Funktion von p53

p53 wurde erstmalig von Lane und Crawford 1979 [92] beschrieben. Es hactuelins
ein Zellkernprotein aus 393 Aminoséauren mit einer Molekilmasse von &3 B&s
p53-Gen ist auf dem+4rm des Chromosoms 17 in Position 17p13.1 lokalisiert

Das Tumorsuppressorgen p53 wird als ,Wéchter des Genoms* bezeidansein
Transkriptionsprodukt wéahrend der Zellteilung den Gesundheitszustand der Ze
kontrolliert. Man vermutet, dass das pb@morsuppressorprotein in einem
Proteinkomplex (p53 bildet Komplexe aus 4 Molekilen und bindet dann anNA¢ D
zusammen mit der DNARolymerase | die DNAStrange entlangpatrouilliert. Auf diese
Weise spielt das pS5Brotein vom WildTyp eine wichtige Rolle bei der
Tumorbek&dmpfung durch DN&chéden (z.B. durch ionisierende Strahlung,
Zigarrettenrauch, Hypoxie, Chemotherpeutika, oxidativen Stress), dijesersit zur

Instabilitat des Genoms flihren [118].

Die Halbwertszeit von p53 liegt im Bereich weniger Minuten [2], sed&gdtyp-p53
(wt-p53) nur in geringen Mengen in normalen Zellen zu finden ist. Eine Akkuwomulat

von p53 kann durch eine Reihe von Faktoren bewirkt werden. Dazu zahlen ionisierende
Strahlung, UVLicht, Hyperthermie, die Unterdrickung von Wachstumsfaktoren und
DNA-Schéaden durch verschiedenste zytotoxische Substanzen, sowie auch die
Tumorhypoxie.

Hypoxie induziert eine p53kkumulation durch die Herunterregulation des Gehaltes an
mousedoubleminute 2-Protein (mdr2) und durch Verhinderung von Interaktionen

mit Proteinkomplexen [2].



p53 gewahrleistet genetische Stabilitat durch seinen Einfluss elufene Zellzyklus
Kontrollpunkte. Zellen kénnen nach DN&chaden einem p&®bhangigen @G-

PhaserArrest unterliegen, dem DNReparatur oder Apoptose folgt [33].

Das Anhalten der Replikation bietet Reparaturenzymen die ChancejeBcha der
DNA vor Eintritt in die SPhase zu beheben [165].

p53 kann auch fur einen Kontrollpupktrest in der GZPhase verantwortlich sein,
vermittelt durch eine Splieariante von p53, durch p21 oder ein anderes -cdc2
verbundenes Protein [142].

Zellen in G2PhaserArrest unterliegen eher der Apoptose, als solchepfs{&Phasen
Arrest [80].

Der genaue Mechanismus, durch den p53 Ebthaden oder andere Str&gnale
empfindet ist noch nicht bekannt. Ein moglicher Sensor koénnte das -Ataxia
telangiectasia (ATMJGenProdukt sein [104].

Das p53Protein leitet bei irreparablen Schaden durch die Aktivierung einer
Enzymkaskade den programmierten Zelltod ein. Dies erfolgt in erster durch die
Regulation des bassens, wodurch die Apoptogeeschwindigkeit kontrolliert wird
[141].

Unter normalen Bedingungen bilden bax und-2dfieterodimere und halten dadurch
ein Gleichgewicht. p53 induziert die Expression von bax und verandert das
Gleichgewicht zu Gunsten von bax, das dann den Apoptoseweg initiiert [101].

Die bcl2-Expression kann die p5a&rmittelte Apoptose komplett verhindern und damit
die Aktivitat von p53 von der Auslosung der Apoptose zum Zellzyklusarrestiteml

Dies konnte zu seiner onkogenen und antiapoptotischen Aktivitat beitragerE[@7]
alternatives Modell der p5@ermittelten Apoptose bezieht die transkriptionelle
Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und den oxidativen Abbau

mitochondrialer Komponenten mit ein, die zum programmierten Zelltod fiihren [123].

Der Abbau von p53 wird vor allem durch mdm2 und jAkiic N-terminal kinase)
gefordert [118]. Das mdmPRrotein spielt eine zentrale Rolle in der Regulation von p53.
Es bindet an p53 und bedeckt dessen TransaktiviefDoggine, wodurch p53
abhangige Effekte im Zellzyklu&rrest und in der Apoptose ausgeschaltet werden.
mdm2Protein fordert dazu den schnellen proteosomalen Abbau von p53 [90].



Nach Zellstress wird p53 an verschiedenen Stellen phosphorylidrivemtiert die
Affinitat zu mdm2 mit der Folge reduzierten Abbaus, was zubilgerung von p53
beitragt [118].

1.4.2. Bedeutung von p53 fur die Karzinogenese

Karzinogenese ist ein Prozess, der das Wachstumsmuster nordedlen von
kontrolliertem zu unkontrolliertem Wachstum umwandelt. KoordiniertguReion der
Zellproliferationsraten und des Zelltodes ist eine entschd@dedingung im Erhalt

der Homoostase. Der Verlust der Regulationsfahigkeit kann begrindetirse
genetischen Veradnderungen wachstumsférdernder Gene oder wachstumste@mme
Gene, wie den Tumorsuppressorgenen.

Durch Kontrollmechanismen wird gewahrleistet, dass EBohaden bzw. fremde DNA
nicht auf die Tochterzellen weitervererbt werden und zu einer tBntaroder
Zerstorung der Nachkommenschaft filhren kann. Aufgrund seiner Kontrollfunktione
wird dem p53Tumorsuppressionsgen eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung von
malignen Tumoren zugeschrieben.

Jerry et al. 2000 [78] konnten im Tierversuch an Mausen belegen, dassléshfEb3

die Entwicklung von Brustumoren bedingt. p53 ist aber vermutlich nicht idagye

Gen, das die Apoptose und damit die Karzinogenese und maligne Progression
beeinflusst.

Im Gegensatz zu Onkogenen manifestieren sich Fehler bei Tumorssippsgenen

erst dann, wenn Verdnderungen in beiden allelen Genen vorliegen. Denncah stell
Mutationen im p53Gen die haufigste genetische Veranderung bei der Entwicklung und
Progression humaner Tumoren dar. Entscheidend ist allerdings der Typ und die
Lokalisation der Mutation [107]. Bei den Mutationen handelt es sichstman
Einzelbasenmutationen in der zentralen DbiAdenen Doméane, wodurch die Fahigkeit
der DNA-Bindung blockiert wird.

Verschiedene p5Biutantenallele bilden Proteine mit unterschiedlichen Eigensahaft

Die Uberwiegende Zahl der auftretenden Mutationen betreffen die hochkierser
Doménen in der hydrophoben Mittelregion des-p%8teins, wobei insbesondere die
Codons 175, 245, 248, 249, 273 und 282 als "hot spots" im humanen Gen angesehen

werden.



Zusétzlich zu p53Jutationen inaktivieren einige Tumoren p53 durch Erhéhung des
mdm2Gens. Veranderungen der mdmd p53Expression konnten flir andere Wege
der Tumorentstehung verantwortlich sein.

Fehler im p53 Gen treten bei ca-@8% der Krebskranken (Brust, Lunge, Leber, Haut,
Prostata, Blase, Zervix, Colon) auf [103, 121].

Das nicht funktionierende p&3rotein ist dann in hoher Konzentration in diesen Zellen
messbar. Akkumulation von p53 zeigt gewdhnlich einen Verlust deFpBBtion, der
entweder auf abnormale Proteinstruktur oder auf Bindung durcibipdnde Proteine
zurtckzufiihren ist [146]. Munshi et al. 1998 [107] konnten in gesundem Gewebe keine
Akkumulation von p53 feststellen und folgerten, dass die Akkumulation von p53 in
leicht dysplastischem und normalproliferierendem Gewebe geringundt durch
Analyseverfahren nicht erfasst wird.

Akkumulation von p53 im Zellkern wurde bei einer Reihe humaner Tumoren

beobachtet. Dazu z&hlen das Mammakarzinom, Lungah Kolonkarzinome.

1.4.3. p53 und Chemosensitivitat

Auch nach Exposition mit zytotoxischen Chemotherapeutika treten waimigzhalle
Funktionen und Wirkungen von p53 auf. Daher kénnen zwei entgegengesetzte Bilder
aufgezeigt werden, die auf molekularer Ebene nach zytotoxischero@iexapie in
Abhangigkeit vom zellularen Umfeld entstehen.

Auf der einen Seite hat p53 das Potential die Apoptose in Zellendeaieren, die
empfanglich dafur sind. Auf der anderen Seite kann ein Zellz/itest mit folgender
DNA-Reparatur anstelle der Apoptose eintreten. Daraus konnen zwei mogliche
Szenarien nach zytotoxischer Chemotherapie folgen. Zum einen kann pgptese
Mediator die Chemosensitivitat vermitteln, zum anderen kann p53 aloér durch

Induktion des Zellzyklusrrests eine Chemoresistenz verursachen.

In der Theorie erwartet man einen Zusammenhang vep5Gtund schlechterem
Ansprechen auf zytotoxische Therapie.

Wildtyp-p53 spielt eine entscheidende Rolle in der positiven Regulation derospopt
Dies ist ein wichtiger Schritt in der Beseitigung von Tumoreell@ach
chemotherapieinduziertem DN8chaden.



Chemotherapeutika wie Adriamycin, Etoposide und Doxorubicin induzieren einen
DNA-Schaden und die pEtbhéngige Apoptose. Daher kdonnen Zellen mit-p53
Mutationen und einem Wirkungsverlust von p53 eine Chemoresistenz gegen diese
Substanzen aufweisen. Der Mechanismus, der die Apoptose naciEEiN®len auslost

ist unklar. Ein mutationsbedingter Verlust der Tumorsuppressionsfunktionp¥8n
wurde in vielen Tumoren beobachtet. Die duale Rolle des WHgHgoals Initiator der
DNA-Reparatur und Trigger der Apoptose war entweder mit erhéhter oder mi
erniedrigter Chemosensitivitat der betroffenen Tumoren verbunderzyigoxischen
Effekte der DNAverbindenden Chemotherapeutika wie Cisplatin kénnen durch
mutiertes p53, das nicht mehr langer die Reparatur des medikamentgerten DNA
Schadens einleiten kann, gesteigert werden. Gleiches gilt fUrTlkigeapie mit
Paclitaxel, das Mikrotubuli stabilisiert. Im Gegensatz dazu konnE@-Bynthese
Blocker wie Fluorouracil die Apoptose Uber pal3hdngige Mechanismen auslosen.
Daher wird die Wirkung dieser Chemotherapeutika bei fehlenderFpBBtion
abnehmen [106

1.5. Tumoroxygenierung

Aus klinischer Sicht zeichnet sich Gewebehypoxie durch eine geringe
Sauerstoffverfiigbarkeit oder niedrigen Sauerstoffpartialdruck)(p@s, biochemisch

ist es ein Zustand sauerstofflimitierten Elektronentransports.

Intratumorale Hypoxie ist die Folge einer unzureichenden Sauerstoffyerns
aufgrund funktioneller und struktureller Stérungen der Mikrozirkulation, der
Verschlechterung der Diffusionsbedingungen und tumorbedingter Andmie [152].

Bei zahlreichen Tumoren finden sich hypoxische Areale, die nur eimgathmafte
Sauerstoffversorgung aufweisen sowie anoxische Bereiche, die keinerlei
funktionierende Sauerstoffversorgung mehr besitzen. Ursachen fur die Hgpukitie
schnelle Proliferation des Tumorgewebes, die mit einem erhdhtems8zHtverbrauch
einhergeht, und eine anormale Vaskularisierung und Mikrozirkulation halteides
Tumors [68].

Zellen maligner Tumoren muissen nicht notwendigerweise die gleichen
zellphysiologischen Funktionen wie gesunde Zellen erfillen, daher istlem
Tumorforschung die Beobachtung biologischer und molekularer Effekte, ndex u

einem bestimmten kritischen p@uftreten, von grofRer Bedeutung.
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1.5.1. Hypoxie und Tumorbiologie

Es existieren generell drei Hauptmoéglichkeiten zellularer Antwaurf Hypoxie:
Inhibition der zellularen Proliferation, Induktion der Apoptose uredkfieisetzung von
Zytokinen. Tumorhypoxie und Reperfusion wechseln oft in kurzen Zeitinteryaihd

die Art des Zelltodes, die der Reperfusion nach Ischamie folgt, ist die Apoptose.

Bcl-2 und BclxL verhindern konzentrationsabhangig den hypoxieinduzierten Zelltod.
Dauerhafte Hypoxie fuhrt zu Instabilitit und Heterogenitidt desofde und zu
Selektionsdruck. Durch klonale Expansion werden Zelllinien geférdert, die bei
niedrigerem p® besser uberleben und sich vermehren kdnnen. Dies bedingt eine
maligne Progression, die sich Klinisch in einer erhdhten Wahrsicdidiait lokaler,
perifokaler, regionaler und entfernter Verbreitung zeigen kann [48, 69,85, 1&6h D
Sauerstoffmangel wird auRerdem die Ausschittung von Wachstumsfaktorereipduzi
die die Neovaskularisierung des Tumors anregen [126]. Hierdurch werdtrese

Tumorwachstum und Redzidivbildung gefordert.

1.5.2. Tumoroxygenierung und Radiosensitivitéat

Die Sauerstoffversorgund des Tumorgewebes ist entscheidend fundpeéhen auf
Radiotherapie, da bei einem geringen, p® Tumorgewebe eine hdohere Strahlendosis
eingesetzt werden muss, um die gleiche Menge an Tumorzellen wrenonmnoxischen
Bedingungen abzutdten. Durch die Bestrahlung bilden sich Radikaleclil#eleh an
der DNA der Tumorzellen hervorrufen. Unter hypoxischen Bedingungen handahes
dabei vor allem um OHRadikale, wahrend im normoxischen Milieu vorwiegend die
aggressiveren Peroyadikale entstehen, deren DMdukte die Zelle nur
unvollstandig reparieren kann [69].

Fur die klinische Relevanz der Tumoroxygenierung auf den Erfolg einer
Strahlentherapie gibt es eine Reihe von Hinweisen. Verschiedederszeigen, dass
eine mangelhafte Tumoroxygenierung mit einer schlechteren Prognose,ekirzer
krankheitsfreiem Uberleben und hoherer Fernmetastierungsrate einhengesbmit

die Prognose verschlechtert. [130
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1.5.3. Tumoroxygenierung und Chemosensitivitat

Auch fur die Chemotherapie ist das Vorhandensein von Sauerstoff varaleen
Bedeutung, denn Zytostatika schadigen vornehmlich schnell proliferierefida.Bei
Sauerstoffmangel ist die Zellteilungsrate und somit auch dieks@fnkeit einer
Chemotherapie jedoch deutlich vermindert. Fir bestimmte alkylierSutstanzen,
Antibiotika und Antimetaboliten konnte eine direkte Sauerstoffabhangigkddezug
auf die Wirksamkeit gezeigt werden [155].

Teicher et al. 1981 [144] konnten in vitro belegen, dass die geringeildetizate
hypoxischer Zellen diese unempfindlich gegen Chemotherapeutika machsjchie
vornehmlich gegen sich schnell vermehrende Zellen richten.

Der Metabolismus von Zellen kann bei Hypoxie derart verandert séhj, [dass durch
gesteigerte Zytostatikaentgiftung eine Chemoresistenz resultieren kann.

Schlechte Perfusion kann die Medikamentenverbreitung in hypoxischen Regionen
zusatzlich noch limitieren.

Eine Veranderung der Genexpression, die den Zellen das Uberleben bei tygoxis
Bedingungen ermdoglicht, kann den intrand extrazellularen pfVert verandern.
Ojugo et al. 1998 [117] untersuchten die Aufnahme veRlubrouracil durch
Tumorzellen in vitro und stellten eine pkbhangigkeit fest.

Eine verbreitetes Chemotherapieschema ist das-Stiiema. Teicher et al. 1994 [145]
wiesen in vitro nach, dass das Ansprechen auf Cyclophosphamid durch
oxygenierungsfordernde Medikamente verbessert wird

Hypoxie ist vor allem auf Tumorzellen beschrankt. Daher gibt esiBangen, von
dieser Eigenschaft maligner Zellen therapeutischen Gebrauctadiuen. Dies hat zur
Entwicklung bioreduktiver Medikamente geftihrt, die sich vor allem mgédygoxische
Zellen richten. Der Prototyp bioreduktiver Agentien ist das Mytam C, ein Chinon
alkylierender Wirkstoff.
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1.6. Tumoroxygenierung und p53Akkumulation

Der Zusammenhang zwischen der Tumoroxygenierung und deExp@@@ssion wird

von mehreren Autoren beschrieben [34, 48, 89, 166]. Man erwartet aufgrund
experimenteller und  theoretischer  Uberlegungen, dass bei niedrigem
Sauerstoffpartialdruck im Gewebe Zellen mit normalem p53 den pnogerten
Zelltod begehen, wahrend Zellen mit mutiertem p53 Uberleben kénnen und angiogene
Wachstumsfaktoren, die das Tumorwachstum stimulieren, freisetzen.

Der durch die Hypoxie induzierte gentoxische Stress filhrt zu einefh@de Arrest,

mit der Folge einer p5Stabilisierung und-Akkumulation [3, 25, 57]. So fanden
Chandel et al. 2000 [3] erhdhte pB&erte in Brustkrebszellen bei Hypoxie.
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2. Zielsetzung der Arbeit

2.1. Zielsetzung des Gesamtprojekts

An der Frauenklinik vom Roten Kreuz in Minchen wurde zusammen mKlohek fur
Strahlentherapie und radiologische Onkologie am Klinikum Rechts der disa
Technischen Universitdt Minchen, zwischen 1999 und 2001 ein interdigrgdi
Forschungsprojekt durchgefuhrt. Ziel des Projekts war es herawdefi ob der
Sauerstoffpartialdruck in malignen Mammatumoren als pradiktivagttor flur das
Ansprechen auf primare Chemotherapie herangezogen werden kann, unchdérer a

prognostische bzw. pradiktive Faktoren beeinflusst.

2.2. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, bei Patientinnen mit Makamzanomen zu prifen,

ob sich eine Beziehung zwischen Tumoroxygenierung uneSp&tBis nachweisen lasst.
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3. Patientencharakteristik und Methodik

3.1. Patientencharakteristik

Im Rahmen des oben genannten Forschungsprojektes wurde bei alletirfPane

mit einem Mammatumor von Klinisch Gber 2cm Durchmesser eine
Sauerstoffmessung durchgefiihrt. AnschlieRend erfolgte die histologisatpeoStik
mittels Stanzbiopsie. Diese umfasste neben den Standardparanved Tumorart,

und Hormonrezeptorstatus auch p53, VEGF und den-BfERu:Status. Bei den
Karzinomen handelte es sich um unilaterale primare Mammakarzjnalie
sonographisch vermessen werden konnten. Das Tumorstadium ¥8amNDil, MO.

Zum Ausschluss von Fernmetastasen wurde bei den Patientinnen ein
Knochenszintigramm und eine RoOntgenaufnahme des Thorax, sowie eine
Lebersonographie durchgefihrt.

Die meisten Patientinnen wurden anschlieRend in nationale und irdeabat
Therapieprotokolle eingeschlossen, in denen sie entweder eine poogresine
postoperative Chemotherapie erhielten.

Patientinnen, die junger als 50 Jahre waren, wurden als pramenopiagsastuft,
altere als postmenopausal [54].

Hormonrezeptenegativ wurden nur die Falle gewertet, bei denen sowohl fir den
Ostrogen, als auch fur den ProgesterStatus ein immunhistochemischer Score von

0 vorlag.

3.2. Methodik

3.2.1. Messung des intratumoralen Sauerstoffpdrtiaks (pQ)

Die Messung des Sauerstoffpartialdrucks erfolgte préatherapeutisdRahmen der
histologischen Sicherung vor der diagnostischen Stanzbiopsie.
Die in der Literatur ausfuhrlich beschriebene Methode [8, 67, 112,] wurde von Auer und
Raab in zwei Punkten modifiziert:
1. Verwendung eines langen Metalltrokars als Fuhrungszylinder fur die Messsonde.
2. Sauerstoffmessung unter standiger Sichtkontrolle mit Hilfe diagnostischen
Ultraschalls.
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Auf Grund der oft tiefen Lage der Mammakarzinome, des Ausweichegervgeringer
Gewebefixierung und der Derbheit mancher Karzinome ist dieMésung in vivo
nicht als trivial anzusehen.

Bei unseren Messungen wurde ein Eppendorf Histograph verwendet, deingarit
Nadelelektrode (Kathode: Platinelektrode; 300 pm Durchmessexmjagohphisch den
Sauerstoffpartialdruck bestimmt. Die Referenzelektrode wae @ig/AgCHElektrode

im Abstand von 50 mm von der Einstichstelle. Nach Anlegen einer
Polarisationsspannung vef,6 bis-1,0 V kam es an der Kathode zur Reduktion von
molekularem Sauerstoff und somit zu einem, dem Sauerstoffpartildr
proportionalem Stromfluss zwischen den Elektroden.

Die Messungen erfolgten nach Lokalanasthesie unter sonographischer I€dardrol
jeder Messung wurde die Messsonde kalibriert. Bei der Sauerssstinge wurde die
Sonde Uber einen Metalltrokar (1,8 mm Venenpunktionskanile) gefihrt und von
einem Schrittmotor automatisch in Schritten von 0,4 bis 1,0 mm vorgeschdinen.
Kompressionsartefakte durch die Nadel zu vermeiden wurde autamiaéish einer
Vorwartsbewegung eine Riuckwartsbewegung um ca. 0,3 mm durchgefihrt, sodass
das Gewebe mechanisch entlastet wurde. Es wurden auf diese Misere
hundert p@-Werte pro Messstrecke, den Messtracks, erfasst. Pro Messung wurden
4-6 Messtracks durchgefiihrt, aus deren Einzelwerten der Median deslesO
Tumors errechnet wurde. Es wurde darauf geachtet, dass die Messgmdéer

die gegenuberliegende Grenze des Tumors hinaus gefuhrt wurde. Nach jede
Messung wurde die Messsonde nachkalibriert.

Nur sonographisch bestatigte vollstdndig intratumorale Messungen wurden
ausgewertet

Im Anschluss an die Sauerstoffmessung erfolgte die Stanzbiopsie.

In der Literatur gibt es keine einheitliche Definition von biologibegrindbaren
Gewebeoxygenierungsstufen [152].

Tumoren mit einem pHOvon weniger oder gleich 2,5 mmHg wurden als anoxisch
klassifiziert, Tumoren mit einem pQron mehr als 2,5 mmHg wurden als nicht
anoxisch bezeichnet [70, 153, 113]. Diese Einteilung wird in der Litesatth bei
Chemotherapie haufig verwendet, stammt jedoch urspringlich aus der

Strahlentherapie. Anoxische Tumoren sind charakterisiert durch wme50%
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reduzierte Strahlensensibilitdt gegentber normoxischem Gewebe, d&s nac

Hohenberger et al. 1998 [70] mindestens 10 mmHg Sauerstoffpartialdruck aufweist.

3.2.2. Bestimmung des Phosphoproteins p53

Die immunhistochemische p&estimmung im Tumorgewebe erfolgte im
pathologischen Institut am Rotkreuz Krankenhaus in Minchen unter dand.eon
Herrn Dr. med. B. Hogel und Herrn Dr. med. H. Stoger.

Es wurden immunhistochemischen Verfahren unter Verwendung eines polyklonalen
MausAntikorpers eingestzt (Firma Zymed Laboratories, San FranciSég, USA,
Klon BP 53.12).

Der Antikorper bindet sowohl an den WAiIY/p des p53 als auch an das mutierte p53.
Er wurde in einer Verdinnung von 1 : 200 verwendet.

Die Schnittpraparate des in Formalin fixierten Tumorgewebes wund@nlicher Weise
entparaffiniert und rehydriert. Die Blockierung der endogenen Peroxidiadgtes mit

3% HO, (10 Minuten). Durch zweimalige mikrowelleninduzierte Erhitziang 100
Grad Celsius und anschliessender Abkuhlung fir 20 Minuten erfolgte eine
Demaskierung von Antigenen (Antigen retrieval).

Nach Inkubation in Vectostain Normalserum (20 Minuten) erfolgten
Immunreaktionsschritte mit arp53 (60 Minuten), amMaus Sekundarantikérper (20
Minuten) und Vectastain ABC Reagenz (Vedtaboratories, Burlingame, CA, USA)
(20 Minuten). Nicht gebundener Antikérper wurde in den Zwischenschrittestlzen
den Antikérperinkubationen durch Spulung der Schnittpraparate mit PBS entfernt.
Die p53gebundenen AntigeAntikdrperkomplexe wurden durch DAB (7 Minuten)
markiert und die Schnittprdparate mit Hamatoxylin gegengefarbt.e All
Immunreaktionen erfolgten bei Raumtemperatur in Coverslips (Fa. Shandon).

P53 war durch ein braunes Reaktionsprodukt markiert, die Auswertungyterfol
lichtmikroskopisch mit einem Mikroskop BX (Fa. Olympus).

In Anlehnung an die Literatur wurde bei einer nuklearen Farbung in neh0% der
Zellen das Gewebe als pp8sitiv bewertet, Werte unter unter 10% als negativ [9, 29,
82, 136, 140].

Die Tumoren wurden gemdaR konventioneller Kriterien der UICC histibg
klassifiziert [138].
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3.2.3. Bewertung des Ansprechens auf primare Chiesragie

Das Ansprechen auf primédre Chemotherapie wurde histologisch naClpeeation
bestimmt. Es wurde gemald WHQiterien [98] in Responder und ndResponder
unterschieden.

Zu den Respondern zahlten alle Tumoren mit pathologischer partRalmission

und pathologischer Komplettremission. Pathologische partielle RemigsPR) war
definiert als Reduktion des Produktes der grof3ten beiden senkrecht
aufeinanderstehenden Durchmesser vom Zeitpunkt der Stanze bis zum
Operationszeitpunkt um mehr als 50% [58]. Von besonderer Bedeutung war die
Untergruppe der pathologischen Komplettremission (pCR). Diese wamatefals

das Fehlen jeglicher vitaler Tumorzellen im -BRiparat. Zu den neRespondern
zahlten alle Tumoren mit weniger als 50% GroRenabnahme oder nat (5%
GroRRenzunahme (pSD: pathological stable disease). Mehr als 25%n@udBhme
wurde als pPD (pathological progressive disease) bezeichnet [58].

3.2.4. Therapieprotokolle

Waéhrend des Zeitraumes in dem die Sauerstoffmessungen erfolgten, waren zwei
nationale (GEPAFDUO, GENARI) und ein internationales Studienprotokoll (ECTO)

zur primar systemischen Therapie des Mammakarzinoms fir die Patientéerakg
geobffnet. Die wichtigsten Etrund Ausschlusskriterien waren bei diesen drei Studien im
wesentlichen die gleichen und setzten ein histologisch gesichertes, zweidimakns
messbares, unilaterales Mammakarzinom von tber 2 cm Durchmesser voraus.
Fernmetastasen mul3ten ausgeschlossen sein. Fur das GENARI Protokoll, bei dem eine
chemoendokrine Therapie verabreicht wurde, muf3te ein positiver Hormonrstapsor

vorliegen.

Im GEPARDUO Protokoll der GABG (German Adjuvant Breast Cancer Group,
Studienleiter: PD Dr. G. v. Minckwitz [162]) wurde praoperativ zwischen einem
dosisdichten Therapiearm mit vier Zyklen Adriamycin/Docetaxel alle ¥veehen und
einem sequentiellen Arm mit vier Zyklen Adriamycin/Cyclophosphamid alle drei
Wochen gefolgt von vier Zyklen Docetaxel alle drei Wochen randomisiert
[Abbildung 1].
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GEPAR-DUQO

Operables Mammakarzinom
(T =2 cm, NO-2, MO)

ADoc x 4

L

R

N

OP

AC x4 . Doc x4
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Tam: préop: alle Pat., postop: nur ER+/PR+

Abbildung 1: Studienschema GEPARJO

Die ECTO Studie, eine vom italienischen nationalen Tumorzentrum in Mailand aus
koordinierte, europaweite Studie (Studienleiter international: Prof. Luca Gianni

Studienleiter Deutschland: Prof. Eiermann [37, 52]), randomisierte zwischen dre

Therapiearmen [Abbildung 2]:

ECTO - European Cooperative Trial in Operable

Breast Cancer

Operables Mammakarzinom > 2cm

Randomisation

OP OP AT x4

I I I
AXx4 AT x4 CMF x 4

I I I
CMF x 4 CMF x 4 OP

Abbildung 2: Studienschema ECTO
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Arm A:

Postoperati vier Zyklen Adriamycin alle drei Wochen gefolgt von vier Zyklen CMF,
Tag 1+8 alle vier Wochen

Arm B:

Postoperativ vier Zyklen Adriamycin/Paclitaxel alle drei Wochen gefolgt van vie
Zyklen CMF. Tag 1+8 alle vier Wochen

Arm C:

Préaoperativ vier Zyklen Adriamycin/Paclitaxel alle drei Wochen gefolgt van vie
Zyklen CMF. Tag 1+8 alle vier Wochen

Das GENARI Protokoll (Studienleiter: Prof. Eiermann) war ddtase Il Studie in der
praoperativ zwolf wochentliche Zyklen Epirubicin in Kombination mit demlen,
steroidalen Aromataseinaktivator Exemestan bei Patientinngh puositivem
Hormonrezeptorstatus verabreicht wurden [Abbildung 3].

GENARI

Postmenopausale Patientinnen
T2=2cm, MO,
Hormonrezeptorpositiv

I
Epirubicin 30, glw x 12 + Exemestane 25, qd

Abbildung 3: Studienschema GENARI

3.3. Datenauswertung

Alle patientenspezifischen Daten wurden in die Datenbank des von alesnktinik
vom Roten Kreuz in Minchen entwickelten onkologischen Dokumentationssystems
ODS eingegeben und die Ergebnisse fir eine explorative Datenanalyse waltgehe
deskriptiv ausgewertet, dargestellt und interpretiert.

Zur statistischen Datenauswertung wurde SPSS Version 11.0 verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1. Patientencharakteristik

Insgesamt wurden bei 131 Patientinnen mit invasiven Mammakarzinomen im
Zeitraum von Oktober 1999 bis November 2000 der Sauerstoffpartialdruck im
Tumorgewebe und/oder der pS8atus bestimmt. Bei 109 Patientinnen wurde eine
erfolgreiche Messungen des  Sauerstoffpartialdrucks im  Tumorgewebe
vorgenommen. Eine immunhistochemische Untersuchung von p53 fand bei 100
Patientinnen statt. Bei 78 Patientinnen lagen sowohl verwenpkar®lessungen, als

auch p53Untersuchungen vor.
4.1.1. Altersverteilung

Der Altersmedian der Patientinnen zum Zeitpunkt der Stanzbicggibdi 57 Jahren.
Die juingste erkrankte Patientin war 29 Jahre, die dlteste 81 Jahre alt.
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4.1.2. Verteilung der Tumoren nach histopatholdmscKriterien

Tabelle 1 zeigt die Verteilung der Tumoren nach histopathologischenrierien

Eigenschaften n %

Gesamt 131

histo. Wachstumsmuster

invasiv duktal 101 77,1
invasiv lobular 17 13,0
sonstige 13 9,9
Nodalstatus

N- 70 534
N+ 61 46,6
Grading

G1+G2 81 61,8
G3 50 38,2

Hormonrezeptor -Status

positiv 100 76,3

negativ 31 23,7

Tabelle 1: Verteilung der Tumoren nach histopathologischen Kriterien
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4.1.3. Ansprechen auf priméare Chemotherapie

Von 58 Patientinnen wurde das Ansprechen auf primare Chemotherapigctkli
ermittelt. Dabei lag, wie Abbildung 4 veranschaulicht, die AnzahlREsponder bei
70,7% (n=41), die der neResponder bei 29,3% (n=17).

80

n=41

70 -

60 -

50 ~
40 +

(%]

n=17

30 +

20 ~

10 ~

Responder non-Responder

Abbildung 4: Ansprechen auf primare Chemotherapie
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4.2. pO,-Messungen

4.2.1. Verteilung der medianen p@@/erte

Bei 109 Patientinnen wurde der intratumorale Sauerstoffpartialdruck gemesse

Die pO-Werte lagen zwischen 0 und 45,1 mmHg mit einem Median von 1,8 mmHg.
Der Mittelwert war 5,2 mmHg + 8,2mmHg.

Die Verteilung des p®Werte ist in Abbildung 5 zu sehen.

56% (n=61) der untersuchten Tumoren hatten einex2)® mmHg und waren damit
anoxisch, 44,0% (n=48) waren nicht anoxisch [Abbildung 6]. Dazu zahlten 13 (11,9%)
mit Werten zwischen 2,6 mmHg und 5 mmHg, 12 (11,0%) lagen zwischen 5,1 mmHg
und 7,5 mmHg, 5 (4,6%) zwischen 7,6 und 10,0 mmHG und 12 (16,5%) hatten einen
pO, von mehr als 10 mmHg.

60 n=61

20 n=18
n=13 n=12

10 n=5

0-2,5 2,6-5,0 5,1-7,5 7,6-10 >10
pO2 [mmHg]

Abbildung 5: Verteilung der p&Werte
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60 n=61

n=48

anoxisch nicht anoxisch

Oxygenierungsstatus

Abbildung 6: Verteilung des Oxygenierungsstatus
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4.2.2. pQ-Werte und klassische Prognosefaktoren

In Tabelle 2 ist die Verteilung der p@erte im Zusammenhang zu den klassischen

Prognosefaktoren zu sehen.

medianer pO2 [mmHg] p-Wert
(n=109)
pO2 < 2,5 mmHg pO2 > 2,5 mmHg
(anoxisch) (nicht anoxisch)
Eigenschaften n % n %
Gesamt 61 56,0 48 44,0
Alter
pramenopausal 18 29,5 12 25,0 0,601
postmenopausal 43 70,5 36 75,0
TumorgroiRe
T1+T2 53 86,9 45 93,6 0,196
T3+T4 8 13,1 3 6,4
Nodalstatus
N- 25 41,0 31 64,6 0,012
N+ 36 59,0 17 35,4 *
Grading
G1+G2 34 55,7 35 72,9 0,049
G3 27 44,3 13 27,1 *)
Hormonrezeptor -
Status
positiv 44 73,8 40 85,4 0,108
negativ 16 26,2 7 14,6

Tabelle 2: p@Werte und klassische Prognosefaktoren

(*) einseitiger Signifikanztest
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4.2.2.1. Hormonrezeptorstatus

Bei 107 Patientinnen erfolgte eine Bestimmung des Sauerstoffparties und der
Hormonrezeptoren. Von diesen waren 78,5% (n=84) hormonrezapiiv und 21,5%
(n=23) hormonrezeptanegativ.

Positive Hormonrezeptoren zeigten 73,3% (n=44) der anoxischen Tumoren und 85,1%
(n=40) der nicht anoxischen Tumoren. Bei jeweils einer Patientimmoxischem und

nicht anoxischem Tumor wurde kein Hormonrezeptorstatus bestimmit.

Anoxische und nicht anoxische Tumoren unterschieden sich nicht signifikant

Hormonrezeptorstatus (p=0,108).

4.2.2.2. Nodalstatus

Von allen Tumoren mipO,-Messung lag eine Angabe tUber den Nodalstatus vor. 48,6%
(n=53) der Tumoren zeigten eine Lymphknotenbeteiligung, 51,4% (n=56) nicht.

Wie in Abbildung 7 zu erkennen ist waren bei den anoxischen Tumoren 41%) (n=25
ohne Lymphknotenbeteiligung, wéhrend es bei den nicht anoxischen Tumoren 64,4%
(n=31) waren.

Anoxische und nicht anoxische Tumoren unterschieden sich statistischikaignif

(p=0,012) hinsichtlich der Lymphknotenbeteiligung.

p=0,012

100
90 +
80
70
60 -
50
40
30

Il N-
ON+

(%]

59,0
20 n=36 35,6

10 n=17

anoxisch nicht anoxisch

Oxygenierungsstatus

Abbildung 7: Oxygenierung und Nodalstatus
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4.2.2.3. Grading

Von allen Tumoren mit p@Messung lag eine Angabe Uber die Tumordifferenzierung
vor.

Auf Grund der geringen Anzahl an @lmoren wurde eine Gruppe aus G1 und G2
Tumoren gebildet. Insgesamt waren 63,3% (n=69) der Tumorenr@1lG2Tumoren,
36,7% (n=40) waren GBumoren.

Von den anoxischen Tumoren waren 44,3% (n=27)}TG3oren; bei den nicht
anoxischen Tumoren waren es 27,0% (n=13).

Anoxische Tumoren waren damit statistisch signifikant (p=0,049) h&aufgerig

differenziert als nicht anoxische Tumoren [Abbildung 8.

p=0,049
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Abbildung 8: Tumoroxygenierung und Grading
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4.2.3. Tumoroxygenierung und Ansprechen auf printdremotherapie

Von 49 Patientinnen mit p&Messung wurde das Ansprechen auf priméare
Chemotherapie erfasst. Davon waren 29 anoxische Tumoren und 2@mnoeigche
Tumoren. 72,4% (n=21) der anoxischen Tumoren waren Responder, wahrendess bei
nicht anoxischen Tumoren 65% (n=13) waren.

Anoxische und nichtnoxische Tumoren unterschieden sich im Ansprechen auf primére
Chemotherapie nicht signifikant (p=0,754) [Abbildung 9].

p=0,754
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Abbildung 9: Tumoroxygenierung und Ansprechen auf primare Chemotherapie
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4.3. p53Messungen:

4.3.1. Verteilung der p58kkumulation

Bei 100 Tumoren erfolgte eine Untersuchung auf p53.

Wie aus Abbildung 10 hervorgeht, lieRen sich 67,0% (n=67)der untersuchten Tumoren
immunhistochemisch mit dem MAb BP53.12 anfarben und zeigten damit eine
Akkumulation des Phosphoproteins p53. Bei 33,0% (n=33) Tumoren gelang dieser
Nachweis nicht.

70 n=67

§ 40 n=33

p53 + p53 -
p53-Status

Abbildung 10: Nachweis der Akkumulation des Phosphoproteins p53
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4.3.2. p53 und klassische Prognosefaktoren

Tabelle 3 zeigt die Verteilung des pSatus in Abhangigkeit von den klassischen

Prognosefaktoren.

p53-Status p-Wert

(n=100)
positiv negativ

Eigenschaften n % n %
Gesamt 67 67,0 33 33,0
Alter
pramenopausal 18 26,9 12 36,4 0,36
postmenopausal 49 73,1 21 63,6
Nodalstatus
N- 37 55,2 16 48,5 0,67
N+ 30 44.8 17 51,5
Grading
G1+G2 34 51,5 23 69,7 0,065
G3 33 48,5 10 30,3
Hormonrezeptor -
Status
positiv 52 77,6 25 75,8 0,512
negativ 15 22,4 8 24,2

Tabelle 3: p53&5tatus und klassische Prognosefaktoren

4.3.2.1. Hormonrezeptorstatus

Von allen Tumoren mit p58estimmung wurde der Hormonrezeptorstatus bestimmt.
75,8% (n=25) der p5Begativen Tumoren waren hormonrezefgositiv; bei den p53

positiven Tumoren waren es 77,6% (n=52). Damit unterschieden sighogi®e und

negative Tumoren statistisch nicht signifikant (p=0,512) im Hormonrezeptmstat
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4.3.2.2. Nodalstatus

Eine NodalstatuBestimmung lag bei allen Patientinnen mit f#8stimmung vor.

Von den 33 p53egativen Tumoren waren 51,5% (n=17) mit Lymphknotenbeteiligung,
wahrend es bei den p§®sitiven Tumoren 44,8% (n=30) waren.

p53-positive und —negative Tumoren unterschieden sich statistisch igofftkeint im
Nodalstatus (p=0,67).

4.3.2.3. Grading

Die Tumordifferenzierung wurde bei allen Tumoren mit4&&timmung bewertet.
Von den p5anhegativen Tumoren waren 30,3% (n=10)-G8noren. Bei den p53
positiven Tumoren waren es 48,5% (n=33).

Es ergab sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwis@mep83Status
und der Tumordifferenzierung (p=0,065).

4.3.2.4. Menopausenstatus

Von den p53egativen Patientinnen waren 63,6% postmenopausal; bei den p53
positiven Patientinnen waren es 73,1% (n=49).

Die Patientinnen mit unterschiedlichem gStatus zeigten keine statistisch
signifikanten Differenzen im Menopausenstatus (p=0,36).

4.3.3. p53 und Ansprechen auf primare Chemotherapie

Insgesamt wurde bei 44 Patientinnen mit p&ssung das Ansprechen auf primare
Chemotherapie erfasst. Davon waren 15-p&gativ und 29 p5positiv.

Bei den p53negativen Patientinnen zeigten, wie in Tabelle 4 und Abbildung 11
illustriert, 66,7% (n=10) ein positives Ansprechen (Responder). Bep8i@gpositiven
Patientinnen waren 79,3% (n=23) Responder-gdsdtive Patientinnen unterschieden
sich damit im Therapieerfolg statistisch nicht signifikant von -p&@ativen
Patientinnen (p=0,468).
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p53-negativ

p53-positiv

Responder

66,7% (n=10)

79,3% (n=23)

non-Responder

33,3% (n=5)

20,7% (n=6)

Tabelle 4: Ansprechen auf primare Chemotherapie undSp&iBis

p=0,468

B non-Responder
O Responder

p53-Status

100 -
90 -
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70 +———
60 —
T 50 ——
40 :féz 66,7 |
30 n=10 |
20 ——
10 ——
0
p53 + p53 -

Abbildung 11: p53 und Ansprechen auf priméare Chemotherapie

4.4. p53Akkumulation und Tumoroxygenierung

Bei 78 Tumoren wurde sowohl eine pB8stimmung, als auch eine pBGlessung
durchgefuhrt. Von diesen Tumoren waren 53,8% (n=42) anoxisch und 46,2% (n=36)
nichtanoxisch; 32,1% (n=25) waren pB&gativ und 67,9% (n=53) p§®sitiv. 73,8%
(n=31) der anoxischen Tumoren waren 4pe3itiv. Bei den nicht anoxischen Tumoren
waren 61,1% (n=22) p5@ositiv. Statistisch waren p§®sitive und —negative Tumoren
nicht signifikant (p=0,331) im p53tatus verschieden. Tabelle 5 und Abbildung 12

verdeutlichen die Verteilung.

Die Ergebnisse des Teilkollektivs entsprechen den ErgebnisseBedamtkollektivs,

wie in Abbildung 13 und 14 dargestellt wird.
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anoxisch nicht anoxisch

p53-negativ 26,2% (n=11) 38,9% (n=14)

p53-positiv 73,8% (n=31) 61,1% (n=22)

Tabelle 5: p53Akkumulation und Oxygenierungsstatus

p=0,331
100
90
80
70
60 -
T 501 W p53
— 40 Op53 +
30
20
10
0 _
anoxisch nicht anoxisch
Oxygenierungsstatus

Abbildung 12: Tumoroxygenierung und p3&kumulation

80
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Abbildung 13: Nachweis der Akkumulation des Phosphoproteins p53 jrikplktiv
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n=42

anoxisch nicht anoxisch
Oxygenierungsstatus

Abbildung 14: Verteilung des Oxygenierungsstatus irg-li@llektiv
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5. Diskussion

Viele biologische und zellulare Marker wurden bereits auf ihren psigecben Wert
beim Mammakarzinom untersucht (eine Zusammenfassung findehsgptistrom 2002
[137] und Norberg et al. 1996 [110]).

Die Ergebnisse der Studien zu den verschiedenen préadiktiven Fakiodeaber nach
wie vor widerspruchlich.

Das Interesse am Zusammenhang von p53 und der Tumoroxygenierung beim
Mammakarzinom basiert auf der biologischen Funktion dieses Tumorsupgessso
Waéhrend es im normalen Proliferationsgeschehen anscheinend einmteingeordnete
Rolle spielt, wird es in genotoxischen Stresssituationen aktiiertlen Auslésern von
Zellstress, der zu verstarkter pbB3pression fihrt, gehdren beispielsweise die
Hyperthermie, chemische Mutagene, virale Onkoproteine, ionisierenalelusig und

auch die Hypoxie.

Das p53Protein ist in normalen Zellen auf Grund der kurzen Halbwertszaiimk
nachweisbar. Erst nach Zelltress steigt die Halbwertszeiicke an, mit der Folge
eines intrazellularen Konzentrationsanstiegs [2].

Durch p53 werden Prozesse aktiviert, die entweder den Zellzyklusr i HPhase
stoppen und dadurch Reparatur des Defekts ermoglichen oder bei starkesidenS
durch Apoptose zur Eliminierung der betroffenen Zelle fihren.

In 46 —71% der humanen Tumoren ist p53 durch Mutation inaktiviert [103, 124], wa

zur Entwicklung und Entdifferenzierung von Tumoren fiihren kann.

In unserer Studie wurde der Zusammenhang zwischen dem TumorsupEegsesg
und dem Sauerstoffpartialdruck in primaren Mammakarzinomen am Muetebrimar
systemischen Chemotherapie untersucht. In -Veoyleichsmessungen des
Sauerstoffpartialdrucks in Mammakarzinomen wurden bisher nur in kigke von
maximal 36 Patientinnen durchgefihrt [70].

Unsere Studie war die erste klinische Studie mit einem Kalleldn mehr als 100
Patientinnen.

Unser Patientenkollektiv entsprach hinsichtlich der klassischegnBsefaktoren wie
Alter, Histopathologie, Tumorgrading und Hormonrezeptorstatus den Erwantutige
sich aus den Studien von Makris et al. 1997 [96], Geisler et al. BOQLifd Fisher et
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al. 1998 [44] ergaben. Lediglich bei der TumorgrofRe zeigte sich entspredéendn

uns gewahlten Selektion eine Haufung defTT@noren.

67% der von uns immunhistochemisch mit dem Antikdrper BP53utfersuchten
Tumoren waren p5positiv. Dies ist ein etwas hoherer Wert als bei Studien an
Brusttumoren von Aziz et al. 2001 [7] (55,2%), Sjostrom et al. 2000 [136] (48%),
loakim-Liossi et al. 1998 [75] (45%) und 2001 [74] (51%) gefunden wurde, steht aber
in Einklang mit Ergebnissen von Hollstein et al. 1991 [71] die eineafibut des p53

Gens mit Akkumulation von p53 bei wenigstens 50% der humanen Tumorenrbelege
konnten.

Wir konnten in unserer Studie keine signifikanten Zusammenhange zwisahpb3de
Expression und den klassischen Prognosefaktoren finden, was von Klorin2802l

[87] in einer Studie an 216 primaren Mammakarzinomen ebenfalls gezeigt wurde.
Dagegen fanden Thor et al. 1992 [146] in einer retrospektiven Studie an 295
Patientinnen mit primaren Mammakarzinomen eine Korrelation vorep58gativem
Hormonrezeptorstatus. Dabei wurde p53 im Gegensatz zu unserer Naobthede

mit dem Antikérper PAb1801 bestimmt. Es fand sich zudem eine Kboreleon p53

und Grading.

Ciesielinski et al. 1995 [28] zeigten ebenfalls eine signifikantzdBeingen von p53
Akkumulation und niedriger Hormonrezeptorausstattung.

Mehrere Studien stellten ebenso wie wir keinen Zusammenhang zwidehep53
Status und dem klinischen Nodalstatus am Mammakarzinom fest [6, 60 DED@hter

war eine Studie von Montero et al. 2002 [102] an 458 operablen Mammakagninom
Der verwendete p538ntikorper war dabei PAb1801.

loakim-Liossi et al. 2001 [74] berichteten in einer Studie an 75 invasiv duoktale
Mammakarzinomen von einem Zusammenhang zwischen Tumordifferenzierung und
p53-Status. Studien anderer Autoren zeigten ebenfalls diesen Zusammenhang [77].
Eine Korrelation von p53kkumulation und TumorgréRe war in unserem
Patientenkollektiv nicht gegeben. Dies entspricht dem Ergebnis von Gairahr?001

[60], die an 75 invasiv duktalen Mammakarzinomen auch keinen Zusammenhang
zwischen der TumorgroR3e und der gu®teirAkkumulation bestéatigen konnten. Thor

et al. 1992 [146] berichteten Gleiches.
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Hinsichtlich des Ansprechens auf primare Chemotherapie erwarteie ein
schlechteres Ansprechen pp8sitiver Tumoren, unter der Annahme, dass ein hoher
Teil der p53positiven Tumoren mutiertes p53 akkumuliert. Diesen Zusammenhang
konnten wir an den 44 Patientinnen mit vorwiegendTUghoren, bei denen wir das
Ansprechen auf primare Chemotherapie beurteilten, jedoch nicht bestatigen.

Im Anprechen auf primare Chemotherapie unterschieden sichge®ve Patientinnen
nicht signifikant (p=0,468) von p58egativen Patientinnen. Bei den p&&gativen
Patientinnen zeigten 10 (66,7%) ein positives Ansprechen (Respondé3y,340)
waren norResponder. Von den 29 pp®sitiven Patientinnen waren 23 (79,3%)
Responder und 6 (20,7%) n&esponder.

Diese Resultate stehen in Einklang mit einer Studie von Makek @997 [96]. Darin
konnte an 90 Patientinnen mit primaren Mammakarzinom ebenfallspkadiktiver
Wert von p53 fiir das Ansprechen auf primare Chemotherapie belegt welldetings
waren hier nur 39% der untersuchten Tumoren-gé&sitiv. Die Bewertung von p53
erfolgte immunhistochemisch mit einer Mischung der -pB8kérper PAb240 und
PAb1801. p53 wurde uUber einen Score aus Anzahl der gefarbten Zellen und
Farbungsintensitat bewertet. Die Chemotherapie bestand aus 4 Kitdzantron und
Methotrexat, in unserem Kollektiv kamen hingegen haufiger Taxane zur Anwendung.
Sjogren et al. 1996 [135] beurteilten p53 durch Sequenzierung und
immunhistochemisch mit dem Antikérper PAb180 bei 316 Patientinnempnmitiren
Mammakarzinomen. Patientinnen, die gissitiv waren, hatten ein signifikant kiirzeres
Uberleben und eine hohere Rezidivrate. Daidone et al. 1999 [30] falagegen bei

136 primaren operablen Mammakarzinomen ein besseres Ansprech@osib&r

Tumoren.

In der Literatur existieren einige Studien, die den pradiktiven Wert p53 am
fortgeschrittenen Mammakarzinom beurteilen [1, 15, 17, 29, 30, 50, 61, 82, 97, 109,
136].

Hamilton et al. 2000 [61] konnten dabei keine Korrelation zwischen der p53
Akkumulation und dem klinischen Ansprechen auf Doxorubicin oder Paclitax&lLBei
Patientinnen mit fortgeschrittenen Mammakarzinom feststellen.

Geisler et al. 2001 [50] fanden ebenso keinen Zusammenhang zwischen dem
immunhistochemischen pSstatus und dem Ansprechen auf primédre Chemotherapie
mit Doxorubicin. Das Patientenkollektiv bestand hier aus 94 PatientimieT3/T4
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und/oder N2Mammakarzinomen. p53 wurde tber einen Index, der sich aus Anzahl der
gefarbten Zellen und Intensitat der Farbung zusammensetzte, belertgerwendete
Antikérper war DO7, das Ansprechen wurde klinisch bewertet, wobeP8Dynd CR

als Responder gewertet wurden. Diese Einteilung der Responder déntspdiot
unserer Einteilung. Wir werteten nur pCR und pPR als Responder.

Eine fehlende Assoziation zwischen dem 4#8tus und dem Ansprechen auf primare
Chemotherapie mit A/CMF fanden auch Mathieu et al. 1995 [97] bei 86
fortgeschrittenen Mammakarzinomen, wobei der cut off fir die Béwmg der p53
Akkumulation bei 5% geféarbter Zellen lag.

Sjostrom et al. 2000 [136] konnten die Rolle von p53 als pradiktiven Marker beim
fortgeschrittenen Mammakarzinom in einer randomisierten mutée&tudie weder an

72 Patientinnen mit Docetax€hemotherapie noch an 62 Patientinnen mit
Methotrexat/sFluorouracitChemotherapie bestéatigen. Die immunhistochemische p53
Bestimmung wurde dabei mit dem Klon DO7 von Dako durchgeflihrt. Eine asiti
von p53 wurde ab 10% gefarbter Zellen zuerkannt.

Bottini et al. 2000 [17] verglichen an 143 -#i2 NO-1, MO Mammakarzinomen die
Eignung von p53 als pradiktiven Marker bei primarer Chemotherapie mit
CMF/Tamoxifen gegen Epiprubicin. Patienten mit akkumuliertem p5fereihier ein
schlechteres Ansprechen auf primare Epirub@ivemotherapie. Der cut off fur die
Bewertung von p53 lag bei 10%, der verwendete Antikorper war DO7.

Die Rolle des p5&tatus als prognostischen Marker bei adjuvanter Chemotherapie an
Mammakarzinompatientinnen wurde auch bereits von mehreren Autoren bbeohri
[134, 146, 24, 93] und zeigte ebenso kein einheitliches Bild.

Die Ursachen der unterschiedlichen Ergebnisse aus Studien mit instochleimischen
Methodiken der pSBestimmung kdnnen vielfaltig sein.

Der von uns verwendete panreaktive Antikdrper BP53.12 markiert sowohl delypVildt
als auch die mutierte Form des pBfteins. Insbesondere zu Beginn der klinischen
p53Analysen wurde postuliert, dass-p&3 auf Grund seiner kurzen Halbwertszeit im
Gegensatz zu mutierten Varianten immunhistochemisch nicht natlawveas. Auf
Grund der geringen Halbwertszeit von-p&3 detektiert man zwar hauptsachlich
akkumuliertes mutiertegb3 (mtp53), die Messung unterliegt allerdings

Ungenauigkeiten von bis zu 30% [149]. Andere Autoren [18] konnten hohere
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Konzentrationen von wp53 nachweisen, die beispielsweise Uber eine Absenkung des
mdmz2Proteins entstehen kénnen.

Mutiertes p53 ohne Uberexpression des Proteins findet sich behisgtenen Autoren
zwar auch, wurde aber insgesamt eher selten beschrieben [56].

Eine weitere Quelle der Ungenauigkeit in immunhistochemischen Stistliefass sie

bei heterogener Expression nur eine Schatzung positiver Anfarbung edesudi
Proteine liefern. Es konnen keine Rickschlisse Uber Interaktionschiezlener
Faktoren gezogen werden. Daher ware eine doppelte immunhistochemestirak
besser geeignet.

Die Variabilitat der p53&rgebnisse koénnte zudem auf die unterschiedlichen
immunhistochemischen Techniken zurtickzufihren sein. So unterscheiden sich die
Methoden der AntigefErkennung durch Verwendung unterschiedlicher Enzyme,
Hitzezufihrung, Pufferexposition und Zeitprotokolle, wodurch die Ergebnisse
beeinflusst werden.

Von grol3er Bedeutung bei der Bewertung der-pkBumulation ist der Schwellenwert

im immunhistochemischen Praparat, ab dem das Praparat als pesi@ivtet wird. Da

es keinen standardisierten Schwellenwert gibt, wird dieser vefenviAutoren
unterschiedlich angesetzt und ist damit eine Schwachstelleritn@gpretation. So
werteten beispielsweise Becker et al. 2000 [9] Préparate afit ais 10% gefarbter
Kerne als p53%ositiv, wahrend O Hanlon et al. 2002 [116] ab 20% eineRastivitat
zuerkannten. Thor et al. 1992 [146] bewerteten dagegen ein Praparanbgeriegste
Immunfarbung zu sehen war bereits als-pb8itiv. Bei Fresno et al. 1997 [46] waren
Préaparate erst mit mehr als 50% gefarbter Zellengastiv. Sirvent et al. 2001 [134]
bewerteten p53 semiquantitativ iber einen Score in den die Zahl debtgafZellen

und die Farbeintensitat eingingen.

Als zusatzliche Problematik kénnte fehlende Farbung auf subzelluldiesdiglung

von mtp53 zurickzufihren sein, mit der Folge eines Unterschreiten des
Schwellenwerts.

Der fur unsere Studie verwendete Antikérper BP53.12 ermoéglichte, wee al
kommerziell verfigbaren Antikorper, keine Differenzierung zwischeip%8t und wt

p53. Zur Bestimmung von p53 wurden in der Literatur eine Vielzahl versanee
Antikdrper verwendet, die an ahnliche, aber nicht gleiche Epitope binden undlsow
wt-p53 und an mp53 binden [72].
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Die Verwendung unterschiedlich spezifischer und sensitiver Antikbgegen p53
erschwert Vergleiche zwischen den Studien.

In einigen Studien wurde p53 nicht immunhistochemisch quantifiziert.

Neben der immunhistochemischen Bestimmung wurden beispielsweis@® F
Analyse [166] und der Western Blot [22] angewandt. Teilweise erfalgté mittels
PCR die Messung von RNA anstelle des Proteins [133], wobei die quaeatitat

Umsetzung in Protein schwer abzuschéatzen war.

Die vermeintlichen Widerspriche der klinischen Daten im Vergleizu
experimentellen Daten von Graeber et al. 1994 [57] und Amellem £9%. [4] sind
neben den methodischen Problemen erklarbar durch eine reduziertehiBemgaweise
der experimentellen Studien, bei denen eine definierte Sondeituattersucht
wurde. In diesen Studien wurden Zellen mit Wildps3 mit solchen verglichen, bei
denen lediglich das p5Gen mutiert war. Zur Evaluierung des Effekts wurden weitere
genetische Veranderungen soweit wie mdoglich ausgeschlossen, was nigchili
Tumoren sehr untypisch ist. Klinisch erwartet man eher einehMingr verschiedener
Mutationen, die zu einer hoheren Wabhrscheinlichkeit fuhren, einem
hypoxievermitteltem Selektionsdruck auszuweichen. Tumoren, die nicht %8it p
Mutationen einhergehen, bestéatigen durch ihr Verhalten diese AussaggrielBeeise
kann p53 auch unmutiert durch virale Onkogene stabilisiert und inaktiviedemnelm
Ablauf der Apoptose koénnen auch andere vorgeschaltete mutierte Genanwirks
werden, so dass kein Selektionsdruck fur Mutationen irA(&3 besteht.

Hypoxie kann so auf vollig verschiedenen, auch -pb8bhangigen Wegen zur
Malignisierung der Tumoren fihren [4, 25]. Eine gesteigerte Tumoraggté&skann
daher, muss aber nicht mit einer p3Berexpression assoziiert sein.

Von zukinftiger Bedeutung wird die analytische Unterscheidung von mutienmem
Wild-Typ-p53 sein, sowie die Lokalisation von Mutationen, die entscheidenfdrist
biologische Konsequenzen.

Dieser biologisch aktive Anteil konnte pradiktiven Wert aufwejigst jedoch schwer
ermittelbar, da es eine Vielzahl von Mutationen gibt und die Bestimmung technisch sehr
anspruchsvoll ist. Geeignet ware beispielsweisedie DGGE (dewmatgradient gel
electrophoresis) [59] und die TTGE (temporal temperature gragétmtiectrophoresis,

wie sie von Borresebale 1997 [16] verwendet wurde, gefolgt von einer
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Sequenzanalyse. Allerdings ist sie technisch aufwendig, storandd@ltigzeitintensiv
[39].

Cabelguenne et al. 2000 [23] belegten in einer prospektiven Studie an EddePahit
Kopf-/Hals Tumoren eine Assoziation von mutiertem g58n in der Tumor DNA und
dem Ansprechen auf priméreF&J-CisplatinChemotherapie.

Die Analyse des mutierten p%3ens wurde mittels DGGE und Sequenzanalyse
durchgefuhrt. Es wurden dabei Mutationen von Exon 4 bis 9 untersucht. Der p53
Mutationsstatus der Tumoren korrelierte nicht mit der Tumorgrofie ded
Lymphknotenbeteiligung.

Es konnte kein Unterschied zwischen den verschiedenen Mutationstyperof(gain
function oder los®f-function) und dem Ansprechen auf primare Chemotherapie
gefunden werden, wie ihn Aas et al. 1996 [1] und Bergh et al. 1995 [11] bei
Mammakarzinompatientinnen fanden.

Bei DNA-schadigender Therapie (Fluorouracil, Epirubicin, Cyclophosphamid) hatte in
einer Studie von KandioldEckersberger et al. 2000 [82] an 82 Patientinnen mit T3
und T4Mammakarzinomen p58kkumulation und Mutation einen signifikant
negativen Einfluss auf das Ansprechen primarer Chemotherapie, wéalbend
Paclitaxeltherapie mutiertes p53 mit besserem Ansprecheniiagswar. Dies kbnnte

mit einem Verlust des GArrests durch p53/ersagen zusammenhangen. Daher

konnten Patienten mit nicht funktionierendem p53 mehr von Paclitaxel profitieren.

Der Grund fur den fehlenden Zusammenhang zwischen deA&8nulation und dem
Ansprechen auf Chemotherapie, der in unserer Studie gezeigt wurde, kébeteder
bereits erodrterten methodischen Problematik darin liegen, dasg5@iabhangige
Apoptose nicht die einzige Reaktion auf DMN&hadigung durch primére
Chemotherapie ist.

Eine Zelle mit defektem p53 wird durch DNskhadigende Chemotherapeutika keine
p53abhangige Apoptose begehen kdnnen,-ypa@bhangige Apoptosewege werden
aber dennoch moglich sein [21]. Daher mul} -pB8bhangigen Mediatoren der
Apoptose, wie beP [38], p63, p73 [76], oder p21 mehr Bedeutung bei der Frage nach

Chemotherapieresistenz beigemessen werden [167].

Royds et al.1997 [129] beschrieben drei Haupttypen der zellularen Antwbrt a
Hypoxie in Normalgewebe:

42



Inhibition der zellularen Proliferation, Induktion der Apoptose und dies&tzaing
proangiogener Zytokine.

Im Tumorgewebe spielt das meist mutierte 58tein eine wichtige Rolle bei der
Regulation von Transkriptionsgenen des Zellzyklus und der Apoptose.ridsitigh3
stellt jedoch auch einen Uberlebensvorteil fiir Zellen unter hyglosis Bedingungen
dar. Der durch Hypoxie ausgeldste Zellstress induziert vermutlich p53 aiiloere
Wege als DNA schadigende Substanzen.

Diese Zusammenhange sollten in unserer Studie néher untersucht werden.

Eine wesentliche Erkenntnis unserer Ergebnisse ist die geringe rargey von
Mammakarzinomen.

Die pO-Werte der 109 in unserem Kollektiv gemessenen Patientinnen lagezhewis

0 und 45,1 mmHg mit einem Median Uber alle Tumoren von 1,8 mmHg. Deivixitte

lag bei 5,2 mmHg + 8,2 mmHg.

Vaupel et al. 1991 [153] fanden bei 15 MammakarzinomenTd)leinen medianen
pO-Wert von 30 mmHg. 6 der 15 untersuchten Tumoren hatten einghiVp@ von
weniger als 2,5 mmHg.

Hohenberger et al.1998 [70] untersuchten in einer Kklinischen Studie 36
Mammakarzinome. Die MedignO,-Werte dieser Studie unterschieden sich mit einem
GesamtMedian von 44 mmHg erheblich von den in unserer Studie gemessenen
Werten. Runkel et al. [132] fanden in einer Studie an 26 Mammakarzineimen
MedianpO, von 31,5 mmHg (n=26).

Die gemessenen Oxygenierungswerte von Mammakarzinomen waren in digdien S

hoher als in der Literatur fir benignes Mammgewebe angegeben ist [132, 153].

Die intra und intertumorale Variabilitat der p@Verte war bei den 109 vorwiegend
T2-Mammakarzinomen unserer Studie sehr hoch. Vaupel et al. 1990 [154] taeiden
ihren Messungen an 6 primaren Mammakarzinomen ebenfalls eine hohe Inhiiétoge

der intra und intertumoralen pEMesswerte.

Ebenso wie Vaupel et al. 2000 [151] konnten wir keine Korrelation zwischen d
Hormonrezeptorstatus, der TumorgréRe und dem Oxygenierungsstatus zeigen,
allerdings fanden wir einen Zusammenhang mit dem Grading und dem Kklinischen

Nodalstatus. GITumoren wiesen wie bei Hohenberger et al. 1998 [70] eine reduzierte
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Gewebeoxygenierung auf, die auf eine Verschlechterung der Mikrozirkulatiodeund
Diffusionsbedingungen  zurlickgefuhrt werden kann [152]. Der haufigere
Lymphknotenbfall anoxischer Tumoren deutet auf eine héhere Aggressivatr d

Tumoren hin.

Die Gewebeoxygenierung wurde in der Vergangenheit von verschiedenen rAutore
unterschiedlich bestimmt, wobei die polarographische Messung miEpleendorf
Sonde bei der klinischen Messung als Goldstandard gilt.

Die grofRen Unterschiede unserer Messergebnisse im Vergleitlitematur sind durch
methodische Unterschiede erklarbar.

Wir verwendeten zur p&Messung einen starren Metalltrokar, der im Gegensatz zu
dem sonst verwendeten Kunststofftrokar keine Flexion und damit \hiilg der
Ergebnisse verursacht. Daneben kontrollierten wir wahrend des gesamten
Messprozesses und nicht nur anfanglich die Lage der Elektrode sonsghapinn
sicherzustellen, dass die Messungen ausschlieBlich im Tumifarelan. Diese
Kontrollmdéglichkeit bestand bei den in der Literatur beschriebenessiwgien nicht
[70, 151].

Im Falle einer Assoziation von Hypoxie und pStatus ware es mit Hilfe der
EppendorfSonde potentiell mdglich, nicht nur die strahlentherapeutisch relevante
Hypoxie der Tumoren zu bestimmen, sondern indirekt auch Hinweise auf die
Aggressivitat der Malignome zu gewinnen.

Im Gegensatz zu vorliegenden experimentellen und klinischen Dateni¢angdoch

in unserem Patientengut keine statistisch signifikante Beziehursglmwm dem p53
Status und der Tumoroxygenierung.

73,8% der anoxischen Tumoren in unserem Kollektiv warenpoS8iv, wahrend es
bei den nicht anoxischen Tumoren 61,1% waren. Dieser Unterschiedtatigtisch
nicht signifikant (p=0,331).

Die Zuordnung von Tumoroxygenierung und gS@&tus ist in vivo nicht mit hoher
Auflésung moglich. Der angegebene p@ert mittelt als Median tber den Tumor und
lasst keine zellulare Zuordnung hinsichtlich des-g5&tus zu.

Intratumorale Inhomogentitat der p@/erte bewirkt eine inhomogene Selektion von
Tumorzellen. Es resultierten vermutlich Tumoren mit sehr urteEdlichen
Zellverteilungen hinsichtlich des p33utationsstatus.
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Dies kann die Erklarung dafur sein, dass wir in unserer Studie Maimmakarzinom
keinen Zusammenhang zwischen der Akkumulation des Tumorsuppressorgens p53 und
der Tumoroxygenierung belegen konnten.

Die experimentellen und theoretischen Erkenntnisse mehrerer Ayg#e48, 57, 68,

85, 166], wonach Gewebehypoxie Uber Instabilitat und Heterogenitat des &enoom
einem Selektionsvorteil p5@efekter Zellen fiihrte, lielRen sich durch unsere Ergebnisse
nicht bestatigen.

Hypoxie ist eine haufige Folge struktureller und funktioneller Stérumgefumoren

und stellt einen wesentlichen Selektionsdruck fir maligne ZellenYdaet al. 2002
[166] konnten in vitro zeigen, dass Zellverbdnde mit Wilgi$B auf Hypoxie mit
Apoptose reagierten, wahrend ihre pB8tierten Korrelate im gleichen Ansatz
grof3tenteils Uberlebten. Diesen Zusammenhang konnten Amellem et al4[LO07 flir
moderate Hypoxie bestatigen.

Hohenberger et al. 1998 [70] fanden dagegen an 36 Patientinnen mit Mamin@kar
einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen der Tumoroxygeniend

der Expression von p53. Tumoren mit einer p&Rumulation zeigten entgegen den
Erwartungen aus imitro-Studien  signifikant  hohere  p@Verte. Die
immunhistochemische Bestimmung von p53 erfolgte in dieser Studie mit dem
Antikdrper DO7 (Dako).

Unsere Ergebnisse stehen dennoch nicht notwendigerweise in Widerspiuch m
experimentellen und klinischen Daten, die eine Beziehung von Hypoxie unrd p53
vermittelter Malignitatserhbhung von Tumorzellen zeigen.

Der vergleichbare Oxygenierungsstatus -pb8itiver und -negativer Tumoren in
unserer Studie kann durch eine hypoxievermittelte, abeup&Bhangige Selektion von
Tumorzellen mit einem maligneren Phanotyp im Mammakarzinom \aafrssein.
Graeber et al. 1994 [57] und Kim et al. 1997 [85] fanden, dass Hypoxie zu Eifke
Phase Arrest fuhrte mit der Folge einer {83abilisierung undAkkumulation, jedoch

war die Aktivierung eines GPhase Kontrollpunktes bei niedrigem
Sauerstoffpartialdruck unabhéngig vom g&atus. p53 ist nicht alleine verantwortlich
fur die zellulare Reaktion auf Hypoxie. Eines der am deutkchgansaktivierten Gene
als Antwort auf p5dnduktion ist der Zellzyklusinhibitor p21 [89].
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Bei Patientinnen mit KopfHalsKarzinomen konnte in mehreren Studien keine
Assoziation zwischen dem p&gatus und der Tumoroxygenierung festgestellt werden
[9, 114].

In Untersuchungen von Amellem et al. 199 Eeigte der p53&tatus in den 3
untersuchten Zelllinien keinen Einfluss auf das Zelliiberleben neobneer Hypoxie
(<4 mmHg), was durch eine fehlende Korrelation von p53 zur Apopthteitat
belegt wurde.

Im Gegensatz dazu fanden Yu et al. 2002 [166] im Tierversuch mit kateekt
Karzinomzelllinien an immunsupprimierten Ma&ausen in Arealen rb#sserer
Sauerstoffversorgung einen hoheren Anteil -pb8itiver Zellen, wéahrend in
hypoxischen Arealen die Verteilung zu Gunsten dermpégativen Zellen verschoben
war. Dies bestatigt die These, dass -pbB3itive Zellen empfindlicher gegen
hypoxieinduzierte Apoptose sind.

In hypoxischen Arealen pS53ositiver Tumoren war die Apoptose grol3er, als in
hypoxischen Arealen p53egativer Tumoren. Die Ergebnisse von Yu et al. 2002 [166]
basieren jedoch nicht auf p@&essungen. Hypoxische Areale wurden hier durch
Anfarbung von gefa3nahen Tumorbereichen definiert. Daneben wurde p53 mittels
FACSAnalyse bestimmt und nicht wie in unserer Studie Uber immunhistolagis

Verfahren.

Fur die Chemotherapie ist die Verfugbarkeit von Sauerstoff vonatenBedeutung,
denn Zytostatika schadigen vornehmlich schnell proliferierende Zellen.

In  der Literatur werden mehrere Mechanismen der hypoxieinduzierten
Chemotherapieresistenz diskutiert. Darunter ist die Inhibitiorzd#proliferation [10],

eine reduzierte Zytotoxizitat der Chemotherapeutika bei Hypoxie [35, 145diend
Gewebeazidose [164].

Zudem konnen Stressproteine und der Verlust des Apoptosepotentidigoaie eine
Resistenz gegen bestimmte Chemotherapeutika bewirken [5, 65].
Sauerstoffabhangigkeit wurde fir einige Chemotherapeutika (z.B. Cyclophadpham
Carboplatin und Doxorubicin) in vivo und in vitro beschrieben [144]. Diese
Untersuchungen sind jedoch mehr von qualitativer Natur und geben keine klaren
Schwellenwerte flir sauerstoffabhéngige Chemotherapeutika. Datterzigssatzliche

Untersuchungen notwendig, um quantitative Informationen zur hypoxieinduzierten
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Chemotherapieresistenz zu erhalten. Diese Informationen sindiradigrin vivo sehr
schwer zu erhalten.

Wir fanden keinen Zusammenhang zwischen dem Ansprechen auf primare
Chemotherapie und dem gemessenesn gid pQ < 2,5 mmHg war kein unabhéngiger
pradiktiver Faktor fur den Therapieerfolg einer primaren Chemotleerdygim
Mammakarzinom.

Rudat et al. 2000 [131] untersuchten Lymphknédi#gtastasen von 194 Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen des KepfalsBereichs und fraktionierter Radiotherapie
kombiniert mit adjuvanter Chemotherapie. Es ergab sich eine signdikessoziation
zwischen der Zahl der pdWerte< 2,5 mmHg und dem Uberleben der Patienten, aber
die histographisch gemessene Tumoroxygenierung war nicht geeignet ziahAusw

Patienten fur verschiedene Therapieoptionen.

In mehreren Studien konnten unabhéngig von der Therapie eine Korrelation von
Hypoxie und ansteigender Tumoraggressivitat (kiirzeres Ubeleben, vetmilulele
Kontrolle, erhéhte Rate an Fernmetastasen, unginstigeres histolegiScading)
gezeigt werden[19, 67, 111, 114, 139, 151]. Nordsmark et al. 2001 [111] fanden an 31
Weichgewebesarkomen mit p@/erten zwischen 1 und 58 mmHg (Median 19 mmHg)
mit einer medianen Nachuntersuchungszeit von 74 Monaten signifikaleclsteres
Uberleben hypoxischer Tumoren. Nordsmark et al. 1996 [114] konnten bei 34
fortgeschrittenen KopfHals Tumoren und Radiotherapie gefolgt von Nimorazol
Chemotherapie einen starken prognostischen Wert der Tumoroxygenieiung f
schlechteres Uberleben belegen. Stadler et al. 1999 [139] fuhrterSteiie an 59
fortgeschrittenen KopfHalsTumoren mit Radiotherapie und Mitomycin und 5
FluorouracitChemotherapie durch und kamen zu dem Ergebnis, dass die
Tumoroxygenierung assoziiert war mit schlechterem Uberleben. Bzl 1996 [19]
untersuchten 63 Patienten mit-T#-Kopf-/HalsTumoren, die Radiotherapie und im
fortgeschrittenen Stadium Cisplatin uneFkiorouracitfChemotherapie bekamen. Ein
MedianpQO, >10 mmHg war assoziiert mit langerem Uberleben und langereretokal
Kontrolle. Hockel et al. 1996 [67] fanden, dass der Medp» der starkste Indikator

fur das Gesamtlberleben und das krankheitsfreie Uberleben bei 8%akemilnomen

mit Radiotherapie und adjuvanter Chemotherapie war.

Vaupel et al. 1993 und 2000 [151] beschrieben die Rolle der Tumorhypoxie fir das
Ansprechen auf Chemotherapie. Sie fanden eine Chemotherapieresisteiediogem
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pO, fir sauerstoffabhangige Therapieformen, wie die Therapie yalioghosphamid
oder Carboplatin. Daneben konnten einige Autoren [51, 69, 164] den Einfluss
schlechter Gewebeoxygenierung auf eine Reihe biologischer Pardmlegen, die das
maligne Potential eines Tumors entscheidend beeinflussen kdnnten.

Sonographisch kontrollierte polarographische Messungen der Tumorhypoxikmit
Eppendorf Histographen an einer gréReren Zahl von Brusttumoren sind bidhter nic

publiziert.

In der Literatur existiert zudem keine einheitliche Einteilung der
Gewebeoxygenierungsgrade. Insbesondere in Bezug auf die biologischen
Gewebefunktionen gibt es keinen begrindbaren standardisierten Grenzwert.

Weiterhin kénnen Messungen in nekrotischem Gewebe zur Uberschatzung der
biologisch relevanten Hypoxie fihren, da es nicht moglich ist, zwischen hgperis
vitalen Bereichen, die Selektionsdruck erzeugen, und nekrotischen tHgeremu
differenzieren.

Eine weitere Problematik besteht in der Gewinnung der Gewebeprabd&ank nicht
immer davon ausgegangen werden, dass die entnommene Biopsie rejw&sertdas
gesamte Malignom ist. Zudem ist es nicht moglich mit der Eppeipd®rHistographie
zwischen diffusionsbedingter und perfusionsbedingter Hypoxie zu untersthBigs

kann von Bedeutung sein, da eine selektionsbedingte Malignisierung vor allem be
chronischer, diffusionsbedingter Hypoxie auftritt.

Yu et al. 2002 [166] konnten eine grof3e Inhomogenitat derBxpBession im
Tierversuch mit kolorektalen Karzinomzelllinien an immunsupprirarertMausen
nachweisen. Dabei hatten Areale mit besserer Sauerstoffversoejugry héheren
Anteil p53positiver Zellen, wahrend in hypoxischen Arealen die VerteilunGuosten

der p53negativen Zellen verschoben w&ragegen fanden mehrere Autoren klinisch
eine Ubereinstimmungen des pS@atus von Primartumoren mit dem ihrer Metastasen,
was auf eine gewisse Homogenitat der-pExpression im gesamten Tumor schliel3en
lant [143].

Die kritische Wertung der immunologischen Verfahren zurp&8timmung sowie der
polarographischen Methoden der jp@essung zusammenfassend, sind wir der
Meinung, dass die in der Studie erlangten Ergebnisse nicht alktimodisch bedingt
sind, sondern zu wesentlichen Teilen ein reales biologisches Phanomen widérspieg
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Es kann daher gefolgert werden, dass Hypoxie zu einer Selektion von Tuemorzel
fuhrt, die nicht alleine von p53 vermitttelt wird, sondern auch von trénsaien
Genen des Zellzyklus wie p247, 85, 89].
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6. Zusammenfassung

Wir untersuchten in der vorliegenden Studie den Zusammenhang zwischen der
Gewebeoxygenierung und dem pStatus bei primaren Mammakarzinomen.

Zudem untersuchten wir die Eignung von polarographisch bestimmteWp@en und
immunhistochemisch bestimmtem pBBotein zur Vorhersage des Ansprechens auf
primare Chemotherapie beim Mammakarzinom, um die Hypothese, diss @t
normalem p53 bei niedrigem p@n Gewebe verstarkt der Apoptose unterliegen,

wahrend Zellen mit mutiertem p53 Uberleben, in vivo zu bestatigen.

Die mit unserer modifizierten Messmethode an einem im Vetglaa bisher
publizierten Arbeiten sehr groRen und homogenen PatientenkollektivearalpQ-

Werte waren im Vergleich zu bisher veréffentlichten Werten sehr niedrig.

Wir fanden keinen Zusammenhang zwischen der Gewebeoxygenierung und dem p53
Status, wie wir es auf Grund theoretischer Uberlegungen erwartet hatten.

Ebenso bestand keine signifikante Beziehung zwischen den vorliegeng&tigp@n

und dem Ansprechen auf eine neoadjuvante Chemotherapie. Auch fur dStapis3
konnten wir keinen Zusammenhang zum Ansprechen auf primare Chemotherapie
belegen.

Es kann daher gefolgert werden, dass die Gewebeoxygenierung sowie &a{pS3
nicht als pradiktive Marker fur das Ansprechen von Mammakarzinomgn a

neoadjuvante Chemotherapie verwendet werden kénnen.

Das steigende Wissen Uber die Tumorbiologie zeigt, dass keindneinzariable die
Reaktion auf Hypoxie und die Chemosensitiviat reguliert. Daher sishétig, das
biologischen Verhalten ganzer Zellen zu erforschen und nicht einzekres Gder
Proteine.

Die meisten Studien zur Vorhersage des Ansprechens auf Chemathsiragi mit
Patientenzahlen unter 100 zwar sehr klein. Ein Marker, der niclstatistisch, sondern

auch klinisch bedeutsam ist, sollte aber stark genug sein, um $&nferss auch in
kleineren Studien zu zeigen.

In Zukunft wird die Unterscheidung von mutiertem und Wikp p53, sowie die
genaue Lokalisationsbeschreibung der Mutation von Bedeutung sein, da diesen

Eigenschaften gro3ere biologische Konsequenzen beigemessen werden.
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