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1. Einleitung

Bei Tumoren der Weichgewebe handelt es sich umtaterogene Gruppe von
gutartigen und bésartigen Neubildungen mesenchyrald neuroektodermaler
Herkunft [35].

Der Anteil der malignen Weichgewebstumoren an desgintzahl aller Malignome
bei Erwachsenen betragt ca. 1% [32,94]. Bei Kinderth jungen Erwachsenen bis
zum 20. Lebensjahr bilden Sarkome einen Anteil e@n7%-10% aller malignen
Krebserkrankungen. Benigne Weichteiltumoren lbkeimedie malignen
zahlenmaRig bei weitem, etwa um den Faktor 10@3,[105].

Die jahrliche Inzidenz gutartiger Weichgewebstumdsetragt ca. 300/100.000
Einwohner, die der malignen wird mit 1-3/ 100.0@@cialle Altersgruppen
angegeben [32, 94]. Die altersspezifische Inzidgeigt in der Altersgruppe der
Uber vierzig jahrigen exponentiell, die meistenkBar-Patienten sind alter als
sechzig Jahre.

Generell kénnen sich Weichgewebstumoren in jedeitnd&s Korpers entwickeln.
Die haufigste Lokalisation bilden die Extremitatait 60%, davon zwei drittel in
der unteren Extremitat, ein drittel in der oberdm Stamm inklusive des
Retroperitonealraumes entstehen etwa 30%, im Bedss Kopfes und Halses 10%
[6].

Die Nomenklatur der Tumoren beschreibt den durdfeinzierung bzw.
Dedifferenzierung mesenchymaler (Stamm-) Zellemgomschenden Phanotyp.
Die Gesamtzahl aller Entitaten ist durch die Weidwicklungen der diagnostischen
Maglichkeiten der vergangenen Jahre und den daesudtierenden
Reklassifizierungen bereits existierender Entit&@nie Identifizierungen neuer
Entitaten in standigem Wachstum begriffen. Als 8tadklassifikationen sind die

WHO Classification of Tumors oder die nach Enzifgkaiss zu nennen [32,94].

Die chirurgische Entfernung mit mikroskopisch tufr@ien Randern (RO-
Resektion) bildet die wichtigste Therapiemalnahmaer Behandlung von
Weichteilsarkomen, haufig kombiniert mit Radiothmea Die Rolle der
Chemotherapie ist bis auf einige Ausnahmen (Rhalydearkom,

Ewingsarkom/PNET des Weichgewebes) unklar, da Waisarkome gegentber



konventionellen Chemotherapeutika oft eine ausgefigne Resistenz zeigen
[15,29].

Die Prognose maligner Weichgewebstumoren ist vietggeveise schlecht. Die 5-
Jahres-Uberlebensrate bei Patienten mit Weichtkdsaen betragt 50-60%. Die
meisten Patienten sterben durch Metastasierungheéh 80% der Falle innerhalb

von zwei bis drei Jahren nach der Erstdiagnoseithfi1].

Verbesserungen der Kenntnisse uber die molekulagigzchen Zusammenhéange bei
Sarkomen konnten in der Diagnostik hilfreich said alamit zu verbesserten
Prognoseparametern und zu spezifischeren Therapekten fuhren. Dies
bestétigte sich bereits in jingerer Vergangenheit.

Es ist beispielsweise gelungen, eine Reihe von Ngeiwebssarkomen zu
identifizieren, die fur die jeweiligen Entitatenegifische zytogenetische Anomalien
aufweisen.

Hierzu zahlen solche mit Fusionsgenen infolge clmsomaler Translokationen
(z.B. PAX3-FKHR in alveolaren Rhabdomyosarkomenj salche mit spezifischen
Mutationen (z.B. KIT-Mutationen bei gastrointesteraStromatumoren).

Fur die Gruppe von Weichteilsarkomen mit spezifescigenetischen Alterationen
gilt, dass beispielsweise durch Translokationgstehende Fusionsgene als
natzliche diagnostische Marker dienen kénnen. Dartimaus kodieren solche
Fusionsgene fir chimare Proteine, die fur die Bj@alieser Tumoren wichtig sind,
indem sie beispielsweise als Transkriptionsfaktdoegieren. Sie deregulieren so
die Transkription zahlreicher Gene und damit detaAbzellularer
Informationswege [15].

Es wahre denkbar, dass diese chiméren Proteineaable die Gene, die durch sie
dereguliert werden als potentielle therapeutisdeéeglienen und damit von
pradiktivem Wert sein kbnnten.

Die Charakterisierung und die gezielte Blockade Koth (CD117) durch Imatinib
(Glivecd) sind ein Modell fiir eine solche molekulare Intrtion bei Patienten mit

Weichteilsarkomen [87].

Die Moglichkeit fir Tumorzellen zu zahlenmaRig empa@em Wachstum ist zum
einen durch die Proliferationsrate determiniettalser auch abhangig von der
Zelluntergangsrate. Der programmierte Zelltod (Apsp) stellt hierbei einen

wichtigen Faktor dar.



Das in gesunden Geweben fein regulierte Gleichdavwmwischen Zellwachstum,
Zellvermehrung und Zelldifferenzierung einerseitsl uler Apoptose andererseits, ist
in Krebszellen in Richtung Zellvermehrung und Z@blistum verschoben.
Grundlage der Mechanismen, die zu maligner Ze#dgihzierung fihren konnen,
bilden eine Vielzahl genetischer Veranderungendiadiaraus resultierenden
qualitativen und/oder quantitativen Veranderungenzellularen Proteinexpression.
Von besonderer Bedeutung sind hierbei Gene unchd&adukte, die durch
Mutationen mit dominantem Funktionsgewinn ausgestaind, welche die Zelle in
Richtung Proliferation treiben, sogenannte Onkogsowie Gene und deren
Produkte, die das Zellwachstum hemmen, sogenanmiBuppressorgene.
Letztere kobnnen haufig durch mutationsbedingteasgizen Funktionsverlust inre
zellulare Wirkung nur noch eingeschrankt oder nmbkhr austiben [38].

Zwei solcher Gene und deren Produkte, die eingaeriRolle in der Kontrolle des
Zellzyklus, der Apoptoseregulation und somit defrAchterhaltung der
genomischen Stabilitat spielen, sind das Tumorsggargen p53 und das Onkogen
bcl-2.

Das p53-Tumorsuppressorgen (lokalisiert auf Chramo$7p) kodiert flr ein aus
393 Aminosauren bestehendes 53 kDa Protein [55]1iB§t in einem hohen Anteil
der menschlichen Tumoren in mutierter Form vor [4#83 ist durch eine relativ
kurze Halbwertszeit von ca. 20 Minuten nur in ggeinKonzentration in der Zelle
vorhanden und ist vor allem im Zellkern lokalisi€3eine Expression, Stabilisierung
und nukleare Akkumulation wird als Antwort auf eiielzahl von Stressoren wie
beispielsweise DNA-Schadigung (durch ionisierenatatfung, UV-Strahlung und
karzinogene Substanzen), Hypoxie oder Onkogenesipregesteigert. P53
funktioniert als Transkriptionsfaktor. Die Aktivieng von p53 fuhrt Gber die
Hochregulation der Transkription bestimmter Zielgeam Arrest am G1/S-
Phasen-Checkpunkt des Zellzyklus (Expression vdn p@d zur Induktion von
DNA-Reparatursystemen (Expression von GADDA45). KdielDNA-Reparatur
nicht erfolgreich durchgefuhrt werden, so fuhrt @arch p53 gesteigerte)
Expression von bax, Giber die Antagonisierung dakWig von bcl-2, zur Einleitung
der Apoptose [57].

Die Entdeckung des bcl-2 Onkogens (Lokalisiert@ufomosom 18q) und seines
Genproduktes, welches durch Chromosomentransiokhtohreguliert und
Uberexprimiert in nahezu 80% der follikularen Bddgimphome vorliegt [88],



sowie die Entdeckung seiner antiapoptotischen kamk®0], haben die
Untersuchung der Bedeutung der Apoptose auf maestuEbene in malignen
Tumoren eréffnet.

Bcl-2 ist als integrales Membranprotein in gesundelten in der &uf3eren
mitochondrialen Membran, in der Kernmembran undenMembran des
endoplasmatischen Retikulums lokalisiert und sahderen Integritat [49]. Es kann
die Auslosung der Apoptose als Antwort auf eind3grdahl von Todessignalen wie
DNA-Schadeny-Strahlen, Glucocorticoide oder Chemotherapeutddimdern

[102], indem es die proapoptotische Wirkung sef@egenspielers bax antagonisiert.

Viele Studien haben gezeigt, dass p53 und bclH2imoren des Weichgewebes
mindestens in einem Teil der Falle alteriert sind.

Das Studium der Literatur ergibt jedoch ein diskrges Bild. Die Angaben zur
Haufigkeit von bcl-2 oder p53 Alterationen variieravischen verschiedenen
Studien stark (p53 Alterationen in 9-90%i, 84], bcl-2 Alterationen in 16-77% [29,
62] der untersuchten Falle). Ursache hierfur dirftevidievendung unterschiedlicher
Untersuchungsmethoden und Auswertungskriterien BeenDaten der Literatur

sind somit nur schwer zu interpretieren. StudiésgdoRe Kollektive verschiedener
Weichteilsarkome untersuchen fehlen weitgehend.

Die Tissue Microarray (TMA)-Technik konnte hier voasonderem Wert sein. Beli
diesem Verfahren kdnnen hunderte 0,6 mm durchmdeseéawebeproben aus
archiviertem Paraffinmaterial enthommen und in eiRaraffin-Empfangerblock
eingebracht werden. An den hiervon angefertigtdm®en kann nun die
gleichzeitige in-situ Untersuchung (z.B. Immunhestemie oder Fluoreszenz in-situ
Hybridisierung) an hunderten verschiedener Geweliiepr durchgefuhrt werden.
Die TMA-Technik erlaubt die maximal standardisidthetersuchung samtlicher
Gewebeproben unter Verwendung eines einzigen Ralidaknd des selben
Antikdrpers. Daraus resultiert eine optimale Veiglbarkeit der erhaltenen Daten
[54, 78].

Die reprasentative Aussagekraft der TMA-Technikdeuin zahlreichen Studien,

unter anderem auch an Weichgewebstumoren gez&8gt(?2 46, 47].



In der Vorliegenden Studie wurde die Haufigkeit sodie prognostische Bedeutung
von p53- Alterationen und bcl-2-Uberexpressionisatie Haufigkeit von bcl-2-
Genkopienzahlveranderungen an einem Tissue Miapaus 602

Weichgewebstumoren analysiert.



2. Material und Methoden

2.1 Patienten und Tumorproben

Fir die Untersuchung standen 602 Formalin fixiartd in Paraffin eingebettete
Weichgewebstumoren von insgesamt 515 PatienteWeardiigung.

Die Tumorpraparate waren in den Jahren 1992 biS #00nstitut fir Pathologie
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf unteinswnd archiviert worden.
Die pathologisch-anatomischen Daten zu den Tumbgprevurden aus den
entsprechenden Pathologieberichten des Institutes®mmen: Diagnose,
Tumorlokalisation, Tumorgréf3e und histologischead;isowie das Vorhandensein
von Metastasen und/oder Rezidiven und deren Lakaiis.

Von allen Paraffinpraparaten wurdemp#h Schnitte angefertigt und mit
Hamatoxylin-Eosin (HE) angefarbt. Diese wurden eorem Pathologen (Dr. med.
A.Quaas, Institut fur Pathologie des Universitdtsklms Hamburg-Eppendorf)
mikroskopiert, um den histologischen Tumortyp zerblifen, sowie den
Tumoranteil des Préparates zu lokalisieren (,higjisiches Review").

Des weiteren wurde eine vollstandige Reklassifurigrder im Institut flr Pathologie
archivierten Gastrointestinalen Stromatumoren (GI8iftels histologischer und
immunhistochemischer Untersuchung durchgefuhrtf(Bno med. H. Schéfer, Dr.
med. U. Reichelt, Institut fur Pathologie des Unsigitsklinikums Hamburg-
Eppendorf), deren Ergebnisse fir diese Studie aufligung standen.

Fur 65 der untersuchten Patienten mit GIST wurderiadvdifsdaten freundlicher
Weise aus der Abteilung fur Allgemein-, ViscerahduThoraxchirurgie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf zur Verfagwestellt. Diese enthielten
Angaben zum Zeitpunkt des Auftretens von Metastaselfoder Rezidiven sowie
zum krankheitsspezifischen Uberleben der Patiemas.tumorspezifische
Uberleben der Patienten wurde aus dem Datum desiBRzles Primartumors und
dem Datum des Todes oder des letzten Follow-upgcheet. Patienten, die aus
anderen Grinden als am GIST starben, wurden zutputdit des Todes zensiert.
Nur Patienten, bei denen ein eindeutiger Zusammmenpaischen GIST und
Todesursache dokumentiert war, wurden als an ifusrorerkrankung verstorben

gewertet.
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Das rezidivfreie und metastasenfreie Uberleben evars dem Datum der Operation
des Primarius und dem Datum der Operation des Rezidker Metastase oder dem
letzten Follow-up errechnet.

Die Verwendung der Daten wurde durch die Ethikkossioin der Arztekammer
Hamburg genehmigt. AuRerdem lagen schriftliche Eistandniserklarungen aller

Patienten tUber die Verwendung der Gewebeprobemmciungszwecken vor [51].
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2.2 Tissue Microarray- Herstellung

Die Tissue Microarray (TMA) Methode ermoglicht dasbringen von hunderten
Gewebszylindern (Durchmesser 0,6 mm) aus histatbgiefinierten Regionen
verschiedener Tumoren (,donor”) in einen einziganafinblock (,recipient”). Die
nachstehende schematische Darstellung der TMA-Tle@urde der Dissertation
~-Epidemiologie der EGFR-Expression beim Kolon-Kamn: Eine “Gewebe-Chip”-
Untersuchung an 1417 Tumoreon Mark Fahmdller, Medizinische Fakultét der

Universitat Basemit Erlaubnis entnommen (Abb. 2.2.a).

Abb. 2.2.a: Schematische Darstellung der Gewebgéteastellung
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Abb. 2.2.b: Gewebearr-Stanzger:

Zur Entnahme der Gewebeproben
dient ein an der Spitze gescharfter
Hohlzylinder mit einem inneren
Durchmesser von 0,6 mm. Mittels
eines 0,6 mm durchmessenden
Bohrers werden zunéchst Lécher in
dem Empfangerblock vorgefertigt, in
welche dann die entnommenen
Stanzzylinder eingebracht werden.
Zum AusstolRen der Gewebeproben
aus dem Hohlzylinder dient ein
Stahldraht mit einem &uf3eren
Durchmesser von ebenfalls 0,6 mm.
Hohlzylinder und Bohrer werden in
einem X-Y-Achsen-Prazisionsgeréat
(Gewebe-Array-Stanzgeréat) gehalten.
Ein einstellbarer ,Eindring-Stopper*
gewabhrleistet die gleichbleibende
Lange von Gewebeproben und

vorgefertigten Bohrlochern.

Abb. 2.2.c: Vorfertigen eines
Bohrkanals im Empfangerblock

Abb. 2.2. d: Lokalisieren des zu
stanzenden Areals mittels
markiertem HE-Préparat

Abb.2.2.e: Entnahme einer Star
aus der Tumorprobe

Abb.2.2.f: Einbringen der Stanze in

den Empfangerblock
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Durch erwdrmen werden die Stanzen in den Bohrkaméledem
Empfangerparaffin fest verbunden. Mittels regul@igerotome kdnnen nun
Schnitte von dem Tissue Microarray angefertigt wardAn den TMA- Schnitten
sind alle Arten von in-situ-Analysen durchfuhrbainne spezielle Modifikation

bereits existierender Protokolle.

Abb.2.2.g: Sarkom-TMA-602

Die praktische Erstellung des Sarkom-TMA erfolgté&Semeinschaftsarbeit mit Herrn
Marcel Hochreiter (Dissertation an der Universi@amburg zum Thema ,Veranderungen

des Epidermal Growth Factor Rezeptors (EGFR) ik@aen®).
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2.3 Immunhistochemie

Fur die immunhistochemische Untersuchung des TMAdem die am Institut fur
Pathologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppehderwendeten Standard-
Immunperoxidase-Verfahren zur Detektion von p58 bd-2 durchgefuhrt
(DAKO, Glostrup, Danemark). Verwendete Antikorpére Verdinnung, sowie
Inkubationsdetails sind in Tabelle 2.3.1 aufgelistdds Chromogen wurde
Diaminobenzidin ( Liquid DAB DAKO K3468) verwenddder Antikdrper wurde
fir negative Kontrollen weggelassen. Als positivenkolle wurden Gewebe mit
bekannter p53 Alteration Beziehungsweise bcl-2 Esgion verwendet
(Standardkontrollgewebe: p53: Colon-Ca mit bekanp®a Alteration, bcl-2:
Lymphknoten ).

Tabelle 2.3.1: Antikérper und Inkubationsbedingunge

Antikérper Hersteller Verdiinnung, Inkubationsbedingungen
p53 DO-1 DAKO, Glostrup Danemark /3@00, 30°C, 120 min
bcl-2 clone 124 DAKO, Glostrup Danemark /18D, 30°C, 120 min

Fur beide Antikdrper wurde bei jedem Tumor die eértensitat (auf einer Skala
von 0-3), sowie der prozentuale Anteil der positivellen von einem Pathologen
(Dr. med. A. Quaas) geschatzt. Anhand der Ergsebmisirden die Tumoren nach
festgelegten Kriterien kategorisiert (Tabelle 2)3[¥e verwendeten Grenzwerte
basieren auf friheren Arbeiten zu p53 und bcl-3arkomen [11, 26, 29].

Tabelle 2.3.2: Scoring-Kriterien fir p53 und bcl-2

IHC-Resultat Farbeintensitat Anteil pivgir Tumorzellen (%)
Negativ 0 keine Anfarbung
Schwach positiv 1+ =2 10% (bcl-2) £ 20% (p53)
2+ < 80%
3+ < 30%
stark positiv 2+ = 80%
3+ > 30%
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2.4 Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH)

Die FISH-Untersuchung wurde wie bereits beschrighexhgefuhrt [78].

Die TMA-Schnitte wurden zunéchst mit dem Paraffiatgeatment kit der Firma
Abbott vorbehandelt.

Fur die FISH-Untersuchung wurde die Vysis ISBCL2 (18g21) Dual Color
Break Apart Rearrangement Probe (Abbott Molecuiar)lverwendet. Dieser
Probenmix enthalt eine Spektrum Orange markierte@@® kb grof3e bcl-2-Sonde,
die einen Teil des bcl-2 Gens mit angrenzendemietischen DNA-Abschnitten auf
Chromosom 18 abdeckt.

Die Hybridisierung und die nachfolgenden WaschurdgnSchnitte wurden
entsprechend der Herstellerempfehlungen durchgefthr

6 um dicke TMA-Schnitte wurden auf Objekttrager Gbagen (Paraffin Tape-
Transfer System adhesive coated Slides CAT# PSA«Q84trumentics), 45
Sekunden UV-bestrahlt, luftgetrocknet und Uber Naai Xylol entparaffiniert.
Anschliel3end wurden die Schnitte in 96% Ethanoldeért und mit der
~pretreatment”-Lésung (Abott, 15 Minuten bei 80°@)d der Proteaselésung
(Pepsin, 150 Minuten bei 37°C) vorbehandelt, mis®éa gespilt, in aufsteigender
Reihe mit Ethanol erneut dehydriert und luftgetroatk Nach Aufbringen der FISH-
Sonde wurde die Probe fir 5 Minuten bei 72°C deteatwnd tber Nacht bei 37°C
in einer feuchten Kammer hybridisiert. NachfolgeMdaschungen wurden mit 2 x
SSC Waschpuffer (0,3% NP40, pH 7-7,5) bei 72°C higetihrt. Nach
Lufttrocknung der Schnitte wurde mit 4°,6-Diamidi@d?henylindol (DAPI, 1000
ng/ml, Abbott) gegengefarbt.

2.4.1 Auswertung der FISH-Signale

Fur jede Gewebeprobe wurde die absolute Anzahbi@derge fluoreszierenden bcl-2
Gensignale pro Tumorzellkern geschéatzt. Bei Schwagé&n der pro Tumorzellkern
sichtbaren Gensignale innerhalb einer Gewebeprwalnele der in der jeweiligen

Tumorzellpopulation am haufigsten vertretene Warttigelt.
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2.5 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde SPSS fur Wind@vession 13.0, SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) verwendet.

Die Beziehungen zwischen den verschiedenen patisolognatomischen Daten und
den immunhistochemischen Untersuchungsergebnissetie den Ergebnissen der
FISH, wurden mittels Kreuztabellen unter Verwenduag Fisher's exact test
berechnet.

Die Darstellung der kumulierten Uberlebenskurveolgte nach der Methode von

Kaplan-Meier, die Analyse mittels log rank test.

17



3. Resultate

3.1 Patientendaten und pathologisch-anatomische Refde

Untersucht wurden 602 Weichgewebstumoren von 51i&rRan. Davon waren 272
(52,8%) Frauen und 243 (47,2%) Méanner. Das durchtltibhe Patientenalter
betrug 55,93 Jahre (1-98). Die Diagnosen der 51igfan wurden den
urspringlichen Pathologieberichten enthommen umdlisi Tabelle 3.1.1

zusammengefasst.

Tabelle 3.1.1untersuchte Patienten und ihre Diagnosen

Diagnose n
Leiomyom 78
Leiomyosarkom 73
Gastrointestinaler Stromatumor 71
Liposarkom 64
Malignes Fibréses Histiozytom 61
Maligner peripherer Nervenscheidentumor 35
(malignes Schwannom)

Desmoid 22
Granularzelltumor 21
Hamangioperizytom 14
Angiosarkom 12
Chondrosarkom 10
Sarkom NOS (not otherwise specified) 9
Dermatofibrosarcoma protuberans 8
Osteosarkom 7
Rhabdomyosarkom 7
Ewing Sarkom 6
Peripherer Neuroektodermaler Tumor 6
Fibrosarkom 3
Synovialsarkom 3
Rhabdomyom 1
spindelzelliges Lipom der Orbita 1
rundzelliger desmoplastischer Tumor 1
klarzelliges Sarkom 1
maligner extraintestinaler Stromatumor 1

Total 515



Von den insgesamt 602 untersuchten Tumorprobenettanes sich um 408
Primartumoren, 81 hamatogene Metastasen, 15 Lyngpbkmetastasen und 98
Rezidive.

26 Primartumoren waren als pM1 klassifiziert, woword9 Fallen Primartumor und
die zugehorige Fernmetastase zur Untersuchunggesrla

8 Primartumoren waren als pN1 klassifiziert. Zusdielagen in 7 Fallen die
jeweiligen Lymphknotenmetastasen zur Untersuchumg v

Bei 44 Primartumoren waren Rezidive aufgetretenyoman 35 Fallen Primartumor
und Rezidiv zur Untersuchung vorlagen.

Zu 107 Patienten standen nur Rezidive oder Metstals Untersuchungsmaterial
zur Verflgung.

Die Tumorlokalisation konnte bei 377 von 408 Pritaéroren aus den

ursprunglichen Pathologieberichten enthommen werden

Tabelle 3.1.2: Lokalisation der Primarii aller uistechter Entitaten

Lokalisation n
obere Extremitat 13
untere Extremitat 51
Rumpfwand 39
Kopf/Hals 32
Retroperitoneum 19
Intraabdominal ONA 52
Gastrointestinal 113
Leber 2
Peritoneum 5
Intrathorakal ONA 16
Mediastinal 2
Lunge 5
Keine Angabe 59
Total 408

! Ohne nahere Angabe der Lokalisation
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Die GroR3e der Primartumoren war in 392 Fallen lgi&migne und maligne)
angegeben. 215 Primartumoren waren kleiner als,3.émhgrofRer als 5 cm im
jeweils grof3ten Durchmesser (0,5-50 cm). Geméal®dénition des American Joint
Committee on Cancer (AJCC) [12] des T-Stadiums bty T25cm) wurden 109
primare Weichteilsarkome als pT1 klassifiziert, B8 pT2.

Das histologische Grading ging nur bei 210 Prinmédren aus dem
Pathologiebericht hervor. 40 wurden als G1, 7258sund 98 als G3 klassifiziert.

Auch die Lokalisation der Metastasen wurde dend®agfieberichten entnommen

und ist in Tabelle 3.1.3 dargestellt.

Tabelle 3.1.3: Lokalisation der Fernmetastasen

Lokalisation n
Rumpfwand 7
Kopf/Hals 1
Intraabdominal ONA 4
Gastrointestinal 1
Leber 21
Peritoneum 4
Lunge 39
Keine Angabe 4
Total 81

2 Ohne nahere Angabe der Lokalisation
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3.2 Gastrointestinale Stromatumoren (GIST)

Die Gastrointestinalen Stromatumoren waren furedigsidie von besonderem
Interesse, da von einem grol3en Teil dieser Patiergelaufsdaten vorhanden
waren.

Von unseren 71 Patienten mit GIST waren 31 Frad@;7%) und 40 Manner
(56,3%). Das mittlere Alter der Patienten betrugmZZeitpunkt des
Erkrankungsbeginns 60,92 Jahre (23-83 Jahre).

Von den insgesamt 78 untersuchten Tumorproben @Giaitgtstinaler Stromatumoren
waren 63 Primartumoren, 12 hdmatogene Metastadgm@hknotenmetastasen
und ein Rezidiv. Bei 11 Primartumoren waren lautikthen Angaben hamatogene
Metastasen aufgetreten, bei 2 Lymphknotenmetastasgbei 9 Rezidive. Fir 5
Patienten lagen der Primartumor und eine Fernnastastir 2 Patienten der
Priméartumor und eine Lymphknotenmetastase zurlgteitigen Untersuchung vor.
Die Lokalisation der Primartumoren konnte aus depniinglichen
Pathologieberichten entnommen werden: 45 Tumor&nben sich im Magen, 10
im Dinndarm, 2 im Osophagus, 2 im Rektum, 2 im G&ech ohne nahere Angabe,
und jeweils einer im Colon und im Peritoneum. Sorken also 45 im Magen
lokalisierte GIST 18 intestinal lokalisierte gegbaigestellt werden.

Die durchschnittliche Tumorgré3e betrug 6,33 cn3%lem).

Das histologische Grading war bei 12 Patienten fretk@ waren als G1, 3 als G2
und 5 als G3 klassifiziert worden.

Nach der Klassifikation von Miettinen et al. [61bmden die hier untersuchten GIST
in drei Risikogruppen eingeteilt: 19 benigne, 38igme und 14 unsicher bzw.
niedrig maligne.

Zu 65 unserer 71 Patienten lagen Angaben zum kediskpezifischen Uberleben
vor. Zum Endpunkt der Studie lebten 38 Patientazitere 5 lebten mit Tumor bzw.
Rezidiv, 17 starben an der Tumorerkrankung unéfbeh an anderen
Todesursachen.

Die mittlere Nachbeobachtungszeit betrug bei G8&Rgn flr das
krankheitsspezifische Uberleben 39,2 Monate (1-Nléiate). Die mittlere
Nachbeobachtungszeit fiir das metastasenfreie leerleetrug bei 60 Patienten
35,98 Monate (1-147 Monate) und fir das rezidigfléberleben bei 59 Patienten
37,8 Monate (1-147 Monate).
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In die Berechnung der Uberlebenskurven konnterdimiPatienten einbezogen
werden, fUr die zur Beantwortung der jeweiligengéstellung vollstandige
klinikopathologische Daten vorlagen. Daher addiesieh die in den nachfolgenden
Uberlebenskurven untersuchten Patientenzahlen nictien tatsachlich auf dem

Array untersuchten Patientenzahlen auf.
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3.2.1 Pathologisch-anatomische Befunde und Prognosei Gastrointestinalen

Stromatumoren

Wie zu erwarten, war die Prognose der Patientek st dem Vorhandensein von

Metastasen oder einer Rezidiverkrankung assofirebeiden Féallen p<0.0001)

Abb. 3.2.1.a: Vorliegen von Metastasen und krartkbpezifisches Uberleben
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Abb. 3.2.1.b: Vorliegen eines Rezidivs und kranidsgiezifisches Uberleben
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Weiterhin fand sich eine enge Assoziation zwisatemnTumorlokalisation und dem

Patientenuiberleben. Patienten mit intestinalen Gk&iben signifikant friher als
Patienten mit gastralen GIST (p=0,014).

Abb.3.2.1.c: Tumorlokalisation gastral vs. inteatinnd krankheitsspezifisches Uberleben
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Abb.3.2.1.d: Tumorlokalisation gastral vs. inteatinnd metastasenfreies Uberleben
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Das Auftreten von Metastasen
und Rezidiven war eng mit der
Tumorlokalisation assoziiert.
Bei intestinalen GIST traten
Metastasen (p=0,009) und
Rezidive (p<0.0001)
signifikant friher auf als bei
solchen, die im Magen

lokalisiert waren.
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Abb. 3.2.1.e: Tumorlokalisation gastral vs. intestiund rezidivfreies Uberleben
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Die Einteilung der Patienten in RisikokategoriecmMiettinen et al. [61] bestatigte
deren signifikanten Zusammenhang zum krankheitsfipehen Uberleben

(p=0,003) im hier untersuchten Patientenkollektiv.

Abb. 3.2.1.f: Dignitat nach Miettinen et al und kkheitsspezifisches Uberleben
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3.3 Immunhistochemie

3.3.1 P53- Alterationen in Weichgewebstumoren

Bei der Auswertung der p53-Immunhistochemie wund@nnukle&re Anfarbungen
beriicksichtigt. Die Anfarbung war in den meistetdfénur schwach oder mafiig
ausgepragt, betraf aber in einigen Fallen 80-108fddmorzellen. In 46 von 554
auswertbaren Tumorproben (8,3%) war eine eindatzide, nukleare p53-
Positivitat nachweisbar.

Beispiele eines positiven und negativen immunhlsmischen Befundes sind in
Abb. 3.3.1. a-c gezeigt.

Die Befunde der p53-Immunhistochemie bei Primarenaler verschiedenen
Weichteiltumoren sind in Tabelle 3.3.1.1 dargestklinikopathologische Parameter
und entsprechende Befunde der p53-Immunhistochieniabelle 3.3.1.2.

Die verschiedenen Tumorarten zeigten deutliche idaltéede in der Haufigkeit von
p53 Alterationen. Ebenso zeigte sich ein deutlighesammenhang zwischen p53
Alterationen und Tumordignitat: stark p53-positRemartumoren fanden sich
ausschlief3lich in der Gruppe der malignen Weichgstvanoren (Fisher's
p<0,0001). Weiterhin fand sich fir unser gemischtelektiv von
Weichteiltumoren ein signifikanter Zusammenhangsziven p53-Alterationen und
niedrigem Differenzierungsgrad (Fisher's p<0,0001g zwischen p53-Alterationen
und positivem Metastasenstatus (Fisher's p=0,&sHand sich jedoch kein
Zusammenhang zwischen p53-Alterationen und AJCQati&m, Nodal- und
Rezidivstatus.

Der p53-Befund der Rezidive und Lymphknotenmetastagar mit demjenigen der
zugehdorigen Priméartumoren weitgehend identisch. #légene Metastasen waren

etwas haufiger p53 positiv als ihre Primartumoren.
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Abb. 3.3.1.a-c: p53 Immunhistochemie

a.: Gewebespot eines stark p53-IHC-positiven Ligasa (starke, nukledre Anfarbung)

b.: AusschnittvergréR3erung mit starker, nuklea&s-positivitit in einem Gastrointestinalen

Stromatumor

c.: AusschnittvergréBerung eines p53-IHC-negatiBemwebespot (GIST)
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Tabelle 3.3.1.1: p53-Immunhistochemie

Array Zusammensetzung

n auswertbar

Alle Tumorproben 602 554

Primartumoren

Weichteilsarkome
Angiosarkom 9 9
Chondrosarkom 6
DFSP? 6
Ewing Sarkom 5
Fibrosarkom 1
GIST 4
Hamangioperizytom 9
Klarzelliges Sarkom 1
Leiomyosarkom 49 47
Liposarkom 54 50
MPNST* 20 20
Maligner

extraintestinaler

Stromatumor
MFH?®

Osteosarkom
PNET®
Rhabdomyosarkom
Synovialsarkom
Sarkom (NOSY

Alle

NOFRP~,WEAIMPE

o
o)
NORDMNRWER

S
©

Benigne Weichteiltumoren

Desmoid 20 20
GIST 19 16
Granularzelltumor 21 20
Leiomyom 78 66
Rhabdomyom 1 0
Spindelzelliges Lipom

der Orbita 1 1
Alle 140 123
Hamatogene Metastasen 81 76
Lymphknotenmetastasen 15 15
Rezidive 98 91

® Dermatofibrosarkoma Protuberans

* Maligner peripherer Nervenscheidentumor
®> Malignes fibréses Histiozytom

® Peripherer neuroektodermaler Tumor

" Not otherwise specified

p53-Expression (%)

negativ schwach stark
440(79,4) 67(12,1) 46(8,3)

6(66,7) 2(22,2) 1(11,1)
5(100,0) 0,00 0,00
6(100,0) 0,00 0,00
5(100,0) 0,00 0,00
33(80,5) 7(17,1) 1(2,4)
9(100,0) 0,00 0,00
0,00 0,00 1(100,0)
36(76,6) 5(10,6) 6(12,8)
44(88.0) 1(2,0) 5(10,0)
15(75,0) 3(15,0) 2(10,0)
1(100,0) 0,00 0,00
25(69,4) 3(8,3) 8(22,2)
3(75,0) 1(25,0) 0,00
0,00 1(50,0) 1(50,0)
3(75,0) 1(25,0) 0,00
0,00 1(100,0) 0,00
5(62.5) 2(25,0) 1(12,5)

196(78,7)  27(10,8)  26(10,5)

20(100,0) 0,00 0,00
12(75,0) 4(25,0) 0,00
9(45,0) 11(55,0) 0,00
65(98,5) 1(1,5) 0,00
1(100,0) 0,00 0,00

107(87,0)  16(13,0) 0,00

55(72,4) 13(17,1)  8%)0,
9(60,0) 2(13,3)  4(26,7)
73(80,2) 10(11,0)  8(8,8)

28



Tabelle 3.3.1.2: p53-Expression und klinikopathologche Parameter

Array Zusammensetzung p53-Expression (%)
n auswertbar negativ schwach stark p-Wert
Dignitat
Benigne 140 123 107(86,9) 16(13,0) 0,00
Maligne 268 249 196(78,8) 27(10,8) 26(10,4) p<0,0001
Histologischer Grad
Gl 40 34 33(97,1) 1(2,9) 0,00
G2 72 69 55(79.7) 12(17,4) 2(2,9)
G3 98 91 62(68,1) 8(8.,8) 21(23,1) p<0,0001
AJCC-T-Stadium
pT1 < 5cm 109 103 78(75,7) 15(14,6) 10(9,7)
pT2=5cm 153 140 114(81,4) 11(7,9) 15(10,7) n.s. (p=0,25)
Metastasen-Status
PMO 242 225 180(80,0) 20(8,9) 25(11,1)
PM1 26 24 16(66,7) 7(29,2) 1(4,2) p=0,014
Nodalstatus
pNO 260 242 190(78,5) 27(11,2) 25(10,3)
pN1 8 7 6(85,7) 0,00 1(14,3) n.s. (p=0,64)
Rezidiv-Status
kein Rezidiv 229 212 169(79,7) 22(10,4) 21(9,9)
rezidiviert 39 37 27(73,0) 5(13,5) 5(13,5) n.s.(p=0,59)
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3.3.2 P53-Alterationen in Gastrointestinalen Stromamoren und Prognose

In der Gruppe der p53-negativen Patienten (n=40bseh 4 (10%) an der
Tumorerkrankung. In der Gruppe der p53-positivetielRten (n=10) starben 5
(50%) am Tumor. Die statistische Analyse mittelg{Rank Test ergab einen
signifikanten Unterschied fiir das krankheitsspseife Uberleben von Patienten mit
und ohne p53-Alterationep<£0,003).

Abb. 3.3.2.a: p53-Alterationen und Krankheitsspseifes Uberleben bei GIST
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Auch Rezidive traten signifikant friher in der Gpepder Patienten mit p53-
Alterationen auf (Log Rang=0,014).

Abb. 3.3.2.b: p53-Alterationen und Rezidivfreiesdtdbben der Patienten mit GIST
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Abb. 3.3.2.c: p53-Alterationen und Metastasenfrélbsrleben der Patienten mit GIST
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Metastasen traten
tendenziell friher in der
Gruppe der Patienten
mit p53-Alterationen
auf. In der Analyse
ergab sich jedoch kein
Unterschied von
statistischer Signifikanz
(Log Rank p=0,078).
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3.3.3 Bcl-2- Expression in Weichgewebstumoren

Bei der Auswertung der bcl-2-Immunhistochemie wardar zytoplasmatische
Anfarbungen bertcksichtigt. Die bcl-2-Anfarbund fie406 (76,3%) von 532
auswertbaren Tumorproben negativ aus. Bcl-2 wawvach positiv in 23 (4,3%) und
stark positiv in 103 (19,4%) der Tumorproben. lwatinem Viertel der positiven
Féalle fand sich eine Anfarbung von 80-100% der Trraken.

Beispiele von positiven und negativen immunhistogisehen Befunden sind in
Abb. 3.3.3.a-e gezeigt.

Die Haufigkeiten der bcl-2-Expression bei den Prinn&oren der verschiedenen
Weichteiltumoren sind in Tabelle 3.3.3.1 dargestklinikopathologische Parameter
und entsprechende Befunde der bcl-2 Immunhistoahemiabelle 3.3.3.2.
Verschiedene Tumorarten zeigten deutliche Unteesiehin ihrer bcl-2 Expression.
Jedoch ergab sich kein Zusammenhang zwischen BgpPession und
Tumordignitat. Sowohl in der Gruppe der malignenalch in der Gruppe der
benignen Weichteiltumoren fanden sich Entitatenstatker bcl-2 Expression.
Besonders auffallig war die starke bcl-2 Positivitéi 19 (100%) der untersuchten
Granularzelltumoren. Maligne GIST zeigten in 21,884), benigne GIST in
7(38,9%), Leiomyosarkome in 11 (22,9%) der Falieeatarke bcl-2 Expression.
Alle 33 untersuchten MFH waren bcl-2 negativ.

Bezuglich der klinikopathologischen Parameter faicth fiir unser gemischtes
Kollektiv von Weichteiltumoren kein Zusammenhangsohen bcl-2-Expression
und histologischem Grading, TNM-Stadium und demitegtatus.

Die bcl-2 Expression der hamatogenen Metastasenphinotenmetastasen und der
Rezidive war mit derjenigen der zugehdrigen Priomadren weitgehend identisch.
Nur in wenigen Fallen fanden sich bcl-2 positivenatogene Metastasen bei bcl-2

negativem zugehdrigem Priméartumor.
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Abb.3.3.3.a-€:

bcl-2 Immunhistochemie,

Beispiele positiver und negativer

Befunde fiir zytoplasmatische

bcl-2 Expression

a.: Gewebespot eines GIST
starker zytoplasmatischer bzl-
Expression

b.: vergroRerter Ausschnitt,
stark bcl-2-IHC positiv

c.: bcl-2 -IHC negativer C.
Gewebespot eines GIST

d.: bcl-2-IHC schwach

positiver Gewebespot eines

GIST

e.: AusschnittvergréfRerung

d.
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Tabelle 3.3.3.1: bcl-2-Immunhistochemie

Array Zusammensetzung

beHExpression (%)

Alle Tumorproben

Priméartumoren

Weichteilsarkome
Angiosarkom
Chondrosarkom

DFSP
Ewing Sarkom
Fibrosarkom
GIST
Hamangioperizytom
Klarzelliges Sarkom
Leiomyosarkom
Liposarkom
MPNST®
Maligner
extraintestinaler
Stromatumor
MFH 1°
Osteosarkom
PNET"
Rhabdomyosarkom
Synovialsarkom
Sarkom (NOS)?
Alle

Benigne Weichteiltumoren
Desmoid
GIST
Granularzelltumor
Leiomyom
Rhabdomyom
Spindelzelliges Lipom
der Orbita

Alle

Hamatogene Metastasen
Lymphknotenmetastasen
Rezidive

8 Dermatofibrosarkoma protuberans

n

602

NOFRPPMWADMPE

)]
(o]

20
19
21
78

140

81
15
98

° Maligner peripherer Nervenscheidentumor

19 Malignes fibréses Histiozytom
" peripherer neuroektodermaler Tumor
12 Not otherwise specified

aus-
wert-
bar

532

|\)(IJI—‘-I>|\)(J~.78IA

w
(o]

16
16
19
69
1

1
122

74
14
85

negativ.  schwach asdt

406(76,3) 23(4,3) 103(19,4)

5(62,5) 3(37,5) 0,00
3(75,0) 1(25,0) 0,00
5(100,0) 0,00 0,00
3(75,0) 0,00 1(25,0)
1(100,0) 0,00 0,00
18(42,9) 3(7,1)  21(50,0)
4(44,4) 0,00 5(55,6)
1(100,0) 0,00 0,00
37(77,1) 0,00 11(22,9)
42(95.4) 1(2,3)  1(2,3)
16(80,0) 1(5,0)  3(15,0)

0,00 0,00 1(100,0)
33(100,0) 0,00 0,00
3(100,0) 0,00 0,00
2(100,0) 0,00 0,00
3(75,0) 1(25,0) 0,00
0,00 0,00 1(100,0)
4(50,0) 0,00 4(50,0)
180(75,6) 10(4,2)  48(20,2)

16(100,0) 0,00 0,00
7(43,8)  2(12,4) 7(43,8)
0,00 0,00 19(100,0)
66(95,7) 2(2,9) 1(1,4)
1(100,0) 0,00 0,00

1(100,0) 0,00 0,00
91(74,6) 4(33)  27(22,1)

46(62,2) 9(12,2) 2E96)
12(85,7) 0,00 2(14,3)
77(906) 1(1,2)  7(8,2)
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Tabelle 3.3.3.2: bcl-2-Expression bei gemischten \i¢gateiltumoren und klinikopathologische

Parameter

Array Zusammensetzung

bcl-2-Expression (%

n

Dignitat
Benigne 140
Maligne 268
Histologischer Grad
Gl 40
G2 72
G3 98

AJCC-T-Stadium
pT < 5cm 109
pT = 5cm 153

Metastasen-Status

pMO 242

pM1 26
Nodalstatus

pNO 260

pN1 8

Rezidiv-Status
kein Rezidiv 229
rezidiviert 39

aus-
wert-
bar

122
238

31
69
85

99
133

214
24

232

203
35

negativ

91(74,6)
180(75,6)

22(71,0)
54(78,3)
73(85,9)

70(70,7)
104(78,2)

163(76,2)
17(70,8)

175(75,4)
5(83,3)

151(74,4)
29(82,9)

schwach stark

4(3,3)
10(4,2)

0,00
2(2,9)
4(4,7)

5(5,1)
5(3,8)

9(4,2)
1(4,2)

10(4,3)
0,00

9(4,4)
1(2,9)

27(22,1)
48(20,2)

9(29,0)
13(18,8)
8(9,4)

24(24,2)
24(18,0)

42(19,6)
6(25,0)

47(20,3)
1(16,7)

43(21,2)
5(14,3)

p-Wert

n.s. p=0,840

n.s. p=0,083

n.s. p=0,417

n.s. p=0,767

n.s. p=1,0

n.s. p=0,653
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3.3.4 Coexpression von p53 und bcl-2
Die p53- und bcl-2 Immunfarbungen unseres Kollegiwaren eng miteinander
assoziiert (p<0,0001) (Tabelle 3.3.3.1). Dies affsnbar wegen der hohen Zahl

von p53/bcl-2 negativen Tumoren.

Tabelle 3.3.4.1: Coexpression von p53 und bcl-2

p53
schwach stark
negativ positiv posit
bcl-2 negativ 218 17 22
schwach positiv 10 2 2
stark positiv 47 24 2

Auswertbar: 344 von 408 Fallen

3.3.5 bcl-2-Expression in GIST und Prognose

Fur die hier untersuchten Patienten ergab sichWaterschied zwischen bcl-2
positiven und bcl-2-negativen GIST hinsichtlicls d@ankheitsspezifischen
Uberlebens (Log Rank p=0,491), sowie des rezidimréLog Rank p=0,924) und
des metastasenfreien Uberlebens (Log Rank p=0,818).
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3.4 Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH)

Die FISH-Untersuchung konnte bei 442 (73,4%) vog BOmorproben erfolgreich
fur bcl-2 durchgefihrt werden. FISH-assoziiertetfeme (schwache
Hybridisierung, Hintergrund, Gewebeschaden) sowadleme der TMA-Technik
(z.B. fehlende Gewebeprobe oder zu wenige Tumenzétl der Gewebeprobe)
waren fur die nicht auswertbaren Falle verantwahtli

Die Ergebnisse der FISH bei den verschiedenen Rumaren des Weichgewebes
sind in Tabelle 3.4.1 dargestellt, ihre Beziehuadkimikopathologischen

Parametern in Tabelle 3.4.2.

3.4.1 bcl-2 Genkopienzahl

Die normale Anzahl von bcl-2 Signalen fand sicl31® (85,7%) der 442
auswertbaren Tumorproben. 33 (7,4%) Tumoren ha#&nl4 (3,2%) Tumoren
hatten 3-4, 4 (0,9%) Tumoren hatten 4-5 und 6 (], A@mnoren > 5 Signale pro
Tumorzellkern.

Mehr als 4 bcl-2 Signale pro Zellkern fanden sitsbiesondere bei GIST,
Leiomyosarkomen, Liposarkomen, MFH und Osteosasdrinsgesamt fand sich
nur in einem Fall eine bcl-2 Signalvermehrung meeibenignen Tumorprobe, die
Ubrigen betrafen ausschlie3lich maligne Tumore®@34). Bei der Untersuchung
der Beziehung der bcl-2 Genkopienzahl bei gemiscWeichteilsarkomen und
histologischem Grad fiel auf, dass Tumoren mit na&id bcl-2 Genkopien pro
Tumorzellkern ausschlief3lich in der Gruppe derexd differenzierten Tumoren
vorkamen. In der Analyse ergab sich jedoch keirmdusenhang von statistischer
Signifikanz. Es fand sich weiterhin keine Beziehamgschen der bcl-2
Genkopienzahl und dem TNM- und Rezidivstatus.
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3.4.2 Bcl-2 Genkopienzahl und bcl-2 Expression

Bei 412 (68,4%) der 602 Gewebeproben lagen gleithZefunde aus der bcl-2
Immunhistochemie und der bcl-2 FISH-Untersuchung Bee Beziehung zwischen
bcl-2 Genkopienzahl und bcl-2 Expression bei prenaVeichgewebstumoren ist in
Abbildung 3.4.b und Tabelle 3.4.3 dargestellt, Beziehung zwischen bcl-2
Genkopienzahl und bcl-2 Expression bei allen aukaesn Tumorproben in Tabelle
3.4.4.

Es fand sich in unserem gemischten Kollektiv vonaheiltumoren kein
Zusammenhang zwischen bcl-2 Genkopienzahl und Bx{g2ession. Insbesondere
fand sich keine Zu- oder Abnahme der bcl-2 Expogssi Abhangigkeit von der

Gendosis.
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Tabelle 3.4.1: bcl-2 Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisieung (FISH)

Array Zusammensetzung

bcl-2 Gepnkienzahl pro Tumorzellkern (%)

n aus-
wert-
bar

Alle Tumorproben 602 442

Primartumoren

Welchteilsarkome

Angiosarkom 9 8
Chondrosarkom 6 4
DFSP? 6 5
Ewing Sarkom 5 4
Fibrosarkom 1 0
GIST 44 39
Hamangioperizytom 9 6
Klarzelliges Sarkom 1 0
Leiomyosarkom 49 40
Liposarkom 54 40
MPNST* 20 19
Maligner
extraintestinaler
Stromatumor 1 1
MFH *° 43 30
Osteosarkom 4 2
PNET"® 3 1
Rhabdomyosarkom 4 3
Synovialsarkom 1 1
Sarkom (NOS)’ 8 6
Alle 268 209

Benigne Weichteiltumoren

Desmoid 20 14
GIST 19 12
Granularzelltumor 21 15
Leiomyom 78 39
Rhabdomyom 1 0
Spindelzelliges Lipom
der Orbita 1 1
Alle 140 81

Hamatogene Metastasen 81 62
Lymphknotenmetastasen 15 14
Rezidive 98 76

13 Dermatofibrosarkoma protuberans

4 Maligner peripherer Nervenscheidentumor
!> Malignes fibréses Histiozytom

'8 peripherer neuroektodermaler Tumor

" Not otherwise specified

<2

6(1,4)

0,00
0,00
0,00
0,00

4(10,3)
0,00

0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
4(1,9)

0,00
0,00
0,00
1(2,6)

0,00
1(1,2)

0,00
0,00
1(1,3)

2 >2-3 >3-4

379(85,7) 33(7,4) 14(3,2)

6(75,0) 0,00  2(25,0)
3(75,0) 0,00  1(25,0)
5(100) 0,00 0,00
4(100) 0,00 0,00
29(74,4) 4(10,3) 1(2,6)
6(100) 0,00 0,00
35(87,5) 3(7,5) 1(2.5)
31(77,5) 5(12,5) 2(5,0)
17(89,5) 2(10,5) 0,00
1(100) 0,00 0,00
22(73,3) 4(13,3) 3(10,0)
1(50,0) 0,00 0,00
1(100) 0,00 0,00
3(100) 0,00 0,00
1(100) 0,00 0,00
5(83,3) 0,00 1(16,7)

170(81,3) 19(9,1) 10(4,8)

14(100)
12(100)
14(93,3)
37(94,8)

0,00
0,00
1(6,7)
1(2,6)

0,00
0,00
0,00
0,00

1(100) 0,00
78(96,3) 2(2,5)

0,00
0,00

56(90,4) 2(3,2) 3,2
11(78,6) 3(21,4)00
64(84,2) 7(9,2) 2(2.6)

>4-5 >5
4(0,9) 41
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 0,00
1(2,6) 0,00
0,00 0,00
0,00 1(2,5)
1(2,5) 1(2,5)
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 1(3,3)
0,00 1(50,0)
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 0,00
2J1,4(1,9)
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 0,00
1(1,6) 1(1,6)
0,00 0,00
1(1,3) 1(1,3)
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Abb. 3.4.a: FISH-Befund eines primaren Liposarkomsnit Zugewinn an bcl-2 Genkopien

Zellkerne mit hochgradigem Zugewinn an bcl-2 Genéop(orange fluoreszierende Signale).

Normal 2 Genkopien pro Zellkern.

Tabelle 3.4.2: bcl-2 Fluoreszenz-In-Situ-Hybridistrung (FISH) und klinikopathologische

Parameter
Klinikopathologische Parameter bcl-2 Genkopiemahl pro Tumorzellkern (%)
n aus- <2 2 >2-3 >3-4 >4-5 >5 p-Wert
wert-
bar
Dignitét
Benigne 140 81 1(1,2) 78(96,3) 2(2,5) 0,00 0,00 0,00
Maligne 268 209 4(1,9) 170(81,3) 19(9,1) 10(4,8) 2(1,0Y1,9 p=0,034

Histologischer Grad

G1 40 26 1(3,8) 23(88,5) 1(3,8) 1(3,8) 0,00 0,00
G2 72 60 0,00 54(90,00 3(5,0) 3(50) 0,00 0,00
G3 98 79 0,00 55(69,6) 12(152) 6(7,6) 2(2,5) 4(5,p=0,060

AJCC-T-Stadium
pT<5cm 109 82 1(1,2) 70(854) 6(7,3) 4(4,9) 0,00 1(1,.2)
pT=5cm 153 125 3(2,4) 98(78,4)  13(10,4) 6(4,8) 2(1,6) &(2,p=0,837

Metastasen-Status

pMO 242 186 3(1,6) 152(81,7) 16(8,6) 10(5,4) 2(1,1) ,8(1

pM1 26 23 1(4,3) 18(78,3) 3(13,0) 0,00 0,00 1(4,3) 0,489
Nodalstatus

pNO 260 202 3(1,5) 166(82,2) 17(8,4) 10(5,0) 2(1,8%2,0)

pN1 8 7 1(14,3) 4(57,1) 2(28,6) 0,00 0,00 0,00 pe0,0

Rezidiv-Status
kein Rezidiv 229 174 2(1,1) 145(83,3) 13(7,5) 9(5,2) 2(1,1) 31,
rezidiviert 39 35 2(5,7) 25(71,4) 6(17,1) 1(2,9) 0,00 1(2,9=0,142
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Abbildung 3.4.b: bcl-2-Expression und FISH-Befund lei gemischten primaren

Weichteiltumoren

100% -

90% . |
80%
70% |
60%
50% |
40% |
30%
20% |
10% 1

0% ‘ ‘ ‘ ‘

<2 bcl2 2bcl2  >2-3bcl2 >3-4bcl2 >4-5bcl2 >5bcl2
Signale proSignale proSignale proSignale proSignale proSignale pro
Zellkern  Zellkern  Zellkern  Zellkern  Zellkern  Zellkern
(n=5) (n=228) (n=21) (n=8) (n=2) (n=4)

bcl-2 Genkopienzahl pro Tumorzellkern

Primare gemischte Weichgewebstumoren (%)

Obcl-2 IHC negativ A bcl-2 IHC schwach positiv B bcl-2 IHC stark positiv

Tabelle 3.4.3: bcl-2-Expression und FISH-Befund beiemischten priméren Weichteiltumoren

Bcl-2-Expression

Negativ Schwach Stark

Positiv positiv
Bcl-2-Gensignale <2 3 0 2

Pro 2 162 10 56

Tumorzellkern >2-3 14 1 6
>3-4 7 0 1
>4-5 2 0 0
>5 4 0 0

Auswertbar: 268 von 408 Priméartumoren



Tabelle 3.4.4: bcl-2-Expression und FISH-Befund baiemischten Weichteiltumoren

Bcl-2-Expression

Negativ Schwach Stark

Positiv positiv
Bcl-2-Gensignale <2 4 0 2

Pro 2 257 17 78

Tumorzellkern >2-3 22 2 8
>3-4 10 1 1
>4-5 3 1 0
>5 5 0 1

Auswertbar: 412 von 602 Tumorproben inklusiverailémartumoren, Metastasen und Rezidive



4. Diskussion

Die wichtige Rolle von p53-Alterationen bei Sarkamist seit langem bekannt.
Mindestens in Einzelfallen wurden p53 Veranderungamraktisch allen
Sarkomarten beschrieben. Eine Inaktivierung vonfif& zu einer vermehrten
genetischen Instabilitat in Tumoren. Es ist deshatht erstaunlich, dass
verschiedene p53 Studien bei Sarkomen AssoziationeMalignitadtsparametern,
beziehungsweise einer unginstigen Prognose besehriBeispielsweise fanden
Sabah et al. bei 152 gemischten Weichteilsarkormendeutliche Vermehrung von
p53-Alterationen in Tumoren mit ansteigendem Matigsgrad [75]. Ahnliche
Befunde fanden Yoo et al., Stefanou et al., Jeasah und Schneider-Stock et al.
bei gemischten Kollektiven von Weichteilsarkome@(,180, 50, 76], Nawa et al.
bei Chondrosarkomen [66], Taubert et al. bei Lipksaen [85] und Hoos et al. bei
Fibrosarkomen [45].

Auch Assoziationen mit ungunstiger Prognose wutiksthrieben. Taubert et al.
[84], Cordon-Cardo et al. [20] und Drobnjak et[ab] fanden bei gemischten
Weichteilsarkomen, Barbashina et al. bei Synoviktsaen [11], Abudu et al. [1]
und de Alava et al. [24] bei Ewing Sarkomen, Antimeet al. bei Liposarkomen
[10] und Uozaki et al. bei Osteosarkomen [89] égmifikant unginstigeres
Uberleben bei p53 positiven Tumoren. Wiirl et aidien eine signifikante
Assoziation mit der Rezidivwahrscheinlichkeit gemischten Weichteilsarkomen
[97], beziehungsweise Amir et al. bei Ewing Sarkarfig.

Diese Ergebnisse blieben allerdings nicht unwidexdpen. Andere Autoren
vermochten keine signifikanten Zusammenhénge zwis@3 Veranderungen und
Malignitatsparametern oder der Prognose zu finBerspielsweise fanden Dan'ura
et al. bei gemischten Weichteilsarkomen keineradusenhang mit der Prognose,
obwohl mehr als 100 Tumoren untersucht worden wgZ@h Eine andere grol3e
Studie mit negativen Resultaten ist von Engediiaal, der bei 140
Weichteilsarkomen keinen Zusammenhang zwischenSta®is und Prognose fand
[29]. Ebenfalls keinen Zusammenhang mit der Progriasden Ahlen et al.,
Hasegawa et al. und Stefanou et al. bei gemiséNEohteilsarkomen [2, 39, 80],
Schneider-Stock et al. bei Liposarkomen [77], Talshinet al. bei
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Rhabdomyosarkomen [83], Park et al. bei Osteosaekd®9], Mittal et al. bei

Leiomyosarkomen [63] und Meis-Kindblom et al. beiglosarkomen [60].

Diese divergenten Resultate sind wahrscheinlicitvesentlichen auf zwei Grinde
zuruckzufiuhren. Erstens sind auch die gréf3ten suntbien Patientenkollektive
verhaltnismanig klein. Nur in wenigen Studien wurdeehr als hundert
beziehungsweise mehr als zweihundert Tumoren wuetsDieses Problem liegt in
der Natur der Sache, da Sarkome zu den seltenenrawen zahlen und es schwer
fallt, grol3e Patientenkollektive mit Verlaufsdansammeln. Zum Beispiel betragt
die Inzidenz fur Sarkome in Deutschland jahrlichaef-3/ 100.000 [103],
hochgerechnet auf die Einwohnerzahl der Bundesti#pDbutschland betragt die
absolute Zahl der Neuerkrankungen somit etwa 240Qghr. Das ist 25 mal
weniger als beispielsweise die etwa 60.000 pro dahrdiagnostizierten
Prostatakarzinome [104]. Zweitens bestehen offeWhaabilitaten in der
Durchfuhrung und Auswertung der ImmunhistochemgeisE bemerkenswert, dass
eine diagnostisch so haufig angewendete Technildigigmmunhistochemie nicht
groReren Standardisierungsbemihungen unterlieg2®in Tabelle 4.1
zusammengefassten Studien verwendeten insgesans@iedene Antikdrper und
unterschiedliche Protokolle zum p53 Nachweis. Zm eeurden meistens auch
unterschiedliche Kriterien fir die Definition des® Positivitat festgelegt. Die
Kriterien reichen von eindeutig positiven Tumorkethen bis zu mindestens 20%
positiven Tumorzellkernen mit mindestens mafigkstaintensitat. Einige
Definitionen fur p53 Positivitat sind exemplarisahTabelle 4.1 dargestellt.

Auch in unserer Studie ist die Zahl der untersut@le naturgeman nicht sehr
gross. Starke unserer Studie ist allerdings dieimmale Standardisierung der
immunhistochemischen Untersuchungen. Die Tissueddicay Technik macht es
maoglich, samtliche Tumoren auf einem einzigen Objéger an einem einzigen Tag
unter komplett standardisierten Bedingungen zursathen. Alle Gewebeproben
auf dem Objekttrager sind gleich dick geschnittgaich lang bei gleichen
Temperaturen und anderen auf3eren Bedingungen gelagealle Inkubationszeiten
und -temperaturen sind absolut identisch. Weitelgghdie Auswertung samtlicher
Tumoren an einem Tag innerhalb von wenigen StudéenSchluss nahe, dass
ungewdhnlich einheitliche Bewertungsmalistabe angdetavorden sein durften.

Tatsachlich ergeben die Resultate unserer hoctestdisaerten Studie Anhaltspunkte



fur eine relevante prognostische Bedeutung denf@&s@nderungen in Sarkomen.
Die Zusammenfassung aller Tumoren ergibt deutlfisammenhange zwischen
dem p53 Status und verschiedenen Parametern degnitél. Signifikante
Zusammenhange bestanden insbesondere mit der Rastaseerung und dem

Differenzierungsgrad.

Verlaufsdaten standen in unserem Patientenkollektivvon der Untergruppe der
Gastrointestinalen Stromatumoren zur Verfugunglié4sem Unterkollektiv fand
sich tatsachlich ein signifikanter Zusammenhangehen der p53 Positivitat und
einem ungunstigen Uberleben, beziehungsweise dirigrreitigen Tumorrezidiv.
Diese Ergebnisse passen zu Daten Feakinst al., der beim GIST ebenfalls eine
Prognoserelevanz der p53 Immunhistochemie gezaitg [BO]. Andere hatten in

ihren Kollektiven keine derartigen Zusammenhéandargéen [65, 22].
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Tabelle 4.1: Studien zur p53-Expression bei gemischitéVeichteilsarkomen

Autor Jahr Ref. n Antikorper Definition positiv & positiv %
Sabah et al. 2007 [75] 152 P53 DO-7 >10% %B2,2
Ahlénetal. 2005 [2] 101 P53 DO-1 >1% 86%
Engellau et al. 2005 [29] 140 P53 DO-7 >20 % 20%
Egellau et al. 2004 [27] 218 P53 DO-7 >20% 24%
Yoo et al. 2002 [100] 67 P53 >10% 37%
Dan’'nura et al. 2002 [23] 102 P53 DO-7 20%

Yoo et al. 2002 [99] 91 P53 DO-7 nukleédre Ahtirg 33%

in der Mehrzahl

der malignen Zellen

Folpeetal. 2000  [33] 89 P53 DO-7 >20% 44%
Hasegawa et al.2000 [39] 95 P53 DO-7 >20% 20%
Warl et al. 1999 [96] 198 P53 DO-1 > 10% 58,2%
Taubertetal. 1998 [84] 146 P53 DO-1 > 10% 63,7
Stefanou et al. 1998 [80] 40 P53 DO-7 jede rindé\nfarbung 20%
Pindzola et al. 1998 [70] 66 P53 Pab 1801 eitigeumukledre Anfarbung  26%
Heslinetal. 1998 [41] 121 P53 Pab 1801 >20% 9%
Jensenetal. 1998 [50] 216 P53 >10% 24%
Schneider-

Stock et al. 1997 [76] 67 P53 DO-1 eindeutigkledre Anfarbung  34%
Yoo et al. 1997 [98] 31 P53 DO-7 nukleare Abting 55%
Soini et al. 1996 [79] 63 P53 CM-1 nukleare Ahting 19%
Cordon etal. 1994 [20] 211 P53 PAb 1801 >20% 26%
Toffoli etal. 1994 [86] 61 Pab 1801 >51%

Kawai etal. 1994 [53] 96 P53 RSP-p53 >10% 32%
Drobnjak et al. 1994 [26] 174 P53 PAb 1801 %20 25%
Latres et al. 1994 [56] 73 P53 PADb 1801 > 20% %34
Dei Tos etal. 1993 [25] 145 P53 PAb 1801 Reiere 65%

kleinzelliges Bronchial Ca,
Larynxkarzinom mit bekannter
p53- Expression

Wadayama et al. 1993 [93] 113 P53 PAb 421 atrkl Anfarbung 25, 7%

“Prozentangaben beziehen sich auf den jeweilsideén Prozentsatz IHC- positiver Tumorzellkerre@tenzwert fiir
die Definition eines positiven Falls.
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Bcl-2 ist ein anderes fur die Tumorbiologie releieanProtein. Bcl-2 spielt eine
wichtige Rolle bei der Regulation der Apoptose.eBitochregulierung von bcl-2
inhibiert die Apoptosefahigkeit einer Zelle [90]cIR2 Uberexpressionen wurden in
verschiedenen Tumorarten beschrieben und geltesgemihrer Hemmung der
Apoptose — als Zeichen erhohter Malignitat. Eine2dberexpression wurde bei
zahlreichen verschiedenen Tumorarten beschrielogée; anderem beim Prostata
Karzinom [52], Malignen Melanom [92] und beim Kol@rzinom [58].

Eine Assoziation der bcl-2 Uberexpression mit ursgiger Prognose fand sich bei
verschiedenen Tumorarten, beispielsweise beim Hodkinphom [82], B-Zell
Lymphom [34], nicht-kleinzelligen Bronchialkarzing@8], Kolonkarzinom [36]

und beim Neuroblastom [18]. Bei anderen Tumoraided sich erstaunlicher Weise
ein Zusammenhang zwischen verminderter bcl-2 Espesind unglunstiger
Prognose, so zum Beispiel beim Mammakarzinom [Béj.Sarkomen wurde die
Prognoserelevanz von bcl-2 bisher weniger oft tlidtrpls fur p53. Einige der zu
diesem Thema an gemischten Kollektiven von Weitsggiomen durchgefiihrten
Studien sind in Tabelle 4.2 dargestellt.

Diese Studien hatten keine signifikanten Zusammegdawischen bcl-2

Expression und Prognose gefunden.

Tabelle 4.2: Studien zur bcl-2-Expression bei gemistdn Weichteilsarkomen

Autor Jahr Ref. n Antikérper Definition positi v © positiv %
Sabah etal. 2007 [75] 152 Bcl-2 clone 124 >10% %83,8
Anlénetal. 2005 [2] 101 Bcl-2 Dakopatt >1% 91%
Engellau et al. 2005 [29] 140 Bcl2 M0887 >10% 16%
Egellau etal. 2004 [27] 218 (MFH) Bcl2 M0887 >10% 8%
Dan'nura et al. 2002 [23] 102 Bcl2 clone 124 32%
Miettinen et al. 1998 [62] 205 Bcl2 clone 124 i)
Jensenetal. 1998 [50] 216 Bcl2 DAKO moderater atiarke Anfarbung 33%

in der Mehrzahl der Tumorzellen
Soini et al. 1996 [79] 63 Bcl2 clone 124 zytoptasische Anfarbung als  42,8%

positiv oder negativ

“Prozentangaben beziehen sich auf den jeweilsideén Prozentsatz IHC- positiver Tumorzellkerre@tenzwert fiir
die Definition eines positiven Falls.
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Alle Studien hatten aber Gbereinstimmend gezeags dbcl-2 bei Sarkomen
verschiedenster Arten immer wieder nachgewiesedewvekann. Eine bcl-2
Positivitat wurde unter anderem fir Gastrointesirgtromatumoren [19, 22, 30, 67,
81, 95], Chondrosarkome [8, 16, 37, 73], Synovr&lsae [9, 11, 13, 42, 59, 91],
Osteosarkome [31, 71], Leiomyosarkome [14, 101gesannte Maligne Fibrose
Histiozytome [3, 64], Hamangioperizytome [13], FEibarkome [45], Maligne
periphere Nervenscheidentumoren, Liposarkome, Rirappdsarkome,
Angiosarkome [50, 75], Dermatofibrosarkoma Protahsrund uterine Leiomyome
[62] zumindest in Einzelfallen beschrieben.

Assoziationen von bcl-2 und Malignitatsparamet@wis der Patientenprognose
wurden in einigen wenigen Studien gefunden. Sodarnzispielsweise Jensen et al.
bei gemischten Weichteilsarkomen einen Zusammenhaisghen schlechtem
Differenzierungsgrad und bcl-2 Expression [50], moRozemann et al. und Bovee
et al. bei Chondrosarkomen [73, 16].

Eine Assoziation mit ungunstiger Prognose fand @Gblaien et al. bei
Gastrointestinalen Stromatumoren [19], wahrend hal. bei uterinen
Leiomyosarkomen eine Assoziation zwischen bcl-2rEsgion und gunstiger

Prognose fanden [101].

Die Ergebnisse unserer Untersuchung ergeben keihal&spunkte auf einen
Zusammenhang zwischen bcl-2 Expression und deradigahen
Malignitatspotential von Tumoren. Obwohl eingeseamaverden muss, dass die
Kombination verschiedenster Sarkomarten, wie iretera Patientenkollektiv, fir
derartige Untersuchungen nicht optimal geeignekastn immerhin festgestellt
werden, dass die erhaltbaren Daten keine Anhalképdiir ein besonders
aggressives Verhalten bcl-2 positiver Sarkome gelnsbesondere fanden sich
keine Zusammenh&nge zwischen einer bcl-2 Expressidreiner vermehrten
Metastasierung oder einem ungtinstigen Differenagsgrad. Interessanter Weise
fand sich in ganz bestimmten, teilweise seltenamdnarten stark gehauft eine bcl-2
Expression. Dazu gehort der Granularzelltumor, aien 100% der Félle eine
starke bcl-2 Positivitat aufwies. Bei dieser Tunmbkénnte der bcl-2 Nachweis auch

diagnostisch genutzt werden.

Die Mechanismen, die in malignen Tumoren zu eimg2dJberexpression filhren
kénnen, sind bisher wenig bekannt. In einzelnen dnamen konnte kirzlich gezeigt
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werden, dass eine Vermehrung der Genkopienzahl (Bikwlifikation) eine
Ursache fiir die Uberexpression von bcl-2 darstdt-2 Amplifikationen waren
Beispielsweise bei diffusen grof3zelligen B-Zell Llgimomen gefunden worden [72].
Amplifikationen sind von besonderem Interesse, digiser Mechanismus fur
Uberexpression gehauft bei therapeutisch releva@gsren vorzukommen scheint.
Bekannte durch Amplifikation Gberexprimierte Theeaele sind Her2,
Ostrogenrezeptor und EGFR [4, 5, 44]. Fir den Ageinoezeptor ist die
Amplifikation ein wesentlicher Mechanismus fir @ietstehung einer Resistenz
gegen antiandrogene Therapien [17]. Amplifikatiomen bcl-2 sind auch in dieser
Hinsicht von Interesse, da Medikamente gegen lecli&ieren, die gerade beim
Bronchialkarzinom in Erprobung sind, wo amplifizeeFalle zumindest in einem
Teil der bcl-2 exprimierenden Karzinome vorkommea]|

Amplifikationen von bcl-2 finden sich in unseremriaorkollektiv allerdings nur
ausnahmsweise. Es kann davon ausgegangen werdsrklassische
Amplifikationen fur die Expression von bcl-2 in 8amen keine Rolle spielen.
Insbesondere finden sich keine deutlichen bcl-2né&rungen, die zur Anordnung
von bcl-2 Signalen in sogenannten ,Clustern” flihreelche charakteristisch fur
intrachromosomale Amplifikationen (sogenannte hoemagisly staining regions)
sind. Allerdings fanden sich einige Félle mit eigeringgradigen aber eindeutigen
Vermehrung der bcl-2 Kopienzahl. 12,9 % der Tumaeigten mehr als zwei bcl-2
Signale pro Tumorzelle, 2,3% der Tumoren wiesemisotehr als 4 bcl-2 Signale
pro Tumorzelle auf. Bemerkenswerter Weise war die2lKopienzahl jedoch nicht
mit der bcl-2 Expression assoziiert. Dies deutehulshin, dass andere, in der
Nachbarschaft von bcl-2 liegende Gene die Zielel@gR1 Amplifikation bei

Sarkomen darstellen dirften.

Zusammengefasst zeigen die Resultate der vorliegeddtersuchung, dass sowohl
p53 wie auch bcl-2 bei verschiedensten Sarkomerekpemiert, beziehungsweise
alteriert sein kdnnen. Fur p53 deuten unsere Rasuduf eine signifikante
Beziehung dieser Veranderungen mit malignem Phanatg aggressivem
biologischen Verhalten hin. Fur bcl-2 fehlen Anbplinkte auf eine besondere
Malignitat tberexprimierender Tumoren. Da auch Aifikaltionen von bcl-2 bei
diesen Tumortypen selten zu sein scheinen, ergaberaus dieser Hinsicht keine
zusatzlichen Anhaltspunkte darauf, dass bcl-2 bdi@nen ein relevantes
Therapieziel darstellen kdnnte.



5. Zusammenfassung

Tumoren des Weichgewebes bilden eine heterogenp@mnugn gutartigen und
bdsartigen Neubildungen mesenchymaler und Neurdektwaler Herkunft. Maligne
Weichgewebstumoren sind dabei vergleichsweisersdlie Anteil betragt nur etwa
1% der Gesamtzahl aller Malignome des Erwachsewaimezu 50% der Patienten
mit Weichteilsarkom sterben jedoch innerhalb vanf fiahren an ihrem Tumor.
Verbesserungen der Kenntnisse uber die molekulaggzchen Zusammenhange bei
Sarkomen konnten in der Diagnostik hilfreich samd alamit zu verbesserten
Prognoseparametern und zu spezifischeren Therapekten fuhren. Die Tissue
Microarray (TMA) - Technik ist eine effektive Mettle fur
molekularepidemiologische Untersuchungen zu patbeti Therapiezielen,
aulRerdem ist sie geeignet, Zusammenhé&nge zwiscblekutaren Parametern und
der Patientenprognose zu finden.

Wir untersuchten in der vorliegenden Studie diefigeit sowie die prognostische
Bedeutung von p53- und bcl-2-Expressionen sovaeHdiufigkeit von bcl-2-
Genkopienzahlveranderungen mittels Immunhistoché&ezehungsweise
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) an ein€issue Microarray aus 602
Weichgewebstumoren.

Von den 554 in der p53-Immunhistochemie auswertb@rteanorproben waren
12,3% schwach p53 positiv und 8,3% stark p53 poditer Unterschied der p53-
Expression zwischen benignen und malignen Weithtadren war hoch signifikant
(p<0,0001). Bei unserem Kollektiv von gemischtenidhteilsarkomen fand sich
eine Assoziation zwischen p53-Expression und tagisthem Grad (p<0,0001) und
der Metastasierungswahrscheinlichkeit (p=0,014)u#seren Patienten mit
Gastrointestinalen Stromatumoren waren klinischeaviésdaten vorhanden. In der
univariaten Analyse fand sich fur dieses Patieraektiv ein signifikanter
Zusammenhang zwischen p53 Positivitat und ungierstigberleben (p=0,003)
beziehungsweise einem frithzeitigen Tumorrezidivd(p%4). Von den 532 in der
bcl-2-Immunhistochemie auswertbaren Tumorproberewd,3% schwach bcl-2
positiv und 19,4% stark bcl-2 positiv. Fir unseilgktiv von gemischten
Weichteiltumoren ergaben sich keine Anhaltspunkfeetnen Zusammenhang
zwischen bcl-2 Expression und dem biologischen ¢atifitspotential. In der

Fluoreszenz in situ Hybridisierung fanden sichgerirélle mit einer geringgradigen
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aber eindeutigen Vermehrung der bcl-2 Genkopiend2h® % der Tumoren zeigten
mehr als zwei bcl-2 Signale pro Tumorzellkern, 286 Tumoren wiesen sogar
mehr als 4 bcl-2 Signale pro Tumorzellkern aufféfsl sich keine Assoziation der
bcl-2 Kopienzahl mit der bcl-2 Expression.

Auch aus methodischer Sicht sind unsere Dateneisgant. FUr p53-Alterationen
liel3 sich die erwartete Beziehung zu malignem Ptygnend aggressivem
biologischen Verhalten von Tumoren an einem Tiddigeoarray aus lediglich je
einer nur 0,6 mm durchmessenden Gewebeprobe prorm@mproduzieren. Die
Resultate unterstreichen die Relevanz der Tissweddliray- Technik zur Analyse
von molekularer Epidemiologie und prognostischeddggung von molekularen
Befunden. Die TMA-Technik ermdglicht eine rascheetdbhrung von

Erkenntnissen der Grundlagenforschung in die ldmésPraxis.
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