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V. Diskussion

1 Expression des p53 Proteins

Die Haufigkeit von 39%, mit der in der vorliegenden Untersuchung eine p53-
Expression in muzindsen Kolonkarzinomen detektiert wurde, stimmt mit den

Ergebnissen anderer Autoren Uberein '° 138 140

Die p53-Expressionsrate in
nichtmuzindsen Kolonkarzinomen ist mit 57% niedriger als in den Untersuchungen

von Campo und Hanski aber haufiger als in der von Tomoda '

Autor (Antikérper) Nichtmuzinds (n) Muzindés (n)
Campo (pab 1801) ™ 73 % (56) 25% (8)
Hanski (CM-1) ™ 74 % (54) 36 % (22)
Costa (pab 1801) ™ 70 % (30) 25% (8)
Tomoda (CM-1) ™ 25 % (138) 50 % (2)
vorliegende Arbeit (CM-1) 57 % (21) 39 % (28)

Tab. 3: Vergleich der Expressionshaufigkeit von p53 Protein in muzindsen und nichtmuzindsen

Karzinomen des Kolon (immunhistochemisch nachgewiesen).

Zwischen den 22 untersuchten muzinésen und 18 nichtmuzinésen Brustkarzinomen
bestand kein signifikanter Unterschied in der immunhistochemischen Detektierbarkeit
von p53 Protein. Auffallig ist die Detektion von p53 Protein in 64% der muzindsen
Mammakarzinome in der vorliegenden Arbeit. In den Untersuchungen von Walker 2,
Domagala ®’, Marchetti '*3, Varley "*, Poller ™° und Davidoff '*® war bisher keine p53

Proteinexpression in muzindsen Mammakarzinomen nachgewiesen worden:
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Autor (Antikérper) Nichtmuzinds (n) Muzinds (n)
Davidoff (pAb 421, pAb 1801) ™ 27 % (166) 0% (2)
Varley (pAb 240, pAb 1801) ™ 59 % (71) 0% (2)
Walker (pAb 240, pAb 1801) ' 58 % (60) 0% (2)
Poller (pAb 1801) ™ 51 % (74) 0% (1)
Domagala (CM-1) ¥’ 37 % (86) 0% (7)
Marchetti (pAb 1801) ™ 0% (19)
Schimmelpennig (CM-1) ™/ 26,5 % (155) 83 % (6)
vorliegende Arbeit (CM-1) 72% (18) 64 % (22)

Tab. 4: Vergleich der Expressionshaufigkeit von p53 Protein in muzinésen und nichtmuzindsen

Mammakarzinomen (immunhistochemisch nachgewiesen).

Allerdings handelte es sich in den Untersuchungen von Walker ', Domagala ¢,
Varley ', Poller " und Davidoff '*® um kleine Fallzahlen, es wurden nur ein bis
sieben muzinbse Mammakarzinome untersucht. Lediglich die Untersuchung von
Marchetti et al. *® hatte mit 19 untersuchten muzindsen Mammakarzinomen einen
ahnlich groRen Stichprobenumfang wie die vorliegende.

Aulder in der vorliegenden Untersuchung wurde nur durch Schimmelpenning et al.
eine p53 Uberexpression in muzinésen Brustkarzinomen nachgewiesen, und dies
sogar in 5 von 6 untersuchten Tumoren 7,

Die hohere Detektionsrate von p53 Protein in der vorliegenden Untersuchung und in
der von Schimmelpenning ist mdglicherweise auf eine hohere Sensitivitat des CM-1
Antikoérpers zuruckzufihren. Die in den anderen o.g. Untersuchungen verwandten
Antikorper pAb 240 und pAb 1801 haben nach einer Untersuchung Baas von et al.
eine niedrigere Spezifitdt und Sensitivitat als der CM-1 Antikorper in der Detektion
von (iberexprimiertem und mutiertem p53 Protein '*%.

Marchetti und Davidoff werteten in ihren Untersuchungen nur Schnitte als positiv fur
p53-Expression, wenn alle malignen Zellen der Tumorgewebeschnitte intensiv
gefarbt waren ' '*®. Domagala et al. werteten nur Schnitte als positiv, wenn mehr
als 10% der malignen Zellen gefarbt waren ®. Im Gegensatz dazu existiert in dieser
und in der Untersuchung von Schimmelpenning et al. kein cut-off level '*". Bei

Anlegen des Bewertungmassstabes von Marchetti et al. fur eine positive Farbung
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wulrde in der vorliegenden Untersuchung nur ein muzindses Mammakarzinom eine
positive Farbung aufweisen. Nach Baas et al. steigt die Sensitivitat der Immun-
histochemie mit dem anti-p53 Antikorper DO-7 fur die Detektion von p53 Mutationen
von 67% auf 89%, wenn man zusatzlich zu den Schnitten mit einer hohen Prozent-
zahl an gefarbten Zellen auch diejenigen Schnitte als positiv bewertet, die eine

niedrige Prozentzahl gefarbter Zellen aufweisen bei einer Spezifitat von 60 % .

Die in der folgenden Tabelle zusammengefassten Untersuchungsergebnisse von

! 152 zeigen alle eine signifikant

Renninson '*°, Henriksen *°, Kappes ™' und Klemi
seltenere  p53-Proteinexpression in  muzindsen als in  nichtmuzindsen

Ovarkarzinomen:

Autor (Antikorper) Nichtmuzinds (n) Muzinds (n)
Bosari (pAb 1801) > 50 % (50) 35% (17)
Renninson (CM-1) ™ 72 % (25) 25% (12)
Henriksen (pAb 1801) ™ 55 % (20) 27 % (11)
Kappes (Ab-6) ™" 55 % (20) 0% (5)
Klemi (DO-7) > 57 % (75) 0% (8)
vorliegende Arbeit (CM-1) 69,5 % (23) 56 % (16)

Tab. 5: Vergleich der Expressionshaufigkeit von p53 Protein in muzinésen und nichtmuzindsen

Ovarkarzinomen, immunhistochemisch nachgewiesen.

Drei Analysen der Mutationshaufigkeit von p53 in Ovarkarzinomen belegen ebenfalls
deutlich seltenere p53-Mutationen in  muzinésen Ovarkarzinomen als in
nichtmuzindsen 28, %% 1%

Dieser Unterschied in der p53-Proteinexpression zwischen muzindsen und
nichtmuzindsen Ovarkarzinomen liel3 sich in der vorliegenden Untersuchung nicht
bestatigen. Sowohl die vorliegende Untersuchung als auch die von Bosari et al., die
sich beide durch einen sehr viel groleren Stichprobenumfang auszeichnen als die
oben genannten, kénnen zwar den Trend bestatigen dass muzinése Ovarkarzinome
seltener p53-Expression aufweisen, dieser Unterschied erreicht jedoch keine

153

statistische Signifikanz Die muzinésen Pankreaskarzinome zeigten in der

vorliegenden Untersuchung sogar eine haufigere p53-Expressionsrate als die
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nichtmuzindsen. Dieses Ergebnis ist unterschiedlich zu dem von Hoshi et al., der in
keinem von sechzehn untersuchten Muzin  produzierenden  Tumoren
immunhistochemisch eine p53-Expression detektierte .

Fléjou et al. wiesen jedoch in 60% der untersuchten muzindsen Pankreaskarzinome

eine p53-Expression nach .

Autor (Antikorper) Nichtmuzinds (n) Muzinds (n)
Hoshi (CM-1) ® 15 % (20) 0% (16)*
Flejou (DO-7) ™° 0% (18)** 60 % (10)***
vorliegende Arbeit (CM-1) 32 % (25) 41 % (14)

Tab. 6: Vergleich der Expressionshaufigkeit von p53 Protein in muzindsen und nicht-muzindsen
Pankreaskarzinomen (immunhistochemisch nachgewiesen). * 10 intraduktale papillare Adeno-
karzinome und 6 intraduktale papillare Adenome, **serdse Zystadenome, ***5 Zystadenokarzinome, 5

intraduktale papillar-muzinése Adenokarzinome.

In der histologischen Kilassifizierung der exokrinen Pankreastumore hat sich eine
Untergruppierung der ,Muzin-produzierenden Tumore® in die Gruppen a) Muzindse
zystische Tumore und b) intraduktal papillar-muzinése Tumore durchgesetzt. In
beiden Gruppen gibt es Tumore in benignen, ,borderline“- und malignen Stadien.

In der Untersuchung von Flejou wird deutlich dass die p53-Proteinexpression mit der
Progression von benignem zum malignen muzinésen Muzin-produzierenden
Pankreastumor assoziiert ist: es fand sich in keinem Fall der 20 untersuchten
benignen oder Borderline-Pankreastumore eine detektierbare p53-Proteinexpression,
jedoch sowohl in den muzindsen Zystadenokarzinomen (4 von 5 positiv) als auch in
den intraduktalen papillar-muzinédsen Adenokarzinomen (2 von 5 positiv). Die
Ergebnisse der Untersuchung von Flejou und der vorliegenden Untersuchung
konnen eine mit dem muzindsen Phanotyp assoziierte seltenere p53-
Proteinexpression nicht bestatigen.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse in Verbindung mit den
Literaturdaten die Limitationen des immunhistochemischen Verfahrens zur
Bestimmung der p53-Expression. Lediglich bei den Kolonkarzinomen stimmen die

Befunde der meisten Autoren Uberein und kdnnen als abgesichert betrachtet werden.
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2 Expression des MUC2-Proteins

Muzinése Kolonkarzinome zeichnen sich durch eine Zunahme der MUC2-
Muzinexpression gegenuber der normalen Kolonmucosa aus, wahrend es bei
nichtmuzindsen Kolonkarzinomen zu einem Verlust der MUC2-Expression kommt.
Dies ist sowohl durch Nachweis der MUC2-mRNA, als auch durch
immunhistochemischen Nachweis von MUC2-Protein gezeigt worden °” ®’. Dieser
Befund konnte durch die vorliegende Arbeit bestatigt werden.

Eine vergleichende Untersuchung der MUC2-Expression von muzinésen und
nichtmuzindsen Karzinomen der Organe Mamma, Ovar und Pankreas ist erstmals in
der vorliegenden Arbeit vorgenommen worden. Sie hat ergeben, dass die MUC2-
Expression ein gemeinsames Merkmal der muzindsen Karzinome der genannten vier
Organe ist und dass sich die muzinésen Karzinome von Mamma, Pankreas, Ovar
und Kolon in der MUC2-Expression statistisch signifikant von den nichtmuzindsen
Karzinomen dieser Organe unterscheiden.

Die Untersuchung von Yonezawa zeigte eine sehr gute Korrelation zwischen
immunhistochemischem Nachweis des synthetisierten MUC2 core-Proteins und dem
MUC2-mRNA Nachweis, so dass man von dem vermehrten immunhistochemischen
Nachweis auch auf vermehrte MUC2-Expression schlieRen kann und die vermehrte
Detektion des 4F1 Epitops in muzindsen Karzinomen vermutlich nicht auf einer

vermehrten Zuganglichkeit des Epitops bei verminderter Glykosylierung beruht '*’.

3 Korrelation der Expression der Antigene p53 und MUC2

Zwischen der Detektierbarkeit der Antigene p53 und MUC2 besteht keine Korrelation.
Weder nach der Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Spearman, noch
nach der grafischen Darstellung in Tab. 2. D.h., es gibt keinen Hinweis darauf, dass
sich die beiden Antigene gegenseitig in ihrer Detektierbarkeit z.B. durch
Komplexbildung von MUC2 und p53 Protein, beeinflussen kdnnten.
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4 Einfluss der Muzine auf Tumorentstehung und Prognose

Bisher wurde die Rolle von Muzinen in Bezug auf Enstehung und Ausbreitung
maligner Tumore vor allem fiir MUC1 untersucht (Ubersicht in Agrawal et al. '*).
Folgende Beobachtungen haben zur Hypothese gefuhrt, MUC1 kdénne die
Tumorprogression férdern:

In MUC1-knock-out Mausen fand eine signifikant geringere Tumorprogression von
induzierten Brustkarzinomen statt als in normalen Mausen '*°. Zudem ist eine hohe
MUC1-Expression in kolorektalen und ovarialen Karzinomen mit einer schlechteren
Prognose assoziiert '°° 161162163

Es gibt Beobachtungen, dass MUC1 mit eosinophilen Granulozyten, T-Lymphozyten
und NK-Zellen interagiert und die Immunabwehr durch diese Zellen inhibiert. Darauf
basiert die Hypothese, dass Tumorzellen der Immunabwehr des Korpers auf diese
Weise entgehen kénnten 04 16°,

Fir Muzine werden adhasive Eigenschaften diskutiert aufgrund ihrer
Kohlenhydratseitenketten, die potentielle Liganden fur Adhasionsmolekile auf
endothelialen Zellen sein kdonnten. Solch eine Interaktion kdnnte die Extravasation
von Tumorzellen erleichtern. Sowohl MUC1 als auch MUC2 weisen das haufig in
Tumorgewebe (iberexprimierte Blutgruppenantigen sialyl-Lewis* auf ' ", Da sialyl-
Le* ein Ligand fiir das von Endothelzellen nach Induktion exprimierte E-Selektin ist
(Ubersicht in Varki et al. '®®), kénnte eine MUC1- oder MUC2-Expression durch
Tumorzellen deren Adhasion an Endothel, und somit die Metastasierung, fordern.
Einige Arbeitsgruppen postulieren einen fordenden Einfluss von Muzinen auf die
Krebsmetastasierung in Tiermodellen. Sternberg et al. beschreiben eine Assoziation
von verminderter Metastasierung von Kolonkarzinomzellen in die Leber in Mausen
mit der Suppression der MUC2-Synthese durch antisense-DNA und folgern daraus
eine férdernde Rolle von MUC2 fiir die Metastasierung von Kolonkarzinomen '°°.
Hanski et al. haben jedoch gezeigt, dass in Lebermetastasen von Kolonkarzinomen
die MUC2-Expression auf 5% der Expression in Normalgewebe der Kolonmucosa
reduziert ist '%. Auch die Beobachtung von Okano et al., dass Primartumore von
Kolonkarzinomen mit Lebermetastasen seltener eine MUC2-Expression aufweisen
(43%) als Kolonkarzinome ohne Lebermetastasen (72%), spricht gegen eine
fdrdernde Rolle von MUC2 bei der Metastasierung von Kolonkarzinomen '"°. Dariiber

hinaus gibt es keinen Unterschied in der Prognose zwischen muzindésen und
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nichtmuzindsen Kolonkarzinomen. Hatte die MUC2-Expression einen fordernden
Einfluss auf die Metastasierung von Kolonkarzinomen, ware eine schlechtere
Prognose von MUC2 exprimierenden Kolonkarzinomen zu erwarten.

Die muzindsen Karzinome von Mamma, Ovar und Pankreas und muzindse
Gallengangstumore haben eine bessere Prognose als die nichtmuzindsen
Karzinome dieser Organe %> '*’. Da die genannten muzinésen Karzinome eine de
novo-Expression von MUC2 aufweisen und die gunstige Prognose bei muzindsen
Pankreas- und Gallengangstumoren mit der MUC2-Expression korreliert, erscheint
es als denkbar, dass die glnstigere Prognose von Karzinomen mit ektopischer
MUC2-Expression mit einer dadurch hervorgerufenen Immunantwort zusammen-

hangt.
5 Untersuchung der humoralen Immunantwort auf MUC2

In den 18 untersuchten Seren von  Patienten mit muzinésen Kolon- und
Mammakarzinomen wurden keine Antikorper gegen das smuc41-Peptid aus MUC2
detektiert. Dies kann bedeuten, dass keine humorale Immunantwort auf MUC2
existiert.

Moglicherweise konnten aber auch vorhandene, gegen MUC2 gerichtete Antikorper
nicht detektiert werden, weil sie gegen ein anderes Epitop als die im smuc41-Peptid
enthaltenen gerichtet sind.

Weiter ist es denkbar, dass die smuc41 Region von MUC2 in vivo glykosyliert ist, die
Peptidepitope somit maskiert sind, und deswegen keine Antikorperbildung
hervorrufen, oder Antikdrper gegen Kohlenhydrat-Epitope gebildet werden.

Im Gegensatz dazu wurden MUC1-spezifische Antikdrper in Seren von Patienten mit
Karzinomen von Mamma, Pankreas und, seltener, Kolon, gefunden. In diesen
Karzinomen wird MUC1 verstarkt exprimiert.

Antikorper gegen das MUC1-Proteingerust lieRen sich in Seren von Patienten mit
Brust-, Pankreas- und Kolonkarzinomen detektieren 2 133,

Kotera et al. fanden jedoch in weniger als 20% der untersuchten Tumorseren
Antikérper gegen MUCH1, in der Untergruppe von 24 untersuchten Seren von
Patientinnen mit Brustkarzinomen war die Haufigkeit sogar nur 8,6%. Maoglicherweise
existieren anti-MUC2 Antikdrper mit einer ahnlich geringen Haufigkeit, so dass fur

ihre Detektion eine groRere Stichprobe ndtig ware.
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Zudem war die Detektion der anti-MUC1 Antikdérper in der Untersuchung von Kotera
et al. abhangig von der Grélke des als Antigen verwendeten Peptids von MUC1: am
haufigsten wurden anti-MUC1-Antikorper mit einem 105-Aminosauren-Peptid
nachgewiesen, in geringerer Haufigkeit mit einem 80-Aminosauren-Fragment und
kein Nachweis war mdglich mit einem 60-Aminosauren-Fragment .

Die vorliegende Untersuchung schliesst die Existenz von an MUC2 gebundenen
Antikorpern nicht aus. Solche Antikorper waren dem Nachweis durch Western Blot
mit smuc41 als Antigen entgangen. Fur MUC1 sind solche zirkulierenden Muzin-
Antikdrper Immunkomplexe beschrieben 7',

In einer kurzlich erschienenen Arbeit von Richards et al. zeigte sich, dass sich die
Konzentration von zirkulierendem MUC1 und freien Antikdrpern gegen MUC1 in
Seren von Patientinnen mit benignen und malignen Neoplasien des Ovar sowie von
gesunden Probandinnen umgekehrt proportional verhielten. Die hochste
Konzentration von gegen MUC1 gerichteten Antikérpern und niedrigste MUC1-
Spiegel fanden sich in jungen gesunden Probandinnen. Die MUCA1
Serumkonzentration nahm mit zunehmendem Alter der Patientinnen und bei
Patientinnen mit  Ovarkarzinomen zu, wahrend hier die anti-MUC1

72 Diese inverse Korrelation zwischen

Antikorperkonzentration abnahm
Konzentration von MUC1 und Antikérpern gegen MUC1 kann als indirekter Hinweis
auf die Bildung von Immunkomplexen zwischen MUC1 und MUC1-Antikdrpern

gewertet werden.

Bohm et al. haben kirzlich gezeigt, dass es innerhalb des MUC2-Muzins
immunogene Peptidsequenzen gibt, die, im Komplex mit HLA A2 prasentiert, in vitro
spezifische zytotoxische T-Zellen induzieren ''’. Diese CTL waren jedoch nicht in der
Lage, MUC2 exprimierende Tumorzellen in vitro zu lysieren. Somit konnten keine
Hinweise gewonnen werden, dass die verstarkte MUC2-Expression in
Kolonkarzinomen eine humorale (die vorliegende Arbeit) bzw. zellulare (Bohm et al.

") Immunantwort hervorrutft.





