8. Anhang

8.1 Datenerhebungsbogen

Patienten-Daten

Name

Vorname

Geburtsdatum

Patienten-Identifikations-Nr.

Variable

Kode

Kode-Bezeichnung

Geschlecht

Mann

Frau

Tumor-
lokalisation

unbekannt

Coecum

Colon ascendens

Flexura hepatis

Colon transversum

Flexura lienalis

Colon descendens

Colon sigmoideum

Rectum >11-16 cm ab ano

OO N[OOI WINIFOIN(F

Rectum >7-11 cm ab ano

=
o

Rectum 4-7 cm ab ano

11

Rectum <4 cm ab ano

Datum der Primaroperation |

Operationsmet
hode

Hemicolektomie

Sigmaresektion

Resektion nach Hartmann

subtotale/ totale Proktocolektomie

G WN P

anteriore Rectumresektion n. Dixon

[«2)

Rektumextirpation nach Miles /
Quenue, abdomial-perineale
Rectumamputation

7

lokale Resektion einschlieRlich TEM

8

sonstige Resektionen

ID-Nr. des histologischen Pr

aparates des Primartumors

T- Kategorie
(Primértumor)
der TNM-
Klassifikation"

0

TO: kein Anhalt fur

1

T1: Tumor infiltriert

2

T2: Tumor infiltriert
Muscularis propria

T3: Tumor infiltriert durch
Muscularis propria in
Subserosa oder in nicht
peritonealisiertes
perikolisches oder
perirektales Gewebe

T4: Tumor perforiert
viszerales Peritoneum oder
infiltriert direkt in andere
Organe oder Strukturen

Tis: Carcinoma in situ

TX: Primartumor kann nicht
beurteilt werden

N- Kategorie
(regionare
Lymphknoten)
der TNM-
Klassifikation*

NO: kein Anhalt fur Befall
regiondrer Lymphknoten

N1: Metastasen in 1-3
perikolischen bzw.
perirektalen Lymphknoten

N2: Metastasen in >4
perikolischen bzw.
perirektalen Lymphknoten

N3: Metastasen in Lymphknoten
entlang eines benannten
GefaRstammes und/oder
Metastase(n) in apikalen
Lymphknoten
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NX: regionare Lymphknoten

4 kénnen nicht beurteilt werden
Variable Kode Kode-Bezeichnung
0 MO: keine Evidenz fur
. Fernmetastasen
M-Kategorie M1: Fernmetastasen
Fermetastasen 1 :
der TNM- vorhanden
Klassifikation® MX: Vorliegen von _
2 Fernmetastasen kann nicht
beurteilt werden
0 Stadium 0
1 Stadium |
UiCC-Stadium® | 2 | Stadium Ii
3 Stadium Il
4 Stadium IV
Dukes- 1 Dukes A
Stadium’ 2 Dukes B
3 Dukes C
Grading des L gut d.lffe.ren2|ert.
PrimArtumors 2 maf&lg d!fferenz!ert
3 gering differenziert
Lymphangiosis* 0 nicht vorhanden
1 vorhanden
Angiosisl 0 nicht vorhanden
1 vorhanden
0 keine
adjuvante 1 praoperative
Chemotherapie | 2 | postoperative
3 pra- und postoperative
Dauer Chemotherapie /
(Monat)
0 keine
adjuvante 1 praoperative
Radiotherapie 2 | postoperative
3 pré- und postoperative

Gesamtherddosis der Radiatio / (Gy) \

Auftreten eines

kein Auftreten eines

Lokalrezidivs 0 tgt:;zg;’;szndmder einer
und/oder einer - —
Fernmetastase 1 mindestens 1 Lokalrezidivs

und/oder 1 Fernmetastase
Auftreten eines 0 kein Lokalrezidiv
Lokalrezidivs 1 mindestens 1 Lokalrezidiv
0 kein Lokalrezidiv
Anzahl der 1 1 Lokalrezidiv
Lokalrezidive 2 | 2 Lokalrezidive
3 3 Lokalrezidive

Diagnosedatum des

Lokalrezidivs

Symptomatische

Kurative Resektion

Palliative Resektion

Therapie des
Lokalrezidivs

Chemotherapie

Radiatio

g|hlwWNR|O

Radiochemotherapie

6

isolierte AP-Anlage

Identifikations-Nr. des histolo

ischen Lokalrezidivpraparates |

Auftreten von 0 kein Auftreten
Fernmetastase .
n 1 mindestens 1 Fernmetastase
Anzahl diagnost.
Fernmetastasen
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Forts. Datenerhebungsbogen:

Variable Kode Kode-Bezeichnung Variable Kode Kode-Bezeichnung
1 Leber hotspotl: hochste*
2 Lunge
3 Peritonealkarzinose hotspot2: zweith6chste*
4 Bauchdecke / Haut hotspot3: dritthdchste*
Metastasen- 5 | Knochen hotspot4: vierthéchste
lokalisation 6 Genitale *Anzahl von GeféRen pro
7 Gehirn Gesichtsfeld
8 Lymphknotenfernmetasta Alter" / (Jahr) 1 35-40
se 2 | >40-45
9 andere 3 >45-50
Einorganmetastase 4 >50-55
0 symptomatische 5 >55-60
1 kurative Resektion 6 >60-65
Metastasentherapie 2 palliative Resgktion 7 >65-70
3 Chemotherapie 8 >70-75
4 Radiatio 9 >75-80
5 Radiochemotherapie 10 | >80-85
letzter dokumentierter Gesamtiberlebenszeit
Kontakt mit Patient nach OP/ (Monat)
- 0 lebend lokalrezidivfreie
Uberlebensstatus 1 |tot Uberlebenszeit / (Monat)
0 tumorbedingt fernmetastasenfreie
Todesursache 1 | nicht tumorbedingt Uberlebenszeit / (Monat)
; P—" tumorereignisfreie
Exptl;tle:sGs;ginndes 1 | bFGF etxprlmler.t _ Uberlebenszei?/ (Monat)
Tumorzellen 2 bFGF nicht exprimiert

zum Zeitpunkt der Operation

8.2. Verwendete Antikdrper

Primar- Monoclonal Mouse Anti-Human Endothelial Cell, CD31 DAKO, Code No. M0823, Lot 016
antikorper bFGF (Ab-3) Calbiochem Cat # GF22
. . . DAKO Code No.
Rabbit Anti-Mouse Immunoglobins 7 0259, Lot 065
Sekundar- Immunogen : mainly 1gG, isolated from mouse serum
antikorper Specifity : all mouse IgG subclasses ( 1gG1, IgG2a, IgG2b, 1gG3), mouse IgA,
mouse IgM
Presentation : Solvent :0.1 M NaCl, 15 mM NaNs; Protein concentration : 3.2 g/L
DAKO Code No.
APAAP Mouse Monoclonal D651, Lot 025
APAAP consists of soluble complexes of calf intestinal alkaline phosphatase and
Tertidr - mouse monoclonal; anti-alkaline phosphatase
antikéroer Clone : The monoclonal anti-alkaline phosphatase is produced by clone AP7/6/7 .
P Presentation : Solvent :0.1 M NaCl, 15 mM NaNs; Protein concentration : 3.2 g/L
Isotype : IgG1 (kappa)
Presentation: Tissue culture supernatant dialysed against 0.05 M Tris/Hcl, 0.1 M
NaCl, ImM MgClz, 15 mM NaNs, pH 7.2; Mouse IgG concentration: 0.12 g/L
Mouse IgG1, negative Control DAK?( gggf ek
Qgg?rt(l)\ﬁee Gewebeiiberstand, der monoklonale IgG1-Maus-Ak gegen Aspergillus niger-

Glucoseoxidase, — Enzym, das weder in Sdugetieren vorhanden, noch in diesen
induziert werden kann. Als negative Kontrolle geeignet.
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8.3. Chemikalien und Gerate

8.3.1. Fixierungslésung

Bezeichnung

Hersteller

CAS!- EINECS?- bzw. Katalog-Nr.

Accustain, Formalin Solution, 10%
Neutral Buffered, General Purpose
Fixative, AFIP Formulation

Sigma Diagnostics, St.
Louis/ MO 63178, USA

Catalog No. 4550-1-320

8.3.2. Entparaffinierung

Bezeichnung

Hersteller

CAS-, EINECS- bzw. Katalog-Nr.

Xylene, CsH4(CHa),

J.T.Baker, Holland

CAS-Nr:1330-20-7,
EINECS-Nr: 2155357

Ethanol 90%, MEK vergallt

Apotheke
dto. 80% "
dto. 70% UKBF, Berlin
8.3.3. Demaskierung
Bezeichnung Hersteller CAS-, EINECS- bzw. Katalog-Nr.

Protease

Sigma Chemical Co.

CAS-Nr:[9036-06-0]

Trypsin, Bovine Pancreas

Trypsin-Inhibitor, Soybean

Calbiochem-Novabiochem
Corp., La Jolla/ CA, USA

CAS-Nr:[9035-81-8]

PBS-Dublecco, w/o,

Seramed®, Biochrom KG,

Cat.No. L1825

Ca™, Mg"™" Berlin
8.3.4. Pufferldsungen
Bezeichnung Hersteller CAS-, EINECS- bzw. Katalog-Nr.

Citronensaure-Monohydrat,
CsHgO7-H,0

Natriumchlorid z.A., NaCl

Merck KG a A, Darmstadt

CAS-Nr:[5949-29-1],
EINECS-Nr:2010691

CAS-Nr[7647-14-5),
EINECS-Nr:2315983

Tris Hydrochloride

Cibco BRL

CAS-Nr[1185-53-1]

Trizma®Base, Tris (hydroxymethyl)-
aminomethane, CsH1:NO3

Sigma Chemical Co.

CAS-Nr:[77-86-1]

Tween® pure

Serva-Feinbiochemica
GmbH & Co KG

8.3.5. Antikérperverdinnung

Bezeichnung

Hersteller

CAS-, EINECS- bzw. Katalog-Nr.

Serum vom Menschen

Biseko, Biotest Pharma

189.076-08 ??7?

RPMI 1640 Medium (10x), w 5mg/I
Phenol Red, w/o L-Glutamine,
w/o NaHCO3

Bovine Serum

Seromed®, Biochrom KG,
Berlin

Natriumazid

Merck KG, Darmstadt

CAS-Nr;[26628-22-8]
EINECS-Nr:2478521

! CAS: Chemical Abstracts Service Number

> EINECS: European Inventory of Existing Chemical Substances
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8.3.6. Entwicklung , Gegenfarbung, Eindeckung

Bezeichnung Hersteller CAS-, EINECS- bzw. Katalog-Nr.
Aqua ad iniectabilia Ph. Eur Delta Pharma GmbH
. : Merck KG a A, CAS-Nr:[68-12-2]
NN Dimethylformamid Darmstadt EINECS-Nr:2006795

2 Amino-2 methyl-1,3-propandiol

Merck-Schuchhard

CAS-Nr:[115-65-9] EINECS-Nr:2041007

Levamisole, C11H12N,S
Sodium Nitrite,NaNO,

Sigma Chemical Co

CAS-Nr:[16595-80-5]

CAS-Nr:[7632-00-0]

Kaisers Glyceringelatine fur die

Merck KG, Darmstadt

Mikroskopie
Naphthol AS-BI Phosphat Sigma Chemical Co. Cas-Nr:[530-79-0]
Hamatoxylin Merck KG a A, Darmstadt
Natriumjodat CAS-Nr:[7681-55-2] EINECS-Nr:23167252
Neufuchsin EINECS-Nr:2218317
Chloralhydrat CAS-Nr:[302-17-0] EINECS-Nr:2061175

Alumin.kaliumsulfatdodecahydrat

CAS-Nr:[7784-24-9] EINECS-Nr:2331413

8.3.7. Verwendete Losungen

. . Fullvolumen
Lésung pH-Wert Substanz Anteil Aqua destillata
Citratpuffer 6.0 Zﬂgﬂﬁﬂ;gf; 105g
Tris-HCI 34.35¢ 5|
Spiilpuffer 2476 Tris-Base 45¢g
(Tris-Puffer) B NaCl 439¢g
Tween 5ml
. ca. 9% (*keine pH- Tris-HCI 159
Entwwk(lat;ngspuff Wert-Einstellung Tris-Base 499 1l
erforderlich) NaCl 8.78 g
RPMI 50 ml
) Rinderserum” (#inaktiviert
RPMI-Lésung 7.4-7.6 durch Erhitzen: 1 h, T = 60°C) 50 ml 450 ml
Natriumazid 05¢
Neufuchsin- Neufuchsin 5g
Losung 2n HCI 100 ml
Hamatoxylin 39
Hamal Natriumjodat 06g 3]
( naihmillgugr ) Aluminiumkaliumsulfat- 150
y dodecahydrat 9
Chloralhydrat 150 g
Zitronensaure 39
Propandiol-Lésung Propandiol 1059 500 ml
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8.3.8. Gerate zur Anfertigung, Farbung und Auswertung der Paraffinschnitte

Bezeichnung Hersteller Merkmale
Schlittenmicrotom Microtom Heidelbera
= Wasserbad 40-55 °C
< Kihlplatte (Kryofix) WKF -10 °C
o Klingen
E Warmeschrank Heraeus 37 °C
c Capillary Gap Microscope | BioTek Solutions,
< P S”{jes ?75 ) P USA Code No. S2024
Haarpinsel
Abzuqg
Warmebad Kottermann
Druckkochtopf
Kochplatte
Maanetrihrer Heidolph
Elektrische Schittelplatte GFL
= Rattler
§ Inkubationskasten UKBF, Abt. Technik
s pH-Meter (761 Calimatic) Knick
Sartorius BP 310S- Feinwaaae
Spilflaschen
Glaskasten mit Deckeln
Farbekdrbchen
Farbekivetten
Deckalaser
Auswer Netzmikrometer Carl-Zeiss-Jena 12,5x 12,5 mm geteiltin5x 5
tung Bestell-Nr.: 474068 GmbH bzw. 10 x 10 Felder, d = 26 mm;

8.4 Antikorperfarbung

8.4.1 Farbeprotokolle fir JC70 und bFGF
arbentsgang | ration |28/ @M | | Abertegang | ation . | 261t/ (i)
JC70 1:25 30 bFGF 1:100 30

RAM 1:20 30+ 10 RAM 1:20 30+ 10
APAAP 1:40 30 +10 APAAP 1:40 30+ 10
Xylol 2x1 Xylol 2x1
Alkoholreihe je5 Alkoholreihe jes
Pronasierung 25 Kochen 3
Entwicklung 30 Entwicklung 30
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8.4.2. Farbetests mit Primarantikorper

Tabelle 8-3: Untersuchungsmatrix zur Optimierung des Farbeergebnisses von

Priméarantikorper.

Vorbehandlung Primarantikérper-Inkubation: Dauer / Temperatur
und Dauer
/(min) 4 Y% h /20°C | 1h / 20°C | 6h/20°C | 12h/ 20°C | 24h/ 20°C | 12h / 4°C
ohne bFGF,JC70 | bFGF,JC70 | bFGF,JC70 | bFGF,JC70 | bFGF,JC70 | bFGF
Protease, 5. | bFGF,JC70 | bFGF,JC70 | bFGF,JC70 | bFGFJC70 | bFGF,JC70 -
Protease, 15 | bFGF,JC70 | bFGF,JC70 | bFGF,JC70 | bFGF,JC70 | bFGF,JC70 -
Protease, 25 | bFGF,JC70 | bFGF,JC70 | bFGF,JC70 | bFGFJC70 | bFGF,JC70 -
Protease, 40 | bFGF,JC70 | bFGF,JC70 | bFGF,JC70 | bFGF,JC70 | bFGF,JC70 -
Trypsin, 12 bFGF bFGF bFGF bFGF bFGF -
Trypsin, 24 bFGF bFGF bFGF bFGF bFGF -
Drucktopf, 2 bFGF bFGF bFGF bFGF bFGF -
Drucktopf, 5 bFGF bFGF bFGF bFGF bFGF -
Drucktopf, 10 bFGF bFGF bFGF bFGF bFGF -
Drucktopf, 5, | prGE | bFGF | bFGF | bFGF | bFGF .
pH<6
Drucktopf, 5, | peGE | bFGF | bFGF | bFGF | bFGF .
pH>6
8.5. Statistische Analyse
o é Tabelle 8-1: Ubersicht tiber die
untersuchte g g angewendeten statistischen Verfahren
Parameter é E bei der Kreuzkorrelation zwischen
© g Gefalldichte und bFGF-Expression.
Tumorlokalisation |2 | %2
PT-Stadium % | < |€— Fishers
PN-Stadium 2 | y2 exakter -Test
UICC-Stadium %2 | %2
Angiosis %2 | %2
Lymphangiosis 2 | x> <«— 7% Test
Grading %2 | x?
Gefaldichte %2
bFGF-Expression | 2
Alter %2 | %2
Geschlecht %2 | x2
adjuvante Therapie | %2 | x2
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Tabelle 8-2: Ubersicht tiber die angewendeten statistischen Verfahren.

anINY-Ialo-uedey) 1591 1591 159
asA[euesuolssalfioy-x0) nw Y- / 158 -yuey-607 -_._.m___/m>>._9_m2v_ -2X  -n-Aaunym -uuep 1S3 IaDfexa SIaysi-
X + N/x/ + X + X A.x + sz X + » | aidesayL ayuean(pe
0 + X + 0 + X 0 + X + X | uoissaidx3-494q
0 + X {x00 D 0 + X 0 + X O + ok AUIIPYRRD
X + > + X + > X + > X + > Buipels
O + > ® O + X O + > O + > sisolbuy
0 P X + 0 + X 0 + X 0 + X sisolbueydwA
X D X + X + X X + X X + 2 201N
X ® 2 + X + 2 X + 2 X + 2 Nd
X ® X + X + X X + X X + ok 1d
0 + X + 0 + X 0 + 2 O + X | uonesifexopowny
S + X + 0 + X 0 + X O + 2 1Y28|Yose
d + 0| & + a + 10| & d +| O] & O +0O|X Iy
WozSURGRLIBAN | o [ wezsusgatiagn H_N_Nmm“w_ﬂw%wo smeig | MeESURMRAN | | WEZSUSGRLIRAN smeis 1 Jo1oWered
-Jwesan -Jwesan -Jown) SIBJAIPIZal dlaljusse]selaw lalyansiaiun

aud AR |0 AIDYB|[0X4B1UN AIDPR[I0Y  [lIoBIUN|  AYS||0Y HHM_F_M_ AIDIB| |0 <« NP3 10X
QJ01SIsA -lJwesa9) Soua}jol1aqg -lJwesa9 ‘119q -lwesao) jonaq -lwesa9) -usljualled
m_\;.mu,wmcmnm_._mnD m_cm_m._m._oEs._. OAIPIZoY UaSelSeIaN « [a1zsBunyansiaun
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Aus Tabelle 8-2 lassen sich die Kombinationen von statistischen Tests entnehmen,

die zur Analyse existierender Abhéngigkeiten in dieser Arbeit herangezogen werden.
8.6. Anfertigung der Tumorpraparate

e Resektate werden schon im OP in Behalter mit 10%iger Formalinlésung gelegt.

e Weiterverarbeitung erfolgt nach einem standardisierten Schema :

e Resektat wird in 2-5 mm dicke Scheiben geschnitten und noch einmal fir 2,5
Stunden in 10%iger Formalinldsung gelegt.

¢ Die Gewebescheiben durchlaufen anschlieBend folgende aufsteigende
Alkoholreihe zur Dehydrierung (Vol.-% / Dauer) und Behandlungsschritte (Stoff /

Dauer):

1) 70% /45min (5) 100% /50 min  (9) Aceton / 60 min

(2) 80% /60min (6) 100% /60 min (10) Paraffinwachs (60°C) /90 min
(3 96% /45min (7) 100% /60 min (11) Paraffinwachs (60°C) /120 min
(4) 96% /40 min (8) Aceton/45 min

8.7. Reproduzierbarkeitsprufung zur GefalRdichtebestimmung

180 -
160 -
140 -

120 4

100 - EBMessung 1 [OMessung 2

80

60

40

20

Max.GeféaRdichte/ ( Gefazahl / Gesichtsfeld )

O,
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Tumorschnitt

Abbildung 8-3 :Messwiederholung der GefaRdichte an 17 zufallig ausgewéahlten

Tumorschnitten im Abstand von 4 Wochen (Pearson-Korrelationskoeffizient r = 0.90, p<0.01).
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Lebenslauf

Name: Thomas Sternfeld

Geburtsdatum: 5. September 1970 Geburtsort: Schwabisch Hall
Staatsangehdrigkeit: Deutsch

Familienstand: Ledig

Seit 05/2002 Assistenzarzt

Medizinische Poliklinik,

Ludwig Maximilian Universitat Minchen

01/2002 — 04/2002 Stipendium der European AIDS Clinical Society am

Royal Free Hospital London, University College London

01/2001 - 12/2001 Assistenzarzt,
Il Innere Abt., Schwerpunkt Infektiologie /HIV,
Auguste-Viktoria-Krankenhaus, Berlin
06/1999 — 12/2001 Arzt im Praktikum,
Auguste-Viktoria-Krankenhaus Berlin
05/1999 Arztliche Priifung
1998- 1999 Praktisches Jahr:
- Hopital Cantonal, Fribourg, Franzdsische Schweiz
- Northern General Hospital, Sheffield, England
- Krankenhaus am Urban, Berlin
1992-1999 Studium der Humanmedizin, Freien Universitat Berlin
- |l Staatsexamen 1998
- | Staatsexamen 1996
- Arztliche Vorprifung 1995
- Famulaturen: 1994/95 Berlin, Republik Stdafrika

1990/1991 Zivildienst, Arbeiter-Samariter-Bund, Wirzburg
1981-1990 Gymnasium, Mockmahl
- 1990 Abitur

1977-1981 Grundschule, Jagsthausen



