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4 Ergebnisse 

4.1 Herstellung von Seneszenzkontrollen aus Fibroblasten 

Analog der Erstcharakterisierung von Onkogen-induzierter Seneszenz (OIS) durch Serrano 

199754 sollte die mit dem Onkogen ras infizierte Fibroblastenzelllinie IMR90 in dieser 

Untersuchung als Kontrolle für Seneszenz verwendet werden. Dazu wurde das Onkogen H-

rasV12 bzw. ein Leervektor für die Negativkontrolle mittels retroviraler Infektion mit dem 

Vektor pBABE-ras bzw. pBABE-empty stabil in IMR90eco eingebracht. Nach 

Antibiotikaselektion mit Puromycin wurden verschiedene OIS-typische Kriterien beobachtet, um 

den seneszenten Phänotyp der IMR90ras gegenüber der proliferierenden IMR90empty 

nachzuweisen. Untersucht wurde das Wachstum der Zellpopulation anhand Wachstumskurven 

mit einer Messung der Viabilität. Beurteilt wurden außerdem die Zellmorphologie und das 

Färbeverhalten im SA-beta-Gal-Assay. Die Zellzyklusverteilung nach BrdU-PI-Inkorporation 

und der Nachweis von SAHF durch H3K9me3-Immunfluoreszenzfärbung zusammen mit einer 

DAPI-Kernfärbung wurden ebenfalls untersucht. 

 

 

Abbildung 8: Wachstumskurve. Wachstumskurve der IMR90ras (blau) und IMR90empty 

(rot) ab Beendigung der Antibiotikoselektion an Tag 0. IMR90empty zeigen eine nahezu 

logarhythmische Wachstumskurve während die IMR90ras leicht unter ihren Ausgangswert 

fallen. Die Viabilität lag konstant bei Werten >80 %. Es zeigt sich der Seneszenz-typische 

Wachstumsarrest der IMR90ras. Mittelwerte ± Standardabweichungen aus drei voneinander 

unabhängigen Experimenten. 
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Anhand der Wachstumskurven in Abbildung 8 erkennt man deutlich, dass die IMR90ras im 

dargestellten Zeitraum von sieben Tagen ab Beendigung der Antibiotikaselektion (Tag 0) in ihrer 

Gesamt-Zellzahl nicht mehr zunahmen, sondern sogar ein wenig von 1000,0 Zellen auf  

833,3 ± 225,5 Zellen abnahmen, wohingegen sich die IMR90empty nahezu exponentiell von 

1000,0 Zellen auf 13533,3 ± 1814,8 Zellen vermehrten. Da die Viabilität zu allen gemessenen 

Zeitpunkten bei >80 % lag, kann der Unterschied nicht durch apoptotischen Zellverlust erklärt 

werden, sondern deutet auf einen Wachstumsarrest hin. 

 

 

Abbildung 9: SA-beta-Gal-Assay. SA-beta-Gal-Assay der IMR90ras und IMR90empty an 

Tag 6 nach Antibiotikaselektion. IMR90empty (*) zeigten keine perinukleäre Blaufärbung und 

behielten ihre normale Spindelform. IMR90ras () veränderten sich morphologisch zu größeren 

Zellen mit Zytoplasmaausläufern und perinukleären Vakuolen. Im SA-beta-Gal-Assay zeigte 

sich die Seneszenz-typische perinukleäre Blaufärbung. Inkubationszeit des SA-beta-Gal-Assays 

betrug drei Stunden. 25 x vergrößert. Unten: Schematische Darstellung der Morphologie jeweils 

einer IMR90ras- und IMR90empty-Zelle. 

 

Im SA-beta-Gal-Assay an Tag 6 nach Beendigung der Antibiotikaselektion zeigte sich bei den 

IMR90ras durchweg die Seneszenz- typische perinukleären Blaufärbung wohingegen sich die 

IMR90empty nicht färbten (Abbildung 9). IMR90ras zeigten außerdem die für Seneszenz 
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typischen morphologischen Veränderungen (große, flache Zellen mit stärker ausgeprägter 

Granularität) während die IMR90empty die für Fibroblasten typische Spindelform behielten. 

 

 

Abbildung 10: SAHF. Immunfluoreszenzfärbung auf H3K9me3 (A) und Gegenfärbung der 

Kerne mit DAPI (B) an IMR90ras und IMR90empty. C: Überlagerung der beiden Färbungen. 

IMR90empty zeigten eine diffuse Verteilung von H3K9me3 und DAPI. In den IMR90ras stellten 

sich sowohl die H3K9me3-, als auch die DAPI-Färbung in punktförmigen einander 

überlappenden Foci dar. 100 x vergrößert. 
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Die Immunfluoreszenzfärbungen auf SAHF zeigten in den IMR90empty sowohl bei H3K9me3, 

als auch bei DAPI eine eher homogene diffuse Verteilung im Zellkern (Abbildung 10). Bei den 

IMR90ras hingegen wurde die Seneszenz- typische Kondensation der DNS zu Heterochromatin 

durch die DAPI- Färbung sichtbar. Die ebenfalls punktförmige Verteilung in der H3K9me3-

Färbung überlappt, wie bei seneszenten Zellen typisch, mit den DAPI- Foci. 

Im Zellzyklusprofil der FACS-Analyse nach BrdU-Inkorporation konnte für die seneszenten 

IMR90ras ein Verlust der Synthese (S)-Phase gezeigt werden (Abbildung 11). Bei den 

IMR90empty befanden sich 7,6 % der Zellen in der S-Phase, wohingegen sich bei den IMR90ras 

nur 1,0 % der Zellen in der S-Phase befanden. 

 

 

Abbildung 11: Zellzyklusprofil. Darstellung des Zellzyklusprofils der IMR90empty und 

IMR90ras, ermittelt durch FACS-Analyse nach BrdU-PI-Inkorporations-Assay. PI zeigt den 

DNS-Gehalt (x-Achse), BrdU zeigt die Syntheseaktivität (y-Achse). Durch das Zusammenspiel 

von PI und BrdU ergibt sich folgende Zellzyklusverteilung für IMR90empty vs. IMR90ras: In 

der G1-Phase (R1) befanden sich 69,6 % vs. 59,0 % der Zellen. In der G2/M-Phase (R2) 

befanden sich 15,0 % v. 23,5 % der Zellen. In der S-Phase (R3) befanden sich 7,6 % vs. 1,0 % 

der Zellen. Es zeigte sich also ein Verlust der S-Phase für die IMR90ras 
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Zusammenfassung: 

Das Onkogen ras konnte mittels retroviraler Infektion stabil in IMR90 Fibroblasten eingebracht 

werden. Wenige Tage nach Selektion zeigte sich ein seneszenter Phänotyp mit Wachstumsarrest 

und der typischen Morphologie: Flache Zellen mit mehreren langen Zytoplasmaausläufern und 

vakuolenreichem Zytoplasma. Als weitere Merkmale seneszenter Zellen konnte die perinukleäre 

Blaufärbung im SA-beta-Gal-Assay und der Verlust der S-Phase im Zellzyklusprofil nach BrdU-

Inkorporation gezeigt werden. SAHF stellten sich in den IMR90ras als kolokalisierte gepünktelte 

nukleäre Fluoreszenz in der Doppelfärbung mit H3K9me3 und DAPI dar. Somit konnte gezeigt 

werden, dass die hergestellten IMR90ras im Gegensatz zu den mit dem Leervektor infizierten 

IMR90empty die Schlüsselmerkmale Onkogen-induzierter Seneszenz besitzen. 

 

4.2 Seneszenz in Kryogeweben 

Um Kryogewebe der kolorektalen Adenom-Karzinom-Sequenz auf Merkmale von Seneszenz zu 

untersuchen, wurden ein SA-beta-Gal-Assay, sowie die immunhistochemische Färbung mit dem 

Antikörper gegen den Proliferationsmarker Ki67 an aufeinanderfolgenden Schnitten von 

Kryogewebeproben durchgeführt. Getestet wurden fünf Normalgewebe, zwölf Adenome und 

sechs Karzinome. Dabei dienten die zu Kryopellets schockgefrorenen IMR90eco und IMR90ras 

als Kontrollen für den seneszenten bzw. nicht-seneszenten Phänotyp. An den Ki67-Färbungen 

wurden je Gewebeprobe fünf Areale ausgewählt. In den ausgewählten Arealen wurden 

mindestens 100 Epithelzellen auf ihre nukleäre Ki67-Färbung ausgezählt. Die damit korrespon-

dierenden Areale wurden in den Schnitten des SA-beta-Gal-Assays aufgesucht und ebenfalls an 

mindestens 100 Epithelzellen ausgewertet. Gewebe, die stärkere SA-beta-Gal-Färbung als Ki67-

Färbung (jeweils als Mittelwert der fünf beurteilten Areale) zeigten, wurden als seneszent 

gewertet. Ausgewählte Areale sind in Abbildung 12 dargestellt. 

Es wurden fünf normale Kolongewebe untersucht, wobei auffiel, dass sich die Färbungen in der 

Kryptentiefe und am Lumen-nahen Epithelgewebe gegensätzlich verhielten (Beispielhaft an 

NG1 in Abbildung 12). Die Architektur des normalen Kolongewebes geht von proliferierenden 

Kolon-Stammzellen in der Kryptentiefe aus, die sich gen Lumen immer weiter differenzieren. 

Entsprechend dieser Unterschiede wurden in der grafischen Auswertung der Färbungen Epithel 

der Kryptentiefe und Lumen-nahes Epithel getrennt beachtet. Betrachtet man die Mittelwerte der 

jeweiligen Gewebeanteile, zeigte sich in der Kryptentiefe proliferierendes Epithel mit einer 

Ki67-Färbung von 56-68 % und nur 5-23 % SA-beta-Gal-Färbung.  
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Abbildung 12: Kryofärbungen. Beispiele von Arealen der gefärbten Kryogewebe der 

kolorektalen Adenom-Karzinom-Sequenz. Links sieht man die immunhistochemische Färbung 

von Ki67, rechts das korrespondierende Areal des  SA-beta-Gal-Assays. Dargestellt sind ein 

Areal eines normalen Kolongewebes (NG1), je ein Areal zweier Adenome (Ad2, Ad3) und je ein 

Areal zweier Karzinome (Ca1, Ca5). Ki67-positive Areale korrelieren mit SA-beta-Gal-

negativen und umgekehrt. 10 x vergrößert. 
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Im Lumen-nahen Epithel hingegen zeigten sich nur 7-23 % Ki67-Färbung und 42-82 % SA-beta-

Gal-Färbung (Abbildung 13 oben). Alle betrachteten Areale zeigten ein ähnliches Färbe-

verhalten, was an der geringen Streubreite zwischen Minimal- und Maximalwert der Areale 

jedes einzelnen Gewebes zu erkennen ist (Abbildung 13 unten). Gemessen an den Mittelwerten 

gelten 5 von 5 Kryptengewebe als nicht-seneszent (SA-beta-Gal < Ki67) und 5 von 5 Lumen-

nahen Geweben zeigten Merkmale von Seneszenz (SA-beta-Gal > Ki67). 

 

 

Abbildung 13: Normalgewebe. Von 5 Normalgeweben (NG1-NG5) des Kolons wurden 

Kryptentiefe (Krypte 1-5) und Lumen-nahes Epithel (Lumen 1-5) getrennt betrachtet. Oben: SA-

beta-Gal-Färbung (blau) und Ki67-Färbung (rot) der Normalgewebe. Mittelwerte ± Standard-

abweichung von jeweils 5 Arealen jedes einzelnen Gewebes. Unten links: Maximalwert, 

Mittelwert (Quadrat) und Minimalwert der SA-beta-Gal-Färbung der 5 Areale jedes 

Normalgewebes. Unten rechts: Minimalwert, Mittelwert (Quadrat) und Maximalwert der Ki67-

Färbung der 5 Areale jedes Normalgewebes. Lumen-nahes Epithel zeigte bei 5 von 5 Geweben 

einen seneszenten Phänotyp mit SA-beta-Gal positivem Ki67 negativem Gewebe. 

Kryptenepithel zeigte bei 5 von 5 Geweben einen nicht-seneszenten Phänotyp mit Ki67 

positivem SA-beta-Gal negativem Gewebe. 
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Abbildung 14: Adenome. Oben: SA-beta-Gal-Färbung (blau) und Ki67-Färbung (rot) von 12 

Kolonadenomen (Ad1-Ad12). Mittelwerte ± Standardabweichung von jeweils 5 Arealen jedes 

einzelnen Gewebes. Unten: Maximalwert (Querstrich), Mittelwert (Quadrat) und Minimalwert 

(Querstrich) der SA-beta-Gal-Färbung bzw. Ki67-Färbung der 5 Areale jedes Adenoms. Acht 

Adenome zeigten einen seneszenten Phänotyp (MW SA-beta-Gal > MW Ki67). Drei Adenome 

zeigten einen nicht-seneszenten Phänotyp (MW Ki67 > MW SA-beta-Gal). Adenom 6 teilte sich 

in einen Seneszenz-typischen und einen proliferierenden Anteil. Das Färbeverhalten unterschied 

sich zwischen den verschiedenen Arealen der einzelnen Gewebe zum Teil erheblich (Ad6, Ad8), 

obwohl die meisten Adenome ein relativ homogenes Muster zeigten. 

 

Stellvertretend für präkanzeröse Läsionen der Adenom-Karzinom-Sequenz wurden zwölf 

Kryoadenome betrachtet. Zwei Drittel dieser Adenome (n=8) zeigten typische Merkmale von 

Seneszenz bei einer SA-beta-Gal-Färbung von 50-93 % und einer Ki67-Färbung von nur 3-44 % 

(Beispielhaft an Ad2 in Abbildung 12, Abbildung 14 oben). Drei Adenome (Ad3, Ad5, Ad9) 

hingegen zeigten überwiegend proliferierendes Gewebe mit 62-76 % Ki67-Färbung und nur  

12-25 % SA-beta-Gal-Färbung (Beispielhaft in Ad3 in Abbildung 12, Abbildung 14 oben). Ein 

Adenom (Ad6) zeigte eine Zweiteilung in einen Anteil, der sich wie die proliferierenden 
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Adenome verhielt und in einen Anteil, der sich wie die Adenome mit Seneszenzmerkmalen 

verhielt; die Mittelwerte betrachtet lässt es sich nicht eindeutig zuordnen. Die betrachteten 

Areale der einzelnen Adenomgewebe verhielten sich teilweise noch relativ homogen, andere 

hingegen zeigten eine große Streubreite der Färbungen zwischen den einzelnen Arealen. So gab 

es Adenome (z.B. Ad1, Ad2, Ad4, Ad7), in denen sich die Unterschiede zwischen Minimal- und 

Maximalwert mit Abständen von 6-17 % bei Ki67 und 14-33 % bei SA-beta-Gal relativ gering 

verhielten. Andere Adenome (z.B. Ad6, Ad8) zeigten sehr ausgeprägte Unterschiede zwischen 

den Arealen mit einem Unterschied zwischen Minimal- zu Maximalwert von bis zu 84 % bei 

Ki67 und bis zu 97 % bei SA-beta-Gal (siehe Abbildung 14 unten). 

 

 

Abbildung 15: Karzinome. Oben: SA-beta-Gal-Färbung (blau) und Ki67-Färbung (rot) der 6 

Kolonkarzinome (Ca1-Ca6). Mittelwerte ± Standardabweichung von jeweils 5 Arealen jedes 

einzelnen Gewebes. Unten: Maximalwert (Quadrat), Mittelwert (halber Querstrich) und 

Minimalwert (ganzer Querstrich) der SA-beta-Gal-Färbung bzw. Ki67-Färbung der 5 Areale 

jedes Karzinoms. Fünf der Karzinome verhielten sich wie nicht-seneszente Gewebe (MW Ki67 

> MW SA-beta-Gal), das Karzinom Ca1 dagegen zeigte Seneszenz (MW Ki67 < MW SA-beta-

Gal). Auch in überwiegend nicht-proliferierendem Gewebe gab es teilweise Stellen mit 

Hinweisen auf Seneszenz wie in Ca6 (Areale mit Ki67 < SA-beta-Gal). 
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Abbildung 16: Zusammenfassung Kryogewebe. Übersicht über die Seneszenzfärbungen in 

Kryogeweben. Oben: Mittelwerte ± Standardabweichung der SA-beta-Gal-Färbung (blau) und 

der Ki67-Färbung (rot) in den Kontrollen für Seneszenz (IMR90eco als Negativkontrolle, 

IMR90ras als Positivkontrolle) und weiteren Geweben der kolorektalen Adenom-Karzinom-

Sequenz. Unten: Links SA-beta-Gal-Assay und rechts immunhistochemische Färbung auf Ki67 

an Kryogeweben. 10 x vergrößert. Epithel der Krypte und die meisten Karzinome zeigten einen 

nicht-seneszenten Phänotyp mit überwiegend SA-beta-Gal-negativem Ki67 positivem Gewebe. 

Die meisten Adenome und Lumen-nahes Epithel zeigten einen seneszenten Phänotyp mit SA-

beta-Gal-positivem Ki67-schwachem Gewebe. 

 

Es wurden sechs Karzinome betrachtet (Abbildung 15), von denen fünf als nicht-seneszent 

eingestuft wurden, da sie eine Ki67-Färbung von 36-54 % und eine SA-beta-Gal-Färbung von 

nur 2-28 % aufwiesen (Beispielhaft an Ca5 in Abbildung 12). Eines der untersuchten Karzinome 

zeigte mit 41 % Ki67-Färbung und 51 % SA-beta-Gal-Färbung Seneszenz (Beispielhaft in Ca1 
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in Abbildung 12). Die Areale jedes einzelnen Karzinoms waren großenteils relativ homogen. Es 

fiel aber auf, dass in überwiegend proliferierendem, nicht-seneszentem Gewebe zum Teil (v.a. 

Ca6) vereinzelt nicht-proliferierende Areale mit seneszenten Merkmalen (Areale mit SA-beta-

Gal > Ki67) vorlagen. 

Zusammenfassend zeigten die Färbungen der Kryogewebe einen nicht-seneszenten Phänotyp mit 

starker Ki67-Färbung in SA-beta-Gal negativem Gewebe in der Negativkontrolle IMR90eco 

sowie in der Kryptentiefe von normalem Kolonepithel. Einen seneszenten Phänotyp mit starker 

SA-beta-Gal-Färbung in Ki67-schwachem Gewebe zeigten dagegen die Positivkontrolle 

IMR90ras sowie der überwiegende Teil der Adenome (Abbildung 16). Auch das differenzierte 

Lumen-nahe Kolonepithel zeigte Merkmale von Seneszenz. Karzinome stellten sich 

überwiegend nicht-seneszent dar, wobei in manchen Proben einzelne Areale mit Merkmalen von 

Seneszenz auffielen. 

 

Zusammenfassung: 

Es wurde ein SA-beta-Gal-Assay und eine immunhistochemische Färbung mit einem Antikörper 

gegen Ki67 an Kryogeweben der kolorektalen Adenom-Karzinom-Sequenz durchgeführt. Als 

Kontrollen für Seneszenz dienten Schnitte von schockgefrorenen IMR90eco- und IMR90ras-

Pellets. Ein seneszenter Phänotyp (MW SA-beta-Gal > MW Ki67) zeigte sich an der Positiv-

kontrolle IMR90ras, sowie an den meisten Kolonadenomen und am Lumen-nahen normalen 

Epithelgewebe. Ein nicht-seneszenter Phänotyp (MW SA-beta-Gal < MW Ki67) zeigte sich an 

der Negativkontrolle IMR90eco, sowie in den Krypten des normalen Kolonepithels und im 

überwiegenden Teil der Karzinome. In einem Teil der Karzinome zeigten sich jedoch vereinzelte 

seneszente Areale (Areale mit SA-beta-gal > Ki67). 

 

4.3 Seneszenz in Paraffingeweben 

Im nächsten Schritt sollte eine Seneszenz-Signatur (Seneszenz-Index, SI) für Paraffingewebe aus 

verschiedenen Seneszenz-assoziierten Markern ermittelt werden. Dazu wurden IMR90eco- bzw. 

IMR90ras-Pellets in Paraffin eingebettet, die als Seneszenz-Kontrollen für die Etablierung 

immunhistochemischer Färbungen von folgenden Seneszenz- assoziierten Markern dienten: 

Ki67, P53, P16, PAI-1, PML, p-H2A.x, H3K9me3, HP1

€ 

γ , P-Chk2, p-P53, p-Erk. 

Aufeinanderfolgende Schnitte von Proben der kolorektalen Adenom-Karzinom-Sequenz wurden 
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mit den entsprechenden Antikörpern gegen diese Marker gefärbt. An den Ki67-Färbungen 

wurden je Gewebeprobe fünf Areale ausgewählt, wobei mindestens ein möglichst niedrig-

proliferierendes Areal eingeschlossen wurde. In den ausgewählten Arealen wurden mindestens 

100 Epithelzellen auf ihre nukleäre Ki67-Färbung ausgezählt. Die mit den Ki67-Stellen 

korrespondierenden Areale wurden auf den Schnitten der weiteren Marker aufgesucht und an 

mindestens 100 Epithelzellen ausgezählt. Für die Berechnung des SI wurden fünf Adenome 

(Lernadenome) mit ihrer jeweils Ki67-negativsten und Ki67-positivsten Stelle herangezogen. Es 

wurde ein SI entwickelt, der mit PAI-1, HP1

€ 

γ  und p-Erk noch drei der ursprünglich getesteten 

Seneszenz-assoziierten Marker umfasste. Der SI wurde an 17 Paraffinadenomen 

(Validierungsadenome) validiert. Für sieben Proben lag sowohl Paraffin- als auch Kryomaterial 

vor. An diesen Proben sollte der SI in Paraffin verglichen werden mit dem Seneszenzstatus, der 

aus der Evaluation von SA-beta-Gal und Ki67 in den passenden Kryogeweben bekannt war. 

Die immunhistochemischen Färbungen und deren grafische Auswertung zeigten eine Färbung 

des Proliferationsmarkers Ki67 von 26 % bei den nicht-seneszenten IMR90eco im Gegensatz zu 

0 % bei den seneszenten IMR90ras (Abbildung 18). Als Seneszenz-assoziierte Marker wurden 

P53, P16, PAI-1, PML, p-H2A.x, H3K9me3, HP1

€ 

γ , p-Chk2, p-P53 und p-Erk untersucht. Für 

alle genannten Marker zeigte sich eine nach dem Mann-Whitney-U-Test statistisch signifikant 

stärkere Färbung bei den IMR90ras im Vergleich zu den IMR90eco. Die Abbildung 17 stellt 

diese Unterschiede beispielhaft in 10 x Vergrößerung dar. Das Färbeverhalten auf PML erkennt 

man in der 40 x Vergrößerung deutlicher (Abbildung 19). Hier sind auch die rot angefärbten 

charakteristischen PML-Kernkörperchen in den seneszenten IMR90ras sichtbar. 

Eine Auswahl an Mediatoren von DNS-Schaden, Zellzyklusregulatoren, Chromatin-zugehörigen 

Proteinen und anderen sollte zur Erstellung einer Seneszenzsignatur evaluiert werden. Alle 

Seneszenz-assoziierten Marker wurden dazu in fünf verschiedenen Paraffin-Adenomen gefärbt, 

die zur Herstellung des SI in Paraffin dienen sollten (Lern-Adenome). Von fünf 

unterschiedlichen, mindestens 350 Zellen umfassenden Arealen jedes Adenoms wurde das Areal 

mit der stärksten Ki67-Frequenz als proliferierendes, nicht seneszentes Areal, und das Areal mit 

der geringsten Ki67-Frequenz als nicht-proliferierendes, Seneszenz-typisches Areal definiert 

(Abbildung 20). Grundlage der Klassifikation eines Gewebes mit unbekanntem Seneszenzstatus 

durch den SI sollte das Areal mit der geringsten Ki67-Frequenz des Gewebes sein. 
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Abbildung 17: Marker in Paraffin-IMR90. Immunhistochemische Färbungen der in 

Paraffin eingebetteten IMR90eco bzw. IMR90ras auf den Proliferationsmarker Ki67 und 

verschiedene Seneszenz-assoziierte Marker. 10 x vergrößert. 
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Abbildung 18: Markerverteilung in Paraffin-IMR90. Grafische Darstellung der 

immunhistochemischen Färbungen der in Paraffin eingebetteten IMR90eco (rot) und IMR90ras 

(blau). Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung aus jeweils drei verschiedenen 

Arealen, angegeben in Prozent gefärbter Zellen. Die seneszenten IMR90ras zeigten im 

Gegensatz zu den nicht-seneszenten IMR90eco keine Färbung des Proliferationsmarkers Ki67, 

aber eine statistisch signifikant stärkere Färbung aller betrachteten Seneszenz-assoziierten 

Marker (Mann-Whitney-U-Test). 

 

 

Abbildung 19: PML-Färbung. Immunhistochemische Färbung der in Paraffin eingebetteten 

IMR90eco bzw. IMR90ras auf PML. 40 x vergrößert. In den seneszenten IMR90ras erkennt man 

die rot gefärbten PML-Kernkörperchen. 
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Abbildung 20: Ki67-Färbung in Adenomen. Oben: Grafische Übersicht über die Ki67-

Färbung mit Minimalwert, Mittelwert und Maximalwert der fünf Ki67-Areale der verschiedenen 

Paraffin-Adenome. Gezeigt sind die Lern-Adenome und die Validierungs-Adenome. Unten: 

Übersicht über die Ki67-Verteilung am Beispiel der fünf beurteilten Areale von Adenom 1, nach 

aufsteigender Ki67-Färbung geordnet. Zur Klassifikation eines Gewebes mit unbekanntem 

Seneszenzstatus durch den Seneszenzindex (SI) soll das Areal mit der geringsten Ki67-Frequenz 

herangezogen werden. 

 

Zu dem Areal mit der höchsten und der niedrigsten Ki67-Frequenz wurde für jedes Adenom das 

jeweils korrespondierende Areal der folgenden Schnitte mit den Färbungen auf die anderen 

Seneszenz-Marker aufgesucht und ausgezählt (Abbildung 23). Einige der Marker, die in immun-

histochemischen Färbungen der Paraffin-eingebetteten IMR90s gut darzustellen waren, ließen 

sich mit demselben Protokoll in den Paraffin-Kolongeweben nicht zufriedenstellend auswerten, 

da wenig bis gar keine Färbung zu verzeichnen war. Zu diesen Markern gehörten p-Chk2,  

p-H2A.x und p-P53, welche aus diesem Grund bei der Erstellung der Seneszenzsignatur nicht 

beachtet wurden. Betrachtet man die immunhistochemische Färbung und deren grafische 
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Auswertung der anderen Seneszenz-assoziierten Marker, so zeigte sich, mit Ausnahme von 

H3K9me3, ein ähnliches Färbeverhalten bei den Paraffinadenomen wie bei Paraffin-IMR90eco 

bzw. Paraffin-IMR90ras (Abbildung 21): es zeigt sich eine stärkere Färbung in den Seneszenz-

typischen Arealen. Der Marker H3K9me3 hingegen zeigt stärkere Färbung mit einem Mittelwert 

von 70 % in nicht-seneszenten im Gegensatz zu einem Mittelwert von 64 % in Seneszenz-

typischen Arealen. Aufgrund der Widersprüchlichkeit mit den Erwartungen aus den Paraffin-

IMR90 wurde H3K9me3 ebenfalls von der Signatur ausgeschlossen. HP1

€ 

γ  wurde trotz eines nur 

geringen Unterschiedes in der Färbung (p=0,754, Mann-Whitney-Test) in die Signatur 

aufgenommen, weil die SAHF, wie in der Einleitung beschrieben, nach der aktuellen Literatur 

eine essentielle Rolle im seneszenten Phänotyp spielen. Signifikante Unterscheidungsfähigkeit 

zwischen seneszenten und nicht-seneszenten Arealen zeigten die Marker PAI-1 (p=0,04, Mann-

Whitney-Test) und PML (p=0,01, Mann-Whitney-Test). Der Marker p-Erk konnte ebenfalls gut 

zwischen seneszent und nicht-seneszent unterscheiden, obwohl hier das Ergebnis nicht 

signifikant war (p=0,08, Mann-Whitney-Test). In die Signatur eingeschlossen wurden PAI-1 und 

p-Erk. P53 und P16 zeigten keine signifikanten Unterschiede (p=0,91 und p=0,52, Mann-

Whitney-Test) und wurden deshalb nicht in die Signatur aufgenommen (Mann-Whitney-Test). 

PML wurde trotz des scheinbar guten Differenzierungsvermögens wegen der breiten 

Überlappung mit anderen Tumorsupressormechanismen wie z.B. Apoptose aus der Signatur 

ausgeklammert. 

Aufgrund der geringen Fallzahl ist die Durchführung einer Regressionsanalyse oder einer 

Diskriminanzanalyse als Methode der statistischen Auswertung nicht zulässig. Der SI sollte über 

eine Gleichung aus den verschiedenen Seneszenzmarkern die Möglichkeit bieten, Paraffin-

gewebe in solche mit und solche ohne Seneszenz-typische Merkmale einzuteilen. Von fünf 

Arealen sollte die am wenigsten Ki67 gefärbte, also die niedrigst-proliferierende Stelle, zur 

Beurteilung durch die Seneszenzsignatur herangezogen werden. Die Prozentwerte der immun-

histochemischen Färbungen der unterschiedlichen Marker variierten stark, was in der Gleichung 

beachtet werden sollte, um keinem Marker von vorne herein größere Bedeutung zu geben. 

Hierzu wurde jeder Marker mit dem Kehrwert des Mittelwertes desselben Markers in den 

seneszenten Arealen der Lern-Adenome multipliziert. Der Grenzwert zur Klassifizierung sollte 

bei Null liegen, so dass ein y-Achsenabschnitt von -19 gewählt wurde (Abbildung 22). Somit 

klassifiziert der SI anhand des Areals mit der geringsten Ki67-Frequenz über einen negativen 

Ergebniswert Gewebe ohne Seneszenz-typisches Areal (im Folgenden vereinfachend nicht-

seneszente Gewebe genannt) und über einen positiven Ergebniswert Gewebe mit Seneszenz-

typischem Areal (im Folgenden vereinfachend seneszentes Gewebe genannt). Ki67 sollte nicht 
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direkt in den SI einfließen, da der Proliferationsmarker bereits als Auswahlkriterium für die zu 

bewertende Stelle diente und somit mit einem Bias belegt ist. Starke Proliferation und Seneszenz 

als Zellzyklus-Arrest schließen einander aber aus. Deshalb sollte Ki67 als separates Kriterium 

für Seneszenz im SI Beachtung finden, ohne mit seinem Absolutwert direkt den berechneten 

Ergebniswert zu verändern. Um dieser Sonderstellung gerecht zu werden, wurden alle Areale 

niedriger Ki67-Frequenz mit mindestens 12 % Ki67-Färbung direkt als nicht-seneszent 

klassifiziert. SI-Werte zwischen -1 und 1 wurden als nicht eindeutig klassifizierbar gewertet. 

 

 

Abbildung 21: Paraffinmarker in Lern-Adenomen. Grafische Darstellung der immunhisto-

chemischen Färbungen der Paraffinproben der fünf Adenome, die zur Herstellung des SI dienten 

(Lernadenome). In jedem Adenom wurde die Stelle der höchsten Ki67-Frequenz als 

proliferierendes Areal und die Stelle mit der niedrigsten Ki67-Frequenz als Seneszenz-typisches 

Areal gewertet. Gezeigt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung der jeweils fünf Areale 

maximaler Ki67-Frequenz (rot) und der Areale geringster Ki67-Frequenz (blau), angegeben in 

Prozent gefärbter Zellen. Die seneszenten Stellen zeigten im Gegensatz zu den proliferierenden 

Stellen, entsprechend der Markerverteilung in Paraffin-IMR90eco bzw. Paraffin-IMR90ras, eine 

stärkere Färbung auf fast alle betrachteten Seneszenz-assoziierten Marker. H3K9me3 zeigte im 

Gegensatz zu den Erwartungen aus Paraffin-IMR90s eine stärkere Färbung in den 

proliferierenden Arealen. Vier Marker flossen in den SI ein (grün umrandet): PAI-1, p-Erk und 

HP1

€ 

γ  waren Teil der Formel des SI, Ki67 spielte bei der Auswahl des zu klassifizierenden 

Areals eine Rolle. 
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Abbildung 22: Seneszenzsignatur. Darstellung des ermittelten Algorhithmus zur 

Klassifizierung von Geweben in solche mit Seneszenz-typischen (seneszenten) und solche ohne 

Seneszenz-typische (nicht-seneszente) Areale. Grundlage der Klassifizierung war das Areal mit 

der geringstens Ki67-Färbung eines Gewebes. Bei einem Ki67-Prozentwert von mindestens 

12 % wurde das Gewebe als nicht-seneszent eingestuft. Bei geringerer Proliferation geschah die 

Einteilung anhand der Seneszenzsignatur, die die Marker p-Erk, PAI-1 und HP1

€ 

γ  umfasst. Die 

Koeffizienten vor den einzelnen Variablen entsprechen dem Kehrwert des Mittelwert desselben 

Markers in den seneszenten Stellen der Lern-Adenome. Zur Berechnung einzusetzen ist der 

Prozentwert der positiv gefärbten Zellen der drei Marker im Areal mit der geringsten Ki67-

Frequenz als Wert zwischen 0 und 1. Bei einem SI größer 1 zählt das Gewebe als seneszent, bei 

einem SI kleiner 1 als nicht-seneszent. SI-Werte zwischen -1 und 1 gelten als nicht eindeutig 

klassifizierbar. 

 

Wendet man den SI auf die Lern-Adenome an, so können alle Areale der geringsten Ki67-

Frequenz durch den SI korrekt als seneszent klassifiziert werden. Von den stark Ki67-gefärbten 

Arealen können ebenfalls alle über den SI unter Beachtung der Ki67-Frequenz korrekt als nicht-

seneszent klassifiziert werden. Es fällt auf, dass die Werte der Seneszenzsignatur in drei Fällen 

im nicht-klassifizierbaren Bereich liegen. Lern-Adenom 3 bleibt auch mit Betrachtung von Ki67 

nicht klassifizierbar. Hierauf soll im Diskussionsteil näher eingegangen werden. 
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Lern-Adenome Klassifikation entsprechend dem SI (SI-Wert) 

Lern-Adenom 1: Ki67 minimal Seneszent (3,2) 

Lern-Adenom 2: Ki67 minimal Seneszent (20,6) 

Lern-Adenom 3: Ki67 minimal   Seneszent (0,5) 

Lern-Adenom 4: Ki67 minimal Seneszent (15,1) 

Lern-Adenom 5: Ki67 minimal Seneszent (14,8) 

Lern-Adenom 1: Ki67 maximal Nicht seneszent (-4,7) 

Lern-Adenom 2: Ki67 maximal Nicht seneszent (-0,4) 

Lern-Adenom 3: Ki67 maximal Nicht seneszent (-6,3) 

Lern-Adenom 4: Ki67 maximal Nicht seneszent (-0,2) 

Lern-Adenom 5: Ki67 maximal Nicht seneszent (7,6; aber Ki67 > 12 %) 

Tabelle 3: Lernadenome. Tabellarische Übersicht über die fünf Lern-Adenome und deren 

Ergebnisse im SI. Die Areale mit geringer Ki67-Frequenz, die als Areale mit 

Seneszenzmerkmalen definiert wurden, konnten fast alle über den SI als seneszent klassifiziert 

werden (4 von 5 seneszenten Fällen, blau). Ein seneszenter Fall (Lern-Adenom 3, hellblau) blieb 

bei einem SI von 0,5 nicht-klassifizierbar. Von den Arealen mit hoher Ki67-Frequenz, die als 

Areale ohne Seneszenzmerkmale definiert wurden, konnten alle über den SI als nicht-seneszent 

kategorisiert werden (rot). Bei den Lern-Adenomen 2, 4 und 5 lagen die SI-Werte nahe dem 

Grenzwert 0 oder im positiven Bereich. Diese Areale konnten aber allein durch die Betrachtung 

von Ki67 (Ki67 > 12 %) als nicht-seneszent klassifiziert werden. 

 

Zur Validierung der erstellten Seneszenzsignatur wurden 17 Paraffinadenome (Validierungs-

Adenome) klassifiziert. Von sieben der siebzehn Proben standen Paraffin- und Kryomaterial 

desselben Adenoms zur Verfügung, so dass hier die Klassifikation durch den SI in Paraffin mit 

dem Seneszenzstatus im zugehörigen Kryogewebe korreliert wurde. In den entsprechenden 

Kryoproben konnte durch einen SA-beta-Gal-Assay und eine immunhistochemische Färbung auf 

Ki67 die Einteilung der Gewebe als seneszent (fünf Areale im Gewebe: MW SA-beta-Gal > MW 

Ki67) oder nicht seneszent (fünf Areale im Gewebe: MW SA-beta-Gal < MW Ki67) 

vorgenommen werden. Die Ergebnisse der Kryoproben wurden oben bereits dargestellt, es 
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handelt sich um die Kryoadenome 5, 6, 8, 9, 10, 11 und 12. Der Seneszenzstatus der 

Kryoadenome wurde mit dem Seneszenzstatus der entsprechenden Paraffinadenome nach 

Einteilung gemäß der Seneszenzsignatur verglichen (Tabelle 4). Von vier seneszenten 

Kryoadenomen konnten drei der entsprechenden Paraffinadenome ebenfalls als seneszent 

klassifiziert werden. Das Validierungs-Adenom 11, das dem seneszenten Kryoadenom 11 

entspricht, kann nicht korrekt als seneszent klassifiziert werden, sondern wird als nicht-seneszent 

eingestuft. Von zwei nicht-seneszenten Kryoadenomen werden die entsprechenden 

Paraffinadenome korrekt ebenfalls als nicht-seneszent klassifiziert. Kryoadenom 6 konnte mit 

dem SA-beta-Gal-Assay und der Ki67-Färbung nur bedingt klassifiziert werden, da es aus sehr 

unterschiedlichen Arealen bestand. Betrachtet man das gesamte Gewebe, also mehr als nur fünf 

Areale, gehört es aber überwiegend zur Gruppe der nicht-seneszenten Gewebe. In Paraffin wurde 

das entsprechende Validierungs-Adenom 6 als nicht-seneszent klassifiziert. Somit ergibt sich 

eine konkordante Aussage in 6 von 7 Fällen (entspricht ca. 85 %). Vernachlässigt man das 

schwer klassifizierbare Kryoadenom 6, so ergibt sich eine konkordante Aussage in 5 von 6 

Fällen (entspricht ca. 83 %). 

 

 

Abbildung 23: Markerverteilung an Beispielen. Zwei Beispiele von Adenomen mit dem 

zur Klassifikation durch den SI notwendigen Areal. An aufeinanderfolgenden, auf die 

verschiedenen Marker des SI gefärbten Schnitten wurden die mit dem Areal der geringsten 

Ki67-Frequenz korrespondierenden Areale aufgesucht und ausgezählt. 
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Validierungs-Adenom Klassifikation durch SI Kryo-Adenom Klassifikation durch 

SA-beta-Gal und Ki67 

Validierungs-Adenom 18 Seneszent (14,8)   

Validierungs-Adenom 7 Seneszent (1,4)   

Validierungs-Adenom 15 Seneszent (1,7)   

Validierungs-Adenom 16 Seneszent (3,4)   

Validierungs-Adenom 17 Seneszent (23,4)   

Validierungs-Adenom 20 Seneszent (22,2)   

Validierungs-Adenom 21 Seneszent (1,3)   

Validierungs-Adenom 22 Seneszent (5,9)   

Validierungs-Adenom 8 Seneszent (16,6) Kryo-Adenom 8 Seneszent 

Validierungs-Adenom 10 Seneszent (1,6) Kryo-Adenom 10 Seneszent 

Validierungs-Adenom 12 Seneszent (14,1) Kryo-Adenom 12 Seneszent 

Validierungs-Adenom 11 Nicht seneszent (-10,4) Kryo-Adenom 11 Seneszent 

Validierungs-Adenom 5 Nicht seneszent (-11,7) Kryo-Adenom 5 Nicht seneszent 

Validierungs-Adenom 9 Nicht seneszent (-6,0) Kryo-Adenom 9 Nicht seneszent 

Validierungs-Adenom 6 Nicht seneszent (-1,6) Kryo-Adenom 6 Nicht klassifizierbar/ 

nicht seneszent 

Validierungs-Adenom 13 Nicht seneszent (-5,1)   

Validierungs-Adenom 14 Nicht seneszent (16,1),  

Ki67 > 12 % 
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Tabelle 4: Validierungsadenome. Tabellarische Übersicht der 17 Adenome zur Validierung 

der Seneszenzsignatur. Der Seneszenzstatus der über den SI klassifizierten Validierungs-

Adenome wurde für sieben Fälle mit dem Seneszenzstatus verglichen, der aus dem SA-beta-Gal-

Assay und der immunhistochemischen Färbung auf Ki67 in Kryoproben derselben Adenome 

bekannt war. Von vier seneszenten Kryo-Adenomen wurden drei der zugehörigen 

Paraffinproben ebenfalls als seneszent eingestuft, eines wurde als nicht-seneszent scheinbar 

falsch eingestuft. Die den zwei nicht-seneszenten Kryo-Adenomen entsprechenden 

Validierungs-Adenome wurden ebenfalls als nicht-seneszent klassifiziert. Kryo-Adenom 6 war 

anhand des SA-beta-Gal-Assays und der Ki67-Färbung nur schwer einzustufen. Würde man es 

einer Gruppe zuordnen, so wäre dies die Nicht-seneszente, da dies dem überwiegenden Anteil 

dieses sehr heterogenen Adenoms entspricht. Das entsprechende Validierungs-Adenom wurde 

nach dem SI als nicht-seneszent eingestuft. 

 

Von 17 Validierungs-Adenomen waren also sechs nicht-seneszent und elf seneszent. Das 

entspricht einem Prozentsatz nicht-seneszenter Adenome von 35,2 %. Der Prozentsatz nicht-

seneszenter Adenome in den getesteten Kryoproben befand sich in der gleichen Größenordnung 

mit 27,2 % ohne Beachtung des schwer einzuordnenden Kryoadenom 6 bzw. 33,3 %, wenn 

Kryoadenom 6 als nicht-seneszent klassifiziert wird.  

 

Zusammenfassung: 

In diesem Schritt wurde ein Seneszenz-Index (SI) aus Seneszenz-assoziierten Markern 

hergestellt, die Paraffin eingebettete Proben in seneszente und nicht seneszente Proben 

klassifizieren sollte. Dazu wurden verschiedene Seneszenz-assoziierte Marker an aufeinander-

folgenden Schnitten in Paraffin-eingebetteten IMR90ras bzw. eco und verschiedenen 

kolorektalen Paraffin-Adenomen immunhistochemisch gefärbt. Fünf Lern-Adenome dienten mit 

ihrem jeweils maximal Ki6-gefärbten (als nicht-seneszentes) und ihrem minimal Ki67-gefärbten 

(als seneszentes) Areal zur Herstellung des SI. Klassifiziert wird das Ki67-negativste Areal. In 

den SI fließen PAI-1, p-Erk und HP1

€ 

γ  ein. Zur Validierung der Signatur wurden siebzehn 

Validierungs-Adenome klassifiziert. Für sieben Adenome war der Seneszenzstatus aus 

korrepondierendem Kryomaterial über einen SA-beta-Gal-Assay und eine Ki67-Färbung 

bekannt. Es bestand eine Übereinstimmung von 85 %. 
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4.4 Evaluation klinischer Relevanz 

Als nächstes sollte der Frage nachgegangen werden, ob der Seneszenzstatus eines Karzinoms vor 

Beginn einer Chemotherapie als prognostisches Kriterium für den langfristigen Erfolg der 

folgenden Chemotherapie gewertet werden kann. Dazu wurden Patienten aus dem Kollektiv der 

Charité zusammengestellt, bei denen bei Erstdiagnose (ED) bereits ein fernmetastasiertes 

kolorektales Karzinom (UICC-Stadium IV) vorlag. Als Einschlusskriterium galt weiterhin, dass 

alle Patienten nach operativer Entfernung des Primärtumors eine Chemotherapie mit  

5-Fluorouracil/Leucovorin (5-FU/LV) erhielten. Ausschlusskriterien waren eine First-Line-

Chemotherapie mit einem anderen Chemotherapeutikum. Genauso ausgeschlossen wurden 

Patienten mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa oder M. Crohn 

oder Patienten mit Verdacht auf familiäre kolorektale Karzinomsyndrome, da diesen andere 

molekulargenetische Veränderungen zugrunde liegen als spontan entstandenen kolorektalen 

Karzinomen. Weiterhin wurden keine Patienten in die Untersuchung eingeschlossen, die an einer 

anderen stark lebensverkürzenden Erkrankung wie einem weit fortgeschrittenen Zweitmalignom 

litten oder die die Chemotherapie vor Eintreten einer Krankheitsprogression abbrechen mussten 

(z.B. bei Tod durch postoperative Komplikationen oder Angina pectoris als fraglich 

unerwünschte Wirkung der Chemotherapie). Voraussetzung war ebenfalls, dass die 

Tumorresektion an der Charité durchgeführt wurde, so dass Paraffinmaterial zur Auswertung 

und Klassifizierung nach dem SI vorhanden war. Den Ein- und Ausschlusskriterien entsprechend 

wurden 30 Patienten ermittelt, für die aus Krankenakten folgende Informationen gesammelt 

wurden: Geschlecht, Alter bei Erstdiagnose, Tumorlokalisation, TNM-Stadium, Anzahl 

fernmetastasierter Organe, Grading, Tumormarker CEA-Serumspiegel bei Erstdiagnose, das 

Vorliegen von Symptomen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und Zeitdauer von Erstdiagnose bis 

Progression der Erkrankung in Monaten (Tabelle 5). Als Progression der Erkrankung, 

Progressive Disease (=PD), galten das Neuauftreten von Metastasen, die Vergrößerung bereits 

bekannter Metastasen, sowie ein Lokalrezidiv, welche durch bildgebende Verfahren oder 

histologische Untersuchungen nachgewiesen werden konnten. 

Für alle 30 Patienten wurde Paraffinmaterial von der Operation zur Tumorresektion nach 

Erstdiagnose zusammengestellt. Es wurden aufeinanderfolgende Paraffinschnitte hergestellt, die 

auf Ki67 und die weiteren Marker des SI entsprechend der im Materialteil dargestellten 

Protokolle immunhistochemisch gefärbt wurden. Jede Tumorprobe wurde nach dem SI 

klassifiziert (Tabelle 5, letzte Spalte; Abbildung 24). 
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1 M 56 Coecum 3 2 1 2 3 Ja 9,7 Nicht seneszent (-3,2) 

2 M 63 Sigma 2 2 1 2 236 Ja 8,1 Nicht seneszent (-2,7) 

3 W 71 Rektum 3 2 1 2 5820 Ja 6,0 Seneszent (3,7) 

4 W 56 Rektum 3 1 1 2 k.A. Nein 10,0 Seneszent (10,2) 

5 M 66 Colon asc. 3 2 1 2 k.A. Ja 14,0 Seneszent (4,3) 

6 M 52 Colon desc. 3 2 2 2 669 Ja 13,0 Seneszent (4,5) 

7 W 71 Coecum 4 2 1 2 994 Ja 14,0 Seneszent (1,6) 

8 M 52 Rektum 2 2 1 2 49 Nein 12,0 Nicht seneszent (-13,9) 

9 M 61 Sigma 3 2 2 2 743 Ja 3,0 Nicht seneszent (-10,8) 

10 W 57 Rektum 1 0 1 2 17 Nein 11,0 Seneszent (2,8) 

11 M 47 Rektum 3 2 2 2 k.A. Ja 13,6 Seneszent (5,3) 

12 M 68 Re. Flexur 4 1 1 2 32 Nein 12,0 Nicht seneszent (2,4) 

13 M 58 Rektum 3 2 1 2 100 Nein 18,0 Nicht seneszent  

(-0,6; Ki67 > 12 %) 

14 M 60 Rektum 4 2 2 3 k.A. Nein 12,0 Seneszent (2,5) 

15 W 71 Coecum 3 2 1 3 12 Nein 16,7 Seneszent (2,1) 

16 M 63 Colon asc. 3 0 1 2 6 Ja 8,0 Nicht seneszent (-1,6) 

17 W 57 Re. Flexur 4 2 3 3 2 Ja 3,7 Nicht seneszent (-4,8) 

18 W 48 Re. Flexur 4 1 1 3 k.A. Ja 3,0 Nicht seneszent (-8,4) 

19 M 56 Transversum 3 2 1 3 141 Ja 6,5 Seneszent (22,6) 

20 W 55 Rektum 3 2 1 3 2 Ja 3,2 Nicht seneszent (-10,7) 
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21 M 64 Sigma 4 2 2  k.A. Ja 3,0 Nicht seneszent (-1,3) 

22 W 63 Rektum 4 1 2  k.A. Ja 17,0 Seneszent (7,6) 

23 M 51 Re. Flexur 4 2 3 3 51 Ja 4,0 Nicht seneszent (-9,9) 

24 W 59 Sigma 4 2 1  7780 Ja 4,6 Seneszent (5,0) 

25 W 61 Sigma 3 2 1 2 37 Ja 4,9 Nicht klassifizierbar 

(0,7) 

26 M 62 Rektum 4 2 2 3 k.A. Ja 7,0 Nicht seneszent (-1,2) 

27 W 64 Colon asc. 4 2 3 2 k.A. Ja 6,0 Nicht seneszent (-9,4) 

28 W 69 Coecum 3 2 1 3 k.A. Nein 4,9 Nicht seneszent (-12,9) 

29 W 80 Rektum 3 2 1 2 k.A. Ja 10,1 Nicht seneszent (-1,3) 

30 W 78 Coecum 4 2 2 3 k.A. Nein 4,0 Nicht seneszent (-13,1) 

Tabelle 5: Patientendaten. Überblick über die zusammengestellten Daten der 30 Patienten, 

die die Einschlusskriterien erfüllen. Gezeigt sind die Daten für Geschlecht, Alter bei 

Erstdiagnose, Tumorlokalisation, Tumorausbreitung pT und Lymphknotenbeteiligung pN, 

Anzahl der fernmetastasierten Organe, Grading, der Tumormarker CEA bei Erstdiagnose, die 

Anwesenheit von Symptomen bei Erstdiagnose, sowie die Dauer von Erstdiagnose bis 

Feststellung einer Progression der Erkrankung (Progressive Disease) in Monaten. In der letzten 

Spalte ist die Klassifikation der Paraffin-Karzinomproben nach dem SI dargestellt. 

 

Ein Fall (Patient 25) wurde von der weiteren Auswertung ausgeschlossen, da der SI-Wert mit 

0,07 im nicht eindeutig klassifizierbaren Bereich lag. Für die restlichen 29 Fälle wurde die 

Zeitdauer von Erstdiagnose bis Feststellung einer Krankheitsprogression per Kaplan-Meier-

Kurve und Mantel-Cox/ Logrank-Test für die Gruppen seneszenter und nicht-seneszenter 

Karzinome verglichen (Abbildung 25). 

Die Gruppe der seneszenten Karzinome umfasste 12 Fälle und hatte eine mediane 

progressionsfreie Überlebensdauer von 12,0 Monaten. Die Gruppe der nicht-seneszenten 

Karzinome umfasste 17 Fälle und hatte eine mediane progressionsfreie Überlebensdauer von 6,0 

Monaten. Es konnte ein statistisch signifikant längeres progressionsfreies Überleben in der 

Gruppe der seneszenten Karzinome im Vergleich zu den nicht-seneszenten Karzinomen gezeigt 
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werden (p=0,044; Mantel-Cox Log-Rank Test). Bei der statistischen Auswertung nach Breslow, 

bei der Unterschiede zu Beginn von Überlebenskurven stärker einfließen, ergab sich ein p-Wert 

von 0,009. 

 

 

Abbildung 24: Markerverteilung Karzinompatienten. Zwei Beispiele von Karzinomen mit 

dem zur SI-Klassifikation notwendigen Areal. An aufeinanderfolgenden, auf die verschiedenen 

Marker des SI gefärbten Schnitten wurden die mit dem Ki67-negativsten Areal korrespon-

dierenden Areale aufgesucht und ausgezählt. Oben das Karzinom von Patient 9 als Beispiel eines 

als nicht-seneszent klassifizierten Karzinoms, unten das Karzinom von Patient 15 als Beispiel 

eines als seneszent klassifizierten Karzinoms. Dargestellt sind die für die Seneszenzsignatur 

relevanten Färbungen, sowie die Färbung auf Cleaved Caspase 3 zur Darstellung von Apoptose. 

 

Die beiden Gruppen wurden nun hinsichtlich der Verteilung anderer Faktoren untersucht, die 

prognostisch relevant sein könnten und den Überlebensunterschied erklären könnten. Dazu 

wurden mit verschiedenen statistischen Tests folgende Faktoren auf signifikant unterschiedliche 

Verteilung in beiden Gruppen getestet (Tabelle 6): Alter bei Erstdiagnose, Geschlecht, 

Tumorlokalisation (Vergleich von Rektum versus Kolon, sowie Vergleich von linkem versus 

rechtem Kolon inklusive Transversum), CEA-Spiegel im Serum, Symptome bei Erstdiagnose, 

Tumorausbreitung pT, Lymphknotenbeteiligung pN, Anzahl metastasierter Organe, Grading. Für 

keinen Faktor ließ sich ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen feststellen. 
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Erwähnt werden soll, dass der Unterschied des CEA-Spiegels im Serum einen p-Wert nahe der 

Signifikanzgrenze erreichte (p=0,051). Die seneszenten Karzinome zeigten hier tendenziell 

höhere CEA-Spiegel als die nicht seneszenten Karzinome. Nicht für alle Patienten konnten 

CEA-Spiegel zum Zeitpunkt der Erstdiagnose aus den Krankenakten ermittelt werden, so dass 

unklar bleibt, ob der Unterschied bei höheren Fallzahlen (hier nur 17 von 29 Fällen) statistische 

Signifikanz erreichen würde. Ein erhöhter CEA-Spiegel zählt beim kolorektalen Karzinom, wie 

in der Einleitung ausgeführt, als negativer Prognosefaktor für das Überleben. 

 

 

Abbildung 25: Progressionsfreies Überleben. Kaplan-Meier-Kurve zur Darstellung der 

Wahrscheinlichkeit des Progressionsfreien Überlebens von der Erstdiagnose in Monaten in 

Abhängigkeit vom Seneszenzstatus. Als seneszent klassifizierte Karzinome (blau, n=12) zeigen 

im Vergleich zu nicht-seneszent klassifizierten Karzinomen (orange, n=17) einen signifikanten 

Überlebensvorteil (12,0 vs. 6,0 Monate; p=0,04, Mantel-Cox/ Log-Rank Test). 

 

Weiterhin sollten die beiden Gruppen auf Unterschiede von Proliferation, Apoptose und ras-

Mutationsstatus untersucht werden. Dazu wurde je Probe der Mittelwert der Ki67-Färbung von 

10 verschiedenen Arealen als Maß der Proliferation und der Mittelwert der cleaved Caspase 3-

Färbung von 10 verschiedenen Arealen als Maß für Apoptose gewertet (Abbildung 24). 
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Variable Statistischer Test, Fallzahl p-Wert Signifikanz? 

Alter bei ED in Jahren Mann-Whitney-Test, n=29 1,00 Nicht signifikant 

Geschlecht Fisher-Test, n=29 0,46 Nicht signifikant 

Tumorlokalisation 

(Rektum vs. Kolon) 

Fisher-Test, n=29 0,43 Nicht signifikant 

Tumorlokalisation 

(Linkes vs. rechtes Kolon) 

Fisher-Test, n=18 0,34 Nicht signifikant 

CEA-Spiegel im Serum Mann-Whitney-Test, n=17 0,05 Nicht signifikant, 

Tendenz: höhere Werte 

bei seneszenten Fällen 

Symptome bei ED 

(ja vs. Nein) 

Chi-Quadrat nach Pearson, 

n=29 

0,82 Nicht signifikant 

pT Chi-Quadrat nach Pearson, 

n=29 

0,31 Nicht signifikant 

pN Chi-Quadrat nach Pearson, 

n=29 

0,89 Nicht signifikant 

Anzahl der metastasierten Organe  

(1 vs. >1) 

Fisher-Test, n=29 0,71 Nicht signifikant 

Grading Fisher-Test, n=26 0,68 Nicht signifikant 

Ki67-Färbung (MW in %) Mann-Whitney-Test, n=29 0,12 Nicht signifikant 

Cl. Caspase 3-Färbung 

(MW in %) 

Mann-Whitney-Test, n=27 0,10 Nicht signifikant 

ras-Mutationsstatus: Wildtyp 

(WT) vs. Mutation (mut) 

Fisher-Test, n=17 0,03 Signifikant, seneszente 

Fälle:  5/6 mut; 

nicht-seneszente Fälle: 

2/11 mut 
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Tabelle 6: Überprüfung auf Gruppengleichheit. Überblick über die statistische Evaluation 

der Gruppengleichheit zwischen seneszent und nicht-seneszent klassifizierten Karzinomen. Ein 

signifikanter Unterschied zeigte sich lediglich bei Betrachtung des Ras-Mutationsstatus. Ras ist 

häufiger in den seneszenten Karzinomen mutiert. Auffallend ist ebenfalls ein großer, jedoch 

nicht statistisch signifikanter Unterschied der CEA-Spiegel. Seneszente Fälle erwiesen häufiger 

erhöhte CEA-Spiegel als nicht-seneszente Fälle. 

 

 

Abbildung 26: Proliferation, Apoptose und ras-Mutationen bei Karzinompatienten. 

Links: Darstellung der immunhistochemischen Färbungen auf den Proliferationsmarker Ki67 

und den Apoptosemarker cleaved caspase 3. Mittelwerte ± Standardabweichung der als 

seneszent (blau) bzw. als nicht-seneszent (rot) klassifizierten Karzinomfälle. Es zeigte sich 

weder für Ki67, noch für cleaved caspase 3 ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen 

seneszenter und nicht seneszenter Gruppe. Rechts: Darstellung der Ergebnisse des K-ras-

Mutationsassay zur Bestimmung der Anzahl der ras-Mutationen verteilt auf seneszente und 

nicht-seneszente Karzinome. An Kodon 12 oder 13 mutiertes ras (rot) zeigte sich signifikant 

häufiger bei seneszenten Karzinomfällen als bei nicht-seneszenten (p=0,03, exakter Test nach 

Fisher). Wildtyp-ras (schwarz) war häufiger bei nicht-seneszenten Fällen als bei seneszenten. 

 

Der Antikörper auf Cleaved Caspase 3 weist ein Fragemnt der aktivierten Caspase 3 nach. Der 

ras-Mutationsstatus (Wildtyp=WT versus an Kodon 12/13 mutiertes ras=mut) wurde durch 

Amplifikation und Sequenzierung von Exon 1 des K-ras Gens bestimmt (Abbildung 26 rechts). 
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Für Apoptose und Proliferation zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen 

seneszenten und nicht seneszenten Karzinomen (Abbildung 26 links). Für den Ras-

Mutationsstatus zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen seneszenten 

Karzinomen (n(mut)=5; n(WT)=1) und nicht seneszenten Karzinomen (n(mut)=2; n(WT)=9). Im 

untersuchten Kollektiv war eine ras-Mutation also bei den länger progressionsfrei Überlebenden, 

den seneszenten Patienten häufiger. 

 

Zusammenfassung: 

Die Paraffinproben von dreißig Patienten mit kolorektalen Karzinomen im fernmetastasierten 

Stadium bei Erstdiagnose (UICC IV) und einer first-line Chemotherapie mit 5-FU/LV wurden 

auf die Marker des SI gefärbt und in eine seneszente und eine nicht-seneszente Gruppe 

aufgeteilt. Der Vergleich des progressions-freien Überlebens beider Gruppen zeigte eine 

signifikant längere Überlebenszeit der als seneszent klassifizierten Karzinompatienten. Die 

Prüfung auf Gleichheit der beiden Gruppen hinsichtlich anderer prognostisch entscheidender 

Faktoren ergab einen signifikanten Unterschied bezüglich des ras-Mutationsstatus, der bei 

seneszenten Karzinomen häufiger Mutationen zeigte als bei nicht-seneszenten Karzinomen. Alle 

anderen untersuchten Faktoren zeigten keinen signifikanten Unterschied. 
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5 Diskussion 

Mit zellulärer Seneszenz wird ein terminaler Zellzyklusarrest definiert, der mit in der Literatur 

ausführlich beschriebenen typischen Hauptmerkmalen einhergeht. Zu diesen gehören neben dem 

Wachstumsarrest vor allem das Vorliegen sogenannter Seneszenz-assoziierter 

heterochromatischer Foci (SAHF) und charakteristischer morphologischer Veränderungen71,73. 

Seneszente Zellen sind abgeflachte, vergrößerte Zellen mit Zellausläufern und einem 

vakuolenreichen Zytoplasma66. SAHF entstehen durch eine fokale Heterochromatinisierung der 

DNS als Antwort auf DNS-Schaden z.B. durch Onkogeneinwirkung. Durch die 

Heterochromatinisierung werden selektiv Gene abgeschaltet (Gen-Silencing), die für die S-Phase 

entscheidend sind. Ein Schlüsselmerkmal in Seneszenz arretierter Zellen ist die Blaufärbung im 

SA-beta-Gal-Assay67. Hier ist das Enzym Beta-Galaktosidase in seneszenten Zellen aufgrund 

ihres hohen Expressionslevels im Gegensatz zu proliferierenden Zellen auch bei einem 

suboptimalen pH nachweisbar. Zunächst wurde Seneszenz als reines Zellkulturphänomen 

angesehen50. Später erkannte man die replikative Seneszenz, die durch die zunehmende 

Verkürzung der Telomere verursacht wird, als Ursache für Zellalterung51. Davon konnte man 

Jahre später die prämature, onkogen-induzierte Seneszenz (OIS) abgrenzen, bei der es ohne 

Telomerverkürzung auf einen onkogenen Stimulus wie eine ras-Mutation hin zum 

Zellzyklusarrest kommt54. Auf diese Weise erfüllt OIS vermutlich genauso wie der 

programmierte Zelltod Apoptose eine wichtige Funktion als Sicherungsmechanismus vor der 

Entstehung von Malignomen43. In den letzten Jahren wurden mehrfach Hinweise auf einen 

seneszenten Arrest in prämalignen Läsionen gefunden60,59,75,58,84,85. Dies stärkt die Vorstellung 

von Seneszenz als Schutzmechanismus früher Tumorvorläuferläsionen, der während der 

Progression zum manifesten Tumor verloren geht oder supprimiert wird56,84,85,87,123,86,125. 

Außerdem konnte gezeigt werden, dass Gammabestrahlung und zahlreiche Chemotherapeutika 

die Induktion von Seneszenz bewirken129,134,126,132,133,127. 

Die kolorektale Adenom-Karzinom-Sequenz wird durch Fearon und Vogelstein als ein 

Karzinogenesemodell in mehreren Schritten beschrieben. Von normaler Darmmukosa entsteht 

das Adenom, eine Dyplasie, die über mehrere Jahre als Präkanzerose bestehen bleibt, bevor sie 

zum malignen invasiven Karzinom entarten kann. Im Verlauf dieser Veränderung sammeln sich 

mehrere Mutationen von Tumorsuppressorgenen und Onkogenen an7. K-ras zählt zu den am 

häufigsten mutierten Genen und gilt als eine sehr frühzeitige Mutation bei der Entstehung des 

Kolonkarzinoms20,35. 
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Welche Rolle spielt Seneszenz in der kolorektalen Adenom-Karzinom-Sequenz? Mit dieser 

Frage beschäftigt sich die vorliegende Arbeit. Dazu sollte untersucht werden, ob Hinweise auf 

Seneszenz in den einzelnen Stufen der kolorektalen Adenom-Karzinom-Sequenz zu finden sind. 

Vorstellbar wäre, dass seneszente Areale in einem invasiven Kolonkarzinom als Zeichen einer 

im Prinzip noch funktionsfähigen und durch Chemotherapeutika abrufbaren Seneszenz-

Maschinerie zu werten sind. Aufgrund dieser Hypothese sollte anschließend untersucht werden, 

ob Hinweise auf Seneszenz im Kolonkarzinom mit besserem Ansprechen auf Chemotherapie 

korrelieren. Ein zu dieser Hypothese passendes Modell sieht die in Seneszenz arretierte 

prämaligne Läsion als Ausdruck von onkogener Aktivität zusammen mit weiteren Seneszenz-

begünstigenden Faktoren wie z.B. die Gefäßdichte und Hypoxie. Nimmt der pro-seneszente 

Druck ab, wird es in diesem Modell also möglich, Seneszenz zu überwinden. Dann kommt es 

zum Progress in ein invasives Karzinom ohne generellen Funktionsverlust der Seneszenz-

Maschinerie. 

Das Auftreten von Seneszenz wurde durch einen SA-beta-Gal-Assay und die 

immunhistochemische Färbung auf den Proliferationsmarker Ki67 in Kryoproben von 

Kolonnormalgewebe, Kolonadenomen und Kolonkarzinomen untersucht. Für in Paraffin 

eingebettete Gewebe lässt sich der SA-beta-Gal-Assay nicht nutzen, so dass mehrere immun-

histochemisch nachweisbare Seneszenz-assoziierte Marker gemeinsam betrachtet werden sollten. 

Aus ihnen wurde eine Signatur erstellt, die in Paraffin eingebettete Gewebeproben in seneszente 

und nicht-seneszente Gewebe unterteilen kann. Mit der Seneszenzsignatur wurden Tumorproben 

von 30 Patienten mit bei Erstdiagnose bereits fernmetastasierten kolorektalen Karzinomen 

untersucht, die alle 5-FU/LV als first-line Chemotherapie erhielten. Die Proben wurden als 

seneszente und nicht-seneszente Gewebe klassifiziert und das progressionsfreie Überleben der 

beiden Gruppen wurde verglichen. 

 

5.1 Vergleich mit der aktuellen Literatur 

Durch Serrano und andere Autoren wurden mit ras retroviral infizierte IMR90 Fibroblasten als 

klassisches Beispiel für Onkogen-induzierte Seneszenz ausgiebig in der Literatur 

beschrieben54,60,139,140. Für die vorliegenden Untersuchungen sollten diese bereits gut 

charakterisierten Zellen als Kontrollen für OIS dienen. IMR90ras wurden gemäß der 

Beschreibung von Serrano infiziert und selektiert. Die Seneszenz-typischen Eigenschaften wie 

der Wachstumsarrest, der Verlust der S-Phase im Zellzyklusprofil, sowie die charakteristische 



Diskussion 

 75 

Morphologie abgeflachter Zellen mit Zytoplasmaausläufern und vakuolenreichem Zytoplasma 

und die perinukleäre Blaufärbung im SA-beta-Gal-Assay konnten an den hergestellten IMR90ras 

erfolgreich rekapituliert werden. In den IMR90ras gelang außerdem auch der Nachweis von 

SAHF, die seit 2003 ebenfalls als essentielle Merkmale von Seneszenz gelten71. 

Kritisch kann angemerkt werden, dass humane fetale Lungenfibroblasten als Kontrollen für 

Seneszenz in humanen adulten Epithelzellen der Kolonschleimhaut vielleicht nicht die optimale 

Wahl sind. In der Literatur finden sich jedoch zahlreiche Hinweise darauf, dass verschiedene 

Zellarten, unter anderem auch Epithelzellen, Melanozyten, Endothelzellen, Fibroblasten und 

Gliazellen, die Fähigkeit besitzen, in Seneszenz zu arretieren, und dass sich die Seneszenz-

typischen Veränderungen weitgehend gleichen141,142,62,63,64,65. Aufgrund dieser Studien und der 

guten Charakterisierung der IMR90ras in der aktuellen Literatur wurden Zellpellets mit 

IMR90ras Fibroblasten schockgefroren oder mit Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet als 

Seneszenzpositvkontrollen für die vorliegenden Untersuchungen an Gewebeschnitten gewählt. 

Die Untersuchung an Kryoproben von Kolonnormalgeweben, Kolonadenomen und 

Kolonkarzinomen erfolgte mit Hilfe des SA-beta-Gal-Assays und immunhistochemischer 

Färbung auf den Proliferationsmarker Ki67. Ein Gewebe wurde als seneszent gewertet, wenn der 

Mittelwert SA-beta-Gal-positiver Zellen über dem Mittelwert Ki67-positiver Zellen lag. In der 

Literatur gibt es bisher keine allgemein anerkannte Definition, wann ein Gewebe mit teilweise 

seneszenten und teilweise nicht seneszenten Zellen als seneszent klassifiziert werden soll. Meist 

wird lediglich vom Vorkommen seneszenter Zellen in den untersuchten Geweben berichtet, 

manchmal werden die seneszenten Zellen quantifiziert, manchmal wird die Intensität der SA-

beta-Gal-Färbung beschrieben59,143. SA-beta-Gal positive Areale und Ki67 positive Areale 

schließen sich gegenseitig aus, weshalb hier der Mittelwert der ausgewerteten Einzelareale zu 

Hilfe genommen wurde, um den überwiegenden Teil einer Gewebeprobe zu ermitteln. 

In dieser Studie wurde bei normaler kolorektaler Schleimhaut in der Krypte kein Hinweis auf 

Seneszenz gefunden, wohingegen die Lumen-nahe Oberfläche Seneszenzmerkmale mit teilweise 

SA-beta-Gal positiven Ki67 negativen Zellen zeigte. Die fünf Proben normaler Schleimhaut 

wurden jeweils in Lumen und Krypte geteilt. Alle Krypten wurden als nicht-seneszent, alle 

Lumen-nahen Epithelanteile als seneszent klassifiziert. Beschrieben wurde die SA-beta-Gal-

Färbung an normaler kolorektaler Mukosa durch Bartkova, welcher im Gegensatz zu den von 

ihm untersuchten Adenomproben keine SA-beta-Gal positiven Zellen fand85. Andere Autoren 

hingegen berichten von Seneszenz-assoziierten Markern an kryptenfernen Bereichen von in 

Paraffin eingebettetem normalem Kolonepithel144, was wiederum den Beobachtungen der 

vorliegenden Studie entspricht. Die Kolonmukosa ist in Krypte und Lumen architektonisch und 
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funktionell unterschiedlich aufgebaut. Die Kryptenbasis beherbergt die multipotenten 

Stammzellen mit hohem mitotischem Potential, die Lumen-wärts immer weiter ausdifferenzieren 

und sich nicht mehr teilen145,146. In Kenntnis der Epithelarchitektur und der Eigenschaften der in 

der Krypte gelegenen Stammzellen, sowie der zunehmenden Differenzierung der Zellen während 

der Verschiebung in Richtung Lumen, scheint das Ergebnis der vorliegenden Studie durchaus 

plausibel und könnte einen im Vergleich zur bisherigen Literatur etwas differenzierteren Blick 

darstellen. 

Die zwölf untersuchten Kryoadenome wurden überwiegend als seneszent klassifiziert. Eines der 

Adenome enthielt Anteile mit sehr unterschiedlichem Färbeverhalten, so dass die Klassifikation 

schwer fiel. Von den übrigen elf Adenomen wurden 8 als seneszent klassifiziert, drei galten als 

nicht-seneszent. Es gibt bisher nur wenige Studien, die humane Kolonadenome auf Seneszenz 

untersuchten. Kuilman et al. berichten von Seneszenz-assoziierten Markern wie IL-8 und P16 an 

Ki67-negativen Stellen in 19 von 20 untersuchten Paraffinproben144. Eine Quantifizierung der 

Seneszenz-typischen und der proliferierenden Areale in einzelnen Proben wird nicht aufgeführt. 

SA-beta-Gal-Färbungen an Kolongeweben wurden durchgeführt von Bartkova und Fujita. 

Bartkova wies an allen 25 untersuchten Kolonadenomen SA-beta-Gal positive Areale in 

unterschiedlicher Intensität nach85. Fujita untersuchte acht Kolonadenome, sowie neun 

Kolonnormalgewebe und 29 Kolonkarzinome. Die SA-beta-Gal-Färbung zeigt er nur 

exemplarisch an einem Kolonadenom im Gegensatz zu SA-beta-Gal negativem 

Normalgewebe147. In mehreren Studien benigner bzw. prämaligner Läsionen anderen 

Gewebeursprungs konnten ebenfalls in einem Großteil der Gewebe seneszente Zellen 

nachgewiesen werden. So berichteten Courtois-Cox z.B. von SA-beta-Gal positiven Zellen in 5 

von 5 benignen Neurofibromen60 und weitere Arbeitsgruppen zeigten SA-beta-Gal positive 

Zellen in humanen intraepithelialen Neoplasien der Prostata59,148. Somit befinden sich die hier 

dargestellten Beobachtungen im Einklang mit Ergebnissen aus anderen Studien. 

Die sechs Kryokarzinome wurden überwiegend als nicht-seneszent, eines der Karzinome jedoch 

als seneszent klassifiziert. Betrachtet man die einzelnen ausgewerteten Areale finden sich in 

zwei von sechs Karzinomen als seneszent zu klassifizierende Areale mit mehr SA-beta-Gal 

gefärbten als Ki67 positiven Zellen. Bartkova beschreibt in seiner Studie den Nachweis von 

Seneszenz-assoziierten Markern in Paraffingeweben von Kolonadenomen, zeigt aber in 

Kolonkarzinomen ebenfalls vereinzelt gefärbte Stellen85. Fujita zeigte in seiner Studie keine SA-

beta-Gal-Färbung von Kolonkarzinomgeweben. Er zeigt jedoch eine Verteilung von p53-

Isoformen in Kolonadenomen, die er für Seneszenz-typisch hält.  In den Kolonkarzinomen kann 

er diese nicht nachweisen und erklärt dies damit, dass die Karzinomzellen dem seneszenten 
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Arrest entkommen sind147. In der Literatur finden sich dennoch immer wieder Hinweise darauf, 

dass ein kleiner Teil maligner Lymphome, Lungen-, Prostata- und Brustkrebsproben bei 

Tumormanifestation einen signifikanten Anteil seneszenter Zellen zeigt57,129,134,59,85. So berichtet 

Reimann von 12-20 % SA-beta-Gal positiver Zellen in murinen Lymphomen zum Zeitpunkt der 

Diagnose57. Roberson untersucht sechs Proben nichtkleinzelliger Bronchialkarzinome, von 

denen die Hälfte neoadjuvant mit Carboplatin und Taxol behandelt waren. Auch bei den 

unbehandelten Karzinomen gab es in einer von drei Proben vereinzelte SA-beta-Gal positive 

Karzinomzellen129. In Te Poeles Untersuchung von zwanzig unbehandelten Brustkrebsproben 

konnte er in zwei SA-beta-Gal positive Zellen nachgeweisen134. Auch in einigen 

Prostatakarzinomen wurde eine schwache SA-beta-Gal Färbung beobachtet59. Die Beobachtung, 

dass seneszente Zellen in unbehandelten malignen Läsionen vorkommen, kann durch die 

vorliegende Studie in Kolonkarzinomen bestätigt werden. Für dieses Phänomen könnte man 

zwei sehr unterschiedliche Erklärungshypothesen aufstellen. Zum einen könnte es sich lediglich 

um Überreste der Seneszenz der prämalignen Läsion handeln, die sich nach jahrelangem Arrest 

nun in ein invasives Karzinom weiterentwickelt. Andererseits könnte diese residuelle Seneszenz 

jedoch auch als Zeichen eines im Prinzip noch intakten aber nur sporadisch ausgelösten 

Seneszenzprogrammes des manifesten Karzinoms zu werten sein. Als mögliche Auslöser wären 

z.B. heterogen vorliegende Lokalfaktoren wie die Sauerstoffspannung, die Gefäßversorgung 

oder stromale Zytokine vorstellbar. Um diesen Sachverhalt aufzuklären, sind weitere Studien 

nötig, die zum Beispiel direkt die Möglichkeit der Seneszenzinduktion in Karzinomen mit oder 

ohne sporadisch seneszente Zellen untersuchen. 

SA-beta-Gal kann nur in nativen Zellen oder in Kryogewebe zuverlässig gefärbt werden. Bisher 

konnte kein anderer für Seneszenz spezifischer alleiniger Marker ermittelt werden, obwohl viele 

verschiedene Marker in Seneszenz bekannterweise hochreguliert werden76,74. Deshalb sollte in 

der vorliegenden Studie ein Seneszenzindex aus verschiedenen Seneszenz-assoziierten Markern 

entwickelt werden, der es ermöglicht in Paraffin eingebettete Gewebeproben als seneszent oder 

nicht-seneszent zu klassifizieren. Zunächst wurden immunhistochemische Färbeprotokolle mit 

Hilfe von in Paraffin eingebetteten Zellpellets aus mit ras retroviral infizierten oder Kontroll-

IMR90-Fibroblasten etabliert. Für diverse Seneszenz-Marker wurden Färbeprotokolle 

aufgestellt, die signifikant stärkere Färbungen in seneszenten Fibroblasten zeigten, was den 

Kenntnisstand über die Rolle dieser Marker in der Literatur widerspiegelt71,90,75,58,94,101,111. 

Aufeinanderfolgende Schnitte von fünf Lernadenomen wurden entsprechend dieser Protokolle 

gefärbt. Das Areal mit den wenigsten Ki67 positiven Zellen wurde als seneszent definiert, das 

Areal mit den meisten Ki67 positiven Zellen als nicht-seneszent. Mit Hilfe dieses Lernsystems 
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wurden drei Marker ermittelt, die in den Seneszenzindex einflossen. Zur Klassifizierung eines 

Gewebes mit dem SI sollte das Ki67 negativste Areal betrachtet werden. Alle Lernadenome 

konnten richtig klassifiziert werden, wobei ein seneszenter Fall zu nahe am Schwellenwert Null 

lag, so dass er als nicht-klassifizierbar gewertet werden musste. Dies könnte dadurch verursacht 

sein, dass zur Normalisierung durch die Mittelwerte des jeweiligen Markers der fünf Lern-

adenome geteilt wurde. Dadurch sind die Seneszenzindexwerte bei den Lernadenomen teilweise 

sehr niedrig. Mit größeren Fallzahlen könnte und sollte man den Seneszenzindex für weitere 

Studien noch robuster aufstellen. Bei größeren Fallzahlen könnte man den Index auch über eine 

Regressionsanalyse oder eine Diskriminanzanalyse statistisch fundierter aufstellen, was bei den 

niedrigen Fallzahlen der vorliegenden Studie statistisch nicht korrekt wäre. Der Seneszenzindex 

wurde anschließend an 17 Validierungs-Paraffinadenomen angewandt, deren Seneszenzstatus in 

sieben Fällen durch SA-beta-Gal- und Ki67-Färbungen in korrespondierendem Kryomaterial 

bekannt war. Der richtige Seneszenzstatus konnte in den Validierungsadenomen anhand des SI 

in 85 % der Fälle ermittelt werden. Damit besteht mit dem SI zum ersten Mal die Möglichkeit, 

den Seneszenzstatus von in Paraffin eingebetteten Gewebeproben zu bestimmen. 

Die klinische Bedeutsamkeit von seneszenten Arealen in einem invasiven Karzinom sollte in 

einer retrospektiven Studie von 30 Patienten untersucht werden, die an einem zum Zeitpunkt der 

Erstdiagnose bereits fernmetastasierten Karzinom (UICC IV) litten und die nach der operativen 

Entfernung des Primärtumors als erste Chemotherapie 5-FU/LV erhielten. Mit dem SI wurde der 

Seneszenzstatus an Tumorproben zum Diagnosezeitpunkt bestimmt. Das Progressions-freie 

Überleben der seneszenten Gruppe war signifikant länger als das der nicht-seneszenten Gruppe. 

Obwohl es sich lediglich um eine geringe Fallzahl und eine retrospektive Untersuchung handelt, 

werden hier zum ersten Mal Daten gezeigt, die den prädiktiven Wert des Seneszenzstatus eines 

Karzinoms für das Ansprechen auf Chemotherapie aufzeigen. Betrachtet man die zunehmenden 

Publikationen, die Seneszenz als Tumorsuppressormechanismus in prämalignen Läsionen und 

die Induzierbarkeit von Seneszenz durch Chemotherapeutika oder Bestrahlung 

darlegen126,84,85,58,59,134,129, so passt das Ergebnis der vorliegenden Studie nicht nur gut zur 

aktuellen Sicht über die Rolle von Onkogen-induzierter Seneszenz, sondern gibt erste Hinweise 

für mögliche weiter gehende klinische Implikationen. So zeigt das Ergebnis den Zusammenhang 

von Onkogen- und Therapie-induzierter Seneszenz. 

Die univariate Überprüfung beider Gruppen auf Gleichheit hinsichtlich zahlreicher anderer 

prognostisch entscheidender Faktoren ergab nur für den ras-Mutationsstatus einen signifikanten 

Unterschied, nicht aber für Geschlecht, Alter, Tumorlokalisation, CEA-Serumspiegel, T- und N-

Stadium, Grading, Wachstumsfraktion und Apoptoserate. Eine multivariate Analyse ließ sich 
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aufgrund der geringen Fallzahl nicht durchführen. Seneszente Karzinome zeigten häufiger ras-

Mutationen als nicht-seneszente Karzinome. Mutationen des Onkogens ras gelten sonst häufig 

als schlechter Prognosefaktor, so wird in der RASCAL-Studie das Vorkommen einer ras-

Mutation in einem kolorektalen Karzinom mit einem 26 % höheren Risiko, zu sterben 

korreliert149,36. Somit erscheint das vorliegende Ergebnis auf den ersten Blick der aktuellen 

Literatur zu widersprechen. In der RASCAL II-Studie wurden ras-Mutationen differenzierter 

betrachtet und es konnte lediglich für Mutationen von Glycin zu Valin auf Kodon 12 ein 

signifikant schlechteres Überleben festgestellt werden. Diese Mutation wurde nur in 8,6 % des 

untersuchten Kollektivs nachgewiesen. Andere Mutationen von ras konnten nicht statistisch 

signifikant mit schlechteren Überlebensraten korreliert werden37. Auch in einer weiteren erst 

kürzlich publizierten großen Studie konnte weder für das Gesamtüberleben, noch für das 

Progressions-freie Überleben eine prognostische Relevanz von ras-Mutationen im kolorektalen 

Karzinom nachgewiesen werden38. Die hier vorliegende Studie betrachtet nicht die Art der ras-

Mutation, was ein Grund dafür sein könnte, dass der ras-Mutationsstatus nicht mit schlechterem 

Überleben einhergeht. Die vorliegende Studie liefert Grund zur Annahme, dass ras-Mutationen, 

die mit einem seneszenten Phänotyp einhergehen, nicht wie sonst üblicherweise angenommen 

mit einer schlechten Prognose korrelieren. Bei einem seneszenten Phänotyp könnte eine ras-

Mutation sogar mit einer besseren Prognose verbunden sein. 

Die Färbung auf Ki67 hat zwar für Diagnose und Prognose eine weite klinische Verbreitung 

gefunden, ein direkter Vorhersagewert für das Therapieergebnis konnte bisher aber nicht 

nachgewiesen werden150. Auch für den prädiktiven Wert von Apoptose für das Ansprechen auf 

Chemotherapie konnten bisher keine eindeutigen Ergebnisse gefunden werden151,152,153. 

Bezüglich der Verteilung des Proliferationsmarkers Ki67 und des Apoptosemarkers cleaved 

Caspase 3 ließ sich in den beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied zeigen. Das 

unterschiedliche Progressions-freie Überleben der seneszenten Gruppe kann somit nicht auf den 

Proliferations- oder den Apoptosestatus zurückgeführt werden. 

Andere Faktoren mit bekanntem prognostischem Wert wie die Tumorinvasion, der 

Lymphknotenbefall, die Anzahl metastasierter Organe, das Grading, Alter und Geschlecht, sowie 

Lokalisation des Primärtumors, Symptomatik bei Erstdiagnose und Serumspiegel des 

Tumormarkers CEA unterschieden sich in den beiden Gruppen ebenfalls nicht signifikant. 

Erwähnenswert ist, dass der Unterschied für den Tumormarker CEA allerdings nahe der 

Signifikanzgrenze lag. Dies könnte bei einer größeren Stichprobe eventuell zu einem 

signifikanten Ergebnis führen. Höhere CEA-Serumspiegel korrelierten mit den Karzinomen mit 

seneszenten Arealen, also auch mit dem besseren Progressions-freien Überleben. Dies scheint 
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zunächst eher widersprüchlich mit dem gegenwärtigen Stand der Literatur. Präoperativ erhöhte 

Konzentrationen werden in einigen Studien mit schlechteren 5-JÜR und kürzerem Progressions-

freiem Überleben assoziiert. Diese Korrelation trifft allerdings vor allem auf frühe Stadien 

kolorektaler Karzinome zu, in fortgeschrittenen Karzinomen konnten diese Ergebnisse nicht 

bestätigt werden154,155. 

 

5.2 Kritische Bemerkungen 

Onkogen-induzierte Seneszenz ist ein erst seit wenigen Jahren bekanntes Phänomen. Das 

aktuelle Verständnis von OIS hat sich seit seiner ersten Beschreibung stark verändert. Die ihr 

zugrunde liegenden molekularen Veränderungen und molekularen Mechanismen sind nach wie 

vor nur unvollständig geklärt. Deshalb hat sich auch das breite Spektrum an Seneszenz-

assoziierten Markern in den letzten Jahren immer wieder verändert und immer wieder werden 

neue potentielle Seneszenzmarker in der wissenschaftlichen Diskussion aufgeworfen76. Ein 

Beispiel dafür stellt die Studie von Sporn et al. dar, in der als möglicher Surrogatmarker für 

Seneszenz mit prognostischer Aussagekraft die Histonvariante MacroH2A.1 untersucht 

wird156,157. In dieser Studie wird nachgewiesen, dass MacroH2A1.1 in seneszenten Zellen 

hochreguliert ist. Gleichzeitig zeigten die Autoren, dass Proben von humanen nichtkleinzelligen 

Bronchialkarzinomen, die stärkere MacroH2A1.1-Expression aufwiesen, mit einem statistisch 

signifikant längeren Tumor-freien Überleben korrelierten. Außerdem gibt es zahlreiche 

Überlappungspunkte mit anderen Tumorsuppressionsmechanismen wie Apoptose und auch 

Autophagie158,159,160, was die Bewertung einzelner Seneszenzmarker erschwert. Dies macht die 

Auswahl der Marker für einen Seneszenzindex zu einem kritischen Punkt, der bei der Bewertung 

der vorliegenden Ergebnisse zu beachten ist. Statistisch erstrebenswert wäre die Ermittlung des 

Seneszenzindex mittels einer Varianzanalyse oder einer Regressionsanalyse, in der eine große 

Breite an Seneszenzmarkern untersucht wird. Dazu wären wesentlich größere Fallzahlen 

notwendig. Wünschenswert wäre weiterhin die Validierung des SI an einem größeren Umfang 

von Kryogeweben. Dies war in der vorliegenden Studie aufgrund von begrenzter Zeit und 

begrenztem Material nicht durchführbar. 

Die Aussage dieser Studie ist deshalb vor allem durch die geringen Fallzahlen bei der Erstellung 

des Seneszenzindex und auch in der Überlebensanalyse limitiert, generiert aber eine wichtige 

Hypothese, die in Folgestudien mit entsprechender Teststärke zu validieren ist. Die Ermittlung 
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und Validierung eines SI basierend auf größeren Fallzahlen und zusätzliche prospektive 

Untersuchungen an einem größeren Patientenkollektiv sind notwendig. 

Zu bedenken ist außerdem, dass die vorliegende Studie nur korrelative Daten erhebt und keine 

molekularen Mechanismen analysiert hat. Denkbar ist zwar ein Modell, in dem ein kolorektales 

Adenom als prämaligne Läsion nach anfänglicher Proliferation durch OIS in einen jahrelangen 

Wachstumsarrest verfällt und erst nach Überwinden dieses Schutzmechanismus ein invasives 

Karzinom entsteht. Vorstellbar ist daran anknüpfend auch, dass es Karzinome mit noch intakter 

Seneszenzmaschinerie gibt, die durch Chemotherapie abrufbar und einsetzbar wäre und damit zu 

einem längeren Progressions-freien Intervall führen als dies durch dieselbe Chemotherapie an 

einem nicht mehr Seneszenz-fähigen Karzinom möglich ist. Dies wäre eine Vorstellung, mit der 

die vorliegenden Daten erklärt werden könnten. Ob sporadisch vorliegende seneszente Zellen 

tatsächlich eine allgemein im Karzinom intakt vorgehaltene Seneszenzmaschinerie 

widerspiegeln und ob Chemotherapie dann auch tatsächlich in relevantem Ausmaß Seneszenz 

auslöst, war nicht Gegenstand der vorliegenden Studie, muss aber mechanistisch zukünftig 

untersucht werden. 

 

5.3 Ausblick 

Diese Studie berichtet zum ersten Mal, wie ein Seneszenzindex in unbehandelten humanen 

Tumorproben zum Zeitpunkt der Diagnose als Vorhersageparameter für das Ergebnis der 

anschließenden Chemotherapie verwendet werden kann. Damit wird auch zum ersten Mal 

zelluläre Seneszenz mit dem Therapieergebnis in Zusammenhang gebracht. Ob sporadische 

seneszente Zellen in einem manifesten Tumor kleine Überbleibsel des prämalignen Zustandes 

darstellen oder ob sie ein erhaltenes und abrufbares Seneszenzprogramm im gesamten Tumor 

widerspiegeln ist bisher unklar. Die Daten dieser Studie unterstützen das zweite Modell. Hier 

wird in Seneszenz-fähigen Tumorzellen Therapie-induzierte Seneszenz durch DNS-schädigende 

Chemotherapeutika ausgelöst, welche zum Gesamtansprechen auf die Therapie beiträgt. Mit 

Sicherheit sind weitere Studien erforderlich, um festzustellen, ob ein größeres Ausmaß an 

sporadischen seneszenten Krebszellen wirklich mit mehr TIS-positiven Zellen in situ einhergeht. 

Dazu sollten Tumorbiopsien vor und einige Tage nach Chemotherapie auf Seneszenz untersucht 

werden. Außerdem könnte man die erhaltene Seneszenz-Fähigkeit eines Malignoms 

therapeutisch nutzen, wenn man neue Therapien entwickelt, die nicht mehr die DNS schädigen, 

sondern direkt Seneszenz-induzierend wirken. Die Vorstellung von Seneszenz-anschaltenden 
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Modulatoren als eine neue Form der gezielten Krebstherapien klingt zunächst vielversprechend. 

Möglicherweise könnten aber in Seneszenz arretierte, sozusagen schlafende Tumorzellen ein 

gefährliches Potential für Tumorrezidive darstellen. Diese Gefahr ist einerseits als direkte 

tumorigene Wirkung auf Nachbarzellen vorstellbar161. Andererseits bleibt die Gefahr eines 

möglichen Überwindens von Seneszenz und damit des Wieder-Eintritts in den Zellzyklus, wenn 

Seneszenz-begünstigende Faktoren abnehmen. Deshalb sind auch die Mechanismen, die für die 

Beseitigung der seneszenten Tumorzellen verantwortlich sind, für Folgestudien von großem 

Interesse. Seneszente Zellen sezernieren eine Vielzahl pro-inflammatorischer Zytokine, 

Chemokine und Gewebe-verändernder Enzyme, bekannt als Seneszenz-assoziierter 

sekretorischer Phänotyp144,148. Die sezernierten Faktoren scheinen einerseits über parakrine 

Funktionen benachbarte Zellen in Seneszenz zu bringen, andererseits könnten sie über die 

Stimulation des Immunsystems an der Beseitigung seneszenter Zellen beteiligt sein122. Es gibt 

aber auch Hinweise darauf, dass diese sezernierten Faktoren den malignen Phänotyp 

benachbarter Tumorzellen stimulieren könnten161. Dies sind nur einige Punkte, die auf dem Weg 

zu einem möglichen zukünftigen Einsatz Seneszenz-induzierender Krebstherapeutika besser 

verstanden werden müssen. Die Bedeutung seneszenter Zellen zum Zeitpunkt der Diagnose als 

Prognosefaktor für das Therapieergebnis sollte in größeren prospektiven Studien noch genauer 

evaluiert werden. 
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6 Zusammenfassung 

Die Entstehung des kolorektalen Adenokarzinoms wird über das Mehrstufen-

Karzinogenesemodell beschrieben. Mehrere Mutationen bedingen zusammen den Übergang von 

normalem Schleimhautepithel zum prämalignen Adenom und schließlich zum malignen 

invasiven Karzinom. Neben dem programmierten Zelltod Apoptose wird auch der terminale 

Proliferationsarrest, die sogenannte zelluläre Seneszenz, zunehmend als Schutzmechanismus der 

Zelle vor der malignen Transformation angesehen. Diese Hypothese wird unter anderem durch 

den Nachweis von Seneszenz in verschiedenen prämalignen Läsionen wie z.B. humanen 

Naevuszell-Naevi gestützt. Seneszenz kann durch die Aktivierung von Onkogenen wie K-ras 

einem der häufigsten Mutationsereignisse im kolorektalen Adenokarzinom, aber auch durch 

DNS-schädigende Chemotherapeutika wie 5-Fluorouracil ausgelöst werden. Seneszente Zellen 

zeigen charakteristische morphologische Veränderungen und die typische perinukleäre 

Blaufärbung im Seneszenz-assoziierten-beta-Galaktosidase-(SA-beta-Gal-)Assay bei saurem pH, 

der nur in kryokonserviertem Material durchführbar ist. Bisher konnte kein alleiniger Seneszenz-

spezifischer Marker eruiert werden, der auch in Paraffin eingebetteten Proben nachweisbar ist.  

So wurde in dieser Arbeit untersucht, welche Rolle Seneszenz in den verschiedenen Stufen der 

kolorektalen Adenom-Karzinom-Sequenz spielt und ob der Nachweis von Seneszenz in 

Karzinomen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose prädiktiven Aussagewert für den Langzeitverlauf 

nach Chemotherapie hat. 

In der vorliegenden Arbeit wurden zunächst kryokonservierte Gewebe der kolorektalen 

Adenom-Karzinom-Sequenz durch den SA-beta-Gal-Assay zusammen mit 

immunhistochemischen Färbungen auf den Proliferationsmarker Ki67 auf Seneszenz untersucht. 

In kolorektalen Adenomen konnte Seneszenz in den meisten untersuchten Proben nachgewiesen 

werden. Die kolorektalen Karzinome zeigten überwiegend keine Seneszenz, aber hier ließen sich 

teilweise auch vereinzelte seneszente Areale nachweisen. Durch die Zusammenschau 

immunhistochemischer Färbungen verschiedener Seneszenz-assoziierter Marker konnte im 

nächsten Schritt ein Seneszenzindex für in Paraffin eingebettete Proben erstellt werden. Der 

Seneszenzindex wurde an Paraffinadenomen validiert, deren Seneszenzstatus teilweise bereits 

aus Untersuchungen an korrespondierendem Kryomaterial bekannt war. Schließlich sollte der 

prädiktive Wert von Seneszenz auf das Therapieansprechen evaluiert werden. Hierzu wurde der 

Seneszenzstatus zum Zeitpunkt der Diagnose von dreißig Patienten mit fernmetastasierten 

kolorektalen Karzinomen ermittelt. Sie wurden mit Hilfe des Seneszenzindexes in eine 

seneszente und eine nicht-seneszente Gruppe aufgeteilt. Alle Patienten erhielten postoperativ 
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eine Chemotherapie mit 5-Fluorouracil/Leucovorin. Die retrospektive Analyse der 

Überlebensdaten zeigte mit median 12,0 versus 6,0 Monaten ein statistisch signifikant längeres 

progressions-freies Überleben in der seneszenten Gruppe im Vergleich zu der nicht seneszenten 

Gruppe.  

Der Seneszenzindex unbehandelter humaner Tumorproben zum Zeitpunkt der Diagnose konnte 

gemäß dieser Studie demnach erfolgreich als Vorhersageparameter für das Ergebnis der 

anschließenden Chemotherapie verwendet werden. Damit zeigt diese Studie zum ersten Mal den 

Zusammenhang von zellulärer Seneszenz mit dem Therapieergebnis. Sollte sich dieser 

Zusammenhang in weiteren Studien bestätigen, könnte die Seneszenzfähigkeit eines Tumors in 

Zukunft als ein Entscheidungskriterium bei der Auswahl der Chemotherapeutika zu Hilfe 

genommen werden oder spezielle Seneszenz-anschaltende Modulatoren könnten eine neue Form 

der gezielten Krebstherapien darstellen. 
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