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1. Abstrakt 
 
Hintergrund 

Ziel dieser Arbeit war es, die prädiktive Relevanz von p53, p21 und der Caspase-3 in 

verschiedenen Zellkompartimenten hinsichtlich des Ansprechens von 

Rektumkarzinomen auf die neoadjuvante Radiochemotherapie (Response) zu 

untersuchen. Zusätzlich wurde der Zusammenhang zwischen klinischen und 

pathohistologischen Parametern und der Response untersucht. 

Material und Methode 

Insgesamt konnte an 104/105 Patienten eine immunhistochemische 

Expressionsanalyse der präoperativen Biopsate durchgeführt werden, sowie klinische 

und pathohistologische Daten und die Tumorresponse von 128 Patienten erhoben 

werden. 

Die Berechnung der Korrelation zwischen Immunexpression und Response erfolgte 

mittels Mann-Whitney- und Chi-Quadrat-Test, die Berechnung der Entwicklung der 

Expression unter der neoadjuvanten Radiochemotherapie erfolgte mittels Wilcoxon-

Rank-Test. Eine multivariate Analyse wurde mittels binärer logistischer Regression 

durchgeführt, um die Unabhängigkeit der einzelnen Faktoren zu testen.  

Ergebnisse 

Innerhalb des Patientenkollektivs reagierten 32% der Patienten als „Responder“ und 

68% als „Non-Responder“ auf die neoadjuvante Radiochemotherapie. Der nukleäre 

Expressionsgrad der p21-gefärbten Biopsien korrelierte signifikant mit der Response 

(p<0,0005). Bei der Bildung eines Cut Off’s von 1% bei der Auswertung der nukleären 

p21-Expression ergab sich eine Sensitivität von 91,4% und eine Spezifität von 30,4% 

bei einer signifikanten Korrelation mit der Response (p=0,013). Setzt man den Cut Off 

bei 5% ergab sich eine Spezifität von 82,6% bei einer signifikanten Korrelation mit der 

Response (p<0,0005). Die Kombination beider und die Bildung dreier Subgruppen 

führte zu einem monotonen Anstieg innerhalb der Gruppen: Gruppe eins (0%): 8,6% an 

Respondern, Gruppe zwei (1-4%): 34,3% an Respondern, Gruppe drei (5% und >): 

57,1% an Respondern bei signifikanter Korrelation (p<0,0005).  

Insgesamt vergrößerte sich der Expressionsgrad der zytoplasmatischen p21-

Expression signifikant unter der neoadjuvanten Radiochemotherapie (p<0,0005), die 

Anzahl an Caspase-3-gefärbten intakten Zellen und die Anzahl der Schmutznekrosen 

stieg signifikant an (p<0,0005/p=0,028).  



	   2	  

Die yp-T-Kategorie, die yp-N-Kategorie und der Nikotinabusus korrelierten signifikant 

mit der Response (p<0,0005/p=0,002/p=0,015). 

In der multivariaten Analyse stellten sich die Faktoren p21 mit einem Cut Off bei 5% 

und p21 nukleär in drei Gruppen (0%, 1-4%, 5% und >) als unabhängige Prädiktoren 

bezüglich der Response dar (p=0,002/p=0,006).  

Schlussfolgerung 

Eine nukleäre p21-Expression in der Biopsie fungiert als prädiktiver Marker bezüglich 

der Response auf die neoadjuvante Radiochemotherapie mit geeigneten Cut Off’s bei 

1% und bei 5%.  

 
Abstract 
 
Background  

The predictive relevance of p21, p53 and caspase-3 regarding the response of rectal 

carcinomas to the preoperative radiochemotherapy was analysed. Additionally the 

relation of clinical and pathohistological parameters to the response was tested.  

Material and Methods 

104/105 preoperative biopsies were immunhistochemically stained and analysed and 

clinical and pathohistological data as well as the tumor response of 128 patients  were 

collected. The correlation between the immunexpression and the tumor response was 

statistically tested using the Mann-Whitney-Test and the Chi-Quadrat-Test. The 

calculation of the development of the immunexpression during the preoperativ 

radiochemotherapy was perfomed by the Wilcoxon-Rank-Test. A multivariate analysis 

was done using the logistic regression, to test the independence of the single factors. 

Results 

There were 32% therapy responders and 68% non-responders. The nuclear p21 

expression in the biopsies performed before radiochemotherapy correlated significantly 

with the response to this treatment (p<0,0005). The analysis of p21 revealed a 

sensitivity of 91,4% and a specificity of 30,4% as well as a significant correlation, if 

refering to a cut off at 1% (p=0,013). A cut off at 5% resulted in a specificity of 82,6% 

and a significant correlation with the response (p<0,0005). The implementation of both 

cut off points generated three groups significantly correlating with the response 

(p<0,0005): group one (0% expression) in 8,6% of responders, group two (1-4% 

expression) in 34,3% of responders, group three (5% and >) in 57,1% of the 
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responders. Furthermore after radiochemotherapy there was an increase of the 

cytoplasmatic p21 expression (p<0,0005), as well as of the number of caspase-3 

stained cells and of caspase-3 stained dirty necrosis (p<0,0005, p=0,028). The yp-t-

category and the yp-n-category as well as smoking correlated significantly with the 

treatment response (p<0,0005, p=0,002, p=0,015). The multivariate analysis showed 

that the nuclear p21-expression with a cut off point at 5% and p21 divided into three 

groups (0%, 1-4%, 5% and >) are independent predictors regarding therapy response 

(p=0,002/p=0,006). 

Conclusion 

The nuclear expression of p21 with suitable cut off´s at 1% and 5% can be seen as a 

predictive marker regarding the response to the preoperative radiotherapy of rectal 

carcinomas. 
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2. Einleitung 
 
2.1 Epidemiologie und Ätiologie 

Pro Jahr erkrankten im Jahr 2012 weltweit knapp 1,4 Mio. Menschen an einem 

kolorektalen Karzinom (CRC)1.  Für das Jahr 2015 wurde allein für die Europäische 

Union eine Mortalität von 172.600 vorhergesagt2, weltweit fast 700.000 Todesfälle1. Das 

CRC stellt bei Männern nach dem Lungenkarzinom und dem Prostatakarzinom und bei 

Frauen nach dem Mammakarzinom die dritthäufigste/zweithäufigste Krebserkrankung 

weltweit dar, in Deutschland nach dem Prostatakarzinom und dem Mammakarzinom bei 

beiden Geschlechtern die zweithäufigste1. Männer sind dabei häufiger betroffen mit 

einer Ratio von 1.2 : 13. 

Hinsichtlich des lokoregionalen Verteilungsmusters der Karzinome bestehen 

Unterschiede: Circa zwei Drittel entstehen im Kolon, 30% nehmen  ihren Ursprung im 

Rektum3. Dies erklärt unter anderem die große Anzahl an Studien, die sich speziell mit 

dem Rektumkarzinom befassen3.  

Mit zunehmendem Alter steigt das Risiko an einem Adenokarzinom des Kolorektums zu 

erkranken, der Erkrankungsgipfel liegt im siebten Lebensjahrzehnt3,4. 

Den größten Anteil an Rektumkarzinomen machen die sporadischen Karzinome mit ca. 

70%5 aus. Die Adenom/Dysplasie-Karzinomsequenz nach Jackman et al. liefert bis 

heute ein allgemein anerkanntes Entstehungskonzept6. Es besagt, dass aus ca. 10-

50% aller Adenome abhängig von der Größe und dem Schweregrad der Dysplasie 

Adenokarzinome entstehen können7. Ätiopathogenetisch begünstigende Faktoren sind 

hierbei  der Verzehr von rotem Fleisch8,9, fett- und cholesterinreicher Ernährung9, sowie 

regelmäßiger Alkohol-10 und Tabakkonsum11 sowie ein erhöhter Body-Mass-Index 

(BMI)12. Neben diesen exogenen Faktoren spielen  fortgeschrittenes Alter, männliches 

Geschlecht und Familiarität eine Rolle13,14: Sind Verwandte ersten Grades an einem 

Adenokarzinom oder Adenom des Rektums insbesondere vor dem sechsten bis siebten 

Lebensjahrzehnt erkrankt, ist die Wahrscheinlichkeit ebenfalls an diesem zu erkranken 

erhöht: Von allen am CRC erkrankten Patienten sind ca. 15-20% erblich bedingt13,14. 

Auch chronische, entzündliche Darmerkrankungen wie die Colitis ulcerosa und die 

Colitis Crohn erhöhen das Risiko an einem CRC zu erkranken, wobei hier insbesondere 

Dauer und Ausdehnung der Entzündung im Darm eine Rolle spielen15.  

Weiterhin gibt es im Wesentlichen zwei autosomal dominant vererbte 

Tumorprädispositions-Erkrankungen: (a) das hereditäre nichtpolypöse kolorektale 



	   5	  

Karzinom (HNPCC, Lynch-Syndrom), welches ca. 2-4% aller kolorektalen Karzinome 

ausmacht16. Bei den Betroffenen manifestiert sich das Karzinom deutlich vor dem 

eigentlichen Erkrankungsgipfel, zu meist vor dem 45. Lebensjahr17,  (b) die Familiäre 

adenomatöse Polyposis (FAP) etwa 1% aller kolorektalen Karzinome ausmachend6. 

Ursächlich für das gehäufte und frühe Auftreten von Neoplasien sind verschiedene 

Genmutationen (zusammengefasst von Ponti et al.18), die mit fast 100%-iger Penetranz 

zur Bildung eines Karzinoms führen19.  

 

2.2 Das Sporadische Kolorektale Karzinom 

Die Entwicklung eines Kolorektalen Karzinoms kann bis zu zehn Jahre andauern, 

beginnend mit einem Adenom über eine Dysplasie bis hin zum Karzinom4,20. In ca. 70% 

spielt die Mutation des APC-Gens dabei eine Schlüsselrolle21. 

Dabei wird eine  Abfolge verschiedener Mutationen und somit resultierender 

Inaktivierungen von Protoonkogenen und Tumorsuppressoronkogenen, die ursächlich 

für die Adenom/Dysplasie-Karzinom-Sequenz  sind, diskutiert22,23. Auf die frühe 

Mutation des APC-Gens folgen weitere Mutationen und Deletionen anderer 

Genabschnitte, unter anderem die Aktivierung des KRAS Onkogens24. Man nimmt an, 

dass auch die Mutation des Tumorsuppressorgens p53 eine entscheidende Rolle 

einnimmt. Im Normalfall führt dieses bei einer Anhäufung von Zellschäden zur 

Arretierung des Zellzyklus und führt die Zelle gezielt in die Apoptose. So kann die 

Bildung fehlerhafter Zellen vermieden werden. Bei vielen Krebsarten kann das p53-Gen 

alteriert sein (wie z.B. beim Ovarialkarzinom) und somit die Proteinfunktion gestört25,26. 

Zellen können so ungehindert entarten, Karzinome entstehen26. 

Des Weiteren können in ca. 10-15%27 die sogenannten Mismatch-Repair-Gene in ihrer 

Funktion gestört sein. Diese sind im Normalfall dafür zuständig Basenfehlpaarungen zu 

erkennen und zu beheben. Bei einer Fehlfunktion in Folge einer Keimbahnmutation 

häufen sich in der Zelle Mutationen an und können ebenfalls zu malignen 

Transformation führen28. Zu den betroffenen Genen gehören die MMR-Gene: MSH2, 

MSH6, MLH1 oder PMS229. Zur Diagnostik wird eine Analyse der 

Mikrosatelliteninstabilität (MSI) durchgeführt, da die Basenfehlpaarung auch auf 

bestimmten Marker-Abschnitten der DNA, den sogenannten Mikrosatelliten stattfindet30. 

Kolorektale Karzinome, die auf diesem Wege entstehen, sind eher im proximalen Kolon 

lokalisiert, können dabei mit der erblichen Form, dem Lynch-Syndrom (jüngere 
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Patienten) aber auch mit der sporadischen (meist ältere Patienten) assoziiert sein4,27. 

Man unterscheidet dabei zwischen einer MSI-H (hochfrequenten 

Mikrosatelliteninstabilität, wenn mehr als zwei Marker in der PCR beim Vergleich von 

Tumor- zu Normalgewebe zusätzliche Peaks zeigen) und einer MSI-L 

(niedrigfrequenten Mikrosatelliteninstabilität, wenn weniger als zwei Marker in der PCR 

beim Vergleich von Tumor- zu Normalgewebe zusätzliche Peaks zeigen)29. 

 

2.3 Klinik 

Das Rektumkarzinom wird als maligner, epithelialer Tumor mit Infiltration der 

Submucosa definiert31. Als Rektumkarzinome gelten in der Abgrenzung gegenüber 

Kolonkarzinomen solche, die bei starrer Rektosigmoidoskopie 16 cm oder weniger von 

der Linea anocutanea entfernt sind (orale Grenze)31. Hinsichtlich der Abgrenzung 

(aboral) gegenüber den plattenepithelialen Analkarzinomen orientiert man sich am 

Levatorring (ca. 2 cm proximal der Linea dentata). Ab hier spricht man von einem 

Rektumkarzinom, weiter distal vom Analkarzinom31.  

 

2.4 Diagnostik 

Das Rektumkarzinom kann lange Zeit keine Symptomatik aufweisen32. Erste Symptome 

können eine Änderung der Stuhlgewohnheit sowie Hämatochezie sein. Eine Stenose 

des Darmlumens tritt meist erst im fortgeschrittenen Stadium auf33. Zur 

Standarddiagnostik gehören primär die rektal digitale Untersuchung sowie eine 

Koloskopie. Bei auffälligem Befund  wird eine Biopsie als endoskopische Zangenbiopsie 

oder Exzisionsbiopsie (z.B. Polypektomie) entnommen31. Die Biopsien werden 

anschließend histopathologisch hinsichtlich ihrer Dignität und Entität untersucht, 

Adenokarzinombefunde je nach Differenzierung bzw. Wuchsmuster gegradet (G1-G4)34 

(Tab. 1, S. 7). 
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      Tabelle 1: Histopathologisches Grading des Kolorektalen Adenokarzinoms34 

	  
Grad Beschreibung 
G1 Gut/hoch differenzierter Tumor, der >95% drüsig aufgebaut ist 

G2 Mäßig differenzierter Tumor mit 50-95% drüsigem Aufbau 

G3 Schlecht differenzierter Tumor mit >0%-49% drüsigen Anteilen 

Variabel Variable Differenzierung des Tumors, hohes Maß an 
Mikrosatelliteninstabilität 

G4 Undifferenzierter Tumor, keine Drüsenformation, Mucinproduktion 
oder neuroendokrine, plattenepitheliale oder sarcomatoide 

Differenzierung 

 
 

 

Zum weiteren zunächst klinischen Staging (Tumorausdehnung, Lympknotenstatus) 

gehören Endosonographie und/oder Beckenmagnetresonanztomographie, in 

Ausnahmefällen eine Computertomographie. Hinsichtlich einer etwaigen 

Metastasierung werden eine Sonographie des Abdomens sowie ein Röntgen-Thorax 

durchgeführt6. Der Tumor kann nach dem c (klinisch)-TNM Schema klassifiziert werden: 

Nach der Union Internationale Contre le Cancer (UICC)  werden Rektumkarzinome 

bezogen auf ihre klinische TNM-Klassifikation folgendermaßen eingeteilt35 (Tab. 2, S. 

8):  
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Tabelle 2: Klinische Stadieneinteilung des Rektumkarzinoms nach der 
UICC35 

Stadium Primärtumor Regionäre 
Lympknotenmetastasen 

Fernmetastasen 

0 Tis N0 M0 

I T1, T2 N0 M0 

IIA 

IIB 

IIC 

T3 N0 M0 

T4a N0 M0 

T4b N0 M0 

III 

IIIA 

IIIA 

IIIB 

IIIB 

IIIB 

Jedes T N1, N2 M0 

T1, T2 N1a M0 

T1 N2a M0 

T3, T4a N1 M0 

T2, T3 N2a M0 

T1, T2 N2b M0 

IIIC 

IIIC 

IIIC 

T4a N2a M0 

T3, T4b N2b M0 

T4b N1, N2 M0 

IVA 

IVB 

Jedes T Jedes N M1a 

Jedes T Jedes N M1b 
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Tabelle 3: Pathologische Stadieneinteilung des Rektumkarzinoms35 

pT- Primärtumor  

pTX Primärtumor kann nicht beurteilt werden 

pT0 Kein Anhalt für Primärtumor 

pTis Carcinoma in situ: intraepithelial oder Infiltration der 

Lamina propria 

pT1 Tumor infiltriert Submukosa 

pT2 Tumor infiltriert Muscularis propria 

pT3 Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die 

Subserosa oder in nicht peritonealisiertes 

perirektales Gewebe 

pT4 Tumor perforiert das viszerale Peritoneum und/oder 

infiltriert direkt andere Organe oder Strukturen 

pT4a Tumor perforiert viszerales Peritoneum 

pT4b Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder 

Strukturen 

pN- Regionäre Lypmhknoten  

pNX Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt 

werden 

pN0 Keine regionären Lymphknotenmetasten (bei 12 

untersuchten, tumorfreien Lymphknoten) 

pN1 Metastasen in 1 bis 3 regionären Lymphknoten 

pN1a Metastase in 1 regionärem Lymphknoten 

pN1b Metastase in 2 bis 3 regionären Lymphknoten 

pN1c Tumorknötchen bzw. Satelliten im Fettgewebe der 

Subserosa oder im nichtperitonealisierten 

perirektalen Fettgewebe ohne regionäre 

Lymphknotenmetastasen 

pN2 Metastasen in 4 oder mehr regionären Lymphknoten 

pN2a Metastasen in 4 bis 6 regionären Lymphknoten 

pN2b Metastasen in 7 oder mehr regionären Lymphknoten 

      Fortsetzung auf S. 10 
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      Fortsetzung Tabelle 3: 
 

pM- Fernmetastasen  

pM0 Keine Fernmetastasen (nur bei Obduktion 

verwendbar) 

pM1 Fernmetastasen 

pM1a Metastase(n) auf ein Organ beschränkt (Leber, 

Lunge, Ovar, nichtregionäre Lymphknoten) 

pM1b Metastasen in mehr als einem Organ oder im 

Peritoneum 

 

Nach erfolgter Operation wird das Resektat vom Pathologen makrokopisch und 

mikroskopisch untersucht, dabei werden unter anderem Abstände des Tumors zu den 

Resektionsrändern berücksichtigt36. Histomorphologisch wird dann nach Einbettung des 

Präparates die yp-TNM Klassifikation bestimmt (Tab. 3, S. 9-10). Hierbei werden im 

Wesentlichen das T(umorstadium), sowie der N(odal)-Status (von mindestens 12 

Lymphknoten)  bestimmt36. Die Quantifizierung der (noch) vitalen Tumormasse erfolgt 

mittels des Regressionsgradings nach Dworak (Tab. 437,38, S.10).   

Das Regressionsgrading des primären Rektumkarzinoms nach Dworak wird 

folgendermaßen angewendet37,38: 

 

   Tabelle 4: Tumorregressionsgrading nach Dworak37     

 

 

 

 

 

 

 

 

Grad Beschreibung 

Grad 0 Keine Regression 

Grad 1 Prädominanz der Tumorzellen über die peritumorale Fibrose 

Grad 2 Prädominanz der Fibrose über die Tumorzellen, diese jedoch in der 

Übersichtsvergrößerung mühelos erkennbar 

Grad 3 Prädominanz der Fibrose mit nur wenigen nur in stärkerer 

Vergrößerung  erkennbaren Tumorzellen 

Grad 4 Kein vitaler Tumor, komplette Regression 
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2.5  Therapie 

Nach erfolgtem Tumorstaging wird aktuell folgendermaßen verfahren: Patienten im 

UICC Stadium II und III, welches präoperativ klinisch ermittelt wurde (c-TNM), erhalten 

eine neoadjuvante Radiochemotherapie39,40. Auch Patienten im UICC Stadium IV mit 

resektablen Metastasen können bei kurativem Ansatz eine präoperative 

Radiochemotherapie erhalten, dies wird individuell entschieden. Ein Downstaging 

und/oder Downsizing wird eher durch eine konventionelle fünfwöchige 

Radiochemotherapie, als im Vergleich zur Behandlung mit einer 

Kurzzeitstrahlentherapie, erreicht41. Die neoadjuvante Radiochemotherapie umfasst 

eine fünfwöchige, werktägliche Bestrahlung der Tumorregion mit einer Einzeldosis von 

1,8 Gy bis zu einer Gesamtdosis von 50,4 Gy mit 18 MeV Photonen am 

Linearbeschleuniger. Parallel erhalten die Patienten eine Chemotherapie mit 5-

Fluorouracil (FU) 225 mg/qcm als 24 Std. Dauerinfusion während des gesamten 

Bestrahlungszeitraums über einen venösen Port39. Bei dieser wird wie oben erwähnt 5-

FU verabreicht, welches als Antimetabolit während der Replikation in die RNA aufgrund 

der Strukturähnlichkeit zu den Pyrimidinbasen eingebaut wird und so aufgrund von 

entstandenen Strukturfehlern in dieser zur Hemmung der Proteinbiosythese führt42. 

Daneben wirkt 5-Fluor-dUMP als Reaktionsprodukt von 5-FU hemmend auf die 

Thymidylat-Synthese, was in einer Inhibition der DNA-Synthese resultiert43. Zusätzlich 

wirkt 5- FU so auch als Radiosensitizer und verstärkt die Wirkung der Bestrahlung auf 

die Tumorzellen44. Das Chemotherapeutikum kann zusätzlich zur Strahlentherapie auch 

mikroskopische Tumorabsiedelungen wie Mikrometastasen in Lymphknoten 

beispielsweise zytotoxisch verändern und so eliminieren45. Die Strahlentherapie zielt 

weiterhin auf die Behandlung des soliden Tumors und gegebenenfalls des umliegenden 

Lymphabstromgebietes ab46. Ihre Wirkung beruht auf die durch Strahlen 

hervorgerufene Bildung freier Radikale, welche Strangbrüche der DNA der Tumorzellen 

induzieren. Diese gehen dann meist gezielt in die Apoptose, bzw. in andere Formen 

des Zelltods47. Generell ist die Zelle während der G2-Phase und der Mitose am 

empfindlichsten gegenüber der Strahlung48. Die Kombination von Radio- und 

Chemotherapie führt zu einer verminderten Reparaturfähigkeit, der im gesunden 

Gewebe ansteigenden Enzyme bei Replikationsschäden, womit die 

Strahlenempfindlichkeit noch zusätzlich gesteigert wird48. Vier bis sechs Wochen nach 

Beendigung der Therapie erfolgt die chirurgische Therapie mit kurativer Zielsetzung in 
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Form einer Rektumexstirpation oder einer anterioren Rektumresektion jeweils mit 

totaler mesorektaler Exzision39. Eine postoperative Chemotherapie wird derzeit 

unabhängig vom postoperativen Staging empfohlen39. 

 

2.6  Prognosefaktoren/oder prognostische Marker und prädiktive Marker 

Um Vorhersagen unter anderem hinsichtlich der Überlebensraten abschätzen zu 

können, werden verschiedene Prognosefaktoren berücksichtigt. So korreliert die 

Überlebensprognose mit dem Tumorregressionsgrading49,50, dem tumorfreien 

Resektionsrand51 und dem yp-TNM-Stadium50. Zusätzlich spielt die Höhenlokalisation 

des Rektumkarzinoms eine Rolle, da hiervon die Operationstechnik sowie die Qualität 

der Operation abhängen kann6,52. Der intra- und postoperative Verlauf der Operation 

trägt ebenfalls zur Prognose bei, hierbei sei die mögliche Anastomoseninsuffizienz 

erwähnt, welche die Prognose verschlechtern kann53.  

Weiterhin können verschiedene Biomarker als prognostische Marker herangezogen 

werden: Hierzu gehören p53 und p21. Von diesen ist p53 ein sehr bekannter Marker 

und aufgrund seiner Funktion auch bekannt als „Wächter des Genoms“54.  Das Gen 

liegt auf dem Chromosom 17 p13.155. Das zugehörige p53 Protein besteht aus 393 

Aminosäuren. Bei fehlerhafter DNA aufgrund von Doppelstrangbrüchen beispielsweise 

wird p53 stabilisiert und es kommt so zu einer Anhäufung des Proteins56 (Abb. 1, S. 13). 

Diese führt zu einer Induktion von p21. Das p21-Gen liegt auf Chromosom 6 p21.257.  

Sein zugehöriges Protein besteht aus 164 Aminosäuren58.Es initiiert den 

Zellzyklusarrest am Übergang von der G2 zur M-Phase und von der G1 zur S-Phase 

(Abb. 1, S. 13). p21 kann neben dieser auch andere Funktionen erfüllen. 

Währenddessen werden verschiedene Reparaturmechanismen in Gang gesetzt. Falls 

keine adäquate Reparatur möglich ist, wird über weitere Kaskaden die Apoptose der 

Zelle eingeleitet59,60. Die Caspase-3 wird als inaktive Pro-Caspase-3 von den 

vorgeschalteten Proteinen wie Caspase-8 und -9 durch proteolytische Spaltung aktiviert 

und reiht sich als aktive Form in die Kaskade ein und führt die Zelle schlussendlich 

ebenfalls in die Apoptose61-63 (Abb. 1, S. 13). 
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Abbildung 1: Zellzyklus, Checkpoints und Mechanismus der  

Apoptoseeinleitung (modifiziert nach 64) 

 

 

Zu p53 gibt es viele, teils widersprüchliche Arbeiten. Seicean et al. fanden heraus, dass 
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Expression als prognostischer Marker herangezogen werden kann66. Dabei soll 

insbesondere die Kombination eines p53 positiven und p21 negativen 

Expressionsstatus eine positive Prognose voraussagen67.  Dem gegenüber gehen 

andere davon aus, dass mittels p53-Expression keine Prognoseaussage getroffen 

werden kann68,69.  

Neben diesen prognostischen Markern sind prädiktive Biomarker von Bedeutung. Im 

Unterschied zu den prognostischen Markern, welche am Resektat bestimmt werden, 

erfolgt die Untersuchung dieser präoperativ an der Biopsie und soll eine Vorhersage 

bezüglich des Ansprechens auf eine bestimmte Therapie70 oder ein Medikament liefern. 

Im Rahmen des Rektumkarzinoms geht es hierbei um das Ansprechen auf die oben 

beschriebene neoadjuvante Radiochemotherapie. Hinsichtlich p53 gibt es auch hier 

widersprüchliche Studienergebnisse. Viele gehen von keiner Korrelation mit dem 

Ansprechen auf die neoadjuvante Radiochemotherapie aus71,72. Auch p21 wurde schon 

häufig in Studien als prädiktiver Marker getestet, ebenfalls mit  diskrepanten 

Ergebnissen: Sim et al. halten eine hohe p21-Expression für einen schlechten 

Vorhersagewert bezüglich der neoadjuvanten Radiochemotherapie73, Kim et al. konnten 

keine Korrelation mit p21 feststellen74 und Qiu et al. beschreiben eine positive 

Korrelation der p21-Expression mit dem Ansprechen auf die neoadjuvante 

Radiochemotherapie75. Wenn man die Expressionspattern der einzelnen Arbeiten 

betrachtet, werden hier unterschiedliche Muster beschrieben. So gilt das Augenmerk 

einerseits der Überexpression bzw. dem Fehlen des Proteins, andererseits wird oft 

nicht zwischen nukleärer und zytoplasmatischer Expression unterschieden (Tab. 17, S. 

74-76). Innerhalb einzelner Arbeiten werden diese unterschiedlichen 

Expressionspattern zumeist nicht miteinander hinsichtlich ihrer prognostischen und 

prädiktiven Bedeutung verglichen bzw. nicht isoliert betrachtet. Weiterhin ist zu 

erwähnen, dass das Protein Caspase-3, dessen Regulation abhängig von p21 und p53 

erscheint (Abb. 1, S. 13) bisher verhältnismäßig selten (insbesondere als prädiktiver 

Marker) untersucht wurde. Eine weitere Möglichkeit der Prädiktion ist die 

Verlaufskontrolle der Therapie mittels PET-CT. Sie verspricht eine bildgebende 

Möglichkeit der Vorhersage anhand des Tumorstoffwechsels76. 

Die oben beschriebenen, teilweise widersprüchlichen Arbeiten liefern hinreichend 

Anlass dazu, systematisch zu untersuchen bzw. zu validieren, ob und in wie weit p21, 
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p53 und die Caspase-3 hinsichtlich ihrer unterschiedlichen Expressionsprofile als 

prädiktive Marker beim Rektumkarzinom geeignet sind.  

 

2.7  Fragestellung 

Eingebettet in klinische Daten wurde Tumormaterial von 128 Patienten konventionell-

morphologisch und immunhistochemisch vor (Biopsie) und nach (Resektat) 

neoadjuvanter Radiochemotherapie vergleichend untersucht. Hierbei sollten folgende 

Fragen beantwortet werden: 

1. In welchen Zellkompartimenten (zytoplasmatisch, nukleär, beide) lassen sich p21 

und p53 beim Rektumkarzinom nachweisen? 

2. Wo innerhalb des Tumors (intakte Zellen, Apoptosen, sog. „Schmutznekrosen“) 

lässt sich die Caspase-3 nachweisen? 

3. Zeigen sich bei diesen Markern prä- und postoperative Unterschiede hinsichtlich 

der Expression in diesen Kompartimenten? 

4. Lassen sich bei den genannten Markern (präoperative) Expressionspattern mit     

prädiktiver Relevanz nachweisen?  

5. In wie weit korreliert die präoperative Expression von p21, p53 und der Caspase-

3 mit der Tumorresponse, also dem Regressionsgrad nach Dworak? 

6. Welchen Einfluss haben klinische Risikofaktoren wie Nikotinabusus und 

Adipositas auf das Ansprechen der neoadjuvanten Radiochemotherapie?  

7. Inwiefern hängt das TNM-Stadium mit der Tumorresponse zusammen? 
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3. Material und Methode 
 
3.1 Untersuchungsmaterial 

Die Analyse der präoperativen Biopsate wurde an Paraffinblöcken von Patienten 

durchgeführt, deren Biopsate im Jahr 2004 bis 2011 teils  auf Stationen des Campus 

Benjamin Franklin (CBF), teils extern im Rahmen einer Rektoskopie entnommen 

wurden. Die Analyse der Resektate wurde an Paraffinblöcken von Patienten 

durchgeführt, deren Rektumkarzinome  im Jahre 2004 bis 2011 in der Chirurgischen 

Klinik I des CBF reseziert wurden. Die Paraffin-Blöcke der präoperativen Biopsate 

wurden teils vom Institut für Pathologie des Campus Charité Mitte (CCM) sowie der 

Pathologie des CBF, als auch von externen pathologischen Praxen bereitgestellt. 

Die Blöcke der Resektate wurden ausschließlich vom Institut für Pathologie des CCM 

und des CBF bereitgestellt. Von den präoperativen Biopsaten, sowie von den 

Resektaten wurden histologische Schnitte angefertigt, diese wurden mittels 

Hämatoxylin/Eosin (H&E) gefärbt. Die histologischen Schnitte der präoperativen 

Biopsate und der Resektate wurden weiterhin immunhistochemisch mittels anti-p53 und 

anti-p21 und anti-Caspase-3 gefärbt (Details siehe unten). 

Anschließend erfolgte nach der mikroskopischen  Auswertung die statistische 

Datenauswertung.  

 

3.2 Patientenkollektiv (Abb. 2, S. 17) 

Das Patientenkollektiv umfasst insgesamt 128 Patienten. Die immunhistochemische 

Expressionsanalyse erfolgte an Biopsaten und Rektumresektaten von 104 bzw. 105 

Patienten, die im Zeitraum von 2004 bis 2011 in der Chirurgischen Klinik des CBF in 

Berlin operiert wurden.  



	  17	  

 
Abbildung 2: Darstellung der ausgewählten Patienten und auswertbaren Biopsien 

 

Alle in die Studie eingeschlossenen Patienten wurden neoadjuvant mit einer 
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erhielten die Patienten eine Chemotherapie mit 5-FU (5-Fluoruracil) 225 mg/qcm als 24 

Std.  Dauerinfusion während des gesamten Bestrahlungszeitraums über einen venösen 

Port. Ein Teil der Patienten erhielt eine geringfügig veränderte neoadjuvante Therapie. 

Toleriert wurden dabei kurze Therapieunterbrechungen wegen Infekten oder 

Unverträglichkeiten und geringfügige Abwandlungen der Chemo- und Strahlentherapie.  

 

3.3 Patientenauswahl (Abb. 2, S. 17) 

Ein- und Ausschlusskriterien: Vor der immunhistochemischen Untersuchung wurden 

bestimmte Ein- und Ausschlusskriterien festgelegt. In das Patientenkollektiv wurden 

Patienten aufgenommen, die eine neoadjuvante Radiochemotherapie erhielten. Diese 

Therapie erhielten Patienten, die präoperativ mittels MRT, Endosonographie und /oder 

CT als UICC Stadium II und III klassifiziert wurden. In Ausnahmefällen lag ein Stadium 

IV vor (n=11, siehe unten). Bei einem UICC Stadium IV wird die Therapie individuell 

bestimmt und eine präoperative Radiochemotherapie kann aufgrund der individuellen 

Situation durchgeführt werden. Im Anschluss an diese Therapie erfolgte 4-8 Wochen 

später die chirurgische Exzision. 

Als Ausschlusskriterium wurde eine ausschließliche Kurzzeitbestrahlung festgelegt 

(n=3) (Abb. 2, S. 17).  

 

3.4 Anfertigung der Schnittpräparate 

Die Resektatgewebeblöcke und Biopsatgewebeblöcke wurden teils vom Institut für 

Pathologie des CCM sowie des CBF der Universitätsmedizin Berlin zur Verfügung 

gestellt, einige Biopsatgewebeblöcke wurden von externen Praxen zur Verfügung 

gestellt. Das Biopsatgewebe wurde zunächst in 4%-Formalin fixiert und anschließend in 

Paraffin eingebettet. Die in Formalin übersandten Rektumresektate wurden ebenfalls in 

4%-Formalin fixiert, leitliniengerecht zugeschnitten und in Paraffin eingebettet. Pro 

Resektat wurden mehrere Tumorblöcke angefertigt. Von allen Blöcken wurden 3-5 µm 

breite histologische Schnitte angefertigt und mittels H&E gefärbt. Anhand dieser wurde 

der Block des Resektats mit dem größten Anteil an Tumorgewebe ermittelt. Von diesem 

Block, sowie von dem dazugehörigen tumorfreien Block mit unauffälliger Darmmucosa 

und den Biopsatgewebeblöcken wurden weitere 3-5 µm breite histologische Schnitte 

angefertigt für die immunhistochemischen Färbungen. Das Schneiden der Blöcke 
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erfolgte mit dem Mikrotom, anschließend wurden die Schnitte auf einen gläsernen 

Objektträger appliziert, getrocknet, gefärbt und eingedeckelt.  

 

3.5 Immunhistochemie 

3.5.1 Verwendete Geräte und Chemikalien 

Geräte:  

• Ventana Benchmark XT IHC/ISH Färbemodul (Ventana) 

• Mikrotom Typen: Schlittenmikrotom pfm Slide 2003, Rotationsmikrotom Leica 

RM2235   

• Eindeckmaschine DAKO coverslipper 

 

Chemikalien/Reagenzien: 

• Primäre Antikörper:  

o anti-p21WAF1 (Thermo Scientific CDS-60.2 # MAS-12764, monoklonal 

Ig2G2a der Maus) 

o anti-p53 (DAKO Clone DO-7 M 7001 monoklonal, IgG2b kappa der Maus) 

o anti-Caspase 3 (Zytomed Systems RBK009-05 polyklonal, Ig des 

Kaninchens) 

 

• Dako REAL™ Detection System, Alkaline Phosphatase/RED, Rabbit/Mouse, 
(Dako K5005) 
 

• Xylol (Carl Roth)  
 

• Ethanol, vergällt (Carl Roth) 
 

• Citronensäure Monohydrat (Carl Roth) 
 

• Hämatoxylin (Carl Roth) 
 

• Kaisers Glyceringelatine (Merck) 
 

• EZPrep. Lösung (Ventana) 
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• Coverslip Lösung LCS (Ventana) 

• Cell Conditioner Nr.1 (Ventana) 

• Reaktionspuffer (Ventana) 

• Ultraview Universal DAB Inhibitor (Ventana) 

• Ultraview DAB (Ventana) 

• Ultraview DAB H2O2 (Ventana) 

• Ultraview COPPER (Ventana) 

• Hematoxylin, Bluing Reagent (Ventana) 

• Eindeckmedium PARAmount (ProTaqs) 

 

3.5.2 Färbung mittels p21-Antikörper 

Die Entparaffinierung der ungefärbten Gewebeschnitte erfolgte mit Xylol, die 

Rehydratation in der Ethanol Verdünnungsreihe (Chemikalien von Carl Roth). Die 

Antigen-Demaskierung der Gewebeschnitte wurde 5 min lang im Schnellkochtopf 

mittels Citrat-Puffer (pH 6,0) vorgenommen. Anschließend wurde der primäre 

Antikörper anti-p21WAF1 (Thermo Scientific CDS-60.2 # MAS-12764 monoklonal 

Ig2G2a der Maus) mit der Verdünnung 1:50 für 1,5 h appliziert.  Die rote 

Farbentwicklung erfolgte über das Dako REAL™ Detection System, Alkaline 

Phosphatase/RED, Rabbit/Mouse. Abschließend wurde die Kerngegenfärbung mit 

Hämatoxylin (Carl Roth) vorgenommen und die Schnitte per Hand in Kaisers 

Glyceringelatine (Merck) eingedeckelt. 

 

3.5.3 Färbung mittels p53-Antikörper 

Die Färbung erfolgte im Ventana BenchMark XT IHC/ISH Färbemodul unter 

Verwendung des XT ultraview DAB v3 Kits. Die Coverslip Lösung LCS (Ventana) wurde 

zur Isolation der wässrigen Reagenzien verwendet. Die Entparaffinierung wurde mit der 

EZPrep. Lösung (Ventana) bei max. 76 C° vorgenommen. Die Antigendemaskierung 

erfolgte mit dem Cell Conditioner Nr.1 (Ventana) bei max. 100 °C über 60 min. Es folgte 
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ein Zwischenschritt mit Ultraview Universal DAB Inhibitor (Ventana). Der primäre 

Antikörper p53 (DAKO M 7001) (Clone DO-7 M 7001 monoklonal IgG2b kappa der 

Maus) wurde mit der Verdünnung 1:50  manuell appliziert und 32 min bei 37 °C 

inkubiert. Die Farbentwicklung erfolgte über das Ultraview Universal DAB 

(Diaminobenzidin) HRP Multimer (Ventana)  mit Ultraview DAB/H2O2 und COPPER 

(Ventana). Die Kerngegenfärbung erfolgte mit Hämatoxylin und Bluing reagent 

(Ventana). Die gefärbten Schnitte wurden im Dako Coverslipper eingedeckelt unter 

Verwendung des PARAmount Eindeckmediums. 

 

3.5.4 Färbung mittels Caspase-3-Antikörper  

Die Färbung erfolgte im Ventana BenchMark XT IHC/ISH Färbemodul Automaten unter 

Verwendung des XT ultraview DAB v3 Kits. Der primäre Antikörper anti-caspase-3 

(Zytomed Systems RBK009-05 polyklonal, Ig des Kaninchen) wurde mit der 

Verdünnung 1:100 manuell appliziert und 32 min bei 37 °C inkubiert. Das 

Färbeprotokoll entspricht im Übrigen dem Färbeprotokoll für p53, im Unterschied dazu 

erfolgte die Antigendemaskierung bei max. 100 °C über 30 min. 

 

3.5.5 Durchführung 

Nach Abschluss der Färbungen wurden zunächst alle Biopsate anhand der H&E 

Färbung auf das Vorliegen von invasivem Tumorwachstum überprüft und das Grading 

wurde anhand der aktuellen WHO Kriterien bestimmt34. Die Auswertung der p21- und 

p53-Färbungen der Biopsate erfolgte quantitativ und es wurde zwischen nukleärer und/ 

oder  zytoplasmatischer positiver Färbung unterschieden. Die Auswertung der mittels 

Caspase-3-gefärbten Biopsate erfolgte teilweise auch quantitativ. Hier wurden die 

gefärbten Apoptosen und die gefärbten intakten Zellen quantitativ ausgewertet. 

Zusätzlich wurden sogenannte „Schmutznekrosen“77 semiquantitaiv ausgewertet, d.h. 

Ansammlungen von apoptotischem Zelldebris in den neoplastischen Drüsenlumina. Die 

Einteilung erfolgte auf einer Skala von null bis zwei. Null bedeutete keine gefärbten 

„Schmutznekrosen“, eins bedeutete wenige gefärbte „Schmutznekrosen“ und zwei 

bedeutete viele gefärbte „Schmutznekrosen“.  



	  22	  

Die Resektate wurden zunächst anhand der Hämatoxylinin/Eosin Färbung auf den 

verbliebenen Anteil an Resttumor im Verhältnis zur Regression quantitativ bewertet. 

Zusätzlich wurde das übliche Regressionsgrading nach Dworak vorgenommen37. 

Anschließend wurden auch die Resektate wie die Biopsate auf ihre p21- und p53-

Färbung hin quantitativ ausgewertet und es wurde ebenfalls zwischen nukleärer und 

zytoplasmatischer positiver Färbung unterschieden. Die Auswertung der mittels 

Caspase-3-gefärbten Resektate erfolgte teilweise auch quantitativ. Hier wurden die 

gefärbten Apoptosen und die gefärbten intakten Zellen ausgezählt. Zusätzlich wurden 

die gefärbten „Schmutznekrosen“ semiquantitaiv in der Einteilung null bis zwei 

ausgewertet. Null bedeutete keine gefärbten „Schmutznekrosen“, eins bedeutete 

wenige gefärbte „Schmutznekrosen“ und zwei bedeutete viele gefärbte 

„Schmutznekrosen“. 

Alle Auswertungen erfolgten ohne Kenntnis des klinischen Verlaufs. Alle Präparate 

wurden von zwei unabhängigen Untersuchern ausgewertet, größere Abweichungen in 

der Auswertung wurden am Mehrbetrachtermikroskop diskutiert und ein Konsens 

gefunden. 

 

3.6 Mikroskopische Auswertung 

3.6.1 Biopsate 

Alle Biopsate wurden zunächst anhand der H&E Färbung auf das Vorliegen eines 

invasiven Karzinoms überprüft. Anschließend wurde der Differenzierungsgrad des 

Karzinoms nach WHO Kriterien34 bestimmt und mit einem Grading versehen wie folgt: 

Grad I beschreibt einen gut differenzierten Tumor, der zu >95% drüsig aufgebaut ist, 

Grad II beschreibt einen mäßig differenzierten Tumor mit 50-95% drüsigem Aufbau und 

Grad III entspricht einem schlecht differenzierten Tumor in welchem zu 0-49% drüsige 

Anteile vorliegen, Grad IV entspricht nach WHO einem undifferenzierten Tumor. 

Daraufhin wurden die immunhistochemisch gefärbten Präparate ohne Kenntnis der 

klinischen Daten ausgewertet. Bei den beiden Färbungen mittels anti-p-21 und anti-p-

53 wurde eine quantitative Auswertung auf einer Skala von 1-100% vorgenommen. Als 

positiv wurden alle deutlich gefärbten Tumorzellen gewertet, dabei wurde zwischen 

nukleärer (p21: Abb. 3c/3d S. 23, p53: Abb. 4a S. 24) und zytoplasmatischer (p21: Abb. 

3a/3b S. 23, p53: Abb. 4b S. 24) Färbung unterschieden. Zum Vergleich wurde an 
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jedem Präparat gesunde Darmschleimhaut und deren Färbung begutachtet als interne 

Kontrolle. Die Anzahl an gefärbten Tumorzellen wurde ausgezählt: Dabei wurden, 

sofern vorhanden 3x 100 Tumorzellen und davon der Anteil an gefärbten Tumorzellen 

gezählt, bzw. geschätzt. Teilweise trat ein sogenannter Randeffekt78 auf, dieser wurde 

nicht bei der Zählung berücksichtigt, ebenso wie Artefakte im Präparat. Gewertet 

wurden nur homogen gefärbte Bereiche des invasiven Tumoranteils. 

 

 

 

 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3a: Invasiver Tumoranteil, viele 
zytoplasmatisch p21-gefärbte Tumorzellen, 
roter Pfeil: ungefärbtes Zytoplasma, schwarzer 
Pfeil: gefärbtes Zytoplasma 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3b: Invasiver Tumoranteil, wenige 
zytoplasmatisch p21-gefärbte Tumorzellen, 
roter Pfeil: ungefärbtes Zytoplasma, schwarzer 
Pfeil: gefärbtes Zytoplasma 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                   100µm 
Abbildung 3c: Invasiver Tumoranteil, wenige 
nukleär p21-gefärbte Tumorzellen, roter Pfeil: 
ungefärbte Nuklei, schwarzer Pfeil: gefärbte 
Nuklei 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                  100µm 
Abbildung 3d: Invasiver Tumoranteil, viele 
nukleär p21-gefärbte Tumorzellen, blauer Pfeil: 
ungefärbte Nuklei, schwarzer Pfeil: gefärbte 
Nuklei 
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Die mittels anti-Caspase-3-gefärbten Präparate wurden teils quantitativ, teils 

semiquantitativ ausgewertet. Die gefärbten Apoptosen (Abb. 5a/5b, S. 24) und intakten 

Zellen (Abb. 5a, S. 24) wurden quantitativ auf einer Skala von 1-100% ausgezählt, die 

Anzahl der „Schmutznekrosen“77 wurde semiquantitativ geschätzt. Hierbei wurde von 

null bis zwei unterschieden, wobei null keine „Schmutznekrosen“, eins wenige 

„Schmutznekrosen“ und zwei viele „Schmutznekrosen“ im Präparat bedeutete (Abb. 5b, 

S. 24). Auch hier wurden nur gefärbte Bereiche des invasiven Tumoranteils gewertet. 

 

 

 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
      

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4a:  Invasiver Tumoranteil, viele 
nukleär p53-gefärbte Tumorzellen, roter Pfeil: 
ungefärbte Nuklei, gelber Pfeil: gefärbte Nuklei 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4b: Invasiver Tumoranteil, viele 
zytoplasmatisch p53-gefärbte Tumorzellen, 
roter Pfeil: gefärbtes Zytoplasma, schwarzer 
Pfeil: ungefärbtes Zytoplasma 
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Abbildung 5a: Invasiver Tumoranteil, viele 
Caspase-3 gefärbte Apoptosen und intakte 
Zellen, roter Pfeil: gefärbte Apoptosen, 
schwarzer Pfeil: gefärbte intakte Zellen 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5b: Invasiver Tumoranteil, wenige 
Caspase-3 gefärbte Apoptosen, viele gefärbte 
„Schmutznekrosen“, keine gefärbten intakten 
Zellen, schwarzer Pfeil: gefärbte Apoptosen, 
roter Pfeil: gefärbte „Schmutznekrosen“ 
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3.6.2 Expressionsgradeinteilung der Biopsate 

Der Expressionsgrad der p53- und p21-gefärbten Biopsien wurde sowohl bei der 

zytoplasmatischen als auch bei der nukleären Auswertung quantitativ auf einer Skala 

von 1-100% bestimmt. Die Anzahl der intakten Zellen und der Apoptosen der Caspase-

3-gefärbten Biopsien wurde ebenfalls quantitativ auf einer Skala von 1-100% bestimmt. 

Bei jedem Präparat wurden 3x 100 Tumorzellen (sofern vorhanden) ausgezählt und der 

Anteil an gefärbten Zellen davon ermittelt. Falls weniger Tumorzellen zu finden waren, 

wurden die gefärbten Tumorzellen anteilig geschätzt. Der Anteil an Caspase-3-

gefärbten „Schmutznekrosen“ wurde semiquantitativ im Intervall von null bis zwei 

geschätzt.  

 

3.6.3 Resektate 

Alle Resektate wurden zunächst mittels H&E gefärbt. Anhand dieser Färbung wurde ihr 

Regressionsgrad nach Dworak auf der Skala von eins bis vier bestimmt. Um 

statistische Prognosen erstellen zu können wurden alle Fälle, die nach Dworak mit eins 

und zwei bewertet wurden als „Non-Responder“ gewertet, alle Fälle die nach Dworak 

mit drei und vier bewertet wurden als „Responder“, in Anlehnung an diverse vorherige 

Arbeiten79-82. 

Außerdem wurden alle immunhistochemisch gefärbten Resektate, d.h. Resektate, die 

nach Dworak zwischen eins bis drei bewertet wurden, hinsichtlich ihres 

immunhistochemischen Expressionsgrades ausgewertet. Nicht immunhistochemisch 

gefärbt, wurden alle tumorfreien Resektate, die laut Dworak mit einer vier bewertet 

wurden, da diese keinen Tumor mehr enthalten.  

Die immunhistochemisch gefärbten Präparate wurden ohne die Kenntnis der klinischen 

Daten ausgewertet. Bei beiden Färbungen,  p-21 wie p-53 wurde eine quantitative 

Auswertung auf einer Skala von 1-100% vorgenommen. Als positiv wurden alle deutlich 

gefärbten Tumorzellen gewertet, dabei wurde zwischen nukleärer (Abb. 5 a/b, 6 a/b, S. 

26) und zytoplasmatischer (Abb. 5b, 6 a/b, S. 26) Färbung unterschieden. Zum 

Vergleich wurde an jedem Präparat gesunde Darmschleimhaut und deren Färbung 

begutachtet als interne Kontrolle. Bei jedem Präparat wurden 3x 100 Tumorzellen 

(sofern vorhanden) ausgezählt und der Anteil an gefärbten Zellen davon ermittelt. Falls 

weniger Tumorzellen zu finden waren, wurden die gefärbten Tumorzellen anteilig 
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geschätzt. Teilweise trat ein sogenannter “Randeffekt”78 auf, dieser wurde nicht bei der 

Zählung berücksichtigt, ebenso wie Artefakte im Präparat. Gewertet wurden nur 

homogen gefärbte Bereiche des invasiven Tumoranteils. 

 

 

 

 

Die mittels Caspase-3 gefärbten Präparate wurden teils quantitativ, teils semiquantitativ 

ausgewertet. Die gefärbten Apoptosen (Abb. 7a/b, S. 27) und intakten Zellen (Abb. 

 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5a:  Invasiver Tumoranteil, viele 
nukleär p53-gefärbte Tumorzellen, keine 
zytoplasmatisch p53-gefärbten Tumorzellen, 
roter Pfeil: ungefärbte Nuklei, schwarzer Pfeil: 
gefärbte Nuklei 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5b: Invasiver Tumoranteil, viele 
zytoplasmatisch p53-gefärbte Tumorzellen, 
wenige nukleär p53-gefärbte Tumorzellen, 
roter Pfeil: gefärbtes Zytoplasma, schwarzer 
Pfeil: ungefärbtes Zytoplasma, blauer Pfeil: 
gefärbte Nuklei 
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Abbildung 6a:  Invasiver Tumoranteil, viele 
zytoplasmatisch p21- gefärbte Tumorzellen, 
keine nukleär p21-gefärbten Tumorzellen, 
roter Pfeil: ungefärbtes Zytoplasma, schwarzer 
Pfeil: gefärbtes Zytoplasma 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6b: Invasiver Tumoranteil, keine 
zytoplasmatisch p21-gefärbten Tumorzellen, 
keine nukleär p21-gefärbten Tumorzellen, 
blauer Pfeil: ungefärbtes Zytoplasma, schwarzer 
Pfeil: ungefärbte Nuklei 
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7a/b, S. 27) wurden quantitativ auf einer Skala von 1-100% ausgezählt, die Anzahl der 

„Schmutznekrosen“77 wurde semiquantitativ geschätzt (Abb. 7b, S. 27). Hierbei wurde 

von null bis zwei unterschieden, wobei null keine gefärbten „Schmutznekrosen“, eins 

wenige gefärbte „Schmutznekrosen“ und zwei viele gefärbte „Schmutznekrosen“ im 

Präparat bedeutete. Auch hier wurden nur gefärbte Bereiche des invasiven 

Tumoranteils gewertet. 

 

 

 

3.6.4 Expressionsgradeinteilung der Resektate 

Der Expressionsgrad der p53- und p21-gefärbten Biopsien wurde sowohl bei der 

zytoplasmatischen als auch bei der nukleären Auswertung quantitativ auf einer Skala 

von 1-100% bestimmt. Die Anzahl der intakten Zellen und der Apoptosen der Caspase-

3-gefärbten Biopsien wurde ebenfalls quantitativ auf einer Skala von 1-100% bestimmt. 

Bei jedem Präparat wurden 3x 100 Tumorzellen (sofern vorhanden) ausgezählt und der 

Anteil an gefärbten Zellen davon ermittelt. Falls weniger Tumorzellen zu finden waren, 

wurden die gefärbten Tumorzellen anteilig geschätzt. Der Anteil an Caspase-3-

gefärbten „Schmutznekrosen“ wurde semiquantitativ im Intervall von null bis zwei 

geschätzt.  
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Abbildung 7a:  Invasiver Tumoranteil, keine 
Caspase-3 gefärbten Apoptosen und intakten 
Zellen, roter Pfeil: ungefärbte Apoptosen, 
schwarzer Pfeil: ungefärbte intakte Zellen 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7b: Invasiver Tumoranteil, viele 
Caspase-3 gefärbte Apoptosen, intakte Zellen 
und „Schmutznekrosen“, blauer Pfeil: gefärbte 
Apoptosen, schwarzer Pfeil: gefärbte intakte 
Zellen, roter Pfeil: gefärbte „Schmutznekrosen“ 
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3.7 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS-Programm. Der Chi-Quadrat-Test 

wurde angewendet um die standardtherapierten Patienten mit den leicht abweichend 

therapierten Patienten zu vergleichen. Um die Entwicklung des Expressionsstatus von 

p21 und der Caspase-3 unter neoadjuvanter Radiochemotherapie darzustellen, d.h. 

den Expressionsstatus jedes einzelnen Patienten zwischen der Biopsie und dem 

Resektat zu vergleichen wurde der Wilcoxon-Rank-Test angewendet. Eine mögliche 

Korrelation zwischen Expressionsstatus und Tumorresponse wurde mittels Mann-

Whitney-Test berechnet. Das TNM-Stadium und klinische Parameter wurden mit der 

Tumorresponse mittels Chi-Quadrat-Test korreliert, ebenso wie die Cut Off´s von 1% 

und 5% der nukleären p21-Färbung der Biopsien mittels Chi-Quadrat-Test mit der 

Tumorresponse korreliert wurden. Für die multivariate Analyse bezüglich der Response 

wurde die binäre logistische Regression angewendet. Das Signifikanzniveau wurde, wie 

üblich, bei p<0,05 angenommen. 
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4. Ergebnisse 
 

4.1 Patientenkollektiv 

Das gesamte Patientenkollektiv umfasst eine Patientenanzahl von n=128,  davon 88 

(69%) männliche und 40 (31%) weibliche Patienten. Der Altersmedian lag zu Beginn 

der neoadjuvanten Radiochemotherapie bei 65 Jahren. Der Altersdurchschnitt lag zu 

Beginn der neoadjuvanten Radiochemotherapie bei 64 Jahren (Range: 33- 85 Jahre).  

Statistisch ergab sich kein signifikanter Unterschied bezüglich des Ansprechens auf die 

neoadjuvante Radiochemotherapie zwischen Patienten, die eine Standardtherapie 

erhielten und Patienten mit modifiziertem Therapieschema, wobei kurzzeitbestrahlte 

Patienten (n=3) hierbei ausgeschlossen wurden (Tab. 6, S. 28): 

 

 

Tabelle 6: Vergleich zwischen der Standardtherapie und allen abweichenden 
Therapieformen in Bezug auf die Response (p=0,406) (n=125) (angewandter 
statistischer Test: Chi-Quadrat-Test) 

 
Therapieform 

 
„Non-Responder“ 

 
„Responder“ 

 
p-Wert 

Standardtherapie 53 28 p=0,406 

abweichende Therapie 32 12 

 

 
 
Das prätherapeutische klinisch ermittelte TNM-Stadium der Patienten verhielt sich wie 

folgt (Tab. 7, S. 30):  
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Tabelle 7: Verteilung der klinischen TNM-Stadieneinteilung innerhalb des 
Patientenkollektivs (n=128) 

 

TNM 

 

Anzahl 

 

Häufigkeit 

T-Kategorie 

 

2 6 4,7% 

2 bis 3 3 2,3% 

3 89 69,5% 

3 bis 4 8 6,3% 

4 20 15,6% 

keine Angaben 2 1,6% 

N-Kategorie 

 

0 18 14,1% 

1 91 71,1% 

2 14 10,9% 

3 1 0,8% 

keine Angaben 4 3,1% 

M-Kategorie 

 

0 116 90,6% 

1 11 8,6% 

keine Angaben 1 0,8% 

 

 

Bei einem Patienten konnte kein TNM-Stadium der Akte entnommen werden, bei einem 

weiteren konnte die T-Kategorie nicht ermittelt werden, sowie bei drei weiteren 

Patienten die N-Kategorie. Aus dem prätherapeutischen TNM-Stadium ergibt sich 

folgende Verteilung der UICC-Klassifikation auf das Patientengut:  

16 Patienten entsprechen dem UICC-Stadium II (negativer Lymphknotenbefund bei 

Stadium T3, T4). 96 Patienten entsprechen dem UICC-Stadium III (positiver 
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Lymphknotenbefund). 11 Patienten entsprechen dem UICC-Stadium IV (positiver 

Metastasenbefund). Bei fünf Patienten konnte keine UICC-Klassifizierung 

vorgenommen werden, aufgrund von nicht ermittelbaren bzw. nicht vorliegenden 

klinischen Daten.  

Die entnommenen Biopsien der Patienten lassen sich hinsichtlich ihrer 

prätherapeutischen Differenzierung folgendermaßen klassifizieren (Tab. 8, S. 31): 

 

Tabelle 8: Verteilung des Gradings der prätherapeutischen Biopsien innerhalb 
des Patientenkollektivs (n=109) 

 
Differenzierungsgrad 

 
Anzahl 

 
Häufigkeit 

1: gut 6 5,5% 

2: mäßig 93 85,3% 

3: schlecht 9 8,3% 

4: entdifferenziert 1 0,9% 

 
19 Biopsien konnten nicht mit einem prätherapeutischen Grading versehen werden, 

lagen nicht vor bzw. wurden von der Analyse ausgeschlossen. Nach erfolgter Operation 

wurden weitere histopathologische Klassifizierungen vorgenommen. 

Alle Resektate wurden mittels Dworak-Grading hinsichtlich ihrer Tumorregression 

bewertet (Tab. 9, S. 31): 

 

Tabelle 9: Verteilung des Tumorregressionsgradings nach Dworak innerhalb 
des Patientenkollektivs (n=125) 

 

 
Regressionsgrad nach Dworak 

 
Anzahl 

 
Häufigkeit 

1 17 13,6% 

2 68 54,4% 

3 19 15,2% 

4 21 16,8% 
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Des Weiteren wurden alle Resektate nach der yp-TN-Kategorie und der 

posttherapeutischen M-Kategorie klassifiziert (Tab. 10, S. 32): 

 
Tabelle 10: Verteilung der postoperativen yp-TN-Kategorien und der M-
Kategorie innerhalb des Patientenkollektivs (n=125) 

 

TNM Anzahl Häufigkeit 

ypT-

Kategorie 

0 21 16,8% 

1 8 6,4% 

2 32 25,6% 

3 57 45,6% 

4 7 5,6% 

yp N-

Kategorie 

0 84 67,2% 

1 31 24,8% 

2 10 8,0% 

p/cM-

Kategorie 

 

 

0 

 

113 

 

90,4% 

 

1 12 9,6% 

 

 
Klinische Daten wurden den Anamnesebögen der Patientenakten entnommen. Hierbei 

ergaben sich folgende Häufigkeiten hinsichtlich Nikotinabusus, in der Vergangenheit 

liegender Nikotinabusus, Alkoholabusus, Adipositas, Diabetes, koronarer 

Herzkrankheit, Niereninsuffizienz und Hypertonie (Tab. 11, S. 33):  
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Tabelle 11: Verteilung der Patientendaten (Nebendiagnosen) innerhalb des 
Patientenkollektivs (n=128) 

 

Klinische Daten (Nebendiagnosen) Anzahl Häufigkeit 

Nichtrauer 

Nikotinabusus 

Vergangener Nikotinabusus 

Keine Angaben 

76 59,4% 

21 16,4% 

28 21,9% 

3 2,4% 

Nichtalkoholiker 

Früherer Alkoholabusus 

Alkoholabusus 

Keine Angaben 

115 89,8% 

2 1,6% 

10 7,8% 

1 0,8% 

Nichtdiabetiker 

Diabetiker 

Keine Angaben 

110 85,9% 

17 13,3% 

1 0,8% 

Herzgesunde 

Koronare Herzerkrankte 

Keine Angaben 

115 89,8% 

11 8,6% 

2 1,6% 

Nierengesunde 

Niereninsuffiziente 

Keine Angaben 

118 92,2% 

9 7% 

1 0,8% 

Normaler Blutdruck 

Hypertoniker 

Keine Angaben 

82 64,1% 

45 35,2% 

1 0,8% 

Normalgewichtige 

Präadipöse 

Adipöse 

Keine Angaben 

63 49,2% 

51 39,8% 

13 10,2% 

1 0,8% 

 
 

4.2 Immunhistochemische Expressionsanalyse 

Die immunhistochemische Expressionsanalyse erfolgte an insgesamt 104 Biopsien 

(Färbung mittels p21 und der Caspase-3) und 105 Biopsien (Färbung mittels p53). Bei 

allen Patientenfällen wurden sowohl die Biopsie als auch das Resektat des 
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Rektumkarzinoms gefärbt und ausgewertet, sofern vorhanden und auswertbar. Bei den 

Resektaten traf dies für 94 Resektate (p21 und p53 Färbung) und 89 Resektate 

(Caspase-3 Färbung) zu. Die Auswertung der p53-, p21- (Unterscheidung zwischen 

nukleärer und zytoplasmatischer Auswertung) und Caspase-3- (Unterscheidung 

zwischen intakten Zellen und Apoptosen) gefärbten Präparaten erfolgte quantitativ, die 

Auswertung der Caspase-3-gefärbten „Schmutznekrosen“ semiquantitativ. 

Bei der Auswertung der nukleären Färbung der p21-gefärbten Biopsien wurden 

zusätzlich zwei Cut off´s bestimmt und so drei Gruppen gebildet: Gruppe eins (0%), 

Gruppe zwei (1-4%) und Gruppe drei (5% oder >) p21 nukleär-gefärbte Tumorzellen. 

 

 

4.2.1.Expressionsstatus der p21-gefärbten Biopsien (Abb. 8 und 9, S. 34-35) 

Bei der Auswertung der Biopsien bezüglich der Expression von p21 waren hinsichtlich 

der nukleären und der zytoplasmatischen Färbung 24 Präparate von 128 

Patientenfällen nicht auswertbar bzw. es lag kein Untersuchungsmaterial vor.  

 

 

Abbildung 8: Darstellung der Verteilung der nukleären p21-
Expression in allen Biopsien (n=104) 
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Abbildung 9: Darstellung der Verteilung der zytoplasmatischen p21-
Expression in allen Biopsien (n=104) 
 
 

 

 

 

Zunächst wurde kein Cut-off gebildet und die Auswertung erfolgte rein quantitativ in 

Prozent (Abb. 8 und 9, S. 34-35). 

 

4.2.2 Expressionsstatus der p21-gefärbten Biopsien und Dworak Grading (Response) 

Der nukleäre Expressionsgrad der mittels p21-gefärbten Biopsien ergab eine 

signifikante Korrelation mit dem Ansprechen auf die neodjuvante Radiochemotherapie 

(Abb. 10a und 10b, S. 36). Als „Responder“ wurden Patienten mit einem 

Regressionsgrad 3 und 4 nach Dworak gewertet. „Non-Responder“ waren somit 

Patienten mit einem Regressiongrad 1 und 2 nach Dworak. Die nukleäre p21-

Expression der Biopsien korrelierte signifikant mit der Response, bei einem p-Wert von 

<0,0005. Der zytoplasmatische Expressionsgrad der mittels p21-gefärbten Biopsien 

korrelierte nicht mit der Response (Abb. 13, S. 40). Der p-Wert betrug hier 0,456.  
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Abbildung 10a: Darstellung der Verteilung der nukleären p21-
Expression von Respondern im Vergleich zu Non-Respondern 
(n=104) (Mann-Whitney Test, p<0,0005). 

 

 
 

Abbildung 10b: Darstellung des Anteil an Patienten mit prozentualer 
nukleärer p21-Expression von Respondern im Vergleich zu Non-
Respondern (n=104) (Mann-Whitney Test,  p<0,0005). 
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Beispielhaft für dieses Ergebnis sind Patient x und Patient y gezeigt (Abb. 11 und 12, S. 

38-39). Patient x (Abb. 11, S. 38) hat mit einer geringen nukleären p21-Expression in 

der Biopsie als „Non-Responder“ mit einem Regressionsgrad nach Dworak von 1 auf 

die neoadjuvante Radiochemotherapie reagiert. 

Patient y (Abb. 12, S. 39) hat hingegen mit einer hohen p21-Expression als 

„Responder“ mit einem Regressionsgrad nach Dworak von 4 auf die neoadjuvante 

Radiochemotherapie reagiert. 
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Patient x         
 

Abbildung 11a/b: Invasiver Tumor in der prätherapeutischen Biopsie, wenige nukleär  
p21-gefärbte Tumorzellen         
              
  
 
 
 
 
 

Abbildung 11c/d: Invasiver Tumor im Resektat nach erfolgter neoadjuvanter 
Radiochemotherapie: Non-Responder (Dworak: 1)                
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Patient y 
     

Abbildung 12a/b: Invasiver Tumor in der prätherapeutischen Biopsie, viele nukleär p21-
gefärbte Tumorzellen      
 
 
 
 
 
 
 

 
Abbildung 12c/d: Kein Nachweis von vitalen Tumorzellen, Resektat nach erfolgter  
neoadjuvanter Radiochemotherapie: Responder (Dworak 4) 
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Abbildung 13: Darstellung der Verteilung der zytoplasmatischen 
p21-Expression von Respondern im Vergleich zu Non-Respondern 
(n=104) (Mann-Whitney Test, p=0,456). 
 
 

 

4.2.3 Expressionsstatus der p21-gefärbten Biopsien und geeignete Cut Off’s 

Zunächst wurde bei der Auswertung der nukleären Färbung der p21-gefärbten Biopsien 

ein Cut Off von 1% festgelegt (Abb. 14, S. 41). Dies ergab bei der Auswertung der 

nukleären Expression der „Non-Responder“ 21 als negativ und 48 als positiv zu 

wertende Biopsien. Bei den „Respondern“ ergab dies 3 als negativ und 32 als positiv zu 

wertende Biopsien.  

Die Sensitivität lag hier bei 91,4%, die Spezifität bei 30,4%. Der positive prädiktive Wert 

lag hierbei bei 40%. Bei einem Cut Off von 1% korrelierte die nukleäre Expression 

signifikant mit der Response (p=0,013). 
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Abbildung 14: Darstellung der Verteilung der nukleären p21 
Expression von Respondern im Vergleich zu Non-Respondern bei 
einem Cut Off von 1% (n=104) (Chi-Quadrat-Test, p=0,013) 
 
 

 

Ein Cut Off von 5% ergab im Vergleich dazu eine Sensitivität von 57,1% und eine 

Spezifität von 82,6% (Abb. 15, S. 42). Die Auswertung ergab bei den „Non-

Respondern“ 57 als negativ und 12 als positiv zu wertende Biopsien. Bei den 

„Respondern“ ergab dies 15 als negativ und 20 als positiv zu wertende Biopsien. Der 

positive prädiktive Wert lag hierbei bei 62,5%. Bei einem Cut Off von 5% korrelierte die 

nukleäre Expression signifikant mit der Response (p<0,0005). 
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Abbildung 15: Darstellung der Verteilung der nukleären p21  
Expression von Respondern im Vergleich zu Non-Respondern bei  
einem Cut Off von 5% (n=104) (Chi-Quadrat-Test, p<0,0005) 

 

Zusätzlich wurden beide Cut Offs kombiniert und somit drei Gruppen gebildet (Abb. 16, 

S. 43). Als Gruppe eins wurden alle Biopsien mit einem Expressionsgrad von 0% 

gewertet, als Gruppe zwei alle zwischen einem Expressionsgrad von 1% - 4% und als 

Gruppe drei alle ab einem Expressionsgrad von 5%. Bei den „Non-Respondern“ ergab 

dies für Gruppe eins 21 Biopsien, für Gruppe zwei 36 Biopsien und für Gruppe drei 12 

Biopsien. Bei den „Respondern“ ergab dies für Gruppe eins drei Biopsien, für Gruppe 

zwei 12 Biopsien und für Gruppe drei 20 Biopsien. Bei der Bildung dieser drei Gruppen 

wurde ein monotoner Anstieg der Responder von 8,6% zu 34,3% zu 57,1% festgestellt 

sowie eine Signifikanz von p<0,0005.  

 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

negativ positiv 

A
nz

ah
l 

Cut-Off von 5% Expressionsgrad 

p21 nukleäre Expression in Biopsien- Vergleich 
Responder/Non-Responder (n=104)  
mit Cut Off 5% 

	  
Non- Responder  

Responder 



	  43	  

 
Abbildung 16: Darstellung der Verteilung der nukleären p21-
Expression von Respondern im Vergleich zu Non-Respondern bei 3 
Gruppen: 0%- Gruppe 1, 1-4% Gruppe 2, 5-100% Gruppe 3 (n=104) 
(Chi-Quadrat-Test, p<0,0005) 
 
 

 

 

 

 

4.2.4 Expressionsstatus der p21-gefärbten Resektate (Abb. 17 und 18, S. 44) 

35 Präparate der Resektate wurden nicht gefärbt und ausgewertet, da diese 

posttherapeutisch keinen Tumor mehr aufwiesen und daher nicht auswertbar waren 

(z.B. Regressionsgrad 4 nach Dworak, d.h. kein Resttumor).  
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Abbildung 17: Darstellung der Verteilung der nukleären p21  
-Expression in allen Resektaten (n=94) 

 

 

 
Abbildung 18: Darstellung der Verteilung der  
zytoplasmatischen p21-Expression in allen Resektaten (n=94) 
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4.2.5 Entwicklung des Expressionsstatus von p21 unter der neoadjuvanten 

Radiochemotherapie (Tab. 12, S. 45) 

Es wurden die Expressionsgrade der Biopsien der einzelnen Patienten mit den 

korrespondierenden Resektaten verglichen.  

Bei 30 Patienten war die nukleäre Expression von p21 der Biopsien geringer, weitere 

32 wiesen eine höhere Expression der Biopsien im Vergleich zu den Resektaten auf. 

Bei 16 Patienten veränderte sich der nukleäre Expressionsstatus von p21 unter der 

neoadjuvanten Radiochemotherapie nicht. Die nukleäre Expression von p21 stieg damit 

nicht signifikant unter der neodjuvanten Radiochemotherapie (p=0,548). 

Bei 42 Patienten war die zytoplasmatische Expression von p21 der Biopsie geringer, 

weitere 11 Patienten wiesen eine höhere Expression der Biopsien im Vergleich zu den 

Resektaten auf. Bei 25 Patienten veränderte sich der zytoplasmatische 

Expressionsstatus von p21 unter der neoadjuvanten Radiochemotherapie nicht. Die 

zytoplasmatische Expression von p21 stieg damit signifikant an mit p< 0,0005 (Abb. 19, 

S. 46). 

 

Tabelle 12: Darstellung der Entwicklung der nukleären und zytoplasmatischen 
p21-Expression unter der neoadjuvanten Radiochemotherapie durch den 
Vergleich der Biopsien und Resektate (n=78) (Wilcoxon-Signed-Rank-Test)  

 

n=78 Nukleäre Expression 

(%) 

Zytoplasmatische Expression 

(%) 

Expr. PE< Expr. Res. 30 42 

Expr. PE> Expr. Res. 32 11 

gleichbleibend 16 25 

p-Wert 0,548 < 0,0005 
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Abbildung 19: Darstellung der Entwicklung der zytoplasmatischen 
Expression von p21 (in Anlehnung an Tabelle 12) bei allen Biopsien 
und Resektaten unter der neoadjuvanten Radiochemotherapie 
(n=78), der Kreis markiert die Expressionsgrade der Resektate, die 
sich posttherapeutisch höher ansiedeln, als die der Biopsate. 
 
 

 

 

4.2.6 Expressionsstatus der p53-gefärbten Biopsien (Abb. 20 und 21, S. 47) 

Bei der Auswertung der Biopsien bezüglich der Expression von p53 waren hinsichtlich 

der nukleären und der zytoplasmatischen Färbung 23 Präparate von 128 

Patientenfällen nicht auswertbar.  
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Abbildung 20: Darstellung der Verteilung der nukleären p53- 
Expression in allen Biopsien (n=105)  

 

 
Abbildung 21: Darstellung der Verteilung der  
zytoplasmatischen p53-Expression in allen Biopsien (n=105)  
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4.2.7 Expressionsstatus der p53-gefärbten Biopsien und Dworak Grading (Response) 

Als „Responder“ wurden Patienten mit einem Regressionsgrad 3 und 4 nach Dworak 

gewertet. „Non-Responder“ waren somit Patienten mit einem Regressiongrad 1 und 2 

nach Dworak. Der nukleäre (Abb. 22, S. 48) sowie der zytoplasmatische (Abb.23, S. 49) 

Expressionsgrad der mittels p53-gefärbten Biopsien korrelierte nicht mit der Response, 

dem Ansprechen auf die neoadjuvaten Radiochemotherapie. Der p-Wert der Korrelation 

des nukleären Expressionsgrades mit der „Response“ betrug 0,677, der p-Wert des 

zytoplasmatischen Expressionsgrads mit der „Response“ betrug 0,82. 

 

 

 
Abbildung 22: Darstellung der Verteilung der nukleären p53- 
Expression von Respondern im Vergleich zu Non-Respondern  
(n=105) (Mann-Whitney-Test, p=0,677). 
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Abbildung 23: Darstellung der Verteilung der  
zytoplasmatischen p53-Expression von Respondern im Vergleich zu  
Non-Respondern (n=105) (Mann-Whitney-Test, p=0,82) 

 

 

 

4.2.8 Expressionsstatus der p53-gefärbten Resektate (Abb. 24 und 25, S. 50) 

35 Präparate der Resektate wurden nicht gefärbt und ausgewertet, da diese 

posttherapeutisch keinen Tumor mehr aufwiesen (Regressionsgrad 4 nach Dworak) 

oder aus anderen Gründen nicht auswertbar waren.  
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Abbildung 24: Darstellung der Verteilung der nukleären p53- 
Expression in allen Resektaten (n=94)  

 

 
Abbildung 25: Darstellung der Verteilung der  
zytoplasmatischen p53-Expression in allen Resektaten (n=94)  
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Abbildung 26: Darstellung der Verteilung der Caspase-3- 
Färbung der Apoptosen in allen Biopsien (n=104)  

 

 
Abbildung 27: Darstellung der Verteilung der Caspase-3- 
Färbung der intakten Zellen in allen Biopsien (n=104)  
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Abbildung 28: Darstellung der Verteilung der Caspase-3- 
Färbung der „Schmutznekrosen“ in allen Biopsien (n=104)  
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Radiochemotherapie. Der p-Wert der Korrelation der Apoptosen mit der „Response“ 

betrug 0,558, der p-Wert der intakten Zellen mit der „Response“ betrug 0,863, der p-

Wert der „Schmutznekrosen mit der „Response“ betrug 0,204. 
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Abbildung 29: Darstellung der Verteilung der Caspase-3-  
gefärbten Apoptosen von Respondern im Vergleich zu  
Non-Respondern (n=104) (Mann-Whitney-Test, p=0,558)  

 

 
Abbildung 30: Darstellung der Verteilung der Caspase-3 gefärbten  
intakten Zellen von Respondern im Vergleich zu  
Non-Respondern (n=104) (Mann-Whitney-Test, p=0,863) 
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Abbildung 31: Darstellung der Verteilung der Caspase-3  
gefärbten „Schmutznekrosen“ von Respondern im Vergleich  
zu Non-Respondern (n=104) (Mann-Whitney-Test, p=0,204). 

 

 

 

4.2.11 Expressionsstatus der Caspase-3-gefärbten Resektate (Abb. 32, 33 und 34, S. 

55-56) 

39 Präparate der Resektate wurden nicht gefärbt und ausgewertet, da diese 

posttherapeuthisch keinen Tumor mehr aufwiesen (Regressionsgrad 4 nach Dworak) 

oder aus anderen Gründen nicht auswertbar waren.   

0 
5 

10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 

keine (0) geringe (1) starke (2) 

A
nz

ah
l 

Ausprägungsgrad 

Caspase-3-gefärbte "Schmutznekrosen in Biopsien - 
Vergleich Responder/Non-Responder (n= 104)  Non Responder 

Responder 



	  55	  

 

 

 
Abbildung 32: Darstellung der Verteilung der Caspase-3- 
Färbung der Apoptosen in allen Resektaten (n=89)  

 

 
Abbildung 33: Darstellung der Verteilung der Caspase-3- 
Färbung der intakten Zellen in allen Resektaten (n=89)  
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Abbildung 34: Darstellung der Verteilung der Caspase-3- 
Färbung der „Schmutznekrosen“ in allen Resektaten (n=89)  
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Radiochemotherapie nicht. Die Anzahl der mittels Caspase-3-gefärbten intakten Zellen 

stieg somit signifikant an mit p<0,0005. 

Bei 30 Patienten war die Anzahl der mittels Caspase-3-gefärbten „Schmutznekrosen“ in 

der Biopsie geringer, weitere 17 wiesen eine höhere Anzahl in den Biopsien im 

Vergleich zu den Resektaten auf. Bei 26 Patienten veränderte sich die Anzahl der 

mittels Caspase-3-gefärbten „Schmutznekrosen“ unter der neoadjuvanten 

Radiochemotherapie nicht. Die Anzahl der mittels Caspase-3-gefärbten 

„Schmutznekrosen“ stieg damit signifikant unter der neodjuvanten Radiochemotherapie 

(p=0,028). 

 

 

 

Tabelle 14: Darstellung der Entwicklung der Anzahl der Caspase-3-gefärbten 
Apoptosen, intakten Zellen und „Schmutznekrosen“ unter der neoadjuvanten 
Radiochemotherapie durch den Vergleich der Biopsien und Resektate (n=73) 
(Wilcoxon-Signed-Rank-Test). 

 

N=73 Gefärbte 

Apoptosen 

 

Gefärbte intakte 

Zellen 

 

Gefärbte 

Schmutznekrosen 

Expr. PE< Expr. 

Res. 

29 37 30 

Expr. PE> Expr. 

Res. 

42 13 17 

gleichbleibend 2 23 26 

p-Wert 0,213 <0,0005 0,028 
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4.3 Zusammenhang zwischen klinischen und pathohistologischen Parametern (Tab. 

15, S. 58) 

 

Tabelle 15: Das TNM-Stadium, Rauchgewohnheiten und der BMI in 
Abhängigkeit der Response (Angewandter statistischer Test: Chi-Quadrat-
Test) (n variiert, da teilweise nicht alle Daten verfügbar waren) 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Parameter „Non-

Responder“ 

„Responder“ p-Wert 

ypT- Kategorie    0 

1 

2 

3 

n=125                   4 

0 

5 

23 

50 

7 

21 

3 

9 

7 

0 

p<0,0005 

ypN-Kategorie    0 

1 

n=125                   2  

48 

29 

8 

36 

2 

2 

p=0,002 

ypN-Kategorie   positiver N-Befund                     

n=125                 negativer N-Befund 

37 

48 

4 

36 

p<0,0005 

cM-Kategorie       0 

n=125                    1 

75 

10 

38 

2 

p=0,233 

BMI      Normalgewicht (< BMI 25) 

  Präadipositas(<BMI 30) 

n=124  Adipositas (>BMI 30) 

43 

34 

7 

18 

16 

6 

p=0,319 

Grading der         1 

Biopsie                 2 

 3 

n=109                    4 

4 

63 

6 

0 

2 

30 

3 

1 

p=0,51 

Nikotinabusus     Nichtraucher 

n=123                    Raucher 

45 

40 

29 

9 

p=0,015 

Nikotinabusus    Nichtraucher 

                             Ehemalige Raucher 

n=123                   Raucher 

45 

24 

16 

29 

4 

5 

p=0,053 
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4.4 Binäre logistische Regressionsanalyse (Multivariate Analyse)  

In der multivariaten Analyse wurde getestet, ob die nukleäre p21-Expression ein von 

anderen klinisch-pathologischen Parametern unabhängiger Prädiktor der Response, 

d.h. dem Ansprechen auf die neoadjuvante Radiochemotherapie, ist. Die nukleäre p21-

Expression bei einem Cut Off von 1% zeigte sich dabei nicht als unabhängig prädiktiv 

(Tab. 16a, S. 60). Die nukleäre p21-Expression bei einem Cut Off von 5% war ein 

unabhängiger Prädiktor der Response (p= 0,002, Tab. 16b, S. 61). Dasselbe galt auch 

für die Kombination beider Cut Off’s entsprechend einer Unterteilung der nukleären 

p21-Expression in drei Gruppen (p=0,006, Tab 16c, S. 62). Von den drei hier gezeigten 

logistischen Regressionen wies die Regression mit der p21-Expression bei einem Cut 

Off von 5% (Tab. 16b, S. 61) als Variable das, verglichen mit den anderen, höchste 

Bestimmtheitsmaß (R^2) aus. Damit erklärt diese logistische Regression mehr Varianz 

in der abhängigen Variablen (Response) als die anderen. In allen drei logistischen 

Regressionsanalysen zeigte sich die ypT-Kategorie als unabhängiger Faktor (p<0,0005, 

Tab 16 a-c, S. 60-62). 
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Tabelle 16a: Binäre logistische Regressionsanalyse der Response bei 
n=125, Variablen: Cut Off bei 1% der nukleären p21-Expression der 
Biopsien, ypT-Kategorie, ypN-Kategorie, cM-Kategorie, 
prätherapeutisches Grading, Nikotinabusus 

 

R^2 (Cox & Snells) = 0,443 

Odd’s 

Ratio 

95% 

Konfidenzintervall 

 

p-Wert 

p21 nukleär Biopsie Cut Off 

bei 1% 
2,678  0,521 - 13,763 0,238 

ypT- Kategorie 
pT 1 

pT 2 

pT 3 

pT 4 

0,229 0,116 - 0,453 <0,0005 

ypN-Kategorie 
pN 1 

pN 2 

0,288 0,064 - 1,306 0,107 

cM-Kategorie 
cM 0 

cM 1 

cM 2 

5,007  0,359 - 69,898 0,231 

 

 

 

Prätherapeutisches Grading 
G 0 

G 1 

G 3 

G 4 

0,872 0,163 - 4,674 0,873 

Nikotinabusus 
Nichtraucher 

Raucher 

0,432 0,114 - 1,633 0,216 
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Tabelle 16b: Binäre logistische Regressionsanalyse der Response bei 
n=125, Variablen: Cut Off bei 5% der nukleären p21-Expression der 
Biopsien, ypT-Kategorie, ypN-Kategorie, cM-Kategorie, 
prätherapeutisches Grading, Nikotinabusus  

 

R^2 (Cox & Snells) = 0,5 

Odd’s 

Ratio 

95% 

Konfidenzintervall 

 

p-Wert 

p21 nukleär Biopsie Cut Off 

bei 5% 
15,454  2,771 - 86,176 0,002 

ypT-Kategorie 
pT 1 

pT 2 

pT 3 

pT 4 

0,194 0,082 - 0,459 <0,0005 

ypN-Kategorie 
pN 1 

pN 2 

0,229 0,046 - 1,139 0,072 

cM-Kategorie 
cM 0 

cM 1 

cM 2 

5,643 0,354 - 90,067 0,221 

 

 

 

Prätherapeutisches Grading 
G 0 

G 1 

G 3 

G 4 

0,48 0,065 - 3,52 0,47 

Nikotinabusus 
Nichtraucher 

Raucher 

0,344 0,079 - 1,506 0,157 
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Tabelle 16c: Binäre logistische Regressionsanalyse der Response bei 
n=125,  Variablen: nukleäre p21-Expression der Biopsien in drei 
Gruppen, ypT-Kategorie, ypN-Kategorie, cM-Kategorie, 
prätherapeutisches Grading, Nikotinabusus  

 

R^2 (Cox & Snells) = 0,484 

Odd’s 

Ratio 

95% 

Konfidenzintervall 

 

p-Wert 

p21 nukleär Biopsie in drei 

Gruppen 
4,774 1,556 - 14,651 0,006 

ypT-Kategorie 
pT 1 

pT 2 

pT 3 

pT 4 

0,229 0,106 - 0,492 <0,0005 

ypN-Kategorie 
pN 1 

pN 2 

0,230 0,046 - 1,148 0,073 

cM-Kategorie 
cM 0 

cM 1 

cM 2 

9,11  0,516 - 160,998 0,132 

 

 

 

Prätherapeutisches Grading 
G 0 

G 1 

G 3 

G 4 

0,492 0,077 - 3,137 0,453 

Nikotinabusus 
Nichtraucher 

Raucher 

0,343 0,084 - 1,392 0,134 
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4.5  Zusammenfassung der Ergebnisse 

Innerhalb des Patientenkollektivs reagierten 32% der Patienten als „Responder“ und 

68% der Patienten als „Non-Responder“. Statistisch ergab sich kein Unterschied in der 

Response zwischen der Standardtherapie und geringfügig modifizierten 

Therapieformen (Chi-Quadrat-Test, p=0,406). Die nukleäre p21-Expression der 

prätherapeutischen Biopsien korrelierte signifikant mit der Response (Mann-Whitney-

Test, p<0,0005). Geeignete Cut Off´s zeigten sich hier bei 1% und 5%. Die 

zytoplasmatische p21-Expression vergrößerte sich unter der neoadjuvanten 

Radiochemotherapie (Wilcoxon-Rank-Test, p<0,0005). Die nukleäre als auch die 

zytoplasmatische p53-Expression korrelierten nicht signifikant mit der Response (Mann-

Whitney-Test, p=0,677/p=0,82). Die Caspase-3-gefärbten intakten Zellen, Apoptosen 

und „Schmutznekrosen“ korrelierten nicht signifikant mit der Response (Mann-Whitney-

Test, p=0,863/p=0,558/p=0,204). Unter der neoadjuvanten Radiochemotherapie 

vergrößerte sich die Anzahl an Caspase-3-gefärbten intakten Zellen, sowie die Anzahl 

an „Schmutznekrosen“ (Wilcoxon-Rank-Test, p<0,0005/p=0,028). Die ypT-Kategorie, 

die ypN-Kategorie und der Nikotinabusus korrelierten signifikant mit der Response (Chi-

Quadrat-Test, p<0,0005/p=0,002/p=0,015). In der multivariaten Analyse zeigte sich, 

dass die nukleäre p21-Expression bei einem Cut Off von 5% ein unabhängiger 

Prädiktor der Response war (p= 0,002). Dasselbe galt auch für die Kombination beider 

Cut Off’s entsprechend einer Unterteilung der nukleären p21-Expression in drei 

Gruppen (p=0,006). Daneben wies die logistische Regression mit dem Cut Off bei 5% 

bei der prätherapeutischen p21-Expression als Variable das, verglichen mit den 

anderen, höchste Bestimmtheitsmaß (R^2) aus.  
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5. Diskussion 
 
5.1 Hintergrund 

Die Mortalität des CRC konnte innerhalb der letzten Jahre in verschiedenen 

europäischen Ländern deutlich gesenkt werden83. Gründe hierfür sind unter anderem 

eine Zunahme der Vorsorgeuntersuchungen sowie schonendere Operationstechniken 

in spezialisierten Behandlungszentren mit multimodaler und individuell auf den 

Patienten abgestimmter Therapie31,39.  

Um diese einzelnen Behandlungsstrategien besser planen zu können, rückte in den 

letzten Jahren die Identifikation entsprechender prognostischer und prädiktiver 

molekularer Marker in den Vordergrund4. Hierbei stellt neben aufwändigeren 

molekularen Ansätzen (z.B. PCR84, FISH85), insbesondere die Immunhistochemie eine 

verlässliche, zeit- und kostensparende, sowie vor allem in der Breite einsetzbare 

Methode dar86.  So kann ein entsprechender Marker den Tumor charakterisieren und 

gegebenenfalls Aussagen über wirksame Therapiestrategien treffen und individuelle 

Prognosen liefern87. Zwar spricht beim Rektumkarzinom ein erheblicher Teil der 

Patienten auf die neoadjuvante Radiochemotherapie an88-90, dennoch gibt es immer 

wieder Therapieversager („Non-Responder“), die gar nicht oder nur insuffizient auf die 

neoadjuvante Radiochemotherapie reagieren. Diese zu detektieren wäre hilfreich um 

den Einsatz der Radiochemotherapie beim Rektumkarzinom weiter zu optimieren91,92. 

Bisher wurden diesbezüglich mehrere Marker wie zum Beispiel p21 und p53 getestet, 

die Caspase-3 wurde noch wenig untersucht. Problematisch ist hierbei auch die zum 

Teil widersprüchliche Datenlage hinsichtlich ihrer prädiktiven Relevanz (Tab. 17 und 18, 

S. 74-76, S. 78). Ziel dieser Arbeit war es folglich, die genannten Marker an einem 

geeigneten Patientenkollektiv hinsichtlich ihres Expressionsprofils zu untersuchen, um 

gegebenenfalls das bestehende Staging erweitern zu können. Dies könnte dazu führen, 

dass Patienten, die als „Non-Responder“ eingestuft werden, früher operiert werden und 

Nebenwirkungen der Radiochemotherapie vermieden werden könnten. Letztere sind 

insbesondere Diarrhö, Zystitis, Dermatitis im Bestrahlungsfeld, intestinale 

Funktionsstörungen, fäkale Inkontinenz, Blutungen, Perforationen, urogenitale 

Dysfunktionen und Beckenfrakturen93. 

Die Gesamtanzahl der hier untersuchten Patienten liegt bei 125, bei einem 

Gesamtkollektiv von 128 Patienten. Biopsien und Resektate konnten bei insgesamt 
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105/104 Patienten untersucht werden. Die Anzahl der untersuchten Fälle ist damit gut 

mit der bereits publizierten Datenlage vergleichbar und liegt damit im durchschnittlichen 

Fallzahlbereich (Tab. 17, S. 74-76).  

Die korrespondierenden Biopsien und Resektate wurden immunhistochemisch 

hinsichtlich des Expressionsprofiles der oben beschrieben Marker vergleichend 

untersucht. Weiterhin wurden das Regressionsgrading nach Dworak und Kriterien der 

TNM-Klassifikation bestimmt, sowie klinische Daten den Patientenakten entnommen 

und in die Bewertung mit einbezogen. Zusätzlich wurde die standardmäßige 

neoadjuvante Radiochemotherapie mit leicht modifizierten Therapieschemata 

hinsichtlich der Response verglichen.  

 

5.2 Neoadjuvante Radiochemotherapie 

Bezüglich der verschiedenen Therapieschemata zeigte sich, dass sich modifizierte 

Therapieschemata (die Kurzzeitstrahlentherapie nicht mit eingeschlossen) statistisch 

nicht von der Standardtherapie hinsichtlich der posttherapeutischen Tumorresponse 

unterscheiden (p=0,406). 

Dies rechtfertigt, dass auch Patienten, die eine modifizierte neoadjuvante 

Radiochemotherapie erhielten, in die immunhistochemische Expressionsanalyse und 

alle weiteren Analysen miteingeschlossen werden konnten.  

 

5.3 Klinische Daten und das TNM-Stadium 

Die ypT-Kategorie sowie die ypN-Kategorie als auch die reine Unterscheidung 

zwischen positivem und negativem Lymphknotenstatus korrelierten signifikant mit der 

Tumorresponse (p<0,0005/p=0,002/p<0,0005). Dass der Lymphknotenstatus und die 

ypT-Kategorie hochsignifikant mit der Response korrelieren, konnten wir in der 

Vorarbeit bereits zeigen79.  

Hinsichtlich der klinischen Risikofaktoren zeigte sich, dass der derzeitige Nikotinabusus 

mit der Response nach abgeschlossener neoadjuvanter Radiochemotherapie 

signifikant korreliert (p= 0,015). Schließt man zusätzlich noch ehemalige Raucher in die 

Analyse mit ein, verbleibt immerhin ein Trend zur Signifikanz (p=0,053). Hinsichtlich 

dieser Ergebnisse sollte man in Betracht ziehen, die Patienten noch einmal explizit 

darauf hinzuweisen, dass ein Nikotinabusus das Ansprechen auf die neoadjuvante 

Radiochemotherapie verschlechtert. 
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In der Literatur gibt es bereits Arbeiten, die dieses Ergebnis unterstützen könnten: 

Cucina et al. schlugen 2012 vor, dass Nikotin die Proliferation in Kolonkrebszellen 

fördert und dabei gleichzeitig die Apoptose hemmt94. Dinicola et al. beobachteten 

ebenfalls eine durch Nikotin geförderte Proliferationszunahme in Kolonkrebszellen, die 

mittels Chemotherapeutikum behandelt werden, indem sie die PARP (Poly-ADP-Ribose 

Polymerase: ein Zielsubstrat der Caspase-3 und 7)-Expression maßen95. Auch Wong et 

al. und Ye et al. berichteten über einen Zusammenhang zwischen 

Kolontumorwachstum und Nikotin bei Mäusen96,97. Für das Rektumkarzinom wurde dies 

isoliert bisher nicht berichtet. Hinsichtlich der Überlebensprognose berichteten Walter et 

al., dass Rauchen einen negativen Einfluss auf das rezidivfreie Überleben hat bezüglich 

des Kolonkarzinoms, für das Rektumkarzinom und erkrankte Frauen konnten sie keinen 

Zusammenhang zwischen Rauchen und Überleben nachweisen98. Beim 

Lungenkarzinom konnten Rivera et al. zeigen, dass die Raucherentwöhnung egal zu 

welchem Zeitpunkt der Diagnosestellung zu einer Verbesserung der Überlebensrate 

und zu einem besseren Ansprechen auf die neoadjuvante Therapie führt. Als möglicher 

Grund wird hier der möglicherweise veränderte Metabolismus der Chemotherapie 

beschrieben und die geminderte Toxizität der Radiatio bei Rauchern99. 

In der multivariaten logistischen Regression zeigte sich die ypT-Kategorie bei allen drei 

hier durchgeführten Regressionen als unabhängiger Faktor (p< 0,0005). 
 

5.4 Diskussion der prädiktiven Marker 

Der Expressionsgrad der einzelnen Färbungen wurde mittels Immunhistochemie 

ermittelt. Jedoch kann beispielsweise bei einer Überexpression bei der 

immunhistochemischen Färbung mittels p53-Antikörper zwischen einem 

möglicherweise funktionell intakten Protein und einer großen Anhäufung von mutiertem 

und dadurch funktionslosem Protein nicht immer sicher unterschieden werden100. Dies 

stellt einen Nachteil gegenüber der DNA-Analyse dar (z.b. (PCR) und Next Generation 

Sequencing (NGS)101), welche allerdings teurer und aufwendiger sind. Die Vorteile der 

Immunhistochemie überwiegen weiterhin in ihrer eher weniger aufwändigen 

Auswertung, ihrer Kosteneffizienz und der Möglichkeit der Nutzung des vorhandenen 

Untersuchungsmaterials86.  

Die Auswertung der immunhistochemisch gefärbten Biopsien kann bei einem geringem 

Gehalt an Tumorzellen bzw. Material insgesamt schwierig sein86: In einer Biopsie mit 

spärlichem Tumorzellgehalt muss ein invasiver Bereich gefunden werden, der homogen 
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gefärbt ist. Des Weiteren können aus kleinen Biopsaten nur wenige Stufenschnitte 

gewonnen werden. Je nach Schnittebene kann es auch passieren, dass kein invasives 

Tumorgewebe in den tieferen Schnittstufen mehr zu finden ist.  

Die Auswertung der Resektate gestaltet sich bei der Gruppe der „Responder“  speziell 

der Gruppe der als Dworak 3 reagierenden Patienten ebenfalls schwierig. Diese haben 

nur noch vereinzelte Tumorrestzellen, die in der Hämatoxylin/Eosin Färbung schon 

schwer aufzufinden sind und bei schwacher immunhistochemischer Reaktion wenig 

sichtbar sind.  

Bei der Auswertung wurde zwischen nukleärer und zytoplasmatischer Färbung (p21 

und p53), bzw. der Färbung von intakten Zellen, Apoptosen und „Schmutznekrosen“ 

(Caspase-3) unterschieden, da hier deutliche Unterschiede aufgefallen sind und eine 

möglichst differenzierte Auswertung des Expressionsprofils erfolgen sollte.  

In einem zweiten Arbeitsschritt wurden für die immunhistochemische Auswertung der 

nukleären p21-Expression geeignete Cut Off’s bei 1% und 5% ermittelt. Da in der 

Literatur mit diversen unterschiedlichen Cut Off’s in der Auswertung gearbeitet wurde, 

ist dies möglicherweise eine Erklärung für die widersprüchlichen Ergebnisse, bezüglich 

des Vorhersagewertes der prädiktiven Marker.  

 

5.4.1 Prädiktive Relevanz des p21- Expressionsstatus 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass beim Rektumkarzinom die nukleäre p21-

Expression in präoperativ entnommenen Biopsien positiv mit dem Ansprechen auf die 

neoadjuvante Radiochemotherapie korreliert (p<0,0005). Die zytoplasmatische p21-

Expression zeigte hingegen kein signifikantes Ergebnis (p=0,456). In der Literatur gibt 

es hinsichtlich des Vorhersagewertes des p21-Expressionsgrades bezüglich des 

Ansprechens auf die neoadjuvante Radiochemotherapie widersprüchliche Aussagen 

(Tab. 17, S. 74-76). Kim et al., Edden et al., Negri et al. und Chang et al. kamen in ihren 

Arbeiten (Anzahl der Patienten: 54, 152, 57 und 130) zu dem einheitlichen Ergebnis, 

dass der Expressionsgrad von p21 keinen Vorhersagewert bezüglich des Ansprechens 

auf die neoadjuvante Radiochemotherapie treffen könne74,102-104. Dabei unterschieden 

Kim et al. und Chang et al. jedoch nicht zwischen einer nukleären und einer 

zytoplasmatischen Färbung, sondern werteten die kumulative Expression 

semiquantitativ aus74. In der vorliegenden Arbeit wurde hingegen eine quantitative 

Auswertung vorgenommen und die Expressionsprofile hinsichtlich ihrer nukleären und 

zytoplasmatischen Färbung unterschieden. Dies stellt eine mögliche Erklärung für die 



	  68	  

im Vergleich zur Literatur diskordanten Ergebnisse dar. Edden et al. und Negri et al. 

hingegen werteten nur die nukleäre p21-Expression semiquantitativ aus102,103. Negri et 

al. bestimmten den Grad der Tumorregression anhand der Größe des Resttumors. 

Dabei werteten sie verbliebene Tumormicrofoci anhand deren Durchmesser (0,3cm bis 

0,9cm) aus103.  Auch hier liegt der Unterschied zu dieser Arbeit, in der alle Resektate 

nach dem Regressionsgrading nach Dworak bewertet wurden, welches in den aktuellen 

Leitlinien enthalten ist39. Edden et al. bewerteten die Tumorregression jedoch nach 

Mandard102, was die Vergleichbarkeit zu dieser Arbeit einschränkt. Auch Wittekind weist 

auf eine unzureichend mögliche Vergleichbarkeit von Studien dieser Art hin, da bisher 

beim Rektumkarzinom noch kein einheitliches Regressionsgrading verwendet wird105.  

Sim et al. erhielten mit einer Patientenzahl von n=112 ein konträres Ergebnis zu dieser 

Arbeit: Demnach ist der Expressionsgrad von p21 als negativer Vorhersagewert 

bezüglich des Ansprechens auf die neoadjuvante Radiochemotherapie zu werten73. Sim 

et al. trafen jedoch keine Unterscheidung  hinsichtlich nukleärer und zytoplasmatischer 

Färbung bei der Auswertung des Expressionsprofils73. In dieser Arbeit wurde im 

Gegensatz dazu bei quantitativer Auswertung der Expressionsprofile zwischen 

nukleärer und zytoplasmatischer Expression von p21 unterschieden, was eine mögliche 

Erklärung für das konträre Ergebnis sein könnte. 

Qiu et al. (Anzahl der Patienten: 72) bestätigen das Ergebnis dieser Arbeit wiederum 

indem sie zeigen konnten, dass der Expressionsgrad von p21 positiv mit dem 

Ansprechen auf die neoadjuvante Radiochemotherapie korreliert75. Qiu et al. haben den 

Expressionsgrad von p21 rein nukleär ausgewertet und keine zytoplasmatische 

Auswertung durchgeführt, was ebenfalls die Methodik und das Ergebnis dieser Arbeit 

bestätigt. Die Tumorresponse maßen sie anhand der T-Kategorie des Resektates: als 

Responder galten Patienten deren T-Kategorie kleiner war als die prätherapeutisch 

klinisch ermittelte, bzw. diejenigen mit vollständiger Regression, d.h. auch deren Arbeit 

ist nicht vollständig vergleichbar mit der vorliegenden.  

Insgesamt zeigten sich zwischen allen untersuchten Arbeiten (Tab. 17, S.74-76) 

kleinere Unterschiede zwischen den angewandten neoadjuvanten 

Radiochemotherapien, was die Vergleichbarkeit der Expression von p21 mit dieser 

Arbeit zusätzlich einschränkt, jedoch nicht ausschließt, wie in dieser Arbeit auch gezeigt 

werden konnte.  

 



	  69	  

p21 gehört zur Familie der Cyclin-abhängigen Kinase Inhibitoren, speziell zur Cip/Kip 

Familie und besteht aus einer N-terminalen und aus einer C-terminalen Domäne. Es 

reguliert abhängig vom Tumorsuppressorgen p53 den Zellzyklus, indem es den Zyklus 

am Übergang von der G1 in die S-Phase und von der G2 in die M-Phase inhibiert106,107. 

Neuerdings nimmt man an, dass p21 je nach Lokalisation in der Zelle unterschiedliche 

Funktionen wahrnimmt: Im Zellkern reguliert p21 die Zellproliferation, indem es Cyclin-

Kinase Komplexe und Transkriptionsfaktoren negativ beeinflusst und damit die DNA 

Replikation hemmt108,109. p21 kann den Zellzyklus auch positiv regulieren. Je nach 

Expressionsstatus kann p21 die Proliferation vorantreiben, indem es Cyclin/CDK4-

6/Komplexe fördert und diese inhibitorisches p21 entziehen, umso den Weg zur 

weiteren Proliferation zu ebnen. Die Cyclin-Kinase-Komplexbildung kann jedoch nur im 

Kern stattfinden und so wird deren Aktivität durch die Senkung der resultierenden 

Kaskade deutlich vermindert106. 

Dass p21 nicht „nur“ die Funktion des Tumorsupressors erfüllt, wurde unter anderem 

auch von Gartel angenommen110.  Dieser nimmt an, dass p21 auch als Onkogen 

fungieren kann, indem bestimmte Cyclin-Kinase-Komplexe wie beispielsweise CDK4 

auch p21 unabhängig den Zellzyklus bestreiten können111. 

Eine Funktion des nukleär exprimierten p21 Proteins besteht also in der Induktion des 

Zellzyklusarrest durch das Angreifen an den Checkpoints zwischen G2-Phase/Mitose 

und G1-Phase/S-Phase, das, falls in Tumorzellen auftretend, zu einer Verminderung 

des Tumorwachstums führt (Abb. 1, S.13). Wird weniger bzw. kein p21 nukleär 

exprimiert, kann dies auf eine verminderte Funktion des p21WAF1 Gens hindeuten. Die 

Replikationsschäden, die den Tumorzellen durch die neoadjuvante 

Radiochemotherapie zugefügt werden, führen dann möglicherweise zu keinem 

Tumorwachstumsarrest, da das funktionslose p21 nicht an den bekannten Checkpoints 

eingreifen kann und die Mitose nicht aufgehalten werden kann.  

In einem zweiten Arbeitsschritt wurde in dieser Arbeit bei der Auswertung der nukleären 

p21-Färbung der Biopsien ein Cut Off bei 1% festgelegt, wobei dies eine sehr hohe 

Sensitivität von 91,4% ergab. Dies bedeutet, dass mit einer sehr hohen 

Wahrscheinlichkeit alle Patienten, die p21 nukleär exprimieren und schließlich als 

„Responder“ auf die neoadjuvante Radiochemotherapie reagieren, detektiert werden 

können. Allerdings liegt bei einem Cut Off von 1% die Spezifität nur bei 30,4%, d.h. 

„Non-Responder“, die als p21 negativ zu werten waren, werden nicht mit ausreichender 



	  70	  

Sicherheit erkannt. Bildet man den Cut Off bei 5% steigt die Spezifität auf 82,6% und 

p21 negative „Non-Responder“ können mit einer höheren Wahrscheinlichkeit erkannt 

werden, die Sensitivität liegt hier bei 57,1%.  

Daher ist es sinnvoll, die zwei Cut Off´s bei der nukleären Auswertung der mittels p21-

Antikörper gefärbten Biopsien zu kombinieren. So konnten drei Subgruppen gebildet 

werden: Die negativen Patienten mit einer 0%-Expression, Patienten mit einem 

Expressionsgrad zwischen 1-4% und Patienten mit einem Expressionsgrad von 5% und 

>.  Der Anteil an Respondern in diesen Subgruppen stieg signifikant monoton an, das 

heißt, die Wahrscheinlichkeit gut auf die neoadjuvante Radiochemotherapie 

anzusprechen, steigt mit der Anzahl an nukleär p21-gefärbten Tumorzellen in der 

Biopsie signifikant an (p<0,0005). Ab einem Anteil von 5% an nukleär p21-gefärbten 

Tumorzellen, lag der Anteil an Respondern in dieser Arbeit bei 62,5%. 

In der binären logistischen Regression zeigte sich, dass bei einem Cut Off von 5% bei 

der nukleären p21-Expression der Biopsate das höchste Bestimmtheitsmaß (siehe Tab. 

16b, S. 61 : R^2= 0,5) erreicht wird, das heißt, dass hier der höchste Teil der Varianz 

der abhängigen Variablen erklärt wird. Zudem zeigte sich, dass p21 bei einem Cut Off 

von 5% und p21 unterteilt in drei Gruppen als unabhängige Prädiktoren bezüglich der 

Response fungieren (p=0,002/p=0,006).   

Des Weiteren wurde festgestellt, dass der zytoplasmatische Expressionsgrad beim 

Vergleich der Biopsien und der Resektate unter der neoadjuvanten 

Radiochemotherapie signifikant anstieg (p<0,0005).  

Romanov et al. schlagen hierzu vor, dass die Funktion von p21 deutlich von der 

Lokalisation abhängt. Im Zytoplasma lokalisiertes p21 soll eher eine zum Zellkern 

gegenteilige Funktion übernehmen: Es gibt Hinweise, dass es antiapoptotisch also 

onkogenetisch wirken soll, indem seine Funktion durch Phosphorylierung vermindert 

wird und es sich schlussendlich im Zytoplasma ansammelt108. 

Im Zytoplasma auftretendes p21 fungiert also möglicherweise im Gegensatz zu nukleär 

auftretendem p21 als Onkogen, indem es die Zellproliferation anregt, die Apoptose 

inhibiert und die Zellmigration durch verstärkten Umbau des Zytoskeletts anregt106. Es 

wird allerdings nicht angegeben, ab welchem Expressionsgrad p21 im Zytoplasma als 

aktiv funktionsfähig gilt. Der zytoplasmatische Expressionsgrad von p21 in der Biopsie 

korreliert in dieser Arbeit nicht mit dem Regressionsgrading nach Dworak (p=0,456).  
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5.4.2 Prädiktive Relevanz des p53- Expressionsstatus 

In dieser Studie konnte keine Korrelation zwischen dem nukleären (p= 0,677) und dem 

zytoplasmatischen (p= 0,82) p53-Status der präoperativ entnommenen Biopsien  und 

der Response des Tumors auf die neoadjuvante Radiochemotherapie festgestellt 

werden. Eine Analyse bezüglich der Entwicklung der p53-Expression unter der 

neoadjuvanten Radiochemotherapie, indem der Expressionsgrad der Biopsie mit dem 

des korrespondierenden Resektates verglichen wird, erscheint hier nicht sinnvoll. Die 

mittels Wilcoxon-Signed-Rank-Test gemessene Expressionsdifferenz, die schon 

geringe Prozentgrade nachweist, ist für p53 wahrscheinlich nicht relevant hinsichtlich 

des Mutationsstatus. p53 steht bei einer immunhistochemischen Überexpression bzw. 

einem hohem Expressionsgrad in Verdacht mutiert zu sein und somit funktionsunfähig. 

Es lässt sich immunhistochemisch also nicht unterscheiden, ob es sich im vorliegenden 

Präparat um eine funktionslose Mutation oder um einen funktionstüchtigen stark 

exprimierten Wildtyp handelt. Yemelyanova et al. untersuchten das Ovarialkarzinom 

hinsichtlich der immunhistochemischen p53-Expression und dem genetischen p53-

Mutationsstatus: aufgrund der diskordanten genetischen Analysen sollten 

Expressionsgrade >50% und <10% nicht ohne weiteres als Wildtyp gewertet werden112. 

Hierfür wäre eine Genanalyse notwendig.   

Eine prädiktive Relevanz konnte für p53 in dieser Studie nicht nachgewiesen werden. 

Das Tumorsupressorgen p53 ist ein häufig untersuchtes Gen beim kolorektalen 

Karzinom und greift als Transkriptionsfaktor direkt in den Zellzyklus ein113. Bei 

fehlerhafter DNA kommt es so zu einer Anhäufung des Proteins56, welche über die 

Induktion von p21 am Übergang von der G2 zur M-Phase und von der G1 zur S-Phase 

zum Zellzyklusarrest führt (Abb.1, S.13). Währenddessen werden verschiedene 

Reparaturmechanismen in Gang gesetzt. Falls keine adäquate Reparatur möglich ist, 

wird über weitere Kaskaden die Apoptose der Zelle eingeleitet59,60. Des Weiteren 

können Misssense- oder Non-sense-Mutationen die Funktion des p53-Wildtyps 

herabsetzen, bzw. ausschalten112,114. Diverse Erkrankungen, die mit einer stark 

erhöhten Malignombildung einhergehen, resultieren daraus. Als bekanntes Beispiel 

hierfür gilt das Li-Fraumeni-Syndrom, bei welchem schon in jungen Jahren eine Vielzahl 

von bösartigen Tumorerkrankungen auftreten, da fehlerhafte DNA Replikationen 

aufgrund von funktionslosem p53 nicht erkannt und aufgehalten werden können115. 

In der Literatur gibt es widersprüchliche Aussagen bezüglich des Vorhersagewertes von 

p53 hinsichtlich des Ansprechens auf die neoadjuvante Radiochemotherapie (Tab. 17, 
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S. 74-76). Zahlreiche Studien beschäftigen sich mit der Untersuchung der Korrelation 

des Expressionsgrades von p53 und der Reaktion des Tumors auf die neoadjuvante 

Radiochemotherapie bzw. der Prognose des Langzeitüberlebens. Die Meinungen 

differieren zwischen negativer Korrelation116 und (wovon die Mehrzahl ausgeht) keiner 

Korrelation 72,73,75,102-104,117.  Edden et al.,  Sim et al. sowie Chang et al. erhielten bei 

einem ähnlich großen Patientenkollektiv (Anzahl der Patienten: 152, 112 und 130 

Patienten) bei semiquantitativer Auswertung des Expressionsgrades von p53 in der 

präoperativen Biopsie ebenfalls keine Korrelation mit dem Regressionsgrad des 

Resektats. Edden et al. werteten nur die nukleäre p53-Färbung der Tumorzellen102, Sim 

et al. und Chang et al. hingegen ließen in die Bewertung der Färbung auch zusätzlich 

zur nukleären auch die zytoplasmatische Färbung miteinfließen und unterschieden 

hierbei nicht im Expressionsprofil73,104. Edden et al. bewerteten die Tumorresponse 

anhand des Regressionsgradings nach Mandard102, was die Vergleichbarkeit zu dieser 

Arbeit einschränkt. Sim et al. und Chang et al. verwendeten wie in dieser Arbeit das 

Dworak Grading73,104. Auch Studien mit kleineren Patientenkollektiven wie Lopez-

Crapez et al. und Qui et al.  (Anzahl der Patienten: 70 und 72 Patienten) konnten keine 

signifikante Korrelation finden117. Sie evaluierten die rein nukleäre p53-Färbung der 

Tumorzellen und können daher zum direkten Vergleich herangezogen werden. Lopez-

Crapez et al. quantifizierten die Tumorresponse nach einem 3-stufigen Grading nach 

Wheeler118, Qiu et al. maßen die Tumorresponse anhand der T-Kategorie des 

Resektats: als Responder galten Patienten deren T-Kategorie kleiner war als die 

prätherapeutisch klinisch ermittelte bzw. diejenigen mit vollständiger Regression75, d.h. 

auch deren Arbeit ist nicht vollständig vergleichbar mit unserer.  

Spitz et al. konnten bei semiquantitativer Auswertung und einer Patientenzahl von 42 

eine signifikante negative Korrelation des präoperativen nukleären p53-

Expressionsgrades mit der Tumorresponse zeigen116.  

Ein Grund für das Ergebnis könnte sein, dass bei der Bewertung des Ansprechens des 

Tumors auch der Lymphknotenstatus mitbetrachtet wurde und nicht das 

Regressionsgrading nach Dworak vorgenommen wurde, wie in dieser Studie. Des 

Weiteren betrachteten Spitz et al. nur die nukleäre Expression von p53, die 

zytoplasmatische Expression wurde in der Betrachtung und Auswertung nicht 

miteinbezogen116.  

Diese widersprüchlichen Studienergebnisse könnten auf die hohe Mutationsrate von 

p53 zurückzuführen sein, die in der immunhistochemischen Analyse nicht sicher von 
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einem hohen Expressionsgrad zu unterscheiden ist, allerdings in der Funktion von p53 

zu einem wesentlichen Unterschied führt. Ein mutiertes p53-Gen ist funktionslos, ein 

hoher Expressionsgrad eines funktionstüchtigen p53-Gens würde den 

Tumorstoffwechsel negativ beeinflussen und könnte damit zu einem eher positiven 

Krankheitsverlauf führen und die Prognose günstig beeinflussen. Allerdings kann diese 

Theorie für das Rektumkarzinom in dieser Arbeit nicht bestätigt werden.  
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Tabelle 17: Literaturüberblick zu bisherigen Arbeiten zu den prädiktiven Markern 
p21, p53 und weiteren 

	  
Autoren N Art der  

NRCT 

Marker Auswertung Prä/ 

Post 

Ergebnis 

Kim et 

al.74 

54 GD: 50,4 Gy in 28 

Fraktionen und 5-FU 

(500 mg/qm/Tag) i.V. 

oder oral 

Capecitabine (1650 

mg/qm/Tag) parallel 

Survivin, p21, 

weitere 

Semiquantitativ, 

keine 

Unterscheidung 

zw. nukleärer u. 

zytoplasmatischer 

Färbung 

Prä -, 0 

Bertolini 

et al.119 

91 GD: 50 Gy in 25 

Fraktionen und 5-

FU(225 mg/qm/Tag) 

über 5 Wochen 

p21, MIB-1, 

EGFR 

P21 u. MIB-1: Cut 

off bei 20% 

EGFR: Cut off bei 

1% 

Post -, -, + 

Sim et 

al.73 

112 GD: 45 Gy mit 

Tumorboost 50,4 Gy 

über 5,5 Wochen und 

Capicitabine 

(825/qm/2xTag) oder 

5-FU (400 mg/qm) 

oder Leucovorin (20 

mg/qm) beide als 

Injektion über 4 Tage 

p21, CD116, 

p53 

Semiquantitativ, 

keine 

Unterscheidung 

zw. nukleärer u. 

zytoplasmatischer 

Färbung 

Prä -, -,  0 

Rödel et 

al.72 

44 GD: 50,4 Gy in 

werktäglichen 

Fraktionen und 

während der 1. und 5. 

Woche 5-FU(100 

mg/qm/Tag) i.V., T-4 

Patienten zusätzlich 

Oxilaplatin (20 

mg/qm/Tag) an den 

Tagen 1-5 und 29-33 

 

p53 und 

weitere 

Semiquantitativ Post 0 

	  
Fortsetzung Tabelle 17 auf S. 75 
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Fortsetzung Tabelle 17 
 
Autoren N Art der  

NRCT 

Marker Auswertung Prä/ 

Post 

Ergebnis 

Edden 

et al.102 

152 45 Gy über 5-6 

Wochen mit 

Tumorboost 50,4 Gy 

bei 28 Fraktionen und 

5-FU (225 

mg/qm/Tag) i.v. oder 

Capecitabine 

(825/mg/qm/2xTag) 

p53, p21 , 

APAF-1, 

VEGF, Cox-2 

Semiquantitative, 

nukleäre 

p53 und p21 

Auswertung 

Prä 

u. 

Post 

0, 0, +, -, - 

Lopez-

Crapez 

et al.117 

70 GD: 45 Gy, Ed: 1,8  

Gy teilweise 

Tumorboost mit 15 

Gy, nur 4 Pat. 

erhielten 5-FU (400 

mg/qm/Tag) und 

Leucovorin (10 

mg/100 mg/qm/Tag) 

je nach Zyklus 

p53 Semiquantitative, 

nukleäre 

Auswertung 

Prä 0 

Qiu et 

al.75 

72 GD 45 Gy in 25 

Fraktionen über 5 

Wochen mit 

Tumorboost 54 Gy, 

parallel bei 72% d. 

Pat. Parallel 

Chemotherapie 

p21, p53 und 

weitere 

p21:Cut off bei 

10%, nukleäre 

Auswertung 

p53: Cut off bei 

25%, nukleäre 

Auswertung 

Prä 

u. 

post 

+, 0 

Negri et 

al.103 

57 38 Pat. GD: 40 Gy in 

16 Fraktionen, 19 Pat. 

GD: 45 Gy in 25 

Fraktionen mit 5-

FU(200 mg/qm/Tag) 

und Oxaliplatin (60 

mg/qm/Woche) 

p53, p21, 

Thymilidate 

Synthase 

und weitere 

p53, p21: Cut off 

bei 10%, nukleäre 

Auswertung 

Thymilidate 

Synthase: 

semiquantitativ 

Prä 0, 0, + 

 
Fortsetzung Tabelle 17 auf S. 76 
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Fortsetzung Tabelle 17 
	  
Autoren N Art der  

NRCT 

Marker Auswertung Prä/ 

Post 

Ergebnis 

Chang 

et al.104 

130 GD: 50,4 Gy und 2 

Zyklen 5-FU (400 

mg/qm/Tag) oder 

Capecitabine (1650 

mg/qm/Tag) und 

Leucovorin (20 

mg/qm/Tag) 

p53, p21, 

BAX und 

weitere 

Semiquantitativ, 

keine 

Unterscheidung 

zw. nukleärer und 

zytoplasmatischer 

Färbung 

Prä 0, 0, + 

Moore 

et al.120 

67 Mind. GD=45 Gy in 

25-26 Fraktionen mit 

Tumorboost 50,4 Gy 

und 40 Pat. 5-FU mit 

Leucovorin 

p53, p21, 

p27 und 

weitere 

p21 und p27: Cut 

off bei 10% 

p53: Cut off bei 

5% 

Post 0, 0, - 

Spitz et 

al.116 

42 GD: 45 Gy, ED: 1,8 

Gy in 25 Fraktion und 

5-FU (300mg/qm/Tag) 

i.v. 

p53 Semiquantitative, 

nukleäre 

Auswertung 

Prä - 

Legende:  

Prä= Immunhistochemische Expressionsanalyse vor neoadjuvanter Radiochemotherapie 

Post= Immunhistochemische Expressionsanalyse nach neoadjuvanter Radiochemotherapie 

Kein signifikanter Effekt auf die Wirkung der NRCT= 0 

Positiver signifikanter Effekt auf die Wirkung der NRCT= + 

Negativer signifikanter Effekt auf die Wirkung der NRCT= - 

 

 

 
5.4.3 Prädiktive Relevanz der Caspase-3 

Unter der Hypothese, dass eine a priori erhöhte Neigung der Tumorzellen zur Apoptose 

mit dem Ansprechen auf die neoadjuvante Therapie korrelieren könnte, wurde das 

Apoptose ausführende Molekül Caspase-3 immunhistochemisch untersucht. In dieser 

Studie konnte der Caspase-3 keine prädiktive Relevanz hinsichtlich des Ansprechens 

auf die neoadjuvante Radiochemotherapie nachgewiesen werden. In der Auswertung 

der Biopsien wurde zwischen der Färbung der Apoptosen, der intakten Zellen und der 
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„Schmutznekrosen“ unterschieden. Bei quantitativer Auswertung korrelierten die mittels 

Caspase-3-gefärbten Apoptosen (p=0,558) und intakten Zellen (p=0,863) nicht mit der 

Response auf die neoadjuvante Radiochemotherapie. Die „Schmutznekrosen“77 

korrelierten bei semiquantitativer Auswertung ebenfalls nicht mit der Response 

(p=0,204). 

Insgesamt veränderte sich der Anteil an mittels Caspase-3-gefärbten Apoptosen unter 

der neoadjuvaten Radiochemotherapie nicht signifikant (p=0,213). Allerdings erhöhte 

sich der Anteil an mittels Caspase-3-gefärbten intakten Zellen unter der neoadjuvanten 

Radiochemotherapie signifikant (p<0,0005), ebenso wie der Anteil an mittels Caspase-

3-gefärbten „Schmutznekrosen“ (p=0,028). Dies zeigt, dass die Tumorzellen auf die 

neoadjuvante Radiochemotherapie reagieren und die Caspase-3 als Reaktion darauf 

vermehrt exprimiert wird. Eine prädiktive Relevanz kann der Caspase-3 jedoch 

zumindest in dieser Studie nicht nachgewiesen werden.  

Die Caspase-3 zählt zu den Apoptose ausführenden Proteinen, genauer zu den 

cystein-aspartic-acid Proteasen121. Sie spaltet am Zielprotein Peptidbindungen C-

Terminal von Aspartat. Die Caspase-3 wird als inaktive Pro-Caspase-3 von den 

Vorläuferproteinen wie Caspase-8 und -9 durch proteolytische Spaltung aktiviert und 

reiht sich als aktive Form in die Kaskade ein und führt die Zelle schlussendlich ebenfalls 

in die Apoptose61-63 (Abb. 1, S. 13). Dabei spaltet sie die Poly-ADP-Ribose-Polymerase, 

ein DNA-Reparaturenyzm und Gelsolin, ein Zytoskelettprotein, wodurch die Zelle zu 

einem so genannten „apoptotic body“ wird 61.  

De Heer et al. konnten einen Anstieg der enzymatischen Aktivität der Caspase-3 

messen, allerdings ohne immunhistochemischen Vergleich122. Mit einer erhöhten 

enzymatischen Aktivität der Caspase-3 gehe nach ihren Ergebnissen allerdings eine 

erhöhte Rezidivgefahr einher (Tab. 18, S. 78). Hier stellt sich jedoch die Frage, ab 

welchem Grad die Caspase-3 als erhöht gilt. Für die Immunhistochemie gibt es hier 

noch keine Erkenntnisse. Zu einem ähnlichen Ergebnis kamen auch Jonges et al. 2001 

(Tab. 18, S. 78), allerdings maßen sie die enzymatische Aktivität posttherapeutisch und 

schlossen auch Kolonkarzinome mit ein123.  
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Tabelle 18: Literaturüberblick zu bisherigen Arbeiten zur Caspase-3  
 

Autoren N Marker Auswertung Prä/Post Ergebnis 

Heer et 

al.122 

47 Caspase-

3 

Messung der 

enzymatischen 

Aktivität 

Prä Höhere 

Rezidivgefahr 

Jonges et 

al. 123 

60 Caspase-

3 und M30 

Messung der 

enzymatischen 

Aktivität und 

Immunhistoche-

mie 

Post höhere 

Rezidivgefahr, 

0 Tumorgröße 

Legende:  

Prä= Immunhistochemische Expressionsanalyse vor neoadjuvanter 

Radiochemotherapie 

Post= Immunhistochemische Expressionsanalyse nach neoadjuvanter 

Radiochemotherapie 

Kein signifikanter Effekt auf die Wirkung der NRCT= 0 

 

 

5.5 Zusammenfassende Diskussion 

Die nukleäre p21-Expression der Biopsien korrelierte signifikant mit der 

Tumorresponse. Bildet man bei der Auswertung einen Cut off von 1% erhält man eine 

weniger große Spezifität dafür eine höhere Sensitivität als bei einem Cut off von 5%. 

Bei der Kombination beider und der Bildung dreier Gruppen (Gruppe eins: 0%-ige 

Expression, Gruppe zwei: 1-4%-ige Expression, Gruppe drei: 5%-ige Expression und >) 

erhält man einen monotonen Anstieg innerhalb der  Gruppe der Responder. Mittels der 

beschriebenen Cut Off’s können bei der nukleären p21-Expression drei Gruppen 

gebildet werden: „Responder“, „Non-Responder“ und „intermediate“. Die 

zytoplasmatische p21-Expression der Biopsien korrelierte nicht mit der Tumorresponse. 
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Vergleicht man die Expressionsgrade in korrespondierenden Biopsien und Resektaten 

nimmt die zytoplasmatische p21-Expression unter der neoadjuvanten 

Radiochemotherapie zu. Für die nukleäre p21-Expression ist keine signifikante 

Veränderung unter der neoadjuvanten Radiochemotherapie  erkennbar. Die nukleäre 

und zytoplasmatische p53-Expression in den Biopsien korrelierten nicht mit der 

Tumorresponse. Die mittels Caspase-3-gefärbten intakten Zellen und Apoptosen sowie 

die „Schmutznekrosen“ der Biopsien korrelierten nicht mit der Tumorresponse. 

Vergleicht man die korrespondierenden Biopsate und Resektate nehmen die mittels 

Caspase-3-gefärbten intakten Zellen und die „Schmutznekrosen“ unter der 

neoadjuvanten Radiochemotherapie zu. Bei den mittels Caspase-3-gefärbten 

Apoptosen ist keine signifikante Veränderung unter der neoadjuvanten 

Radiochemotherapie erkennbar. Die ypT-Kategorie sowie die ypN-Kategorie 

korrelierten signifikant mit der Response. Der Nikotinabusus der Patienten hat einen 

negativen Einfluss auf die Tumorresponse. 

 

5.6 Schlussfolgerung 

Die nukleäre p21-Expression könnte als prädiktiver Marker für die Tumorresponse auf 

die neoadjuvante Radiochemotherapie fungieren. Weitere, prospektive Studien an 

größeren Patientenkollektiven sollten dies aufgrund der bisher widersprüchlichen 

Studienlage weiterhin untersuchen.  

Dem negativen Einfluss von Nikotin auf die Tumorresponse könnte ein veränderter 

Stoffwechsel zu Grunde liegen, oder auch eine verminderte kapilläre Durchblutung, 

welche  die Reaktionen auf die neoadjuvante Radiochemotherapie herabsetzen.  

In zukünftigen Arbeiten könnten die immunhistochemischen Expressionsanalysen mit 

genetischen Analysen verglichen werden, um die Translation von Gen zu Proteinebene 

zu untersuchen und Mutationen auf Genebene nachweisen zu können. Der 

Zusammenhang zwischen Nikotinabusus und Response sollte an größeren Kollektiven 

weiterhin untersucht werden um rauchenden Patienten genauere Prognosen 

hinsichtlich des Therapieansprechens geben zu können. 
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7. Abkürzungsverzeichnis 
APAF 1   Apoptotic protease activation factor 1 

APC-Gen   Adenomatous-polyposis-coli Gen 

BAX    Bcl2-assoziiertes X-Protein 

Bcl2    B-cell lymphoma 2 

CBF    Campus Benjamin Franklin 

CCM    Campus Charité Mitte 

CRC    Kolorektales Karzinom (Colorectal Carcinoma) 

CT    Computer-Tomographie 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

ED    Einzeldosis 

EGFR    Epidermal growth factor 

Expr.    Expression 

GD    Gesamtdosis 

Gy    Gray 

FAP    Familiäre Polyposis 

FISH    Fluorescence-in-situ-hybridization 

H&E    Hämatoxylin/Eosin 

HNPCC   Hereditäres Nichtpolypöse Kolorektale Karzinom 

KRAS    V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 

MSI    Mikrosatelliteninstabilität 

NGS    Next-Generation-Sequencing 

NRCT    Neoadjuvante Radiochemotherapie 

PARP    Poly-ADP-Ribose Polymerase 

Pat.    Patienten 

PCR    Polymerase-chain-reaction 

PE    Probeentnahme 

PET CT   Positronen-Emissions-Computer-Tomographie 

RNA    Ribonukleinsäure 

Res.    Resektat 

TNM-Stadium   Tumor, Nodalstatus, Metastasen- Stadium 

UICC    Union Internationale Contre le Cancer 

5-FU    5-Fluoruracil 
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