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1. Einleitung

1.1. Das kolorektale Karzinom

1.1.1. Epidemiologie und Risikofaktoren des kolorektalen Karzinoms

Das kolorektale Karzinom zéhlt zu den haufigsten Krebsleiden der westlichen Welt. Sechs
Prozent der Bewohner der westlichen Industrienationen mussen damit rechnen, wahrend ihres
Lebens an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken. Von diesen sechs Prozent wird
voraussichtlich ein Drittel der Patienten die folgenden fiinf Jahre aufgrund ihres Tumorleidens
nicht Uberleben. Hinsichtlich seiner H&ufigkeit zeigt das kolorektale Karzinom eine deutlich
héhere Inzidenz in Australien, Nordamerika und Europa als in Afrika und Asien. Hierzulande ist
es bei der Frau nach dem Mammakarzinom das zweithaufigste, beim Mann nach dem Bronchial-
und Prostatakarzinom das dritthdufigste Karzinom. Pro Jahr erkranken rund 50.000 Patienten in
der Bundesrepublik am kolorektalen Karzinom, 30.000 sterben jahrlich an den Folgen. Das
kolorektale Karzinom stellt die zweithdufigste tumorbedingte Todesursache sowohl beim
mannlichen als auch beim weiblichen Geschlecht dar. Der Erkrankungsgipfel liegt im siebten
Lebensjahrzehnt.

Anhand von Migrationsstudien konnte gezeigt werden, dass das Risiko, an einem kolorektalen
Karzinom zu erkranken, nicht nur genetisch bedingt ist, sondern dass auch exogene Faktoren
eine bedeutende Rolle einnehmen. Zu diesen Faktoren z&hlen neben nicht beeinflussbaren wie
mannlichem Geschlecht und Alter auch Nikotin- und Alkoholhabusus, Ubergewicht,
Bewegungsarmut sowie falsche Ernahrungsgewohnheiten. Empfohlen wird eine ausgewogene
Kost, in der viel Wert auf Obst und Gemiise gelegt wird und Fleisch und Fett eher selten verzehrt

werden sollten [1].

1.1.2. Klinik und Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms

Das kolorektale Karzinom ist ein langsam wachsender Tumor und bleibt klinisch lange
unbemerkt. Zu den uncharakteristischen Symptomen gehoren Flatulenz, Darmkrampfe,
chronische Andmie und Gewichtabnahme sowie StuhlunregelméRigkeiten, Blut im Stuhl,
abwechselnd Diarrhden und Obstipation. Im lokal fortgeschrittenen Stadium kann es zum lleus
kommen. Zur Kklinischen Friuherkennung dienen, neben der Koloskopie als Mittel der Wahl, die
rektal-digitale Untersuchung und die Testung auf okkultes Blut im Stuhl (Hdmocult-Test).

Die Lokalisations-Verteilung und die Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms sind den

Tabellen 1 und 2 entnehmbar.



Anatomische Verteilung Haufigkeit (%0)
Z6kum 14

Colon ascendens 10

Colon transversum 12

Colon descendens 7

Sigma 25
Rektosigmoidaler Ubergang 9

Rektum 23

Tabelle 1: Anatomische Verteilung des kolorektalen Karzinoms [2]

uliCcC Dukes TNM-Stadium Definition

0 TIS NO MO Carcinoma in situ

| A T1NO MO Beschréankung auf Mukosa und Submukosa
T2 NO MO Infiltration Muscularis propria

I B T3 NO MO Infiltration aller Wandschichten
T4 NO MO Uberschreiten der Darmwand

Il C Tx N1-2 MO Regionale Lymphknoten

AV D Tx Nx M1 Fernmetastasen

Tabelle 2: Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms [3]

1.1.3. Therapie des kolorektalen Karzinoms

Nach der Arbeitsgemeinschaft CAO/AIO/ARO der deutschen Krebsgesellschaft [4] beinhaltete
die kurative Therapie des kolorektalen Karzinoms neben der primaren chirurgischen Therapie
die Durchfuhrung einer adjuvanten Therapie. Beim Kolonkarzinom im Stadium 111 erfolgte eine
Kombination von 5-Fluoruracil (5-FU) und Folinsdure (FA) fur sechs bis acht Monate. Diese
Therapie wurde beim Rektumkarzinom im Stadium Il und 1l durch eine Radiotherapie ergénzt
(siehe Abbildung 3, Seite 19). AuRRerhalb von klinischen Studien ist heute die Therapie nach dem
FOLFOX-Schema aufgrund der Uberlegenheit gegentiber 5-Fluoruracil und Folinséaure seit 2004
(nach der MOSAIC-Studie) der neue Standard in der adjuvanten Therapie des kolorektalen
Karzinoms [5]. Dieses sieht eine Chemotherapie tber 14 Tage mit Folinsdure, Oxaliplatin und

Fluorouracil vor. Beim Rektumkarzinom im Stadium Il oder Il wird eine neoadjuvante Radio-

Chemotherapie empfohlen [6].




1.1.4. Prognose des kolorektalen Karzinoms
Als entscheidender prognostischer Faktor gilt bei erfolgreicher RO-Resektion des Primartumors,
das nach der UICC-Klassifikation festgelegte Tumorstadium. Bei fortschreitendem

Tumorstadium verschlechtert sich die Prognose zusehends (Tabelle 3).

) Kolonkarzinom (%) Rektumkarzinom (%)
UICC-Stadium
m w m w
UICC lund Il 92,4 90,2 86,0 87,6
UICC IlI 67,5 66,7 57,2 57,6
uiCcC IV 8,2 8,9 7.8 7,6
Gesamt 61,9 60,5 60,2 61,5

Tabelle 3: Funfjahresiiberlebensrate des CRCs von 1992-1997 nach dem SEER Cancer Statistics
Review des amerikanischen National Cancer Institute in Prozent, (www.cancer.gov)

Neben dem Tumorstadium gibt es eine Vielzahl von weiteren Faktoren, die die Prognose
beeinflussen, hierzu zéhlen: Tumorlokalisation, histologische Differenzierung, LymphgefaR-
Infiltration, Tumorperforation, Obstruktion und Operateur [7-11]. Des Weiteren wurde im
Verlauf der vergangenen Jahre ein Zusammenhang zwischen der Prognose des kolorektalen
Karzinoms und unterschiedlichen molekulargenetischen Markern ermittelt. So werden
Veranderungen  (Mutationen,  Blockierungen oder  Abwesenheit) von  Onkogenen,
Tumorsuppressorgenen und Regulatoren von Zellzyklus und Apoptose diskutiert [12].

Vielen bisherigen Arbeiten ist zu entnehmen, dass sich die individuelle Behandlung von
Patienten mit CRC grundlegend &ndern kann, wenn die Bedeutung der einzelnen die
Karzinogenese betreffenden Gene vollstandig aufgedeckt und erklart ist. Die Kenntnis des
genetischen Status konnte in Zukunft nicht nur Behandlung und Prognose der Patienten
bestimmen, sondern auch eine pradiktive Funktion tbernehmen. Die Erganzung bisheriger
Screeningverfahren zur Erkennung von frihen Vorstadien von Darmkarzinomen durch andere
Methoden ist erstrebenswert. Hierbei ist die Erforschung und Etablierung der
molekularbiologischen Marker hervorzuheben. Die Detektion von Mutationen der Onkogene und
Tumorsuppressorgene, die zur Entstehung des kolorektalen Karzinoms beitragen, wére eine
sinnvolle Ergdnzung zu den bisherigen Untersuchungsmethoden, da diese Marker schon vor
Entwicklung eines invasiven Karzinoms nachweisbar sind. Insbesondere beim sporadisch
auftretenden kolorektalen Karzinom wére dies eine vielversprechende Methode, da keine
Grundkrankheit eruierbar ist und Frihsymptome meist fehlen.



Patienten mit Tumoren desselben Grundtyps konnen also durchaus unterschiedliche Verlaufe
ihrer Krankengeschichte aufweisen. Wéhrend ein Patient mit CRC jahrelang beschwerde- und
rezidivfrei bleibt, kann ein anderer nur Monate spater an seinem kolorektalen Karzinom
versterben. Dieses Phdnomen wird durch die unterschiedliche Ausstattung der Tumorzellen der
beiden Patienten mit ,,genetischen Problemen® begreiflich. Zu erwarten ist zukiinftig ein
Voranschreiten der Forschung in Richtung der Bestimmung des individuellen
Tumormutationsprofils und die Entwicklung einer rational begrindeten, mafgeschneiderten
Therapie [13].

1.2. Hereditares und sporadisches kolorektales Karzinom

Beim CRC unterscheidet man zwischen einer sporadischen (85%) und einer hereditaren Form
(15%). Auch kann es im Rahmen chronisch entziindlicher Darmerkrankungen auftreten.

Beim sporadischen CRC stellen Adenome fakultative Prékanzerosen dar, aus denen sich im
spateren Verlauf innerhalb von 10-15 Jahren Karzinome entwickeln kénnen, diese Entstehung
wird auch als Adenom-Karzinom-Frequenz bezeichnet. Man geht davon aus, dass sich aus etwa
10% der Kolon-Adenome Karzinome entwickeln.

Genetische Faktoren fiihren bei den erblichen Syndromen zu einer haufigeren und frihzeitigen
Karzinomentwicklung. Zu den erblichen Syndromen zédhlen: Hereditares Nichtpolyposes
Kolonkarzinom (HNPCC), Familiare Adenomatdse Polyposis (FAP), Gardner-Syndrom,
juvenile Polypose und Peutz-Jeghers-Syndrom.

Ein erhohtes Karzinomrisiko findet man auch bei den chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen Colitis ulcerosa und Morbus Crohn [14, 15].

1.3. Molekulare Entstehungsmechanismen flr Karzinome, insbesondere fur
das kolorektale Karzinom

Bekannt sind zwei verschiedene molekulare Entstehungsmechanismen fir Karzinome: CIN und
MSI.

Bei der CIN (chromosomale Instabilitat), auch Suppressor-Pathway genannt, kommt es zur
Inaktivierung verschiedener Tumorsuppressorgene. Dieser Weg ist auch unter der Adenom-
Karzinom-Sequenz bekannt [16]. Hierbei kommt es zur Aktivierung von Onkogenen (ras) und



zur Inaktivierung (Mutation) verschiedener Tumorsuppressorgene (DCC, p53 oder APC), was
dazu fuhrt, dass aus einem Adenom ein invasives Karzinom entsteht. Tumorsuppressorgene
kodieren normalerweise Proteine, die den Zellzyklus kontrollieren und somit die Mdglichkeit
verringern, dass eine Zelle zur Tumorzelle mutieren kann. Ebenfalls rechnet man diejenigen
Gene zu den Tumorsuppressorgenen, die Proteine kodieren, welche die Zelle zur Apoptose
(,,programmierter Zelltod*) veranlassen konnen. Die Entwicklung des sporadischen kolorektalen
Karzinoms ist mittels der Adenom-Karzinom-Sequenz erklarbar.

Bei der MSI (Mikrosateliteninstabilitit), auch Mutator-Pathway genannt, kommt es zu
irreversiblen Mutationen in DNA-Mismatch Repair Genen (MMRG) und einer unkorrigierbaren
Basenfehlpaarung in repetitiven Abschnitten der DNA, den sogenannten Mikrosatelliten. Durch
diese  Basenfehlpaarung  entstehen  Langenpolymorphismen,  welche man  als
Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI) bezeichnet. Die Entstehung von sekundéaren Mutationen und
malignen Transformationen ist beginstigt und ein CRC kann entstehen. Bei etwa 90% der
HNPCC-Patienten kann eine Mikrosatelliteninstabilitat beobachtet werden [17, 18], die jedoch
nicht spezifisch fir das HNPCC ist, denn auch sporadische kolorektale Karzinome sind zu 10—
20% durch Mikrosatelliteninstabilitat gekennzeichnet [17, 19-21].

1.4. Molekulargenetik

1.4.1. Ubersicht tiber den Zellzyklus und seine Regulation

Um die Entstehung und die vielféaltigen Mdoglichkeiten der genetischen Alterationen besser
verstehen zu kénnen, wird im folgenden Kapitel eine Ubersicht des Zellzyklus gegeben. Die vier
Phasen des menschlichen Zellzyklus sind in Tabelle 4 dargestellt.

M-Phase: Mitose

G1-Phase Je nach Notwendigkeit growth oder gap (Wachstum oder Unterbrechung)
S-Phase Synthese (DNA-Replikation)

G2-Phase Nach Abschluss der DNA-Synthese bis zur ndchsten Mitose

Tabelle 4: Die vier Phasen des menschlichen Zellzyklus

In der G1-Phase wird die Entscheidung getroffen, ob die Zelle in die S-Phase eintritt (also
»growth®) oder sich vor der DNA-Replikation differenziert bzw. in den programmierten Zelltod

iibergeht (also ,,gap®).
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Die Zellzykluskontrolle und -progression erfolgt tGber cyclinabhdngige Kinasen (Cdk: cyclin
independent kinases) und ihre Cycline, welche an die inaktiven Cdks binden und diese so
aktivieren. Die entstandenen Komplexe steuern Uber die Phosphorylierung von Substratproteinen
das Fortschreiten der Zelle im Zellzyklus [22]. Ist ein bestimmter Abschnitt in der G1-Phase
uberschritten, der auch als Restriktionspunkt bezeichnet wird, geht die Zelle die unwiderrufliche
Verpflichtung zur Zellteilung ein. Haufig kommt es in malignen Tumoren zur Dysregulation
dieser Restriktionspunkte mit der Folge von genetischer und chromosomaler Instabilitét.

Die Cdks werden durchnummeriert, ihre jeweiligen Cycline mit GroRRbuchstaben
gekennzeichnet. In Tabelle 5 sind die fiir den menschlichen Zellzyklus relevanten Cdks mit ihren
dazugehorigen Cyclinen in den unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus dargestellt.

M-Phase Cdk1/B

G1-Phase Cdk6/D Komplex phosphoryliert Rb
Cdk4/D Komplex phosphoryliert Rb

Ubergang G1-S Cdk2/E
S-Phase Cdk2/A
Ubergang G2-M Cdk1/A

Tabelle 5: Die Zellzyklusphasen und ihre jeweils relevanten Cdks mit dazugehérigen Cyclinen

Cdk/Cyclin-Komplexe bewirken ein Fortschreiten des Zellzyklus, Hemmer dieser Komplexe
(Antionkogene) wirken gewissermaRen als Bremsen am Zellzyklus. Man unterscheidet zwei
Gruppen von Inhibitoren (Cdki: cyclin dependent kinase inhibitors). Zu der ersten gehdren die
Mitglieder der CIP/KIP-Familie, die die Cyclin-Cdk-Komplexe der S- und G2-Phase hemmen
(p21 CIP1/WAF1, p27 Kipl und p57 Kip2), zu der zweiten gehdren die Mitglieder der INK-
Familie, die die Cyclin-Cdk-Komplexe der G1-Phase hemmen (p16 INK4a, p15 INK4b, p18
INK4c und p14 INK4d).

Insgesamt entsteht durch das Zusammenspiel von Cyclinen, cyclin-abhéngigen Kinasen und
Inhibitoren ein reich vernetztes, untereinander abhangiges System, welches zum einen Signale
von aulRen moduliert, zum anderen auch interne Rickmeldung tber den regelrechten Ablauf des
Zellzyklus aufnimmt und weitere Schritte bis hin zur Zellteilung initiieren kann.

Die Cdk/Cyclin-Komplexe, die in der G1-Phase bei Anwesenheit von Wachstumssignalen aktiv
werden, bewirken die Phosphorylierung, also funktionelle Inaktivierung des Rb-Proteins [23-26].
Dieses demaskiert und aktiviert den Transkriptionsfaktor E2F, indem es von ihm abféllt. E2F

aktiviert nun seine Zielgene [27-30], dargestellt in Tabelle 6.
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Cyclin E Dihydrofolatreductase

Cdk1 und Cdk2 Apafl

c-myc und c-myb Capspase3

DNA-Polymerase pl4ARF

Thymidinkinase E2F selbst als kurzfristigepositive Riickkopplung

Tabelle 6: Zielgene von E2F

Diese Zielgene kodieren Proteine, die in der S- und M-Phase wichtige Funktionen wie
beispielsweise die Synthese von Desoxynucleotidtriphosphaten bernehmen. Bei Abwesenheit
von Wachstumssignalen fungiert Rb als Antionkogen bzw. synonym als Tumorsuppressorgen,
indem es E2F maskiert und die Zelle somit in der G1-Phase festhalt.

Des Weiteren gibt es das Tumorsuppressorgen p53. Beim Auftreten von DNA-
Doppelstrangbriichen wird es aktiviert, induziert daraufhin sein Zielgen p21, welches seinerseits
diejenigen Cdk/Cyclin-Komplexe blockiert, die sonst Rb phosphorylieren wiirden. Somit bleibt
E2F maskiert, und die Zelle arretiert in der G1-Phase, in der nun die Reparatur des DNA-
Schadens erfolgen kann, oder, wenn dieser irreparabel ist, iber p53 der apoptotische Zelltod
induziert wird [31].

Auch pl4 gehort zu den Tumorsuppressorgenen. Es fungiert als Inhibitor des Zellzyklus und
antagonisiert die mdm2-Funktion. Mdm2 bindet normalerweise an p53 und ist Teil einer
negativen Rickkopplungsschleife, welche zum Abbau von p53 durch Proteasen fuhrt. Unter
normalen Bedingungen ist der p53-Spiegel eher niedrig. Interagiert nun p14 mit mdm2 und hélt
dieses im Nukleolus zuriick, kann p53 nicht zur Degradation ins Zytoplasma gelangen [32].

Folglich flhrt p14 zur Stabilisierung und erhohter Expression von p53.

Wie pl4 ist auch pl6 ein INK4a-Protein. Beide fihren auf unterschiedlichem Weg zum
Zellzyklusarrest. Wahrend p14 tber die mdm2-Hemmung die p53-Expression erhéht und somit
Arrest oder Apoptose ermoglicht, fuhrt pl6 Uber die Hemmung des Cdk4 und Cdk6/D-

Komplexes zum G1-Zellzyklusarrest.

Wie p21 und p57 z&hlt auch p27 zu den Cdk-Inhibitoren und gehért zur Cip/Kip-Familie.
Erhohte p27-Mengen finden sich in der GO- und G1-Phase von Zellen, die arretieren. Sobald die
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Zellen in die S-Phase tbergehen, wird das Protein wieder abgebaut [33]. Folglich kontrolliert
p27 den Ubergang der GO- in die G1-Phase des Zellzyklus und verhindert diesen, wenn es
vermehrt gebildet wird.

Die Zellzyklus- und Apoptoseregulation sind in den Abbildungen 1 und 2 dargestellt.

Abbildung 1: Zellzyklusregulation durch Cycline und cyclinabhangige Kinasen [34]
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Abbildung 2: Zellzyklus- und Apoptoseregulation [34]
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1.4.2. Tumorsuppressorgen p53

1.4.2.1. Regulation und Funktion von p53

Mit einem Molekulargewicht von 53.000 Dalton, das zur Namensgebung fiihrt und 393
Aminosduren Lange ist das humane p53 auf dem kurzen Arm des Chromosom 17 kodiert. Es ist
ein wichtiges Regulationsmolekul, welches in Wachstum, Apoptose, Transformationen sowie in
die Differenzierung von Zellen eingreift.

Im Zentrum der p53-Regulation steht die Interaktion mit dem Onkoprotein mdmz2, welches oft
auch als ,,Master Regulator of p53* bezeichnet wird. Mdm2 bindet an p53 im N-terminalen
Bereich direkt in der Transaktivierungs-Domane [24, 35, 36] und kann dann durch Stérung der
Wechselwirkung von p53 mit seinen transkriptionellen Aktivatoren die transkriptionelle
Aktivitat von p53 beeinflussen und direkt hemmen [37-39]. Der p53-Proteinspiegel wird folglich
uber einen negativen Feedbackmechanismus reguliert. Einerseits fuhrt p53 durch
transkriptionelle Aktivierung des mdmz2-Gens zu dessen Akkumulation, andererseits ist mdm2

an der Degradation (Abbau) von p53 beteiligt. Mdm2 ist die E3-Ligase von p53 und fuhrt als
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solche durch das Ubiquitin-Proteasom-System zum Abbau von p53 [40, 41]. Die zwei Gene p53
und mdm2 bilden somit einen negativen Rickkopplungsmechanismus.

In einigen Tumorarten liegt mdm2 erhoht vor (z.B. durch Genduplikation), dies verhindert die
Akkumulation von p53 und flhrt zu einer Anh&ufung genetischer Defekte. Beispielsweise zeigte
sich bei Kindern mit ALL und erhohter mdm2-Expression eine schlechtere Prognose als fiir
Kinder mit ALL und fehlender mdm2-Expression [42]. Auch scheint die Uberexpression von
mdmz2 und p53 bei Patienten mit Sarkomen eine negative Rolle zu spielen [43, 44].

Ein anderes Gen, welches an der Regulation von p53 beteiligt ist, ist pl4ARF. Die
Uberexpression dieses Tumorsuppressorgens induziert eine Akkumulation von p53, es
interagiert direkt mit mdm2 und halt dieses im Nukleolus zuriick, so dass p53 nicht zur
Degradation ins Zytoplasma gelangen kann [32]. Es fungiert gewissermalen als Stabilisator von
p53. Des Weiteren fiihrt die Uberexpression von pl4 zur Erhohung von p21, welches ein
transkriptionelles Zielgen von p53 ist [45, 46]. Als Transkriptionsfaktor kontrolliert p53 die
Expression von p21. Als Folge eines genotoxischen Stresses akkumuliert p53 in der Zelle, fihrt
uber die Aktivierung von p21 zum Zellzyklusarrest und ermdglicht so die DNA-Reparatur bzw.
die Apoptose.

In vielerlei Studien wurde dieser Signalweg der Tumorsuppressorgene untersucht. Oftmals ging
eine p53-Mutation oder der Verlust von p53 mit dem Verlust von p21 einher, was dafur spricht,
dass der Verlust des funktionalen p21-Proteins Folge der p53-Alteration und nicht Folge eine
Mutation von p21 selbst ist. Beispielsweise untersuchten Li et al. in ihrer Arbeit die p21-
Mutation mittels PCR bei 45 CRC ohne p53-Mutation und konnten keine somatischen
Mutationen von p21 feststellen [47]. In einer anderen Studie an Uber 300 Tumoren
verschiedenster Karzinome konnte bei Abwesenheit von p53-Mutation (untersucht mittels PCR)
keine p21-Mutation nachgewiesen werden [48]. Die p21-Inaktivierung scheint daher Folge einer

p53-Mutation zu sein.

Die zwei wohl bedeutendsten Aufgaben von p53 sind die Induktion des Zellzyklusarrests (von
G1 nach S oder von G2 nach M) und des apoptotischen Zelltods [31]. Diese beiden Signalwege
erlauben p53, das Wachstum gestresster Zellen zu kontrollieren. Die Kontrolle geschieht
entweder durch Zellzyklusarrest, in welchem DNA-Reparaturen durchgefiihrt werden konnen,
bevor weitere Replikationszyklen stattfinden, oder durch endgiiltiges Entfernen von Zellen aus
dem Organismus durch Apoptose [49]. Zur Herbeifuhrung der Apoptose induziert p53 BAX,
welches die Apoptose fordert, oder es hemmt BCL-2, welches die p53-vermittelte Apoptose

verhindert. Zum Zellzyklusarrest kommt es durch die p53-abhéngige Aktivierung von p21.
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Somit schitzt p53 die menschlichen Korperzellen vor onkogenetischer Veranderung und

verhindert die Tumorentstehung.

1.4.2.2. Expression und Mutation von p53

Die haufigsten Aberrationen (Punktmutationen) betreffen die hydrophobe Mittelregion des p53-
Proteins (sogenannte ,hot spots®) [50]. Durch die Inaktivierung von p53 durch Mutation,
Deletion oder Komplexbildung mit anderen Proteinen kommt es zum Ausbleiben des
programmierten Zelltods und damit zum ungebremsten Wachstum der Tumorzelle. Als negativer
Regulator hat p53 somit seine Funktion verloren. Es kann nun auch mit Onkoproteinen aus der
Reihe ras, myc oder E1A interagieren. Dadurch kommt es zur Beeintrachtigung der Stabilitét;
die Mutationen konnen nun indirekt die sequenz-spezifische DNA-Bindung und
Transkriptionsfaktoraktivitat beeintréchtigen [51].

Die mutierte Form des p53 hat im Vergleich zu seinem Wildtyp eine stark verlangerte HWZ
(circa 24 Std. vs. 20 min.), weshalb in den meisten malignen Tumoren die mutierte Form in einer
héheren Konzentration vorliegt und auch nur in diesen immunhistochemisch nachgewiesen
werden kann [52, 53].

Diese Akkumulation des Genproduktes induziert (iber einen bisher unbekannten Mechanismus
eine humorale Immunantwort gegen p53-Proteine mit Antikérpern zumeist der 1gG-Klasse.
Diese Antikdrper konnten bei vielen Karzinompatienten nachgewiesen werden. Bei Patienten mit
CRC beispielsweise waren in 26% der Falle AK gegen p53 zu finden, der Titer stieg parallel
zum Tumorprogress an [54]. Es ware denkbar, dass Karzinome mithilfe dieser Methode vor der
klinischen Manifestation entdeckt werden kdnnen, was jedoch unserem Wissen nach noch in
keiner klinischen Studie untersucht wurde.

Des Weiteren flihrt die mutierte Form des p53 zu einer fehlenden Verzégerung des Zellzyklus in
der G1-Phase, in welcher die Schaden der DNA repariert werden. Sinkt nun die Reparaturzeit,
kommt es zur vermehrten Anzahl von Mutationen und der Tumor wéchst.

Deletionen in Allelen des p53-Tumorsuppressorgens sind bei Karzinomen sehr haufig (75%),
relativ selten jedoch bei Adenomen (10%), weshalb auf eine spéate Inaktivierung dieses Gens in
der Kolonkarzinogenese geschlossen wurde [55].

Bei Uber 50% der menschlichen malignen Tumoren konnte eine Mutation oder ein Verlust von
p53 nachgewiesen werden [56]. Eine somatische Mutation von p53 speziell beim CRC konnte in
etwa 40-60% gezeigt werden [57-60].
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1.4.2.2. Die p53-unabhéngige Apoptose: die mitotische Katastrophe

Urspriinglich wurde mit dem Begriff ,,mitotische Katastrophe der Zelltod beschrieben, zu dem
es dadurch kommt, dass pramature Zellen durch eine Uberproduktion der zyklinabhangigen
Kinasen Cdc-2 in Hefen bzw. CDK-1 in Saugerzellen (beides Proteine, die eine
Kontrollpunktfunktion an den Ubergangen der Teilungsphasen innehaben) zur Mitose
gezwungen werden [61].

Heutzutage wird jedoch jeglicher Zelltod, bedingt durch eine Mitoseaberration, als ,,mitotische
Katastrophe* bezeichnet. Die mitotische Katastrophe ist demnach durch das Auftreten von
aberranten Mitosen charakterisiert. Ausgel6st wird sie durch verschiedene Stimuli wie z.B. die
plotzliche Expression von p21 oder die Inhibition von hMps1-Kinase.

In gesunden Zellen kommt es nur beim Vorliegen einer unbeschadigten DNA zum Ubertritt von
der G2- zur M-Phase der Mitose. Bewerkstelligt wird dieser Ubertritt, welcher zur Auflésung der
Kernmembranen, zur Zentrosomen-Trennung, zur Spindelauflésung und zur Chromosomen-
Kondensation fihrt, durch die Aktivierung des CDK-1-Cyclin-Komplexes [62, 63]. Beim
Vorliegen eines G2-Checkpoint-Defektes kommt es jedoch zur verfriihten M-Phase. Die Zelle ist
nun aulerst empfanglich fiir die mitotische Katastrophe. Durch das verfriihte Eintreten in die
Mitose kommt es zur abnormalen Chromosomenausrichtung und Uberduplikation von
Zentrosomen und schlieBlich zur Multipolaritat der Mitosen.

Derzeit liegt ein wissenschaftlicher Fokus auf der Erforschung des Signalweges der p53-
unabhéngigen Mitose und somit auf der Identifizierung der beteiligten Gene und deren
Regulation im Detail.

In einer Studie erhielten sowohl p53wt-Zellen als auch p53mut-Zellen des CRCs eine
Behandlung mit Irinotecan (CPT-Il). Die p53wt-Zellen reagierten mit einem Uber Tage
anhaltenden G2/M-Arrest, wohingegen die p53mut-Zellen nur flir wenige Tage arretierten und es
im Verlauf zu einer p53-unabhé&ngigen mitotischen Katastrophe (Apoptose) uber die
unzureichende Unterdriickung der hMps1-Kinase-Expression kam [64].

In einer weiteren Studie wurden Zellreihen (p53wt/MLH1-negativ, p53wt/MLH1-positiv,
p53mut/MLH1-negativ) mit CPT-1l behandelt. In der Gruppe p53wt/MLH1-positiv zeigte sich
eine Verlangerung des Zell-Zyklus-Arrestes auf 12 Tage und keine Apoptose, in der Zellreihe
p53mut/MLH1-negativ folgte auf einen nur 4-tdgigen G2/M-Arrest die mitotische Katastrophe.
In der dritten Gruppe (p53wt/MLH1-negativ) erhohte sich die Dauer des Zell-Zyklus-Arrestes
auf 6-9 Tage, zudem kam es zu Apoptosen. Auch hier konnte eine p53-unabhangige Apoptose,
induziert durch CPT-II, gezeigt werden. Zudem scheint das mutierte MLH1 die CPT-IlI-

induzierte Apoptose zu verstarken [65].
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1.4.2.3. Zusammenhang zwischen p53 und Prognose sowie Effekt der adjuvanten Therapie
Im Laufe der letzen Jahre ist eine Vielzahl von Publikationen zur prognostischen Bedeutung von
p53 beim CRC mit widersprichlichen Ergebnissen erschienen. Viele Arbeiten verbinden die
Mutation des p53-Gens mit einer schlechteren Prognose fur den Patienten [60, 66], andere
wiederum weisen keine prognostische Relevanz nach [67, 68].

Mafnahmen wie Chemotherapie und Bestrahlung scheinen einerseits um vieles effektiver, wenn
der Tumor noch funktionstiichtiges p53 besitzt [69], andererseits zeigt sich in vielen Studien ein
inverser [70] oder kein Zusammenhang zwischen dem p53-Status und dem Ansprechen auf eine
adjuvante Therapie [67, 71].

1.4.3. Die Mismatch Repair Gene

1.4.3.1. Regulation und Funktion der Mismatch Repair Gene

Alle Mismatch Repair Gene (hMLH1, hMSH2, hMSH3, hPMS1, hPMS2, hMSH6) kodieren
Enzyme, die an der Reparatur der DNA nach Replikationsfehlern, physikalischen oder
chemischen Schéden beteiligt sind.

Abhéngig von der Art der zu reparierenden Ldsion bildet MSH2 ein Heterodimer mit MSH6
oder MSH3 fir die Fehlererkennung. Ein Komplex aus MSH2 und MSH6 ist fur die Korrektur
von Einzelbasenfehlern verantwortlich, wohingegen fir die Reparatur von Insertions- oder
Deletionsfehlern MSH3 oder MSH6 einen Komplex mit MSH2 bilden kénnen. Ein Heterodimer
aus MLH1 und PMS2 koordiniert das Zusammenspiel zwischen dem Fehlererkennungskomplex
und anderen wichtigen Reparaturproteinen. Diese Proteine konnen Exonukleasel (EXO1),
Helikasen, PCNA (proliferating cell nuclear antigen), Einzelstrang-DNA-Bindungsproteine
(RPA) oder DNA-Polymerasen & und ¢ sein [72].

1.4.3.2. Expression und Mutation der Mismatch Repair Gene

Kommt es zu Mutationen in den Reparaturgenen, so konnen wéhrend der Zellteilung
aufgetretene Fehler nicht mehr Kkorrigiert werden. Die Folge ist eine Anh&ufung von
Replikationsfehlern in repetitiven DNA-Sequenzen, den sogenannten Mikrosatelliten. Das
menschliche Genom besteht zu 70% aus diesen Mikrosatelliten, deren Funktion noch unbekannt
ist, wéhrend die restlichen 30% die gencodierende DNA darstellen. Treten nun im Bereich der
Mikrosatelliten solche L&ngenpolymorphismen (Verkirzungen oder Verldngerungen) auf,
resultiert eine sogenannte Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) [73]. Diese genomische Instabilitat,
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die einen Mutator-Phanotyp, den sogenannten ,,Replication-error phenotyp* zur Folge hat,
beglinstigt weitere sekundére Mutationen und ermdglicht eine maligne Transformation [19, 21,
74, 75].

Obwohl die MSI in verschiedenen Karzinomen vorkommt, ist es schwierig, ihre Prévalenz zu
bestimmen. Daher wurden die Richtlinien des National Cancer Institute (NCI) fur die Detektion
von MSI beim kolorektalen Karzinom eingefihrt. Ein Feld von 5 Mikrosatellitenloki, bestehend
aus zwei Mononukleotidrepeats (Bat25, Bat26) und drei Dinukleotidrepeats (D2S123, D5S346,
D17S250), sollte in jedem Tumor untersucht werden. Dann kdnnen die Tumoren in drei Gruppen
unterteilt werden: high level MSI (MSI-H), bei denen >30-40% eine Instabilitat aufweisen, low
level MSI (MSI-L), deren Instabilitat <30% umfasst und die MSlI-stabilen (MSS) Karzinome.
Die NCI-Kriterien identifizieren ausschlielich Tumoren mit MLH1 und MSH2 Mutationen, die
bei >90% der MSI-positiven Tumoren vorkommen. Andere Mutationen, zum Beispiel von
MSHG, welche zu einer MSI-L fuhren, werden dabei nicht untersucht.

Eine MSI-H wird bei >90% der HNPCC assoziierten- und bei etwa 15% der sporadischen
kolorektalen Karzinome beobachtet [74, 76].

Wahrend die Mikrosatelliteninstabilitat beim HNPCC aufgrund von Keimbahnmutation zustande
kommt, ist der Verlust der Reparaturgenexpression in tiber 90% beim sporadischen CRC auf die
Inaktivierung von MLH1 aufgrund von Methylierung zuriickzufthren [77-79].

MSI-positive Tumoren aus beiden Gruppen weisen ahnliche histologische und biologische
Merkmale auf [80]. Sie werden im Gegensatz zu MSI-L- und MSS-Tumoren in einem friiheren
Stadium entdeckt und haben eine geringere Inzidenz von Lymphknotenbefall und
Fernmetastasen [81]. MSI-H-Tumoren treten haufig bei Frauen auf [72], sind im proximalen
Kolon lokalisiert [80], gering bis maRig differenziert [82], haben eine muzindse Komponente
[80] und zeigen héaufig deutliche peri- und intratumorale Lymphozyteninfiltrate [83].

Im Gegensatz zu MSI-H-Tumoren unterscheiden sich MSI-L- und MSS-Tumoren biologisch und
histologisch kaum voneinander, trotzdem zeigen sie einen Unterschied in der Préavalenz einiger
genetischer Mutationen, wie zum Beispiel k-ras, und kénnten somit eine andere Untergruppe der
Tumoren bilden [84].
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1.4.3.3. Zusammenhang zwischen den Mismatch Repair Genen und Prognose sowie Effekt
der adjuvanten Therapie

Der MSI-Status des CRCs wurde wiederholt in Hinsicht auf seinen prognostischen Wert
untersucht. Einige Studien zeigten, dass es einen bemerkenswerten Unterschied im
Uberlebensbenefit zwischen MSI-H und MSI-L/MSS gibt [85-87]. In der Studie von Salashor et
al. fand sich dagegen kein Uberlebensunterschied zwischen MSI-positiven und -negativen
Tumoren [20]. Diese Untersuchung stitzte sich allerdings nur auf ein kleines Kollektiv und den
routinemanigen Einsatz der adjuvanten Chemotherapie.

Der Effekt des MSI-Status auf die Ergebnisse einer adjuvanten Therapie wurde in vielen Studien
untersucht. Einige Studien zeigten, dass unabhangig vom MSI-Status die Prognose ohne
Chemotherapie annahrend gleich ist und dass eine adjuvante Therapie die Uberlebensrate fiir
MSI-positive Patienten steigert [85, 88]. Eine andere Arbeitsgruppe kam zu dem Schluss, dass
die MSI-positiven Patienten ohne Chemotherapie einen bemerkenswerten Uberlebensbenefit
gegenlber den MSI-negativen Patienten aufweisen. Jedoch unterschieden sich die
Uberlebenschancen nach Anwendung einer adjuvanten Therapie in beiden Gruppen, MSI-positiv
und MSI-negativ, nicht [89].

1.5. Zusammenfassung

Zusammenfassend bietet die TNM-Klassifikation beim CRC zwar eine Grundlage zur
Therapieplanung, Prognoseeinschatzung und Bewertung des Krankheitsverlaufs, jedoch wird sie
oftmals dem einzelnen Patienten nicht gerecht. In den letzten Jahren nahmen die molekularen
Marker daher eine immer wichtigere Rolle beim CRC ein. Bedeutend sind hierbei besonders die
Regulatoren von Apoptose und Zellzyklus, da die Therapieprotokolle zur adjuvanten
Behandlung des CRCs groltenteils apoptoseinduzierende Therapeutika einsetzen. Zu diesen
Regulatoren zahlen wie zuvor beschrieben auch das Tumorsuppressorgen p53 und die Mismatch
Repair Gene MLH1 und MSH2.

Das Ansprechen auf eine Chemotherapie hdngt von der Zusammensetzung der molekularen
Lé&sionen des jeweiligen Tumors ab. Sehr haufig werden beim CRC Ldsionen von p53 und den
MMRG MLH1 und MSH2 beschrieben. Das Ziel dieser Arbeit war es, die in der Literatur
kontrovers diskutierte Rolle von p53 und den MMRG sowie deren Einfluss auf die adjuvante

Therapie beim CRC zu evaluieren. Hierzu wurde der Expressionsstatus von p53, MLH1 und
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MSH2 immunhistochemisch ermittelt; indirekt wurde durch Kenntnis des p21-Expressionsstatus
auf den wahrscheinlichen Mutationsstatus von p53 geschlossen.

Im Interessenmittelpunkt stand die getrennte Untersuchung des Einflusses des p53-
Expressionsstatus und des p53-Mutationsstatus. In bisherigen Arbeiten wurde meist lediglich der
p53-Expressionsstatus ermittelt, wobei dieser nicht dem p53-Mutationsstatus entspricht. Es
konnte gezeigt werden, dass p53wt-Zellen nach chemotherapeutischer Behandlung in einem
langerfristigen Zellarrest verbleiben (p53-abhangiger Arrest), wohingegen p53mut-Zellen nach
chemotherapeutischer Behandlung eine vorzeitige Mitose (,,mitotische Katastrophe“ oder p53-
unabhangiger Arrest) durchfuhren. Verschiedene Arbeiten zeigten, dass die Lange des p53-
unabhangigen Arrestes bei Behandlung mit Oxaliplatin vom MMRG-Status beeinflusst wird [65,
90]. In bisherigen Studien wurde bei der Untersuchung des MMRG-Status beim CRC der p53-
Mutationsstatus meist nicht beriicksichtigt, die Zellpopulationen wurden lediglich auf ihre p53-
Expression untersucht. Tumoren mit p53wt und p53mut wurden demnach stets als eine Gruppe
zusammengefasst und ausgewertet. Dies ist eine mogliche Erklarung fiir die bisher kontroversen

Ergebnisse.

1.6. Fragestellung

In dieser Arbeit sollte anhand eines Patientengutes mit kurativ operiertem kolorektalen Karzinom
untersucht werden, welchen Einfluss der p53-Expressions-, der p53-Mutations- und der MMRG-
Status auf bestimmte Tumorcharakteristika, den klinischen Verlauf sowie das Ansprechen auf

die adjuvante Therapie beim CRC hat.
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2. Material und Methoden

Untersucht wurde das Tumorgewebe von Kolon- bzw. Rektumkarzinomen der Patienten, die im
Zeitraum von 1995 bis 2000 bzw. 1998 bis 2001 in der Chirurgischen Klinik I des Campus
Benjamin Franklin der Charité — Universitatsmedizin Berlin kurativ operiert worden sind. Die
Daten dieser Patienten wurden online dokumentiert. Zur Erhebung der Kklinischen
Nachsorgedaten der Patienten wurde den betreuenden Arzten ein Fragebogen zugesandt. Die von
der Pathologie bereitgestellten Tumorblocke wurden zu histologischen Schnitten verarbeitet.
Dann folgte die Etablierung der immunhistochemischen Farbetechnik und anschlielend die
Farbung aller Gewebeschnitte. Dem schlossen sich die mikroskopische Auswertung und die

statistischen Berechnungen an.

2.1. Ein- und Ausschlusskriterien

Zum Anfang der Studie wurden Ein- und Ausschlusskriterien festgelegt, nach denen die

Auswahl des Patientenkollektivs erfolgte (Tabelle 7).

Einschlusskriterien: Ausschlusskriterien:
e Kurativ operierte sporadische kolorektale *  Zweit-/Doppelkarzinome
Karzinome ® Rezidive
Kolonkarzinome UICC I e UICClund IV
Rektumkarzinome UICC Il und 111 e Hereditires CRC

®  Operationszeitraum o
Kolonkarzinome 1995-1998
Rektumkarzinome 1995-2001

Colitis ulcerosa und Morbus Crohn

* Follow-Up
Kolonkarzinome mindestens 5 Jahre

Rektumkarzinome mindestens 2 Jahre

Tabelle 7: Ein- und Ausschlusskriterien fuir das zu untersuchende Patientenkollektiv

Erfasst wurden diejenigen Patienten, deren Mindestnachsorgezeitraum beim Kolonkarzinom finf
Jahre und beim Rektumkarzinom zwei Jahre betrug. Wir orientierten uns bei der Festlegung des
Follow-Up an der Arbeit von Hermanek et al., die zeigt, dass eine Nachbeobachtungszeit beim

Rektumkarzinom von zwei Jahren nach Operation als verlasslicher Surrogatendpunkt angesehen
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werden kann [91]. Fur das Kolonkarzinom konnte ein solcher Zusammenhang nicht
nachgewiesen werden, weshalb wir uns an die Ubliche Nachbeobachtungszeit von funf Jahren

hielten.

2.2. Erhebung der Patientendaten

Die allgemeinen Patientendaten, Tumordaten und Therapiedaten und die nachsorgenden Arzte
wurden der Online-Datenbank entnommen. Die Nachsorgedaten wurden entweder direkt der
Krankenakte entnommen, wenn die Patienten weiter in der chirurgischen Poliklinik betreut
wurden, oder mittels schriftlicher Befragung des betreuenden Hausarztes ermittelt. Eine
Ubersicht der erfassten Patienten- und Tumorcharakteristika findet sich in Tabelle 8. Neben der
korperlichen Untersuchung umfasst die Tumornachsorge die Bestimmung der Tumormarker,

bildgebende Diagnostik (Sonographie, Réntgen, CT) sowie die Endoskopie (Tabelle 9).

Patientendaten: Tumordaten:
e Name e  Tumorlokalisation
e  Geburtsdatum e TNM-Klassifikation
e  Geschlecht e Grading
o Identifikationsnummer e Histologienummer
Therapiedaten: Nachsorgedaten:
e  Operationsdatum e Tumorrezidiv (Lokalrezidiv,
e Alter bei Operation Fernmetastasen)
R T e Letzter Behandlungstermin
kombinierte Radio-Chemotherapie e Todesdatum/Todesursache

Tabelle 8: Ubersicht der erfassten Patienten- und Tumorcharakteristika

Untersuchung Monate

3 6 9 12 | 15 | 18 | 21 | 24 | 36 | 48 | 60
Anamnese, korperliche Untersuchung X X X X X X X
Koloskopie X X
Abdomensonographie X X X X X X
Sigmoidoskopie (Rektoskopie) X X X
Spiralcomputertomographie X
Rontgen-Thorax (kein Konsens)

Tabelle 9: Programmierte Untersuchungen im Rahmen der Nachsorge beim kolorektalen
Karzinom UICC Il oder 111 nach dem AWMF-Leitlinien-Register [92]
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2.3. Therapie

Bei der Therapie unseres Patientenkollektivs hielten wir uns an die damaligen Leitlinien der
Arbeitsgemeinschaft CAO/AIO/ARO der Deutschen Krebsgesellschaft [93]. Neben der
chirurgischen Resektion erfolgte beim Kolonkarzinom im UICC-Stadium [l eine
Kombinationstherapie mit 5-Fluoruracil und Folinséure Uber sechs bis acht Monate. Beim
Rektumkarzinom im UICC-Stadium Il und Il erfolgte eine Radiochemotherapie entsprechend
dem Schema der Abbildung 3.

5FU 5-FU 5FU 5FU 5-FU 5FU
I P 500 mg/m* 500 mg/m? 450 mg/m? 450 mg/m?

TR

Radiotherapie: 45 + 5,4 Gy

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

GIF-Grafik: AWNF online

Abbildung 3: Adjuvante Therapie des Rektumkarzinoms (UICC-Stadien 11 und I11) nach den
Leitlinien der CAO/AIO/ARO, [93]

2.4. Anfertigung der histologischen Schnitte

Das Institut fir Pathologie (Campus Benjamin Franklin, Direktor Prof. Dr. med. H. Stein) stellte
die formalinfixierten und paraffineingebetteten Tumorgewebeblocke zur Verfligung. Nach
Auswahl der représentativen Blocke anhand der Hamatoxylin- und Eosin-Féarbungen, folgte die
Anfertigung der 3-5 um dicken histologischen Schnitte mithilfe des Mikrotoms. Die Schnitte
wurden dann auf Objekttrager aufgetragen und Uber Nacht im Ofen bei einer Temperatur von
60° C getrocknet. Auf den Schnitten zeigten sich Bereiche normaler Darmmukosa mit Ubergang
zu Anteilen des Karzinoms. Vor der immunhistochemischen Farbung mussten die Schnitte
mittels Xylol und absteigender Alkoholreihe entparaffiniert und einer 15minutigen
hitzeinduzierten Antigendemaskierung im Citratpuffer (pH 6,0) zugefthrt werden. Anschliel3end
folgte die Behandlung mit Protein-Block (Dako# X0909).
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2.5. Immunhistochemie

2.5.1. Etablierung der Immunhistochemie von p53, MLH1 und MSH2

Um ein optimales zuverlassiges und reproduzierbares Férbeergebnis zu erhalten, erfolgte die
Etablierung der Immunhistochemie mit den unten genannten Antikdrpern. Hierfir war die
Durchfuhrung einiger  Versuchsreihen  mit unterschiedlichen  Konzentrationen und

Farbeinwirkzeiten notwendig. Das Weglassen des Priméarantikorpers diente als Negativkontrolle.

2.5.2. Immunhistochemische Technik

Die Antigendetektion mittels Immunhistochemie ist ein zweiphasiger Prozess, bei dem erst die
Bindung eines Antikorpers an das zu untersuchende Antigen stattfindet und als zweiter Schritt,
die Detektion und Visualisierung des Antikdrperbindungskomplexes mithilfe eines
Enzymchromogensystems erfolgt. Fir diesen Prozess gibt es verschiedene Detektionssysteme,
die einerseits mit direkten, andererseits mit indirekten Methoden arbeiten. Bei der direkten
Methode bindet das Enzym an den primaren Antikorper, bei der indirekten Methode ist das
Enzym Uber ein zweites Reagenz (sogenannte Link-Antikorper, Briickenantikdrper) an den
priméren Antikorper gebunden.

Die am haufigsten angewendeten indirekten Methoden sind das Peroxidase-Anti-Peroxidase
(PAP)-, das Avidin-Biotin-Komplex (ABC)- und das Biotin-Streptavidin Amplified (B-SA)-
System.

Fur diese Arbeit wurde das Super Sensitive Detection System (Large Volume, Ready-to-Use
Reagent Kit) von BioGenex (# QA 900-9L) verwendet. Hierbei ist der Briickenantikorper so
modifiziert, dass er in der Lage ist, mehr Biotinmolekille zu binden, ohne dabei seine
Bindungseigenschaften zu beeinflussen. Zudem besteht eine Verbesserung einiger
Enzymeigenschaften, so dass dieser Detektionskit gegenuber anderen indirekten Methoden

vorgezogen wurde.

2.5.3. Durchfiihrung der Expressionsanalyse

Nach Vorbehandlung der Gewebeschnitte wurden die primaren monoklonalen Antikérper anti-
53 (Monoclonal Mouse Anti-Human p53 Protein, Clone DO-7, DakoCytomation), anti-hMLH1
(Mouse anti-human MLH-1, Clone G168-15, Pharmigen) und anti-hMSH2 (Mouse anti-human
MSH-2 (Ab-2), Cat# NA27, Oncogene) in der in Tabelle 10 dargestellten Verdinnung appliziert
und im Kuhlschrank bei 4°C inkubiert. Als Verdinnungsmedium wurde bei allen Anwendungen
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Antibody diluent solution (Zymed # 01162756) gebraucht. AnschlieBend erfolgte die
Verwendung des Detektionskits und des Chromogens (die Chromogeneinwirkzeiten sind Tabelle
10 entnehmbar). Im Anschluss erfolgte die Kerngegenfarbung mit Hamalaun und die
Eindeckung der Objekttrager mit Aquatex (Merck # 1.08562).

Antikorper Verdinnung Inkubationszeit (in Std.) | Chromogeneinwirkzeit (in Min.)
Anti-p53 1:100 1 10
Anti-hMLH1 1:50 12 10
Anti-hMSH2 1:50 12 4

Tabelle 10: Schema fur die Anfertigung der immunhistochemischen Schnitte

2.6. Ermittlung des p53-Mutationsstatus

In mehreren Arbeiten wurde gezeigt, dass kein direkter Riickschluss von der p53-Expression auf
den p53-Mutationsstatus moglich ist [94]. Die Konkordanz von p53-Uberexpression und p53-
Mutation liegt bei etwa 50—70% [95-98]. In unserer Studie liegt in 72 Fallen eine Uberexpression
von p53 vor. Daher konnte in etwa 36-50 Fallen (entspricht 50-70%) von einer p53-Mutation in
dieser Gruppe ausgegangen werden.

Bekannt ist, dass die p21-Expression (und damit seine Funktion) in direktem Zusammenhang mit
der moglichen p53-Mutation steht [52, 53]. Bei fehlender p21-Expression und gleichzeitiger
positiver p53-Expression ist p53 wahrscheinlich mutiert (p53mut). Liegt ein positiver p21-
Expressions-Status bei gleichzeitiger positiver p53-Expression vor, spricht das fur das Vorliegen
eines p53-Wildtyps (p53wt). Innerhalb der Arbeitsgruppe wurde am selben Patientenkollektiv in
zuruckliegenden Studien die prognostische Relevanz von p21 und p53 beim kolorektalen
Karzinom sowie deren Bedeutung als Response-Parameter fiir die adjuvante Therapie untersucht
[99]. Der Expressionsstatus von p21 und p53 wurde mittels IHC bestimmt. Bei 26,3% der
Tumoren zeigte p21 eine positive, bei 73,7% eine fehlende Expression. Das Wissen um den p21-
und den p53-Expressionsstatus konnten wir nutzten, um indirekt auf den Mutationsstatus von
p53 zu schlieen. In der p53-uberexperimentierenden Gruppe (n=72) zeigten 49 (68,1%) der
Gewebeproben eine fehlende p21-Expression, so dass in diesen Fallen von p53mut ausgegangen
werden kann. Mit 68,1% Konkordanz zwischen positiver p53-Expression und p53mut ist unsere
Arbeit mit den Ergebnissen vorheriger Studien vergleichbar (s.0).

Die Kenntnis Uber den p53-Mutationsstatus wurde fir weitere Untersuchungen beziglich der

Zusammenhange von p53mut/p53wt mit dem MMRG-Expressionsstatus, der Zusammenhénge
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zwischen p53mut/p53wt und klinischen Parametern sowie der prognostischen Relevanz und der
Bedeutung fir die adjuvante Therapie genutzt.

2.7. Mikroskopische Auswertung

Mittels der Immunhistochemie ist das Genprodukt des Tumorsuppressorgens p53 sowie der
Mismatch Repair Gene (hMLH1, hMSH2) nachweisbar. Bei positiver Expression kommt es
sowohl bei p53 als auch bei den Mismatch Repair Genen zur Zellkernfarbung der Tumorzellen.
Bei p53 zeigen die Zellkerne der normalen Darmmukosa immer (also sowohl bei positiver als
auch bei negativer Expression des Genproduktes in den Tumorzellkernen) keine oder eine nur
geringfligige Farbung. Bei den Mismatch Repair Genen hingegen zeigen diese immer eine
positive Expression. Das Weglassen des Primarantikorpers diente als Negativkontrolle.

Die Auswertung der Immunfarbung der MMRG wurde qualitativ (positive/fehlende Expression),
die des Tumorsuppressorgens p53 semiquantitativ vorgenommen (Tabelle 11).

Bei der Gradeinteilung der Expression von p53 und dem Festlegen des cut-offs orientierten wir
uns an bereits vorliegenden Studien [66, 100-103]. Als negativ bewerteten wir eine Expression
<25%.

Die Beurteilung der Farbe- und Schnittqualitat erfolgte zuerst mittels lichtmikroskopischer
Ubersichtseinstellung des Tumors und der angrenzenden normalen Darmschleimhaut.
Ausgewertet wurden nur Bereiche mit gleichméRiger Farbung, da ungleich starke Farbreaktionen
im Tumorzentrum und dessen Randbereichen die Beurteilung erschwerten.

Alle Schnitte wurden von zwei unabhéngigen Pathologen lichtmikroskopisch begutachtet und
ausgewertet. Die 10OV (interobserver variability) lag unter 10%. Die Beurteilung der
immunhistochemischen Schnitte erfolgte jeweils ohne Kenntnis der Klinik des Patienten und der

histo-pathologischen Tumordaten.

Gradeinteilung Proteinexpression von p53 im Tumor Beurteilung
I 0-5% keine/sehr schwach
I 6-10% schwach negativ
1| 11-25% maRig
v 26-50% stark
positiv
\Y >50% sehr stark

Tabelle 11: Scoreeinteilung fir p53
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Es folgen fotographische Exempel der Proteinexpression der verschiedenen Gene (Abbildung 4

und 5).
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Abbildung 4: Expression von p53
(A) p53-positiv: im Tumorgewebe (links) positive Kernfarbung (dicker Pfeil), rechts im Bild gesunde
Kolonschleimhaut mit fehlender Expression von p53 (dinner Pfeil), (x200)

(B) p53-negativ: im Tumorgewebe (links) fehlende Kernexpression (dicke Pfeile), rechts oben im Bild
normale Kolonschleimhaut mit fehlender Expression (dinner Pfeil), (x200)
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(A) MLH1: in den Tumordriisen ist keine Expression erkennbar (dicke Pfeile), im rechten unteren
Bildrand gesunde Kolonschleimhaut mit positiver Kernfarbung (diinner Pfeil), (x200)

(B) MSH2: im Tumorgewebe positive nukledre Expression (dicke Pfeile), im rechten unteren Bildrand
gesunde Schleimhautkrypten mit ebenfalls positiver Kernfarbung (dtinner Pfeil), (x200)
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2.8. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS Version 13 (Statistical Package for the Social
Science). Der Chi-Quadrat-Test diente zur Ermittlung eines Zusammenhanges zwischen den
untersuchten Genen und den verschiedenen klinisch-pathologischen Parametern. Mithilfe der
Kaplan-Meier-Methode wurde die Uberlebensanalyse durchgefiinrt. Unterschiede im Uberleben
wurden mit dem Log-Rank-Test ermittelt. Bei allen durchgefuhrten Tests galt p<0,05 als

Signifikanzniveau.
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3. Ergebnisse

3.1. Patientenkollektiv

Das Patientengut (n=125) setzte sich aus 52 Frauen (41,6%) und 73 Mannern (58,4%)
zusammen, von denen 42 Patienten (33,6%) (25m, 17w) an einem Kolonkarzinom und 83
Patienten (66,4%) (48m, 35w) an einem Rektumkarzinom erkrankt waren. Im
Erfassungszeitraum verstarben 47 der Patienten (37,6%). Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
betrug der Altersmedian 64 Jahre (Spanne 38-89 Jahre). Die mittlere Nachbeobachtungszeit lag
bei 51,8+£2,5 Monaten.

Eine adjuvante Chemotherapie mit 5-Fluoruracil und Folinséure erhielten 36 der
Kolonkarzinompatienten ~ (85,7%), eine adjuvante = Radiochemotherapie = 62  der
Rektumkarzinompatienten (74,7%).

Bei der UICC-KIassifikation der Tumoren ergab sich eine Verteilung von 29,6% im Stadium 11
und 70,4% im Stadium IIl. Die prozentuelle Verteilung der TNM-KlIassifikation und des
Gradings kann der Tabelle 12 enthommen werden, die angewandte OP-Methode der Tabelle 13.
Die Differenzierung der kolorektalen Adenokarzinome war in den meisten Fallen (53,6%)

gering.

Tumordaten Anzahl der Patienten n (%0)
T1 2 (1,6)
] T2 8(6,4)
T-Kategorien
T3 94 (75,2)
T4 21 (16,8)
NO 37 (29,6)
N-Kategorien N1 48 (38,4)
N2 40 (32,0)
G1 1(0,8)
G2 56 (44,8)
Grading
G3 67 (53,6)
nicht beurteilbar 1(0,8)

Tabelle 12: Pathologische Charakteristika der CRC (n gesamt=125)
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Angewandte OP-Methode Anzahl der Patienten n (%)
Hemikoloktomie rechts 14 (11,2)
Hemikolektomie links 24 (19,2)
Anteriore Rektumresektion nach Dixon 66 (52,8)
Resektion nach Hartmann 5 (4,0)
Rektumexstirpation nach Miles/Quenue 16 (12,8)

Tabelle 13: Angewandt OP-Methode, (n gesamt=125)

Von 125 Patienten entwickelten 18 (14,4%) ein lokoregionares Rezidiv, in 27 Féllen (21,6%)
kam es zur Entwicklung von Fernmetastasen, 5 Patienten (4%) waren sowohl von Lokal- als
auch von Fernmetastasen betroffen. 75 Patienten (60%) blieben rezidivfrei.

Die Gesamtiiberlebenszeit (80+4,4 Monate) des Kollektivs und die rezidivfreie Uberlebenszeit
(77+4,6 Monate) der kurativ operierten Patienten mit kolorektalem Karzinom sind in Abbildung
6 und 7 graphisch dargestelit.

Wie zu erwarten zeigten Patienten im UICC-Stadium 111 ein schlechteres Gesamtiberleben als
Patienten im UICC-Stadium 1l (p=0,034). Das Gesamtlberleben im Stadium Il betrug 90+6,8
Monate, im Stadium 11l 74+5,1 Monate (Abbildung 8). Auch korrelierte die pN-Kategorie mit
dem Gesamtiiberleben (p=0,003) und dem rezidivfreien Uberleben (p=0,024).

Beziiglich des Gesamtiiberlebens und rezidivfreien Uberlebens konnte zwischen
Kolonkarzinom- und Rektumkarzinom-Patienten kein Unterschied festgestellt werden. Zur
Entwicklung eines Rezidivs kam es bei Patienten mit Kolonkarzinom nach durchschnittlich
76,4+8,1 Monaten, bei Patienten mit Rektumkarzinom nach 73,7£5,2 Monaten (p=0,769). Das
Gesamtiberleben lag beim Kolonkarzinom bei 79,1+7,4 Monaten, beim Rektumkarzinom bel
77,5%4,8 Monaten (p=0,754).

Die adjuvante Therapie zeigte weder beim Gesamtiiberleben noch beim rezidivfreien Uberleben
einen Effekt (63,7% mit adjuvanter Therapie vs. 54,2% ohne adjuvante Therapie, p=0,37 bzw.
35,4% mit adjuvanter Therapie vs. 34,8% ohne adjuvante Therapie, p=0,99) (Abbildug 9 und
10).
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Abbildung 6: Gesamtiberleben des Gesamtkollektivs, n=125
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Abbildung 7: Rezidivfreies Uberleben des Gesamtkollektivs, n=125
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Abbildung 8: Gesamttiberleben unter Bericksichtigung des UICC-Stadiums, n=125, p=0,034
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Abbildung 9: Gesamttberleben in Abhangigkeit vom Erhalt einer adjuvanten Therapie, n=125,
p=0,37
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Abbildung 10: Rezidivfreies Uberleben in Abhangigkeit vom Erhalt einer adjuvanten Therapie,
n=125, p=0,99
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3.2. Immunhistochemische Analyse

Der immunhistochemische Nachweis des Tumorsuppressorgens p53 erfolgte an 114, der der
Mismatch Repair Gene MLH1 und MSH2 an 116 Gewebeschnitten. Die mikroskopische
Auswertung der Proteinexpression wurde bei den Mismatch Repair Genen qualitativ (positive/
fehlende Expression) vorgenommen, bei p53 anhand eines festgelegten Scores (Tabelle 11).

Bei der Expressionsanalyse des Tumorsuppressorgens p53 wurden 63,2% der Tumoren als
positiv gewertet, 36,8% als negativ (Tabelle 14).

Gradeinteilung Proteinexpression von p53 im Tumor n (%) Beurteilung
| 22 (19,3)
1 8 (7,0) negativ
Il 12 (10,5)
v 35(30,7) -
positiv
\V 37 (32,5)

Tabelle 14: Expression von p53 (n=114)
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Die immunhistochemische Untersuchung zeigte fur die MMRG in 11 Tumoren eine fehlende
MLH21-Expression und in 5 Féllen eine fehlende MSH2-Expression (Tabelle 15).

Fehlende Proteinexpression n (%) Positive Proteinexpression n (%)
MLH1 11 (9,5%) 105 (90,5%)
MSH2 5 (4,3%) 111 (95,7%)

Tabelle 15: Expression von MLH1 und MSH2 (n=116)

35



3.3. Tumorsuppressorgen p53

3.3.1. Expressionsstatus des Tumorsuppressorgens p53
Die Uberpriifung der statistischen Beziehung zwischen der Expression von p53 und bestimmten

klinisch-pathologischen Eigenschaften fuhrte zu keiner Korrelation (Tabelle 16).

p53 negativ (n=42) p53 positiv (n=72) p-Wert
Geschlecht
mannlich 26 40 0,508
weiblich 16 32
Alter
<60 Jahre 14 30 0,378
>60 Jahre 28 42
Lokalisation
Kolon 14 23 0,879
Rektum 28 49
T-Kategorie
T1+T2 1 7 0,139
T3+T4 41 65
Nodalstatus
pNO 11 23 0,517
pN1+pN2 31 49
Metastasen
- 23 45 0,417
+ 19 27
Grading
G1und G2 22 31 0,336
G3 20 41
ulCcC
1 11 23 0,517
Il 31 49

Tabelle 16: Beziehung zwischen p53-Expression und klinisch-pathologischen Merkmalen (n=114)

Die Proteinexpression von p53 erwies sich bezogen auf das Gesamtiiberleben des Kollektivs als
signifikant (p=0,048), Patienten mit fehlender Proteinexpression von p53 verstarben frihzeitiger
als Patienten mit positiver Proteinexpression (60,0+5,1 vs. 83,4+4,9 Monaten) (Abbildung 11).
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Das rezidivfreie Uberleben der p53-positiven Patienten ergab 80,9+5,4 Monate, das der p53-

negativen 59,0+5,5 Monate, wobei der Unterschied nicht signifikant war (p=0,161) (Abbildung

12).

Abbildung 11: Gesamtiiberleben unter Beriicksichtigung des p53-Expressionsstatus, n=114,
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Abbildung 12: Rezidivfreies Uberleben in Abhangigkeit vom p53-Expressionstatus, n=114, p=0,161
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Gesamt- und rezidivfreies Uberleben wurden unter Stratifizierung des Gesamtkollektivs in
Kolon- und Rektumkarzinom-Patienten weiter untersucht. Hierbei zeigte sich fir Patienten mit
Rektumkarzinom und positiver p53-Expression ein signifikant besseres Gesamtiiberleben
(Tabelle 17).

Gesamtuiberleben (Monate) Rezidivfreies Uberleben (Monate)

Kolon
p53 positiv (n=23) 67,7 (£8,3) 60,7 (£9,1)
p53 negativ (n=14) 68 (£7,6) 61,6 (£9,5)

p-Wert 0,346 0,438

Rektum
p53 positiv (n=49) 89,3 (£5,8) 81,1 (£6,4)
p53 negtiv (n=28) 54,4 (£6,1) 53,9 (£6,5)

p-Wert 0,002 0,052

Tabelle 17: Mittelwerte und Standardabweichung des Gesamtuberlebens sowie des rezidivfreien
Uberlebens in Abhangigkeit von der p53-Expression stratifiziert nach Tumorlokalisation (n=114)

3.3.2. Mutationsstatus des Tumorsuppressorgens p53

In einer Studie, die zuvor an demselben Kollektiv durchgefuhrt wurde, konnte mittels IHC der
p21- und p53-Expressions-Status ermittelt werden [99]. Somit erscheint es mdglich, bei
Tumoren mit positiver p53-Expression (n=72) anhand des p21-Expressionsstatus auf den
wahrscheinlichen p53-Mutationsstatus zu schlieen. Bei positivem p21-Expressionsstatus kann
von einem funktionstichtigen p53 (also p53-Wildtyp=p53wt), bei fehlendem p21-
Expressionsstatus von einem zwar Uberexprimierten, jedoch mutierten p53 (p53mut)
ausgegangen werden.

In unserem Kollektiv zeigen 31,9% (n=23) der Tumoren sowohl eine positive p53- als auch eine
positive p21-Expression, somit ist in diesen Fallen von einem p53-Wildtyp (p53wt) auszugehen.
68,1% (n=49) der Tumoren zeigten eine positive p53-Expression mit gleichzeitig fehlender p21-

Expression, in diesen Féllen ist daher das Vorliegen einer p53-Mutation (p53mut) anzunehmen.

Tumoren mit p53mut zeigten eine signifikant haufigere Lokalisation im Rektum (p=0,009)
(Tabelle 18).
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p53wt (n=23) p53mut (n=49) p-Wert

Geschlecht

mannlich 13 27 0,749
weiblich 10 22

Alter

<60 Jahre 7 23 0,222
>60 Jahre 16 26

Lokalisation

Kolon 13 10 0,009
Rektum 10 39

T-Kategorie

T1+T2 3 4 0,551
T3+T4 20 45

Nodalstatus

pNO 5 18 0,344
pN1+pN2 18 31

Metastasen

- 10 35 0,063
+ 13 14

Grading

G1lund G2 10 21 0,745
G3 13 28

UICC

I 5 18 0,344
Il 18 31

Tabelle 18: Beziehung zwischen p53-Mutationsstatus und klinisch-pathologischen Merkmalen
(n=72)

Im Gesamtiiberleben fand sich ein signifikanter Vorteil fir Tumoren mit p53mut, das Uberleben
lag bei ihnen bei 94,550 Monaten, bei Tumoren mit p53wt bei nur 58,2+8,7 Monaten
(p<0,0001) (Abbildung 13). Auch beim rezidivfreien Uberleben zeigte sich ein signifikanter
Uberlebensvorteil fiir p53mut (86,546 Monaten vs. 51,5+8,5 Monaten, p=0,003) (Abbildung 14).
Betrachtete man das Gesamt- und das rezidivfreie Uberleben unter Stratifizierung des
Gesamtkollektivs in Rektum- und Kolonkarzinom-Patienten in Bezug auf den p53-
Mutationssstatus, so zeigten Patienten mit Tumorlokalisation im Kolon und p53mut ein
signifikant besseres Gesamtiiberleben als Patienten mit p53wt und im Kolon lokalisiertem
Tumor (p=0,006) (Abbildung 15). Beim rezidivfreien Uberleben ergaben sich keine
Korrelationen (Tabelle 19).
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Abbildung 13: Gesamtiiberleben unter Bertcksichtigung des p53-Mutationsstatus, n=72, p<0,0001
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Abbildung 14: Rezidivfreies Uberleben unter Beriicksichtigung des p53-Mutationsstatus, n=72,
p=0,003
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Abbildung 15: Gesamtiiberleben unter Bericksichtigung des p53-Mutationsstatus bei
Tumorlokalisation im Kolon, n=26, p=0,006
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Gesamtiiberleben (Monate) Rezidivfreies Uberleben (Monate)
Kolon
p53-Wildtyp (n=13) 44,7(+9,5) 45,7(¢11,5)
p53-Mut.-Typ (n=10) 96,7(x4,8) 80,0(x12,4)
p-Wert 0,006 0,102
Rektum
p53-Wildtyp (n=10) 72,0(£12,8) 51,4(%8,9)
p53-Mut.-Typ (n=39) 93,4(%6,1) 86(%6,8)
p-Wert 0,134 0,107

Tabelle 19: Mittelwerte und Standardabweichungen des Gesamtuberlebens sowie des rezidivfreien
Uberlebens in Abh&ngigkeit vom p53-Mutationsstatus stratifiziert nach der Tumorlokalisation

(n=72)

3.4. Mismatch Repair Gene

3.4.1. Expressionsstatus von MLH1 und MSH2
Die Analyse des MLH1-Status ergab bei 90,5% der 116 Patienten eine positive Expression. Ein
Vergleich der Expressionsdaten mit klinisch-pathologischen Parametern ist in Tabelle 20

wiedergegeben. Es féllt auf, dass MLH1-positive Tumoren haufiger im Rektum lokalisiert sind,
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die MLH1-negativen Tumoren haufiger im Kolon (p=0,002). MLH1-negative Karzinome waren
in allen Fallen schlecht differenziert (p=0,004).

MLH1 positiv (n=105) MLH1 negativ (n=11) p-Wert
Geschlecht
mannlich 62 6 0,773
weiblich 43 5
Alter
<60 41 3 0,444
>60 64 8
Lokalisation
Kolon 29 8 0,002
Rektum 76 3
T-Kategorie
T1+T2 8 0 0,343
T3+T4 97 11
Nodalstatus
pNO 34 2 0,333
pN1+N2 71 9
Metastasen
- 66 4 0,087
3 39 7
Grading
G1 und G2 55 0 0,004
G3 50 11
uliCcC
1 34 2 0,333
11 71 9

Tabelle 20: Beziehung zwischen MLH1-Status und klinisch-pathologischen Merkmalen (n=116)

Bei der Untersuchung des MSH2-Status an 116 Tumorblécken zeigte sich bei 95,7% eine
positive, bei 4,3% eine fehlende Expression. In der Analyse der klinisch-pathologischen

Merkmale abhangig vom MSH2-Status ergaben sich keine Zusammenhdange (Tabelle 21).
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MSH2 positiv (n=111) MSH2 negativ (n=5) p-Wert

Geschlecht

maéannlich 65 3 0,949
weiblich 46

Alter

<60 42 2 0,922
>60 69 3

Lokalisation

Kolon 35 2 0,691
Rektum 76 3

T-Kategorie

T1+T2 8 0 0,534
T3+T4 103 5

Nodalstatus

pNO 34 2 0,658
pN1+pN2 77 3
Metastasen

65 5 0,064
+ 46 0
Grading
G1 und G2 53 2 0,929
G3 58 3
UICC
I 34 2 0,658
11 77 3

Tabelle 21: Beziehung zwischen MSH2-Status und klinisch-pathologischen Merkmalen (n=116)

Im Laufe der Nachbeobachtungszeit verstarben 37 MLH1-positive und 6 MLH1-negative
Patienten. Beim Gesamtuberleben fand sich ein Trend zugunsten der MLH1-positiven Patienten
(MLH1-positiv 79,7£4,2 Monate, MLH1-negativ 51,4+9,7 Monate, p=0,078). Die Untersuchung
des rezidivfreien Uberlebens ergab einen signifikanten Unterschied (MLH1-positiv 77,2+4,5
Monate vs. MLH1-negativ 40,6+10,8 Monate, p=0,02) (Abbildungen 16 und 17). Uberlebens-
analysen wurden bei MSH2 nicht durchgefiihrt, da diese bei einer Fallzahl von nur 5 MSH2-

negativen Tumoren nicht sinnvoll erschienen.
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Abbildung 16: Gesamtiiberleben unter Bericksichtigung des MLH1-Status, n=116, p=0,078
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Abbildung 17: Rezidivfreies Uberleben unter Beriicksichtigung des MLH1-Status, n=116, p=0,02
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3.4.2. Mismatch Repair Gen-Expressionsstatus

Zusammengefasst hatten 100 Patienten einen positiven und 16 Patienten (18,6%) einen
negativen Mismatch Repair Gen-Status.

Tumoren mit positiver MMRG-Expression zeigten eine signifikant haufigere Lokalisation im
Rektum (p=0,005) und ein signifikant h&ufiger gutes bis maRiges Tumorgrading (p=0,003). Die
Ergebnisse sind in Tabelle 22 dargestelit.

MMRG-positiv (n=100) MMRG-negativ (n=16) p-Wert
Geschlecht
mannlich 59 9 0,836
weiblich 41 7
Alter
<60 Jahre 39 5 0,553
> 60 Jahre 61 11
Lokalisation
Kolon 27 10 0,005
Rektum 73 6
T-Kategorie
T1+T2 8 0 0,241
T3+T4 92 16
Nodalstatus
pNO 32 4 0,574
pN1+N2 68 12
Metastasen
- 61 9 0,718
i 39 7
Grading
G1 und G2 53 2 0,003
G3 47 14
uliCcC
1 32 4 0,574
11 68 12

Tabelle 22: Beziehung zwischen MMRG-Status und klinisch-pathologischen Merkmalen (n=116)
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Zwischen den beiden Gruppen gab es hinsichtlich des Uberlebens keine Unterschiede. Das
Gesamtlberleben lag bei MMRG-positiven Patienten bei 78,4+4,3 Monate und bei MMRG-
negativen bei 62,4+8,0 Monaten (p=0,648) (Abbildung 18). Patienten mit einem positiven

MMRG-Status hatten ein rezidivfreies Uberleben von 75,5+4,6 Monaten, solche mit negativem
Status von 55,1+9,1 Monaten (p=0,484) (Abbildung 19). Bei der Stratifizierung hinsichtlich der
Tumorlokalisation zeigten sich ebenfalls keine Unterschiede (Tabelle 23).

Abbildung 18: Gesamtiiberleben unter Berucksichtigung des MMRG-Status, n=116, p=0,648
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Abbildung 19: Rezidivfreies Uberleben unter Beriicksichtigung des MMRG-Status, n=116, p=0,484
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Gesamtiiberleben (Monate) Rezidivfreies Uberleben (Monate)
Kolon

MMRG-positiv (n=27) 73,617,4 71,848,3
MMRG-negativ (n=10) 59,3+11,2 40,1+10,6

p-Wert 0,69 0,165

Rektum
MMRG-positiv (n=73) 78,245,1 73,8+5,5
MMRG-negativ (n=6) 63,9+12,6 75,5%10,5

p-Wert 0,95 0,38

Tabelle 23: Mittelwerte und Standardabweichungen des Gesamtuberlebens sowie des rezidivfreien
Uberlebens in Abhangigkeit vom MMRG-Status stratifiziert nach der Tumorlokalisation (n=116)

3.5. Koinzidenz zwischen p53 und den Mismatch Repair Genen

Wie in der Einleitung aufgefiihrt, scheint die Prognose von der Zusammensetzung der
molekularen L&sionen des jeweiligen Tumors abzuhéngen. Lasionen von p53 und den MMRG
MLH1 und MSH2 sind beim CRC sehr h&ufig beschrieben, wobei bei den bisherigen
Untersuchungen nur selten der p53-Mutationsstatus mitberiicksichtigt wurde. Die Untersuchung
der Koinzidenz zwischen den einzelnen Genexpressionen erschien daher von grofler Bedeutung
zu sein. Es zeigte sich eine statistisch signifikante Koinzidenz zwischen dem MMRG-Status und
dem p53-Expressionsstatus (p=0,046), wobei sich am haufigsten die Kombination
p53+/MMRG+ fand (57,9%) (Tabelle 24).

Koinzidenz p-Wert
MLH1/p53-Expressionsstatus 0,2
MLH1/p53-Mutationsstatus 0,553
MSH2/p53-Expressionsstatus 0,107
MSH2/p53-Mutationsstatus 0,49
MMRG/p53-Expressionsstatus 0,046
MMRG/p53-Mutationsstatus 0,402

Tabelle 24: Koinzidenz zwischen den einzelnen Genexpressionen
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Aufgrund der signifikanten Koinzidenz zwischen dem MMRG-Status und dem p53-
Expressionsstatus wurde im Weiteren untersucht, welche Bedeutung die Kombination dieser
Gene auf das Gesamtiiberleben und das rezidivfreie Uberleben hat. Dazu wurden die maglichen
Kombinationen (MMRG+/p53+, MMRG+/p53-, MMRG-/p53+, MMRG-/p53-) miteinander
verglichen. Die Gruppe MMRG+/p53+ zeigte im Vergleich zu den anderen Gruppen einen
Trend zum l&ngeren Gesamtuberleben (83,7£5,1 vs. 61,6+4,7 Monate; p=0,066), flr das
rezidivfreie Uberleben ergab sich keine Signifikanz (76,6+5,7 vs. 59,8+5,2 Monate; p=0,447)
(Abbildungen 20 und 21).

Abbildung 20: Gesamtiiberleben von Patienten mit MMRG+/p53+ im Vergleich zu Patienten mit
MMRG+/p53- bzw. MMRG-/p53+ bzw. MMRG-/p53-, n=114, p=0,066
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Abbildung 21: Rezidivfreies Uberleben von Patienten mit MMRG+/p53+ im Vergleich zu Patienten
mit MMRG+/p53- bzw. MMRG-/p53+ bzw. MMRG-/p53-, n=114, p=0,447

0.6 MMRG+/p53+

0.4 MMRG+/p53-; MMRG-/p53+; MMRG-/p53-

Rezidivfreies Uberleben

0,2

0,0

T T T T
[o] 20 40 60 80 100 120

Monate

48



3.6. Adjuvante Therapie

3.6.1. p53-Expressionsstatus und adjuvante Therapie

Im Weiteren schien eine getrennte Betrachtung von Kolon- und Rektumpatienten aufgrund der
zu gering werdenden Fallzahlen nicht sinnvoll zu sein. Insgesamt konnten bei 112 Patienten
Daten (ber die adjuvante Therapie erhoben werden. Signifikante Unterschiede im Uberleben
unter Bertcksichtigung des p53-Status in Abh&ngigkeit von der Durchfiihrung einer adjuvanten
Therapie ergaben sich nicht (Tabelle 25).

Gesamtiberleben Rezidivfreies Uberleben

(Monate) (Monate)
p53-positiv
mit adjuvanter Therapie (n=61) 84,845,3 77,6£6,0
ohne adjuvante Therapie (n=10) 74,8+9,5 73,0£10,2
p-Wert 0,870 0,824
p53-negativ
mit adjuvanter Therapie (n=30) 63,5+6,1 61,1+6,6
ohne adjuvante Therapie (n=11) 48,2+7,2 48,5+7,7
p-Wert 0,348 0,712

Tabelle 25: Mittelwerte mit Standardabweichungen des Gesamtiiberlebens sowie des rezidivfreien
Uberlebens nach Stratifizierung des p53-Status in Abhéangigkeit von der Durchfihrung einer
adjuvanten Therapie (n=112)

3.6.2. p53-Mutationsstatus und adjuvante Therapie

Insgesamt konnten bei 71 Patienten (98,6%) Daten Uber die adjuvante Therapie erhoben werden.
Es zeigte sich weder fiir das Gesamtiiberleben noch fiir das rezidivfreie Uberleben bei Patienten
mit p53wt oder p53mut eine Abhangigkeit von der Durchflihrung einer adjuvanten Therapie
(Tabelle 26).
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Gesamtuiberleben Rezidivfreies Uberleben
(Monate) (Monate)
p53wt
mit adjuvanter Therapie (n=21) 57,6£9,3 44,4470
ohne adjuvante Therapie (n=2) 58,0+28,3 53,0£31,5
p-Wert 0,691 0,969
p53mut
mit adjuvanter Therapie (n=39) 99,4+4,8 89,316,4
ohne adjuvante Therapie (n=9) 68,6+7,0 70,1+7,7
p-Wert 0,177 0,698

Tabelle 26: Mittelwerte und Standardabweichungen des Gesamtlberlebens sowie des rezidivfreien
Uberlebens nach Stratifizierung des p53-Mutationsstatus in Abhangigkeit von der Durchfihrung
einer adjuvanten Therapie (n=71)

3.6.3. Mismatch Repair Gen-Status und adjuvante Therapie

Von den 114 untersuchten Fallen erhielten 80 (81,6%) MMRG-positive und 11 (68,8%) MMRG-
negative Patienten eine adjuvante Therapie. Ein Zusammenhang zwischen MMRG-Status und
dem Gesamtiiberleben bzw. dem rezidivfreien Uberleben in Abhangigkeit von der Durchfiihrung
einer adjuvanten Therapie liel? sich nicht nachweisen (Tabelle 27).

Gesamtiberleben Rezidivfreies Uberleben

(Monate) (Monate)
MMRG-positiv
mit adjuvanter Therapie (n=80) 81,3+4,7 78,815,1
ohne adjuvante Therapie (n=18) 66,1+8,4 61,9+8,9
p-Wert 0,349 0,399
MMRG-negativ
mit adjuvanter Therapie (n=11) 63,6+£10,1 46,9+11,3
ohne adjuvante Therapie (n=5) 55,5+9,8 62,8+10,0
p-Wert 0,896 0,197

Tabelle 27: Mittelwerte und Standardabweichungen des Gesamt- sowie des rezidivfreien
Uberlebens nach Stratifizierung des MMRG-Status in Abhangigkeit von der Durchfiihrung einer
adjuvanten Therapie (n=114)
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3.6.4. p53, Mismatch Repair Gene und adjuvante Therapie

Entsprechend der Fragestellung wurde die Koinzidenz zwischen Expressions- bzw.

Mutationsstatus von p53 und den MMRG in Hinblick auf das Ansprechen einer adjuvanten

Therapie analysiert. Fir die Subgruppe MMRG+/p53- zeigte sich bei Erhalt einer adjuvanten

Therapie sowohl ein Trend zum langeren Gesamt- als auch zum rezidivfreien Uberleben

(p=0,058 bzw. p=0,095) (Tabelle 28).

Gesamtiiberleben

Rezidivfreies Uberleben

(Monate) (Monate)
MMRG+/p53+
mit adjuvanter Therapie (n=55) 84,3+5,6 77,9+6,2
ohne adjuvante Therapie (n=10) 78,319,8 70,9+11,0
p-Wert 0,812 0,955
MMRG+/p53-
mit adjuvanter Therapie (n=24) 67,0+6,4 67,8+6,6
ohne adjuvante Therapie (n=8) 40,3+7,7 40,7+7,7
p-Wert 0,058 0,095
MMRG-/p53+
mit adjuvanter Therapie (n=5) nicht moglich nicht méglich
ohne adjuvante Therapie (n=1)
MMRG-/p53-
mit adjuvanter Therapie (n=5) 42,2+13,1 28,6+12,2
ohne adjuvante Therapie (n=4) 62,3+10,2 60,0+12,1
p-Wert 0,308 0,104
MMRG-+/p53wt
mit adjuvanter Therapie (n=20) 57,3+9,3 45,8+7,2
ohne adjuvante Therapie (n=2) 58,0+28,3 53,5+31,5
p-Wert 0,684 0,999
MMRG+/p53mut
mit adjuvanter Therapie (n=35) 100,245,1 89,3+6,7
ohne adjuvante Therapie (n=8) 72,1+6,9 68,4+8,6
p-Wert 0,422 0,611
MMRG-/p53wt
mit adjuvanter Therapie (n=1) nicht moglich nicht méglich
ohne adjuvante Therapie (n=0)
MMRG-/p53mut
mit adjuvanter Therapie (n=4) nicht méglich nicht mdglich

ohne adjuvante Therapie (n=1)

Tabelle 28: Zusammenhang zwischen p53-Expressions-, p53-Mutations-, MMRG-Status und des
Gesamt- sowie des rezidivfreien Uberlebens in Abhangigkeit von der Durchfiihrung einer
adjuvanten Therapie, (bei Analysen mit dem p53-Expressionsstatus n=112, mit dem p53-

Mutationsstatus n=71)
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4. Diskussion

4.1. Einfihrung

Mit dem Fortschritt der Forschung auf genetischer Ebene erlangt neben der Kklinischen
Diagnostik des CRCs die Ermittlung von Gendefekten zunehmend an Bedeutung. Zum einen,
um Patienten mit erhéhtem Erkrankungsrisiko friihzeitig zu detektieren, und zum anderen, um
bereits Erkrankten ein individuelles Behandlungsschema zukommen zu lassen.

Die Entstehung von Tumoren ist ein multifaktorieller Prozess, bei dem es durch Verdnderung
von zellzyklus-regulierenden Genen zu einer Dysregulation von Zellproliferation oder Apoptose
kommt. Das Ansprechen auf eine (neo-)adjuvante Therapie hdngt von der Zusammensetzung der
molekularen Ldasionen des jeweiligen Tumors ab. Die therapeutische Entscheidung ist bei
heutigem Kenntnisstand nicht mehr nur abh&ngig von Tumorstadium, Progressionskinetik,
Metastasenentwicklung und Symptomatik der Erkrankung. Vielmehr flhren derzeitige
Therapiestudien zu einer neuen Entscheidungsebene auf dem Boden molekulargenetischer
Tumorcharakteristika, ein mogliches Ansprechen auf die Chemotherapie zeigt sich abhangig von
bestimmten molekulargenetischen Eigenschaften des Tumors [104]. Ziel der aktuellen
Forschung ist es, Uber die Kombination einzelner molekularer Marker Aussagen Uber die
Prognose zu treffen und mdgliche Risikopatienten zu identifizieren sowie die Responserate auf
eine (neo-)adjuvante Therapie abzuschatzen.

In dieser Arbeit wurde sowohl die prognostische Relevanz von p53 und den MMRG als auch
deren Bedeutung fur den Benefit einer adjuvanten Therapie untersucht. In bisherigen Arbeiten
wurde der Uber IHC ermittelte p53-Expressionsstatus oftmals dem p53-Mutationsstatus
gleichgesetzt. Davon kann jedoch nicht immer ausgegangen werden [94, 95]. Die bisherigen,
sich oftmals widersprechenden Ergebnisse beziglich des Zusammenhangs zwischen p53-
Expressions- und p53-Mutationsstatus sowie dem MMRG-Status sind moglicherweise eine
Konsequenz dessen.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die in der Literatur bisher kontrovers diskutierte Rolle von p53
und den MMRG und deren Einfluss auf die adjuvante Therapie beim CRC zu evaluieren. Dabei
stand im Interessenmittelpunkt die getrennte Betrachtung vom p53-Expressionsstatus und vom

p53-Mutationsstatus.
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4.2. Material und Methoden

Neben der DNA-Analyse mittels PCR stellt die Immunhistochemie die zweite Standardtechnik
zur Detektion von Mutationen im p53-Gen und in den Mismatch Repair Genen dar. In
vorliegender Arbeit wurden die Tumoren mittels IHC hinsichtlich der Genexpression von p53,
MLH1 und MSH2 untersucht.

Eine Uberexpression bei der immunhistochemischen Untersuchung kann nicht zwangslaufig als
Mutation gewertet werden. Das Mutationsspektrum umfasst sowohl Deletionen,
Einzelbasenverluste, Nonsense- und Missense-Mutationen, wobei nicht alle zu einer fehlenden
Proteinexpression fuhren. So zeigten sich beispielsweise bei Missense-Mutationen funktionslose
aber normal exprimierte Proteine [18, 105]. Ebenso muss die fehlende Expression nicht durch
eine Mutation verursacht sein, sondern kann beispielsweise auch durch Promotormethylation
erklart werden [106]. Der mittels Immunhistochemie ermittelte Expressionsstatus ist folglich

nicht mit dem Mutationsstatus gleichzusetzen.

Die Proteinexpression in der normalen Darmmukosa diente in unserer Untersuchung als positive
Kontrolle. Tumorzellen, in denen keine Kernfarbung erkennbar war, wurden bei Anwesenheit
von kerngeféarbten nicht-neoplastischen Zellen als negativ gewertet. Bei Vorliegen einer
Heterogenitat der Kernfarbung in den Tumorabschnitten wurden représentative Ausschnitte aus
der Tumormitte zur Auswertung verwendet. Als Ursache fir die Heterogenitat konnen die
Vorbehandlungen des Gewebematerials, das Fixierungsmittel (Formalin), die Entwasserung, die
Paraffineinbettung und die Entparaffinierung genannt werden. All diese Punkte kdnnen zur
Beeintrachtigung der Antigenitat fuhren, da es bei diesen Prozeduren zur Ausbildung von
Quervernetzungen zwischen den Proteinen kommt, wodurch sich die dreidimensionale Struktur
der Proteine verandert. Mittels der hitzeinduzierten Antigendemaskierung durch den Citratpuffer
kann nur ein Teil dieser Verdnderungen wieder rlickgangig gemacht werden. Auch durch
minimale zeitliche Verzégerungen und unterschiedliche Chromogen-Einwirkzeiten kann es zu

unterschiedlich starken Farbeergebnissen kommen.

Die Gradeinteilung der Expression des Tumorsuppressorgens p53 erfolgte in zugrunde liegender
Arbeit semiquantitativ mit eigener Gradeinteilung und Negativ-Grenze (Tabelle 11) in
Anlehnung an andere Studien [66, 100-103].

Der Zusammenhang von p53-Uberexpression und -Mutation wird derzeit noch kontrovers
diskutiert. Gerade bei p53 konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass ein positiver
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Expressionsstatus zwar haufig, aber nicht immer mit einer p53-Mutation gleichzusetzen ist. Eine
positive Immunhistochemie kann sich auch in Abwesenheit von Mutationen zeigen. Laut
Metaanalysen wird die Konkordanz zwischen der erhohten p53-Expression und p53mut bei etwa
70% gesehen [97, 107]. In der Arbeit von Bazan et al. wurde die Expression von p53 mittels IHC
und der Mutations-Status mittels PCR ermittelt. In 57% der Félle konnte eine Ubereinstimmung
gezeigt werden [94]. Auch in einer anderen Arbeit zeigte sich eine vergleichbare
Ubereinstimmung [95].

Die Mutation von p53 kann aber nicht immer mit einem kompletten Funktionsverlust
gleichgesetzt werden. lacopetta et al. untersuchten in einer grofen Multicenter-Studie die
transkriptionelle Aktivitat von 3583 CRCs, bei denen eine p53-Mutation bestand. Hierbei zeigte
sich, dass trotz Mutation in 71% der Félle die transkriptionelle Aktivitat beibehalten wurde, in
nur 29% konnte eine vollstandige Inaktivitit nachgewiesen werden.

Daher sind auch bei dem vorliegenden Patientenkollektiv und der Ergebnisinterpretation die

verschiedenen Ursachen der unterschiedlichen Proteinexpression zu berticksichtigen.

Die Einteilung der immunhistochemischen Ergebnisse fir die Mismatch Repair Gene erfolgte in
vorliegender Arbeit in positive und fehlende Expression. Bei fehlender nukledrer Farbung der
Tumorzellen wurde die Expression als negativ gewertet, wahrend eine positive Wertung bei
erkennbarer Kernfarbung der neoplastischen Zellen, ungeachtet ihrer Farbeintensitét,

vorgenommen wurde.

Fur den Nachweis einer Mikrosatelliteninstabilitat wird die PCR-Technik genutzt. Eine alleinige
MSI-Analyse ist allerdings nicht ausreichend, da keine Aussage dartiber getroffen werden kann,
welches Gen mutiert ist. Deshalb ist die immunhistochemische Expressionsanalyse nitzlich.
Bleibt die Proteinexpression des zu untersuchenden Tumors aus, liefert dies einen préazisen
Hinweis auf das betroffene Genprodukt. Eine MSI-H geht in tber 80% [108] teilweise sogar mit
>99% [109] mit einer fehlenden Proteinexpression von MLH1 und MSH2 einher. In einer
anderen Studie zeigte sich, dass die Immunhistochemie von MHL1 und MSH2 mit einer
Sensitivitat von 97% und mit einer Spezifitat von 100% eine MSI identifizieren kann [110].

Bei positiver Proteinexpression kann jedoch nicht zwangsléufig auf ein voll funktionstiichtiges
Protein geschlossen werden. Missense-Mutationen fiihren beispielsweise zu funktionslosen
Proteinen, die normale Proteinexpression bleibt jedoch erhalten. Ebenso muss die fehlende

Expression nicht durch eine Mutation verursacht sein, sondern kann beispielsweise auch durch
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Promotormethylation erklart werden [106]. Daher muss auch in vorliegendem Kollektiv mit
nicht detektierten Gendefekten gerechnet werden.

Zusammenfassend ist die Aussagekraft der Immunhistochemie von mehreren Faktoren wie Art
und Dauer der Gewebefixation, Dicke der Tumorschnitte, verwendete Antikorper,
posttranslationale Modifikation der Proteine sowie subjektive Beurteilung des Untersuchers
abhangig. Dennoch gilt die immunhistochemische Expressionsanalyse als eine wichtige und
zuverldssige Methode in der pathologischen Diagnostik, um neben der histologischen

Auswertung ausfuhrlichere Informationen tber die Tumore zu liefern.

4.3. Diskussion der Ergebnisse

4.3.1. Zusammensetzung des Patientengutes

In die Studie wurden 116 Patienten eingeschlossen. In den bisherigen Untersuchungen variiert
die Grolle des Patientenkollektives stark zwischen 34 und 891 Patienten [97, 111], wobei in
einem Grol3teil der Studien die Patientenanzahlen vergleichbar mit unserer sind [70, 103, 112-
114].

Aus verschiedenen Grinden, beispielsweise personliche Entscheidung, hohes Alter,
Komorbiditét, erhielten 21% unserer Patienten keine adjuvante Therapie. In vergleichbaren
Studien lag die Anzahl bedeutend héher, bei einigen bis 70% [97, 115].

In unsere Arbeit wurden nur Patienten der UICC-Klassifikation Stadium Il (29,6%) und IlI
(70,4%) eingeschlossen, die entsprechend den damaligen Leitlinien zur Durchfihrung einer
adjuvanten Therapie behandelt wurden [93]. Auch hier zeigen sich in anderen Studien groRe
Unterschiede, teils wurden Patienten von Stadium I-1V bzw. Dukes A-D untersucht [86, 103,
116, 117], teils wurden nur Patienten des Stadiums Il oder Il bzw. Duke C in die Studie
aufgenommen [97, 113, 118].

4.3.2. p53-Status

4.3.2.1. Haufigkeit und Tumorcharakteristika

Zur Bedeutung von p53 fiir das kolorektale Karzinom gibt es zahlreiche Studien, die jedoch
oftmals diskordante Ergebnisse liefern. GroRtenteils wurde die Expression von p53 mithilfe der
IHC untersucht.
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Bei der immunhistochemischen Untersuchung wurde in der hier présentierten Studie in 72 von
114 (63,2%) Tumorproben eine positive Expression von p53 nachgewiesen. Zu &hnlichen
Ergebnissen kam man auch in anderen Studien [119] (61%), [120] (57%), andere Arbeitsgruppen
wichen in ihren Angaben zur p53-Expression jedoch teilweise erheblich ab (Tabelle 29). Diese
Diskrepanzen lassen sich durch unterschiedliche Definition der cut-off-Punkte und der Negativ-
Grenze, unterschiedliche Anzahl der untersuchten Tumorbltcke, unterschiedliche Tumorstadien
und beispielsweise unterschiedliche Labortechniken (wie verschiedene AK, Einwirkzeiten etc.)
erklaren.

In 50% aller Tumoren kann das p53-Gen entweder als mutiert oder Uberhaupt nicht
nachgewiesen werden. Die mutierte Form kann eine onkogene Wirkung aufweisen, welche auch
als ,,gain of function* bezeichnet wird. In den restlichen 50% der Fille kann vom Erhalt des p53-
Wildtyps ausgegangen werden, aber auch hier werden fast immer Mutationen der Signalwege
gefunden, die so zum indirekten Ausfall des Proteins fihren kénnen [50, 121]. Die Annahme,
dass ein Tumor mit vollig intaktem Pfad von p53 existiert, scheint demnach eher
unwahrscheinlich.

In dieser Arbeit zeigte sich eine signifikant erhéhte Tumorlokalisation im Rektum bei Tumoren
mit p53-Mutation.

Im Jahr 2000 wurde in einer grofRen Studie der p53-Mutationsstatus in 995 Féllen des CRCs
untersucht. Dabei war p53mut signifikant haufiger in linksseitigen Kolontumoren als in
rechtsseitigen Kolontumoren nachzuweisen. Korrelationen zwischen Tumorstadium, Grading,
Alter des Patienten oder Geschlecht konnten genauso wenig wie ein prognostischer
Zusammenhang festgestellt werden. Insgesamt wurde in 39% der Félle eine p53-Mutation
nachgewiesen [122]. Auch in anderen Arbeiten zeigte sich ein gehauftes Auftreten von p53-
Mutationen in Tumoren des distalen Kolons und Rektums [115, 123-126].

Lebe et al., die den Status von p53, p21 und p27 untersuchten, konnten weder eine Korrelation
der Gene untereinander noch einen statistisch signifikanten Zusammenhang der einzelnen Gene
bezogen auf Kklinisch-pathologische Merkmale oder die Prognose flr den Patienten nachweisen
[127]. Auch in anderen Arbeiten konnte kein Zusammenhang zwischen klinisch-pathologischen
Daten und der p53-Expression [101, 103, 114, 120, 128, 129] bzw. des p53-Mutationsstatus
nachgewiesen werden [130].

Im Gegensatz dazu korrelierte bei McKay et al. eine positive p53-Expression mit jlingerem
Patientenalter (p<0,001) und distaler Tumorlage (p=0,01) [131]. Auch in anderen Studien
korrelierte eine positive p53-Expression mit distaler Tumorlokalisation [132-135]. Bei Rau et al.
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zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen verringerter p53-Expression und der
Anwesenheit von Lymphknotenmetastasen (p<0,05) [71].

4.3.2.2. Einfluss der p53-Expression auf die Prognose

Statistisch signifikant war in unserer Untersuchung der Zusammenhang der erhdhten p53-
Expression mit einer langeren Gesamtiberlebenszeit (p=0,048), welcher auch von Lan et al.
gezeigt wurde [135]. Im Allgemeinen ist die Studienlage bezliglich der prognostischen Relevanz
des p53-Expressionsstatus jedoch sehr heterogen. Bei Moore et al. korrelierte eine positive p53-
Expression signifikant mit einem langeren rezidivfreien Uberleben (p=0,05) [119]. Garrity et al.
konnten in ihrer Arbeit aufzeigen, dass eine normale p53-Expression signifikant mit dem
langeren Gesamtiiberleben (p<0,001) und dem langeren rezidivfreien Uberleben (p<0,003)
korreliert [66]. In einer anderen Studie korrelierte in der univariaten Analyse die erhéhte p53-
Expression mit einem Uberlebensnachteil (p=0,02), mit Metastasen (p=0,027) und
Rezidiventwicklung (p=0,001). Auch in der multivariaten Analyse fand sich eine Korrelation
zwischen erhohter p53-Expression und kiirzerem Uberleben (p=0,02), zudem wurde die erhéhte
p53-Expression als unabhangiger Vorhersagewert fur eine hohere Rickfallwahrscheinlichkeit
identifiziert (p=0,04) [113]. In anderen Studien korrelierte die positive p53-Expression ebenso
mit einer schlechteren Prognose [103, 132]. Weitere Forschungsgruppen zeigten andererseits
eine signifikante Korrelation zwischen fehlender p53-Expression und der besseren Prognose flr
den Patienten [70, 136]. H&aufig fand sich auch keine prognostische Relevanz fur die p53-
Expression [71, 100, 101, 120, 127, 128, 137, 138]. Die relevanten Studien der letzten 10 Jahre

sind in Tabelle 29 zusammengefasst.
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Follow- p53- Prognostischer
Referenz n Stadium Up Method Expression Marker
(Monate) ° (%) (Statistik)
Galizia et al. 2004 [103] 104 Dukes A-D 36 IHC 52 jaz (M)
Gafa et al. 2000 [86] 216 uICC I-IV 75 IHC 48 jaz (U)
Elsaleh et al. 2001 [97] 891 uicC Il 78 IHC 40 jat (U)
Schwandner et al. 2002 [70] 160 UICC I-111 38 IHC 39 jaz (U)
Resnick et al. 2004 [113] 134 uIcC Il 96 IHC 54 jaz (U)
Smyth et al. 2004 [139] 111 UICC -1 42 IHC 39 jaz (U)
Zhao et al. 2005 [140] 93 Dukes A-C 60 IHC 43 jaz (U)
Lyall et al. 2006 [118] 90 Dukes C >60 IHC 19 jat (U)
Moore et al. 2004 [119] 51 UICC I1-11 69 IHC 61 jat (U)
Garrity et al. 2004 [66] 366 Dukes B-C >96 IHC 76 jat (U)
Nasif et al. 2006 [136] 50 Dukes A-C 40 IHC 54 jaz (M)
Klump et al. 2004 [141] 371 UICC I-1II 43 IHC 3642 nein (M)
Watanabe et al. 2001 [142] 516 Dukes B-C >56 IHC 46 nein (U)
Fernebro et al. 2004 [116] 269 Dukes A-D 35-42 IHC 81 nein (U)
Hilska et al. 2005 [117] 363 Dukes A-D >60 IHC 74 nein (U)
Saw et al. 2003 [138] 60 Dukes B-C 47 IHC 55 nein (U)
Allal et al. 2004 [120] 98 UICC I-11I 124 IHC 57 nein (U)
Rau et al. 2003 [71] 66 UICC I-11I 39 IHC 78 nein (U)
Morgan et al. 2003 [128] 171 Dukes A-C >52 IHC 59 nein (U)
Bhatavdekar et al. 2001 [100] | 98 Dukes B-C 60 IHC 25 nein (U)
Qiu et al. 2003 [137] 72 UICC 11111 50 IHC 69 nein (U)
Broll et al. 2005 [101] 120 uUiCC I-1V 60 IHC 51 nein (M)
Eigene Studie 114 UICC 11111 58 IHC 63 jat ()

Tabelle 29: Prognostische Relevanz der p53-Expression

IHC: Immunhistochemie, M: multivariate Analyse, U: univariate Analyse, 1: Vorteil fir p53+, 2: Vorteil fiir p53-

4.3.2.3. Einfluss der p53-Mutation auf die Prognose

Sowohl das Gesamt- als auch das rezidivfreie Uberleben waren in der vorliegenden Studie fiir
Tumoren mit p53mut im Vergleich zu Tumoren mit p53wt signifikant verbessert. Der von uns
aufgezeigte Uberlebensbenefit bei Patienten mit p53-Mutation wurde bislang nicht beschrieben,
wobei jedoch die Heterogenitat der Kollektive zu berlicksichtigen ist. Die Arbeiten kommen zu
unterschiedlichen Ergebnissen.

Bei Goh et al. korrelierte p53mut signifikant mit einer schlechteren Prognose [123]. Eine

weiterflihrende Mutationsanalyse zeigte zudem, dass die verschiedenen Mutationen von p53
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unterschiedlichen Einfluss auf die prognostische Bedeutung nehmen [143]. Auch in der Arbeit
von Bazan et al. zeigte p53mut ein signifikant schlechteres Gesamt- als auch rezidivfreies
Uberleben gegeniiber p53wt [144]. Ein signifikant besseres Uberleben fir p53wt beim
kolorektalen Karzinom zeigte sich in anderen Studien [115, 125, 145-148]. Es gibt aber auch
Arbeiten, die keine prognostische Relevanz fiir den p53-Mutationsstatus beim CRC nachweisen
konnten [71, 122, 138, 149]. Eine Ubersicht der relevanten Studien der letzten Jahre ist in

Tabelle 30 zusammengefasst.

p53- Prognostischer
. Follow-Up .
Referenz n Stadium (Monate) Methode Mutation Marker
(%) (Statistik)
PCR, ]
Bazan et al. 2005 [144] 160 Dukes A-D 71 . 43 jat (M)
Sequenzing
Russo et al. 2005 [115] 3583 | Dukes A-D 58-61 PCR 42 jat (M)
Kandioler et al. 2002 [148] 64 UICC 1111 37 Sequenzing 45 jat (U)
) PCR, DGGE, ]
Rebischung et al. 2002 [147] 86 UICC 1111 48 ) 51 jat (U)
Sequenzing
Chang et al. 2006 [146] 213 uUICC I-IV 48 PCR 45 jat (V)
Elsaleh et al. 2001 [97] 891 UiCcC Il 78 SSCP 38 jat (V)
Goh et al. 1995 [143] 192 Dukes A-D 24 PCR 57 jat (V)
Soong et al. 2000 [122] 995 Dukes B-C 102 PCR 39 nein (U)
Saw et al. 2003 [138] 60 Dukes B-C 47 PCR 42 nein (U)
Rau et al. 2003 [71] 51 UICC I-11I 39 PCR 16 nein (U)
Schelwies et al. 2002 [149] 116 | UICC IlI-IV 17 PCR 40 nein (U)
Eigene Studie 73 UICC II-111 58 IHC 67 jaz (U)

Tabelle 30: Prognostische Relevanz der p53-Mutation

IHC: Immunhistochemie, SSCP: single strand confirmation polymorphism, PCR: Polymerase chain reaction,
DGGE: Denaturing gradient gel electrophoresis, M: multivariate Analyse, U: univariate Analyse, *: Vorteil flr
p53wt, 2: Vorteil fur p53mut
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4.3.3. Mismatch Repair Gen-Expressionsstatus

4.3.3.1. Haufigkeit und Tumorcharakteristika

Im eigenen Untersuchungsgut konnte bei 116 Patienten mit sporadischem kolorektalen
Karzinom in 13,8% eine fehlende Expression sowohl von MLH1 als auch von MSH2
nachgewiesen werden. Ebenso in anderen Studien lagen die Werte beim sporadischen CRC
zwischen 12-16% [108, 150]. Andere Studien untersuchten zumeist den Zusammenhang von
MSI-Status und MMRG-Expression. Hierbei wurde gezeigt, dass MSI-H-Tumoren mit sehr
hoher Korrelation (80-95%) mit einem Verlust der Expression von MLH1 und/oder MSH2
einhergehen [109, 151, 152]. Diese Studien ergaben Inzidenzen von MSI-H-Tumoren von
18,4%, 12,5% und 11%. Bei fehlender Expression von MLH1 und/oder MSH2 kann nach
heutiger Studienlage also von einem mikrosatelliteninstabilen Tumor ausgegangen werden, die
IHC ist zur Detektion der MSI ausreichend [153-157].

MMRG-positive Tumoren waren in unserer Untersuchung signifikant hdufiger im Rektum
lokalisiert, die MMRG-negativen im Kolon. Tumoren mit positiver MMRG-Expression zeigten
signifikant hdufiger ein gutes bis maRiges Tumorgrading als die MMRG-negativen Tumoren.
Auch in anderen Studien fanden sich Tumoren mit fehlender MMRG-Expression signifikant
haufiger proximal lokalisiert [158, 159]. Verschiedene Studien belegen, vergleichbar mit unseren
Ergebnissen, einen signifikanten Zusammenhang zwischen mikrosatelliteninstabilen CRC und
schlechter Differenzierung [87, 160].

Auch die getrennte Betrachtung von MLH1- und MSH2-Expression flihrte zu vergleichbaren
Ergebnissen. Tumoren mit positiver Expression von MLH1 waren signifikant hdufiger im
Rektum als im Kolon lokalisiert und signifikant haufiger gut bis magig als schlecht differenziert.
Tumoren mit fehlender MLH1-Expression fanden sich signifikant haufiger im Kolon als im
Rektum. Unsere Ergebnisse werden von bisher vorliegenden Studien untermauert. MSI-positive
Tumoren sind beim CRC haufiger proximal lokalisiert [21, 87, 161, 162]. Auch bei Gafa et al.
zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen MSI-H und proximaler Tumorlokalisation
sowie schlechter Tumordifferenzierung [86]. Bei Kruschewski et al. befanden sich die Tumoren
mit fehlender MLH1-Expression ebenso signifikant haufiger im proximalen Kolon [150]. Bei
Wright und Stewart fanden sich MHL1-negative Tumoren signifikant h&ufiger proximal
lokalisiert und waren gering differenziert [163].

Hinsichtlich des MSH2-Expressionsstatus ergaben sich keine signifikanten Assoziationen zu
klinisch-pathologischen Merkmalen.
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4.3.3.2. Einfluss der Mismatch Repair Gene auf die Prognose

Die prognostische Relevanz der MSI bzw. des MMRG-Expressionsstatus ist ein h&ufig
untersuchtes Merkmal. Allerdings ist die Datenlage hierzu widersprichlich.

In der zugrunde liegenden Studie war das rezidivfreie Uberleben der MLH1-exprimierenden
Patienten besser als das der MLH1-negativen Patienten (77 vs. 41 Monate, p=0,02). Hinsichtlich
des Gesamtuberlebens zeigte sich ein Trend zugunsten der Tumoren mit positiver MLH1-
Expression (78 vs. 51 Monate, p=0,078). Auch in der Arbeit von Bendardaf et al. zeigte sich ein
Nachteil fur Patienten mit schwacher bzw. fehlender Expression von MLH1 und MSH2. Die
Patienten wiesen eine hthere Metastasenrate bei Erstdiagnose und ein signifikant schlechteres
rezidivfreies Uberleben auf [164].

Einige Studien zeigten, dass MSI-positive Tumoren bzw. solche mit einer fehlenden
Reparaturgenexpression mit einem besseren Gesamtiberleben [67, 86, 87, 108, 165] und
teilweise auch mit einer besseren rezidivfreien Uberlebensrate einhergehen [142, 166]. Auch bei
Ribic et al. zeigte sich ein signifikant langeres rezidivfreies Uberleben bei MSI [89]. In anderen
Untersuchungen konnte keine prognostische Bedeutung fir die Mismatch Repair Gene
nachgewiesen werden [109, 146, 150, 167].

Der Stellenwert der Mismatch Repair Gene als Prognoseparameter des sporadischen CRCs bleibt
fir die Klinik bei der oben angefiihrten teils widersprichlichen derzeitigen Studienlage nach wie
vor offen. In vorliegender Studie wurden nur Tumoren des sporadischen kolorektalen Karzinoms
in die Untersuchung eingeschlossen, andere Patientenkollektive beinhalteten auch HNPCC-Fille
und syn- und metachrone CRC [110] [154, 166]. Teils wurden nur bestimmte Subgruppen
(beispielsweise ausschlieBlich rechtsseitig lokalisierte CRC oder Patientenalter <50Jahre) in die
Studie eingeschlossen [87]. Auch Unterschiede in der Patientenanzahl, dem Einschluss der
Stadien und der L&nge der Nachbeobachtungszeit etc. fuhren zu selektionsbedingten
Ergebnissen, was bei der Interpretation der Studienlage bedacht werden sollte.

Die Ergebnisse der relevanten Studien der letzten Jahre sind in Tabelle 31 zusammengefasst.
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_ Follow-Up MSI/ Prognostischer
Referenz n Stadium (Monate) Methode | neg. MMRG Maljkeil’
(%) (Statistik)
Elsaleh et al. 2000 [67] 656 Dukes C 54 PCR 9 jat (M)
Gryfe et al. 2000 [87] 607 | UICC I-IV 86 PCR 17 jat (M)
Colombino et al. 2002 [166] 91 | Dukes A-D 45 PCR 19 jat (U)
Ribic et al. 2003 [89] 570 | UICC I-IV 89 PCR 17 jat (V)
Lanza et a. 2006 [108] e UICC 11111 93 e 1o jat (U)
363 PCR 21
Gafa et al. 2000 [86] 216 | UICC I-IV 75 PCR, IHC 20 jat (M)
Watanabe et al. 2001 [142] 516 | Dukes B-C >56 MSA 20 jat (M)
Bendardaf et al. 2007 [164] 86 Duke B-D 33 IHC 70 jaz (U)
Kruschewski et al. 2002 [150] | 127 | UICC I-lII 62 IHC 12 nein (U)
Jover et al. 2006 [167] 754 | UICC I-IV 24 MSA, IHC 9 nein (U)
Chang et al. 2006 [146] 213 | UICC I-IV 48 MSA 9 nein (U)
Ward et al. 2001 [109] 310 | UICCI-IV 32 PCR 11 nein (M)
Eigene Ergebnisse 116 | UICC lI-111 58 IHC 18,6 nein (U)

Tabelle 31: Prognostische Relevanz der MSI bzw. fehlenden MMRG-Expression
IHC: Immunhistochemie, PCR: Polymerase chain reaction, MSA: Mikrosatellitenanalyse, M: multivariate Analyse,
U: univariate Analyse, MSI: Mikrosatelliteninstabilitat, 1: Vorteil fur MSI oder fehlender MMRG-Expression, 2:

Vorteil flir MSS oder positive MMRG-Expression

4.3.4. Koinzidenz zwischen p53 und den Mismatch Repair Genen

Es zeigte sich eine statistisch signifikante Koinzidenz zwischen dem MMRG- und dem p53-
Expressionsstatus (p=0,046), wobei die Kombination p53+/MMRG+ am haufigsten war
(57,9%). Andere Koinzidenzen zwischen Expressions- und Mutationsstatus  des
Tumorsuppressorgens p53 und den MMRG MLH1 und MSH2 traten nicht auf.

Unser Ergebnis wird in mehreren Arbeiten bestatigt. Lanza et al. wiesen eine signifikante
Korrelation von p53+/MMRG+ und p53-/MMRG- nach [108]. Vergleichbar zeigte sich bei
Edmonston et al. und Forster et al. ein signifikanter Zusammenhang von MSI und fehlender p53-
Expression [102, 168]. Auch bei Elsaleh et al. zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen MSI
und p53-Expression bzw. p53-Mutation, Tumoren mit MSS gingen signifikant haufiger mit p53+
bzw. mit p53mut einher als mit p53- oder p53wt [97]. Vergleichbar sind auch die Ergebnisse der
Arbeiten von Gafa et al. und Popat et al. In erster konnte ein signifikanter Zusammenhang von

MSI-H und p53- sowie von MSI-L bzw. MSS und p53+ nachgewiesen werden [86], in zweiter
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zeigte sich eine inverse signifikante Beziehung zwischen p53-Expressions- und MSI-Status
(MSI/p53- und MSS/p53+) [169].

Bei Breivik et al. korrelierte die MSI mit p53mut [170], im Gegensatz zu der Untersuchung von
Elsalen et al., hier trat die MSI dagegen héaufiger mit p53wt als mit p53mut auf [67].
Vergleichbar ist dieses Ergebnis mit der Arbeit von Chang et al., in der sich MSS-aneuploide
Tumoren signifikant h&ufiger mit p53mut zeigten, zudem war hier das Gesamtuberleben von
Patienten mit MSS-diploiden Tumoren mit p53wt signifikant besser als bei Patienten mit MSS-
diploiden Tumoren und p53mut [146]. In anderen Studien konnte wiederum keine Korrelation
zwischen p53-Mutationsstatus und MSI [171] bzw. zwischen p53-Expression und MSH2
nachgewiesen werden [71].

Bei der Literaturrecherche fanden wir keine Studie, die nach mdglichen Zusammenhéngen
zwischen MMRG-positiver und -fehlender Expression und p53 sucht und dabei den p53-
Expressionsstatus vom p53-Mutationsstatus unterscheidet. Bisher wurde eine p53-Mutation
meist einer fehlenden p53-Expression gleichgesetzt, was nach der Studienlage nicht mehr
gerechtfertigt erscheint (s. Kapitel 4.2.). Somit ist es bedeutsam, den p53-Expressionsstatus und
den p53-Mutationsstatus als zwei eigenstandige mogliche prognostische Kriterien zu sehen, die

eventuell in Zusammenhang mit dem MMRG-Expressionsstatus stehen.

4.3.5. Genstatus und Einfluss der adjuvanten Therapie auf die Prognose

4.3.5.1. p53-Expressionsstatus und adjuvante Therapie

In unserer Arbeit zeigte sich weder im Gesamt- noch im rezidivfreien Uberleben ein Benefit fir
adjuvant therapierte Patienten in Abhéngigkeit vom p53-Expressionstatus, vergleichbar mit den
Ergebnissen anderer Studien [67, 101, 138]. Auch die Arbeitsgruppen um Rau, Reerink und
Lopez-Crapez wiesen keine prognostische Relevanz fur den p53-Expressionsstatus beim
Rektumkarzinom nach neoadjuvanter Therapie nach [71, 107, 111].

Bei Elsaleh et al. und Ahnen et al. zeigten Patienten mit fehlender p53-Expression ein signifikant
besseres Ansprechen auf die adjuvante Therapie als Patienten mit positiver p53-Expression [97,
172]. Fu et al. untersuchten unter anderem die prognostische Bedeutung von p53 fiur die
Radiotherapie bei Patienten mit Rektumkarzinom. Tumoren mit fehlender p53-Expression
zeigten sich signifikant h&ufiger strahlensensibel als Tumoren mit positiver p53-Expression
[173].

Die Ergebnisse der relevanten Studien der letzten Jahre sind in Tabelle 32 zusammengefasst.
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Effekt der (neo-)
) Follow-Up p53- .
Referenz n Stadium . adjuvanten
(Monate) Expression (%) )
Therapie
Ahnen et al. 1998 [172] 129 | UICC I 96 63 - (a)
Elsaleh et al. 2001 [97] 579 UICC 1lI 78 40 - (a)
Ahnen et al. 1998 [173] 49 Dukes A-D 55 49 - (n)
Broll et al. 2005 [101] 120 UICC I-111 60 51 =(a)
Saw et al. 2003 [138] 60 Dukes B-C 47 55 =(a)
Elsaleh et al. 2000 [67] 388 Dukes C 60 28 =(a)
Rau et al. 2003 [71] 66 Dukes B 40 78 (vor Therapie) =(n)
Reerink et al. 2004 [111] 34 k.A. 38 47 =(n)
Lopez-Crapez et al. 2005 [107] 70 uiCC I-I1 k.A. 56 =(n)
Eigene Studie 114 | UICC I1I-11 58 62 =(a)

Tabelle 32: Positive p53-Expression und Effekt der (neo-) adjuvanten Therapie
=: kein Unterschied zur Vergleichsgruppe, -: Vorteil fir fehlende p53-Expression, n: neoadjuvant, a: adjuvant, k.A.

keine Angaben

4.3.5.2. p53-Mutationsstatus und adjuvante Therapie

In vorliegender Studie zeigten sich bezogen auf den p53-Mutationsstatus und die Durchfiihrung
einer adjuvanten Therapie keine Unterschiede im Gesamtiberleben bzw. im rezidivfreien
Uberleben. Andere Arbeitsgruppen kamen zu vergleichbaren Ergebnissen [67, 107, 122, 138].

Im Gegensatz dazu wiesen Patienten mit p53wt ein signifikant besseres Ansprechen auf die
adjuvante Therapie auf als Patienten mit p53mut [97]. Auch Goh et al. konnten in ihrer Arbeit
zeigen, dass Patienten mit p53wt ein signifikant besseres Gesamtlberleben sowohl unter
adjuvanter als auch unter palliativer Therapie haben als Patienten mit pS3mut [143]. In der
Arbeit von Benhatter et al. sprachen Patienten mit p53mut schlecht bis gar nicht auf die
adjuvante Therapie an [145]. Im Jahre 2006 erschien eine weitere interessante Arbeit, in welcher
uber 30 Studien miteinander verglichen wurden, die sich mit pathologischen und molekularen
Markern und deren Einfluss auf die adjuvante Chemotherapie beim CRC befassen. Insgesamt
konnte herausgearbeitet werden, dass weder mit der Ermittlung des p53-Expressionsstatus
mittels IHC noch des p53-Mutationsstatus mittels PCR eine pradiktive Aussage uber das
Therapieansprechen gemacht werden kann [174]. Nur zwei der untersuchten Arbeiten, die den
p53-Mutationsstatus mittels Gensequenzierung ermittelten, zeigten tatséchlich signifikante
Ergebnisse. In beiden Studien wiesen Tumoren mit p53mut ein signifikant schlechteres bzw. gar
kein Ansprechen auf die Radiotherapie im Vergleich zu Tumoren mit p53wt auf [147, 148].

Russo et al. zeigten in einer Multicenterstudie sowohl fir p53wt als auch fiir p53mut einen
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signifikanten Uberlebensbenefit nach adjuvanter Therapie. Allerdings wurde in der Studie nicht
das Uberleben von Patienten mit p53wt mit dem von Patienten mit p53mut verglichen [115].
Eine Zusammenfassung der relevanten Studien der letzten Jahre, die prognostische Bedeutung

des p53-Mutationsstatus betreffend, ist in Tabelle 33 dargestellt.

Follow- p53- Effekt der (neo-)
Referenz n Stadium Up Methode Mutation adjuvanten
(Monate) (%) Therapie
Goh et al. 1995 [143] 54 | Dukes A-D 24 SSCP 54 - ()
Elsaleh et al. 2001 [97] 765 uiccC 1l 78 PCR 38 - ()
Kandioler et al. 2002 [148] 64 | UICC Il 37 Sequenzing 45 - (n)
. PCR, DGGE,
Rebischung et al. 2002 [147] 86 | UICC I-lI 48 . 51 - (n)
Sequenzing
Saw et al. 2003 [138] 60 | Dukes B-C 47 PCR 42 =(a)
Elsaleh et al. 2000 [67] 388 Dukes C 60 PCR 28 =(a)
Lopez-Crapez et al. 2005 [107] 70 UICC I-1I k.A. PCR 50 =(n)
Soong et al. 2000 [122] 995 | Dukes B-C 102 PCR 39 =(a)
Eigene Ergebnisse 72 | UICC -1 58 IHC 67 =(a)

Tabelle 33: Prognostische Bedeutung des p53-Mutationsstatus unter Bericksichtigung der (neo-)
adjuvanten Therapie

IHC: Immunhistochemie, SSCP: single strand confirmation polymorphism, PCR: Polymerase chain reaction,
DGGE: Denaturing gradient gel electrophoresis. =: kein Unterschied zur Vergleichsgruppe, -: Nachteil fiir p53mut,

n: neoadjuvant, a: adjuvant

Viele der bisher durchgefuhrten Studien entsprechen in ihren Ergebnissen der Vorstellung der
Funktion von p53 als ,,Wéchter des Genoms* (nur nicht-mutiertes p53 hat die Mdglichkeit, auf
DNA-Schéden mit einem G1-Arrest bzw. mit Apoptose zu reagieren).

Erste Ergebnisse von in-vitro-Studien geben Hinweise auf das mdgliche Bestehen einer p53-
unabhangigen Apoptose (sogenannte mitotische Katastrophe). Bhonde et al. behandelten sowohl
p53wt-Zellen als auch p53mut-Zellen des CRCs mit Irinotecan (CPT-11). Dabei reagierten die
p53wt-Zellen mit einem Uber Tage anhaltenden G2/M-Arrest, wohingegen die p53mut-Zellen
nur flr wenige Tage arretierten und es im Verlauf zu einer p53-unabhangigen mitotischen
Katastrophe (Apoptose) Uber die unzureichende Unterdriickung der hMpsl1-Kinase-Expression
kam [64]. In einer weiteren Studie von Magrini et al. wurden Zellreihen (pS3wt/MLH1-,
p5S3wt/MLH1+, p53mut/MLH1-) mit CPT-II behandelt. In der Gruppe p53wt/MLH1+ zeigte

sich eine Verlangerung des Zell-Zyklus-Arrestes auf 12 Tage und keine Apoptose, in der
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Zellreihe p53mut/MLH1- folgte auf einen nur 4-tagigen-G2/M-Arrest die mitotische
Katastrophe. In der dritten Gruppe (pS3wt/MLH1-) erhohte sich die Dauer des Zell-Zyklus-
Arrestes auf 6-9 Tage, zudem kam es zu Apoptosen. Auch hier konnte eine p53-unabhéngige
Apoptose, induziert durch CPT-I11, gezeigt werden. Zudem scheint das mutierte MLH1 die CPT-
I1-induzierte Apoptose zu verstarken [65]. Moglicherweise trigt diese ,,mitotische Katastrophe*
zur schnellen Apoptose bei Tumorzellen unter adjuvanter Therapie bei.

4.3.5.3. Mismatch Repair Gen-Status und adjuvante Therapie

In der vorliegenden Studie ergab sich zwischen dem MMRG-Status und der Durchfiihrung einer
adjuvanten Therapie Kkein signifikanter Zusammenhang im Gesamtlberleben bzw. im
rezidivfreien Uberleben. Der fehlende Zusammenhang zwischen Therapieansprechen und
MMRG-Status zeigte sich auch in mehreren anderen Studien [71, 108, 137].

Im Gegensatz dazu konnten Jover et al. fur Patienten mit MMRG-positiven Tumoren ein
signifikant besseres Gesamt- und rezidivfreies Uberleben nach adjuvanter Therapie feststellen
als fir Patienten, die keine Therapie erhielten. Patienten mit MMRG-negativen Tumoren
profitierten nicht von der adjuvanten Therapie [167]. Das Ergebnis von Jover et al. widerspricht
dem von Ide et al., welche ein signifikant besseres rezidivfreies Uberleben fir Patienten mit
niedriger MLH1-Expression im Vergleich zu Patienten mit hoher MLH1-Expression nach Erhalt
einer adjuvanten Therapie nachweisen konnten [175]. Auch Bendardaf et al. zeigten in ihrer
Studie bei Patienten mit fortgeschrittenem CRC und schwacher bzw. fehlender Expression von
MLH1 und MSH2 ein besseres Ansprechen auf die adjuvante Therapie als bei Patienten mit
positivem Expressionsstatus [164].

In anderen Untersuchungen wurde der Benefit einer adjuvanten Therapie bezogen auf den MSI-
Status Uberpriift. Meist fand sich fur die MSI-H-Patienten ein signifikanter Vorteil beziglich der
adjuvanten Therapie [85, 88, 97, 176, 177]. MSI-H-Patienten, die nicht adjuvant therapiert
wurden, zeigten gegentiber den MSS-Patienten keinen Uberlebensbenefit mehr [176].

Anders bei Carethers et al., hier zeigte sich ein signifikant besseres Uberleben bei Patienten mit
non-MSI-H-Tumoren nach adjuvanter Therapie, wahrend Patienten mit MSI-H-Tumoren keinen
Uberlebensunterschied aufwiesen, unabhangig davon, ob sie eine adjuvante Therapie erhielten
oder nicht [178]. Vergleichbar ist dieses Ergebnis mit der Studie von Ribic et al., in der Patienten
mit MSS oder MSI-L ein signifikant besseres Gesamtiiberleben nach adjuvanter Therapie
aufwiesen, Patienten mit MSI-Tumoren jedoch nicht von einer adjuvanten Therapie profitierten

[89]. Benatti et al. zeigten zumindest in einer Subgruppe von UICC-I1I-Tumoren flr Patienten
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mit MSS ein signifikant besseres Gesamtiiberleben nach adjuvanter Therapie im Vergleich zu
Patienten, die keine adjuvante Therapie erhalten hatten [179].

Eine Zusammenfassung der Arbeiten der letzten 10 Jahre zur prognostischen Bedeutung des
MMRG-Status beim CRC findet sich in Tabelle 34.

Referenz n Stadium F(cl)\}llcc))r\]/\;g)p neg.l\z/\lo/l/sol)\%RG a djquLffeI;t '(Ij'ﬁgrapie
Elsaleh et al. 2000 [67] 656 Dukes C 54 9 + fir MSI
Hemminki et al. 2001 [88] 95 Dukes C 31 12 + fir MSI
Elsaleh und lacopetta 2001 [176] 876 uiccC Il 76 k.A. + fir MSI
Elsaleh et al. 2001 [97] 732 uiccC Il 78 9 + fir MSI
Ribic et al. 2003 [89] 570 uICC I-IV 89 17 + flr MSS und MSI-L
Jover et al. 2006 [167] 754 UICC I-IV 24 9 + fir MMRG+
Bendardaf et al. 2007 [164] 86 Dukes BD 33 70 + fir MMRG-
Carethers et al. 2004 [178] 204 | UlCcC -1 | KA. 18 * fur non-MSI-H

= fir MSI-H

Lanza et al. 2006 [108] 718 | UICC lI-II 93 16 = fur MMRG+/-
Eigene Ergebnisse 114 | UICC 1111 58 14 = fir MMRG+/-

Tabelle 34: MSI und Effekt der adjuvanten Therapie
=: kein Unterschied zur Vergleichsgruppe, +: Vorteil fir MSI oder fehlende MMRG-Expression, k.A.: keine Angabe

4.3.6. p53, Mismatch Repair Gene und adjuvante Therapie

Wir konnten keinen Zusammenhang zwischen Expressions- bzw. Mutationsstatus von p53, dem
MMRG-Expressionsstatus und der adjuvanten Therapie auf das Gesamt- oder das rezidivfreie
Uberleben belegen.

Pocard et al. zeigten, dass eine p53-Mutation in MSI-positiven Tumoren die Sensitivitat
gegenuiber 5-FU signifikant steigert [180]. Elsaleh et al. untersuchten in einer ihrer Studien die
prognostische Bedeutung von p53-Expressionsstatus, p53-Mutationsstatus und MSI getrennt fir
Patienten, die eine adjuvante Therapie erhalten bzw. nicht erhalten hatten, unter
Berlcksichtigung des Geschlechts. In allen vier Subgruppen (p53mut/weiblich, p53wt/weiblich,
p53mut/mannlich, p53wt/mannlich) zeigte sich bei MSI+ ein groRerer Uberlebensvorteil der
adjuvant therapierten Patienten im Vergleich zu denen mit MSI-. Keinen Benefit von der
adjuvanten Therapie zeigten lediglich mannliche Patienten mit p53mut/MSI- [97]. Weitere
Arbeiten, welche die prognostische Bedeutung der adjuvanten Therapie beim CRC fir die

einzelnen Subgruppenkombinationen von p53 und der MMRG untersucht haben, konnten wir
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nicht finden. Garrity et al. beschaftigten sich zwar mit p53, den MMRG und weiteren
prognostischen Markern beim CRC unter Beriicksichtigung der adjuvanten Therapie, eine
Subgruppenanalyse von p53 und den MMRG wurde aber nicht durchgefihrt [66]. Ricciardiello
et al. untersuchten mehrere molekulargenetische Marker (unter anderem p53) beziglich deren
Korrelation mit MSI, auf den Benefit einer adjuvanten Therapie wurde jedoch nicht eingegangen
[151].

4.4. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Insgesamt erwiesen sich in unserer Arbeit ein positiver p53-Expressionsstatus, ein positiver p53-
Mutationsstatus und ein positiver MLH1-Expressionsstatus als gtinstig fur die Patienten. Zudem
zeigte sich eine signifikante Koinzidenz zwischen dem MMRG-Status und dem p53-
Expressionsstatus (p=0,046), wobei sich in 57,9% der Félle die Kombination p53+/MMRG+
fand. Diese Genkombination zeigte im Vergleich zu den anderen moglichen auch den Trend zum
langeren Gesamtiiberleben (p=0,066).

Insgesamt sind die verschiedenen Studien, gerade den p53-Status betreffend, so widersprichlich,
dass ein baldiger Durchbruch hinsichtlich des prognostischen Vorhersagewertes
unwahrscheinlich erscheint. Die European Group of Tumour Markers (EGTM) und die
American Society of Clinical Oncology (ASCO) konnten sich aufgrund vorliegender Daten nicht
flr den Einsatz des p53-Mutationsstatus als Prognoseparameter aussprechen [181, 182]. Petersen
et al. verglichen in ihrer Ubersichtsarbeit 28 Studien zum Thema p53 und dessen prognostische
Bedeutung flr die Therapie. Insgesamt sahen sie die Bedeutung von p53 als prognostischen
Parameter flr das CRC als sehr unwahrscheinlich an [183]. Andere Arbeitsgruppen rdumen fur
p53 als prognostischen Marker nur dann eine Perspektive ein, wenn es gelingt, die Komplexitét
der p53-Regulation und alle p53-Mutationen zu entschliisseln [184].

Abgesehen von unserer Arbeit wurde der p53-Mutationsstatus in anderen Arbeiten mittels PCR
ermittelt. Hierbei ist zu bedenken, dass das p53-Gen verschiedene Mutationen aufweisen kann,
die nicht alle in ihrer Bedeutung gleichgesetzt werden dirfen. Verschiedene
Mutationslokalisationen bedeuten mdoglicherweise verschiedene prognostische Vorhersagen.
Russo et al. arbeiteten in ihrer Multicenterstudie heraus, dass die verschiedenen Mutationstypen
von p53 genauso wie die unterschiedlichen Lokalisationstypen des CRCs einen jeweils
unterschiedlichen prognostischen Wert einnehmen und daher gesondert betrachtet werden sollten
[115].
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5. Zusammenfassung

EinfUhrung

Das Tumorsuppressorgen p53 und die MMRG werden hinsichtlich ihrer Bedeutung fur die
Prognose und den Effekt einer adjuvanten Therapie beim kolorektalen Karzinom in der Literatur
kontrovers diskutiert.

In vielen Studien wurde bei der Untersuchung des MMRG-Status beim CRC der p53-
Mutationsstatus nicht bertcksichtigt, die Zellpopulationen wurden lediglich auf ihre p53-
Expression hin untersucht. Tumoren mit p53wt und p53mut wurden demnach stets zu einer
Gruppe zusammengefasst und ausgewertet. Des Weiteren ist zu beriicksichtigen, dass das p53-
Gen verschiedene Mutationen aufweisen kann, die nicht in ihrer Bedeutung gleichgesetzt werden
dirfen. Dies sind mdgliche Erklarungen fiir die kontroversen Ergebnisse.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die in der Literatur bisher kontrovers diskutierte Rolle von p53
und den MMRG und ihren Einfluss auf die adjuvante Therapie beim CRC an eigenem

Krankengut zu evaluieren.

Material und Methoden

Von 125 Patienten mit sporadischem kolorektalen Karzinom im Stadium I1I-11l nach UICC, die
im Zeitraum von 1995-2001 in der Chirurgischen Klinik 1 des Campus Benjamin Franklin der
Charité — Universitatsmedizin Berlin kurativ operiert wurden, sind die Nachsorgedaten erhoben
worden. Die mittlere Nachbeobachtungszeit lag bei 51,8+2,5 Monaten.

Die Proteinexpression der Gene erfolgte mittels immunhistochemischer Analyse an den
Tumorblocken der Patienten. Zur Berechnung der Uberlebenszeit wurde die Kaplan Meier
Methode verwendet. Der p53-Mutationsstatus wurde (ber die Kenntnis von p53- und p21-

Expressionsstatus ermittelt.

Ergebnisse

Die 5-Jahres-Uberlebensrate lag bei 64%, die rezidivfreie Uberlebensrate bei 62%. Eine positive
Expression von p53 fand sich bei 63,2% (72/114) der Tumoren. Indirekt konnte bei 68,1%
(49/72) der Tumoren auf eine p53-Mutation geschlossen werden, da bei diesen eine fehlende
p21-Expression vorlag. 90,5% (105/116) der Tumoren zeigten eine positive Expression fur
MLH1, 95,7% (111/116) fur MSH2.
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Tumoren mit p53mut waren signifikant haufiger im Rektum lokalisiert als im Kolon (p=0,009).
Ebenfalls zeigten die MLH1-positiven Tumoren eine signifikant hdaufigere Lokalisation im
Rektum (p=0,002). Bei MLH1-negativen Tumoren fand sich ein signifikant schlechteres
Tumorgrading als bei MLH1-positiven (p=0,004).

Patienten, deren Tumor eine positive p53-Expression aufwies, hatten ein signifikant besseres
Gesamtlberleben als Patienten mit p53-negativem Tumor (83,4+4,9 vs. 60,3£5,1 Monate,
p=0,048). In der Subgruppe von Patienten mit Tumorlokalisation im Rektum wurde dieser
Vorteil besonders deutlich (89,3+5,8 Monate vs. 54,4+6,1 Monate, p=0,002).

Bei mutiertem p53 war das Gesamtiberleben signifikant besser als bei Tumoren mit dem p53-
Wildtyp-Status (94,5+5,0 Monate vs. 58,2+8,7 Monate, p<0,0001). Bei Tumorlokalisation im
Kolon zeigten Patienten mit p53mut ein signifikant besseres Gesamtuberleben im Vergleich zu
Patienten mit p53wt (96,7+4,8 Monate vs. 44,7195 Monate, p=0,006). Das rezidivfreie
Uberleben war fiir MLH1-positive Patienten signifikant besser als fir MLH1-negative Patienten
(77,2+4,5 Monate vs. 40,6+£10,8 Monate, p=0,02).

Es zeigte sich eine signifikante Koinzidenz zwischen dem MMRG-Status und dem p53-
Expressionsstatus, die Kombination MMRG+/p53+ lag mit 57,9% am haufigsten vor (p=0,046)
und zeigte im Vergleich zu den anderen Gruppen einen Trend zum langeren Gesamtuberleben
(p=0,066).

Der Expressions- bzw. Mutationsstatus von p53 und der Expressionsstatus der Mismatch Repair

Gene MLH1 und MSH2 haben keine Bedeutung fuir das Ansprechen auf die adjuvante Therapie.

Schlussfolgerung

Als prognostisch gunstig erweist sich beim kolorektalen Karzinom eine positive p53-Expression,
eine p53-Mutation und ein MLHZ1-positiver Status.

Ein Zusammenhang zwischen dem Expressions- bzw. Mutationsstatus von p53 und dem
Expressionsstatus der MMRG einerseits sowie dem Ansprechen auf die adjuvante Therapie
andererseits besteht nicht.

70



6. Abklrzungsverzeichnis

5-FU
AK
AIO
AP
APAAP
APC
ARO
BB
CAO
CDK
CEA
CIMP
CIN
cm
CRC
CT
DGGE
DNA
FAP
FC
HNPCC
IHC
IRS
JUR
kDa

Min.
MMRG
MSA
MSI
MSI-H

5-Fluorouracil

Antikorper

Arbeitsgemeinschaft Internistische Onkologie
alkalische Phosphatase

Alkalische Phosphatase-Anti Alkalische Phosphatase
adenomatous polyposis coli

Arbeitsgemeinschaft fir Radiologische Onkologie
Blutbild

Chirurgische Arbeitsgemeinschaft Onkologie
cyclin-dependent kinase

carcinoembryonales Antigen
CpG-Insel-Methylierungstyp

chromosomale Instabilitat

Zentimeter

colorectal cancer

Computertomographie

Denaturing gradient gel electrophoresis
Desoxyribonukleinsdure

familidre adenomatdse Polyposis

Flow cytometry

hereditares nicht-polypdses kolorektales Karzinom
Immunhistochemie

immunreaktiver Score

Jahresuberlebensrate

Kilodalton

mannlich

Minute

Mismatch Repair Gene

Mikrosatellitenanalyse

Mikrosatelliteninstabilitét

high level Mikrosatelliteninstabilitét
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MSI-L
MSS
p53
p53mut
p53wt
p21
pl6
PCR
Rb

RC
SPSS
Std.
TNM
TS
uicC

VS.

low level Mikrosatelliteninstabilitat
Mikrosatellitenstabilitat

Protein der GroRe 53 kDa

mutierte Form von p53

p53-Wildtyp

Protein der GroRe 21 kDa

Protein der GroRe 16 kDa

polymerase chain reaction
retinoblastom

rectal cancer

Statistical Package for the Social Science
Stunde

tumor node metatasis

thymidylate synthase

Union Internationale Contre le Cancer
Versus

weiblich
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