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Zusammenfassung

Hintergrund:

Das kolorektale Karzinom (KRK) ist eines der haufigsten Malignome der westlichen
Welt. Nach wie vor stellt die TNM-Klassifikation die Basis fur die Risikostratifizierung
von betroffenen Patientlnnen dar. Dennoch werden prazisere Hilfsmittel bendtigt, um
eine Individualisierung der Behandlung zu erreichen. Bis jetzt wurde eine groRe
Anzahl von molekularen Prognosefaktoren in aufwandigen Forschungsleistungen im
Bereich der Biologie des KRK identifiziert. Der Tumorsuppressor p53, der in ungefahr
50% der Tumoren mutiert ist, scheint zusammen mit seinen Verwandten, p63 und
p73, ein guter Kandidat fur prognostische Zwecke zu sein. Im Hinblick auf ihre
prognostische Wertigkeit und mdogliche Korrelation mit anderen prognostisch
relevanten klinisch-pathologischen Parametern beim KRK ist die Datenlage im Fall
von p63 und p73 mangelhaft und im Falle von p53 widerspruchlich. Wir analysierten
daher die immunhistochemische Expression von p53, p63 und p73 in einem grof3en
Patientinnenkollektiv von chirurgisch entfernten KRK, deren Korrelation mit anderen
histopathologischen Variablen, sowie deren Assoziation mit dem

Patientinnentberleben.

Methoden:

Eine Gesamtzahl von 381 Primartumoren und 178 zugehodrige Metastasen wurden
immunhistochemisch unter Verwendung einer TMA-Technik im Hinblick auf ihre p53-,
p63- und p73-Expression untersucht. Die Immunreaktivitat der Tumorzellen fir p53,
p63 und p73 wurde in folgende Kategorien unterteilt: 0 negativ, 1+ (1-10%), 2+ (11-
25%), 3+ (26-50%), 4+ (51-75%), 5+ (76-90%), 6+ (>90%). Die Expression der p53-
Familienmitglieder wurde in einem semiquantitativen Ansatz im Hinblick auf ihre
Assoziation mit der T-Klassifikation, Tumordifferentierung, Lymphknotenbeteiligung,
UICC-Stadium, Tumorgrofle und Geschlecht unter Verwendung des Chi-Quadrat-
Test oder Fisher's Exakt Test analysiert. Die prognostische Aussagekraft bezlglich
progressionsfreien und krankheitsspezifischen Uberlebens wurde mit der Kaplan-

Meier-Methode und dem Log-Rank-Test untersucht.



Ergebnisse:

Ausreichendes Tumorgewebe war in 370 (97%) von den 381 Primartumoren, in 128
(94%) der 136 metastatisch befallenen Lymphknoten und in 39 (93%) der 42
Fernmetastasen vorhanden. Eine p53-Expression wurde in 261 (71%) der 370
Primartumoren, in 100 (78%) der 128 metastatisch befallenen Lymphknoten und in
26 (67%) der 39 Fernmetastasen gefunden. Weder Primartumoren noch Metastasen
zeigten eine auswertbare nukledre Anfarbung fur p63 und p73, lediglich eine
zytoplasmatische Farbung konnte fur p63 und p73 in einzelnen wenigen Fallen
beobachtet werden.

97 (71%) der 128 Lymphknotenmetastasen zeigten eine p53-Immunreaktion, 31
(24%) waren p53-negativ. Unter den 39 Fernmetastasen zeigten 26 (67%) eine p53-
Expression und 13 (33%) waren p53-negativ. Eine hohe Ubereinstimmung bestand
zwischen den Farbeergebnissen von Primartumoren und korrespondierenden
Lymphknoten- und Fernmetastasen. Wir wiesen eine signifikante Assoziation der
p53-Expression mit folgenden histopathologischen Parametern nach: Tumor-
differenzierung (p<0.001), LymphgefaRinvasion (p<0.001), Anzahl befallener
Lymphknoten (p=0.013), TumorgréRe (p=0.002), UICC-Stadium (p=0.036) und
Veneninvasion (p=0.01). Eine Beziehung der p53-Expression mit dem
Patientinnenuberleben, was sowohl das progressionsfreie als auch das

krankheitsspezifische Uberleben betrifft, bestand nicht.

Schlussfolgerung:

In unserem Patientinnenkollektiv bestand eine signifikante Korrelation der p53-
Expression mit Merkmalen eines aggressiven Tumorphanotyps, wie Angioinvasion
und Lymphknotenbefall. Es zeigte sich aber keine signifikante Assoziation mit dem
Patientinnenuberleben. Weiters konnten wir keine nukleare Anfarbung fur p63 und

p73 nachweisen.



Abstract

Background:

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common malignancies in the western
world. Risk stratification of CRC patients is mainly based on the TNM staging system.
In order to individualize therapeutic decisions, however, more accurate tools are
warranted. Extensive research in tumour biology has identified a large number of
molecular markers as candiate prognostic factors. The tumour suppressor p53,
known to be mutated in approximately 50% of CRCs, and its relatives, p63 and p73,
appear to be good candidates for prognostic purposes. Literature data regarding the
prognostic value of the p53-family members as well as their association with other
prognostically relevant clinicopathological parameters in CRC are scarce, with
respect to p63 and p73, and in parts contradictory. Our investigation aims to analyze
the immunohistochemical expression of p53, p63 and p73 in a large sample of
surgically resected CRC and to correlate protein expression with other

histopathological variables as well as survival of affected patients.

Methods:

A total of 381 primary CRCs and 178 corresponding metastases were stained
immunohistochemically for p53, p63 and p73 using a tissue microarray technique.
The proportions of tumor cells positive for p53, p63 and p73 were scored as follows:
0 negative, 1+ (1-10%), 2+ (11-25%), 3+ (26-50%), 4+ (51-75%), 5+ (76-90%), 6+
(>90%). The expression of the p53-family members was analyzed semiquantatively
with respect to their association with pT-classification, tumour differentiation, lymph
node involvement, UICC-stage, angioinvasion, tumour size and sex using the qui-
square test or Fisher’s exact test. The prognostic impact on disease-free and cancer-
specific survival was analyzed using the Kaplan-Meier method and compared by the

log-rank test.

Results:

Sufficient tumour tissue was present in 370 (97%) of 381 primary CRCs, in 128
(94%) of 136 metastatic lymph nodes and in 39 (93%) of 42 distant metastatic cases,
respectively. Nuclear p53 immunoreactivity was found in 261 (71%) of 370 primary
CRC specimens, in 100 (78%) of 128 metastatic lymph nodes and 26 (67%) of 39



distant metastases, respectively. In none of the primary tumours and/or
corresponding metastases evaluable nuclear staining for p63 and p73 was detected,
only faint cytoplasmic staining was observed in single cases.

97 (71%) of 128 metastatic lymph nodes showed p53-immunoreaction, 31 (24%)
were p53-negative. Among the 39 distant metastases 26 (67%) exhibited p53-
overexpression and 13 (33%) were p53-negative. We detected high concordance
rates between staining results of primary tumours and corresponding lymph node as
well as distant metastases. p53 expression was significantly associated with tumour
differentiation (p<0.001), lymphatic invasion (p<0.001), nodel status (p=0.013),
tumour size (p=0.002), UICC-stage (p=0.036) and venous invasion (p=0.01).
Regarding prognosis, no statistically significant differences in disease-free and
cancer-specific survival between patients with p53-positive and patients with p53-

negative tumours was found.

Conclusions:

In our patient cohort p53 was significantly associated with features suggestive of
aggressive tumour growth, such as angioinvasion and lymphatic spread. However,
p53 expression was not significantly associated with patient outcome. No nuclear

staining for p63 and p73 was detected.



1. Einleitung

1.1. Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms

Das kolorektale Karzinom (KRK) ist eines der haufigsten Karzinome der westlichen
Welt [1]. Etwa 300.000 neue Erkrankungsfalle werden in Europa und den USA
jahrlich neu diagnostiziert und ungefahr 200.000 Betroffene versterben an diesem
Malignom bzw. an seinen Folgen.

Die Inzidenzraten weisen international gro3e Unterschiede auf: Wahrend in
Landern der sog. dritten Welt niedrige Karzinomraten gefunden werden, (z.B. 3.4
Karzinomfalle pro 100.000 Menschen in Nigeria) koénnen in den westlichen
Zivilisationslandern hohe Erkrankungsfalle (z.B. 35.8 Falle pro 100.000 Menschen in
Connecticut / USA) verzeichnet werden [2].

Weltweit liegt das KRK bei Mannern (nach Lungen-, Prostata- und
Magenkarzinomen) an vierter und bei Frauen (nach Mamma- und Zervixkarzinomen)
an dritter Stelle der haufigsten Krebserkrankungen. Jahrlich nimmt die Zahl der
Erkrankten um etwa eine Million zu. Manner sind etwas haufiger betroffen als
Frauen, dies betrifft vor allem Rektumkarzinome (Geschlechtsverhaltnis 60:40) [3].

In den Vereinigten Staaten betragt der prozentuelle Anteil an jahrlich
auftretenden Krebserkrankungen ungefahr 10%. Etwa 150.000 neu diagnostizierte
und fast 50.000 Todesfalle wurden fur das Jahr 2008 prognostiziert. [1].

In den Industrielandern hat die Anzahl Darmkrebsneuerkrankungen in den
letzten 30 Jahren deutlich zugenommen. Mit einer jahrlichen Anzahl von
Neuerkrankungen (Inzidenz) in Hohe von 30-35 pro 100.000 Einwohner ist das KRK
eine der haufigsten bdsartigen Erkrankungen in Mitteleuropa und ist fir etwa 15%
aller Krebstodesfalle verantwortlich. Die weltweite Inzidenz wird auf eine Million
Neuerkrankungen pro Jahr geschatzt.

In Osterreich werden jedes Jahr zwischen 4.800 und 5.000 maligne Tumore
im Dickdarm diagnostiziert, das sind 14% aller Neuerkrankungen. Die KRK-Inzidenz
liegt bei Mannern nach dem Prostata- und Bronchuskarzinom an dritter und bei
Frauen an zweiter Stelle hinter dem Mammakarzinom. 70% der Diagnosen werden
im Alter zwischen 50 und 80 Jahren gestellt. Im Jahr 2002 verstarben mehr als 2.400
Menschen an einem KRK, davon 68% an einem Kolonkarzinom und 32% an einem

Rektumkarzinom [4].
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Im Hinblick auf die Mortalitdt waren in Osterreich sinkende Absolutzahlen bei den
Frauen und ein sinkendes Risiko fur beide Geschlechter fur das Jahr 2008 zu
verzeichnen. Das Risiko, bis zum 75.Lebensjahr an einem KRK zu sterben, ging in
den letzten 15 Jahren von 1.8% auf 1.3% zurick [4]. Diese Entwicklung lasst sich
europaweit verzeichnen. Nach der umfassenden Eurocare-Studie, die die
Krebsregister von 18 europaischen Landern fur den Zeitraum 1988 bis 1999
ausgewertet hat, erhdohte sich der Anteil der Uberlebenden KRK-Patientinnen funf

Jahre nach der Krebsdiagnose von 48 auf 54% [5].

1.2. Formale Pathogenese des kolorektalen Karzinoms

Die Kenntnis uber die Entstehung und das Verhalten maligner Dickdarmtumoren
stellt eine Grundvoraussetzung in der Verbesserung des Therapieerfolgs betroffener
Patientinnen dar. Molekulare Studien haben gezeigt, dass der naturliche
Krankheitsverlauf nicht fur alle KRK gleich ist.

Die Atiopathogenese des KRKs ist multifaktoriell. Exogene Einfliisse
(Umwelteinflissen, Erndhrung, korperliche Betatigung), welche genetische
Veranderungen hervorrufen kénnen, bilden zusammen mit dem individuellen Risiko
ein KRK zu entwickeln (genetische Pradisposition) die atiologische Grundlage von
malignen Dickdarmtumoren.

Zu 80% entwickeln sich KRK sporadisch, in den restlichen 20% ist eine
familiare Haufung nachzuweisen. In nur 5% aller KRK ist eine rein genetische
Ursache auf dem Boden einer definierten hereditaren Erkrankung zu detektieren.
Beispiele hierfir sind das Lynch-Syndrom (hereditary non-polyposis colorectal
cancer syndrome bzw. HNPCC-Syndrom), FAP (familiare adenomatése Polypose),
Li-Fraumeni-Syndrom, Cronkhite-Canada-Syndrom und Peutz-Jeghers-Syndrom.

Zu den wesentlichen Risikofaktoren des sporadischen Karzinoms zahlen:
positive Familienanamnese, ballaststoffarme und proteinreiche Ernahrung, Rauchen
und chronisch-entziundliche Darmerkrankungen (Colitis ulcerosa, Morbus Crohn).

Zwischen 70 und 90% aller KRK gehen aus Adenomen hervor. Adenome sind
intraepitheliale Neoplasien des Drusenepithels, die einen unterschiedlichen
Auspragungsgrad intraepithelialer Neoplasie (frGher Dysplasie) aufweisen [5]. Das
Entartungsrisiko ist vom Adenomtyp (tubular vs. tubulovillés vs. villés), vom Grad der

intraepithelialen Neoplasie, von der Wuchsform (sessil vs. gestielt) und von der
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AdenomgréflRe abhangig. Villdse Adenome weisen das grote Entartungspotential

auf, gefolgt von tubulovilldsen und tubularen Adenomen.

Abbildung 1: Adenom-Karzinom-Sequenz (modifiziert nach Fearon und Vogelstein [6])
APC k-ras DCC/SMAD p53

v | | ,

Normales Intermediares
Epithel Adenom

Die Adenom-Karzinom-Sequenz, zuerst beschrieben von Fearon und Vogelstein [6],

bezeichnet den Ubergang eines gutartigen Kolonadenoms in ein Kolonkarzinom
durch sukzessive stattfindende genetische Veranderungen (siehe Abbildung 1).
Obwonhl die Akkumulation von Mutationen den Hauptfaktor in der Kanzerogenese des
KRKs darstellt, geht die Hypothese davon aus, dass ursachliche Mutationen in
Tumorsuppressorgenen und Onkogenen in den meisten KRK in einer bestimmten
Reihenfolge auftreten: Initial, wahrend der Entwicklung von Polypen, kommt es zu
Mutationen im APC-Gen. Diesen folgen K-ras-Mutationen beim Ubergang in
Adenome und p53-Mutationen vor der malignen Transformation.

Die Mechanismen der Kanzerogense sind zum Teil bekannt. In den meisten
Fallen findet man eine chromosomale Instabilitat oder Mikrosatelliteninstabilitat
(MSI), wobei beide Mechanismen von einander unabhangig stattfinden. Bei
chromosomaler Instabilitat (80-85%) werden genetische Aberrationen in Form von
allelischen Verlusten, Amplifikationen, Translokationen nachgewiesen, sie sind die
Basis fur die DNA-zytometrisch nachweisbare Aneuploidie der Tumoren. Man findet
haufig Mutationen in den Genen APC, K-ras, DCC/SMAD4 und p53 [5].

Bei MSI-Tumoren (10-15% der KRK) spielen Defekte in der Reparatur von
DNA-Fehlpaarungen (sog. DNA-Mismatch) pathogenetisch die entscheidende Rolle.
Bei sporadischen Karzinomen liegt meist ein epigenetisch bedingter
Expressionsverlust (Promoterhypermethylierung) des DNA-Mismatch-Reparatur-
Proteins MLH1 2zu Grunde. Anders beim Lynch-Syndrom: Hier ist eine
Keimbahnmutation in einem der funf bekannten DNA-Mismatch-Reparatur-Gene
(MSH2, MSH6, MLH1, PMS1, PMS2) fir die MSI verantwortlich. Die MSI fuhrt zur
Karzinomentstehung, indem das Auftreten von Replikationsfehlern in Tumor-
relevanten Genen begunstigt wird (sog. Target-Gene) [5].
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Eine Untergruppe von KRK, die durch DNA-Methylierung und
Mikrosatelliteninstabilitat charakterisiert ist, geht auf serratierte (gezahnte)

Vorlauferlasionen, wie sessile serratierte Adenome und gemischte Polypen, zurtck

[7].

1.3. Pathologie des kolorektalen Karzinoms

Makroskopisch kénnen KRK ulzerierte, polypoide, ringformige oder stenosierende
Wuchsformen aufweisen. Die meisten Karzinome des Kolon oder Rektum sind
ulzerierte, gut umschriebene Tumoren mit erhabenem umgestilptem Randsaum. Die
Beteiligung der Darmzirkumferenz kann eine Stenose oder Obstruktion der Lichtung
zur Folge haben. Polypoide, hervortretende Formen, die flr gewdhnlich weniger
aggressiv sind, kommen seltener vor. lhre bevorzugte Lokalisation ist das rechte
Kolon.

Etwa 90% der KRK sind (konventionelle) Adenokarzinome, die haufigsten
davon zeigen eine tubulare Differenzierung. In ungefahr 10% kommen muzindse
Karzinome vor, die durch die Produktion von reichlich Muzin (Schleim) durch die
Tumorzellen charakterisiert und dadurch definiert sind, dass der Tumor aus mehr als
50% Muzin besteht. Siegelringzellkarzinome machen nur 1% der primaren
Kolonkarzinome aus. Dieser Tumortyp setzt sich aus isolierten Tumorzellen
zusammen, die intrazytoplasmatisches Muzin enthalten und definitionsgemal die
Hauptkomponente (mehr als 50%) des Tumors ausmachen mussen.
Plattenepithelkarzinome, adenosquamoése und kleinzellige Karzinome stellen sehr

seltene Entitaten dar [8].

1.4. Etablierte Prognosefaktoren beim kolorektalen Karzinom

Prognosefaktoren sind Variable, die unabhangig von anderen Faktoren den Verlauf
einer Erkrankung beeinflussen und dadurch eine prospektive Einschatzung des
Krankheitsverlaufs zulassen. Sie stellen die Grundlage fur Stratifizierungsprozesse
und therapeutische Entscheidungen betroffener Patientinnen dar. Einen Uberblick

uber etablierte konventionelle Pprognoseparameter beim KRK gibt Tabelle 1.
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Tabelle 1: Etablierte Prognosefaktoren beim KRK:

» TNM-Klassifikation der UICC/AJCC

» Lokale Tumorausbreitung (pT)

» Regionale Lymphknotenmetastasen (pN)

*» Fernmetastasen (pM)

= Differenzierungsgrad (G)

= Blutgefallinvasion (V1)

» Lymphgefadinvasion (L1)

» Tumorzelldissoziation (, Tumorbudding®) an der Invasionsfront
=  Tumorkonfiguration an der Invasionsfront

» Vollstandigkeit der Tumorresektion (R-Status)

TNM-Klassifikation:

Die zuverlassigste Prognoseeinschatzung des KRK basiert auf der Analyse der
anatomischen Tumorausbreitung. Die TNM-Klassifikation der AJCC (American Joint
Committee on Cancer) und der UICC (Union internationale contre le cancer) stellt
den Goldstandard in der Stadieneinteilung des KRK dar, wird in nationalen,
regionalen und lokalen Tumorregistern verwendet und ist der wichtigste
Prognosefaktor beim KRK. Die 5-Jahresuberlebensrate fur Patientinnen hangt
malfgeblich vom TNM-Stadium ab [9, 10].

Die pathologische Klassifikation basiert auf der genauen mikroskopischen
Beurteilung der resezierten Proben des Primartumors. Im TNM-System bezieht sich
die Bezeichnung ,T* auf die lokale Ausbreitung des Primartumors zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung. Unter der Angabe ,N* wird der Status der regionalen Lymphknoten
und unter ,M“ das Vorhandensein hamatogener Fernmetastasen zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung berlcksichtigt.

Die exakte Analyse regionarer Lymphknoten stellt einen der wichtigsten
Aspekte flr die optimale pathologische Stadieneinteilung des KRK dar. Obwohl
spezielle Techniken, wie immunhistochemische Farbungen, die Detektion von
isolierten Tumorzellen in regionaren Lymphknoten erleichtern wirden, wird auch
weiterhin die Standard-HE-Histologie fur die Festlegung des Lymphknotenstatus
beim KRK von der UICC und der AJCC empfohlen.
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Blut- und Lymphgefalinvasion:

Neben der TNM-Klassifikation gibt es eine Reihe anderer prognostisch relevanter
Faktoren beim KRK. Die Angioinvasion stellt einen kritischen Schritt in der
metastatischen Kaskade, im Speziellen in der Bildung von Mikrometastasen und im
Wachstum von Metastasen in den Sekundarlokalisationen dar [11].

In einigen Studien wurden mittels Multivariatanalysen sowohl die Lymph- als
auch die Blutgefallinvasion als unabhangiger, prognostisch ungunstiger Parameter
identifiziert [12-15]. Andere Untersuchungen hingegen konnten die prognostische
Signifikanz von Gefalinvasionen nur in Univariatanalysen nachweisen oder machten
keine Differenzierung zwischen Lymph- oder Blutgefalten [16-18]. Dieser Umstand
gestaltet es schwierig Studienergebnisse zu diesem Thema unter einen Nenner zu

bringen.

Tumordifferenzierung (,,Grading®“):
Der Differenzierungsgrad stellt einen weiteren prognostisch relevanten Faktor beim
KRK dar. Derzeit gibt es jedoch keinen allgemein gulltigen Konsens in der
Graduierung von KRK. Wahrend das College der amerikanischen Pathologen [19]
eine zweistufige Einteilung vorschlagt, empfiehlt die WHO ein vierstufiges
Graduierungssystem [20]. Beide basieren ausschlieBlich auf dem prozentuellen
Anteil von Drusenformationen. Demzufolge werden die Tumoren nach der WHO in
die folgenden vier Differenzierungsgrade unterteilt:

» Grad 1: Hochgradig differenziert

» Grad 2: Mittelgradig differenziert

» Grad 3: Geringggradig differenziert

» Grad 4: Undifferenziert
Unter den in der Literatur angebotenen Graduierungssystemen [21,22] variieren die
histopathologischen Kriterien zur Bestimmung des Differenzierungsgrades stark. In
einigen Studien wird die Tumordifferenzierung anhand einzelner histologischer
Merkmale festgelegt, wahrend andere Autoren eine grof3e Zahl an mikroskopischen
Kennzeichen anwenden. Die Heterogenitat der Einteilungen kompliziert die
Durchfuhrung von Metaanalysen und erschwert prognostische Analysen.
Nichtsdestotrotz wurde die unabhangige prognostische Signifikanz  der

Tumordifferenzierung in Multivariatanalysen beim KRK bestatigt [11,21,22].
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Tumorzelldissoziation (,, Tumor-Budding®):

Die  Tumorzelldissoziation  beschreibt den Ubergang von glanduléaren
Karzinomstrukturen in Einzelzellformationen oder Anhaufungen von bis zu vier
Tumorzellen an der Invasionsfront [23]

Die prognostische Relevanz der Tumorzelldissoziation wurde in einigen
Studien aufgezeigt [23-27]. Im Einzelnen konnte nachgewiesen werden, dass der
Grad der Tumorzelldissoziation an der Invasionsfront zur Abschatzung der
Aggressivitat von Rektumkarzinomen verwendet werden kann [24]. Der Grad des
Tumor-Budding hat sich dartber hinaus bei der Abschatzung der metastatischen
Lymphknotenbeteiligung als nutzlich erwiesen [25].

Hoher gradige Tumorzelldissoziation ist mit schlechterem
Patientinnenuberleben assoziiert, was sowohl die Funf- als auch die Zehn-
Jahresuberlebensrate betrifft. Zu diesem Resultat kamen Hase und Mitarbeiter [26].
Weiters fanden sie heraus, dass das Auftreten von hoéhergradigem Budding mit
starker biologischer Aktivitat von KRK in Zusammenhang zu stehen scheint.

Laut Nakamura et al. [27] kann der Grad der Tumorzelldissoziation an der
Invasionsfront als einfaches und nutzliches histopathologisches Merkmal zur
Vorhersage von Lungenmetastasen bei Patientinnen mit KRK nach kurativer
Resektion  verwendet werden und sollte zur Planung  optimaler

Behandlungsstrategien miteinbezogen werden .

Konfiguration der Tumorgrenze:
Die Konfiguration der Tumorgrenze — ursprunglich im Jahr 1987 von Jass und
Mitarbeitern [28] beschrieben - konnte beim KRK als ein unabhangiger prognostisch
ungunstiger Parameter identifiziert werden. Weiters wurde nachgewiesen, dass
dieser Prognosefaktor bei der Vorhersage von Lebermetastasen hilfreich ist [11].
Grundsatzlich kann ein irregulares, infiltratives Wachstumsmuster (,infiltrativ®),
vom glatt begrenzten, eher verdrangenden Wachstum (,pushing, expanding®)
unterschieden werden. Es hat sich gezeigt, dass Tumoren mit infiltrativem
Wachstumsmuster eine deutlich schlechtere Prognose als solche mit verdrangendem
Charakter aufweisen [11].
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Molekulare Prognoseparameter:

Trotz gesicherter prognostischer Aussagekraft der eingangs aufgefuhrten
konventionellen pathologischen Parametern, wie der TNM-Klassifikation, ist die
Prognose der Patientinnen mit ahnlich konfigurierten Tumoren oft sehr heterogen.
Um eine genauere Prognoseabschatzung und damit eine Individualisierung der
Behandlungsstrategie zu erreichen, wurde nach zusatzlichen Prognosefaktoren
gesucht. Die Erkenntnis, dass viele unterschiedliche genetische Aberrationen in der
Entstehung des KRKs involviert sind, legt die klinische Relevanz molekularer
Veranderungen nahe. Zu ihnen zahlen genetische Alterationen, wie c-myc
Amplifikation, her2/neu Uberexpression, oder Verlust der Heterozygotie in
bestimmten Chromosomenabschnitten (zum Beispiel 1p, 8p, 17p oder 18q), Faktoren
fur Proliferation und Angiogenese, Proteasen und deren Rezeptoren und die
Expression von Plasmamembran-Glykoproteinen. Einen Uberblick maéglicher
prognostisch relevanter Marker beim KRK gibt Tabelle 2. Bis jetzt hat sich aber
keiner dieser Faktoren als Grundlage fur die individuelle Prognoseabschatzung und
Therapieentscheidung von KRK-Patientinnen etablieren kdnnen [29].

In den letzten zehn Jahren richteten zahlreiche Forschungsgruppen ihr
Augenmerk auf die Bedeutung der P53-Genfamilie, insbesondere von p53, in der
Pathogenese und Prognose des KRK. Da P53 ein beim KRK sehr haufig mutiertes
Gen darstellt, liegt der Verdacht nahe, dass auch die anderen Mitglieder dieser
Genfamilie eine prognostisch relevante Rolle spielen kdnnen. Die Beziehung der
P53-Familienmitglieder untereinander und deren klinische Relevanz ist Gegenstand
aktueller Untersuchungen.

Im Folgenden sollen die biologischen Grundziuge der Mitglieder der p53-
Familie (p53, p63 und p73) sowie deren Bedeutung in der Pathogenese des KRK

erlautert werden.
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Tabelle 2: Molekulare Prognosefaktoren beim KRK

Onkogen

K-ras
Her-2/neu
c-myc
IGF-I/IGF-II

Mikrosatelliteninstabilitat

hMLH1
hMSH2

Tumorsuppressorgene

Adenomatous polyposis coli (APC)
Deleted in colorectal cancer (DCC)
P53

Zellzyklusregulatoren Zyklin D1
Zyklin E

Zyklin-abhangige Kinasen (CDKs)
P21 (WAF1/CIP1)

P27

P16

Retinoblastoma-Protein (RB)

Zelladhasion/lnvasion

Cathepsin D
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs)
CD44

E-Cadherin

B-Catenin

Urokinase-Typ Plasminogenaktivator

Proliferation/Apoptose

Bcl-2
BAX

Angiogenese

Vascular endothelial growth factor
(VEGF)

Platelet-derived endothelial growth factor
(PD-EGF)
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1.5. Problemstellung

1.5.1. Die P53-Genfamilie

Genarchitektur der p53-Familie

Abbildung 2: Genarchitetur der P53-Genfamilie (modifiziert nach Moll und Slade [30])
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Die

signifikante strukturelle Homogenitat untereinander

Mitglieder der p53-Familie weisen eine
auf. Sie setzen sich aus drei unterschiedlichen
Doméanen zusammen: einer N-terminalen Trans-
aktivierungsdomane (TA-Domane), einer zentralen
DNA-bindenden Domane (DBD) und einer C-
terminalen (OD). Die

grote Ubereinstimmung unter den drei Familien-

Oligomerisationsdomane

mitgliedern Iasst sich innerhalb der DBD feststellen.
Die Gene konnen als verschiedene Proteine
(Isoformen) exprimiert werden: Dementsprechend
werden die langen Proteine (full-length), die eine TA-
Domane enthalten (TA-Isoform) von den AN-
Proteinen mit fehlender TA-Domane (AN-Isoform)
unterschieden. Diese Variation der Genprodukte
und unter-

wird durch alternatives Spleil’en

schiedliche Promotoren bzw. Promotorregionen generiert. Die Molekularstruktur der

P63- und P73-Genprodukte ist wesentlich komplexer als jene des P53-Gens. So

enthalten die p63- und p73-Proteine an ihrem COOH-Ende eine zusatzliche SAM

(sterile alpha motif)-Domane fur Protein-Protein-Wechselwirkungen und weisen zwei

Promotorregionen auf, die zur Synthese weiterer Proteinvarianten (a, 3, y) Uber die

Verwendung alternativ gespleil3ter Exone genutzt werden [30,31]. Diese strukturellen

Ahnlichkeiten zwischen den

p53-Familienmitgliedern ermadglichen funktionelle

Interaktionen und die Regulation der Genexpression untereinander, die auch im

Hinblick auf die Tumorentstehung relevant sind.

19



P53

Das P53-Gen ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17 lokalisiert. Es kodiert fur
den kurzlebigen nukledren Transkriptionsfaktor p53. P53, erstmalig im Jahr 1979
beschrieben [31,32], ist das erste entdeckte Tumorsuppressorgen. Tumor-
suppressorgene sind zellulare Gene, deren Genprodukte einen hemmenden Effekt
auf den Zellzyklus, die DNA-Replikation und die Zellteilung bewirken (,Bremsen des
Zellzyklus®). Definitionsgemal’ bedingt der Funktionsverlust (,loss of function®) eines
Tumorsuppressorgens infolge einer fehlenden Bildung des Genprodukts oder
Bildung eines defekten Genprodukts ein dereguliertes Wachstum.

Bei Auftreten von genetischem Schaden im Genom einer Zelle wird p53 kurzfristig
hochreguliert und aktiviert mehrere Zielgene, die folgendes bewirken:

e Arretierung des Zellzyklus in der G1-Phase (G1-Arrest, Zellzyklusblockade)

e Aktivierung von DNA-Reparaturmechanismen

e Einleitung des programmierten Zelltodes (Apoptose) bei irreversiblem DNA-

Schaden
P53 wird auf Grund seiner zellbiologisch essentiellen Funktionen als ,Huter des
Genoms®“ bezeichnet. Sein Genprodukt entscheidet dartber, ob eine Zelle nach
genetischer Schadigung reparabel ist oder ob diese Zelle nicht mehr zur Vermehrung
zugelassen wird. Abhangig vom Ausmal} des zelluldren Schadens reicht das
Spektrum der von p53 eingeleiteten Effekte von vortibergehender Zellzyklusblockade
mit DNA-Reparatur bis hin zum irreversiblen Wachstumsstopp mit anschlieRender
Apoptose [31]. Die Apoptose ist ein mehrstufiger Prozess (programmierter Zelltod),
der einem physiologischen Selbstmord der Zelle gleichkommt.

Abgesehen vom Li-Fraumeni Syndrom, einer seltenen autosomal-dominant
vererbten Krankheit, die mit P53-Keimbahnmutation und — darauf begriindet — einem
einem 50%igen Risiko im Alter von 30 Jahren an einem Krebsleiden zu erkranken
einhergeht, findet man in den meisten Patientinnen somatische, auf die Tumorzellen

beschrankte Mutationen des P53-Gens.
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Abbildung 3: Das p53-Netzwerk (modifiziert nach Vogelstein [33])
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ten p53-Proteins mit an-

schliefender Expression von p53-Zielgenen, die in hemmende Prozesse der
Zellproliferation involviert sind. Einige Zielgene inhibieren die Zellzyklusprogression
(Zellzyklus-Arrest) oder die Entwicklung von Tumor versorgenden Blutgefalen
(Antiangiogenese), andere aktivieren die Apoptose. Eine negative Ruckkoppelung
erfolgt durch die Aktivierung von MDM-2. Die unterschiedlichen Komponenten dieses
zellularen Netzwerks varrieren von Zelltyp zu Zelltyp [33].

Mutationen im P53-Genlokus oder des P53-Gens sind die am haufigsten
gefundenen genetischen Veranderungen im menschlichen Organismus [34]. Sie
konnen einen Verlust oder eine Fehlfunktion des p53-Proteins zur Folge haben,
sodass die betroffenen Zellen einerseits nicht in der Lage sind, ihre DNA-
Reparaturmechanismen zu aktivieren oder den programmierten Zelltod zu
beschreiten. So konnen sich im Laufe von mehreren Zellzyklen genetische Schaden
anreichern; transformierte Zellen erfahren infolge der gestorten p53-Funktion
Wachstumsvorteile in der Zellzykluskontrolle (Zellzyklusblockade) und weisen durch
den Verlust von DNA-Reparaturmechanismen chromosomale Instabilitat auf.

In vielen Tumoren, wie Kolon-, Lungen-, Mamma- und Magenkarzinomen,
konnen Mutationen nachgewiesen werden, die zum Funktionsverlust des p53-
Proteins fuhren. Dieses mutierte Protein reichert sich infolge verlangerter
Lebensdauer (Halbwertszeit 4-12 Stunden) im Zellkern an und kann dadurch in den
Tumorzellen immunhistochemisch (p53-Uberexpression) nachweisbar werden. Im
Normalgewebe hingegen ist p53 nicht detektierbar, da es nur in geringen Mengen

exprimiert wird und eine extrem kurze Halbwertszeit (15-20 Minuten) aufweist.
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Die Polymerasekettenreaktion (PCR) mit anschlieender Sequenzanalyse
ermoglicht die direkte Untersuchung von Genmutationen. In uber 90% handelt es
sich bei P53-Alterationen um eine Punktmutation in den Exonen 5-8, die eines von
23.000 Nukleotiden im Gen verandert. Im Gegensatz zum Ras-Gen, bei dem nur drei
von 189 Kodone Ziele onkogener Mutationen sind, kdnnen im P53-Gen in 300 von
393 Kodonen, die fur die Synthese des Proteins verantwortlich sind, Mutationen
vorkommen.

Die Immunhistochemie stellt eine etablierte, schnelle und glnstige Methode
fur den Nachweis der p53-Proteinliberexpression im Tumorgewebe dar [35].
Verwertbar als Malignitatskriterium ist eine kraftige nukledare Expression in
Tumorzellen. Die Menge der gefarbten Zellkerne kennzeichnet die
immunhistochemisch nachgewiesene p53-Uberexpression [34].

Das p53-Protein spielt eine zentrale Rolle in der Regulation der epithelialen
Homoostase und in der Pathogenese des KRKs. Dabei scheinen P53-Mutationen
besonders in den spaten Stadien der Tumorentstehung, in erster Linie wahrend der
Konversion vom Adenom zum Karzinom, involviert zu sein [36,37]. In der Literatur
wird die Inzidenz der p53-Abnormalitaten beim KRK mit 40-60% angegeben, diese
Haufigkeit gilt sowohl fur Positivitat in immunhistochemischen Analysen als auch fur
den Nachweis von Genmutationen [37]. Es besteht aber bekanntermallen keine
unmittelbare Kongruenz zwischen der p53-Immunpositivitat und assoziierten P53-
Genmutationen. Das heil3t, dass eine nukledre p53-Expression in manchen Fallen
auch ohne stattgefundene Genmutation und umgekehrt Genmutationen ohne
Protein-Uberexpression nachgewiesen werden koénnen [35-40]. Die Konkordanz
zwischen immunhistochemischen Techniken und genanalytischen Methoden in der
Detektion von p53-Alterationen wird in der Literatur mit einer Spannweite von 51-
79% angegeben [35,38-43].

Eine Literaturanalyse zeigt, dass P53-Abnormalitaten von klinischer Relevanz
beim KRK sind, jedoch sind die Studienergebnisse diesbezuglich widersprichlich
[35-43]. Wir untersuchten daher mittels immunhistochemischer Analyse den
prognostischen Stellenwert einer p53-Uberexpression im Tumorgewebe im Hinblick
auf das progressionsfreie und tumorspezifische Uberleben von KRK-Patientinnen

und deren Zusammenhang mit weiteren histopathologischen Parametern.
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P63:

Das P63-Gen ist auf dem langen Arm von Chromosom 3 lokalisiert und kodiert fur
drei unterschiedlich gespleiRte Isoformen (a, pB, y). Durch verschiedene
Promotorregionen kann einerseits die TAp63-Isoform und andererseits die ANp63-
Variante generiert werden. Insgesamt entstehen aus dem p63-Genlokus sechs
unterschiedliche p63-Isoformen (TAp63a, TAp63p, TAp63y, ANp63a, ANp63p und
ANp63y) [44].

Trotz struktureller und funktioneller Ahnlichkeiten von P53 und P63, gibt es
klare Unterschiede zwischen ihnen: Wahrend P53 haufig Mutationen in
menschlichen Tumoren aufweist und als Prototyp eines Tumorsuppressorgens
bezeichnet werden kann, findet man nur selten P63-Mutationen [44]. Auch die
Voraussetzung eines Tumorsuppressorgens, namlich der haufige Funktionsverlust in
transformierten Zellen, der dereguliertes Tumorwachstum zur Folge hat, wird im Fall
von P63 nicht erfullt.

Die Mehrheit der Tumoren weist eine normale p63-Expression auf; allerdings
zeigen einige Neoplasien auch eine Uberexpression oder eine Amplifikation des p63-
Genlokus (z.B. Bronchus- und Zervixkarzinome), was eher an die Merkmale eines
Onkogens erinnert.

Es konnte festgestellt werden, dass die unterschiedlichen Isoformen von p63
verschiedene zellulare Aufgaben erfullen: Das TAp63-Protein ist, ahnlich wie p53, in
der Lage an DNA zu binden und die Transkription von p53-Zielgenen zu aktivieren.
Dies kann die Induktion der Zellzyklusblockade bzw. der Apoptose zur Folge haben
[30,31]. Die ANp63-Variante kann entweder indirekt durch Bindung an die DNA oder
uber direkte Protein-Wechselwirkungen negative Effekte auf p53, p73 und auch p63
(TAp63-Protein) austben. Demzufolge ist eine Interaktion zwischen den Mitgliedern
der p53-Familie mdglich [30,31].

p63 zeigt eine stark variierende, gewebsspezifische Expression im
Normalgewebe. Vorlauferzellen der Haut, Brust und Prostata weisen eine starke
Expression der ANp63-lsoform auf, wahrend das TAp63-Protein in diesen
Gewebetypen kaum zu detektieren ist.

Molekulare Experimente an Mausen haben gezeigt, dass p63 essentiell an
den Prozessen der Embryogenese beteiligt ist. In der epidermalen Morphogenese

(Bildung der Haut und Hautanhangsgebilde) und in der Ausbildung der Gliedmalien
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spielt p63 eine entscheidende Rolle. Tiere mit fehlender p63-Expression zeigen
schwere Storungen in der Extremitaten- und Epidermisentwicklung, bis hin zum
Fehlen dieser, sowie kraniofaziale Malformationen. Aul3erdem Uberleben diese Tiere
nur wenige Tage nach der Geburt. Auch beim Menschen haben
Keimbahnmutationen des p63-Gens schwere autosomal dominant vererbte
Krankheitsbilder, wie das Ectrodactyly-Ectodermal Dysplasia-Clefting-Syndrom
(EEC-Syndrom), zur Folge.

Die Rolle des p63-Proteins in der Kanzerogenese ist komplex und noch nicht
abschlie3end geklart. Sicher ist, dass p63 nicht als typisches Tumorsuppressorgen
bezeichnet werden kann. Wie bereits erwahnt, befindet sich der p63-Genlokus am
langen Arm des Chromosom 3, innerhalb einer Region, die haufig in Plattenepithel-,
Zervix- und Prostatakarzinomen Amplifikationen aufweist, was als Hinweis flur die
onkogene Wirkung von p63 gedeutet werden kdnnte [44].

Im Gegensatz zu p53 existieren nicht ausreichend Daten Uber die klinische
Relevanz einer p63-Uberexpression beim KRK. Zwar haben einige Studien [45-47]
die Rolle des p63-Proteins in der neoplastischen Transformation und Progression
thematisiert, jedoch gibt es bis dato nur zwei Arbeiten, die sich mit der p63-
Immunreaktivitat beim KRK beschaftigen haben [48,49].

P73:

Das P73-Gen ist auf dem kurzen Arm des Chromosom 1 lokalisiert und kodiert fur
sieben durch alternatives SpleiRen am C-Terminus (a, B, y, 8, €, ¢ und n) und flr vier
durch alternatives SpleiRen am N-Terminus entstandene Isoformen. Analog zu p63,
kann durch variierende Promotorregionen das TAp73-Protein und die ANp73-
Variante gebildet werden. Bis 2006 wurden vierzehn unterschiedliche p73-Proteine
beschrieben [31].

Wie p63, wurde p73 initial fur ein klassisches Tumorsuppressorgen gehalten.
Diese Annahme stitzte sich auf den Strukturhomologien mit p53 und der
Genlokalisation auf Chromosom 1, das in einer Vielzahl von Tumoren Deletionen
aufweist. Maligne Tumore zeigen im Allgemeinen jedoch viel haufiger p73-
Uberexpressionen als p73-Expressionsverluste, was nicht mit den Merkmalen eines

klassischen Tumorsuppressorgens konform geht.
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Im Gegensatz zu p53 pradisponiert ein Mangel an p73 nicht unmittelbar zur
Tumorentstehung. Molekulare Experimente haben gezeigt, dass p73 eine
fundamentale Rolle in der Entwicklung neuronaler Strukturen spielt. Tiere mit
fehlender p73-Expression entwickeln schwere zerebrale Fehlbildungen.

Die unterschiedlichen p73-Varianten erflllen verschiedene Aufgaben: Die
TAp73-Isoform kann, entsprechend der grofen strukturellen Ubereinstimmungen mit
p53, durch spezifische Bindung an DNA und p53-Zielgene zur Aktivierung der
Zellzyklusblockade und Induktion der Apoptose fuhren. Die ANp73-Variante ist in der
Lage direkt spezifische Gene, welche von der TAp73-Isoform nicht induziert werden,
zu aktivieren. Mittels DNA-Bindung oder Protein-Interaktion vermag die ANp73-
Isoform antiapoptotische und onkogene Effekte auszuiben [31].

p73 wird nur zu einem geringen Ausmal} in normalen Zellen exprimiert, was
die Detektion im Normalgewebe schwierig macht. Die haufigsten Veranderungen im
Tumorgewebe entsprechen Uberexpressionen der verschiedenen p73-Isoformen,
dabei ist fur gewohnlich die TAp73-Variante betroffen. Eine signifikante p73-
Uberexpression wurde in einer Reihe von Tumoren, darunter vereinzelt auch in KRK,
nachgewiesen [44]. Dies konnte fur eine onkogene Wirkung von p73 sprechen.
Wahrscheinlich existiert  ein Expressionsgleichgewicht ~ zwischen den
proapoptotischen Proteinen, TAp73 und p53, und der antiapoptotischen ANp73-
Proteinvariante. Diese Balance scheint eine entscheidende Rolle in der
physiologischen zellularen Antwort auf genetische Schadigungen zu spielen.

Die p73-Expression beim KRK stellt, ahnlich wie p63, kein gut erforschtes
Gebiet dar. Derzeit gibt es nur zwei Studien, die sich mit der prognostischen
Relevanz einer p73-Uberexpression beim KRK beschaftigen [50,51]. Wir
untersuchten mittels Immunhistochemie den prognostischen Stellenwert einer p73-
Uberexpression im Hinblick auf progressionsfreies und tumorspezifisches Uberleben
bei KRK-Patientinnen und deren Zusammenhang mit klinisch-pathologischen

Parametern.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientinnenkollektiv

Wahrend des Zeitraums vom 1. Janner 1984 bis 31. Dezember 2005 wurde eine
Gesamtzahl von 7909 kolorektalen Karzinomen von 7564 Patientinnen (4095
Manner, 3469 Frauen; Ratio 1.2:1) in der Kolonkarzinomdatenbank am Institut fur
Pathologie der Medizinische Universitat Graz zusammengestellt. Von diesen wurde
eine Zufallsstichprobe von 400 Patientinnen (5%) fur das Zeitfenster von Janner
1992 (EinfUhrung der computergestutzten Datenerfassung) bis Dezember 2000
erhoben, mit dem Ziel ein Follow-Up von minimal funf Jahren zu erreichen. Die
Erhebung der Follow-Up Daten wurden von meinem Mitstudenten (Cand. med.
Richard Lindtner) sorgfaltig vorgenommen. Folgende Patientinnen wurden von der
Untersuchung ausgeschlossen:

e Patientlnnen, die mit einer endoskopischen Polypektomie wegen eines
risikoarmen (,low risk“) T1-Karzinoms behandelt wurden, nahmen auf Grund
fehlender Daten im Hinblick auf den Lymphknotenstatus nicht an der Analyse
teil.

e  Patientinnen mit Rektumkarzinom, die eine neoadjuvante Chemotherapie
erhielten, wurden wegen mutmallicher Therapie-bezogenen Veranderungen
der T-Klassifikation (und auch anderer Parameter) von den Untersuchungen
ausgenommen.

o Patientinnen mit synchronen oder metachronen Zweitkarzinomen im Kolon oder
Rektum wurden nicht in die Analyse einbezogen, weil bei Tumorprogress der
Verantwortliche der Tumoren nicht bestimmbar ist.

o Patientinnen mit konkurrierenden invasiven Karzinomen anderen Ursprungs

wurden aus demselben Grund ebenfalls nicht bertcksichtigt.

2.2. Histopathologie

Eine Gesamtzahl von 381 Tumoren der insgesamt 400 Patientinnen (95%) stand flr
die histopathologische Re-Evaluierung zur Verfugung (bei den dbrigen 19 Fallen
waren die Originalschnitte und/oder Paraffinblocke im Archiv nicht auffindbar). Das
Kollektiv umfasst 215 Manner (56%) und 166 Frauen (44%) (Ratio: 1.3:1) mit einem
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medianen Erkrankungsalter von 68.5 Jahren und einem Mittelwert von 69.9 Jahren
(Spannweite 28-93).

Die Analyse der histopathologischen Schnittpraparate wurde von drei
Untersuchern (Univ. Doz. Dr. med. Cord Langner, Cand. med. Verena Pollheimer
und Cand. med. Marion Pollheimer) unabhangig von einander in Bezug auf folgende
histopathologische Parameter vorgenommen:

»  TNM-Klassifikation, gemaf} UICC 2002 [8]
» Differenzierungsgrad, gemaf aktueller WHO-Klassifikation [19]
» Histologischer Tumortyp (beinhaltet auch die Festlegung von muzinésen und

plattenepithelialen Anteilen), gemaf aktueller WHO-Klassifikation [19]

= Anzahl resezierter Lymphknoten

= Anwesenheit von Lymph- oder Blutgefainvasionen (L1 bzw. V1)

» Konfiguration der Tumorgrenze an der Invasionsfront (nach Jass)

» Tumorzelldissoziation an der Invasionsfront (sog. Budding)

» Grad der Entzundung innerhalb des Tumors

= Anteil von eosinophilen Granulozyten an den Entziindungszellen

» Vorhandensein von neutrophil-granulozytarer Entziindung (inkl. Abszesse)
» Grad der vorhandenen Nekrose

» Grad der vorhandenen Desmoplasie

= Anwesenheit einer perineuralen Invasion

Das Tumorstadium wurde anhand der UICC 2002 Richtlinien der TNM-Klassifikation
[8] durchgefuhrt. Die Tumordifferenzierung wurde nach den WHO-Kriterien [19], nach
dem Ausmald der glandularen Differenzierung, festgelegt. Sowohl TumorgréfRRe als
auch Tumorlokalisation wurde der Krankengeschichte entnommen. Ein Mittelwert
von 4.5 (Medianwert 4, Spannweite 1-17) in Paraffin gebettete Gewebsblocke waren
fur die Analyse verfugbar. In 352 von den 381 (92%) Fallen waren zumindest drei
Blocke vorhanden.

Alle drei Untersucher analysierten die pathologischen Schnittpraparate
unabhangig von einander und waren bezlglich des klinischen Verlaufes der
Patientlnnen geblindet, weil das Follow-Up von einem anderen Studenten
(nachtraglich!) durchgefthrt wurde.

Die postoperative Therapie betroffener Patientinnen richtete sich nach dem

UICC-Stadium: Patientinnen im Stadium | und Il erhielten keine adjuvante
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Behandlung, wahrend Patientinnen im Stadium Ill mit 5-Fluorourazil/Folsaure gemaf

Mayo Clinic-Regime therapiert wurden.

2.3. Follow-Up

Das Follow-Up inkludierte eine routinemalig durchgefuhrte physikalische
Untersuchung mit Anamnese, eine Laborkontrolle mit Bestimmung des Blutbilds, der
Leberenzyme, des CEA und CA 19-9 alle drei Monate fur die ersten drei Jahre und
danach in einem sechsmonatigem Intervall. Ein Thoraxrontgen und ein
Abdomenultraschall wurden alle sechs Monate in den ersten drei Jahren und in den
darauffolgenden Jahren einmal jahrlich durchgefuhrt. Bei Patientinnen mit
Rektumkarzinomen wurde alle zwolf Monate ein Computertomogramm des Beckens
vorgenommen.

Die Studie wurde im April 2007 von der Ethikkommission der Medizinischen

Universitat Graz genehmigt.

2.4. Immunhistochemie

2.4.1. TMA-Konstruktion

Nach der histopathologischen Analyse erfolgte die Untersuchung von p53, p63 und
p73 durch Immunhistochemie mit Hilfe einer Tissue Microarray (TMA)-Methode. Die
TMAs wurden mittels eines manuellen Tissue-Array Instruments (Beecher, Silver
Spring, USA) konstruiert.

Bei der Konstruktion der TMAs wurden jeweils zumindest 3 reprasentative
Gewebestanzen (Durchmesser 0,6mm) aus den primaren Tumorblocken
(formalinfixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe), von unterschiedlichen
Tumorabschnitten und wo vorhanden auch aus zugehoérigen Lymphknoten- und
Fernmetastasen, in einen TMA-Block Uberfuhrt. Insgesamt wurden acht TMA-Bldcke
mit zusammen 2760 Stanzen erstellt. Darunter waren 1907 Stanzen der 381
Primartumoren (im Mittel und Median 5 Stanzen pro Tumor, Spannweite 3-14) und
853 Stanzen von 211 Metastasen (im Mittelwert 4.6 und Median 4 Stanzen pro

Metastase, Spannweite 3-12).
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Die 381 Patientlnnen teilten sich wie folgt auf: 220 nur mit Primartumor, 119 mit
Primartumor und Lymphknotenmetastase, 18 mit Primartumor und Fernmetastase
und 24 mit sowohl Lymphknoten- als auch Fernmetastase. Von den 381
Primartumoren mussten letztlich 2 wegen im Archiv nicht auffindbarer Tumorbldcke
aus der Auswertedatei entfernt werden. Somit standen am Ende 379 Primartumoren
fur die immunhistochemische Analyse zur Verfugung.

Folgende Verteilung konnte fur die Lokalisation der Fernmetastasen gefunden
werden: Am haufigsten waren die Leber (insgesamt funfzehn Mal und einmal mit
einer ovariellen Mitbeteiligung) und das Peritoneum (zwdlf Falle, zweimal die
Eierstocke und einmal die Haut mitbetroffen) von einem metastastischen Befall
betroffen. Bei weiteren funf Patientinnen zeigten das Cerebrum, in drei Fallen der
Gastrointestinaltrakt  (zweimal der Dunndarm und einmal der Magen)
Fernmetastasen. Die Lunge war in zwei weiteren Fallen das Ziel der Metastasierung.
Am seltensten (je einmal) standen Tumorabsiedelungen in der Milz, den Ovarien,

oder im Knochen fur die weitere Aufarbeitung und Auswertung zur Verfugung.
2.4.2. Immunhistochemische Farbung

Vier ym dicke TMA-Schnitte wurde in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert
und rehydriert sowie fur funf Minuten mit 1%igem Hydrogenperoxid behandelt. Die
endogene Peroxidaseaktivitat wurde anschlief3end durch finfminitige Inkubation mit
Dako Real™ (S2023) Peroxidase Blocking Solution (DAKO, Glostrup, Dénemark)
blockiert. Zur Vorbehandlung wurden die Paraffinschnitte weiters in Epitope Retrival
Solution Dako (K5207) fur vierzig Minuten bei 98.5°C im Wasserbad belassen und
anschlielend zwanzig Minuten abgekuhlt.

Zur Detektion von p53 wurden die Schnitte in einem ersten Schritt bei 98.5°C
in Epitope Retrieval Solution Dako (K 5207) fur vierzig Minuten vorbehandelt und
danach zwanzig Minuten in einem Wasserbad ausgekuhlt. Anschliefend wurden die
Schnitte fur dreiRig Minuten mit dem monoklonalen Maus-Antikérper DO-7 (m-a-
human pb3 Protein, Clone DO-7, Dako) in einer Verdlinnung von 1:100 in Dako

Real™

Antibody Diluent fur dreil3ig Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Zur Detektion von p63 wurden die Schnitte fur funfundzwanzig Minuten in
Dako Target Retrieval Solution pH 9.0, (S 2367) vorbehandelt und zwanzig Minuten

in einem Wasserbad ausgekihlt. Danach erfolgte die Inkubation der Schnitte fir
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dreiBig Minuten mit dem monoklonalen Maus-Antikorper BC4A4 (P63 monoclonal
Antibody, Clone BC4A4 Biocare) in einer Verdiinnung von 1:200 in Dako Real™
Antibody Diluent fur drei3ig Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Zur Detektion von p73 wurden die Schnitte in der Mikrowelle bei 150 W und
mit Natrium-Zitratpuffer (pH 6.0) fur 40 Minuten vorbehandelt und danach fir zwanzig
Minuten ausgekuhlt. Weiters wurden die Schnitte mit dem monoklonalen Maus-
Antikorper p73-Protein alpha (Clone 24, Novocastra, NCL-p73) in einer Verdinnung
von 1:30 in Dako Real TM Antibody Diluent (S 2022) flr sechzig Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.

Zur Detektion der Immunnreaktion wurde Dako Real/™ Detection System,
Peroxidase/DAB+Rabbit/Mouse bei Raumtemperatur fur funfzehn Sekunden
appliziert. Das verwendete Chromogen war fur p53 und p63 Dako (K3464) AEC
Substrate Solution und wurde flr zehn Minuten angewendet. Fur die Farbung der
p73-Immunreaktion wurde Dako Real TM DAB+ Chromogen (K 5001) flr zehn
Minuten angewendet.

Nach einer Kerngegenfarbung mit Hamatoxylin nach Mayer fur eine Minute
wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe und abschliel3end Xylol
dehydriert.

Zur Detektion der Primarantikdrperbindung wurde Dako Real’™Detection
System, Peroxidase/DAB+Rabbit/Mouse (K 500111) bei Raumtemperatur fur
funfzehn Minuten appliziert. Nach einer Gegenfarbung mit Hdmatoxylin Mayer
Labonord fir eine Minute wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe
und abschlieRend mit Xylol dehydriert.

Positiv- und Negativkontrollen (durch Dako ChemMate Antibody Diluent, Code
No. S2022 ersetzter Primarantikdrper) wurden als Kontrolle der Reproduzierbarkeit
der Farbung bei jeder Farbereihe mitgeflhrt. Fir p53 wurde ein Kolonkarzinom mit
bekannter p53-Immunreaktion, fir p63 nicht-neoplastisches Prostatagewebe und fur

p73 normales Tonsillengewebe als Positivkontrollen verwendet.

2.4.3. Auswertung der Immunhistochemie

Alle immunhistochemisch gefarbten Schnitte wurden von zwei unabhangigen,

hinsichtlich klinisch-pathologischer Daten geblindeten Beobachtern (Univ.-Doz. Dr.
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med. Cord Langner und Cand. med. Marion Pollheimer) auf ihre Immunreaktivitat in
einem semiquantitativen Ansatz untersucht. Alle Tumorzellkerne, die eine deutliche
braunrote Farbung aufwiesen, wurden als positiv gewertet (Uberexpression).
Zytoplasmatische Farbungen wurden in die Analyse nicht miteinbezogen. Die
Immunreaktivitat wurde in folgenden Kategorien (bestimmt durch den Mittelwert aller
Stanzen eines Patientinnen) dokumentiert: 0, keine Reaktivitat; 1, 1-10% der
Tumorzellen positiv; 2, 11-25% positiv; 3, 26-50% positiv; 4, 51-75% positiv; 5, 76-
90% positiv und 6, >90% der Tumorzellen positiv.

Fir eine bessere statistische Auswertbarkeit fuhrten wir eine weitere
Stratifizierung durch: Score 0: 0-10% (geringe Expression) Score 1: 11-50%
(mittelgradige Expression) und Score 2: >50% (hochgradige Expression). In
Anlehnung an Zlobec et al. [52,53] wurde ein Cut-off-Level von 10% gefarbter

Tumorzellkerne in die statistische Analyse einbezogen.

2.5. Definitionen und statistische Analysen

Im Rahmen des Follow-Ups wurde die Analyse des progressionsfreien und das
tumorspezifischen Uberlebens durchgefiihrt. Krankheitsprogress wurde definiert
entweder als Auftreten von lokalem Tumorrezidiv (jedes nachweisbare Rezidiv im
Follow-Up, ob alleine oder in Kombination mit generalisiertem Krankheitsruckfall)
oder als Auftreten von systemischem Tumorrediziv (jede nachweisbare
Fernmetastase im Follow-Up, aul3er Lokalrezidiv).

Tumoren, die im Zakum bis zum Querkolon lokalisiert waren, wurden als
rechtsseitige und Tumoren der linken Flexur, des absteigenden Kolons und des
Sigmas als linksseitige KRK definiert. Tumoren, die vom rektosigmoidalen Ubergang
oder im Rektum ausgingen, wurden als rektale KRK zusammengefasst.

Assoziationen zwischen dem immunhistochemisch nachgewiesenen Ausmalf
der p53-, p63-, und p73-Expression und anderen histopathologischen Parametern,
wie T-Klassifikation, Tumordifferenzierung, N-Klassifikation, UICC-Stadium,
Angioinvasion und TumorgroRe wurden mittels Chi-Quadrat-Test oder Fisher’s
Exakt-Test analysiert.

Das progressionsfreie und das tumorspezifische Uberleben wurde mit der
Kaplan-Meier-Methode berechnet und mittels Log-Rank-Test verglichen. Fur die

Multivariatanalyse wurde das Cox’s proportional Hazards Regressionsmodell
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verwendet. Alle angegebenen p-Werte sind zweiseitig mit signifikanten Werten bei
p<0.05.

Alle statistischen Analysen wurden durchgefuhrt mit: Hintze, J. (2007). (NCSS,
LLC. Kaysville, Utah, U.S.A. www.ncss.com)
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3. Ergebnisse

3.1. Pathologische Daten

Abbildung 4: Tumorlokalisation
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Gemal unserer Definition zeigten die Tumoren folgende Lokalisationen: 107 (28%)
der 381 Karzinome waren im rechten Kolon, 108 (28%) im linken Kolon und die
restlichen 164 (43%) Tumoren im Rektum lokalisiert (siehe Abb.4).

Tabelle 3: Ubersichtstabelle des Patientinnenkollektivs

pT N(%) |pN n(%) |UICC n(%) |G n (%)
pT1 | 28(7%) |pNO | 213 (56%) |1 82 (22%) | G1 121 (32%)
pT2 | 70 (18%) |pN1 | 83(22%) |l 125 (33%) | G2 138 (36%)
pT3 | 218 (57%) |pN2 | 85 (22%) | IV 151 (40%) | G3 99 (26%)
pT4 | 65 (17%) Y 23 (6%) | G4 23 (6%)

28 (7%) Patientlnnen wiesen ein pT1-, 70 (18%) ein pT2-, 218 (57%) ein pT3- und 65
(17%) ein pT4-Karzinom auf. Eine Lymphknotenbeteiligung konnte in 168 (44%) der
Tumoren nachgewiesen werden. Diese gliedern sich in 83 (22%) KRK mit

metastatischem Befall von 1-3 Lymphknoten (pN1) und 85 (22%) Tumoren mit
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Metastasen in mehr als 4 Lymphknoten (pN2). 82 Patientinnen (22%) wurden im
UICC-Stadium 1, 125 (33%) im UICC-Stadium I, 151 (40%) im UICC-Stadium IIl und
23 (6%) im UICC-Stadium IV operiert (siehe Tabelle 3).

Abbildung 5: Tumordifferenzierung

140

121 (32%) Tumoren zeigten einen hohen (G1), 138 (36%) einen mittleren (G2) und
99 (26%) einen niedrigen Differenzierungsgrad (G3). In den verbleibenden 23 (6%)

Fallen wurden undifferenzierte Karzinome (G4) nachgewiesen (siehe Abb.5).

Abbildung 6: Histologie
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Mittels histologischer Evaluierung detektierten wir 318 (84%) konventionelle

Adenokarzinome, 44 (12%) muzinése Adenokarzinome, 13 (3%) undifferenzierte

34



Karzinome, drei (1%) Siegelringzell-Karzinome, zwei (0.5%) medullare Karzinome

sowie ein (0.3%) adenosquamdses Karzinom (siehe Abb.6).

Abbildung 7: Angioinvasion
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Weiters wiesen wir in 158 (41%) KRK eine Lymph- oder Blutgefallinvasion nach.
Davon prasentierten sich 126 (33%) Tumoren mit Lymphgefaflinvasionen, wobei 56
(44%) intramural, 7 (6%) extramural und 63 (50%) in beiden Lokalisationen detektiert
wurden. Eine Blutgefallinvasion wurde in 87 (23%) Fallen gefunden. Von diesen
waren 14 (16%) intramural, 54 (62%) extramural und 19 (22%) kombiniert intra- und

extramural gelegen (siehe Abb.7).
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Abbildung 8: TumorgroRe
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Die Tumoren varrierten in ihrem Durchmesser von 0.6 bis 16 cm. Der Medianwert lag
bei 4.5 cm, der Mittelwert bei 4.7 cm. 31 (9%) Tumoren zeigten eine Grof3e von bis
zu 2 cm, 52 (14%) von 2.1 bis 3 cm, 79 (22%) von 3.1 bis 4 cm, 84 (23%) von 4.1 bis
5 cm, 57 (16%) von 5.1 bis 6 cm, 18 (5%) von 6.1 bis 7 cm, weitere 18 (5%) von 7.1
bis 8 cm, 6 (2%) von 8.1 bis 9 cm, 6 (2%) von 9.1 bis 10 cm sowie 8 (2%) einen
Durchmesser von mehr als 10%. In 22 (6%) Fallen war die Tumorgrof3e nicht
bekannt (siehe Abb.8).

3.2. Ergebnisse der p53-Auswertung

3.2.1. Immunhistochemie

Eine nukleare p53-Expression wurde in 261 (71%) der 370 Primartumoren gefunden.
In 109 Fallen (29%) war keine nukledre p53-Immunoreaktion zu detektieren. Die
semiquantitative Analyse zeigte eine p53-Immunpositivitat von weniger als 10% der
Tumorzellen in 68 (26%), von 11 bis 25% in 20 (8%), von 26 bis 50% in 23 (9%), von
51 bis 75% in 24 (9%), von 76 bis 90% in 67 (26%) und von mehr als 90% in 59
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(23%) der 261 p53-positiven Primartumoren (siehe Tabelle 4). Die Abbildungen 9

und 10 zeigen Beispiele fur eine starke und eine schwache p53-Immunreaktion.

Tabelle 4: Nukleare p53-Expression

Nukledre p53-Expression

Kategorie Prozentueller Anteil n (%)
positiver Tumorzellen

0 0% 109 (29%)
1 1-10% 68 (18%)
2 11-25% 20 (5%)
3 26-50% 23 (6%)
4 51-75% 24 (6%)
5 76-90% 67 (18%)
6 >90% 59 (15%)
Nicht auswertbar - 11 (3%)

Von den 370 Primartumoren zeigten 177 (48%) KRK eine nukleare p53-Expression
von 0 bis 10% (Score 0), 43 (12%) eine p53-Expression von 11-50% (Score 1) und
150 (41%) eine p53-Expression von >50% (Score 2) (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: p53-Expression in Primartumor, Lymphknoten- und Fernmetastase

Nukledre p53-Expression

Score 0 Score 1 Score 2
Primartumor (n=370) 177 (48%) 43 (12%) 150 (41%)
Lymphknotenmetastase (n=128) 52 (41%) 22 (17%) 54 (42%)
Fernmetastase (n=39) 19 (58%) 5 (13%) 15 (38%)
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Abbildung 9: Starke p53-Expression in einem klassischen Adenokarzinom (Score 6)
(Original x 200)

nal x 200)
S )8

Abbildung 10: Schwache p53-Expression in einem klassischen Adenokarzinom (Score 2)
(Original x 200)
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Korrelation der p53-Expression mit histopathologischen Parametern

Wir fuhrten eine Korrelationsanalyse der Ergebnisse der semiquantitativen p53-
Immunreaktion mit klinisch-pathologischen Parametern, wie dem Geschlecht, der T-
Klassifikation, Tumordifferentierung, N-Klassifikation, UICC-Stadium, Angioinvasion
und TumorgréRe, durch. Einen Uberblick iber die Ergebnisse der Assoziation der
p53-Expression mit histopathologischen Parametern gibt Tabelle 6.

Wir erzielten hochsignifikante Ergebnisse fur die Korrelation zwischen der
p53-Expression mit der Tumordifferenzierung und dem Nachweis von
Lymphgefalinvasionen (p<0.001). Darliberhinaus wiesen p53-positive Tumoren in
einem signifikant hoheren Anteil positive Lymphknoten (p=0.013) und eine
Veneninvasion (p=0.01) auf. Eine starke Assoziation wurde im Hinblick auf die
TumorgroRe (p=0.02) und schwachere Korrelationen mit der T-Kategorie (p=0.068)
und dem UICC-Stadium (p=0.036) beobachtet. Keine Assoziation konnte wir im
Hinblick auf das Patientinnengeschlecht verzeichnen (p=0.2).

Nach Gruppierung der Daten nach geringgradiger (0-10%) und hochgradiger
(>50%) p53-Expression fuhrten wir eine weitere Analyse mittels Fisher's Exakt-Test
durch. Dieser ergab keine signifikanten Resultate und relativiert somit unsere

Ergebnisse im Hinblick auf die Korrelation mit histopathologischen Parametern.
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Tabelle 6: Korrelation der p53-Expression mit klinikopathologischen Parametern

P53-Expression

Score 0 Score 1 Score 2 p-Wert
Geschlecht
Mannlich (n=210) 96 (46%) 1(10%) 93 (44%) 0.2
Weiblich (n=160) 81 (51%) 2 (14%) 57 (36%)
T-Klassifikation
T1 (n=26) 10 (38%) 3 (12%) 13 (50%)
T2 (n=67) 34 (51%) 4 (6%) 29 (43%) 0.068
T3 (n=213) 101 (47%) 21 (10%) 91 (43%)
T4 (n=64) 31 (48%) 14 (22%) 19 (30%)
Tumordifferentierung
G1 (n=144) 92 (64%) 10 (7%) 42 (29%) <0.001
G2 (n=141) 55 (39%) 16 (11%) 70 (50%)
G3 (n=61) 8 (30%) 12 (20%) 31 (51%)
G4 (n=24) 2 (50%) 5 (21%) 7 (29%)
N-Klassifikation
N neg. (n=207) 112 (54%) 8 (9%) 77 (37%) 0.013
N pos. (n=163) 65 (40%) 25 (15%) 73 (45%)
Tumorstadium
I (n=80) 41 (51%) 6 (8%) 33 (41%)
Il (n=121) 66 (55%) 2 (10%) 43 (36%) 0.036
[l (n=149) 61 (41%) 19 (13%) 69 (46%)
IV (n=20) 9 (45%) 6 (30%) 5 (25%)
Lymphatische Invasion
LO (n=250) 128 (51%) 0 (8%) 102 (41%) <0.001
L1 (n=125) 49 (39%) 28 (22%) 48 (38%)
Venose Invasion
V0 (n=284) 145 (51%) 6 (9%) 113 (40%) 0.01
V1 (n=86) 32 (37%) 7 (20%) 37 (43%)
Tumorgrofe
<4.5cm (n=191) 86 (45%) 15 (8%) 90 (47%)
> 4.5 cm (n=157) 81 (52%) 7 (17%) 49 (31%) 0.002
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Vergleich Primartumor und zugehorige Metastasen

In 143 (39%) Fallen der insgesamt 370 Primartumoren standen auch Blocke von
Lymphknotenmetastasen fur die immunhistochemische Untersuchung zur Verfligung.
Abbildung 11 zeigt ein Beispiel einer p53-positiven Lymphknotenmetastase. Von
diesen zeigten 97 (68%) Lymphknotenmetastasen p53-Immunpositivitat, 31 (22%)
waren p53-negativ und 15 (10%) wurden als nicht auswertbar eingestuft.

Abbildung 11: Lymphknotenmetastase mit p53-positiver KRK-Metastase
(Original x OO)
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Von den 128 auswertbaren Lymphknotenmetastasen zeigten 52 (41%) eine p53-
Immunreaktivitat von 0 bis 10% (Score 0), 22 (17%) von 11 bis 50% (Score 1) und 54
(42%) von mehr als 50% (Score 2) (siehe Tabelle 5). In 97 (97%) von 100 Fallen mit
positivem Primartumor waren auch die Lymphknotenmetastasen p53-positiv. In 30
von 41 (73%) Fallen mit negativem  Primartumor  zeigten die
Lymphknotenmetastasen eine negative p53-Immunreaktion und waren in nur 5
(12%) Fallen positiv. Vergleicht man die p53-Immunreaktivitat in den Primartumoren
mit der p53-Immunreaktivitat in den Lymphknotenmetastasen, so findet man in 45
von 128 (35%) Patientlnnen gleiche Positivergebnisse. In 30 (23%) Patientinnen

zeigte der Primartumor eine starkere und in 23 (18%) Patientlnnen eine schwachere
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p53-Immunreaktion als die zugehorige Lymphknotenmetastase. In den restlichen 30
(23%) Fallen waren Primartumor und Lymphknotenmetastase gleichsinnig p53-
negativ.

In 42 (11%) der insgesamt 370 Primartumoren standen Blécke von Fernmetastasen
fur die immunhistochemische Untersuchung zur Verfigung. Von diesen zeigten 26
(62%) Fernmetastasen p53-Immunpositivitat, 13 (31%) waren p53-negativ und 3
(7%) wurden als nicht auswertbar eingestuft. Von den 39 auswertbaren
Fernmetastasen war in 19 (58%) Fallen eine p53-Expression von 0 bis 10% (Score
0), in 5 (13%) Fallen eine p53-Expression von 11 bis 50% (Score 1) und in 15 (38%)
Fallen eine p53-Expression von mehr als 50% (Score 2) nachweisbar (siehe Tabelle
5). In 25 von 29 (86%) Fallen mit positivem Primartumor waren auch die
Fernmetastasen positiv fur p53. In 13 von 13 (100%) Fallen mit negativem
Primartumor zeigten die Fernmetastasen eine negative p53-Immunreaktion.
Vergleicht man die p53-Immunreaktivitat in den Primartumoren mit der
Immunreaktivitdt in den Fernmetastasen, so kann man in vier von 39 (10%)
Patientlnnen die gleichen Positivergebnisse nachweisen. In 16 (41%) Patientinnen
zeigte der Primartumor eine starkere und in 5 (13%) Patientinnen eine schwachere
p53-Immunreaktion als die zugehorige Fernmetastase. In den restlichen 13 Fallen

(33%) waren Primartumor und Fernmetastase gleichsinnig negativ.

Korrelation der p53-Expression mit der Tumorlokalisation

Wir detektierten eine signifikant haufigere Assoziation einer nuklearen p53-

Expression mit distaler und rektaler Tumorlokalisation (siehe Tabelle 7a und 7b).

Tabelle 7a: Korrelation der p53-Expression mit der Tumorlokalisation

Score 0 | Score 1 Score 2 p-Wert
Rechtes Kolon (n=104) 61 12 31
(59%) (12%) (30%)
Linkes Kolon (n=106) 53 15 36 0.005
(50%) (14%) (34%)
Rektum (n=160) 63 15 82
(39%) (9%) (51%)
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Tabelle 7b: Korrelation der p53-Expression mit der Tumorlokalisation

Score 0 Score 1 Score 2 p-Wert
Kolon (n=210) 114 27 67
(54%) (13%) (32%) 0.001
Rektum (n=160) 63 15 82
(39%) (9%) (51%)

3.2.2. Follow-up

Analyse des Patientinnentuiberlebens

Daten zum klinischen Verlauf waren von 350 der 381 Patientinnen (92%) verflgbar.
Nach mittlerer und medianer Follow-Up-Zeit von 56 und 45 Monaten, konnte ein
Krankheitsprogress in 141 der 350 Patientinnen (40%) nachgewiesen werden: 118
(34%) verstarben an dem Karzinom, 11 (3%) sind derzeit mit Metastasen am Leben,
7 (2%) zeigen keinen Hinweis auf Krankheitsprogression nach Metastatektomie und
weitere 5 (1%) Patientlnnen, die sich in initial schlechter Verfassung auf Grund
fortgeschrittener Tumorerkrankung prasentiert hatten, verstarben innerhalb von 30
Tagen nach der Operation. Die mittlere Zeit bis zur Progression war 15 Monate
(Medianwert 7, Spannweite 0-88).

Abbildung 12: Krankheitsprogress in Abhangigkeit von der T-Kategorie
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Der Krankheitsprogress verhielt sich in Abhangigkeit von der T-Kategorie
folgendermalien: Ein Patient (4%) von 28 Patientinnen mit einem pT1-Karzinom, 13
(19%) von 68 mit pT2-Karzinomen, 77 (40%) von 195 mit pT3-Karzinomen und 50
(83%) von 60 mit pT4-Karzinomen zeigten einen Progress ihrer Tumorerkrankung
(siehe Abbildung 12).

Korrelation der p53-Expression mit dem Patientinneniiberleben

Das progressionsfreie Uberleben von Patientinnen mit p53-positivem Karzinom lag
nach 120 Monaten bei 58% und bei Patientinnen mit p53-negativem Karzinom bei
60% (siehe Abb. 13). Betrachtet man die Patientinnen mit einer p53-Expression von
<10% und >10%, findet man nach 10 Jahren ein progressionsfreies Uberleben von
64% und 55% (siehe Abb. 14). In beiden Patientinnenkollektiven mit p53-
Expressionen von <50% und >50% ergab sich nach 10 Jahren ein aquivalentes
progressionsfreies Uberleben von 56% (siehe Abb. 15).

Das krankheitsspezifischne Uberleben von Patientinnen mit p53-negativen
Karzinomen lag nach 10 Jahren bei 59% und bei Patientinnen mit p53-positiven
Karzinomen bei 61% (siehe Abb. 16). Bei Betrachtung der Patientinnen mit einer
p53-Expression von <10% wund >10%, findet man nach 10 Jahren ein
krankheitsspezifisches Uberleben von 61% und 55% (siehe Abb. 17). In dem
Patientinnenkollektiv mit einer p53-Expression von <50% ergab sich nach 10 Jahren
ein krankheitsspezifisches Uberleben von 56% und 60% fir die Gruppe mit einer
p53-Expression von >50% (siehe Abb. 18).

In unserem Patientinnenkollektiv zeigte die p53-Uberexpression keine
statistisch signifikante Beziehung mit dem Patientinnentberleben, was sowohl das
progressionsfreie als auch das krankheitsspezifische Uberleben betrifft (siehe Abb.
13 bis 18).
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Abbildung 13: Kaplan-Meier-Kurven fiir das progressionsfreie Uberleben beziiglich einer
p53-Expression (p=0.41)
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Abbildung 14: Kaplan-Meier-Kurven fiir das progressionsfreie Uberleben beziiglich einer
p53-Expression von >10% (p=0.17)
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Kurven fiir das progressionsfreie Uberleben bezliglich einer
p53-Expression von >50% (p=0.93)
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Abbildung 16: Kaplan-Meier-Kurven fiir das krankheitsspezifische Uberleben beziiglich
einer p53-Expression (p=0.53)
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Abbildung 17: Kaplan-Meier-Kurven fiir das krankheitsspezifische Uberleben beziiglich
einer p53-Expression von >10% (p=0.26)
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Abbildung 18: Kaplan-Meier-Kurven fiir das krankheitsspezifische Uberleben beziiglich
einer p53-Expression von >50% (p=0.52)
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3.3. Ergebnisse der p63-Auswertung

Alle 370 Tumorschnitte, die bezlglich ihrer p63-Expression als auswertbar bewertet
wurden, zeigten durchgehend keine nukleare p63-Anfarbung, lediglich eine
zytoplasmatische Anfarbung wurde in einzelnen Fallen beobachtet (siehe Abb.19).
Auf Grund dieses Negativergebnisses wurde keine Korrelationsanalyse der p63-
Expression mit histopathologischen Parametern oder dem Patientinnentberleben
durchgefuhrt.

Abbildung 19: zytoplasmatische p63-Farbung in einem klassischen Adenokarzinom
_(Original x 200
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3.4. Ergebnisse der p73-Auswertung

Alle 370 Tumorschnitte zeigten keine nukleare p73-Immunreaktion. Es bestand in
135 (36%) von 370 Fallen lediglich eine flaue zytoplasmatische Anfarbung, die als
Farbeartefakt (unspezifische Reaktion) interpretiert wurde. Aus diesem Grund wurde
keine Korrelationsanalyse mit anderen histopathologischen Parametern und dem
Patientinneniberleben durchgefuhrt.

Abbildung 20: zytoplasmatische p73-Anfarbung in einem klassischen Adenokarzinom
(Original x 400)
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Diskussion

Derzeit stellt die histopathologische Begutachtung mit Ermittlung des Tumorstadiums
und der Vollstandigkeit einer operativen Resektion sowie die Festlegung des
Lymphknotenstatus die nutzlichste und am weitesten verbreitete Methode dar, um
prognostische Aussagen fur KRK-Patientinnen zu treffen. Dieser Prozess ist die
Basis fur alle weiteren Therapieentscheidungen und Stratifizierung von Patientinnen
fur Studienzwecke. Nach wie vor werden Patientinnen, die adjuvante Chemotherapie
bendtigen, Uber ihr Tumorstadium, das sich seit seiner Einfuhrung vor Uber 70
Jahren wenig verandert hat, definiert [54]. Jedoch wurde erkannt, dass sich Tumoren
mit gleichem Stadium im Hinblick auf Tumoraggressivitat und Patientinnentberleben
oft sehr heterogen verhalten. Dieser Umstand macht darauf aufmerksam, dass
dringend zusatzliche Prognosefaktoren unabhangig vom Tumorstadium bendtigt
werden, um eine genauere Prognoseabschatzung und Individualisierung von
Behandlungsstrategien zu erreichen.

Die Assoziation mit unterschiedlichen Tumorbiomarkern und dem Verhalten
von KRK wurde in den letzten Jahrzehnten intensiv erforscht. In diese Analysen
wurden eine Reihe von potentiell prognostisch bedeutsamen Parametern, darunter
Proteine verantwortlich far Tumorentstehung und Tumorprogression, Zelltod,
Tumorinvasion und Metastasierung miteinbezogen. Allerdings wurde bis jetzt keiner
dieser Faktoren in die routinemafigen Therapieentscheidungen aufgenommen [54].

Gegenstand unserer Untersuchung waren die Mitglieder der P53-Genfamilie.
Wir untersuchten mittels Immunhistochemie die klinische Relevanz einer Expression
von p53, p63 und p73 hinsichtlich des progressionsfreien und krankheitsspezifischen
Uberlebens von KRK-Patientinnen.

Mutationen im P53-Gen sind die haufigsten genetischen Veranderungen in
menschlichen Tumoren [34]. Das P53-Gen ist am kurzen Arm des Chromosoms 17
lokalisiert (17p13.1) und kodiert fur den kurzlebigen Transkriptionsfaktor p53. Seine
Funktionen umfassen die Kontrolle des Zellzyklus, der DNA-Reparatur, der DNA-
Synthese sowie des programmierten Zelltodes. Diese essentiellen Aufgaben
brachten p53 den Beinamen ,Hiuter des Genoms®. Tabelle 8 zeigt eine

Zusammenschau der Funktionen der einzelnen Mitglieder der p53-Familie.
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Tabelle 8: Funktionen der p53-Familienmitglieder

p53 p63 p73
Antwort auf DNA- +++ [+ ++
Schaden
Apoptose/Zellzyklus- | +++ + +
Blockade
Entwicklung von - Extremitaten- und Hautbildung | ZNS-Entwicklung
Zellen

p53 ist im Hinblick auf seine prognostische und pradiktive Relevanz bei KRK-
Patientlnnen sehr gut untersucht. Dementsprechend grof3 ist die Anzahl der
Analysen, die den Einfluss von P53-Mutationen auf KRK-Patientinnen analysierten.
Die meisten Studien zum Thema sind jedoch retrospektiv und auf Grund geringer
Patientinnenzahl (n<100) weniger gut geeignet, um klinisch relevante Beziehungen
zum Patientinnentberleben aufzuzeigen [37]. Die in der Literatur beschriebenen
Verfahren zur Bestimmung von P53-Mutationen varrieren in der Methodik und der
Definition positiver Testergebnisse. Diese methodischen Unterschiede machen eine
vergleichende Interpretation der Ergebnisse schwierig [55]. Die meisten
Forschungsgruppen bedienen sich jedoch immunhistochemischer Analysen, um das
alterierte p53-Protein sichtbar zu machen. Dabei beeinflusst die Wahl des
Antikorpers die Inzidenz positiver Testresultate entscheidend. Der Grund fur diese
Unterschiede ist bis dato wunklar. Die unterschiedlichen Antikdrper und
Antigenauffindungstechniken wurden fur die Immunhistochemie evaluiert. Der von
uns verwendete DO-7 Antikdrper wird als der sensitivste und spezifischste fur die
Detektion zu Grunde liegender P53-Genmutationen beschrieben [38, 56]. Die
Mehrheit der Arbeitsgruppen betrachtet ausschliellich die nukledre p53-
Immunreaktion als Marker flr abnormales p53. Allerdings haben bis dato funf
Studien [57-61] die klinische Signifikanz der zytoplasmatischen p53-Expression
aufgezeigt.

Die Primartumoren unseres Patientinnenkollektivs zeigten in mehr als 70%
eine positive nukleare Immunreaktion fir p53. Ahnlich hohe Inzidenzraten fanden
Gallego und Mitarbeiter mit 68% [62], Belluco et al. mit 72% [63] und Smith und
Mitarbeiter mit 76% [64]. In den meisten Fallen wird in der Literatur eine Inzidenz von

40-60% angegeben [37]; diese Haufigkeit gilt sowohl fur den Nachweis einer

51




Immunpositivitat in immunhistochemischen Analysen als auch fir den Nachweis von
P53-Genmutationen.

Wir schlossen sowohl Lymphknoten- als auch Fernmetastasen in unsere
Untersuchungen mit ein und wiesen eine Ubereinstimmungsrate zwischen p53-
positivem Primartumor und zugehdriger Lymphknotenmetastase von fast 100% nach.
In mehr als 70% der Patientinnen mit p53-negativem Primartumor waren die
Lymphknotenmetastasen auch p53-negativ. Bezlglich der Ubereinstimmung
zwischen Primartumor und Fernmetastase konnten wir in fast 90% positive
Ergebnisse verbuchen. In 100% waren Primartumor und Fernmetastase
gleichermallen p53-negativ. Einige Autoren widmeten sich ebenfalls dieser
Fragestellung [65-68] und erzielten ahnlich hohe Konkordanzraten: Im Jahr 2000
verglichen McKay und Mitarbeiter [65] die immunhistochemische p53-Expression von
Primartumoren mit der der zugehdriger Lymphknotenmetastasen. In ihrer Unter-
suchung betrug die Konkordanz der p53-Immunreaktivitat zwischen Primartumor und
zugehdriger Lymphknotenmetastase uber 90%. Andere wiesen immunhistochemisch
[66], mittels Durchflusszytometrie [67] oder Gensequenzanalyse [68]
Konkordanzraten von 70% bis 90% nach. Die hohe Ubereinstimmungsrate der p53-
Expression im Primartumor und der Lymphknotenmetastase in unserer
Untersuchung lasst den Schluss zu, dass p53-Mutationen allgemein vor der
Tumorzelldisseminierung stattfinden.

Bezlglich der Ubereinstimmungsrate der p53-Expression zwischen
Primartumor und zugehoriger Fernmetastase existieren wenige Arbeiten [69-72]. In
einem rezenten hollandischen Artikel [69] wurde die p53-Expression an KRK-
Primartumoren und Lebermetastasen immunhistochemisch untersucht. Unter den
Primartumoren waren mehr als 70% und unter den Lebermetastasen mehr als 60%
p53-positiv. Die Korrelation zwischen Primartumor und Lebermetastase zeigte
statistische Signifikanz. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Belluco [63] und Yoa
und Ko-Autoren [70]. Kastrinakis et al. [71] wiesen eine haufigere p53-Expression in
den Lebermetastasen als im Primartumor nach (ein Drittel der Lebermetastasen
zeigte im Gegensatz zum Primartumor p53-Uberexpression). Diese Unterschiede in
den Ergebnissen konnen in der unterschiedlichen Patientinnenzahl und/oder in der
Verwendung anderer p53-Antikorper begriindet sein.

Hinsichtlich der Assoziation mit prognostisch relevanten histopathologischen

Parametern, konnten wir eine schwache Korrelation der p53-Immunpositivitat mit der
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T-Klassifikation und dem UICC-Stadium nachweisen. Die p53-Uberexpression zeigte
indes eine hochsignifikante Assoziation mit der Tumordifferenzierung und dem
Nachweis von Lymphgefa3invasionen, eine weniger starke signifikante Assoziation
mit dem Vorhandensein von positiven Lymphknoten und Veneninvasionen, sowie
eine starke Assoziation mit der Tumorgrélie, die in der Regel nicht als signifikanter
Parameter bezuglich Patientinnenliberleben angesehen wird. Zur Relativierung
unserer Resultate nahmen wir eine Gruppierung der Daten nach geringgradiger (O-
10%) und hochgradiger (>50%) p53-Expression mit anschlieBender Durchfihrung
eines Fisher's Exakt-Tests vor. Die Signifikanz unserer Testergebnisse im Chi-
Quadrat-Test konnte mittels Fisher's Exakt-Test nicht bestatigt werden. In den
meisten Studien finden die Autoren keine Korrelation der p53-Expression mit dem
UICC-Stadium, der T-Klassifikation und dem Lymphknotenstatus [36, 104].
Signifikante Ergebnisse werden im Hinblick auf die Tumordifferenzierung angegeben:
Mit steigendem Differentierungsgrad der Tumoren wird ihre nukleare p53-Expression
haufiger [36]. Beispielsweise fanden Lan et al. [104] eine signifikante Korrelation der
p53-Expression mit gut und mittelgradig differentieten KRK. Zu ahnlichen
Ergebnissen kamen auch Soong und Mitarbeiter [74], Bouzourene et al [75].

Wir machten die Beobachtung, dass Tumoren im Rektum eine signifikant
haufigere p53-Expression aufweisen als Tumoren im restlichen Dickdarm. Diese
signifikante Beziehung von p53-Abnormalitaten mit der Tumorlokalisation (Kolon vs.
Rektum) wurde von einigen Autoren bereits beschrieben [36, 72-76]. Der Grund fur
dieses Phanomen ist bisweilen nicht bekannt, jedoch werden alternative
Pathomechanismen in der Entstehung von Kolon- und Rektumkarzinomen als
mogliche Erklarungen diskutiert.

Im Jahr 2007 postulierte Jass [77] die Theorie, dass basierend auf der zu
Grunde liegenden genetischen Instabilitdt und dem Vorhandensein einer DNA-
Methylierung funf unterschiedliche Pfade in der Entstehung von KRK identifiziert
werden konnen. Demnach schlagt Jass funf molekulare Subtypen des KRKs vor, die
sich in molekularen, klinischen und morphologischen Merkmalen von einander
unterscheiden. P53-Mutationen kommen am haufigsten in der Gruppe 4, also in MSI-
stabilen, aneuploiden, linksseitigen, gut differenzierten Tumoren mit deutlicher
Nekrose vor.

Bezuglich der prognostischen Aussagekraft fanden wir keine Beziehung der

p53-Expression mit dem Patientinneniberleben, was sowohl das progressionsfreie
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als auch das krankheitsspezifische Uberleben betrifft. Eine Vielzahl von
Forschungsgruppen hat sich bis dato mit der prognostischen Signifikanz von p53-
Abnormalitaten beim KRK beschaftigt. Die meisten Resultate deuten auf einen
ungiinstigen Einfluss der p53-Uberexpression auf das Uberleben von KRK-
Patientlnnen hin [41, 59, 64, 75-97]. Tabelle 9 gibt einen Uberblick (iber jene Studien,
die einen unginsigen Einfluss der p53-Expression auf das Uberleben von KRK-
Patientinnen nachweisen. Zum Beispiel untersuchten Yamaguchi und Mitarbeiter [80]
an 100 KRK-Patientinnen den prognostischen Stellenwert einer p53-Expression
mittels Immunhistochemie fur einen Zeitraum von bis zu vier Jahren. Sie kamen zu
dem Ergebnis, dass Patientinnen mit p53-positiven Tumoren eine funffach héhere
Rezidivrate und relatives Risiko aufweisen, an dem Tumor zu sterben als solche mit
p53-negativen Tumoren. Ahnliche Resultate wurden mittels direkter Sequenzanalyse
erzielt [99].

Wie anfangs beschrieben, erschweren methodische Unterschiede im
Studiendesign Vergleiche und Interpretationen der einzelnen Ergebnisse. Sun und
Mitarbeiter [59] wiesen beispielsweise anfangs einen positiven pradiktiven Wert der
zytoplasmatischen p53-Expression beim KRK nach. In einer nachfolgenden, an der
gleichen Patientlnnenkohorte durchgefihrten Analyse kamen die Autoren nach einer
langeren Follow-Up-Zeit zu dem Ergebnis, dass sowohl die nukleare als auch die
zytoplasmatische  p53-Expression  einen  schlechten Einfluss auf das
Patientinnenlberleben hat. Vergleichbar ungunstige Effekte einer
immunhistochemischen p53-Uberexpression wurden von anderen

Forschungsgruppen beschrieben [84,85].
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Tabelle 9: Immunhistochemische Studien, die einen ungunstigen Einfluss der p53-
Expression auf das Uberleben von KRK-Patientlnnen nachweisen

Referenz N UICC- Statistik Follow-Up (Mon.)
Stadium
78 109 -1V Univariat 45
75 122 I Multivariat 67
79 83 -1V Univariat 41
80 100 -1V Univariat 20
81 78 -1V Univariat 42
82 107 -1V Univariat 60
83 293 -1V Multivariat 36
59 293 -1V Multivariat 24
84 144 -1V Univariat 120
85 166 I Univariat 35
86 171 -1V Multivariat 60
87 107 -1V Multivariat 62
88 293 -1V Univariat 60
64 100 -1V Univariat 24
89 124 -1V Univariat Archivgewebe
90 160 -1l Univariat 60
91 79 1 Multivariat 60
92 116 -1V Multivariat 60
93 190 -1l Multivariat 60
41 191 -1V Multivariat 60
94 134 I-111 Multivariat 60
95 504 -1V Multivariat 60
96 69 1Y Multivariat 100
97 229 111 Multivariat 84

Im Einklang mit unserem Negativergebnis bezuglich der prognostischen Wertigkeit
der p53-Expression konnte in einer australischen Arbeit [100] an 995 KRK-
Patientinnen mit Dukes’ B und C Tumoren ebenfalls kein prognostischer
Zusammenhang von p53-Veranderungen mit dem Patientinnentberleben festgestellt

werden. In einem deutschen Ubersichtsartikel von Klump und Mitarbeitern [36] wurde
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in Uber 50% der 49 untersuchten Studien ebenfalls keine Korrelation der p53-
Expression mit dem Patientinneniiberleben gefunden. Ahnliche Resultate wurden
auch von anderen Forschungsgruppen, die Immunhistochemie allein [101,102] oder
zusammen mit Sequenzanalysen [57] verwendet hatten, erzielt.

Weniger Studien weisen einen prognostisch gunstigen Stellenwert einer p53-
Uberexpression nach [99, 74, 96, 101, 102]. Soong und Mitarbeiter [99] konnten
anhand einer umfassenden Studie an 556 Fallen mittels Uni- und Multivariatanalysen
nachweisen, dass eine p53-Uberexpression als unabhangiger Marker fir
verbessertes Patientinnentberleben angesehen werden kann. Dieses Ergebnis
wurde sowohl von Ahnen [97] in einer Untersuchung an 229 Patientlnnen als auch
kurzlich von Lan und Mitarbeitern [104] an 258 Patientinnen allerdings nur in
Univariatanalysen bestatigt.

Die Frage nach dem prognostischen Stellenwert einer p53-Uberexpression
beim KRK bleibt dennoch weiterhin ungelost. Munro und Mitarbeiter [105]
veroOffentlichten im Jahr 2005 eine systematische Literaturibersicht Uber all jene
Studien, die sich mit der Beziehung von p53-Veranderungen und dem Uberleben von
KRK-Patientinnen bis zum Jahr 2005 beschaftigt hatten. Insgesamt wurden 168
Studien mit Uberlebensdaten von 18.766 Patientinnen identifiziert. Zu den
wichtigsten Ergebnissen dieser Uberblickstudie z&hlen:

i) Patientinnen  mit  abnormalem  p53-Protein, entweder  mittels
Immunhistochemie oder DNA-Sequenzanalyse nachgewiesen, weisen ein
erhohtes Risiko auf an dem KRK zu versterben.

i) Die relative Risikoerhohung betrug mittels immunhistochemisch
nachgewiesener p53-Veranderung 1.32 (95% CI, 1.23-1.42) und mittels
Genanalyse 1.31 (95% CI, 1.19-1.90).

iii)) Das p53-Protein hat keinen Einfluss auf das Uberleben von
chemotherapierten Patientinnen. In Patientinnen mit rektalen Karzinomen
korreliert das abnormale p53 mit dem Strahlentherapieversagen (RR, 1.49,
95% ClI, 1.25-1.77).

iv) Kein Zusammenhang konnte zwischen der
Metastasierungswahrscheinlichkeit und dem immunhistochemischen p53-

Status nachgewiesen werden.
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In einer ahnlichen, internationalen Studie von Russo und Mitarbeitern [43] wurden
mehr als 3.500 KRK-Patientlnnen von 25 unterschiedlichen Forschungsgruppen
hinsichtlich der prognostischen und pradiktiven Signifikanz von P53-Genmutationen
untersucht. Im Gegensatz zur zuvor beschriebenen Ubersichtsstudie von Munro und
Mitarbeitern [105], wurden ausschlielllich P53-Genmutationen in die Analyse
einbezogen. Die wesentlichsten Ergebnisse sollen im Folgenden erwahnt werden:

i) Bei Patientinnen mit proximalen Tumoren waren Mutationen im Exon 5 von
P53 mit schlechtem Patientinnenuberleben assoziiert.

i) Bei Patientlnnen mit distalen Tumoren waren Gendeletionen, die zum
Verlust einer Aminosaure fuhren, mit schlechtem Patientinnentberleben
vergesellschaftet.

iii) Patientinnen mit Wildtyp-P53 weisen nach adjuvanter Chemotherapie ein

besseres Uberleben auf als solchen, die nur chirurgisch therapiert wurden.

Obwohl diese Ubersichtsstudien einen prognostischen Einfluss von p53-
Abnormalitdten auf das Uberleben von KRK-Patientinnen vermuten lassen, wurde
dieser Zusammenhang von der europaischen Arbeitsgruppe fur Tumormarker
(EGTM) als bestenfalls moderat eingestuft [37]. Aus diesem Grund wird die
routinemaldige Bestimmung des p53-Status von der EGTM derzeit nicht empfohlen.
Die Immunhistochemie stellt eine etablierte, schnelle und glnstige Methode
fur den Nachweis der p53-Proteinliberexpression im Tumorgewebe dar [35].
Nichtsdestotrotz, kénnen P53-Mutationen, die zu fehlerhaftem Spleilen oder zu
Verkurzung des Genprodukts fuhren, mittels Immunhistochemie oft nicht
nachweisbar sein. Derartige Mutationen findet man in menschlichen Tumoren mit
einer Haufigkeit von etwa 20% [55]. Diese problematische Korrelation von P53-
Mutationen und der immunhistochemisch nachweisbaren Uberexpression des
veranderten nuklearen p53-Proteins wurde in einigen Studien beschrieben [35,36,38-
40]. Die mangelhafte Ubereinstimmung zwischen Genmutationen und der Detektion
von Protein-Uberexpressionen im immunhistochemisch untersuchten Tumorgewebe
stellt ein quantitativ bedeutsames Phanomen dar [36]. Klump et al. [36] finden auf
diese Fragestellung folgende Erklarungen: Allelische Mutationen, die zu keiner
Proteinstabilisierung  fuhren, konnen sich der  immunhistochemischen
Nachweisbarkeit entziehen. Rasterschubmutationen kénnen die Produktion von

verkurzten Proteinen zur Folge haben, die nicht mittels Immunhistochemie
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detektierbar sind. Umgekehrt wurden posttranskriptionale Stabilisierungsprozesse
beschrieben, die ohne zu Grunde  liegende Mutationen,  einen
immunhistochemischen Nachweis des Wildtyp-p53-Proteins bewirken. Vereinfacht
ausgedriickt, kann eine nukleére p53-Uberexpression in manchen Fallen auch ohne
stattgefundene Genmutation und umgekehrt Genmutationen ohne folgende Protein-
Uberexpression nachgewiesen werden [35,36,38-40]. In der Literatur werden
Ubereinstimmungen zwischen immunhistochemischen Techniken und
genanalytischen Methoden in der Detektion von p53-Alterationen mit einer
Spannweite von 50-80% angegeben [35,38-43]. Im Jahr 2000 beschaftigen sich
Kaserer und Mitarbeiter [35] eingehend mit diesem Thema: Die Autoren verglichen
unterschiedliche Farbemuster in der Immunhistochemie (Farbemuster A: Anfarbung
aller Tumorzellkerne vs. Farbemuster B: Vereinzelte nukleare Anfarbung) mit dem
P53-Mutationsstatus. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass Farbemuster A signifikant
haufiger in Tumoren mit mutiertem P53 als in Tumoren mit Wildtyp-P53, in denen
Farbemuster B vorherrschend war, nachweisbar war. Laut den Autoren darf letzteres
demnach nicht als Marker einer P53-Genmutation verwendet werden.

AbschlieRend soll bemerkt werden, dass keine Nachweismethode fur p53-
Mutationen, die in KRK-Studien verwendet werden, eine Genauigkeit von 100%
aufweist. Unter den gangigen Techniken stellt die direkte DNA-Sequenzierung den
Goldstandard in der Mutationsanalyse dar [55]. Petersen und Mitarbeiter [106]
fuhrten eine Metaanalyse Uber die Beziehung von P53-Mutationen und dem
Uberleben von uber 4400 KRK-Patientlnnen durch: Studien, die
immunhistochemische Methoden angewendet hatten, zeigten einen signifikanten
Einfluss des p53-Status auf das progressionsfreie Uberleben betroffener
Patientinnen. Im  Gegensatz dazu, wurde in Arbeiten, die DNA-
Sequenzierungsverfahren verwendet hatten, eine signifikante Beeinflussung des
Gesamtuberlebens von KRK-Patientinnen nachgewiesen.

P63, das am langen Arm von Chromosom 3 lokalisiert ist, stellt ein weiteres
Mitglied der P53-Genfamilie dar. Bekannt ist, dass das p63-Protein eine
SchlUsselrolle in der Regulation der epithelialen Differentierung und Proliferation
einnimmt. Obwohl initial als Tumorsuppressorgen postuliert, ist mittlerweile klar, dass
p63 nicht als klassischer Tumorsuppressor angesehen werden kann. Das P63-Gen
kodiert fur multiple Isoformen, die unterschiedliche zellulare Aufgaben erflllen. Das

TAp63-Protein ist, ahnlich wie p53, in der Lage an DNA zu binden und die
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Transkription von p53-Zielgenen zu aktivieren. Dies kann die Induktion der
Zellzyklusblockade bzw. der Apoptose zur Folge haben. Im Gegensatz dazu, ist die
ANp63-Variante in der Lage negative Effekt auf p53, p73 und auch p63 (TAp63-
Protein) auszuliben [30,31]. Die endgultige Bezeichnung, Onkogen oder
Tumorsuppressor, steht demnach noch zur Debatte. Im Normalgewebe konnte eine
starke nukledre Expression fur p63 in der Basalzellschicht von Platten- und
Ubergangsepithelien als auch in basalen Zellen des Respirationstrakts, von Prostata-
und Brustdrusengewebe detektiert werden. P63-Mutationen werden, im Gegensatz
zu P53-Mutationen, selten in menschlichen Tumoren nachgewiesen.

In unserer Untersuchung zeigten alle Proben von Primartumoren und
zugehorigen Metastasen, die bezuglich ihrer p63-Expression als auswertbar
eingestuft wurden, keine nukledre p63-Immunreaktion. Lediglich eine
zytoplasmatische Anfarbung der Tumorzellen konnte beobachtet werden. Auf Grund
dieses Negativergebnisses wurde keine Korrelationsanalyse p63-Expression mit
histopathologischen Parametern oder dem Patientinnentberleben durchgefihrt. Die
Datenlage Uber die prognostische Relevanz der nukleéren p63-Uberexpression beim
KRK ist verglichen mit p53 eher mangelhaft. Zwar haben einige Studien [45-47] die
Rolle des p63-Proteins in der neoplastischen Transformation und Tumorprogression
thematisiert, jedoch gibt es bis dato insgesamt nur zwei Arbeiten, die sich mit der
p63-Immunreaktivitat beim KRK beschaftigen [48,49]. Gegenstand einer Studie von
Carneiro und Mitarbeiter [48] war der Zusammenhang der p63-Expression mit
histopathologischen Parametern, wie histologischer Typ und Differenzierungsgrad, in
kolorektalen Adenomen (n=30) und Adenokarzinomen (n=30). In acht der 30
Adenome (27%) und in sechs der 30 Adenokarzinome (20%) konnte eine nukleare
p63-Anfarbung nachgewiesen werden. Die p63-Expression zeigte eine starke
Assoziation mit villdsen Adenomen und schlecht differenzierten Adenokarzinomen.
Die Autoren schlossen daraus, dass p63 als Parameter fur eine schlechte
Differenzierung in KRK angesehen werden koénnte. Weiters priften Owens und
Mitarbeiter [49] mittels Immunhistochemie die Nutzlichkeit von p63 in der
Unterscheidung zwischen analen Plattenepithelkarzinomen (n=24), kolorektalen
neuroendokrinen Tumoren (n=32) und kolorektalen Adenokarzinomen (n=68). Im
Einklang mit unseren Ergebnissen waren auch alle von ihnen untersuchten KRK p63-
negativ. Insgesamt kamen die Autoren zu dem Schluss, dass p63 als

hochspezifisches und nutzliches Hilfsmittel in der Diagnostik von Karzinomen des
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Analkanals verwendet werden kann. Die Wahl verschiedener p63-Antikorper bietet
keine Erklarung dieser unterschiedlichen Testergebnisse der p63-Immunreaktivitat
beim KRK, denn alle Forschungsgruppen, unsere eingeschlossen, verwendeten den
gleichen p63-Antikorper.

Das P73-Gen ist auf dem kurzen Arm des Chromosom 1 lokalisiert und kodiert
fur verschiedene durch alternatives Splei3en entstandene Isoformen. Analog zu p63,
kann durch variierende Promotorregionen das TAp73-Protein und die ANp73-
Variante gebildet werden [30,31]. Wie p63, wurde p73 initial fur ein klassisches
Tumorsuppressorgen gehalten, was sich auf Strukturhomologien mit p53 stitzte. In
Tumoren werden jedoch viel haufiger p73-Uberexpressionen als p73-
Expressionsverluste, die nicht mit den Merkmalen eines klassischen
Tumorsuppressorgens konform gehen, nachgewiesen. Dartber hinaus pradisponiert
ein Mangel an p73 nicht unmittelbar zur Tumorentstehung. Es hat sich gezeigt, dass
p73 eine fundamentale Rolle in der Entwicklung neuronaler Strukturen spielt. Wie bei
p63 erfillen die unterschiedlichen p73-Varianten verschiedene zellulare Aufgaben:
Die TAp73-Isoform kann, entsprechend der grofRen strukturellen Ubereinstimmungen
mit p53, durch spezifische Bindung an DNA und p53-Zielgene zur Aktivierung der
Zellzyklusblockade und Induktion der Apoptose fuhren. Die ANp73-Variante ist in der
Lage direkt spezifische Gene, welche von der TAp73-Isoform nicht induziert werden,
zu aktivieren. Mittels DNA-Bindung oder Protein-Interaktion vermag die ANp73-
Isoform antiapoptotische und onkogene Effekte auszuiben [30,31].

p73 wird zu einem geringen Ausmal} in normalen Zellen exprimiert, was die
Detektion im Normalgewebe schwierig macht. Die haufigsten Veranderungen im
Tumorgewebe entsprechen Uberexpressionen der verschiedenen p73-Isoformen,
dabei ist fur gewodhnlich die TAp73-Variante betroffen. Eine signifikante p73-
Uberexpression wurde in einer Reihe von Tumoren, darunter auch in KRK,
nachgewiesen [44].

In unserer Untersuchung zeigten alle Stanzen, die bezuglich ihrer p73-
Expression als auswertbar bewertet wurden, durchgehend keine nukleare sondern
lediglich zytoplasmatische p73-Anfarbung. Der Grund fir unser Farbeergebnis kann
einerseits in der Wahl eines zu wenig affinen Antikdrpers und andererseits in der

immunhistochemischen Farbemethode begrindet sein.
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Die p73-Expression beim KRK stellt, ahnlich wie p63, ein bis dato wenig
erforschtes Gebiet dar. Derzeit gibt es nur zwei Studien [50,51], die sich mit dem
prognostischen Stellenwert einer p73-Uberexpression beim KRK beschéaftigt haben.

Im Jahr 2001 untersuchten Liu und Mitarbeiter [50] mittels Immunhistochemie
die klinisch-pathologische Relevanz der p73-Uberexpression an 92 KRK-Fallen. In
ihrer Arbeit zeigte die p73-Expression keine Korrelation mit pathologischen
Parametern, wie der Tumordifferenzierung, dem Krankheitsstadium, der
Tumorlokalisation oder der TumorgroRe. Allerdings wiesen sie eine signifikante
Assoziation zwischen der Verteilung der p73-Immunreaktion und der Rezidivrate
nach. Im Hinblick auf eine Korrelation mit dem Patientinnenlberleben zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen geringgradiger (0-50% nukleare p73-Expression)
und hochgradiger (>50% nukleare p73-Expression) p73-Immunreaktion: In Fallen mit
hochgradiger p73-Expression wurde eine kiirzere Uberlebenszeit beobachtet. Kein
signifikanter =~ Unterschied konnte im  Hinblick auf das rezidivfreie
Patientinnenuberleben detektiert werden. Zusammenfassend muss jedoch erwahnt
werden, dass die Resultate dieser japanischen Analyse im Hinblick auf die geringe
Patientinnenzahl (n=92) und das Fehlen einer Multivariatanalyse mit Vorbehalt
betrachtet werden sollten.

In einer umfassenderen Arbeit von Sun et al. [51] wurde die prognostische
Rolle der p73-Uberexpression an 221 primaren KRK untersucht. Die Teilergebnisse
dieser schwedischen Studie sollen im Folgenden erwahnt werden: Eine nukleare
p73-Anfarbung konnte signifikant haufiger in Primartumoren (67%) und Metastasen
(95%) verglichen mit Normalgewebe (19%) nachgewiesen werden. Patientinnen mit
p73-positiven Tumoren zeigten eine signifikant kiirzere Uberlebenszeit im Vergleich
zu jenen mit p73-negativen Tumoren. Dies wurde auch speziell flr die Gruppe der
linksseitigen Tumoren nachgewiesen. In einer anschlieRenden Multivariatanalyse
blieb die prognostische Signifikanz der p73-Expression sowohl in der Gruppe aller
Patientinnen als auch in der Gruppe der linksseitigen Tumoren bestehen.

Fur die P53-Genfamilie, die in kausalem Zusammenhang mit der Pathogenese
von KRK zu stehen scheint, kann eine prognostische Signifikanz angenommen
werden. Jedoch sind die Daten in vielen Aspekten widerspruchlich. Die von uns am
KRK gewonnenen Daten sind im Hinblick auf ihre p53-Expression und teils auch
bezlglich ihrer p63-Expression im Einklang mit den Ergebnissen der aktuellen

Literatur. Im  Widerspruch zu unseren Resultaten konnten andere
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Forschungsgruppen verwertbare Daten im Hinblick auf p73 produzieren. Dies kann
auf die Verwendung eines zu wenig affinen Antikdrpers oder direkt auf
Farbemethoden zurlckzufihren sein. Um diese Frage zu klaren, sind weitere
Studien, die neue Einblicke in die molekularen Veranderungen von KRK

ermoglichen, naotig.
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