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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms

1.1.1 Inzidenz und Mortalitat

Maligne gastrointestinale Tumoren machen, wie in Abbildung 1 dargestellt, mit Uber 30
Prozent sowohl bei Mannern, als auch bei Frauen den grofdten Anteil der tumorbedingten
Sterbefalle der industrialisierten Welt aus. Unter den malignen gastrointestinalen Tumoren
sind die kolorektalen Karzinome die haufigsten. An zweiter Stelle stehen bei den Frauen das

Mammakarzinom, bei Mannern das Bronchialkarzinom (Bdcker et al, 1997).
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Abbildung 1: Tumorbedingte Sterbefélle nach Tumorlokalisation

Die Inzidenz (“Neuerkrankungsrate”) gibt die Haufigkeit des Neuauftretens, die Pravalenz
(“Krankenstand”) die Zahl der zu einem bestimmten Zeitpunkt Erkrankten an. Zur
demographischen Beschreibung dient ausserdem der Begriff der Mortalitat, der die Zahl der
Gestorbenen bezogen auf die Gesamtzahl der Bevdlkerung nennt. Fur zeitliche und regionale
Vergleiche des Auftretens von malignen Neoplasien wird Ublicherweise die Altersstruktur
einer Bevolkerung  mittels einer  Altersstandardisierung  bericksichtigt.  Eine
Gegenuberstellung von Inzidenz und Mortalitdt fir unterschiedliche Tumoren des
Gastrointestinaltraktes ist in Tabelle 1 zu sehen. Da in Deutschland die Inzidenzzahlen nur fiir
das Saarland regelmaflig verfigbar sind, konnen keine bundesweiten Angaben gemacht
werden. Die Daten stammen aus dem saarlandischen Krebsregister und sind gemittelte
Werte der Jahre 1992 und 1993. Um einen besseren Vergleich zu haben, wurden die

absoluten Mortalitatsfalle auf Sterbefélle pro 100.000 Einwohner umgerechnet.
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Lokalisation ménnlich weiblich maénnlich weiblich
Osophagus 8,1 1,5 7,8 2,3
Magen 23,9 22,4 19,7 17,9
Leber 6,7 4,3 7,3 4,7
Gallenwege 5,7 11,1 3,5 8,5
Pankreas 10,1 11,7 12,8 14,4
Diinndarm 0,9 0,8 0,4 0,4
Kolon 41,3 48,6 22,4 23,3
Rektum/Anus 24,2 22,9 11,0 11,2

Tabelle 1: Krebsneuerkrankungen im Gastrointestinaltrakt und Sterbefille, differenziert
nach Geschlecht und Lokalisation, Angaben bezogen auf 100000 Einwohner
(Engel et al, 1997)

1.1.2 Geschlechts- und Altersverteilung

Der Altersmittelwert fir das Kolonkarzinom bei Mannern und Frauen liegt bei 64,7(+ 12,5)
Jahren. Das Geschlechterverhaltnis liegt bei 1,0. Fir das Rektumkarzinom ist der
Altersmittelwert 63,6 (+ 12,5) Jahre, wobei Manner 1,3 Mal haufiger betroffen sind als Frauen
(Engel et al, 1997).
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Abbildung 2: Inzidenz und Altersverteilung der kolorektalen Karzinome
(Tumorzentrum Miinchen, 1997)

Die Inzidenz des kolorektalen Karzinoms nimmt mit dem Alter zu. Ab einem Lebensalter von

60 Jahren steigt die Inzidenz sprunghaft an. Die Absenkung der Kurve bei 80-85 Jahren Iasst
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sich durch die natirliche Absterberate erklaren. Manner sind insgesamt haufiger betroffen,

was sich durch das Geschlechterverhaltnis bei den Rektumkarzinomen erklart.

1.2 Atiologie des kolorektalen Karzinoms

Bei der Entstehung eines kolorektalen Karzinoms spielen exogene wie endogene Faktoren
eine Rolle (Nomura, 1990). Bei den exogenen soll besonders auf Erndhrung, berufliche
Exposition und iatrogene Faktoren eingegangen werden. Unter einem endogenem Faktor
versteht man vor allem die genetische Disposition, die nachfolgend erldutert wird. Zunachst

aber zu den exogenen Faktoren.

1.2.1 Erndhrung

1.2.1.1 Fettkonsum, Alkohol, Kaffee

In den letzten Jahren stand die Erndhrung bei der Suche nach Risikofaktoren flir das
kolorektale Karzinom im Vordergrund. Es konnte eine signifikante Korrelation zwischen pro
Kopf Verzehr an Fett und der Darmkrebsmortalitt in einer Population beobachtet werden.
Weltweit tritt diese Erkrankung gehauft bei Menschen auf, die in gehobenen
soziodkonomischen Schichten leben. In Industrielandern mit hoher Kolonkarzinominzidenz
(40 / 100000) nimmt die Bevolkerung im Durchschnitt 40-45% ihres taglichen Kalorienbedarfs
in Form von Fett zu sich (Wynder et al, 1986). Erhéhte Energieaufnahme und Ubergewicht,
beides Faktoren, die in engem Zusammenhang mit hohem Fettkonsum stehen, sind ebenfalls

mit einem erhohten Risiko assoziiert (Miller et al, 1989).

Ebenfalls diskutiert wird der erhdhte Alkoholkonsum flr das gehaufte Auftreten der Rektum-,
nicht jedoch der Kolonkarzinome. Die potentielle Assoziation zwischen Kaffeekonsum und

kolorektalem Karzinom wird kontrovers diskutiert (Seitz und Simanowsky, 1989).

Auch ein Zusammenhang zwischen Darm- und Brustkrebsmorbiditdt konnte aufgezeigt
werden. Vermutlich liegen aber hier die gemeinsamen atiologischen Faktoren, vor allem der

erhdhte Fettgehalt der Nahrung, zugrunde (Lowenfels und Anderson, 1987).

1.2.1.2 Ballaststoffe

“Ballaststoffen”, sogenannten “nicht verwertbaren Kohlenhydraten”, wird ein risikosenkender
Effekt hinsichtlich der Entstehung eines kolorektalen Karzinoms zugesprochen (Mayer und
Lohrmann, 1991; Southgate und Englyst, 1985). Diese “nicht verwertbaren Kohlenhydrate”
sind Substanzen mit unterschiedlichen chemischen und physiologischen Eigenschaften. Sie
lassen sich in I8sliche und unldsliche Bestandteile einteilen. Die I8slichen werden im Darm zu
kurzkettigen Fettsduren abgebaut, die unldslichen Bestandteile erhdhen das Stuhlvolumen,
was zu einer niedrigeren Konzentration fakaler Komponenten (Bakterien, abgestol3ene

Epithelien, Gallenfarbstoffe, Kohlenhydrat- und Eiweissfaulnisprodukte) fihrt. Bislang konnte
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noch nicht geklart werden, welcher Fraktion der Ballaststoffe die protektive Wirkung
zuzuschreiben ist (Southgate und Englyst, 1985). Die Ergebnisse verschiedener
Untersuchungen und deren Interpretation zu diesem Thema sind widersprtichlich.

Neben den Ballaststoffen werden weitere risikosenkende Faktoren diskutiert. Dazu gehért ein
niedriger Stuhl pH-Wert. Dieser kann unter anderem durch die mikrobielle
Verstoffwechselung der Ballaststoffe zustande kommen. Ebenfalls Gegenstand
verschiedener Studien waren Vitamine, Mineralstoffe und Spurenelemente, deren Aufnahme
einen protektiven Effekt haben soll. Ein Bestandteil der Glutathionperoxidase, das Selen,
koénnte der Bildung zellschadigender Produkte des oxidativen Sauerstoffs entgegenwirken.
Kalzium soll seine protektive Wirkung durch Bindung von Gallensauren und freien Fettsduren
ausuben, beides Substanzen, von denen man annimmt, sie férderten karzinogene Prozesse
im Darm. Auch ein direkter Effekt des Kalziums auf die Epithelien ist mdglich, z. B. durch
Anregung der Zelldifferenzierung. Das auf den Kalziumstoffwechsel wirkende Vitamin D soll
ebenfalls das Risiko fiir Kolonkarzinome herabsetzen (Garland et al, 1989; Sorensen et al,
1988).

Man nimmt an, dass das Milieu, welches im Lumen des Kolons und Rektums herrscht, fir das
Risiko, an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken, entscheidend ist. So wird vermutet,
dal eine ballaststoffreiche und fettarme Erndhrung die entsprechenden luminalen Faktoren,
wie die Konzentration sekundarer Gallensaduren, in Richtung eines erniedrigten Risikos
beeinflusst (Gorbach und Goldin, 1990; Mayer und Lohrmann, 1991).

Alle bisher aufgefiihrten Daten weisen darauf hin, daR die Ernahrung einen wesentlichen
atiologischen Beitrag flir die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms liefert. Trotzdem
kénnen keine verbindlichen Ernahrungsempfehlungen gegeben werden, da die einzelnen
Nahrungsbestandteile nicht eindeutig als ursachliche oder schitzende Faktoren identifiziert

werden konnten.

1.2.2 Berufliches Risiko

Es existieren bis heute noch keine verbindlichen Daten Uber einen etwaigen Zusammenhang
zwischen beruflicher Exposition und erhéhtem Risiko fir kolorektale Erkrankungen. Die
Asbestexposition wurde als Risikofaktor fiir die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms
diskutiert. Neuere Untersuchungen konnten das jedoch nicht bestatigen (Wahrendorf, 1989).
In einer Studie konnte ein risikoerh6hender Zusammenhang zwischen sitzender Tatigkeit und
Kolonkarzinomen aufgezeigt werden. Eine denkbare physiologische Erklarung hierfir ware,
dald durch die mangelnde korperliche Bewegung die Darmperistaltik nicht ausreichend
angeregt wird, und es durch die verlangerte Exposition der Colonmucosa mit Fazes oder

karzinogenen Substanzen zu lokalen Irritationen kommt (Nomura, 1990).
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1.2.3 latrogene Faktoren

Ureterosigmoideostomien fiihren zu einem nachweislich erhéhten Risiko fur die Entstehung
von Kolonkarzinomen. 15-30 Jahre nach diesem chirurgischen Eingriff wurde bei 5-10% der
Patienten ein Kolonkarzinom diagnostiziert. Typischerweise treten diese Tumoren distal der
Implantationsstelle der Ureteren im Colon sigmoideum auf, also dort, wo die Mucosa
chronisch den Faces und dem Urin ausgesetzt ist (Mayer und Lohrmann, 1991; Sheldon et al,
1983).

Cholezystektomien und Gastrektomien sollen ebenfalls mit einem erhéhten Karzinomrisiko
einhergehen. Der Pathomechanismus bei der Cholezystektomie wird der veranderten

Gallensekretion und -zusammensetzung zugeschrieben (Adami et al, 1983).

1.2.4 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen und kolorektales
Karzinom

Zu den chronisch entzindlichen Darmerkrankungen gehéren die Colitis ulcerosa und der
Morbus Crohn. Bei der Colitis ulcerosa handelt es sich um eine chronische Entzindung der
Dickdarmschleimhaut, die in aller Regel im Rektum beginnt und sich kontinuierlich nach
proximal ausdehnt (Bocker et al, 1997). Patienten mit Colitis ulcerosa haben gegentiber einer
gleichaltrigen Vergleichspopulation ein erhohtes Risiko, Schleimhautdysplasien bzw.
kolorektale Karzinome zu entwickeln. Dieses Risiko steigt mit zunehmender Dauer (> 10
Jahre) und Schwere (Pankolitis) der Erkrankung (Aust ef al, 1999).

Als Ursache fiir das erhdhte Karzinomrisiko wird die durch die Entziindung ausgelGste
erhohte Proliferationsrate diskutiert (Bdcker et al, 1997).

Beim Morbus Crohn handelt es sich eine transmurale Entziindung des Darms, die zumeist im
terminalen lleum beginnt und sich diskontinuierlich im Dunn- und Dickdarm ausbreitet. Auch
hier wird ein erhdhtes Karzinomrisiko diskutiert, die Daten sind jedoch nicht ganz so klar wie

bei der Colitis ulcerosa (Greenstein und Sachar, 1989).

1.2.5 Genetische Faktoren

Neben den bereits besprochenen exogenen Faktoren spielen bei der Entstehung kolorektaler
Karzinome auch endogene Faktoren eine Rolle. Mindestens 25% aller Patienten mit
kolorektalem Karzinom haben eine positive Familienanamnese (Mayer und Lohrmann, 1991).
In etwa 15% der Patienten mit kolorektalem Karzinom kann eine hereditare Erkrankung mit
Nachweis einer Keimbahnmutation nachgewiesen werden.

Die erblichen Formen der Kolonkarzinome werden in folgende zwei Gruppen unterteilt: zum
einen die seltenen, mit einer Polypose des Kolons einhergehenden Syndrome (FAP), Turcot
Syndrom, juvenile Polyposis Coli, zum anderen die hereditaren Nicht-Polyposis Syndrome
(HNPCC) (Lynch und Smyrk, 1996). Der genetische Defekt bei hereditaren
Tumorerkrankungen ist schon von Geburt an in allen Kérperzellen vorhanden. Die Vererbung

l[auft Gber die Keimbahn (Keimbahnmutation). Bei den meisten hereditaren
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Tumorerkrankungen finden sich Keimbahnmutationen in Tumorsuppressorgenen (Kinzler et
al, 1996; Lynch et al, 1993).

Die Keimbahnmutation der HNPCC liegt in den sogenannten Mismatch Repair Genen, die der
FAP im APC-Gen.

Beispielhaft sollen nun HNPCC und FAP erlautert werden.

1.2.5.1 Hereditiares Non Polyposis kolorektales Karzinom (HNPCC)

Es gehoért zu den haufigsten Erbkrankheiten berhaupt, und nach neueren Schatzungen
mussen zwischen 5 und 10% aller Dickdarmkarzinome hierzu gerechnet werden. Man spricht
auch vom “Syndrom der Krebsfamilie” oder bezeichnet es nach seinem Erstbeschreiber als
Lynch-Syndrom. Dieses wiederum 13t sich unterteilen in das Lynch-I- und -II-Syndrom,
wobei sich im Unterschied zum Lynch-I-Syndrom beim Lynch-II-Syndrom noch verschiedene
extraintestinale Tumoren (Endometrium, Magen, Pankreas, Urogenitaltrakt) finden (Lynch et
al, 1993; Sahm et al, 1995). Das autosomal-dominant vererbte Syndrom manifestiert sich
vergleichsweise friih, zwischen dem 3. und 5. Lebensjahrzehnt, und in Uber 70% sind die
Tumoren im proximalen Kolon (v.a. im Zékum und Colon ascendens) lokalisiert. Sowohl die
Lokalisation, als auch das Ubliche Erkrankungsalter weichen vom sporadischen kolorektalen
Karzinom ab. Histologisch unterscheiden sich die HNPCC's vorwiegend durch einen hdheren
Anteil an schlecht differenzierten (solide / medullar) und muzindsen, teils auch
siegelringzelligen Karzinomen (Lynch und Smyrk, 1996; Mayer und Lohrmann, 1991). Eine
finnische Studie konnte belegen, dass HNPCC-Patienten trotz schlechter Differenzierung eine
bessere Prognose aufweisen (Sankila et al, 1996). Weitere Unterschiede zwischen
sporadisch auftretenden kolorektalen Karzinomen und HNPCC's sind der folgenden Tabelle

zu entnehmen.
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Charakteristika sporadisch HNPCC
mittleres Alter bei Diagnose | 67 44,6
(Jahre)

multiple Kolontumoren (%) 4-11 34
--synchron 3-6 18,1
--metachron 1-5 24,3
Lokalisation eher linkskolisch eher rechtskolisch
gehauft extrakolische nein ja
Tumoren

Haufigkeit solitarer 10 36
Kolonpolypen (%)

Histologie der Adenome tubular villds

Histologie der Karzinome

glandular (homogen)

muzinds (heterogen)

Kanzerogenese Tumorsuppressor-Pathway Mutator-Pathway
mismatch repair-Defekt
Chromosomensatz aneuploid diploid

grobe Aberrationen

Analogie zu bereits gut
untersuchten
Krankheitsbildern

FAP

Tabelle 2: Charakteristika der HNPCC's und der sporadisch auftretenden kolorektalen
Karzinome (nach Sahm et al, 1995, mit eigener Bearbeitung)

In den sogenannten Krebsfamilien ist das Risiko, an einem kolorektalen Karzinom zu

erkranken, achtfach erhodht gegenuber Personen mit gesunden Verwandten (Lynch et al,

1993). Es scheint noch eine weitere Spielart der Krebsfamilien zu geben: in Kombination mit

ungewohnlich lokalisierten Hauttumoren spricht man vom “Muir-Torre”-Syndrom.

Um die Diagnose HNPCC zu stellen, missen anamnestisch folgende Kriterien erfiillt sein

(Amsterdam-Kriterien zur Diagnose des HNPCC; Vasen et al, 1991; Rodriguez-Bigas et al,

1997):

o Drei oder mehr Verwandte missen ein histologisch gesichertes Kolonkarzinom haben.

e Einer davon mufd Verwandter ersten Grades der beiden anderen sein und

e die kolorektalen

Generationen auftreten.

Karzinome muissen in

e Ein Betroffener muf jiinger als 50 Jahre und

e eine FAP mul ausgeschlossen sein.

mindestens zwei

aufeinanderfolgenden

10
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Zusatzliche klinische Kriterien werden in den sogenannten Bethesda-Kriterien erfasst

(Rodriguez-Bigas et al, 1997): sie enthalten zuséatzlich zu den Amsterdam-Kriterien andere

zahlreich vorkommende klinische oder histologische Charakteristika bei HNPCC.

o Manifestationsalter einer Tumorerkrankung des Kolons / Rektums < 45 Jahre

e Synchrone / metachrone Zweittumoren (Kolon / Rektum, Endometrium, Urothel, Magen
Dinndarm, Mamma, Gehirn), Manifestationsalter beider Tumoren < 60 Jahre

e Mindestens zwei Familienmitglieder ersten Grades mit Kolon- / Rektumkarzinom,
Manifestationsalter eines Erkrankten < 50 Jahre

e muzindses Karzinom

e schlecht differenzierte (G3) Tumoren

e ausgepragte intra- oder peritumorale Lymphzellinfiltration (Jass, 1998)

Die genetische Grundlage des HNPCC-Syndroms ist erst seit kurzem bekannt. Die
Keimbahnmutation tritt hier in den sogenannten Mismatch-Repair-Genen auf. Diese Gene
kodieren fiir Proteine, die neu replizierte DNA ,Korrektur lesen®. Sind sie mutiert, kommt es zu
haufigen Deletionen oder Insertionen einzelner Basenpaare, die dann zu Missense- oder
Nonsense-Mutationen und konsekutiver maligner Entartung flihren. Der genetische Defekt fiel
durch eine DNA-Mikrosatelliten-Instabilitat der Karzinome auf.

Mikrosatelliten sind repetitive Di-, Tri- oder Tetranukleotidsequenzen, die Uber das ganze
Genom verteilt vorkommen und charakteristisch haufige Motivwiederholungen aufweisen, die
allerdings interindividuell verschieden sein kdnnen. Mittels dieser Mikrosatellitenmarker
konnte bei HNPCC-Patienten ein Unterschied in der Sequenzlange zwischen Tumor- und
normalem Gewebe nachgewiesen werden, der durch einen Fehler beim ,Korrektur lesen®
verursacht wurde.

Tumoren, die eine Mikrosatelliten-Instabilitat aufweisen, werden deshalb auch als “replication
error’- (RER) positiv bezeichnet (Kim et al, 1994; Mao et al, 1994). Auf diese Weise war ein
neuer Diagnose-Marker flir das HNPCC gefunden.

In Tabelle 3 sind einige davon aufgefuhrt:

Reparatur-Gen-Defekt Chromosom HNPCC%
hMSH2 2p15-16 50-60

hMSH6 2p21 nicht untersucht
hMLH1 3p21-23 20-30

hPMS1 7922 selten

hPMS2 2931-33 sehr selten

Tabelle 3: Abnormalitiaten im Mismatch-Reparatursystem
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Bislang konnten diese fiinf aufgezeichneten Gene beim Auftreten von Mutationen
nachgewiesen werden (Bubb et al, 1996; Bronner et al, 1994; Liu et al, 1996; Schmutte et al,
1998). Besondere Bedeutung kommt wohl Mutationen im hMSH2-Gen auf Chromosom 2p15-
16 zu, denn sie sind in 50-60% aller HNPCC-Patienten nachweisbar (Toyooka et al, 1995).

Finnische Untersuchungen konnten Mikrosatelliten-Instabilitdten in 86% der Kolonkarzinome
und 57% der Adenome von HNPCC-Patienten nachweisen, sie wurden jedoch nur in 16%
sporadischer Karzinome und in 3% der sporadischen Adenome gefunden (Aaltonen et al,
1993). Mikrosatelliteninstabilitaten traten auch in Zellen extrakolischer Tumoren von HNPCC

Patienten auf (Risinger et al, 1993).

1.2.5.2 Familiare adenomatose Polypose (FAP)

Die FAP ist charakterisiert durch das gleichzeitige Auftreten von mehr als hundert bis zu
mehreren tausend kolorektalen Adenomen. Seit 1991 ist das verantwortliche “adenomatous-
polyposis-coli’- (APC) Gen identifiziert und kartiert (Kinzler et al, 1991). Atiologisch konnte ein
Allelverlust auf dem langen Arm des Chromosoms 5 (5q21-22), der sog. FAP-Genlokus,
ausgemacht werden (Herrera et al, 1985). Dabei sind 60% der FAP-Falle ererbt, es kdnnen
aber auch spontane neue Keimbahnmutationen im FAP-Gen vorkommen.

Die FAP ist eine obligate Prakanzerose, der ein autosomal dominanter Erbgang zugrunde
liegt. Das Risiko der FAP-Patienten an einem Kolonkarzinom zu erkranken, betragt bis zum
35.Lebensjahr 50%, bis zum 55.Lebensjahr 100%. Wer diesen genetischen Defekt tragt, kann
das Karzinom nur durch eine totale Proktokolektomie vermeiden. In den Tumoren fallt initial
das zweite APC-Allel durch Mutation oder Verlust der Heterozygotie (LOH) aus. Im weiteren
Verlauf der Karzinogenese treten dann Verluste in anderen Tumorsuppressorgenen
beziehungsweise Zugewinne in Onkogenen auf.

Die Entwicklung und Mdoglichkeit genetische Untersuchungen durchzufiihren, um frihzeitig
eine APC-Gen-Mutation zu erkennen, hat das Patienten-Management verandert. Die
Empfehlung lautet heute, dall bei bekannter genetischer Aberration eine endoskopische
Kontrolle ab dem Zeitpunkt der Pubertat indiziert ist. Danach sollten jahrliche endoskopische
Kontrollen bis zum Nachweis von Adenomen und eine prophylaktische Kolektomie folgen,
wenn aufgrund der Anzahl der Adenome eine endoskopische Therapie nicht ausreichend ist.
Darliberhinaus sollte eine Kontrolle moglicher extraintestinaler Manifestationen in
regelmafRigen Abstédnden erfolgen. Bei Familienmitgliedern ohne APC-Mutation genltgen
endoskopische Kontrollen um das 18., 25. und 35. Lebensjahr (Petersen, 1994; Ebert et al,
1998).

Bei Tragern einer APC-Gen-Keimbahnmutation kommt es nur dann zur Karzinomentstehung,
wenn beide Allele defekt sind. Somit gehdrt dieses Gen in die Klasse der

Tumorsuppressorgene.
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Neben der klassischen FAP gibt es noch weitere, seltene Polyposis Syndrome, die hier der

Vollstandigkeit halber erwahnt werden sollen:

¢ das hereditare-flat-adenoma-Syndrom (HFAS),

e das Gardner-Syndrom (Koinzidenz von mesenchymalen Neoplasien (Desmoide,
Osteome, Fibrome), Epidermoidzysten und einer Polyposis coli (Rustgi, 1994)),

e das Turcot-Syndrom (gleichzeitiges Auftreten von malignen Tumoren im ZNS und einer
Polyposis coli (Rustgi, 1994),

e das Peutz-Jeghers-Syndrom

e und die familiare juvenile Polyposis

1.3 Formale Karzinogenese des kolorektalen Karzinoms

Die beiden beschriebenen Karzinogenesewege fiir die Entstehung der HNPCC sowie der
FAP haben Modellcharakter. Fur die Enstehung des sporadischen kolorektalen Karzinoms
gilt: 85% der Karzinome laufen Uber den sogenannten Tumor-Suppressor Signalweg (APC),
wahrend 15% den Mutator Signalweg nehmen (HNPCC).

Fearon und Vogelstein verdffentlichten 1990 ein Modell fir die formale kolorektale

Karzinogenese: Dieses Modell stellt die Karzinogenese des adenomatdsen kolorektalen

Karzinoms wie Tumore der FAP dar, die Uber den sogenannten Tumor-Suppressor-

Signalweg (APC) entstehen.

Diese Adenom-Karzinom-Sequenz ist deshalb so Uberzeugend, weil bei Patienten mit

kolorektalem Karzinom uUberzuféllig haufig Adenome gefunden werden. Innerhalb der

Karzinome werden haufig Adenomreste nachgewiesen. Es sprechen noch weitere Grinde fir

die Adenom-Karzinom Sequenz (Muto et al, 1985):

e Das Verteilungsmuster der Adenome ahnelt dem der Karzinome.

¢ In Regionen mit niedriger Karzinominzidenz kommen auch nur selten Adenome vor.

e In groRen insbesondere villdsen Adenomen konnten gehauft Karzinome und schwere
Epitheldysplasien gefunden werden.

Daneben galt die Hypothese der sogenannten “de novo Entstehung von kolorektalen

Karzinomen”, d.h. die Entstehung infiltrativen Wachstums ohne die Ubergangsphase eines

polypésen Adenoms. De-novo-Karzinome entstehen aus sogenannten flachen Dysplasien

(“flat adenoma”) (Muto et al, 1985). Dieser Entstehungsmechanismus kann aber nur fir eine

geringere Zahl der Karzinome postuliert werden. Daflir sprechen einerseits die eben

erlduterten histologischen, andererseits die molekulargenetischen Aspekte.

Maligne Tumoren entstehen nach dem heutigen Stand der Wissenschaft in einem
“Mehrschrittprozess”, wobei die Mutation verschiedener Gene, die fir regelrechtes
Zellwachstum und -differenzierung wichtig sind, zur Ausbildung eines veranderten Phanotyps
beitragen. Die Entartung einer Zelle wird dabei von zwei Klassen von Genen gesteuert: Proto-

Onkogene/Onkogene und Anti-Onkogene/Tumorsuppressorgene.
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Proto-Onkogene:

Proto-Onkogene wurden erstmals in verschiedenen tumorauslésenden Retroviren
nachgewiesen (Bishop und Varmus, 1984). Bei einigen Versuchen konnte man sehen, daf}
der Transfer dieser Onkogene in normale Zellen einen malignen Phanotyp induzieren kann
(Shih et al, 1979; Brach et al, 1995).

Das Zellwachstum wird bereits durch die Genprodukte der Proto-Onkogene positiv beeinfluf3t.
Durch Mutation zu Onkogenen kommt es zu einer abnorm gesteigerten Zellproliferation und
autonomem Wachstum der Zellen. Diese Mutation kann in Form einer Punktmutation, einer
Amplifikation oder einer Translokation des Proto-Onkogens stattgefunden haben. Es geniigt
die Mutation eines der beiden Allele, um ein Onkogen zu aktivieren. Deshalb spricht man

auch von einem dominanten Wirkmechanismus.

Tumorsuppressorgene:

Die Aufgabe der Genprodukte der Tumorsuppressorgene ist es, negativ regulierend auf die
Zellproliferation einzuwirken, indem die Apoptose genetisch alterierter Zellen eingeleitet wird.
Das schiitzt die Zelle vor maligner Entartung. Hier ist es im Gegensatz zu den Onkogenen
notwendig, dalk beide Allele eines Suppressorgens in einer Zelle inaktiviert werden, um einen
Funktionsverlust herbeizufiihren. In diesem Fall handelt es sich um einen rezessiven
Wirkungsmechanismus.

Karzinome vom Tumor-Suppressor-Typ haben haufig chromosomale Aberrationen und laufen

Uber Verlust von Tumorsuppressorgenen.

Fearon und Vogelstein (1990) konnten zeigen, dall verschiedene Entwicklungsstadien vom
Adenom bis zum kolorektalen Karzinom mit bestimmten Onkogen- und Tumorsuppressorgen-
veranderungen korrelierten.

In frihen Entwicklungsstadien eines Adenoms spricht man von einem hyperproliferativen
Regenerationszustand von Kolonepithelien (Hahn et al, 1995; Schmiegel, 1991). In diesem
Stadium konnte bei vielen Adenomen eine Allelmutation/-deletion des APC (adenomatosis-
polyposis-coli)-Genlocus auf dem langen Arm des fiinften Chromosoms (5q) sowie DNA-
Hypomethylierungen nachgewiesen werden. Eine K-ras Mutation (12p12.1) findet sich bei
Adenomen, die gréRer als 1 cm sind und bei etwa der Halfte aller kolorektalen Karzinome.
Kleinere Adenome tragen diese Mutation nur in 10% der Falle (Schmiegel, 1991). Der Verlust
des DCC-Allels (“deleted in colorectal cancer’, 18921.3) war bei 70% aller Patienten mit
kolorektalem Karzinom und bei der Halfte aller Adenome, die gréfer als 2 cm waren, zu
finden. Das DCC-Gen, ein weiteres Tumorsuppressorgen, greift durch Einwirkung auf die
Zell-Zell-Kontakte in die Wachstumskontrolle ein.

Alleldeletionen auf dem Chromosomarm 17p waren in sogar 75% der Karzinome vorhanden.
Dieser Verlust war bei den Adenomen zwar seltener (25%) als in den Karzinomen, jedoch

umso haufiger zu finden, je grofker das Adenom war und je mehr villdse Anteile es hatte.
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Ein weiteres Tumorsuppressorgen, das p53, konnte diesem Chromosom zugeordnet werden
(17p12-13) (Schmiegel, 1991).

Diese Vorgange laufen allerdings nicht immer in dieser Sequenz ab; die Summation
verschiedener Alterationen ist von gréfRerer Bedeutung als der sequentielle Ablauf. Abbildung

3 soll die Karzinogenese etwas anschaulicher machen:

Genetisches Modell der kolorektalen Karzinogenese

nach Fearon und Vogelstein (1990)

5qg-Mutation
oder Verlust

Normales Hyperprolif. Adenom
Epithel Epithel (<1cm)

12p-Mutation 18q-Mutation 17p-Mutation

oder Verlust

Adenom Invasives
(>2cm) Karzinom
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Abbildung 3: Molekulargenetische Veranderungen beim Kolonkarzinom

Neben diesem Tumor-Suppressor-Typ der Karzinogenese, fir den modellhaft das
Krankheitsbild der FAP steht, gibt es einen Mutator-Typ der Karzinogenese der HNPCC-
Tumoren, in dem keine groben chromosomalen Aberrationen, daflr jedoch zahlreiche
Punktmutationen auftreten. Diese Karzinome sind mikrosatelliten-instabil und weisen Defekte
in den Mismatch-Repair-Proteinen auf.

Diese Mutationen finden nicht wie bei hereditaren Erkrankungen in der Keimbahn, sondern in

der Tumorzelle selbst statt.

1.4 Staging und Grading

Die histologische Untersuchung der Karzinome ermdglicht eine Einteilung in verschiedene
Tumorstadien, die eine prognostische Aussage Uber den Tumor ermdglichen. Diese
Einteilung wird in regelmaRigen Abstanden von der UICC (Union Internationale Contre le
Cancer) uberarbeitet und neu herausgegeben, um klinische und pathologische Erfahrung
zusammenzufihren. Mit der TNM-/ pTNM-Klassifikation werden der Primartumor, die
Lymphknoten- und Fernmetastasen beurteilt (TNM entspricht einer klinischen, pTNM einer
pathohistologischen Einteilung).

In der vorliegenden Arbeit wurden die beiden jingsten Staging-Protokolle der UICC von 1993
und 1997 bertcksichtigt.
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Die Tumoren wurden nach den Ublich geltenden Kriterien des TNM - / pTNM Systems von
1993 (alt) und 1997 (neu) der UICC erfasst, wobei sich der Unterschied beider
Klassifikationen auf den Lymphknotenbefall beschrankt: 1993 differenzierte man in pNX
(regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden), pNO (keine regionadren
Lymphknotenmetastasen), pN1 (Metastasen in 1-3 perikolischen bzw. perirektalen
Lymphknoten), pN2 (Metastasen in 4 oder mehr perikolischen bzw. perirektalen
Lymphknoten) und pN3 (Metastasen in Lymphknoten entlang eines benannten
Gefallstammes und / oder in apikalen Lymphknoten (wenn vom Chirurgen markiert)) (UICC
1993). 1997 beschrankte man sich auf die Einteilung NX bis N2: NX und N1 blieben identisch
mit der vorherigen Klassifikation, N2 hiessen Metastasen in 4 oder mehr regionalen
Lymphknoten (UICC 1997). In Tabelle 4 sind die klinischen Stadien der Erkrankung nach der
UICC und Dukes abzulesen.

Kurz zur Beschreibung der pT-Stadien: pTX (Prim&rtumor kann nicht beurteilt werden), pTO
(kein Anhalt fir Primartumor), pTis (Carcinoma in situ), pT1 (Tumor infiltriert Submucosa),
pT2 (Tumor infiltriert Muscularis propria), pT3 ( Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in
die Subserosa oder in nichtperitonealisiertes perikolisches oder perirektales Gewebe) und
pT4 (Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen und / oder perforiert das
viszerale Peritoneum). Das Metastasen- Stadium blieb ebenfalls unverandert: pMX
(Fernmetastasen kénnen nicht beurteilt werden, pMO (keine Fernmetastasen) und pM1

(Fernmetastasen) (siehe Tabelle 5).

Stadium T/ pT N/ pN M/ pM Dukes

Stadium 0 Tis/ pTis NO/ pNO MO/ pMO

Stadium | T1/pT1 NO/ pNO MO/ pMO Dukes A
T2/ pT 2

Stadium I T3/ pT3 NO/ pNO MO/ pMO Dukes B
T4/ pT4

Stadium Il jedes T bzw. pT | N1/ pN1 MO/ pMO Dukes C

N2/ pN2
Stadium IV jedes T bzw. pT | jedes N M1/ pM1 Dukes D

Tabelle 4: Stadieneinteilung nach UICC und Dukes (UICC, 1997)
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T/ pT Primartumor

Tx/pTx Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO/pTO kein Anhalt fiir Primartumor

Tis / pTis Carcinoma in situ; Tumorzellen intraepithelial oder intramukds,
keine Ausbreitung durch die Muscularis mucosae

T1/pT1 Tumor erstreckt sich in die Submucosa

T2 /pT2 Tumor erstreckt sich in die Muscularis mucosae

T3/pT3 Tumor erstreckt sich durch die Lamina propria hindurch in die
Subserosa oder in nicht peritonealisiertes perikolisches oder
perirektales Gewebe

T4/ pT4 Tumor infiltriert das viszerale Peritoneum oder direkt anderes

Gewebe oder Organe

N /pN Regionidre Lymphknoten

Nx / pNx regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

NO / pNO keine Lymphknotenmetastasen

N1/ pN1 Metastasen in 1-3 regionalen Lymphknoten

N2 / pN2 Metastasen in 4 oder mehr regionalen Lymphknoten pNO

regionare Lymphadenektomie und histologische Untersuchung

Ublicherweise von 12 oder mehr Lympknoten

M/ pM Fernmetastasen

MO / pMO

keine Fernmetastasen

M1/ pM1

Fernmetastasen vorhanden

Mx / pMx

Vorhandensein von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden

Tabelle 5: TNM / pTNM-Klassifikation (UICC 1997)

Das Staging in der klinischen Routine wird noch durch die Bestimmung des zytologischen

bzw. histologischen Differenzierungsgrades (Grading) erganzt. Es beinhaltet Kernatypien,

Mitosen, morphologische Strukturen und Differenzierungsgrad, d.h. Ahnlichkeit zum

Ursprungsgewebe.

Die Primartumoren werden im histologischen Grading in ausschlief3lich drisig differenzierte

(Grad 1), Uberwiegend drisig (Grad 2) und cribriforme bis solide differenzierte (Grad 3)

eingeteilt (WHO, 1989).
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1.5 Metastasierungswege

Das kolorektale Karzinom metastasiert am haufigsten lymphogen. Die LymphabfluRwege
entsprechen der arteriellen Versorgung, also den Asten der A. mesenterica superior,
bestehend aus den Aa. ileocolica, colica dextra und colica media sowie den Asten der A.
mesenterica inferior mit den Aa. sigmoidales und colica sinistra.

Hamatogene Metastasen folgen den vendsen Abflissen von Kolon und Rektum, es lassen
sich unterscheiden:

Metastasen vom Portae-Typ

Hamatogene Metastasen folgen dem vendsen AbfluR entsprechend Uber das
Pfortadersystem in die Leber. Sie ist das am haufigsten betroffene primare
Metastasierungsorgan.

Metastasen vom Cava-Typ

Beim Rektumkarzinom treten auch primare Lungenmetastasen auf, da der vendse Abflufy
Uber die Vv. rectales inferiores zur V. cava fuhrt. In absteigender Haufigkeit folgen als

weitere, sekundare Metastasenlokalisationen Skelett-, Nebennieren- und Gehirnmetastasen.

1.6 Prognose

1.6.1 Klassische Prognosefaktoren

Die Prognose fir Patienten, die an einem kolorektalen Karzinom erkrankt sind, hangt vor
allem vom Tumorstadium ab:

Die meisten Tumorrezidive treten innerhalb von fiinf Jahren nach operativer Resektion auf,
d.h. mit der Fiinf-Jahres-Uberlebensrate 1aRt sich die Heilungsrate relativ genau erfassen.
Diese wiederum weist eine enge Beziehung zum anfanglichen Primartumorstadium auf (siehe
Tabelle 6).

Auch der histologische Differenzierungsgrad hat Einflufd auf die Prognose. Je geringer die

Differenzierung, desto schlechter die Prognose.

In Tabelle 6 sind Fiinf-Jahres-Uberlebensraten kurativ operierter Patienten mit Kolon- und
Rektumkarzinom nach Ergebnissen von Cohen, Blum, Eisenberg, Philipsen, Rich, Willet, der
GITSG und Hermanek zusammengefasst. Wie man daran sehen kann, bringt die Erfassung
nach dem TNM / pTNM-System wesentlich detailliertere Daten als die nach Dukes

(Tumorzentrum Minchen, 1993).
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Stadium Kolonkarzinom Rektumkarzinom
PT1/pNO 97-100% 100%
pT2/pNO 90-100% 90%
pT3/pNO 78-80% 69-78%
pT4/pNO 63-87% 69%
Dukes A 82-98% 88-93%
Dukes B 73-81% 71-79%
jedes pT / pN1 73% 61%
pT2/pN1 74%

pT3/pN1 48%

pT4 /pN1 38%

jedes pN2 / pN3 45% 39%
Dukes C 26-56% 29-41%

Tabelle 6: 5-Jahres-Uberlebensrate der Kolon- und Rektumkarzinome in Abhingigkeit
vom Primarstadium nach UICC und Dukes (Tumorzentrum Miinchen, 1993)

Um den klinischen Verlauf der einzelnen Patienten mit moglichst hoher Wahrscheinlichkeit
voraussagen zu kénnen, benutzt man heute die prognoserelevanten Parameter der TNM-
Klassifikation. Dadurch ist es moglich, die Patientennachsorge zu verbessern und eine der
Prognose angepasste, engmaschige Kontrolle fur die einzelnen Subgruppen zu

gewabhrleisten.

1.6.2 Molekulare Prognosefaktoren

Obwohl die konventionellen Prognosefaktoren bereits gute Daten fiir die klinische Betreuung
und klinische Nachsorge liefern, waren neue, zuséatzliche Faktoren winschenswert, um
Patienten-Subgruppen zu definieren, natlrlich insbesondere in Hinblick auf neue
Therapiestrategien.

In den letzten Jahren sind die Erkenntnisse Uber die molekularen Mechanismen, die das
biologische Verhalten von Tumorzellen determinieren, stark angestiegen. Es wurden

verschiedene genetische Faktoren und Proteine untersucht.

1.6.2.1 Proteasen

Um sich aus dem komplexen Tumorzellverband zu l6sen, regulieren Tumorzellen die
Expression von Adhasionsmolekiilen herab. Gleichzeitig kommt es zu einer Uberexpression
tumorassoziierter Protease / Protease-Inhibitor-Systeme fir die Invasion in umliegendes
Gewebe. Dies ermdglicht Tumorinvasion und Metastasierung, da sich Tumorzellen aus dem
soliden Zellverband lésen und umgebendes Gewebe lysieren kdnnen. Die proteolytische
Aktivitat wird sowohl zur Invasion in Basalmembran und Gefasse, als auch zur eigentlichen

Metastasierung bendétigt. Der Einbruch der Tumorzelle durch die Basalmembran wird durch
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tumorassoziierte Serin-, Aspartyl-, Cystein-, Threonin- und Metalloproteinasen, welche die
umgebende Matrixkomponente proteolysieren, ermdéglicht. Auf diese Weise gelangt die
Tumorzelle in die systemische Zirkulation. Bereits in sehr frihen Stadien solider maligner
Tumoren konnte eine systemische Streuung von Tumorzellen dokumentiert werden.

In verschiedenen Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass einige Proteinase-
Systeme (berexprimiert werden. Es wurde ebenfalls entdeckt, dass Tumore mit hoher
proteolytischer Aktivitat aggressiver waren als die mit niedrigerer Expression proteolytischer
Parameter. Im Besonderen gilt das fir das Urokinase-Typ-Plasminogen-Aktivator (UPA)-
System. Eine Assoziation zwischen dem UPA-System und der Prognose wurde fir das

kolorektale Karzinom festgestellt (Mulcahy et al, 1994; Heiss et al, 1995).

1.6.2.2 Adhéasionsmolekiile

Das bislang bestuntersuchte Adhasionsmolekil ist das E-Cadherin. Es handelt sich dabei um
ein  ausschliellich von epithelialen Zellen exprimiertes Kalzium-abhangiges
Oberflachenprotein mit einem Molekulargewicht von 120000 Dalton. Invasive Tumor-Zell-
Linien zeigen haufig einen Verlust von E-Cadherin, wobei die Invasivitat der Tumorzellen

durch Transfektion von E-Cadherin-c-DNA herabgesetzt werden kann (Becker et al, 1994).

&

Zellmembran

E-Cadherin

Abbildung 4: Schematische Darstellung des E-Cadherin-Catenin-APC-Komplexes

Cadherine sind Teil eines Multiproteinkomplexes, den man in den Zonulae adhaerentes
nachweisen kann, und der benachbarte Zellen mechanisch an deren Zellmembranen festhalt
(Guilford et al, 1998).

Eine zentrale Rolle in dem komplexen Regelkreis in Abbildung 4 spielt das 3-Catenin: es ist
ein Bindungspartner von E-Cadherin, dariberhinaus fungiert es als Transkriptionsfaktor. Das
APC-Protein (Tumorsuppressor-Protein) und das Zelladhasionsmolekil E-Cadherin sind
kompetitive Antagonisten fir die Bindungsstelle des R-Catenins (Hulsken et al, 1994). Der

groRte Teil des zellularen 3-Catenin Pools ist an zytoplasmatisches E-Cadherin gebunden.
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3-Catenin wird durch einen Protein-Komplex, zu dem APC, GSK-3( und Axin gehoren,
phosphoryliert und fir die Ubiquitinierung und den Proteasom-Abbau verarbeitet
(Aust et al, 2001).

Fallt nun das APC-Protein durch Mutation aus, wie es beim kolorektalen Karzinom haufig der
Fall ist, kann R-Catenin nicht mehr abgebaut werden und initiiert auf diese Weise die
Transkription von c-myc, Cyclin D1 und anderen zellzyklusregulierenden Genen. Die Folge ist
verstarkte Zellproliferation und Hemmung von Apoptose. Damit ist das Gleichgewicht

zwischen Zellproliferation und Zelluntergang gestort.

Ein ebenfalls im Zusammenhang mit malignen Erkrankungen gut untersuchtes
Adhasionsmolekil ist das aus der Hyaluronat-Rezeptoren-Familie stammende CD44. Es
bindet an Hyaluronsdure und wird von vielen Zellen exprimiert. CD44 existiert in
verschiedenen Isoformen, die z.T. ihre Fahigkeit zur Bindung an Hyaluronsaure verlieren. Es
wird vermutet, dass abnorme Transkripte und Isoformen von CD44 eine Rolle bei der

Tumorinvasion spielen kdnnten (Mayer et al, 1993).

Ein weiteres Adhasionsmolekil, das ICAM 1, stammt aus der Immunglobulin-Superfamilie.
Sowohl beim hepatozelluldaren Karzinom, wie beim Pankreaskarzinom existiert eine
systemisch zirkulierende Form, die unter Umstédnden eine Rolle bei der Tumorprogression
spielt.
Allerdings 143t sich keines dieser Molekile als gesicherter Prognosefaktor werten (Miyasaka,
1995).

1.6.2.3 Weitere genetische Faktoren

Darliberhinaus wurden einige genetische Aberrationen in kolorektalen Karzinomen
beschrieben und auf ihre prognostische Relevanz hin untersucht:

e Onkogene, die fur Tyrosinkinase-Rezeptoren kodieren (z.B. c-erb B-2),

e Gene, die fur Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren kodieren (EGF-Rezeptor),

o Gene, die an der intrazellularen Signaltransduktion beteiligt sind (K-ras, N-ras, H-ras),

¢ Transkriptionsfaktoren (c-fos, c-jun, c-myc),

e Tumorsuppressorgene (p 53, APC, bcl 2),

e Phanomen der genetischen Instabilitat (Mikrosatelliteninstabilitat),

(Baretton et al, 1996; Benhattar et al, 1993; Campo et al, 1994; Hamelin et al, 1994; Sauter et
al, 1994; Sauter et al, 1995 a und b; Sauter et al 1996).

1.6.24 209q13

Untersuchungen mit der Comparativen-genomischen-Hybridisierung (CGH) zeigen, dass
einige Chromosomenloci im kolorektalen Karzinom hinzugewonnen oder verloren sein
kénnen. Die Zugewinne deuten auf einen Onkogen-Locus, Verluste auf einen

Tumorsuppressorgen-Locus hin.
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Auf 20913 wurden bislang flinf Gene identifiziert. Diese sind: NABC1, ZNF217, CAS, STK15
und PTPN1. 20q ist im kolorektalen Karzinom der haufigste Zugewinn. Dies deutet darauf hin,
dass auf 20q Onkogene liegen kdénnten. Ein Zugewinn von 20q wurde auch beim Mamma-,
Magen- und Ovarialkarzinom (Knuutila et al, 1998; Diebold et al, 2000, Aust et al, 1999)
sowie beim Osteosarkom (Tarkkanen et al, 1999) gefunden. Beim Mamma- wie beim
Ovarialkarzinom korreliert dieser 20g-Zugewinn mit einer signifikant schlechteren Prognose
(Tanner et al, 1995; Diebold et al, 2000).

Folgende Gene liegen im Bereich der Region 20q13:

e NABC1 (20g13.2) (Collins et al, 1998)

e ZNF217 (20913.2) (Collins et al, 1998)

e CAS (20g13) (Brinkmann et al, 1996)

e STK15, auch bekannt als BTAK und Aurora 2 (Zhou et al, 1998)

e PTPN1 (20913.1) (Tanner et al, 1996)

Abbildung 5: Chromosom 20

GEN ERLAUTERUNG

NABC1 Funktion unbekannt

ZNF217 Transkriptionsfaktor

CAS cellular apoptosis susceptility

STK15: Aurora 2 Chromosomen-Segregation
BTAK genomische Instabilitat

PTPN1 Phosphotyrosin Phosphatase

Tabelle 7: Gene im Bereich der Region 2013

Welches der Gene fiir den 20 13 Zugewinn verantwortlich ist oder ob mehrere Gene an dem
Zugewinn beteiligt sind, ist bislang unklar. Einige Untersuchungen ergaben folgendes:
Brinkmann et al (1996) fanden heraus, dal® das CAS-Gen beim Mamma- und beim
Kolonkarzinom amplifiziert ist. Dabei hat das CAS-Gen zwei Funktionen: Apoptose und
Zellproliferation. Wenn die Apoptose als natirlicher Zelluntergangsmechanismus nicht mehr
regelrecht funktioniert, fiihrt das zu einem Verlust der Wachstumsregulation und damit

moglicherweise zur Tumorentstehung.

Die Gene ZNF217 und NABC1 sind beim Mammakarzinom Uberexprimiert. Dabei wurde
ZNF217 als Transkriptionsfaktor mit einer DNA-bindenden Doméane und einer

transkriptionsaktivierenden Domane identifiziert (Collins et al, 1998).
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Fur die vorliegende Arbeit ist die nahere Betrachtung von STK 15 bzw. BTAK, das flr eine
putative Serin/Threonin-Kinase kodiert, und Aurora 2, ebenfalls eine Kinase, von der
onkogene Potenz bekannt ist, interessant (Sen et al, 1997; Bischoff et al, 1998). Beide Gene
sind flir eine regelrechte = Chromosomensegregation zustandig. Wenn die
Chromosomensegregation nicht mehr einwandfrei funktioniert, kommt es zu einer Anhaufung
der in der Mitose nicht auseinandergewichenen Chromosomen. BTAK spielt moglicherweise
eine Rolle bei onkogener Transformation in Brustkrebszellen (Sen et al, 1997). 1998
beschrieb Zhou aus der selben Arbeitsgruppe, dass STK15 bei Uberexpression zu einer
Zentrosomenamplifikation, zu chromosomaler Instabilitdt und Transformation in Sdugerzellen
fuhrt. Eine weitere Untersuchung der Aurora 2-Kinase beim kolorektalen Karzinom (Bischoff
et al, 1998), fuhrte zu dem SchluB3, die Aurora 2-Kinase kénnte das Zielgen der 20913-
Amplifikation sein. In Uber 50% der untersuchten kolorektalen Karzinome war die DNA
amplifiziert und die RNA Uberexprimiert. Ausserdem war das Enzym verantwortlich fur
Fibroblastentransformation, womit die potentielle Onkogenitat der Aurora 2-Kinase bestatigt

wurde.
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1.7 Fragestellung

In sporadischen kolorektalen Karzinomen ist in der CGH-Analyse eine Amplifikation im

Bereich der Region 20g mit 67% der haufigste Zugewinn (Aust et al, 2001). Darlberhinaus

wurden signifikante Korrelationen von 20q13-Amplifikationen und unglnstiger Prognose bei

anderen soliden Tumoren hergestellt z.B. mit nodal negativen Mammakarzinomen (Tanner et

al, 1995) und Ovarialkarzinomen im Stadium FIGO Il (Diebold et al, 2000).

Genamplifikationen sind ein wesentlicher Mechanismus der Onkogenaktivierung zusatzlich zu

strukturellen Veranderungen, Verlust von Kontroll-Mechanismen, insertionalen Mutagenesen

und chromosomalen Translokationen (Knuutila et al, 1998).

Damit waren einige Fragen aufgeworfen, die zum Gegenstand der vorliegenden Arbeit

wurden:

1. Wie hoch ist die Haufigkeit von 20q13.2 Zugewinnen in der FISH-Analyse bei kolorektalen
Karzinomen?

2. Welche Korrelationen lassen sich zu klinisch-pathologischen Parametern herstellen?

3. Lassen 20q13-Zugewinne Rlckschlisse Uber die indviduelle Prognose zu ?

4. Wie kann man einen Grenzwert fir Zugewinne in der Fluoreszenz in-situ Hybridisierung
(FISH) festlegen?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientengut

Das Untersuchungskollektiv bestand aus insgesamt 146 Patienten, die in den Jahren 1990
und 1991 in der Chirurgischen Kilinik, Klinikum GroRhadern der Ludwig-Maximilians-
Universitat zu Minchen an einem kolorektalen Karzinom operiert wurden. Diese Jahrgange
wurden ausgewahlt, um einen gewissen Beobachtungszeitraum fiir den Verlauf der
Erkrankung zu gewahrleisten. Die beiden Geschlechter waren im Patientenkollektiv
annahernd gleichstark vertreten, 77 der Patienten waren Manner und 69 Frauen. Das
Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Operation war 61,5 + 7,25 Jahre. Ein Follow up
existierte von 139 Patienten. Der Beobachtungszeitraum lag zwischen 0 und 98 Monaten, im
Durchschnitt bei 50,3, im Median bei 60,9 Monaten. Bei 17 Patienten traten innerhalb des
Beobachtungszeitraums Lokalrezidive auf, bei 40 Patienten Metastasen. 73 Patienten
Uberlebten, 66 Patienten verstarben wahrend des Beobachtungszeitraumes bis 1999, von 7
Patienten fehlten Angaben zu den Uberlebensdaten.

Anzahl (n) 146
mannlich 77
weiblich 69
Lokalrezidive 17
Metastasen 40
follow up’s 141
Uberlebende 73
Verstorbene 66
fehlende Angaben 7

Tabelle 8: Basisstatistik des Patientenkollektivs

2.1.2 Tumormaterial

Das gesamte Untersuchungsmaterial stammt aus dem Archiv des Pathologischen Instituts
der Ludwig-Maximilians Universitat Miinchen. Alle Gewebeproben waren formalinfixiert und in
Paraffin eingebettet. Von insgesamt 146 kolorektalen Karzinomen wurde ein Block mit
Tumormaterial fir die FISH-Analyse ausgewahlt. Bei 5 Patienten konnten aus demselben
Gewebeblock Adenomreste identifiziert werden, die vom Karzinom getrennt und separat
untersucht wurden. Finf synchrone Adenome (aus einem anderen Gewebeblock) und eine

Lymphknotenmetastase wurden ebenfalls analysiert.
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Um eine einheitliche Beurteilung der Histologie fiir das gesamte Untersuchungskollektiv zu
gewahrleisten, wurden das Grading und die pTNM-Stadieneinteilung samtlicher Tumoren
Uberarbeitet. Die histologische Klassifikation erfolgte an Hamatoxilin-Eosin (HE-) Schnitten
anhand der Kriterien der UICC von 1993 (alte Klassifikation) und 1997 (neue Klassifikation).
Der Unterschied zwischen den beiden Klassifikationen liegt in der Erfassung des
Lymphknotenbefalls. Die Klassifikation von 1997 unterscheidet nicht mehr zwischen pN2
((LK)) und pN3 (positiver LK am

GefalRabsetzungsrand), diese beiden Kategorien fallen in pN2 zusammen.

(mehr als 3 positive regionare Lymphknoten
Zwei Drittel der Tumoren waren pT 3-Tumoren, das restliche Drittel teilte sich in pT1-, -2- und
-4-Tumoren. Etwa die Halfte (53%) der Tumoren hatten mittelhoch bis schlecht differenzierte
(G2-3) Karzinome. 16% der Karzinome waren schlecht differenziert (G3), 31% waren
mittelhoch differenziert (G2). Gut differenzierte Tumoren (G1) gab es in diesem Kollektiv

nicht.

pT-Stadien-¥Yerteilung Grading
pT 4 pT 1
pT 2 6
12% 6% 16% G2
16% mFrT1 2y s
.FIT2
. mG2-3
ap
(LR
pT 3 grT# G1-3
G % 53 %
pH-Stadien (UICC 1993) pH-Stadien (UICC 19397)
pH3
1% pM O ak pMO neu
51% P 507%
mrH D atk PN ney
pHZ
M1
10% . —"E
[m R
SLE LI
pM1
e 18%

Abbildung 6: Tumorstadien (UICC 1993 und 1997, Sobin und Greene, 2001) und

Tumorgrading

Im Untersuchungsgut fanden sich 11 muzindse Karzinome, d.h. mehr als 50% des Tumors

war schleimbildend, 17 teils muzindse (d.h. der muzinése Anteil war geringer als 50% des

Tumorvolumens) und 3 teils siegelringzellige Karzinome.
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2.1.3 Negativkontrollen

Als Negativkontrollen wurden 5 Resektionsrander, also normale kolorektale Schleimhaut, von

Patienten mitgeflhrt, von denen auch Tumormaterial untersucht wurde.

2.2 Methode

2.2.1 Aufarbeitung des Gewebes

Voraussetzung fir die gute Beurteilbarkeit der Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH) von
paraffineingebettetem Tumormaterial ist die Gewinnung der Zellkerne. Um die Zellen aus
dem Gewebeverband und die Kerne aus den Zellen herauszuldsen, mussten die Proteine
(Zellmembranen, Zell-Zell-Kontakte usw.) mittels einer Proteinasebehandlung (Carlsberg
Lésung) verdaut werden, da Proteine den Hybridisierungsprozess sterisch behindern. Die
RNA musste mit Hilfe von RNAase abgebaut werden, damit eine Bindung der FISH Probe an
RNA-Strange keine falsch positiven Signale ergeben konnte. Die Suspension aus
zerkleinerten Zellbestandteilen und Kernen wurde gefiltert, um eine reine Kernsuspension zu

erhalten.

Materialien und Reagenzien:
Schlittenmikrotom (R. Jung AG)
100 ml Erlenmeyerkolben
Reagenzrohrchen
aqua bidest
Wasserbad-Rauttler (Infors AG)
Carlsberg Lésung
Puffer |
Vortexer (Bender & Hobein)
Tischrittler KL2 (Buhler)
Zentrifuge (Heraeus)

RNAase A1-Ldsung

PBS-Puffer

Nylon Netze 50 mm, 60 um (Reichelt Chemietechnik)
Puffer Il

Durchfilhrung: Praparation von Kernen aus Paraffinmaterial (nach Eija Hyyttinen, Tapio
Visacorpi, 1994).
1. Pro Patient 10 Schnitte von 25 pym Dicke in einen Erlenmeyerkolben geben.
2. Entparaffinieren in Xylol: Schnitte 1x30 Minuten in Xylol geben,
Xylol wechseln 1x10 Minuten
3. Rehydrieren in absteigender Alkoholreihe:  1x10 min 100%iger Ethanol
1x10 min 95%iger Ethanol
1x10 min 70%iger Ethanol
1x10 min 50%iger Ethanol
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SN

. 2x ca.3 min. waschen in aqua bidest.

a

. Schnitte in Reagenzréhrchen Uberflihren

o

Protease-Verdau: 1-2 ml Carlsberg-Lésung zugeben
60 min bei 37°C im Wasserbad schitteln
7. je 3 min stark vortexen
8. Proben auf ca. 10 ml mit Puffer | auffiillen
9. 10 min bei 1200 upm zentrifugieren
10. Uberstand absaugen (Wasserstrahlpumpe)
11. RNAase-Verdau: ca. 1,5-2 ml RNAase A1-Lésung auf den Bodensatz pipettieren,
resuspendieren und 15 min bei Raumtemperatur schitteln
12. Proben 5 min bei 1000-1100 upm zentrifugieren
13. Uberstand absaugen
14. waschen mit PBS-Puffer
15. 5 min bei 1000 upm zentrifugieren
16. Uberstand absaugen
17. Bodensatz mit etwa 1-2ml Puffer Il aufschutteln
18. Suspension durch Nylonnetze filtern
19. Dichte des Filtrats (Kernsuspension) makroskopisch beurteilen, ggfs. mit Puffer I

verdinnen

2.2.2 Cytospin

Fir die Fluoreszenz in-situ Hybridisierungen musste die Kernsuspension auf Objekttrager
(=OT) aufgebracht werden. Die Kernsuspension ware bei einfachem Auftropfen auf einen
Objekttrager nicht dicht genug gewesen und hatte zu einer zu grossflachigen Verteilung
gefuhrt. Einerseits ware dadurch die Auswertung erschwert, andererseits sowohl die
Kernsuspension, als auch der Hybridsierungsmix zu schnell verbraucht worden. Deshalb
wurden die Kerne mit Hilfe einer Cytospin-Zentrifuge auf die Objekttrager aufzentrifugiert. Die
Kerne befanden sich anschliessend in ausreichender Dichte auf zwei kleinen Bereichen,
einmal im oberen und einmal im unteren Drittel des Objekttragers und konnten danach

hybridisiert werden.

Materialien
Cytospinzentrifuge (Shandon)
Objekttrager Super Frost Plus ( Menzel-Glaser)
Double Cytofunnels, Objekttragerhalter ( Shandon)

Durchfuhrung:

1. Kontrolle der Kerndichte im Mikroskop: dazu je Patientenprobe einmal 75 bzw 100 pl in die
beiden Trichterkammern pipettieren, 5 Minuten bei 900 upm zentrifugieren und die Dichte
der Suspension beurteilen. Optimal ist eine Verteilung der Kerne, wenn sie mdglichst

dicht beieinanderliegen, ohne sich zu Uberlappen.
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2. Neuen OT beschriften und zusammen mit einem Trichter in einen Objekttragerhalter
einspannen

3. Je nach beurteilter Dichte der Kerne zwischen 50 und 180 ul aufpipettieren

4. 5 Minuten bei 900 upm zentrifugieren

5. OT entnehmen, trocknen lassen und auf der Unterseite Kernspots markieren
(Diamantstift)

6. OT bis zur Hybridisierung bei -18°C aufbewahren.

2.2.3 FISH

Ziel dieser Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH) mit direkt markierter Sonde war die
fluoreszenzoptische Darstellung der Region 13.2 auf dem langen Arm des Chromosoms 20.
Die Sonde mulfdte mit einzelstrangiger DNA hybridisieren. Dazu wurde die DNA der Kernspots
vordenaturiert und anschliessend die ebenfalls denaturierte Sonde aufpipettiert. Die
Denaturierung geschah simultan wie unter Punkt 7 der Durchfiihrung von 2.2.3. beschrieben.
Da die Sonde mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert war, geniigte eine einfache
Gegenfarbung der Kerne mit DAPI, das in die DNA interkalierte. Dadurch konnte man die
Kerne besser sichtbar machen, und die hybridisierten Areale hoben sich kontrastreicher vom
Untergrund ab. Da fluoreszierende Praparate schnell an Leuchtkraft verlieren, muften sie in

einem Antifade-Eindeckmedium haltbarer gemacht werden.

Hybridisierung
Materialien und Reagenzien
Hybridisierungsmix (=Hybmix)
Deckglaser, 18 x 18 mm ( Menzel-Glaser)
Gummidruckball
Fixogum (Marabu)
Heizblock (Storck-Tronic)
feuchte Kammer
Brutschrank 37°C (Heraeus)

Durchfiihrung:

1. OT auftauen

OT 20 min bei 80°C auf der Heizplatte vordenaturieren
Deckglaser mit Diamantstift (18x18 cm) in 4 Quadrate schneiden

Hybmix (jedesmal neu ansetzen) kurz vortexen und anzentrifugieren

o N

OT und Deckglaser mit einem Gummidruckball abblasen, um Glassplitter und Schmutz zu

entfernen

6. 2 pl Hybmix direkt auf den Spot auftragen (ohne ihn zu berihren), Deckglas vorsichtig
auflegen und warten, bis sich der Hybmix gleichmassig verteilt hat

7. OT und Sonde simultan 10 min bei 80°C auf der Heizplatte denaturieren.

8. Mit Fixogum versiegeln

9. Uber Nacht bei 37°C in feuchter Kammer renaturieren.

29



Material und Methoden

Detektion

Materialien und Reagenzien
Kuvetten
Wasserbad 42°C (Kottermann)
0,05 x SSC
BSA/BT
Vectashield + DAPI
Deckglaser , 18 x 26 mm (Menzel-Glaser)
Filterpapierblock (Schleicher & Schiill)

Durchfiihrung:

Waschen in BT: 5 min bei 42°C
OT gut abtropfen lassen

© N o ok~ Db =

Lagerung der OT bei 4°C.

2.2.4 Puffer und Losungen

Deckglas auflegen und im Filterpapierblock trocknen

Vorsichtiges Entfernen des Fixogums und der Deckglaser
Stringentes Waschen: 3x 10 min bei 42°C in 0,05 x SSC
Inkubation in BSA/BT: 5 min bei 42°C (zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen)

Gegenfarbung mit DAPI: 10 pl Vectashield+DAPI pro Spot auftragen

Alle Puffer und Lésungen wurden jedes Mal neu angesetzt, mit Ausnahme des PBS-Puffers,

der problemlos bei Zimmertemperatur aufbewahrt werden kann, und des Vectashield + DAPI,
das bei 4°C gut haltbar ist. Die Waschlosungen 0,05 x SSC, BT-Puffer und BSA/BT fiir die

Detektion der FISH wurden im Wasserbad auf 42°C erwarmt. Die Mengenangaben beziehen

sich auf die Untersuchung von jeweils 6 Patientenproben. Vom experimentellen Ablauf her ist

es nicht empfehlenswert mehr als maximal 12 Patientenproben auf einmal zu untersuchen.

2241 CARLSBERG-L6sung
Protease Typ XXIV (Sigma)
Puffer |

2242 Pufferl
Trisbase (Sigma)
Tris HCI (Sigma)
NaCl (Fluka)
ad 80 ml aqua bidest
pH auf 7,2 mit 1 n HCl einstellen
ad 100 ml aqua bidest

0,01g
10 ml

0,17 g
1,36 g
041¢
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2243

2244

2245

2.24.6

2247

22438

2249

Puffer I
Puffer |
EDTA (Serva)
NP 40 (Fluka)
ad 80 ml aqua bidest
pH auf 7,5 mit 1 n NaCl einstellen
ad 100 ml aqua bidest

RNAase A 1- Losung
RNAase Gemisch (Sigma)
Puffer Il

10 ml
0,029 g
0,39

1ml
9ml

(RNAase Gemisch besteht aus 1 mg Stammlésung pro 1ml Puffer II)

PBS
NaCl
Na2HPO4 x 2 H20
NaH2PO4 x 2 H20
ad 10 Liter aqua dest

Hybridisierungs-Mix
Hybridisierungspuffer ( Vysis)
Aqua bidest
direkt gelabelte Sonde 2013 (Vysis)

0,05xSSC
Aqua bidest
20 x SSC

BT-Puffer
Aqua bidest
NaHCO3
Natriumcitrat
Polyoxyethylensorbitan-

monolaurat “Tween 20” (Sigma)

BSA/BT

859
12,79
3949

9 ul
2,5 ul
2 ul

200 ml
0,5ml

250 ml
3,149
50 mg

0,25 ml

Spatelspitze BSA (=Rinderalbumin) (Sigma) in eine Kiivette geben

Mit warmem BT-Puffer auffiillen
Ruhren, bis BSA geldst ist
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2.2.4.10 Vectashield/ DAPI

Vectashield (Vector Laboratories) 1 mi

DAPI-Lésung 1 ul

(aus DAPI-Stammldsung, die aus 0,1 yg DAPI pro ml Antifade (=Vectashield)
besteht)

Zur Aufbewahrung bei 4°C Reaktionsgefass mit Alufolie umwickeln.

2.2.5 Auswertung der FISH

Die Auswertung der FISH-Praparate erfolgte an einem Axioskop Fluoreszenz Mikroskop
(Zeiss). Die Daten der digitalen Bildanalyse wurden mit einer Kamera der Firma Photometrics
aufgenommen, im Computer gespeichert und mit der Software der Firma Vysis bearbeitet.
Die Bilder sind in den Text dieser Arbeit unter Punkt 3.2.5 integriert.

Fir die morphologische Beurteilbarkeit der Signale mussten einige Voraussetzungen erfullt
sein: die Kerne mussten nebeneinander liegen, runde oder ovale unbeschadigte Kerngrenzen
haben; die Signale mussten innerhalb eines Kernes liegen und als singular punkt- oder
kommaférmig voneinander abgrenzbar sein.

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung mit der direkt gelabelten Gensonde 20q13.2 erbrachte
sehr gute Ergebnisse in Hinblick auf die mikroskopische Beurteilbarkeit. Bei zwei Proben
musste eine  enzymatische Vorbehandlung erfolgen, um  zwischen echtem
Hybridisierungssignal und unspezifischer Bindung der Sonde zu differenzieren. Pro Patient
wurde die Anzahl der Signale von 120 Kernen gezahlt. Dabei beurteilten mehrere
voneinander unabhangige Personen dieselben Praparate, zur Vermeidung eines
systematischen untersucherabhangigen Fehlers. Zwolf Praparate wurden doppelt gezahilt,
dabei lag die Differenz in der Beurteilung der Anzahl der Signale durchschnittlich bei 2,8% +
2,2%.

Tabelle 9 soll das besser verstandlich machen: von den 120 ausgezahlten Kernen wurden
folgende addiert und in ,Kern“-Gruppen sortiert: Kerne, die kein oder ein Signal aufwiesen.
Kerne, die genau zwei Signale und solche, die drei bis zehn und solche, die grofier gleich elf
Signale aufwiesen. 3-10 Signale wurden als 20g13 Zugewinn, grof3er gleich 11 Signale als

Amplifikation gewertet.

Fall- 0-1 2 3-10 >11 | Kein Zugewinn | High-level-
Nr.\Signale Zugewinn amplification
Nr.1 (absolut) 4 59 57 0

Nr.1 (relativ %) | 3,3% | 49,2% | 47,5% | 0% x (47,5%)

Tabelle 9: Auswertungsprotokoll am Beispiel des Patienten Nr.1
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2.2.6 Statistik

Der Chi-Quadrat-Test fir zwei alternative Merkmale wurde angewendet, um voneinander
abhangige Variablen zu erkennen, wie beispielsweise das Tumorstadium und die
Tumordifferenzierung.

Es wurden univariate Survivalanalysen anhand des Log-Rank-Tests durchgefiihrt. Die

graphische Darstellung dieser Ergebnisse erfolgte mittels Kaplan-Meier-Kurven, die das
Uberleben bestimmter Subgruppen innerhalb eines Beobachtungszeitraumes von 60
Monaten graphisch darstellen. Als vergleichender Graph wird immer die zu erwartende
Sterberate einer gleich alten Vergleichspopulation gegeniibergestellt.

Um die prognostische Relevanz voneinander unabhangiger Parameter, wie beispielsweise
das Tumorstadium, aber auch das Vorliegen eines 20913.2 Zugewinns zu tberprifen wurden

multivariate Survivalanalysen nach Cox berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse des Kollektivs auf seine Reprasentativitat

Die Gegenlberstellung epidemiologischer und medizinischer Daten des untersuchten
Kollektivs mit den Daten des Tumorzentrums Mlnchen (Engel et al, 1997) sollen erlautern,

dass die Ergebnisse dieser Arbeit in Hinblick auf das Patientenkollektiv reprasentativ sind.

Vergleichsparameter Untersuchungsgut dieser | Engel et al, 1997 (n=4412)
Studie (n=146)
Geschlechterverhaltnis m/w | 1,1 1,0
Patienten mit follow-up 96,6% 86,1%
Patienten mit Progression 30,1% 36,1%
Sterbefalle gesamt 45,2% 39,5%
Alter < 60 Jahre > 60 Jahre < 65 Jahre > 65 Jahre
47,3% 52,7% 45,0% 55,0%
Lokalisation: rechtes Colon | 47,3% 43,3%
linkes Colon 52,7% 56,7%
Histologie adenomatés | 92,5% 88,9%
mucinds 7,5% 11,1%
pT1+2 21,9% 23%
pT3 65,7% 41,6%
pT4 12,3% 12,3%
keine Angaben - 23,1%
G1 - 6,3%
G2 30,8% 67,7%
G2-3 52,7% -
G3 16,4% -
G4 - 25,9%

Tabelle 10: Vergleich der klinischen Charakteristika des untersuchten Kollektivs mit
den epidemiologischen Daten des Tumorzentrums Miinchen

Die leicht abweichenden Daten in Tabelle 10 lassen sich durch die unterschiedliche
Gesamtfallzahl erklaren. Die Differenz bei den pT3-Tumoren ist moglicherweise durch das
Fehlen der Angaben in 20 der Falle bei Engel et al. zu erklaren.

Ebenso verhalt es sich mit den unterschiedlichen Angaben beim Grading, wobei nochmals
darauf hingewiesen werden soll, dass in dieser Arbeit alle Tumoren von einem Untersucher

bezlglich des Gradings nachuntersucht wurden, um eine einheitliche Beurteilung zu
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gewabhrleisten. Die Altersgrenze wurde in den beiden verglichenen Kollektiven unterschiedlich

festgelegt.

Die statistischen Berechnungen bestehen aus drei Anteilen:

Die Kontingenztafeln (Chi-Quadrat-Tests) zur Beschreibung der einzelnen untersuchten
Parameter. Deshalb wurden alle klassischen prognostischen Faktoren in Hinblick auf
gegenseitige Abhangigkeiten berechnet. Ein p-Wert kleiner als 0,05 gilt als statistisch
signifikant. Es war wesentlich, gleiche Korrelationen wie in vorangegangenen
epidemiologischen Studien zu finden.

Die beiden weiteren Anteile sind zum einen die univariate Uberlebensanalyse, dargestellt in
Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier, zum anderen die multivariate Survivalanalyse nach

Cox (s. Kapitel 3.3). Sie werden nachfolgend naher erlautert.

3.1.1 Kontingenztafeln (Chi-Quadrat-Tests) zur Beschreibung der

Abhangigkeit klinischer und pathologischer Parameter

3.1.1.1  Alter und Tumordifferenzierung

Altere Patienten haben deutlich seltener schlecht differenzierte (G3) Tumoren. Diese
scheinen zugunsten der G2-3 Tumoren verschoben zu sein (Tabelle 11).

Die kursiv gedruckten Prozentangaben beziehen sich immer auf das gesamte untersuchte
Kollektiv von 146. Die normal gedruckten Prozentangaben beziehen sich auf den jeweils
untersuchten Parameter. Ein Beispiel: 60 der untersuchten Patienten waren jinger als 60
Jahre alt (entspricht 100%), von diesen hatten 19 G2 Tumoren (entspricht 31,6%), 26 G2-3
Tumoren (entspricht 43,3%) und 15 G3 Tumoren (entspricht 25%).

Alter/Grading G2 G2-3 G3 Summe

<60 J. 19/ 31,6% 26/ 43,3% 15/ 25% 60/ 41,1%
>=60J 26/ 30,2% 51/59,3% 9/10,5% 86/ 58,9%
Summe 45/ 30,8% 771 52,7% 24/ 16,4% 146/ 100%

Tabelle 11: Verteilung der Tumoren auf verschiedene Differenzierungsgrade in

Abhangigkeit vom Alter (p=0,043)
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3.1.1.2

Infiltrationstiefe und Tumorlokalisation

Im rechten Kolon findet man viermal haufiger pT4-Tumoren als im linken Kolon. Dagegen

findet man im linken Kolon etwa dreimal haufiger Tumoren mit geringer Infiltrationstiefe.

Lokalisation/pT-Stadium [pT1 pT2 pT3 pT4 Summe

re. Colon 312,1% 5/3,4% 47/68,1% [14/20,3% |69/ 47,3%
li. Colon 6/4,1% 18/12,3% |49/63,6% |4/5,2% 771 52,7%
Summe 9/6,2% 23/ 15,7% (96/ 65,8% (18/ 12,3% |146/ 100%

Tabelle 12: Infiltrationstiefe in Abhdngigkeit von der Tumorlokalisation (p= 0,004)

3.1.1.3

Tumorinfiltrationstiefe und Lymphknotenbefall

Je tiefer der Tumor die Darmwand infiltriert hatte, desto wahrscheinlicher traten auch LK

Metastasen auf. Wenn der Tumor die Muscularis propria Uberschritten hat, entsprechend

pT3, oder gar umliegende Organstrukturen infiltriert (pT4), sind in weit iber 50% der Falle

Lymphknotenmetastasen vorhanden.

pT-/ pN-Stadium PN O pN pos. Summe

pT1+pT2 26/ 81,3% 6/ 18,7% 32/ 21,9%
pT3 42/ 43,7% 54/ 56,3% 96/ 65,8%
pT4 6/ 33,3% 12/ 66,6% 18/ 12,3%
Summe 74/ 50,7% 72/ 49,3% 146/100%

Tabelle 13: Lymphknotenbefall in Abhangigkeit von der Infiltrationstiefe des Tumors

(p<0,0001)
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3.1.1.4 Lymphknotenbefall und Fernmetastasen
Bei fortgeschrittenem Lymphknotenbefall hat der Tumor auch haufiger Anschlul an das
Gefallsystem und metastasiert auf diese Weise hamatogen. Bei pN2, also wenn mehr als vier

regionale Lymphknoten befallen sind, existieren in 15,2% der Falle Fernmetastasen (pM1).

pN-/ pM-Stadium pM 1 pM X Summe
pN O 11,4 73/ 98,6 74/ 50,7
pN 1 1/ 3,8% 25/ 96,2% 26/ 17,8%
pN 2 7/15,2% 39/ 84,8% 46/ 31,5%
Summe 9/ 6,2% 137/ 93,8% 146/ 100%

Tabelle 14: Fernmetastasen in Abhéangigkeit vom Lymphknotenbefall (p=0,021)

3.1.1.5 Lymphknotenbefall und Grading

Tumoren mit schlechterer Differenzierung zeigen haufiger Lymphknotenbefall. Tumoren ohne
positive Lymphknotenmetastasen (pNO) haben nur in 10,8% ein schlechte Differenzierung
(G3), wahrend 30,4% der Tumoren im Stadium pN2 schlecht differenziert (G3) sind.

pN-Stadium/ G2 G2-3 G3 Summe
Grading

pN 0 32/ 43,2 34/ 46,0 8/10,8 74/ 50,7%
pN 1 6/ 23,1% 18/ 69,2% 2/7,7% 26/ 17,8%
pN 2 7/15,2% 25/ 54,3% 14/ 30,4% 46/ 31,5%
Summe 45/ 30,8% 771 52,4% 24/ 16,4% 146/ 100%

Tabelle 15: Tumordifferenzierung in Abhangigkeit vom Lymphknotenbefall (p=0,004)
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3.1.2 Univariate Survival Analyse

Die univariate Survival-Analyse wurde mit Hilfe des Log-Rank-Tests berechnet und anhand

von Kaplan-Meier Kurven graphisch dargestellt.

Signifikante Korrelationen zwischen Uberleben|p-Wert

und klassischen Prognosefaktoren

pT 0,0001
pT1 0,0001
pN1 0,0001
pM1 0,0001

Tabelle 16: Korrelation zwischen Uberleben und TNM-Stadium
In der univariaten Survivalanalyse konnten die konventionellen Prognosefaktoren

(pTNM-Stadium) als statistisch signifikant bestatigt werden.

Die Kaplan-Meier Kurven zeigen immer einen Graphen, der das zu erwartende Uberleben
reprasentiert. Darunter versteht man die ‘nattrliche Absterberate’ in einem Vergleichskollektiv

mit gleicher Altersverteilung, das nicht an einem kolorektalen Karzinom erkrankt ist.
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3.1.2.1 Tumorinfiltrationstiefe und Uberleben

Die Tumorinfiltrationstiefe korreliert signifikant mit dem Uberleben. Je tiefer der Tumor

infiltriert, desto schlechter ist die Lebenserwartung, was man an der deutlichen

Diskriminierung der Kaplan-Meier Kurven erkennen kann.

Kolorektale Tumoren
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Abbildung 7: Overall Survival in Abhédngigkeit von der Infiltrationstiefe (p<0,0001)
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Das Fortschreiten der Erkrankung korreliert ebenfalls mit der Tumorinfiltrationstiefe. Unter
Erkrankungsprogression versteht man das Auftreten von Lokalrezidiven oder Metastasen. Je
tiefer ein Tumor infiltriert, desto friher ist mit dem Auftreten von Rezidiven oder Metastasen

zu rechnen.

Kolorektale Tumoren

% Zeit bis Progression
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Abbildung 8: Zeit bis Progression in Abhéangigkeit von der Infiltrationstiefe (p=0,0269)
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3.1.2.2

Lymphknotenbefall und Uberleben

Sind keine Lymphknotenmetastasen vorhanden (pNO), bzw. nicht beurteilbar (pNX), so ahnelt

die Uberlebensrate stark dem erwarteten Survival, d.h. einem gesunden Vergleichskollektiv.

Hingegen ist das Uberleben verkirzt, wenn Lymphknoten befallen sind.
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101

Kolorektale Tumoren
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Erwartetes Survival

Abbildung 9:

54 60

Monate

Overall Survival in Abhédngigkeit vom Lymphknotenbefall (p<0,0001)
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Auch die Erkrankungsprogression hangt stark vom Lymphknotenbefall

ab. Wenn

Lymphknoten befallen sind, hat der Tumor auch schon haufig Anschlufd an das Gefallsystem

und kann so Metastasen setzen.
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Abbildung 10: Zeit bis Progression in Abhangigkeit vom Lymphknotenbefall (p<0,0001)
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3.1.2.3

Hiamatogene Metastasen und Uberleben

Sind Fernmetastasen nachweisbar, ist das Gesamtlberleben sehr schlecht. Nach gut 42

Monaten waren alle Patienten mit Fernmetastasen verstorben. Die Patienten, bei denen keine

Metastasen diagnostiziert (pM0O) oder nicht beurteilt werden konnten (pMX), ist das

Gesamtiberleben zwar schlechter, als beim gesunden Kollektiv, aber nicht anndhernd so

schlecht, wie bei gesichert metastasierten Karzinomen.
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Abbildung 11: Overall Survival in Abhéangigkeit von Fernmetastasen (p<0,0001)

3.1.24

Nicht signifikante Parameter

Weder Geschlecht noch Alter der Patienten hatten eine signifikante Bedeutung fir das

Uberleben. Gleiches gilt fiir den histologischen Differenzierungsgrad der Tumoren.
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3.2 FISH-Resultate

In jedem Praparat wurden insgesamt 120 Zellkerne ausgezahlt und anhand der Anzahl der
fluoreszierenden Signale in Gruppen eingeteilt: Zellkerne mit keinem oder einem Signal,
Zellkerne mit genau zwei Signalen, Zellkerne mit mehr als zwei und <10 Signalen, und
schlieRlich Zellkerne mit 11 oder mehr Signalen. Der Prozentsatz der Zellkerne jeder Gruppe
wurde berechnet und ebenso wie die mediane Signalanzahl spater fir die

Grenzwertberechnung verwendet.

3.2.1 Negativkontrollen

Als Negativkontrollen wurden fiinf Resektionsrdander mit normaler Kolonschleimhaut

mitgefuhrt. Diese zeigten keine Aberrationen des 20q13.2 Lokus.

Pat.Nr. Resektionsrand | Resektionsrand Karzinom Karzinom
Signal MW pro | Prozentzahl der | Signal MW pro | Prozentzahl
Kern Kerne mit 20913 | Kern der Kerne mit

Zugewinn 20913
Zugewinn

17 1,9 0% 3,1 45%

79 2,0 0% 6,2 88%

80 2,0 0% 4,5 85%

137 2,0 0% 5,6 85%

138 2,0 0,8% 6,0 96%

Tabelle 17: Mittelwert der Signale und Prozentzahl der Kerne in den Resektionsrandern
im Vergleich mit den zugehorigen Karzinomen

In den Resektionsrandern hatten alle Kerne durchschnittlich zwei Signale fur 20913.2.
Lediglich in einem Resektionsrand (Nr.138) fand sich ein einzelner Zellkern mit drei Signalen,

was einem Normalbefund entspricht.

3.2.2 Adenome

Die Untersuchung von funf synchron vorkommenden Adenomen zeigte, dass drei von ihnen
20913.2 Zugewinne in 0,8%, 16,7% und eines in 24,2% der Kerne aufwiesen. Da diese
Adenome im Kontext mit gleichzeitig vorkommenden Karzinomen bearbeitet wurden, werden
in Tabelle 18 die 20q13.2 Zugewinne eines Adenoms mit dem zugehorigen Karzinom

gegenuber gestellt.
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Pat.Nr. Adenom Karzinom
36 0,8% 0,8%
56 0,8% 70,8% Adenokarzinomanteil
6,7% siegelringzelliger Karzinomanteil
102 0,8% 28,3%
125 24.2% 76,1%
141 16,7% 27,5%

Tabelle 18: Vergleich der 20g13.2 Zugewinne zwischen Adenom- und Karzinomanteilen
innerhalb eines Tumors

3.2.3 Karzinome

Untersucht wurden 146 Tumoren, deren Tumorzellkerne einen Mittelwert von 3,4 Signalen
pro Kern aufwiesen. Die Streubreite lag zwischen 1,9 und 9,6 Signalen pro Kern. Die
Standardabweichung betrug 1,5.

Der Median lag bei 2,8 Signalen mit Schwankungen ziwschen 2 und 10 Signalen pro Kern. 44
Prozent aller Tumorzellkerne wiesen mindestens drei Signale pro Kern auf. Hier lag die

Streubreite bei 0 bis 96% aller Kerne.

n 146
Mittelwert der Signalanzahl 3,4
Standardabweichung +1,5
Median 2,8

Tabelle 19: Mittelwert, Standardabweichung und Median der Signalanzahl pro Kern,
bezogen auf 146 untersuchte Tumoren

Bei der Berechnung des prozentualen Anteils der Kerne mit mehr als 2 Signalen hatten 109
Tumoren > 10% Kerne mit mehr als 2 Signalen, 94 Tumoren > 20%, 81 Tumoren > 30%, 78
Tumoren > 40% und 64 Tumoren > 50% Kerne mit mehr als 2 Signalen (siehe Tabelle 20).
Nur zwei der Tumore hatten >11 Signale in 15% der Kerne (entspricht 1,4% des

Gesamtkollektivs), was einer ,high level Amplifikation“ gleichkommt.

Prozentsatz der Kerne >2 Signale Anzahl der Falle
>=10% 109

>=20% 94

>=30% 81

>=40% 74

>=50% 64

Tabelle 20: Anzahl der Félle mit mehr als 2 Signalen bei Grenzwerten von 10 bis 50%
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3.2.4 Lymphknoten-Metastase

An dieser Stelle bleibt noch zu erwdhnen, dass auch eine Lymphknotenmetastase untersucht
wurde, die in 0,8% ihrer Kerne mehr als zwei Signale aufwies. Allerdings zeigte das
zugehorige Karzinom ebenfalls nur einen Prozentsatz von 10,8 der Kerne mit mehr als 2

Signalen.

3.2.5 FISH-Bilder

Nachfolgend werden einige Falle gezeigt, anhand derer der 20q13.2-Zugewinn verdeutlicht
werden soll. Blau sind die Zellkerne, Rot hebt sich jedes 20q13.2-Signal hervor. Die Falle 137
RR und 138 RR sind Zellkerne aus den gesunden Resektionsrdandern und zeigen
erwartungsgemal genau zwei Signale. Die zugehdrigen (nicht abgebildeten Tumorzellkerne)

wiesen in 85% und 96% mehr als zwei Signale auf.

46



Ergebnisse

Fall Nr. 135

Fall Nr.1a

Fall Nr. 1b

Fall Nr.113

Fall Nr. 1c Fall Nr.137 RR

Abbildung 12: FISH-Signale an einzelnen Zellkernen
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Fall Nr. 115a Fall Nr. 115b

Fall Nr. 115¢

Fall Nr. 115d Fall Nr. 132a

Fall Nr. 132b

Fall Nr. 1d

Fall Nr. 138 RR

Abbildung 13: Weitere FISH-Signale an einzelnen Zellkernen
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3.3 Grenzwertfestlegung

Da bislang einheitliche Grenzwerte fir die Festlegung eines Zugewinns fehlen, wurden in
dieser Arbeit mehrere Grenzwerte getestet, deren prognostische Aussagekraft spater an
Korrelationen mit konventionellen Prognosefaktoren ermittelt wurde. Wie bereits anhand der
Resektionsrander dargestellt, wies die normale Kolonschleimhaut keine 20q13.2 Zugewinne
auf, der mittlere Prozentsatz der Kerne mit mehr als 2 Signalen war ebenso Null wie die
Standardabweichung. Alle im Folgenden getesteten Grenzwerte lagen weit Uber dem
Mittelwert £ 2 SD der untersuchten Normalschleimhaut. Da keine Zentromersonde fiir das
Chromosom 20 mitgefiuihrt werden konnte, konnte kein relativer, sondern nur ein absoluter
Zugewinn fur 20q13.2 ermittelt werden, dessen Aussagekraft in Unkenntnis der Ploidie
problematisch ist. Deshalb wurden verschiedene experimentelle Grenzwerte auf ihre
Korrelation mit klinisch-pathologischen Merkmalen und mit Uberlebensdaten gepriift.

Diese Grenzwerte entstanden entweder aus dem Mittelwert der gezahlten Signale oder aus
dem Median. Die statistische Regel zur Entscheidung, ob Mittelwerte oder Mediane
verwendet werden, liegt in der Verteilung. Ublicherweise werden Mittelwerte benutzt, wenn
ein Kollektiv normalverteilt ist. Wenn es das nicht ist, verwendet man die Mediane, da sie
gegeniiber ‘AusreiRern’ weniger storanfallig sind. Das Problem bei dem vorliegenden
Kollektiv bestand darin, dass man weder von Normalverteilung noch von ,Nicht-
Normalverteilung“ sprechen konnte, da es keine vergleichbaren Voruntersuchungen gab.
Zusatzlich zum Median der in 120 Kernen pro Fall gezahlten Signale wurde auch der

Prozentsatz der Kerne mit mehr als 2 Signalen errechnet. Korrelationen mit klinisch-

pathologischen Parametern wurden fur die Grenzwerte von 10, 20, 30, 40 und 50% Zellkerne

mit mehr als zwei Signalen bestimmt.

3.3.1 Survivalanalyse in Abhéangigkeit von 20g13.2 Zugewinnen

In der univariaten Uberlebensanalyse ergab sich mit einem p von 0,354 bei einem Grenzwert
von 10% mehr als zwei Signale pro Kern keine signifikante Korrelation zwischen 20q13.2
Zugewinn und Uberleben. Bei einem Grenzwert von 20% hingegen lieR sich mit einem p von
0,051 in der univariaten Analyse bereits ein Trend ablesen. Dieser Trend bestatigte sich auch
in der multivariaten Analyse (siehe Tabelle 21). Die multivariate Analyse nach Cox sollte
darlegen, ob die 20g13-Amplifikation einen unabhangigen pradiktiven Wert reprasentiert.
Dazu wurden pT-Stadium, pN-Stadium, Grading, Geschlecht, Alter und die genetische
Aberration 20q13 eingerechnet.

Die Beschreibung der pT-Stadien musste als binare Fragestellung formuliert werden,
weswegen sogenannte Dummy-Variablen gebildet wurden. Die Variable pTD2 bedeutet, dass
pT1 und pT2 rechnerisch zusammengefasst, und die risk ratio mit Gesunden verglichen
wurde: im unten genannten Fall heil3t das, dass Patienten, die einen pT1 oder pT2 Tumor
haben, ein 2,4-fach hdheres Risiko gegeniber Gesunden haben, an diesem Tumor zu

versterben. Die Beschreibung pTD3 sagt aus, dass Patienten mit pT3 oder pT4-Tumoren ein
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6,4-fach erhohtes Risiko haben,
Vergleichsgruppe dienen die pT1 und pT2 Tumoren.

an dem entsprechenden Tumor zu sterben.

Als

S 2>20% Variable p-Wert rel. Risiko 1) Kl 95%
pTD2 0,049 2,428 0,9 1,0-5,9
pTD3 0,0003 6,374 1,9 2,4-17,3
pN1 <0,0001 3,278 1,2 1,9-5,8
S220% 0,0269 2,053 0,7 1,1-3,9
pT 0,0006

Tabelle 21: Multivariate Survivalanalyse beim Grenzwert von > 20 Prozent

Eine signifikante Korrelation zwischen Uberleben und 20g13.2 Status war in der univariaten
Analyse ab einem Grenzwert von 30% zu erkennen (p=0,024 fir 30%, p=0,006 fur 40% und
p=0,005 fir 50%).

FISH-Ergebnisse p-Wert
Signal>2 in > 30% der Kerne 0,0214
Signal>2 in > 40% der Kerne 0,0059
Signal>2 in > 50% der Kerne 0,0051
Signal Median1 >2/>2-4/>4 0,0196
Signal Median2 <4/>4 0,0335
Signal Median3 <2/>2 0,0051

Tabelle 22: Experimentelle Grenzwerte und ihre p-Werte fur die Korrelation mit dem
Uberleben

Ebenso wie die prozentualen Grenzwerte erwiesen sich die Grenzwerte anhand
verschiedener Mediane in einer univariaten Uberlebensanalyse als signifikant, die
signifikanteste Korrelation ergab sich flr Abgrenzung der Falle mit Median > 2 Signale

gegenuber Fallen mit Median < 2 Signalen.

Nun sollen die Ergebisse der univariaten und multivariaten Uberlebensanalyse der

signifikanten experimentellen Grenzwerte im einzelnen dargestellt werden.
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3.3.1.1 Grenzwert > 30% Kerne mit mehr als 2 Signalen

Bei > 30 Prozent Kernen mit zwei Signalen konnte man in der univariaten Uberlebensanalyse
eine signifikante Unterscheidung der Gruppen mit und ohne Zugewinn feststellen. 58
Patienten hatten entsprechend diesem Grenzwert keinen 20q13 Zugewinn, 81 Patienten
hatten einen 20q13 Zugewinn. Die Kurven zeigen eine schlechtere Prognose fir alle
Patienten, die in mehr als 30% der Kerne mehr als zwei mal die 20q13-Sonde binden

konnten.

Kolorektale Tumoren

% Overall Survival

Signal > 2

Erwartetes Survival

Monate

Abbildung 14: Overall Survival Signale>2 Grenzwert >30% (p=0,0214)

Bei diesem Grenzwert fand sich jedoch keine signifikante Korrelation zwischen der Zeit bis
zur Tumorprogression und dem 20q13.2 Status.

Die nachfolgenden Tabellen zeigen die Ergebnisse der multivariaten Survivalanalyse. Die
jeweilige Variable steht fur Alter, Geschlecht, pTNM-Stadium oder die 20g13-Amplifikation.
Der p-Wert gibt das Signifikanzniveau wieder. Die risk ratio ist ein Wert, der einen Faktor fur
das Risiko des Uberlebens angibt, wenn diese Variable positiv erfiillt ist.

Ein Beispiel: Wenn ein Patient in mehr als 40% seiner Tumorzellkerne mehr als zwei Signale
hat, bedeutet das fir ihn, dass er ein 2,044-fach hoheres Risiko hat zu versterben, als ein
Vergleichspatient, der diese Aberration nicht tragt.

Der Koeffizient B ist notwendig zur Berechnung des Konfidenzintervalls (KI 95). Das
Konfidenzintervall gibt an, dass ein Schatzwert (der Variable) mit 95 prozentiger

Wahrscheinlichkeit in dem berechneten Bereich liegt.
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S 2>30% Variable p-Wert rel. Risiko R Kl 95%
pTD2 0,0945 2,12 0,8 0,9-5,1
pTD3 0,0011 5,363 1,7 2,0-14,7
pN1 0,0001 3,448 1,2 1,9-6,1
S 230% 0,0242 1,957 0,7 1,1-3,5
pT 0,0022

Tabelle 23: Multivariate Survivalanalyse beim Grenzwert von >30 Prozent

Mit einem p-Wert von 0,02 stellte sich der 20g13.2 Status bei einem Grenzwert von > 30% als

ein unabhangiger prognostischer Faktor heraus.

3.3.1.2

Grenzwert > 40% der Zellkerne mit mehr als 2 Signalen

Nun erfolgte die Berechnung bei einem Grenzwert von 40%. Die beiden entstehenden

Gruppen waren etwas gleichmaRiger verteilt: 65 Patienten hatten in weniger als 40% ihrer

Tumorkerne mehr als zwei Signale, wahrend 74 Patienten in mehr als 40% der Kerne die

Aberration trugen. Die Diskriminierung der beiden univariaten Uberlebenskurven zeigt, dass

die Patienten der Gruppe > 40% ein signifikant schlechteres Survival hatten.
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Abbildung 15: Overall Survival Signale>2 Grenzwert > 40% (p=0,0059)
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Im Gegensatz zum Grenzwert von > 30% zeigt sich bei > 40% auch eine signifikante

Korrelation zur Zeit bis zur Progression.

Kolorektale Tumoren
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Abbildung 16: Zeit bis Progression- Signale>2 Grenzwert > 40% (p=0,0301)

Auch bei einem Grenzwert von >40 Prozent zeigte sich der 20913.2 Status als unabhangiger

prognostischer Parameter. Dieser ist mit einem p von 0,012 sogar noch aussagekraftiger als

der Grenzwert bei > 30 Prozent.

S 2> 40% Variable p-Wert rel. Risiko R Kl 95%
age 0,073 1,68 0,5 1,0-3,0
pTD2 0,089 2,163 0,8 0,9-5,3
pTD3 0,0003 6,842 2 2,4-19,2
pN1 0,0001 3,648 1,3 2,0-6,6
S240% 0,012 2,044 0,7 1,2-3,6
pT 0,0003

Tabelle 24: Multivariate Survivalanalyse beim Grenzwert von > 40 Prozent

53



Ergebnisse

3.31.3

Grenzwert > 50% der Kerne mit mehr als 2 Signalen

Auch der Grenzwert bei 50% war in der univariaten Analyse signifikant, sowohl was das

Gesamtuberleben als auch die Erkrankungsprogression anging (siehe Abbildungen 17 und

18).
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17: Overall Survival- Signale>2 Grenzwert > 50% (p=0,0051)
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Kolorektale Tumoren
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Abbildung 18: Zeit bis Progression- Signale>2 Grenzwert > 50% (p=0,0172)

In der multivariaten Analyse erwies sich der Grenzwert von > 50% interessanterweise nicht

als unabhangiger prognostischer Faktor.

3.3.1.4 Grenzwert Median 1

Der Grenzwert ,Median 1“ wurde folgendermallen gebildet: <2 Signale im Median war die
erste Gruppe (n=75). Zur zweiten Gruppe wurden die Patienten gerechnet, die im Median
zwischen zwei und vier Signalen hatten (n=19) und die dritte Gruppe wurde aus denjenigen
gebildet, die im Median mehr als vier oder genau vier Signale aufwiesen (n=45).

Auch diese Einteilung brachte ein signifikantes Ergebnis in der univariaten Analyse. Sowohl
das Survival als auch die Progression waren signifikant korreliert mit den nach dem Median

eingeteilten Gruppen.
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Abbildung 19: Overall Survival- Median 1 (p=0,0196)
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Abbildung 20: Zeit bis Progression- Median 1 (p=0,0343)

Die univariate Signifikanz des 20913.2 Status anhand des Grenzwertes Median 1 lie3 sich in

der multivariaten Analyse nicht erkennen. Hier war der 209q13.2 Status, festgelegt an diesem

Grenzwert, kein unabhangiger prognostischer Faktor.
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3.3.1.5

Grenzwert Median 2

Ein weiterer Versuch war die Einteilung in zwei Gruppen, von denen 94 der Patienten weniger

als vier Signale im Median in ihren Kernen hatten und 45 Patienten genau vier oder mehr als

vier Signale in ihren Tumorzellkernen aufweisen konnten. Auch hier konnte man eine

signifikante Korrelation zwischen den beiden Gruppen in Hinblick auf das Uberleben und die

Erkrankungsprogression verzeichnen (siehe Abbildung 21).

%

1001

60
501
40+
30+

20

Kolorektale Tumoren

Overall Survival

_____

6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
Monate

Abbildung 21: Overall Survival- Median 2 (p=0,0335)
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Kolorektale Tumoren
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Abbildung 22: Zeit bis Progression- Median 2 (p=0,0135)

In der multivariaten Analyse zeigte sich der 20q13.2 Status mit dem Grenzwert Median 2

nicht als unabhangiger prognostischer Faktor.

3.3.1.6 Grenzwert Median 3

Die letzte Einteilung erfolgte nach der medianen Signalanzahl von kleiner oder gleich zwei
(75 Patienten) und gréRer zwei (64 Patienten). Auch in diesem Fall konnte univariat eine
schlechtere Prognose bezuglich Overall Survival und Progression bestatigt werden.
Insgesamt konnte ein Prinzip nachgewiesen werden: je héher die Signalanzahl der Kerne,

desto schlechter die Prognose.
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Abbildung 23: Overall Survival- Median 3 (p=0,0051)
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Abbildung 24: Zeit bis Progression- Median 3 (p=0,0172)

Auch mit dem Median 3-Grenzwert erwies sich der 20q13.2 Status in der multivariaten

Analyse nicht als unabhangiger Parameter.
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3.3.1.7
In der folgenden Tabelle werden die uni- und multivariaten Analysedaten fur die Grenzwerte

Zusammenfassung

noch einmal zusammengefasst, die sich in beiden Analysen als signifikant erwiesen. Kursiv
geschrieben stehen die Werte von 40%. Die Fallzahlen sind in dieser Gruppe in etwa gleich
grol3: kleiner 40% waren 68 Patienten, wahrend 78 Patienten in mehr als 40% der
Tumorzellkerne mehr als zwei Signale hatten. Die univariate Survivalanalyse ergab ein p von
0,005, die multivariate Analyse lag mit einem p von 0,012 ebenfalls im signifikanten Bereich.
Der Grenzwert bei 50% erwies sich nur in der univariaten Analyse als signifikant, nicht aber in
der Multivarianzanalyse. Die 30-Prozent-Grenze war wie der Grenzwert > 40% in beiden
Analysen signifikant. Allerdings waren die Fallzahlen mit 61 zu 85 nicht so gleichmaRig
verteilt wie bei 40%, und auch die p-Werte der Survivalanalysen waren geringflgig

schlechter.

Prozentuale Grenzwerte | Fallzahlen | Survival (univariat) | Survival

>2 Signale pro Kern p-Wert (multivariat)
p-Wert

<20%:>20% 48: 98 n.s. 0,0269

<30%:>30% 61: 85 0,021 0,024

<40%:240% 68: 78 0,005 0,012

<50%:>50% 78: 68 0,005 n.s.

Tabelle 25: Auswertungsparameter der

Grenzwertfestlegung

In Tabelle 26 werden die Median Grenzwerte noch einmal zusammengefasst. Hier wird

FISH-Daten anhand der

deutlich, dass sich diese Grenzwerte in der multivariaten Analyse nicht bewahrten.

Mediane der FISH-Signale | Fallzahlen | Survival (univariat) | Survival

als Grenzwerte p-Wert (multivariat)
p-Wert

<=2:>2-4:>4 78:21:47 0,019 n.s.

<4:.>=4 99: 47 0,033 n.s.

<=2:>2 78: 68 0,005 n.s.

Tabelle 26: Auswertungsparameter der FISH-Daten anhand der Mediane

prozentualen

Die vorliegenden Analysen zeigten den 20g13.2 Zugewinn als ungiinstigen prognostischen
Faktor. Dabei ergab sich fir unterschiedliche willkirlich gesetzte Grenzwerte ein
unterschiedliches Signifikanzniveau. In Anbetracht der Tatsache, dass keine Zentromersonde
verwendet und somit kein relativer 20q13.2 Zugewinn ermittelt werden konnte, wurde fir die
Parametern der sehr

folgenden Korrelationen mit konventionellen prognostischen
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konservative Grenzwert von > 40% der Zellkerne mit mehr als 2 Signalen gewahlt, um die

Anzahl der 20q13.2 Zugewinne nicht zu Uberschéatzen.

Prozentsatz von Kernen mit >2 FISH-Signalen
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Abbildung 25: Grenzwertfestlegung bei 40%

In Abbildung 25 wurden die FISH-Ergebnisse aller Patienten der GréRe nach sortiert und der

Grenzwert von > 40% mit einem Querstrich verdeutlicht.

Kein 20g13.2 Zugewinn | 20gq12.2 Zugewinn gesamt
lebt 42 (58%) 31 (42%) 73
verstorben 23 (35%) 43 (58%) 66
gesamt 65 (47%) 74 (53%) 139

Tabelle 27: Korrelation 20g13.2 Zugewinn und Survival-Status - p-Wert: 0,007 (Chi-

Quadrat Test)

Anhand der follow up Studien konnte der postoperative Verlauf von 139 Patienten beobachtet

werden. Von allen Verstorbenen hatten 58% den untersuchten Zugewinn. Hingegen

verstarben in der Gruppe ohne den 20q13.2 Zugewinn nur 35%.
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3.4 Korrelation zwischen 20q13-Zugewinn und

konventionellen prognostischen Parametern

3.4.1 Grading und 20q13.2-Zugewinn

Je schlechter ein Tumor differenziert bzw. je héher das Grading ist, desto seltener haben die
Patienten 20q13-Zugewinne. Hier herrscht also ein inverser Zusammenhang. Wahrend 60%
der G2-Tumoren einen 20q13.2-Zugewinn aufweisen, ist dieser in lediglich 29% der G3-
Tumoren nachweisbar.

Grading/ $2>40% |kein 20q13.2-Zugewinn 20913.2-Zugewinn Summe

G2 18/ 40% 27/ 60% 45/ 30,8%
G2-3 33/ 42,9% 44/ 57,1% 771 52,7%

G3 17/ 70,8% 7/29,2% 24/ 16,4%
Summe 68/ 46,6% 78/ 53,4% 146/ 100%
Tabelle 28: Histologischer Differenzierungsgrad und 20913.2-Zugewinn

(p=0,007; Chi-QuadratTest)

3.4.2 Alter und 20q13.2-Zugewinn

In Tabelle 29 kann man sehen, dass mit steigendem Alter auch die 20g913.2-Zugewinne
zunehmen. Jiingere Patienten haben seltener amplifizierte Tumore, als die Alteren. Im Alter

steigt also das Risiko, die genetische Aberration 20q13 im Tumor zu tragen.

Alter/Zugewinn |kein 20q13.2-Zugewinn 20g13.2-Zugewinn Summe

<60 J. 35/ 58,3% 25/ 41,7% 60/ 41,1%
>=60 J 33/ 38,4% 53/ 61,6% 86/ 58,9%
Summe 68/ 46,6% 78/ 53,4% 146/ 100%

Tabelle 29: 20913.2-Zugewinn in Abhangigkeit vom Alter (p=0,032)
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3.4.3 Tumortyp und 20q13.2-Zugewinn

Ein weiterer Aspekt ist die Korrelation zwischen dem histologischen Typ und der
Amplifikation. Es konnte gezeigt werden, dass von elf muzinbésen Karzinomen nur zwei

20q913.2 Zugewinne aufwiesen.

Kein 20913.2-Zugewinn 20912.2-Zugewinn gesamt
nicht muzinés | 59 (44%) 76 (56%) 135
muzinés 9 (82%) 2 (18%) 11
gesamt 68 (47%) 78 (53%) 146

Tabelle 30: Korrelation zwischen 20¢13.2-Zugewinn und histologischem Typ
(p=0,025; Chi-QuadratTest)

Der 20913.2 Zugewinn korrelierte nicht signifikant mit dem Geschlecht, der
Tumorinfiltrationstiefe, dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen und dem Vorliegen

von Fernmetastasen.
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3.5 Methodenvergleich CGH und FISH

Innerhalb der Arbeitsgruppe wurden zeitgleich zehn Tumorblocke der 146 Patienten mit der

Comparativen Genomischen Hybridisierung (CGH) auf Zugewinne oder Verluste hinsichtlich

des Chromosoms 20 untersucht. Diese Untersuchung erfolgte ohne Wissen Uber den

20q13.2-Status der Félle. Es ergab sich eine 100%ige Ubereinstimmung der beiden

Methoden.

Pat.Nr. CGH FISH (% der Kerne mit mehr als 2 Signalen)
5 20qg+ 73,3%

6 20qg+ 55%

7 keine Aberration auf 20q | kein Zugewinn (19,2%)

8 keine Aberration auf 20q | kein Zugewinn (5%)

17 20qg+ 45%

28 +20 87%

31 20qg+ 84,2%

41 20p12-20qter+ 68,3%

58 +20 93%

84 20qg+ 75%

Tabelle 31: Vergleich CGH und FISH bei einem Teilkollektiv von 10 Tumoren
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Haufigkeit und die Bedeutung des 20q13-Zugewinns im
kolorektalen Karzinom mit klinisch-pathologischen Parametern zu untersuchen, sowie die

prognostische Bedeutung dieses Zugewinns zu prifen.

4.1 Reprasentativitat des Kollektivs

Voraussetzung fur die Testung eines prognostischen Markers ist es, ihn an einem
reprasentativen Patienten- bzw. Tumorkollektiv zu testen; deshalb wurde das untersuchte
Material mit anderen Kollektiven verglichen und auf Stimmigkeit hinsichtlich traditioneller
Prognosefaktoren Uberprift.

Das untersuchte Patientenkollektiv wies groRe Ahnlichkeiten mit Kollektiven friiherer Studien
auf, wie die vergleichende Tabelle in Kapitel 3.1 zwischen den Daten von Engel et al (1997)
und dem vorliegenden Kollektiv belegen. Die leichten Differenzen bei der
Tumorinfiltrationstiefe (pT-Stadium) und dem Grading lassen sich am ehesten durch die
unterschiedlichen Fallzahlen erklaren.

Die prognostischen Daten von Engel sind vergleichbar mit denen des vorliegenden Kollektivs,
die Kontingenztafeln zeigten erwartete Signifikanzen bei traditionellen prognostischen
Parametern wie  Tumorinfiltrationstiefe, = Lymphknotenbefall, = Fernmetastasen und
Tumordifferenzierung.

Die uni- und multivariate Uberlebensanalyse des Kollektivs bestéatigt bekannte klinische
Korrelationen: je tiefer ein Tumor infiltriert ist, desto haufiger sind Lymphknoten erkrankt und
desto haufiger existieren Fernmetastasen. All diese Faktoren sind signifikant korreliert mit
schnellerer Erkrankungsprogression und einer niedrigeren Lebenserwartung.

Insgesamt kann man bei den hier untersuchten 146 Patienten von einem reprasentativen
Kollektiv sprechen.

4.2 Methodenkritische Diskussion

Die Arbeit bediente sich der Fluoreszenz in-situ Hybridisierung zur Bestimmung des
20g13.2-Zugewinns. Pro Tumor wurden dabei die Signale in 120 Kernen ausgewertet.

In der Literatur liegen bislang keine validen Grenzwerte fur Zugewinne oder Verluste bei
FISH-Untersuchungen vor. Die Wahl eines bestimmten Grenzwertes ist somit willkirlich.

In dieser Arbeit wurden deshalb verschiedene Auswerte-Algorithmen getestet, die in der
retrospektiven Studie einen Anhalt fir die klinische Verwendbarkeit eines 20q13.2-Markers
liefern sollten. Die klinische Verlaufsbeobachtung ermoglichte es, verschiedene Grenzwerte
auf ihre Aussagekraft hin zu Gberprifen.

Bei der Grenzwertfestlegung mittels Prozentsatzes der Kerne mit > 2 Signalen zeigte sich,

dass Patienten mit Tumoren, deren Kerne in mehr als 20, 30, 40 oder 50% > 2 Signale
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aufwiesen, in der univariaten Uberlebensanalyse eine signifikant schlechtere Prognose hatten
(Tabelle 27 Zugewinn und Uberleben), in der multivariaten Analyse zeigten lediglich die
Grenzwerte von 30% bzw. 40% eine statistische Signifikanz (p=0,02 bzw. 0,012).

Bei Uberpriifung verschiedener Mediane als Grenzwerte zeigte sich bei allen getesteten
Grenzwerten in univariaten Analysen eine signifikante Korrelation des 20913.2-Zugewinns mit
kiirzerem Overall- und rezidivfreiem Uberleben. Die Mediane waren zwar weniger stdranfallig
gegeniiber ,Ausreissern als die Mittelwerte, aber bei der multivariaten Uberlebensanalyse
erwiesen sie sich als nicht signifikant.

Es zeigte sich also Uber ein weites Spektrum von Grenzwerten eine statistisch signifikante
negative Korrelation zwischen 20q13.2-Zugewinn und Uberleben, was die potenzielle
Relevanz von 20g13.2 als prognostischen Marker unterstreicht.

Die Grenzwertfestlegung fur diese Studie erfolgte bei ,> 40% der Kerne > 2 Signalen® auf
Grund folgender Uberlegungen: da in dieser Studie keine Chromosom-20-Zentromersonde
verwendet wurde und damit kein relativer Zugewinn errechnet werden, beziehungsweise
keine Aussage uber die Ploidie der Tumorzellkerne gemacht werden konnte, erschien es
sinnvoll, den Grenzwert hoch anzusetzen, um eine Uberinterpretation der Daten zu
vermeiden.

Die Resektionsrander, die als negative Kontrolle dienten, zeigten in vier Fallen keinen
einzigen Kern mit mehr als 2 Signalen und ein Resektionsrand einen Prozentsatz von 0,8.
Der gewahlte Grenzwert liegt somit weit mehr als zwei Standardabweichungen Uber diesen
Werten. Auf diese Weise wird der Zugewinn von 20g13.2 in dieser Studie methodisch sicher
nicht iberschatzt.

Dieser fiir das kolorektale Karzinom festgelegte Grenzwert muf} in prospektiven Studien seine
Validitat unter Beweis stellen. Bei Karzinomen anderer Lokalisation und Histologie ist es
moglicherweise notig, diesen Wert nach vollig anderen Kriterien zu bestimmen und
festzulegen.

Da in dieser Arbeit keine Chromosom-20-Zentromersonde verwendet wurde, konnte nur ein
»<absoluter®, kein ,relativer* 20q13-Zugewinn bestimmt werden. Dieser ,absolute® Zugewinn
kénnte allein auf einem aneuploiden Chromosomensatz beruhen.

Deshalb wurde ein Teilkollektiv mit Hilfe der Comparativen Genomischen Hybridisierung
(CGH) untersucht und ein Vergleich der CGH- mit den FISH-Ergebnissen vorgenommen.
Dabei stellte sich heraus, daR beide Methoden eine vollstandige Ubereinstimmung der
Zugewinne aufwiesen. Falle mit 20q13.2-Zugewinnen in der FISH zeigten einen relativen
Zugewinn von 20q in der CGH, wahrend Falle ohne 20q13.2-Zugewinn auch keine 20q
Aberrationen in der CGH aufwiesen. Aus diesen Ergebnissen 14t sich schliel3en, dass der
Zugewinn der Region 20g13.2 nicht allein Ausdruck einer Polyploidie ist, sondern dass es
sich hier um einen echten Zugewinn der Chromosomenregion 20q13.2 handelt und dass dort
moglicherweise ein oder mehrere Onkogen(e) lokalisiert sind, die fir das kolorektale

Karzinom von Bedeutung sind (siehe Tabelle 31 in Kapitel 3.5).
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4.3 Rolle des 20g13-Zugewinns in der kolorektalen
Karzinogenese

Finf Adenome wurden untersucht, wobei drei in nur 0,8%, eines in 16,7% und eines
immerhin in 24,2% der Kerne mehr als zwei FISH-Signale aufwiesen. Das ,zugehdrige®
Karzinom des letztgenannten Adenoms wies mit 76% einen 20913.2-Zugewinn auf. Eines der
Adenome ohne den Zugewinn zeigte in dem koinzidenten Karzinom in knapp 71% der Kerne
mehr als 2 Signale. Dieses Ergebnis ist vereinbar mit einer CGH-Untersuchung an 9
Adenomen und 14 Karzinomen von Meijer et al, 1998. Dabei stellte sich unter anderem
heraus, dass ein 20g13.2-Zugewinn vor allem in den Karzinomen gefunden werden konnte,
seltener in den Adenomen. Auf Grund dieser Ergebnisse 183t sich schlieffen, dass der

20q13.2-Zugewinn erst relativ spat in der Karzinogenese auftritt.

Die 146 untersuchten Karzinome wiesen zu 53% einen 20q13.2-Zugewinn auf. Dieses
Ergebnis bestatigt andere Untersuchungen an kolorektalen Karzinomen, die sich der FISH
beziehungsweise der CGH als Methode bedienten (Aust et al, 2001; Korn et al, 1999). Die
dort angegebenen Prozentsatze der Tumoren mit 20q13.2-Zugewinnen liegen allerdings
etwas hoher (67%), was mdoglicherweise an der unterschiedlichen Methodik und der
konservativen Grenzwertfestlegung in unserer Studie liegt (vergleiche methodenkritische
Diskussion).

Die statistischen Untersuchungen zeigten keine signifikanten Korrelationen zwischen
Tumorstadium und dem Vorhandensein eines 20q13.2-Zugewinns. Man kann also nicht
davon ausgehen, dass der Zugewinn bei tieferer Tumorinfiltration auftritt oder verlorengeht.
Allerdings zeigte sich eine Korrelation zwischen Tumorgrading und 20qg13.2-Zugewinn.
Gering differenzierte Tumoren wiesen seltener einen 20q13.2-Zugewinn auf als
hochdifferenzierte. Mdglicherweise ist dieser Zusammenhang mit den unterschiedlichen
Phanotypen des kolorektalen Karzinoms zu erklaren. Tumoren mit sogenanntem ,Mutator-
Phéanotyp“ sind haufig diploid und zeigen wenig chromosomale Aberrationen, sie weisen aber
ebenfalls haufig eine schlechte histologische Differenzierung auf.

Alternativ  kdnnte die Tumorzellpopulation mit 20q13.2-Zugewinn im Laufe der
,Dedifferenzierung® verschwinden. Allerdings kann man bei einem operierten Tumor nicht
sagen, ob dieser in einer friiheren Phase seiner Entstehung besser differenziert, also seinem
urspringlichen Gewebe ahnlicher war.

Der histologische Tumortyp hatte offenbar ebenfalls Einflu auf das Auftreten des 20q13.2-
Zugewinns. 20q13.2-Zugewinne fanden sich in den nicht-muzindsen kolorektalen Karzinomen
haufiger als in den muzinésen. Es konnte gezeigt werden, dass von 11 muzindsen
Karzinomen nur zwei 20g13.2-Zugewinne aufwiesen (18%). Dies kann als Bestatigung daftr
gewertet werden, dass muzinése Karzinome moglicherweise haufiger dem pathogenetischen
Modell des Mutator-Phanotyps folgen (Lynch und Smyrk, 1996), eher diploid sind und somit

weniger chromosomale Aberrationen aufweisen als die nicht muzinésen Adenokarzinome.
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Diese Karzinome entstehen durch einen Defekt der Missmatch-Repair-Gene (Lynch et al,
1993) und haben ein besseres Gesamtiiberleben (Sankila et al, 1996) als die nicht
muzindsen Tumoren. Im Gegensatz dazu zeigten die nicht-muzinésen Karzinome in dieser
Arbeit zu 56% einen 20913.2-Zugewinn, was bestatigt, dass diese Karzinome dem
sogenannten ,Tumorsuppressorphanotyp® entsprechen, eher aneuploid sind und zahlreiche
grobe chromosomale Aberrationen aufweisen. Sie entstehen sukzessive durch einen Ausfall
von Tumorsupressorgenen (Sahm et al, 1995). Auch in diesem Punkt entsprechen die

Ergebnisse dieser Arbeit bereits vorhandenem Wissen.

Eine Lymphknotenmetastase konnte in der vorliegenden Studie untersucht werden. Sie wies
in nur 0,8% ihrer Kerne mehr als 2 Signale auf. Der Tumor hatte in 10% seiner Kerne den
Zugewinn. Da der Primartumor den 20qg13.2-Zugewinn nicht in signifikanter Menge tragt,
ware es moglich, dass der Zugewinn von Anfang an nicht vorhanden war; es ware aber auch
denkbar, dass im Laufe der Erkrankung, beziehungsweise Metastasierung dieser Zugewinn
verlorengeht. Korn et al, 1999 fanden heraus, dass Primartumor und Metastase kolorektaler
Karzinome ein ahnliches Muster von genetischen Aberrationen aufweisen, was mit dem
vorliegenden Ergebnis vereinbar ware. Es wurden dort allerdings 27 Lebermetastasen und 6
zugehdrige Metastasen verarbeitet, was einen Vergleich mit der vorliegenden Arbeit
schwierig macht.

Abschlieflend soll eine Grafik die molekulargenetischen Veranderungen beim kolorektalen
Karzinom unter Einbeziehung der Daten dieser Studie erldutern: entsprechend den
genetischen Aberrationen vom normalen Epithel Uber das Adenom bis hin zum Karzinom
ergeben die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit, dass das nicht-neoplastische Epithel
im Gegensatz zum invasiven Karzinom keinen 20q13.2-Zugewinn aufweist. Schematisch
gezeichnet ist das Epithel und darunter der histopathologische Befund des entsprechenden
Gewebes bei der 20q13-Fluoreszenz in-situ Hybridisierung. Die Zellkerne des normalen
Epithels zeigen genau 2 Signale, warend die Zellkerne eines invasiven Karzinoms in der

Regel mehr als 2 Signale aufweisen.
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Genetisches Modell der kolorektalen Karzinogenese

nach Fearon und Vogelstein (1990)
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Abbildung 26: Erweitertes Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz

4.4 20q13.2 als prognostischer Marker

Wie bereits in der methodenkritischen Diskussion erwahnt, erwies sich der 20q13.2-Zugewinn
in der univariaten Uberlebensanalyse als negativer prognostischer Marker, der signifikant mit
kiirzerem Overall- und rezidivfreiem Uberleben korreliert war. Die multivariaten Analysen
zeigten darUber hinaus, dass das Vorhandensein eines 20q13.2-Zugewinns einen
unabhéngigen prognostisch ungiinstigen Marker bezliglich des Uberlebens darstellte.

Diese Ergebnisse decken sich mit Untersuchungen an anderen soliden Tumoren wie
Ovarialkarzinomen (Diebold et al, 2000) und Mammakarzinomen (Tanner et al, 1996), die
ebenfalls einen negativen Effekt des 20qg13.2-Zugewinns auf das Patientenlberleben
beobachtet haben.

Der Zugewinn von 20g13.2 erganzt also auch beim kolorektalen Karzinom die bekannten und
etablierten Prognosefaktoren wie pTNM-Stadium und Grading, zumindest in den Tumoren,
die der Mehrschritt-Karzinogenese des ,Tumorsuppressorphanotyps” folgen. Mit Hilfe dieses
Parameters kdénnten in Zukunft moglicherweise Subpopulationen von Patienten definiert
werden, was zu einer Individualisierung der Prognoseabschatzung und der Tumortherapie

beitragen kann.
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Diskussion

4.5 Putative Onkogene auf 20913

Die in dieser Region (20913.2) lokalisierten putativen Onkogene sind zum Teil bekannt.
Unklar ist allerdings, welche Gene innerhalb der Region flir den Zugewinn verantwortlich sind,
ob es Uberhaupt ein einzelnes Gen ist oder ob mehrere Gene beteiligt sind. Zum besseren
Verstandnis zeigt Tabelle 32 nochmals die diskutierten Gene.

GEN ERLAUTERUNG

NABCA1 Funktion unbekannt

ZNF217 Transkriptionsfaktor

CAS cellular apoptosis susceptility

STK15: Aurora 2 Chromosomen-Segregation
BTAK genomische Instabilitat

PTPN1 Phosphotyrosin Phosphatase

Tabelle 32: Gene im Bereich der Region 20q13

Bisherige Untersuchungen ergaben folgendes: Brinkmann et al, 1996 wiesen nach, dass das
CAS-Gen beim Mamma- und beim Kolonkarzinom amplifiziert ist. Dabei hat das CAS-Gen
zwei Funktionen: zum einen die der Apoptose, zum anderen die der Zellproliferation. Bei
Storung der Apoptose ist vorstellbar, dass eine gleichbleibende Proliferation zur
Tumorentwicklung fihrt.

AuRerdem weil3 man von einer Korrelation zwischen 20q13.2-Zugewinn und der Invasivitat
beim Mammakarzinom (Tanner et al, 1995).

Die Gene ZNF217 und NABC1 sind beim Mammakarzinom Uberexprimiert. Dabei wurde ZNF217
als Transkriptionsfaktor mit einer DNA-bindenen Doméane und einer transkriptionsaktivierenden
Domane identifiziert (Collins ef al, 1998). Fur die vorliegende Arbeit ist die nahere Betrachtung von
STK15, beziehungsweise BTAK, dazu eine putative Serin/Threonin-Kinase kodiert, und Aurora 2,
ebenfalls eine Kinase, von der onkogene Potenz bekannt ist, interessant (Sen et al, 1997; Bischoff
et al, 1998). Beide Gene sind fiir eine regelrechte Chromosomensegregation zustandig. Wenn die
Chromosomensegregation nicht mehr einwandfrei funktioniert, kommt es zu einer Akkumulation der
in der Mitose nicht auseinandergewichenen Chromosomen, das heil3t Entstehung von Aneuploidie.
BTAK spielt moglicherweise eine Rolle bei onkogener Transformation in Brustkrebszellen (Sen et al,
1997). 1998 stellte dieselbe Arbeitsgruppe die Hypothese auf, dass STK15 bei Uberexpression zu
einer Zentrosomenamplifikation, zu chromosomaler Instabilitat und Transformation in Saugerzellen
fuhrt (Zhou et al, 1998). Eine weitere Untersuchung der Aurora 2-Kinase beim kolorektalen
Karzinom (Bischoff et al, 1998), fihrte zu dem Schlu}, das Aurora 2-Kinase-Gen konne das
entscheidende Korrelat des 20g13.2-Zugewinns sein. In Uber 50% der untersuchten kolorektalen
Karzinome war die entsprechende DNA zugewonnen und die RNA Uberexprimiert. Au3erdem war
das Enzym verantwortlich fur Fibroblastentransformation, womit die potentielle Onkogenitat der

Aurora 2-Kinase bestatigt werden konnte.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der prognostischen Relevanz der chromosomalen
Region 20g13.2 in der Karzinogenese des kolorektalen Karzinoms. Die Chromosomenregion
20913 beherbergt mehrere putative Onkogene (CAS, NABC1, Aurora 2, etc.), denen eine
wichtige Rolle in der Karzinogenese solider Tumoren zugesprochen wird.

In dieser Studie wurde der 20q13-Zugewinn mittels einer Fluoreszenz in-situ Hybridisierung
an 146 kolorektalen Karzinomen untersucht und die Daten mit dem klinischen Verlauf der
Erkrankung korreliert. Ziel der Arbeit war es, die Haufigkeit des 20q13.2-Zugewinns anhand
uni- und multivariater Uberlebensanalysen zu tberprifen. AuRerdem sollte in dieser Arbeit
die Grenzwertbestimmung bei FISH-Untersuchungen mit Hilfe des Beispiels ,20913.2-

Zugewinn® diskutiert werden.

1. Ein Zugewinn von 20q13.2 wurde mittels Fluoreszenz in-situ Hybridisierung bei
festgelegtem Grenzwert von ,> 40% der Kerne mit > 2 Signalen” in mehr als der Halfte
(53%) der untersuchten kolorektalen Karzinome festgestellt. Dieser Prozentsatz ist etwas
geringer als in den zitierten CGH-Studien, was moglicherweise an der konservativen
Grenzwertfestlegung liegt.

2. Beim festgelegten Grenzwert korrelierte der 20q13.2-Zugewinn weder mit dem
Geschlecht der Patienten noch mit dem TNM/pTNM-Stadium der jeweiligen Tumoren.
Allerdings konnte eine inverse Korrelation zwischen 20q13.2-Zugewinn und
histologischem Differenzierungsgrad  gezeigt werden: je  schlechter die
Tumordifferenzierung, desto weniger haufig waren 20g13-Zugewinne. Zudem zeigte sich
ein signifikanter Unterschied in der Haufigkeit von 20q13.2-Zugewinnen zwischen
muzindsen und nicht-muzindsen Tumoren: muzindse wiesen lediglich zu 18%, nicht-
muzindse zu 56% 20q13.2-Zugewinne auf. Darliberhinaus waren 20q13.2-Zugewinne in
den Tumoren alterer Patienten signifikant haufiger als in den Tumoren jlingerer Patienten.

3. Diese Studie zeigte in uni- und multivariaten Survival-Analysen (p=0,005 bzw.
p=0,012), dass der 20q13.2-Zugewinn beim festgelegten Grenzwert signifikant mit einem
kiirzeren Overall- und rezidivfreiem Uberleben korrelierte, also einen negativen
prognostischen Marker darstellt.

4. Die Grenzwertfestlegung fur die FISH-Untersuchung erfolgte deduktiv. Die
Untersuchung zeigt anhand der Korrelationen mit den Uberlebensparametern, dass die
prognostische Relevanz des 20q13.2-Zugewinns im kolorektalen Karzinom Uber ein
weites Spektrum moglicher Grenzwerte erhalten bleibt. Allerdings muf3 der hier

verwendete Grenzwert in prospektiven Studien validiert werden.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass der 20q13.2-Zugewinn im kolorektalen Karzinom
einen unabhangigen prognostischen Marker darstellt und die bekannten und etablierten
Prognosefaktoren wie TNM/pTNM-Stadium und Grading erganzt. Mit Hilfe dieses Parameters
kénnen in Zukunft eventuell Subpopulationen von Patienten definiert werden, was
mdglicherweise zu einer Individualisierung der Prognoseabschatzung und der Tumortherapie

beitragen kann.
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Overall Survival in Abhangigkeit von der Infiltrationstiefe (p<0,0001)

Zeit bis Progression in Abhangigkeit von der Infiltrationstiefe (p=0,0269)
Overall Survival in Abhéngigkeit vom Lymphknotenbefall (p<0,0001)
Zeit bis Progression in Abhangigkeit vom Lymphknotenbefall (p<0,0001)
Overall Survival in Abhangigkeit von Fernmetastasen (p<0,0001)
FISH-Signale an einzelnen Zellkernen

Weitere FISH-Signale an einzelnen Zellkernen

Overall Survival Signale>2 Grenzwert > 30% (p=0,0214)

Overall Survival- Signale>2 Grenzwert > 40% (p=0,0059)

Zeit bis Progression- Signale>2 Grenzwert > 40% (p=0,0301)

Overall Survival- Signale>2 Grenzwert > 50% (p=0,0051)

Zeit bis Progression- Signale>2 Grenzwert > 50% (p=0,0172)

Overall Survival- Median 1 (p=0,0196)

Zeit bis Progression- Median 1 (p=0,0343)

Overall Survival- Median 2 (p=0,0335)

Zeit bis Progression- Median 2 (p=0,0135)

Overall Survival- Median 3 (p=0,0051)

Zeit bis Progression- Median 3 (p=0,0172)

Grenzwertfestlegung bei 40%

Erweitertes Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz
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Tabellenverzeichnis

Krebsneuerkrankungen im Gastrointestinaltrakt und Sterbefalle differenziert nach
Geschlecht und Lokalisation, Angaben bezogen auf 100 000 Einwohner
(Engel et al, 1997)

Charakteristika der HNPCC's und der sporadisch auftretenden kolorektalen Karzinome
(nach Sahm et al, 1995 mit eigener Bearbeitung)

Abnormalitaten im Mismatch-Reparatursystem
Stadieneinteilung nach UICC und Dukes (UICC, 1997)
TNM / pTNM-Klassifikation (UICC 1997)

5-Jahres-Uberlebensrate der Kolon- und Rektumkarzinome in Abhangigkeit vom
Primarstadium nach UICC und Dukes (Tumorzentrum Miinchen, 1993)

Gene im Bereich der Region 20913
Basisstatistik
Auswertungsprotokoll am Beispiel des Patienten Nr.1

. Vergleich der klinischen Charakteristika des untersuchten Kollektivs mit den

epidemiologischen Daten des Tumorzentrums Miinchen

Verteilung der Tumore auf verschiedene Differenzierungsgrade in Abhangigkeit vom Alter
(p=0,043)

Infiltrationstiefe in Abhangigkeit von der Tumorlokalisation (p= 0,004)
Lymphknotenbefall in Abhangigkeit von der Infiltrationstiefe des Tumors (p=0,001)
Fernmetastasen in Abhangigkeit vom Lymphknotenbefall

Tumordifferenzierung in Abhangigkeit vom Lymphknotenbefall (p= 0,004)
Korrelation zwischen Uberleben und TNM-Stadium

Mittelwert der Signale und Prozentzahl der Kerne in den Resektionsrander im Vergleich
mit den zugehorigen Karzinomen

Vergleich der 20913.2 Zugewinne zwischen Adenom- und Karzinomanteilen innerhalb
eines Tumors

Mittelwert, Standardabweichung und Median der Signalanzahl pro Kern bezogen auf
146 untersuchte Tumoren

Anzahl der Falle mit mehr als 2 Signalen bei Grenzwerten von 10 bis 50%

Multivariate Survivalanalyse beim Grenzwert von >20 Prozent

Experimentelle Grenzwerte und ihre p-Werte fiir die Korrelation mit dem Uberleben
Multivariate Survivalanalyse beim Grenzwert von >30 Prozent

Multivariate Survivalanalyse beim Grenzwert von >40 Prozent

Auswertungsparameter der FISH-Daten anhand der prozentualen Grenzwertfestlegung
Auswertungsparameter der FISH-Daten anhand der Mediane

Korrelation 20913.2 Zugewinn und Survival-Status - p-Wert: 0,007 (Chi-Quadrat Test)
Histologischer Differenzierungsgrad und 20q13.2 Zugewinn (p=0,007; Chi-Quadrat-Test)
20g13.2-Zugewinn in Abhangigkeit vom Alter (p=0,032)Korrelation zwischen 20q13.2
Zugewinn und histologischem Typ (p=0,025; Chi-Quadrat-Test)

Vergleich CGH und FISH bei einem Teilkollektiv von 10 Tumoren

Gene im Bereich der Region 20913
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9 Anhang
Legende fur das Patientenkollektiv
Fallnummer
Fall
Name Vorname.Nachname.
Sex Geschlecht
Alter Alter bei Operation
L Lokalisation des Tumors:
1=Colon ascendens und Colon transversum
2=Colon descendens und Sigma
3=Rectosigmoidaler Ubergang
4=Rectum
pT Primartumorstadium
PN (alt) Lymphknotenbefall nach UICC 1993
PN (neu) Lymphknotenbefall nach UICC 1997
pM Primarmetastase
G Grading
</> 60 Juinger oder alter als 60 Jahre zum Zeitpunkt der Operation
surv Uberlebensstatus zum Zeitpunkt des letzten follow up'‘s
1=lebt
2=verstorben
Follow up Letztes follow up
OP Operationstermin
LokRez Datum des diagnostizierten Lokalrezidivs
LeberM Datum der diagnostizierten Lebermetastasen
PulmM Datum der diagnostizierten Lungenmatstasen
peritonM Datum der diagnostizierten peritonealen Metastasen
sonstM Datum sonstiger diagnostizierter Metastasen

Im AnschluB an das Patientenkollektiv sind die Auswertungsprotokolle der einzelnen
Fluoreszenz in-situ Hybridisierungen entsprechend der Nummerierung des Kollektivs

angefiigt.
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Patientenkollektiv

Fall |Name |Sex (Alter (L |pT |pN alt |pN neu |pM </>60 |surv [follow up |OP LokRez |LeberM |PulmM |peritonM [sonstM
1 FB.] w 76| 1| 3 0 0] X| 2 >60 2| 03.06.96| 02.01.90
2l LF| m 53| 4| 3 3 2| X| 1 <60 11 18.02.97| 05.01.90
3] KAl m 59 1| 3 3 2| X| 3 <60 11 01.03.90| 05.01.90
4 HF| m 75 1| 3 0 0] X| 3 >60 1| 15.01.98| 17.01.90
5/ HH| m 59 3| 3 1 11 X| 1 >60 2| 26.02.92( 18.01.90( 31.10.91| 31.10.91| 30.01.91 31.10.91
6] JJ.| m 64| 2| 3 0 0] X| 2 >60 2| 21.02.93| 19.01.90 01.08.90
7] KE.[ m 75 1| 3 2 2 1 2 >60 2| 12.03.92| 26.01.90 25.04.90
8/ PH.[ m 65 1| 3 3 2 1 2 >60 2| 01.11.90( 29.01.90| 01.11.90( 26.09.90 26.09.90
9 ME. w| 60 3] 2 1 11 X| 2 >60 2| 09.11.94( 01.02.90 15.12.93(06.11.91 01.03.94
100 BH.| m 75 3| 3 0 0] X| 2 >60 11 10.03.95| 02.02.90
11| TA| m 40| 1| 3 0 0] X| 3 <60 11 05.02.97| 06.02.90
12) AA| m 61| 4| 3 0 0] X 1 >60 2| 24.06.92| 14.02.90| 18.02.92( 18.02.92
13 LF.| w 64| 3| 3 0 0] X 1 >60 11 06.03.97| 15.02.90
14| PJ.| m 62| 1| 4 0 0] X| 2 >60 11 29.02.96| 19.02.90
15| MP.| w 68| 3| 3 0 0] X| 2 >60 11 30.07.96| 19.02.90
16 I|M.K-C| m 58 1| 3 0 0] X 1 <60 1| 27.11.95| 28.02.90 05.10.92 13.04.95
171 SL| m 83 1 3 1 11 X| 2 >60 2| 29.06.91| 06.03.90
18| HE.[ w 76| 3| 4 0 Xl X| 2 >60 2| 24.08.91| 08.03.90| 24.05.91| 24.05.91
19| SM.| w 52| 3| 2 3 2l X| 3 <60 11 27.03.96| 15.03.90
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200 SO| m 80 3| 3 0 0] X| 1 >60 2| 05.03.92( 20.03.90 15.05.91 15.08.91
21 SH| w 48| 3| 3 3 2] X| 2 <60 2| 12.02.92( 20.03.90( 21.09.90( 04.06.91| 22.02.91 04.06.91
22 WB.| w 79| 4 3 0 0] X| 1 >60 1| 20.04.95| 23.03.90

23] EE| w 40| 3| 4 1 11 X| 2 >60 2| 15.03.95| 23.03.90 15.11.93

24| KE| w 66| 3| 3 0 0] X| 2 >60 1| 26.02.97| 28.03.90

25 SW| w 78| 3| 2 3 2] X| 2 >60 2| 27.04.91| 04.04.90

26) GM| w 57 3| 3 3 2] X| 2 >60 10.04.90

27 ES| m 55| 1| 2 0 0] X| 1 >60 1| 08.04.97| 17.04.90

28] RW,| m 58| 3| 3 1 11 X| 2 >60 2| 06.06.94( 17.04.90( 08.12.92 08.12.92
29 JW]| m 69| 3| 3 0 Xl X| 2 >60 1| 23.04.96| 20.04.90

300 AH| w 55 1| 3 0 0] X| 1 <60 1| 20.03.97| 23.04.90

31 BD| m 78/ 1| 3 1 11 X| 2 >60 2| 08.01.91| 26.04.90

32 KL| w 56| 3| 3 3 2l X| 3 <60 1| 13.05.97| 03.05.90

33 LR| m 57 3| 3 3 2] X| 2 <60 2| 17.06.92( 04.05.90

34/ BJ| m 81 1| 4 3 2] X| 2 >60 2| 12.08.91( 10.05.90

35/ SG| m 54 3| 3 0 0] X| 2 <60 1| 14.05.93| 23.05.90

361 BA| w 47 1| 3 2 2] X| 2 <60 1| 28.04.97| 29.05.90

377 PG| w 46| 1| 3 2 2] X| 2 <60 1| 06.05.96| 06.06.90

38|KS-A| m 70 1| 3 2 2| X 1 >60 1| 06.08.97| 06.06.90

39 NT| w 65 1| 3 2 2] X| 2 >60 1| 11.06.97| 07.06.90 06.05.91

40 LF.l m 72| 1| 3 0 0] X| 3 >60 2| 06.07.97( 20.06.90

41| LZ| w 55 1| 4 1 11 X| 2 <60 2| 15.07.91| 02.07.90

42| GM.| m 57 3| 3 1 11 X| 2 <60 2| 24.08.92| 02.07.90 31.10.90

87




Anhang

43| MA.| m 79 1| 3 0 0] X| 2 >60 1| 02.08.95| 02.07.90
4 W.I| w 56| 3| 2 0 0] X|{ 3 <60 1| 25.10.95| 02.07.90
45| MH.| m 70 3| 3 0 0] X| 1 >60 03.07.90
46| S.M.[ w 70 1| 4 3 2] X| 2 >60 2| 08.11.90( 05.07.90
47 LAl m 79 3| 3 3 2] X| 2 >60 2| 26.01.96| 26.07.90| 15.01.93| 19.07.93
48| FH.| m 54 1| 3 0 0] X| 1 <60 1| 10.07.97| 27.07.90
49| JJ.| m 75| 3| 2 0 0] X| 2 >60 1| 16.07.97| 30.07.90
500 SH| w 57 3| 3 3 2] X| 2 <60 11 17.10.97( 22.08.90 01.03.93 20.12.95
51 KG| m 84 1| 3 1 11 X| 2 >60 2| 26.10.90( 06.09.90
52 HJ| m 69 1| 2 0 0] X| 2 >60 2| 15.11.93| 11.09.90 15.07.92
531 T.D.| w 76| 1| 3 0 0] X|{ 3 >60 1| 26.09.97| 12.09.90
54 WC.| w 41| 3| 3 3 2] X[ 1 <60 21.09.90
85| MS| m 54/ 3| 3 2 2] X| 2 <60 1| 15.10.97| 24.09.90 12.03.93
561 SH| w 68| 3| 3 1 11 X| 1 >60 2| 12.07.96( 27.09.90( 01.03.93
57/ ML| m 58| 3| 2 0 0] X| 2 <60 1| 20.01.97| 02.11.90
58/ S.G| w 55 1| 2 0 0] X| 1 <60 2| 28.11.95| 07.11.90
59 SL| w 80[ 1| 3 0 0] X| 2 >60 2| 01.12.93| 08.11.90
60f SW,| m 45| 1| 3 0 0] X| 3 <60 2| 29.05.91( 03.07.90( 09.11.90
61 OW,| m 65| 3| 2 0 X X| 1 >60 1| 07.08.95| 16.11.90
62 JE| m 64| 3| 3 3 2l 11 3 >60 2| 06.03.91( 29.11.90
631l EM.[ w 81 1| 3 1 11 X| 1 >60 2| 08.05.91| 06.12.90
64 MK| w 48| 1| 3 1 11 X| 2 <60 2| 15.06.92( 06.12.90| 16.03.92( 05.06.91| 16.03.92 11.05.92| 16.03.92
65 WH.,| m 36| 1 3 0 0] X| 3 <60 1 21.01.97| 11.12.90
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66| LE| w 40| 1| 2 0 0] X| 1 <60 1| 15.04.97| 11.04.91
67 KM| w 69 2| 2 0 0] X| 1 >60 1| 15.05.97| 12.04.91
68 LO.| m 61| 3| 2 0 X X| 1 >60 1| 10.01.98| 17.04.91| 27.04.94
69 BE| w 42| 3| 3 0 Xl X| 2 <60 1| 10.04.97| 19.04.91
701 HM.| m 69 1| 2 0 0] X| 1 >60 1| 02.04.97| 27.04.91
721 SF| m 59 1| 4 3 3| X| 2 <60 2| 03.11.90( 05.01.90
73] WH| m 58| 1| 4 3 2| X 1 <60 2| 17.02.92( 17.01.90 07.05.91| 07.05.91
741l RO.| m 39 1| 3 0 0] X| 2 <60 1| 28.01.97| 16.01.90
751 SS| m 50 1| 4 3 2| X| 2 <60 2| 27.03.90( 24.01.90
76) MKK| m 39 1| 3 1 11 X| 1 <60 2| 22.06.92( 29.01.90 15.05.90
771 FJ| w 71| 3| 3 0 0] X| 1 >60 1| 26.03.97| 31.01.90
78] RH| m 69 3| 3 3 2] X| 2 >60 2| 23.02.93| 14.02.90 01.02.91
791 JG| m 79 4| 3 2 2] X| 2 >60 27.02.90
801l ED.] m 80| 3| 3 3 2] X| 3 >60 2| 07.03.91| 28.02.90 12.12.90 12.12.90
81 WP| m 47| 1| 3 0 0] X| 2 <60 1| 15.04.97| 02.04.90
82 SM| w 69 1| 3 2 2l 11 3 >60 2| 05.07.90( 23.04.90
83| SA| w 78/ 1| 3 0 0] X| 2 >60 2| 25.03.94( 31.05.90
84| RF| m 61| 4| 2 0 0] X| 2 >60 2| 08.09.93( 12.07.90
85| BH| m 68| 3| 2 0 X X| 1 >60 1| 13.02.98| 20.07.90 13.02.98
86| JM| w 38| 1| 4 1 11 X| 3 <60 1| 30.08.91| 24.07.90
87 JM| w 79 2| 3 0 X X| 1 >60 1| 28.07.94| 06.08.90
88 WT| w 76| 1| 3 3 2] X| 2 >60 1| 20.08.96| 17.08.90
891l PO m 49| 3| 3 3 2l 11 3 <60 2| 24.12.90( 20.08.90
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90| EL| w 68| 1 3 2 2] X| 2 >60 2| 13.10.91| 24.08.90 31.01.91
91 WM,| w 54 3| 2 1 11 X| 2 <60 1| 17.09.96| 04.09.90
92] SK| m 75 4 3 3 2] X| 3 >60 2| 07.10.91( 10.10.90
93] ZB| w 65| 3| 4 3 2] X| 2 >60 2| 22.02.95( 16.10.90( 14.12.93| 04.11.91| 04.11.91
94| KE| m 56 1| 3 1 11 X| 1 <60 1| 06.12.96| 22.11.90
95| BM| m 67| 4| 3 1 1 1 2 >60 2| 13.07.94( 27.11.90| 25.06.93| 22.08.91 25.06.93
96|L-N.H.| w 74 3| 2 0 0] X| 2 >60 1| 156.12.97| 17.12.90
97| MH| m 68| 3| 2 0 X X| 1 >60 1| 17.01.97| 28.12.90
98] FM| w 55 1| 3 0 0] X| 1 <60 1| 23.12.96| 08.01.91
99 HIi| w 59 3| 3 2 2| X[ 1 <60 2| 31.12.94( 16.01.91 02.10.92
100| I-P.P.| w 58 1| 4 1 11 X| 3 <60 2| 06.11.91( 16.01.91 28.06.91
101 BK.| w 69 3| 2 0 0] X| 1 >60 1| 156.12.97| 18.01.91
1021 B.T| w 67| 4| 2 2 2| X 1 >60 1| 16.01.96| 22.01.91
103| EB.| w 68| 3| 2 0 0] X| 2 >60 1| 02.12.97| 23.01.91| 21.01.94
104| P.K-W[ m 53| 1| 3 1 11 X| 2 <60 2| 15.02.91| 23.01.91
105| DM.| w 65| 3| 3 3 2] X| 2 >60 1| 25.06.91| 28.01.91 25.06.91
106|M-F.U.[ w 68| 1| 3 0 0] X| 1 >60 1| 11.04.96| 31.01.91
107) WG| m 64| 3| 3 1 11 X| 2 >60 1 21.01.97| 31.01.91
108) EM.| w 30 3| 3 0 0] X| 1 <60 1| 13.01.97| 04.02.91
109 KL w 66| 3| 4 0 Xl X| 2 >60 2| 07.10.92( 05.02.91 15.01.92
110 SK| w 64| 3| 3 3 2] X| 3 >60 05.02.91
111|DH-J.| m 57 3| 3 2 2] X| 3 <60 1| 15.12.97| 12.02.91
112 BM.| w 79 1| 3 0 0] X| 2 >60 2| 07.10.93| 18.02.91
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113| BE.| w 67 1 3 0 Xl X| 2 >60 2| 02.11.92( 20.02.91| 10.04.92( 10.04.92 21.05.92
14| KH.| m 50 3| 3 2 2| X 1 <60 2| 15.04.92( 21.02.91

115 GS.| w 67 1 3 0 Xl X| 2 >60 1| 08.01.97| 22.02.91

16| R.I| w 70 1| 3 1 11 X| 2 >60 1| 15.05.97| 22.02.91

117 RA| w 57 1| 4 0 0] X| 1 <60 1| 12.03.97| 05.03.91

118 ML.| w 53| 1| 4 3 2] X| 3 <60 2| 07.06.91( 10.03.91

19| ZA|l m 53| 1| 3 1 11 X| 1 <60 2| 03.03.97( 08.03.91

120) W.F| w 83| 4| 3 1 11 X| 2 >60 2| 15.01.93( 12.03.91| 12.11.91| 01.08.91| 11.04.91

121 V.M. m 68| 3| 3 2 2] X| 2 >60 1| 11.03.97| 13.03.91

122 SM.| w 78| 3| 3 0 X X| 1 >60 2| 15.03.97( 14.03.91 16.03.94

123| HP.| m 36| 1 3 0 0] X| 2 <60 1| 18.03.97| 18.03.91

124) HE.| m 81 1| 3 0 o 1 1 >60 2| 27.03.92( 19.03.91 10.04.91

1251 GS| w 58| 3| 3 0 0] X| 1 <60 1| 04.04.97| 20.03.91

126) B.J.[ m 72 1| 4 3 2] X| 3 >60 2| 30.06.92( 22.03.91 27.05.91 17.02.92
127) WE.| w 53| 1| 4 0 0] X|{ 3 <60 1| 29.07.97| 26.03.91

1281 TM| w 80[ 1| 4 0 0] X| 1 >60 27.03.91

129) RM.| m 69 1| 3 1 11 X| 2 >60 2| 02.01.97( 27.03.91

130 AJ| m 85| 3| 3 0 0] X| 1 >60 1| 13.05.97| 02.04.91

131 YK| m 26| 3| 3 3 2] X| 3 <60 2| 23.10.92( 02.04.91 13.07.92
132) KH.| m 51 3| 2 0 0] X| 2 <60 1| 04.04.97| 04.04.97

133] NR| m 80[ 1| 3 0 0] X| 1 >60 2| 14.11.94( 05.04.91

134 ZR| m 58| 3| 3 2 21 1] 2 <60 2| 15.05.92( 08.04.91 17.07.91

135| MT.| w 68| 1| 3 3 2] X| 2 >60 2| 17.09.92| 11.04.91| 14.11.91| 14.11.91| 21.05.92
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1361l HR.| m 78 1| 3 1 11 X| 2 >60 2| 15.04.92( 18.04.91
1371 SK| m 54/ 3| 3 0 0] X| 2 <60 1| 18.03.97| 25.04.91
1381} BB. w 42| 1| 3 3 2l 11 3 <60 2| 23.07.91| 26.04.91
140 S| w 73| 3| 1 0 0] X| 2 >60 07.03.91
1411 SL| m 78| 2| 1 0 0] X| 2 >60 1| 05.03.96| 06.02.90
143 PW.,[ m 50( 2| 1 0 0] X| 1 <60 1| 15.10.93| 30.05.90
144 ME.[ m 66| 1| 1 0 0] X| 2 >60 1| 23.04.97| 18.05.90
145| KM.| w 48| 1| 1 0 0] X| 2 <60 1| 17.10.95| 25.09.90
146 GA.| w 69 3| 1 1 11 X| 2 >60 1| 20.06.97| 17.06.91
147 GP.| w 62| 3| 1 0 0] X| 2 >60 1| 11.03.97| 27.02.90
149 B.R| m 74 3| 1 0 0] X| 1 >60 2| 20.12.93( 15.04.91 13.12.93
150 AA|l m 67| 1 1 0 0] X| 2 >60 1| 11.11.97] 25.07.91
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Sonde 20qg13.2 (Fa. Vysis)

0-1 Signal 2 Signale 3-10 Signale >11 Signale
Fall Nr.
1 absolut 4 59 57 0
relativ (%) 3,3 492 47,5 0
2 absolut 0 103 16 1
relativ (%) 0 85,8 13,3 0,8
3 absolut 6 113 2 0
relativ (%) 5 94,2 1,6 0
4 absolut 10 105 5 0
relativ (%) 8,3 87,5 42 0
5 absolut 4 28 88 0
relativ (%) 3,3 23,3 73,3 0
6 absolut 2 52 66 0
relativ (%) [1,7 43,3 55 0
7 absolut 3 94 23 0
relativ (%) 2,5 78,3 19,2 0
8 absolut 1 113 6 0
relativ (%) [0.8 94,2 5 0
9 absolut 2 92 26 0
relativ (%) 1,7 76,7 21,7 0
10 absolut 3 64 53 0
relativ (%) [2,5 53,3 44,2 0
11 absolut 5 114 1 0
relativ (%) 4,2 95 0,8 0
12 absolut 16 71 33 0
relativ (%) | 13,3 59,2 27,5 0
13 absolut 8 88 24 0
relativ (%) |6,7 73,3 20 0
14 absolut 15 87 18 0
relativ (%) 12,5 72,5 15 0
15 absolut 2 47 67 4
relativ (%) 1,7 39,2 55,8 3,3
161 absolut 1 51 68 0
relativ (%) 0,4 425 56,7 0
1611 absolut 6 105 9 0
relativ (%) 5 87,5 7,5 0
171 absolut 3 63 54 0
relativ (%) 2,5 52,5 45 0
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Sonde 20q13.2 (Fa. Vysis)

0-1 Signal 2 Signale 3-10 Signale >11 Signale
Fall Nr.
1711 RR |absolut 7 113 0 0
Resektionsrand | €lativ (%) 5,8 94,2 0 0
18 absolut 11 71 38 0
relativ (%) 9,2 59,2 31,7 0
19 absolut 8 69 43 0
relativ (%) 6,7 57,5 35,8 0
20 absolut 6 112 2 0
relativ (%) 5 93,3 1,7 0
21 absolut 0 70 49 1
relativ (%) |0 58,3 40,8 0,8
22 absolut 4 114 2 0
relativ (%) |3,3 95 1,7 0
23 absolut 9 42 69 0
relativ (%) 17,5 35 57,5 0
24 absolut 1 77 42 0
relativ (%) (0,8 64,2 35 0
25 absolut 3 91 26 0
relativ (%) 25 75,8 21,7 0
26 absolut 5 109 6 0
relativ (%) 4,2 90,8 5 0
27 absolut 5 115 0 0
relativ (%) 4,2 95,8 0 0
28 absolut 0 16 104 0
relativ (%) |0 13,3 86,6 0
29 absolut 1 55 64 0
relativ (%) 0,8 45,8 53,3 0
30 absolut 2 24 86 8
relativ (%) 1,7 20 71,7 6,7
31 absolut 0 18 101 1
relativ (%) 0 15 84,2 0,8
32 absolut 11 83 26 0
relativ (%) |9,2 69,2 21,7 0
33 absolut 5 31 81 3
relativ (%) 4,2 25,8 67,5 24
34 absolut 1 39 80 0
relativ (%) 0,8 32,5 66,7 0
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Sonde 20qg13.2 (Fa. Vysis)

0-1 Signal 2 Signale 3-10 Signale >11 Signale
Fall Nr.
35 absolut 0 106 14 0
relativ (%) 0 88,3 11,7 0
36l absolut 5 114 1 0
relativ (%) [4,2 91,2 0,8 0
absolut 1 118 1 0
36"Aden0m relativ (%) 0.8 98,3 0,8 0
37 absolut 5 106 9 0
relativ (%) 4,2 88,3 7.5 0
38 absolut 4 111 5 0
relativ (%) 3,3 92,5 4,2 0
39 absolut 2 41 49 6
relativ (%) [1,7 34,2 40,8 5
40 absolut 2 109 9 0
relativ (%) | 1,7 90,8 75 0
41 absolut 3 34 82 0
relativ (%) 2,5 28,3 68,3 0
42 absolut 4 48 68 0
relativ (%) |3,3 40 56,7 0
43 absolut 5 70 45 0
relativ (%) 472 58,3 37,5 0
44 absolut 0 99 20 1
relativ (%) 0 82,5 16,7 0,8
45 absolut 1 115 3 1
relativ (%) 0,8 95,8 2,5 0,8
46 absolut 4 116 0 0
relativ (%) 3,3 96,7 0 0
47 absolut 4 28 83 5
relativ (%) |3,3 23,3 69,2 4,2
48 absolut 6 71 43 0
relativ (%) 5 59,2 35,8 0
49 absolut 9 104 7 0
relativ (%) 7.5 86,7 5,8 0
50 absolut 5 103 12 0
relativ (%) [4,2 85,8 10 0
51 absolut 17 73 30 0
relativ (%) 14,2 60,8 25 0
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Anhang

Sonde 20qg13.2 (Fa. Vysis)

0-1 Signal 2 Signale 3-10 Signale >11 Signale
Fall Nr.
52 absolut 1 42 77 0
relativ (%) |0,8 35 64,2 0
53] absolut 3 107 10 0
Adeno Ca relativ (%) 2,5 89,2 8,3 0
53l absolut 3 116 1 0
mucinéses ca | relativ (%) 2,5 96,7 0,8 0
54 absolut 10 50 60 0
relativ (%) 8,3 41,7 50 0
55 absolut 11 83 26 0
relativ (%) 9,2 69,2 21,7 0
56l absolut 5 30 85 0
Adeno Ca relativ (%) 4,2 25 70,8 0
56ll absolut 112 8 0 0
siegelringzellig | relativ (%) 93,3 6,7 0 0
56lll absolut 109 10 1 0
Adenom relativ (%) |90,8 8,3 0,8 0
57 absolut 3 92 25 3
relativ (%) |25 76,7 20,8 2,5
58 absolut 0 8 112 0
relativ (%) 0 6,6 93,3 0
59 absolut 3 50 67 0
relativ (%) 25 417 55,8 0
60 absolut 3 113 4 0
relativ (%) 2,5 94,2 3,3 0
61 absolut 5 53 62 0
relativ (%) 4,2 442 51,7 0
62 absolut 4 52 64 0
relativ (%) |3,3 43,3 53,3 0
63l absolut 0 39 81 0
Adeno Ca relativ (%) 0 32,5 67,5 0
63ll absolut 0 28 92 1
mucindses Ca | relativ (%) |0 23,3 76,7 0,8
64 absolut 4 111 5 0
relativ (%) [3,3 92,5 4,2 0
65 absolut 6 112 2 0
relativ (%) 5 93,3 1,7 0
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Anhang

Sonde 20q13.2 (Fa. Vysis)

0-1 Signal 2 Signale 3-10 Signale >11 Signale
Fall Nr.
66 absolut 4 111 5 0
relativ (%) 3,3 92,5 4,2 0
67 absolut 3 59 58 0
relativ (%) 2,5 49,2 48,3 0
68 absolut 5 62 53 0
relativ (%) 4,2 51,7 442 0
69 absolut 0 33 87 0
relativ (%) 0 27,5 72,5 0
701 absolut 1 55 64 0
relativ (%) 10,8 45,8 53,3 0
70ll absolut 1 45 73 1
relativ (%) 0,8 37,5 60,8 0,8
71 k.M. absolut
relativ (%)
721 absolut 6 43 69 2
relativ (%) 5 35,8 57,5 1,7
7211 absolut 2 64 37 17
relativ (%) 1,7 53,3 30,8 14,2
73 absolut 0 37 83 0
relativ (%) |0 30,8 69,2 0
74| absolut 2 115 3 0
relativ (%) |1,7 95,8 2,5 0
7411 absolut 1 103 16 0
relativ (%) 0,8 85,8 13,3 0
75l absolut 5 50 35 30
relativ (%) 4,2 417 29,2 25
7511 absolut 1 13 102 4
relativ (%) 0,8 10,8 85 3,3
76 absolut 4 110 6 0
relativ (%) |3,3 91,7 S 0
77 absolut 9 44 67 0
relativ (%) 7.5 36,7 55,8 0
78 absolut 5 105 10 0
relativ (%) [4,2 87,5 8,3 0
79I absolut 1 14 98 7
relativ (%) 0,8 11,7 81,7 5,8
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Anhang

Sonde 20q13.2 (Fa. Vysis)

0-1 Signal 2 Signale 3-10 Signale >11 Signale
Fall Nr.
7911RR absolut 5 115 0 0
Resektionsrand | relativ (%) 4,2 95,8 0 0
801 absolut 5 37 78 0
relativ (%) [4,2 30,8 65 0
80II absolut 1 17 102 0
relativ (%) |0,8 14,2 85 0
80lll absolut 4 39 77 0
relativ (%) 3,3 32,5 64,2 0
801V RR | absolut 1 119 0 0
Resektionsrand | relativ (%) 0,8 99,2 0 0
81 absolut 1 111 8 0
relativ (%) 0,8 92,5 6,7 0
82 absolut 2 30 75 13
relativ (%) 1,7 25 62,5 10,8
83 absolut 4 27 73 16
relativ (%) |3,3 22,5 60,8 13,3
84 absolut 0 30 90 0
relativ (%) |0 25 75 0
85 absolut 1 22 93 4
relativ (%) 0,8 18,3 77,5 3,3
86 absolut 0 112 8 0
relativ (%) |0 93,3 6,7 0
87 absolut 0 9 108 3
relativ (%) 0 7,5 90 2,5
88 absolut 0 118 2 0
relativ (%) |0 98,3 1,7 0
89| absolut 17 90 13 0
relativ (%) | 14,2 75 10,8 0
89II absolut 8 111 1 0
LK-Metastase | relativ (%) 16,7 92,5 0,8 0
90 absolut 3 55 62 0
relativ (%) 25 45,8 51,7 0
91 absolut 6 90 24 0
relativ (%) 5 75 20 0
92 absolut 12 104 4 0
relativ (%) 10 86,7 3,3 0
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Anhang

Sonde 20q13.2 (Fa. Vysis)

0-1 Signal 2 Signale 3-10 Signale >11 Signale
Fall Nr.
93 absolut 2 79 39 0
relativ (%) 1,7 65,8 32,5 0
94 absolut 7 35 78 0
relativ (%) |5,8 29,2 65 0
95 absolut 3 24 89 4
relativ (%) 25 20 74,2 3,3
96 absolut 16 42 62 0
relativ (%) | 13,3 35 51,7 0
97 absolut 2 23 92 3
relativ (%) 1,7 19,2 76,7 2,5
98 absolut 23 92 5 0
relativ (%) [19,2 76,7 4,2 0
99 absolut 4 49 67 0
relativ (%) |3,3 40,8 55,8 0
100 absolut 1 89 30 0
relativ (%) 0,8 74,2 25 0
101 absolut 1 29 89 1
relativ (%) 0,8 24,2 74,2 0,8
1021 absolut 2 84 34 0
Adeno Ca relativ (%) | 1,7 70 28,3 0
10211 absolut 3 100 16 1
Adenom relativ (%) 25 83,3 13,3 0,8
103 absolut 1 15 102 2
relativ (%) 0,8 12,5 85 1,7
104 absolut 0 17 100 3
relativ (%) 0 14,2 83,3 2,5
105 absolut 1 8 102 9
relativ (%) 0,8 6,7 85 7.5
106 absolut 8 52 60 0
relativ (%) 6,7 43,3 50 0
107 absolut 12 36 72 0
relativ (%) 10 30 60 0
108 absolut 9 79 32 0
relativ (%) |75 65,8 26,7 0
109 absolut 4 66 50 0
relativ (%) 3,3 55 41,7 0
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Anhang

Sonde 20q13.2 (Fa. Vysis)

0-1 Signal 2 Signale 3-10 Signale >11 Signale
Fall Nr.
110 absolut 3 47 70 0
relativ (%) 2,5 39,2 58,3 0
111 absolut 2 97 21 0
relativ (%) 1,7 80,8 17,5 0
112 absolut 2 70 48 0
relativ (%) 1,7 58,3 40 0
113 absolut 0 22 98 0
relativ (%) 0 18,3 81,7 0
114 absolut 2 29 88 1
relativ (%) 1,7 24,2 73,3 0,8
115 absolut 0 15 104 1
relativ (%) 0 12,5 86,7 0,8
116 absolut 6 99 15 0
relativ (%) 5 82,5 12,5 0
117 absolut 5 31 81 3
relativ (%) 4,2 25,8 67,5 2,5
118 absolut 1 26 91 2
relativ (%) 0,8 21,7 75,8 1,7
119 absolut 12 102 6 0
relativ (%) |10 85 5 0
120 absolut 6 40 74 0
relativ (%) 5 33,3 61,7 0
121 absolut 7 17 91 5
relativ (%) 5,8 14,2 75,8 4.2
122 absolut 1 15 104 0
relativ (%) |0,8 12,5 86,7 0
123 absolut 3 103 14 0
relativ (%) |25 85,8 11,7 0
124 absolut 4 30 84 0
relativ (%) 3,3 25 70 0
125I absolut 1 28 88 3
relativ (%) ]0,8 23,3 73,3 2,8
125I1 absolut 1 90 29 0
Adenom relativ (%) 0,8 75 24,2 0
126 absolut 0 34 85 1
relativ (%) 0 28,3 70,8 0,8
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Anhang

Sonde 20q13.2 (Fa. Vysis)

0-1 Signal 2 Signale 3-10 Signale >11 Signale
Fall Nr.
127 absolut 0 100 20 0
relativ (%) 0 83,3 16,7 0
128l absolut 2 55 63 0
relativ (%) 1,7 458 52,5 0
1281 absolut 2 112 6 0
mucinéses Ca | relativ (%) 1,7 93,3 5 0
129 absolut 4 45 70 1
relativ (%) |3,3 37,5 58,3 0,8
130 absolut 0 104 16 0
relativ (%) 0 86,7 13,3 0
131 absolut 0 104 16 0
relativ (%) 0 86,7 13,3 0
132 absolut 0 9 53 58
relativ (%) |0 7.5 44,2 48,3
133 absolut 0 110 10 0
relativ (%) 0 91,7 8,3 0
134 absolut 0 10 107 3
relativ (%) 0 8,3 89,2 2,8
135 absolut 0 40 79 1
relativ (%) |0 33,3 65,8 0,8
136l absolut 1 23 96 0
relativ (%) 0,8 19,2 80 0
136l1 absolut 0 16 99 5
relativ (%) |0 13,3 82,5 4,2
1371 absolut 0 18 99 3
relativ (%) 0 15 82,5 2,8
13711 RR | absolut 5 115 0 0
Resektionsrand | '€lativ (%) 4,2 95,8 0 0
138l absolut 0 5 111 4
relativ (%) 0 4,2 92,5 3,3
13811 RR | absolut 4 115 1 0
Resektionsrand | €lativ (%) 3,3 95,8 0,8 0
139 k.M. | absolut
relativ (%)
140 absolut 0 113 7 0
relativ (%) 0 94,2 5,8 0
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Anhang

Sonde 20q13.2 (Fa. Vysis)

0-1 Signal 2 Signale 3-10 Signale >11 Signale
Fall Nr.
1411 absolut 18 69 33 0
relativ (%) 15 57,5 27,5 0
14111 absolut 1 99 20 0
relativ (%) [0,8 82,5 16,7 0
142 k.M. | absolut
relativ (%)
143 absolut 0 82 37 1
relativ (%) 0 68,3 30,8 0,8
144 absolut 1 96 23 0
relativ (%) 0,8 80 19,2 0
145 absolut 2 117 1 0
relativ (%) 1,7 97,5 0,8 0
146 absolut 0 35 85 0
relativ (%) 0 29,2 70,8 0
147 absolut 0 52 56 12
relativ (%) 0 433 46,7 10
148 k.M. | absolut
relativ (%)
149 absolut 2 56 62 0
relativ (%) 1,7 46,7 51,7 0
150 absolut 0 67 43 10
relativ (%) |0 55,8 35,8 8,3

102




Name:

Eltern:

Wohnort:

Geburtsdatum:
Familienstand:

Staatsangehorigkeit:

Schulausbildung
1977-1981
1981-1991

Lebenslauf

Astrid Karin Hacker

Hanna Helga Hacker, Vorsitzende Richterin am
Oberlandesgericht in Minchen a.D.

Hans Helmut Hacker, Vorsitzender Richter am
Bundesverwaltungsgericht in Minchen a.D.
Barlachstr. 12

80804 Minchen

11.12.1970 in Landshut

ledig

deutsch

Grundschule

Gymnasium, Abschlufd mit Abitur

Berufsausbildung und Studium

1991-1993  Ausbildung zur medizinisch-technischen

Laboratoriumsassistentin, Abschlul® mit Staatsexamen

1993-1994 Studium der Humanmedizin in Leipzig

1994-1997 Studium der Humanmedizin in Innsbruck
1997-2001 Studium der Humanmedizin in Minchen

(Ludwig-Maximilians-Universitat), Abschlufd mit Staatsexamen

1997 -2001  Doktorarbeit zum Thema: Die prognostische Relevanz von 20q13.2

beim kolorektalen Karzinom

Beruf
seit 01.01.2002

Arztin im Praktikum an der Neurologischen Klinik der

Johannes Gutenberg-Universitat Mainz



