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KRAS v-Ki-ras2, Kirsten rat sarcoma viral oncogémenolog
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TGFBR2 Tumor Growth Factor Beta Receptor Type 2
TMA Tissue Micro Array



TME
TMP
TP
TP53
TS
TUM
u.a.
uicc

z.B.

totale mesorectale Exzision

Thymidinmonophophat

Thymidin Phosphorylase

(ehemals p53) Tumor Protein 53

Thymidylat Synthase

Technische Universitat Minchen

unter Anderem

Union International Contre le Cancer (Intémm@al Union Against Cancer)
Veneninvasion (in Verbindung mit der TNM-Klaskdtion der UICC)
histopathologisch nicht beurteilbar

zum Beispiel



B. Einleitung

Colorektale Karzinome (CRC) gehotren in den Indakindern zu den haufigsten malignen
Tumoren, ihre Inzidenz nimmt in Westeuropa in dgaten Jahrzehnten zu und liegt derzeit
bei 25-40 Neuerkrankungen pro 100.000 EinwohneamiDist das CRC die dritthaufigste
Carcinomart beim Mann (nach dem Bronchial- und fatasarcinom) und die zweithaufigste
Carcinomart bei der Frau (hach dem MammacarcinBetyachtet man ausschlief3lich
Nichtraucher, dann ist das CRC unter Frauen undnelagemeinsam das haufigste
Malignom (Parkin, 1999). Es gibt deutliche nati@nahd geographische Unterschiede in der
Inzidenz des CRC, wie auch bei anderen Malignomenartige Unterschiede sind weltweit
und auch innerhalb Europas regional zu beobachitBnist die Inzidenz in Tschechien
doppelt so hoch, wie in Finnland (Levi, 1993). frikanischen Landen ist z.B. unter der
Bevolkerung Gambias die Wahrscheinlichkeit einen&&rankung lediglich 1.3, wahrend sie
im Senegal bei 1.9 liegt (Schmoll, 1999).

In Westeuropa sinkt trotz steigender Inzidenz detilitat des CRC, sie betragt aktuell etwa
15% aller onkologischen Todesfélle. Dies lasst sicht allein durch veranderte
therapeutische Modalitaten erklaren, denn es hsigtrin der Chirurgie, Strahlentherapie
und internistischen Onkologie, speziell in der &djten Situation, keine grundlegenden
Neuerungen ergeben, auch wenn man die totale nutsler&xzision beim Rectumcarcinom
(TME) und auch die Einfuhrung der Immuntherapidi(&®GF-Rezeptor-Ak Erbitux/
Cetuximal®) beriicksichtigt (Costa, 2004) (Ragnhammar, 20D Krebsfriherkennung

hat den entscheidenden Beitrag fur die Senkundyldetalitat erbracht, d.h. das bessere
Gesamtiiberleben und tumorfreies Uberleben. Diasiisiittelbar Folge einer friiheren
Erstdiagnose und entsprechend niedrigeren Tumaesthei Erstdiagnose, sowie einer
Therapie in einem friheren Stadium und damit vediearauch verbesserten Heilungschancen
(Aarnio, 1995).

Die Tumorgenetik der sporadischen CRC ist in deztde drei Jahrzehnten detailliert
untersucht worden. Auf Grundlage der Mechanismemgdeomischen Instabilitat lassen sich
die CRC in zwei Gruppen unterteilen. Die Mehrzad @RC (80-85 %) ist chromosomal
instabil (CIN), sie zeigt eine Umorganisation desn@ms, erkennbar an LOH’s (loss of
heterozygosity) (Jass, 2007). Diese Tumoren zeigaist durch Mutationen hervorgerufene
Funktionsverluste der Tumorsuppressorgene APC (adatdse polyposis coli) und p53. Die
tbrigen CRC (15-20 %) sind durch hochgradige Miateliteninstabilitat (MSI-H —



microsatelite instability of high grade) gekennbaiet (Jung, 2007). Ursache dieser
Instabilitat ist letztlich der Funktionsausfall dessmatch repair systems (MMR). Nicht nur
molekulargenetisch, sondern auch klinisch untelideimesich CRC der beschriebenen
genetischen Entstehungsmechanismen. MSI-H Karzidiggen meist im rechten Hemicolon
und zeigen histopathologisch meist einen muzindsgn Sie sind h&ufig auch dicht von
tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten infiltriert. Alncprognostisch und therapeutisch
scheinen sich diese Tumoren von den anderen gemetid/arianten zu Unterscheiden. lhre
Prognose scheint giinstiger, bezogen auf das Gesaraiien und das krankheitsfreie
Uberleben, wobei sie nach in-vitro Daten gegenieei5-FU (5-Fluoruracil) basierten
Standardchemotherapie resistent erscheinen, imnSatzezu den Tumoren mit intaktem
MMR system (Carethers, 2004). Allerdings sind dieikchen Daten dazu uneinheitlich
(Choi, 2002; Ribic, 2003) und prospektive klinis@teidien dazu sind noch nicht
abgeschlossen. Grundlegend fur diese Erkenntniasenwor allem die Arbeiten von
Vogelstein (Vogelstein, 1988), der das Modell ddeAom-Karzinom-Sequenz etabliert hat.
In diesem Modell, das in den Folgejahren immer ketdt dargestellt werden konnte, wird
postuliert, dass eine schrittweise Akkumulationegextcher Veranderungen, wie Mutationen,
Deletionen, Amplifikationen, also komplexe gendts&/erdnderungen, notwendig sind, um
ein normales Colonepithel genotypisch tber ein Adem ein Karzinom zu transformieren
(Richter, 2003). Phanotypisch entspricht diese fesxijon den verschiedenen Graden einer
Intraepithelialen Neoplasie (Dysplasie) tber eisitn Carcinom zu einem invasiven
Carcinom, wobei die genetischen Veranderungen dephmlogischen Befunden
vorausgehen. Unter den beteiligten Genen finddnsache, die fir Wachstumsfaktoren und
deren Rezeptor kodieren (EGF-Rezeptorfamilie), @Rex-) Thyrosinkinasen,
Schlusselmolekile der intrazellularen Signaltrakida (K-ras), Transkriptionsfaktoren,
Zellzyklusregulatoren, sowie Tumorsuppressorgeb8)(fMa, 2000; Catalano, 2001). Dieser
pathogenetische Weg betrifft etwa 90% aller col@iea Carcinome (vgl. Abbildung 1)
(Markowitz, 2000).
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Abbildung 1

nach Markowitz, (HUGO, 2008)

Neben diesen sporadischen Karzinomen entstehdi® @.der CRC auf dem Boden
genetischer Syndrome die mit definierten Gendefe&tehergehen und Ursache
verschiedener, in der Regel familidrer CRC sindAIC (Lynch-Syndrom), FAP (Familidre
Adenomatdse Polypose), FIP (Familiare juvenile ptsg), Peutz-Jeghers-Syndrom
(Lentigopolypose), Gardner-, Turcot- und Li-Fraum®@yndrom sowie weitere (Hamilton,
1995; Lynch, 2003).

In eine dritte Gruppe gehdren jene colorectale il@ance, die vor dem Hintergrund einer
chronisch entziindlichen Darmerkrankung entstehierdid Entwicklung eines Carcinoms
offenbar begunstigt, insbesondere die Colitis Wsar(CU) und der Morbus Crohn (MC),

wobei eine erhohte Karzinominzidenz bei MC wesehtieltener ist, als bei CU.

Als Ausloser fur die Entstehung sporadischer Tumoeverden verschiedene Faktoren

diskutiert, hierzu gehéren unter anderem Ernéhmgegshnheiten, wie hochkalorische
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Ernahrung mit einem hohen Anteil an tierischem,Fetem Fleisch sowie geringem Anteil
an Faser-, Gemuse- und calciumreichen Nahrungsmigigeziell in den westlichen
Industrielandern. Daneben spielen zumindest epidlegisch sogenannte ,life style®
Faktoren, insbesondere Bewegungsmangel, ebeniiadiskelle. Der Beitrag, den diese
Faktoren fur die Karzinomentstehung im Einzelnaelep, ist im Detail aber noch nicht
sicher geklart. Entsprechend schwierig sind FratgrPraventivmedizin zu beantworten.
Neben den genannten Ansatzpunkten gibt es in j@ngsit auch experimentelle
pharmakologische Studien zur Pravention Colorect@éecinome. Diese betreffen die
Therapie mit Salizylaten, also nicht-steroidalertitieumatika (NSARS). Es konnte gezeigt
werden, dass die dauerhafte Einnahme niedrig desi&spirins (100 mg/Tag) zu einer
Abnahme des Lebenszeitrisikos fir CRC um bis z&50hrt (Rosenberg, 1995;
Giovannucci, 1999; Janne, 2000). Auch andere diatimmatorische Substanzen, die Coxibe,
also selektive Cyclooxigenase 2 (COX-2)- Inhibitgr&itaminpraparate (insbesondere
Vitamin A, C und E), Calcium, aber auch N-Acetylystein-Protease-Inhibitoren und
Glutathion-S-Transferase-Induktoren, Folsaure (na¢&h#d00 mg/Tag), sowie Buttersédure
werden als protektive Substanzen diskutiert. Ihikifvechanismen sind aber meist
ungeklart, fur Folinsédure wird beispielsweise einfla3 auf die Korrektur einer gestorten
DNA-Methylierung diskutiert (Levin, 1995; Buech@Q05).

Die Therapie des CRCs erfolgt stadienadaptiert,diael herapie aller soliden Malignome.
Die Tumorstadien sind international einheitlichsgmechend der sog. ,, TNM-Klassifikation*
der Union International Contre le Cancer (UICC)imieft (Ch. Wittekind, 2003). Sie
erlauben eine Zuordnung von Patienten in progroeissruppen (,Risikogruppen®) und
ermoglichen damit eine einheitliche risikoadapéextijuvante Therapie. Als mdgliche
Therapieverfahren gelten beim CRC neben den Stdweldahren der Operation,
Strahlentherapie und ,klassischen“ Chemotherapeauch die Immuntherapie sowie
Kombinationen der verschiedenen TherapieverfahCeiy( 2005). Die Standardtherapie
besteht derzeit aus der Chirurgie, stadienabh&gefmgt von einer adjuvanten
Chemotherapie und beim Rektumkarzinom einer adjevaRadiochemotherapie.

Die Standardchemotherapie ist seit 35 Jahren t@vienose Therapie mit
Pyrimidinbasenanaloga speziell dem 5-FluorouratiKkombination mit Leucovorin (Grem,
1987; O'Connell, 1989). Sie war lange Zeit die &per der Wahl sowohl in der adjuvanten
wie auch in der palliativen Situation, wobei hemt@ehmend auch Kombinationstherapien

mit weiteren Substanzen eingesetzt werden (TumistezgMinchen, 2006).
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Die klinischen Stadien sind in Tabelle 1, Tabellen® Tabelle 3 dargestelit.

T Primartumor

TX | Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt far Primartumor

Tis |Carcinoma in situ: intraepithelial oder Infiltrati@ler Lamina propria

T1 Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert durch die Muscularis propria imedSubserosa oder in nicht
peritonealisiertes perikolisches oder perirekt@esvebe

T4 Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder %turerf' * und/oder perforiert das

viszerale Peritoneum

Tabelle 1
T-Stadien der TNM-Klassifikation

Anmerkungen:

1 Tis liegt vor, wenn Tumorzellen innerhalb der &8asembran der Driisen (intraepithelial), oder in der
Lamina propria (intramukds) nachweisbar sind, ottees eine Ausbreitung durch die Muscularis

mucosae in die Submukosa feststellbar ist

2 Direkte Ausbreitung in T4 schlieRt auch die Indition anderer Segmente des Colorectums auf dem
Weg Uber die Serosa ein, z.B. die Infiltration 8&gma durch ein Zdkalcarcinom

® Ein Tumor, der makroskopisch an anderen Orgaden Strukturen adharent ist, wird als cT4 klaskifiz Ist
bei der histologischen Untersuchung in den Adhé&sideein Tumorgewebe nachweisbar, soll der Tumop &%

klassifiziert werden.

N Regionare Lymphknoten

NX |[Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Metastasen in 1 bis 3 regionaren Lymphknoten

N2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten

Tabelle 2
N-Stadien der TNM-Klassifikation

Anmerkung:

Ein Tumorkndtchen im perikolischen oder perirektai@ttgewebe ohne histologischen Anhalt fir Resiese

Lymphknotens wird in der pN-Kategorie als regionByenphknotenmetastase klassifiziert, wenn die Fonu

glatte Kontur eines Lymphknotens vorliegt. Wenn @amorkndtchen eine irregulére Kontur aufweist| eslin

der pT-Kategorie klassifiziert und auch als V1 (rgkopische Veneninvasion) oder, fall es makrosapi
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erkennbar ist, als V2 verschlisselt werden, wedam sehr wahrscheinlich ist, das es eine Venasiox

darstellt.

M Fernmetastasen

MX Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Tabelle 3
M-Stadien der TNM-Klassifikation

pTNM: pathologische Klassifikation:

die pT-, pN- und pM-Kategorien entsprechen derNF-ynd M-Kategorien.

pPNO: Regiondre Lymphadenektomie und histologische Uanténsng Gblicherweise von 12
oder mehr Lymphknoten.

Wenn die untersuchten Lymphknoten tumorfrei simeralie Zahl der tblicherweise
untersuchten Lymphknoten nicht erreicht wird, ptD klassifiziert werden.

Eine zuséatzliche Moglichkeit der histopathologistiknteilung maligner Tumoren ist die

Graduierung (Tabelle 4).

G Histopathologische Graduierung

GX  Differenzierung kann nicht bestimmt werden
Gl  Gut differenziert

G2 MaRig differenziert

G3 Niedrig differenziert

G4  Undifferenziert

Tabelle 4

Grading (Histopathologische Graduierung)

Neben der international gebrauchlichen TNM-Klagatfion wird bei CRC vor allem in
angloamerikanischen Landern auch noch die Klasgifik nach Dukes verwendet, die im
frihen 20. Jahrhundert von dem englischen Patkal@ykes fur die Einteilung der
Rectumcarcinome beschrieben und dann auf Colomzang Ubertragen und folglich an
Colon- und Rectumcarcinomen angewandt wurde (wglh @nmerkung unten).

Zur Vereinfachung der Bezeichung der Tumorstadibhag eine numerische Klassifikation
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der TNM-Stadien, die fest an die TNM-Klassifikatigagbunden und nicht als eigentandige
Klassifikation zu verstehen ist (vgl. Tabelle 6).

Stadium _ . .
Histopathologisches Bild

Dukes TNM Numerisch

TisNOMO 0 Karzinoma in situ

A TLT2NOMO I Infiltration beschrankt auf Mukosa und Submukosa.bz
Infiltration erreicht die Muskularis

B T3NOMO A Infiltration oder Penetration der Seeo

B T4ANOMO 1B Infiltration eines Nachbarorganes

C T1,T2N1IMO 1lIA Befall regionarer Lymphknoten

C T3,T4N1MO IlIB Befall regionarer Lymphknoten

C

D

TxN2MO nc Befall von 4 oder mehr regionéren Lghknoten

TXNXMi v Fernmetastasen (z. B. Leber, Lunge,)etc

Tabelle 5

Gesamtibersicht TNM-Klassifikation/Dukes/Numerischund histopathologisches Bild

Anmerkung: Das Dukes Stadium B enthalt prognostistterschiedliche Gruppen, die Gruppe: pT3, pNOQcM
mit einer besseren Prognose und die Gruppe: pN@, cMO, mit einer ungiinstigeren Prognose, dastye

gilt fir die Gruppe Dukes C: jedes pT1-4, pN1, ci@l pT1-4, pN2, cMO. Dies ist damit zu erklareassldie
urspriingliche Dukes Klassifikation aus dem Jah2918ur fiir die Klassifikation der lokoregionaren
Ausdehnung von Rektumkarzinomen eingefuhrt wundegein Folgejahren aber immer wieder veréndert und
angepasst wurde, um in der jetzigen Form schtibfsuch fir Coloncarcinome Verwendung zu finder. Di
TNM-Klassifikation wurde erst im Jahre 1953 eindefiinachdem P. Denoix diese in den Jahren 1942-195
entwickelt hatte. Bis 1967 wurden insgesamt 23aleeslene Tumorentitdten in die TNM-Einteilung
aufgenommen, seitdem erfolgen standige UberarlgtugCh. Wittekind, 2003).



Stadiengerechte Therapie des Kolonkarzinoms

pT1-4 pNO MO pT3-4 pNO MO, pT1-4 pNO-2 M1
pT1-3 pN1-2 MO

'

Beobachtung adjuvante Chemotherapie palliative Chemotherapie

Abbildung 2 Stadiengerechte Therapie des Coloncanmoms (Berger D. P., 2002)

Stadiengerechte Therapie des Rektumkarzinoms

pT1-2 pNO MO pT3-4 pNO MO, T3 tiefsitzend, pT1-4 pN1-3 M1
pT1-3 pN1-3 MO pT4 N1-3 MO
Praoperative palliative
Radiochemotherapie oP

}

\j \/
Beobachtung adjuvante adjuvante palliative
Radiochemotherapie Therapie Cx oder RxCx

RxCx Radiochemotherapie, Cx Chemotherapie

Abbildung 3 Stadiengerechte Therapie des Rectumcarmoms (Berger D. P., 2002)

14
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Sfral\clill\jm Histopathologischer Befund F'unf-Jahres(—éJal:.))erlebensrate
T1 NO MO Infiltration beschrankt auf Mukosa und > 90 %
Submukosa
T2 NO MO Infiltration erreicht die Muskularis 85 %
T3 NO MO Infiltration oder Penetration der Serosg 0 -780 %
TX N1,2 MO Befall regionarer Lymphknoten 35-65%
TX NX M1 Fernmetastasen (z. B. Leber, Lunge, stc.) 5%

Tabelle 6

Funf-Jahres-Uberlebensraten in Abhéngigkeit von denTumorstadium

Die 5-Jahres-Uberlebensrate die sich aus den Tuassifkationen, sowohl der nach Dukes,
wie auch der TNM-Klassifikation, ergibt, liegt fidre unterschiedlichen Stadien des CRC
zwischen Uber 90 % fir frihe Stadien und 5 % féigkschrittene Stadien (vgl. Tabelle 6).
Fir den einzelnen Patienten lasst sich aber eirgl€denswahrscheinlichkeiten nicht
angeben, denn fur individuelle Patienten sind §&ikén nicht aussagekréftig, da
"Wahrscheinlichkeit™ als statistische Gréf3e immarfiir ein Kollektiv von Aussagekraft ist.
Man muf3 sich auch dartber bewusst sein, dassstiphthologischen und klinischen
Tumorparameter, die der Tumorklassifikationen zur@e liegen, keine primaren
tumorbiologischen Merkmale sind, die unmittelbagr Aggressivitat und etwa die
Metastasierungsfahigkeit eines Malignoms kennz&ohNielmehr sind diese Parameter
lediglich sogenannte “Surrogatmarker”, d.h. Parameéie bereits Folge und nicht Ursache
der Tumorbiologie sind. Es gibt derzeit keinen Tupaoameter, der sicher vorhersagen lasst,
ob ein Patient geheilt, oder ob er an seiner Knéiogekung versterben wird.

Aus diesen Grunden ist man weiter auf der Suchlk naaen Prognoseparametern, die eine
genauere Einteilung in unterschiedliche Prognogezed erlauben (Bosman, 1999; Edler,
2000). Darunter finden sich sowohl weitere histbpligische Parameter, insbesondere aber
molekularbiologische und genetische Marker, wie ®Btationen des APC-Genes, der
mismatch repair Gene, TP53, KRAS und DCC (Bosm8a9)

! Anmerkung: Zusétzlich ist man auf der Suche naéldigtiven Parametern, also solchen Parameterrjatie
Ansprechen auf eine bestimmte Therapie vorhersagérs eine medikamentdse Therapie oder eine
Strahlentherapie. Diese Fragestellung ist abedifiivorliegende Arbeit nicht relevant, da alle iasgér Studie
untersuchten Patienten ausschlief3lich operativiiaisch) therapiert wurden, eine weitere adjuvdrterapie
(Strahlentherapie oder Chemotherapie) war nichthtgefiihrt worden.
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Unter den prognostisch relevanten molekularbioldgs Parametern wurden bereits in den
70-er und 80-er Jahren erstmals drei Enzyme bedsdn die Thymidylat Synthase (TS), die
Thymidin Phosphorylase (TP) und DihydropyrimidinoBphorylase (DPD) (Friedkin, 1973;
Weber, 1978; Harris, 1988).

Diese Enzyme haben jeweils Schlusselfunktionenhgsiologischen Stoffwechsel der
Pyrimidine: TS ist das einzige Enzym der de novotBgse von Desoxy-
Thymidinmonophophat (dTMP) (Johnston, 1994; EA&26Q0; Takenoue, 2000). TS und TP
sind an der intrazellularen Regulation eines kortstaThymidinspiegels wesentlich beteiligt
und regulieren damit indirekt auch die Proliferatliew. Zellteilung (Kuniyasu, 1998;
Sanguedolce, 1998). TP, das identisch ist mit diatelét Derived Endothelial Cell Growth
Factor, ist auch ein wichtiger Mediator der Angingge (Takebayashi, 1996; Schwartz, 1998;
Evrard, 1999; Evrard, 1999). Demgegenuber ist DiADvichtiges Enzym im Katabolismus
des Pyrimidinstoffwechsel (Abbildung 4) (Miyamog§00).

TS: dUMP + 5,10-CkRFH = dTMP+FH
TP:  Thymidin= Thymin + 2-deoxy-DRiboselPhosphat

DPD: Thymidin + NADPH+H = Dihydrothymidin + NADP

Pyrimidin + NADPH+H = Dihydropyrimidin + NADP

Abbildung 4
Funktionen der drei Enzyme TS, TP und DPD im physimgischen Stoffwechsel

Aufgrund der physiologischen Schltisselfunktionen ¥&, TP und DPD im
Pyrimidinmetabolismus und damit im Metabolismus B&IA und RNA-Synthese, ist es
vorstellbar, dass sie einen mittelbaren oder uetbdren Einflul3 auf die Tumorbiologie der

Colorectalen Carcinome haben und damit auch den@gnBse beeinflussen.

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Praggpression von TS, TP und DPD in CRC

und die Korrelation dieser Parameter zum klinisdkeankheitsverlauf.

Daraus ergeben sich im Einzelnen folgende Ziele:

1. Etablierung einer standardisierten semiqua@atimmunhistochemischen Methode
zur Bestimmung der Enzymexpression von TS, TP, PDrmalinfixierten und in
Paraffin eingebetteten Geweben (FFPET).

2. Charakterisierung der Enzymexpression in Norevaében des Colon und in
Tumorgewebe Colorectaler Carcinome.
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Zusammenstellung eines unselektionierten redtdgen Kollektives von Patienten
mit nodal-negativen colorectalen Carcinomen aus Aechiv des Institutes fur
Allgemeine Pathologie und Pathologische AnatomreT@éehnischen Universitét
Minchen (TUM) und der Chirurgischen Klinik des Kkam rechts der Isar der TUM.
Einschlusskriterien waren: (1) nodal negatives Gotwler Rectumcarcinom, (2)
Primartherapie ausschlief3lich operativ, (3) voligige klinische Dokumentation mit
erhobenen Verlaufsdaten.

Bestimmung der Enzymexpression in den CRC undefaiion der Enzymexpression
mit den klinischen Parametern (I) Tumorstadium), Rézidiv, (111)
krankheitsspezifische Uberlebensrate, (IV) Gesaartébensrate und (V)

Tumorlokalisation.
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C. Material und Methoden

l. PATIENTENKOLLEKTIV

Das Studienkollektiv setzt sich aus Patienten zasam die in der Chirurgischen
Universitatsklinik des Klinikum rechts der Isar d&dM in den Jahren 1993 bis 1997 operiert
wurden und deren Tumoren im Institut fur AllgemeRethologie und Pathologische
Anatomie der TUM histopathologisch untersucht utadsifiziert wurden. Der Fragestellung
entsprechend wurde ein Kollektiv von Patienten@RC untersucht, die alle nodal negativ
waren, d.h. Tumoren im TNM-Stadium pT1-pT4, pNBIQ9 RO bzw. Dukes Stadien A und
B.

Alle Patienten waren ausschlief3lich chirurgischapeert, d.h. durch primére Tumorresektion
behandelt, sie erhielten keine adjuvante oder negadte Chemotherapie oder
Radiotherapie, da das Risiko eines Rezidivs ochar életastasierung zum Zeitpunkt der
Therapie fur zu gering angesehen wurde und demgegewine signifikante Verbesserung
der Prognose durch eine adjuvante Therapie nictiyert war.

Das Kollektiv umfasst 97 Patienten, die detaildedufschlisselung nach Alter, Geschlecht
und Tumorstadien bzw. pathologisch-anatomischesdflikation findet sich in Tabelle 7
Studienkollektiv.



Absolut Prozent
Anzahl Patienten 97 100
Mannlich 61 62,9
Weiblich 36 37,1
Stadium |/ Dukes A 22 22,7
Hiervon T1 4 4,1
T2 18 18,6
Stadium 1l / Dukes B 75 77,3
Hiervon T3 62 63,9
T4 13 13,4
G1 0 0
G2 74 76,3
G3 22 22,7
G4 1 1,0
Lokalisation Colon 61 62,9
Rectum 36 37,1
Tumorbedingter Tod nein 87 89,7
ja 10 10,3
Colon 4
Rectum 6
Rezidiv nein 83 85,6
ja 14 14,4
Colon 6
Rem 8
Alter in Jahren (bei Diagnose)
Mittelwert 65,71
Median 65
Spannweite 26-87
Beobachtungszeitraum in Monater 13-85
Median 63
Tabelle 7

Studienkollektiv

19
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. IMMUNHISTOCHEMIE

Die Immunhistochemie ist eine histochemische, moligisch basierte in-situ Methode zum
spezifischen Nachweis von Proteinen in GewebegemiSie erlaubt eine qualitative
Aussage zur Lokalisation eines Proteins in Gewels@nauch eine semiquantitative Aussage
zur relativen Héhe der Expression. Das Grundprideiplmmunhistochemie besteht darin,
einen Gewebeschnitt mit einem Antikorper zu inkudaie der spezifisch an das gesuchte
Protein bindet. Ein spezifischer Antikbrper bindatein Epitop eines Proteins, eine
Bindungsstelle von wenigen Peptiden. Man verweddeti monoklonale oder polyklonale
Antikorper (Seren). Der spezifisch gebundene Ampkd, der sog. Primarantikorper, wird
schlie3lich in dem Gewebeschnitt durch eine Enzgktren mit einem Farbstoff, dem
Chromogen, fur die Durchlichtmikroskopie sichtbangacht.

Diese Methode nennt man den direkten Nachweisyisieder Einfachheit wegen zunachst
dargestellt, findet aber in der Praxis der Immutadlzisemie selten Anwendung, da diese
Methode eine relativ geringe Sensitivitat besitzt.

Die sensitivere indirekte Methode beinhaltet noiclere Zwischenschritt, der zu einer
Verstarkung der Chromogensignale fiihrt. In diesaséizlichen Schritt wird dabei ein
zweiter Antikorper, der sog. Sekundar-AntikérpeeoBrickenantikdrper, an den
Primarantikdrper gebunden. Der Sekundéarantikogiesgezifisch gegen Antikdrper der
Spezies gerichtet, aus der der Primarantikdrpeogaen wurde. An diesen
Sekundarantikorper ist in den klassischen VerfaliereEnzym gekoppelt, das mit einem
Chromogen reagiert und es dadurch lichtmikroskdprschweisbar macht. In den modernen
Nachweisverfahren sind zur Signalverstarkung umdidzur Erhéhung der Sensitivitat,
Antikorper und Enzym nicht direkt, sondern indirékier hochaffine Molekdile als
Bindungspartner gekoppelt. Da diese Molekile mé&heime Bindungsstelle haben, kénnen
auf diese Weise gleichzeitig mehrere Enzymmolejailentikdrper binden. Am haufigsten
werden hierbei Streptavidin und Biotin bzw. Avidind Biotin verwendet. Man bezeichnet
diese Technik als doppelt indirekte Methode. Zunetdnwird aber auch eine einfach-
indirekte Methode eingesetzt, bei der eine Sigmatédekung erreicht wird, indem multiple
Enzymmolekile Uber groRere Kohlenhydratketten tiaekeinen Sekundarantikorper
gekoppelt sind, dieses Prinzip wird kommerziell ala ,Enhanced Polymer System*

bezeichnet.



21

Gewebeschnitte werden nach Abschluss der immurdhisinischen Farbung mit einer meist
monochromatischen histologischen Farbung (z.B. Haumg behandelt, was bei der
Durchlichtmikroskopie eine detaillierte histomorjpdgische Beurteilung ermdglicht.
In den folgenden schematischen Darstellungen Abbddb - Abbildung 8 wird eine Auswabhl

immunhistochemischer Farbemethoden erlautertndikteiser Arbeit eingesetzt wurden.

POX-konjugierter Primarantikorper

); Auf die Inkubation des Primarantikérpers erfolgedtt die Inkubationmit dem

L\ Chromogen. Es ist also nur ein Antikdrperschritighd

Abbildung 5
POX-konjugierter Primarantikorper

Biotinylierter Primar-Ak + Komplex

LSAB (Labelled Strept-Avidin-Biotin) basiert aufide
Affinitat von Avidin zu Biotin. Dieses Verfahrentgen wir sowohl fiir

;”\ ;”\ konjugierte, als auch fur unkonjugierte Primarainder ein. Liegen
biotinylierte Primarantikérper vor, so ist ledidliooch eine

Chromogeninkubation nétig.

Abbildung 6

Biotinylierter Primar-Ak + Komplex (ggf. weiterer S chritt vorab bei unkonjugiertem Primar-Ak)

Primarantikorper + EnVision™

Bei der EnVision™-Methode erfolgt die Inkubatioranv
Sekundarantikdrper und Komplex in einem einzigenric
da Sekundarantikdrper und Peroxidase an einen &extr

Polymertorso gekoppelt vorliegen.

Abbildung 7
Primarantikérper + EnVision ™
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Primarantikorper + Brucken-Ak + EnVision™

Diese Methode unterscheidet sich von
Abbildung 7 in der Anwendung eines

Bruckenantikorpers. Da das System nur

fur Primé&rantikérper von Maus und

| "
)l\ )k )l\ Kaninchen existiert, mufd flr

Priméarantikbrper anderer Spezies (z.

e

Ratte bei DPD) ein entsprechender

[
—

Bruckenantikorper zwischengeschalt

werden.

Abbildung 8
EnVision™-Methode fiir die verwandte DPD-IHC
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1. Etablierung der Antikdrper

Vor Beginn der Studie wurden durch Literaturrechermm PubMed (PubMed, 2000) sowie in
den Datenbanken kommerzieller Anbieter mit folgen8echbefehlen nach geeigneten
Antikérpern gesucht: TS, thymidylate synthase, thigmidine phosphorylase, DPD,
dihydropyrimidine dehydrogenase, antibody, immutdalsemistry.

Verfugbar waren schlie3lich Clone der Firmen ChemjdRockland und Hoffmann La
Roche. Insgesamt standen vier AK zur Verfligungs®®&anden auch als biotinylierte und
Peroxidase-konjugierte Clone zur Verfiigung, dianterschiedlichen Konjugationsstufen
vorlagen, sodass vier verschiedene Antikérper nagasamt 13 verschiedene Ak-
.Konjugate* ausgetestet wurden. Alle diese Ak wurd@aluiert nach Farberesultat,

optimalem Farbeprotokoll und Kosten (vgl. Tabelle 8

Antikdrper gegen Enzym TP DPD TS
Antikérpername TP 1C6-203|DPD 2H9-18  |TS 106 TS (pak’}
Unkonjugiert: + + + +
Konjugiert  Biotin 1:5 + + +
Biotin 1:10 + + +
Peroxidase + + +
Biotin 1:5 auf funf Primarantikdrper féllt ein bioylierter
Tabelle 8

Ausgetestete Antikorper bzw. Antikbrperkonjugate

Basierend auf den publizierten Literaturdaten worfie die Etablierung der
Immunhistochemie vier verschiedene Gewebe ausgevdihleweils sowohl auf RNA-

Ebene und auf Proteinebene (ELISA) hohe oder rjedexpressionslevel zeigten. Es handelt
sich hierbei um Colon, lleum, Lymphknoten und Leffarx, 1995; Johnston, 1999;
Guimbaud, 2000). Dabei ist die Expression und immmstochemische Anfarbung von TP
besonders hoch in mononukleéren Zellen (z.B. Kugttdlen der Leber)(Fox, 1995), fur

DPD in Hepatozyten und Plasmazellen (Johnston,;1G88nbaud, 2000) und fir TS in

Zentrozyten und Zentroblasten der Keimzentren.

% Hoffmann La Roche Basel, TP 1C6-203 10mg/m

% Hoffmann La Roche Basel, DPD 2H9-1b 5mg/ml

4 Chemicon Germany, Fischbacherweg 3A, 65719 Hofh&hgmidylate Synthase, clone TS106 (Hu) Ms IgG1
100ug Catalog Nr. MAB4130

® Pak hTS 7.4 (rabbit), Rockland, P.O. Box 316 Gitadlle, PA 525, Vertrieb iiber Biomol Feinchemieal
GmbH, WaidmannstralBe 35, 22769 Hamburg: Anti-Hulaymidylate Synthase (Sheep) Code 100-601-199
85mg/ml
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Diese vier Gewebe wurden als Kontrollen in einegesannten Tissue Micro Array (TMA)
zusammengestellt. Die Kontrollen wurden, bis af dabergewebe, von
Operationspraparaten zufallig ausgewahlter Studigsmien enthommen. Lebergewebe mit
Normalbefunden wurde nach Datenbankrecherche im&ysfem des Pathologischen
Institutes (Befund- und Dokumentationssystem den&iPaschmann/Oberhausen) aus dem
Paraffinarchiv des Pathologischen Institutes dergkinge des Studienkollektivs ausgewahlt.
Es wurden je Gewebeart drei Proben verschiederiemian ausgetestet. Ein TMA enthielt
kleine Blocke von 2 mm Durchmesser mit Normalgewatre Colon (vollstandiger
Querschnitt), Lymphknoten und Leberparenchym. DitnBhme und Ubertragung in
Paraffinblocke (aus den sog. Donorblocken in diegejtorblocke) erfolgte manuell mit einer

GewebestanZe

Diese TMAs wurden damals erstmalig im pathologiscimstitut eingesetzt und sollten als
externe Kontrollen dienen, sie wurden in diesedtetauf jedem immunhistochemisch
gefarbten Objekttrager neben den individuellen Tigraben der CRC parallel mitgefuhrt
(sogenannte on-slide-Kontrollen). Die TMA dienteabdi der Qualitatskontrolle der
Farbungen, um zu gewahrleisten, dass alle immuottistmisch gefarbten Schnitte Gber diese
externen Kontrollen vergleichbar waren bezuglidh:der Konstanz der Farbungen und damit
der Vergleichbarkeit der verschieden Tumorgewebealé Referenzstandard fur die

Quantifizierung der Farbeintensitat.

Die Etablierung der Immunhistochemie am Paraffiramnal (TMA) erfolgte standardisiert
nach folgendem Vorgehen: jeder einzelne Antikomperde in unterschiedlichen
Titrationsreihen (monoklonale Antikorper) bzw. imgs Schachbretttest (polyklonale
Antikoérper) an TMA eingesetzt. Folgende Paramet@rden bei der Austestung variiert:
Antigen-Retrieval: (1) Protease, (2) hitzeinduzaekntigen Retrieval Methoden -
Mikrowelle, Dampfdrucktopf, Wasserbad, Steame), R8trieval-Puffer - EDTA pH 8.0,
Citrat pH 7.0, (4) Detektionssysteme - LSAB (begekoppelten Antikbrpern) und EnVision.
Die Austestungen wurden systematisch ausgewertsichtlich der Intensitat der
spezifischen Farbung sowie maglicher unspezifisehistergrundfarbung. Es wurde das
Farbeprotokoll ausgewahlt, das bei maximaler Vendixg, d.h. niedrigster Konzentration

des Primarantikorpers, ein optimales Farbeergeddms Hintergrundreaktion zeigte.

® Gewebestanze Fa.Zytomed, Berlin
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2. Methodik
Alle Schritte bei den immunhistochemischen Farbangaren in gleicher bzw. ahnlicher Art

im Immunbhistologischen Labor des Pathologischetitiries etabliert. Der Ablauf der

Immunfarbungen ist in Abbildung 9 gezeigt.

Anfertigen der Schnitte

.

Streckbad

v

Aufziehen auf Obj ekttrd ger

'

Trocknenbei 50°C 30 Mimuten

v

Lagermnbei Raumtemperatur

v

Inkubation bei 59°C uber Nacht

v

Entparaffinierungsreihe

'

Epitope-Reirieval

.

Blockade der endogenenFPeroxidase

'

Farbung im Féarbeautomaten

v

Entwassem

I

Eindeckeln

Abbildung 9

Schematischer Ablauf der Immunhistochemie
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2.1 Herstellung der Schnitte

Die Paraffinblocke wurden zum Harten fiir 30 Minugarf einer Kiihlplatteauf —18 °C
gekiihlt. Paraffinschnitte von 5 um Dicke wurden eiuem Rotationsmicrotohhergestellt,
unmittelbar auf ein 40°C warmes Wasserbads sog. Streckbad, ibertragen und auf
Glasobjekttrager (OTY aufgezogen, die zur besseren Haftung zuvor besehimurden
(Prittd-Fliissig-Klebstoff und Poly-L-Lysirtéim Verhaltnis 1:2). Auf alle Objekttrager
wurden zwei Préaparate aufgezogen: ein Tumorsachinits Studienfalles und der TMA. Die
feuchten OT werden auf einer Heizplatte bei 584&trocknet. Vor der Weiterverarbeitung
werden die ungefarbten Gewebeschnitte auf den ®a&isNiacht bei 59°C in einem
Brutschrank® inkubiert (,gebacken®), um eine optimale Haftungtwend der folgenden

Inkubationsschritte des immunhistochemischen Fadzegses zu gewahrleisten.

2.2 Entparaffinierung
Die Paraffinschnitte wurden in Xylol entparaffiti@ind in einer absteigenden Alkoholreihe
rehydriert. Dies erfolgte automatisiert in einenmif&utomaten (Tabelle 9).

Xylol 11 x 1 Minute
Isopropylalkohol 4 x 1 Minute
Ethanol 96% 4 x 1 Minute
Ethanol 70% 4 x 1 Minute
Aqua dest 4 x 1 Minute
Tabelle 9

Entparaffinierungsreihe

Da entparaffinierte Schnitte immer feucht bleibeissen, wurden sie anschliel3end entweder

in den jeweiligen Inkubationspuffern oder als Zwisaschritt in Trispufféf gestellt.

" Medite Tissue Cool Plate COP 20 (—18°C), MeditalMiatechnik, 31303 Burgdorf, Germany

¥ Microm HM 335 E

° Medite Paraffin Streckbad TFB35 (40°C), Medite htintechnik, 31303 Burgdorf, Germany

2 bako ChemMate™ Capillary Gap Microscope Slidespyrfidor use in TechMate™ Code No. S2025 Dako
A/S Bio Tek Solutions, USA

1 Sigma Poly-L-Lysine P-8920

12 Medite Objekttrager-Strecktisch OTS 40 (50°C)

3 Heraeus Instrument Function line Typ B12 Best.0042307

410 mMol pH 7,6 angefertigt aus 900 ml Aqua de&0® ml 0,1Mol pH 7,6 (Stocklésung), welche angdsetz
wird aus 60,5 g Trizma®Base (Sigma T-1503 Trishyginoethylaminomethan) + 700 ml Aqua dest, auf pH 7,6
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2.3 Antigendemaskierung - Epitop-Retrieval

Die Antigene (Epitope) der Gewebe werden durcheffuaag mit Formalin und den Alkoholen
verandert, dies ist Folge einer Vernetzung von BinkAuren, Proteinen und Kohlehydraten
Uber Aldehydbriicken und Komplexierung divalenterelo und andererseits auch einer
Fragmentierung. Die veranderten Epitope sind daduduncVergleich zu den nativen Epitopen
unfixierter Frischgewebe meist nicht mehr flr Adtier bindungsfahig, man spricht deshalb
von ,Maskierung®. Die Antikérperbindung ist erstasler mdglich, wenn die Epitope
physikalisch-chemisch "demaskiert* werden. Untemiaeskierung oder Retrieval versteht
man verschiedene Verfahren, die die Antigene deteRre wieder ,freilegen” konnen. Dies
ist moglich durch enzymatische Proteolyse mittelt@asen, oder durch Hitzeinduktion
mittels feuchter Hitze. Besonders die hitzebasieRetrievalmethoden haben die
Immunhistochemie an Paraffinmaterial seit Anfang@er Jahre revolutioniert und
vielfach erst moglich gemacht. Die Variationen Wambinationsmaoglichkeiten der
Retrieval-Verfahren sind nahezu unbegrenzt, diehbln sind rein empirisch, doch gibt es

grundsétzlich standardisierte Vorgehensweisen.

2.3.1 PIER

Fur das Protease-induzierte Antigen Retrieval kireiee Reihe verschiedener Proteinasen
eingesetzt werden, z.B. Pronase, Proteinase Ks&i&inzelne Labore beschranken sich
meist aus pragmatischen Grinden auf ein oder zmétiRasen, eine Protease, die selektiver
schneidet und eine weitere Protease, die wenidgktae(aggressiver) schneidet. In dieser
Arbeit wurde das Enzym Protease verwendet. Die Kdinfger werden fir 20 Minuten in
0,1%iger Proteaseldsuhiginkubiert und anschlieRend dreimal fiir 30 SekurideTrispuffer
gespult. Die Schnitte missen sehr sorgfaltig géspéiden, um das Enzym vollstandig zu
entfernen, da Proteasen bei unbegrenzter Inkubstialie3lich zur vollstandigen Zerstérung
der Antigene flhren kénnen. Die Inkubationsdauésmicht Erfahrungswerten, eine
Anpassung muss stets flur jedes Epitop neu erfolgaaernfalls kann es im Extremfall zu

einer falsch negativen Reaktion fuhren.

eingestellt mit 2N Salzsaure und anschlieRend @00 Inl aufgefillt. pH kontrollieren und 90 g Na®édrck
No. 1.06404) darin auflésen.

1% angesetzt aus 50 mg Protease (Sigma P-8038) umt Bspuffer, gemischt tiber 10 Minuten auf einem
Magnetrihrer (IKAMAG® RCT)
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2.3.2 HIER

Gemeinsames Grundprinzip dieser Demaskierungsvanast der Einsatz von Hitze, auch
als sog. Superheating, d.h. bis zu einer Tempevatuiiber 100°C. Die Inkubation kann im
einfachsten Fall im Wasserbad erfolgen, haufig eendegen der besseren Effizienz aber
Dampfgarer (Steamer), Mikrowelle, Dampfdruckkoclitoger Autoklav verwendet. Nur bei
dem Autoklaven und dem Wasserbad handelt es sichalbmrgerate, alle anderen Geréate
sind Haushaltsgeréte. Die Inkubation der Gewebatselarfolgt in allen Geraten mit
Pufferldsungen, meist handelt es sich um saureatitffer® oder basischen EDTAPuffer.
Die Auswahl des Puffers richtet sich nach dem esglirermittelten optimalen
Antigenretrieval, die Austestung eines Antikdrpensl seine Optimierung beinhaltet
demnach auch immer die vergleichende Austestursghiemdener Pufferlosungen und Geréte
bei den HIER-Verfahren.

2.3.2.1 HIER im Dampfdruckkochtopf

Der Druckkochtopf wird mit zwei Litern Citratpuffer gefillt und aginer Heizplatt& bis
zum Kochen erhitzt. Sobald der Puffer kocht, werdienSchnitte eingestellt und der
Topfdeckel fest verschlossen. Die Inkubationszeid wrst gemessen, wenn im
Druckanzeiger des Deckels die zweite Stufe destiggen Druckanzeige angezeigt wird.
Nach funf Minuten wird der Kochtopf von der Heizdaentfernt undnter flieRend kaltem
Leitungswasser abgekihlt. Der Deckel wird erst fjedf nachdem der Druckanzeiger den
Nullwert anzeigt. Nach dem Offnen, lasst man ca. Kdltes Wasser in den Puffer zulaufen.
Nach Abkuhlung auf ca. 30°C werden die Schnitte@mimen und in Trispuffer eingestellt.

2.3.2.2 HIER im Wasserbad

Ein thermostat-gesteuertes Wassefbatit einer Zirkulationspumpe wird mit destilliertem
Wasser gefullt und auf 98°C erhitzt. In das Wassgmird eine Objekttragerktvette mit den
entparaffinierten Schnitten gestellt. Die Klvesieso weit mit Retrieval-Puffer (je nach
Protokoll Citrat oder EDTA-Puffer) beflllt, dasdes OTs vollstandig Uberschichtet sind. Die

1610 mmol, angesetzt auf 0.g. Magnetriihrer aus @jggnensauremonohydrat (Merck No. 1.00242) undd200
ml Aqua dest und mittels 2N NaOH auf einen pH-Wert 6,0 eingestellt.

Y fur 3 Liter werden 1,116 g EDTA (SIGMA Ethylenedimetetraacetic acid E-5134) in 2,5 Liter Aqua dest
geldst, mit LN NaOH auf einen pH von 8,0 eingestaid mit Aqua dest auf 3 Liter aufgefullt

" WMF 5 Liter

9 Kochplatte IKA, Staufen

2 GFL®, Typ 1012, No. 10457200 |
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Schnitte werden fir 60 Minuten inkubiert und ansfbend fur zehn Minuten bei
Raumtemperatur in der Klvette abgekunhlt.

Anmerkung: diese Wasserbad Methode hat unter dERMerfahren den Vorteil, dass sie in
allen Labors gleichermal3en standardisiert eingesetden kann. Die anderen HIER-
Verfahren kdnnen aufgrund unterschiedlicher Gegitali Abanderungen des Protokolls,
speziell der Inkubationszeiten erforderlich machaer. Nachteil des Wasserbades liegt in der
deutlich langeren Inkubationszeit von mindestensreStunde, d.h. der geringeren
Effektivitat.

2.3.2.3 HIER im Dampfgarer (Steamer)

Der Steamér wird entsprechend der Herstellerangabe bis zissigen maximalen Hohe
mit Leistungswasser befullt und gestartet. Die Adriwzeit bis zum Kochen betragt ca. 5
Minuten.

Die entparaffinierten Objekttrager werden in eifferee Kiivetté® gestellt, die ca. 0,5 cm
hoch mit Retrieval-Puffer befillt ist. Jeder Gewsti®mitt ist mit einem leeren Objekttrager
abgedeckt, so dass immer 2 OTs in den Kivettenfaairen Kapillarspalt bilden, der zur
vollstandigen Benetzung der Gewebeschnitte fuhd.Kivette wird mit dem Deckel
verschlossen. Sobald die Flussigkeit im Steameiragtizu verdampfen, wird die Kivette in
der Mittel des Dampfereinsatzes gestellt und fuM3@uten inkubiert. Danach wird die
Kivette entnommen und fur 30 Minuten an Raumtentpeedbgekiihlt. Die
Objekttragerpaare werden vorsichtig getrennt, ume ®erletzung des Gewebes zu

vermeiden, und in Trispuffer eingestellt.

" Steamer lid

__— Slides in pairs

T Steamer inset

Steamer ——

P>

Water — |-
o S » !/7/_7/,,,

h Staining jar —

Abbildung 10

Steamer

L WMF — Dampfgarer 4l
2 Typ Hallendahl tiber Merck Best.-Nr. 631F9130
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2.3.2.4 Mikrowelle

Die OTs werden in eine geeignete Kivette eingestetl mit Retrieval-Puffer vollstandig
iiberschichtet. Die Kiivette wird verschlossen undenMitte der Mikrowellenkamm@&t
gestellt. Die Inkubationszeit betragt je nach Pkolidbei 750 Watt 20-40 Minuten.
Anschlie3end wird die geoffnete Kivette fur 30 Meubei Raumtemperatur abgekunhlt,
dann die Objekttrager aus dem Retrieval-Puffer anéal Trispuffer tberfihrt.

2.4 Blockierung der endogenen Peroxidase (POX)

Proteine mit Peroxydaseaktivitat, die sog. ,EndegBaroxidasen” werden in vielen Zellen
synthetisiert, ihr bekanntester Vertreter ist dasnidglobin der Erythrozyten.

Wie andere Proteine wird auch das Hamoglobin ddretrixierung nicht dauerhaft
inaktiviert, sondern kann durch das Retrieval wieadgiviert werden. Wird fur die
Immunhistochemie ein peroxidase-spezifisches Chgem@ingesetzt, kann dieses u.U. auch
von der endogenen Peroxidase umgesetzt werderowidesunspezifische Reaktion
verursachen. Deshalb ist bei Verwendung von PO&rniem Detektionssystem die Blockade
dieser endogenen Enzyme notwendig.

Zur Inaktivierung bzw. Blockierung der endogenend®@urden die OTs im Anschluss an
das Epitop-Retrieval fir 20 Minuten in ein Blockiegsreagenz von Methanol mit 0,9
prozentiger HO,»-L6sund” inkubiert. Die OTs wurden anschlieRend dreimal3dirSekunden

in Trispuffer gespdult.

2.5 Blockierung des endogenen Biotins

Werden Biotin-haltige Detektionssysteme, wie dagidnte LSABSystem verwendet, ist es
erforderlich, endogenes Biotin oder ,biotinartigeaRtivitat* des Gewebes zu blockieren.
Diese wird besonders durch alle HIER-Verfahrentéeks, sodass hierdurch unspezifische
Reaktionen hervorgerufen werden kénnen. Die moghdReaktionsmuster sind je nach
Gewebe sehr variabel, kbnnen zytoplasmatisch, Aukied extrazellular stromagebunden
ausfallen. Verschiedene Gewebe, darunter auchagieins untersuchten, enthalten in hohem

Mal3e endogenes Biotin (J Rodriguez-Soto, 1997).

2% Bauknecht, MWD 182@uo, 750W
24 \Wegen der maximal erreichbaren Konzentration \@#63bei HO,, werden, um eine 6 prozentige bzw. 0,9
prozentige Mischung zu erhalten, 20 ml bzw. 3 nilaeim Mischungsmedium auf 100 ml aufgefiillt.
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Die Biotin-Blockierung erfolgte mit einem kommeritigebrauchsfertigem Kit, da dieses
besser standardisiert ist, als laboreigene AnsitgeHiihnereiweiss. Entsprechend den
Herstellerangaben wurden die OTs 15 Minuten in Avideagenz inkubiert, nach einem

Waschschritt fir weitere 15 Minuten in Biotin-Reag@.

2.6 Antikdrperinkubation

Die immunhistochemischen Farbungen wurden mit eiRé@rbeautomatéhdurchgefiihrt.

Die OT mit den Gewebeschnitten werden nach Entfaieren, Antigen-Retrieval und
Blockierung der endogenen POX und des Biotins Bnpdozentiger Tween20-Losuflg
gewaschen, um eine optimale Kapillarspaltwirkungeielen. Anschlie3end werden sie
entsprechend der Herstellerangaben in den Halterudgs Automaten positioniert.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit des Farbeprotskist in Tabelle 10 lediglich der
schematische Ablauf der Farbung aufgefiihrt, ddstémidige Algorithmus der Farbung ist im
Anhang dargestellt.

1 Buffer1l 2x10se
2 Avidin 15 min

3 Buffer1 4 x 10 sec
4 Biotin 15 min

5 Bufferl 4 x 10 sec
6 Antibody 1 2 X 25 min
7 Buffer 2 4 x 10 sec
8 Link Antibody 25 min

9 Buffer 2 4 x 10 sec
10 Complex 25 min

11 Buffer 3 4 x 10 sec
12 Chromogen 3 X 7 min
13 Buffer 3 10 sec

14 Haematoxylin 1 min

15 H,0 4 x 15 sec

Tabelle 10
Farbeprotokoll (Beispiel)

Bei einer Detektion mittels EnVision™ entfallen @ehritte 1-4 sowie 8 und 9. AuRerdem
entfallen fur die konjugierten Antikbrper mehrereh8tte (fir die biotinylierten Antikorper
die Schritte 8 und 9, fiir die Peroxidase-konjugierdie Schritte 1-4 sowie 8-11).

% Vector Biotin-Blocking Kit bestehend aus zwei 18fnbpfflaschen Avidin bzw.Biotin, Vertrieb tiber lans
Biologische Produkte: Linaris GmbH, Hotelstral3e 92877 Wertheim-Bettingen

%6 Dako TechMate™ Horizon, Dako Diagnostica GmbH,Stadtrand 52, 22047 Hamburg

2 SIGMA Polyoxyethylene-Sorbitan Monolaurate (Twe@nR-1379 in Trispuffer
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Die Anordnung der vorkonfektionierten Reagenziew.bZbsaugpads in den verschiedenen
Positionen des Automaten ist in Tabelle 11 dargfestebei die Nummerierung die Position

im Gerét, nicht aber die zeitliche Abfolge der Ibktionen wiedergibt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1b

c

— % c

S

- N (92] %‘ E g ©
— o ™ < = = = Q a c £ c
- - ©w ©w £ £ € o 8 x € 2 £ T =
© o] o] o] S S S N c = o = :© S )
o o o o m m m I < 1 @) O I < m

Tabelle 11

Schematische Darstellung der einzelnen Positioneres Farbeautomaten

2.7 Detektionssysteme

Unter Kapitel Il Immunhistochemie wurden die Prjpien der Methoden bereits ausfihrlich
dargelegt, so dass an dieser Stelle darauf verwigsd. In dieser Arbeit wurden zwei
Detektionssysteme der Fa. DAKO eingesetzt, das sioW"System, eine indirekte Methode
und das LSABSystem, eine doppelt indirekte Methode (vgl. Abliild 6 - Abbildung 8).

2.8 Gegenfarbung, Entwasserung, Eindeckeln

Die Gegenfarbung erfolgt durch einminiitige Inkubatin Hamalauff und Wéasserung
(,Blauung®) mit kaltem Leitungswasser fur 1 Minuf@amit ist die immunhistochemische
Farbung abgeschlossen.

Anschlie3end werden die Praparate durch die Alkeitd bis zum Xylol (vgl. Tabelle 12)
entwassert und mit Eindeckmeditihand einem Deckglas abgedeckt. Sie sind dann gesichii

und konserviert und kdnnen unter dem Durchlichtoskop betrachtet werden.

Ethanol 70% Ethanol 96% Isopropylalkohol Xylol
2 Behalter 2 Behalter 3 Behalter 5 Behalter
Tabelle 12

Entwasserungsreihe

% “Mayers saures Hamalaun”, zur Verfiigung gesteittt die Zentralapotheke des Klinikums Rechts ser |
29 Eukitt, Fa. Engelhardt, Emmendingen
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Auswertung der Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen wurden naclefalgn Kriterien beurteilt:

Il.
V.

V.

Anteil der gefarbten Tumorzellen
Intensitat der gefarbten Tumorzellen
Anteil der gefarbten Stromazellen
Intensitat der gefarbten Stromazellen

Tumor/Stroma-Verhéaltnis

Die Beurteilung und Auswertung der immunhistochemigefarbten Tumorgewebe CRC

erfolgte nach folgender Systematik:

1.

Jeder immunhistochemische Schnitt wurde zun&clzsigiieh des mitgefihrten TMA
(externe on-slide Kontrolle) beurteilt. Diese ertepn-slide Kontrolle musste
hinsichtlich Farbmuster und Farbeintensitat idehtigusfallen wie der
Referenzschnitt des TMA der nach dem optimiertebpi@tokoll zu Beginn der
Studie gefarbt worden war.

War die on-slide Kontrolle korrekt, wurde das Tugewebe desselben OT beziglich
der Farbeintensitat und des Farbemusters der artdfontrollen beurteilt.

Waren beide Prifungen ohne Beanstandung, wurdendaunhistochemische Schnitt
in die Studie eingeschlossen, bei Beanstandungetever ausgeschossen und die
Farbung wurde wiederholt, bis zu einem optimaler&@ebnis. Auf diese Weise

konnten alle ausgewahlten Tumorfélle in die Stwiidezogen werden.

. Die Farbungen wurden mit einem semiquantitativemumhistochemischen

(immunreaktiven) Score quantifiziert, der analoghdgcore gebildet wurde, wie er
von Remmele und Stegner zur Quantifizierung deepterstatus beim
Mammakarzinom etabliert ist (Remmele, 1987). DieQifizierung bestand aus zwei
Teilen, zunachst wurde der prozentuale Anteil vamdrzellen im Verhéltnis zum
Stroma mit Hilfe eines Rasterokulars in der UbénsicergroRerung (X 1.25, Zeiss
Axioskop 2) bestimmt. Diese Bestimmung erfolgtemamer 4-stufigen Skala von 1-
4, die jeweils Abstufungen in 25%-Schritten entspraAnschlieRend wurde die
dominierende Farbeintensitat der beiden Tumorkoraptam nach einer 4-stufigen
Skala von 0-3 beurteilt, sowie der Anteil an and&n Zellen im jeweiligen
Kompartiment bestimmt (vgl. Tabelle 13). Als Referdir die Abschatzung der
Farbeintensitat diente das on-slide Kontrollgewed® TMA. Fir beide
Tumorkomponenten wurde aus diesen Bewertungen esar@twert als Produkt von

Quantitat und Intensitat ermittelt (vgl. ,Summenscainten). Alle Werte wurden in
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drei Durchgéngen ermittelt. Zunachst wurden allem@ren parallel und unabhangig
von zwei Befundern beurteilt, dem Doktoranden uném erfahrenen Pathologen des
Institutes (Dr. J. Nahrig). Im dritten Schritt werddieselben Farbungen gemeinsam
von beiden Gutachtern an einem Diskussionsmikroskajfuiert. Die Werte aus den
vorhergehenden Runden wurden verglichen, alle ejslrten Falle wurden
abschliel3end diskutiert und schlief3lich gemeinsaantifiziert. In 89 % ergab sich
eine Ubereinstimmung der Werte, ansonsten wurdkglieh geringe Abweichungen
von einer Stufe der 4-stufigen Skala beobachtet.

5. Da sowohl die Tumorzellen, wie auch das Tumorstrairta desmoplastisches
Bindgewebe einschliel3lich Tumor-infiltrierender Maghagen und Lymphozyten
eine Expression der Enzyme zeigen konnten, wurdemofzellen und
Stromazellanteil getrennt voneinander beurteilindader Literatur bis dato nicht
zweifelsfrei gesichert war, welche biologische Badag die Expression in beiden
Komponenten hat. Zusatzlich wurde, ein sogenan8i@mmenscore” gebildet, um
die Gesamtexpression im Tumor zu bestimmen

Dieser ,Summenscore” wurde nach folgender Gleichuergchnet:

T/ISxTPxT'+ (1-T/S) x S x S

T steht fur Tumorzellen, S fur Stromazellen, T/6dés Verhaltnis von Tumor- zu
Stromaanteil, ausgedrtickt in prozentualem Anteil Vamorzellen am Gesamttumor, P fir
positiven Anteil, d.h. den prozentualen Anteil enmunreaktiven Zellen samtlicher
Farbegrade und | steht fiir die dominierende Fatbesgitat. Diese Formel wurde fur diese
Arbeit erstellt und durch den Mitarbeiter des Ings fir Medizinische Statistik und
Epidemiologie der Technischen Universitdt MUunch&fSE), Herrn Diplommathematiker

Dr. Hennig validiert.



eil

Verhéltnis von Tumoranteil zu Stromaant
0-25% 1
26-50% 2
51-75% 3
76-100% 4
Anteil gefarbter Zellen je Kompartiment
0-25% 1
26-50% 2
51-75% 3
76-100% 4

Intensitat der Anfarbung je Kompartimer

—

Keine Anfarbung O
Weak staining 1
Moderate staining 2
Strong staining 3

Tabelle 13
Beurteilung der IHC

35



36

1. STATISTIK

Die statistischen Analysen wurden mit dem StatiBtiigramm SPS8 Version 10.0 fur
Windows ausgewertet, eine Lizenz wurde lUber dasnieiRechen-Zentrum Miunchen
erworben. SPSS ist mittlerweile sowohl ein Firmeneawie auch der Name dieses
Statistikprogramms. Die Bezeichnung war urspruhgtie Abklrzung fur ,Statistical
Package for the Social Sciences”, zwischenzeitlicl diese Bezeichnung auch als
Abklrzung fur ,Superior Performing Software Systeretwendet (Busch R., 2000).

Die Auswertung erfolgte in enger Zusammenarbeitdarh IMSE unter der Projektbetreuung
durch Herrn Diplommathematiker Dr. Michael Hennig.

Die Auswertung und Darstellung des Gesamtiiberlelveinde nach Kaplan-Meier berechnet
und generiert (Kaplan E.L., 1958). Die BerechnuagSignifikanz der Ubereinstimmung
zweier Verteilungen erfolgte mit dem zweiseitigegsTnach Mann-Whitney (zweiseitiger
Mann-Whitney-U-Test). Die Berechnung der Korrelataweier Merkmale mit
Ranginformationscharakter erfolgte mit dem Speastlaen Rangkorrelationskoeffizienten

(WEIR, 2003), als signifikant wurde jeweils ein pe¥tk 0,05 gewertet.
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D. Ergebnisse

l. ETABLIERUNG DERIMMUNHISTOCHEMIE UND AUSTESTUNG DER

ANTIKORPER
Die vergleichende Austestung und Optimierung desclgedenen Farbemethoden und der
verschiedenen Antikorperklone zeigte deutliche thtt@iede. Beim Vergleich der
Antikoérperklone, die teils konjugiert (gekoppelt B@X oder Biotin), teils unkonjugiert
vorlagen, waren die unkonjugierten Antikérper (Adér jeweiligen Klone den konjugierten
Klonen tberlegen. Die Farbungen mit den unkonjtigreAK waren wesentlich sensitiver.
Im Vergleich der Retrieval Methoden waren bei akdonen die HIER Methoden den PIER
Methoden Uberlegen, aber keine HIER Methode waalférEpitope gleich effizient, es
zeigten sich aber der Dampfdruckkochtopf und Steayegeniber Wasserbad und
Mikrowelle Uberlegen. Auch der Vergleich der Detekssysteme zeigte Unterschiede
bezuglich der Sensitivitat und der Spezifitat (ldngrund) der Farbung, auch in Abhangigkeit
von dem eingesetzten Antikorper. Eine Blockadeeat®genen Biotins erwies sich bei der
LSAB-Methode als unbedingt erforderlich, da sicktain dieser Arbeit die Literaturberichte
bestatigten, dass HIER Methoden in hohem Mal3e emgsgBiotin bzw. biontinartige
Epitope demaskieren und deshalb bei Verwendung &iB€-Detektionssystems ohne
Biotinblockierung eine starke Hintergrundreaktiasa@&ndogenen Biotins auftritt (J
Rodriguez-Soto, 1997)
Folgende AK-Klone und optimierte Farbprotokolle den schlie3lich etabliert und fiir diese
Studie verwendet (Tabelle 14):

DPD TP TS

Antikorperklon rat poly-Ab 2H9-1b | 1C6-203 (10 mg/ml)| pak hTS 7.4 (rabbit)
(5 mg/ml) moAb

Verdinnung 1:4.000 1:60.000 1:500

Lieferant Rockland USA Hoffmann La Roche  RocklaHdffmann

La Roche
Antigenretrieval KT 5 min in Citrat Steamer 25 min Steamer 25 min in
EDTA EDTA

Blockade endog. 0,9 % HO,in 0,9 % HO- Iin 0,9 % HOIn

POX Methanol 20 min Methanol 20 min Methanol 20 min
Zwischen-AK:
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DAKO rabbit anti-rat
1:300

Chromogen EnVision (anti LSAB-HRP (anti LSAB-HRP (anti
rabbit), DAB mouse), DAB rabbit), DAB

Tabelle 14
IHC-Materialien: Ubersicht fir die drei Enzyme DPD, TP und TS

Il. L OKALISATION DER FARBUNG
Alle drei untersuchten Enzyme TS, TP und DPD zeigteder Imnmunhistochemie eine
diffuse zytoplasmatische Farbung bzw. Lokalisaticusatzlich zeigte TP auch eine

Zellkernanfarbung.

Tabelle 15 gibt einen Uberblick Giber die Farbeinig der ausgewahlten Positivkontrollen.
Die geringste Farbeintensitat (Grad 1) zeigte fiérdrei Enzyme die glatte Muskulatur der
Colonwand, die hdchste Farbeintensitat (Grad I)terifir TP Makrophagen (auch
Kupfferzellen der Leber), fir DPD die Hepatozyt&m, TS die Zentrozyten und

Zentroblasten der Follikelkeimzentren.

Die Abbildung 11 - Abbildung 13 zeigen beispielhaftfarbungen verschiedener Gewebe.
In Abbildung 14 ist schematisch und in Schnittvéfggrung ein OT mit Studiengewebe und
TMA dargestellt. Die Abbildung 15 - Abbildung 19igebeispielhaft Tumorfarbungen im

Ausschnitt.
Colon lleum Lymphknoten Leber
TS + (glatte Muskulatur) + (glatte Muskulatur) +++ (Zentrozyten/-
blasten)

TP + (glatte Muskulatur) + (glatte Muskulatur) +++ (Mononukleére
Zellen/Kupfferzellen)

DPD + (glatte Muskulatur) + (glatte Muskulatur) +++ (Hepatozyten und
Plasmazellen)

Tabelle 15

Immunhistochemische Anfarbung verschiedener Gewehgéllen

+ weak staining

++ moderate staining

+++ strong staining



Abbildung 11
Glatte Muskulatur, TP, Intensitatsgrad 1

Abbildung 12
Colongewebe mit Macrophagen, TP, Farbung Intensitéigrad 3

Abbildung 13
Lebergewebe, DPD, Farbung Intensitatsgrad 3
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Abbildung 14

schematische Darstellung Tumorgewebe und der TMA duwem Objekttrager, jeweils in Vergréf3erung

Abbildung 15

TP-Tumor-Farbung

Abbildung 16

TP-Tumor-Farbung



Abbildung 17
DPD-Tumor-Farbung

Abbildung 18
DPD-Tumor-Farbung

Abbildung 19
TS-Tumor-Farbung
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Alle drei Enzyme waren in allen untersuchten Gewealschweisbar, jedoch in
unterschiedlich hohem Ausmal3 und unterschiedlibttensitat. Im Einzelnen stellten sich
die Farbungen wie folgt dar:

(1) Bis auf 2 Tumore bei TS zeigten alle fir alieidEnzyme immer eine Anfarbung. (2) Die
Intensitat der Farbungen von TS und DPD in Carcedlan und Stromazellen innerhalb
eines Tumors und im Vergleich verschiedener Tumar@ngrundsatzlich heterogen, d.h. sie
konnten Uber die gesamte Skala (Grad 0-3) vame(®. Dem gegenuber waren die
Farbungen von TP in der Mehrzahl der Falle kondibet den Tumor verteilt. (4) Das
Tumorstroma war immer positiv fir TP und DPD (vBhbelle 16). (5) Makrophagen zeigten
stets eine maximale Farbeintensitat fur TP, denigefpeigten Tumoren mit einer hohen
Makrophagendichte des Stromas einen hohen Stromeagid auch einen hohen

Summenscore des Gesamtpraparates (vgl. unten)gBliesber nicht fur TS und DPD.

1. AUSWERTUNG DESPATIENTENKOLLEKTIVS

Eine tabellarische Zusammenstellung der RohdatenFérbeergebnissen des
Studienkollektivs ist im Anhang separat angefugtwiirden nur Farbungen ausgewertet, die
konstante Ergebnisse der TMA-Kontrollen zeigtenyeibhende (schwéchere oder starkere)
Farbungen wurden nicht ausgewertet, sondern wieltdda. 5% der Farbungen).

Aus diesen Daten wurden die Scorewerte ermittedt.Nlinima, die Maxima und die
Mittelwerte aus diesen Scores sind in Tabelle X¥§eakellt. Sie wurden berechnet zur

Unterscheidung statistischer Gruppen nach niedugdrhoher Expression.

Mittelwert Minimum Maximum

5 s |§ |5 |& g § |& |g

- () - D) - D)

3 5|2 s |8 |£ e |8 |£

) c < ) £ ] o & ]

5 |8 |g |5 |8 |g |5 |8 |8

2 & O 2 & O 2 & O
TS 4 36 2,21 18,51 0 0 9 3 39
DPD |5,42 4,12 25,19 0 1 3 12 9 51
TP 4 97 7,03 27,79 0 3 3 12 12 52




Tabelle 16

Immuno-score (Mittelwert, Minimum, Maximum) von TS, TP und DPD in Tumo- Stromazellen, bzw.

Gesamtwert samtlicher Tumoren

Mit den angewandten statistischen Tests, dem Speakuorrelationskoeffizienten sowie
dem Test auf signifikante Unterschiede nach Manntiély ergaben sich folgende

signifikante Korrelationen mit einem Signifikanzeau von px 0,05:

1. Der Gesamt-TS-Wert korreliert negativ mit demméubedingtem Tod (p = 0,05), d.h. fur
Patienten mit hohen Gesamt-TS-Werten gilt einengere Wahrscheinlichkeit am Tumor zu

versterben, auRerdem ist das Gesamtuberlebentié@nteéa mit hohen Gesamt-TS-Werten

besser.

50=

Count

Tod tumorbedingt Means
d tUMOTLECN

0,042 0,163

40-
30=
20=
10=
1 2

ts_ges_median

Abbildung 20

Bars show counts

Balkendiagramm zur Korrelation zwischen tumorbedingem Tod und TS-Gesamtwert:

16,3 % der Patienten mit einem niedrigem TS-Gesanit¥ert (ts_ges_median = 1) verstarben in dem

Beobachtungszeitraum, wahrend lediglich 4,2 % der &ienten mit einem hohen TS-Gesamt-Wert

(ts_ges_median = 2) verstarben.
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Survival Functions

1.0+ ts_ges_median
1
S+ 2
-+ 1-censored
0.8— —~+  2-censored
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S
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0,2
0,0
I I I I
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Monate Uberlebens
Abbildung 21

Die Kaplan-Meier-Uberlebenskurve fiir TS-Gesamt-Wertzeigt einen Uberlebensvorteil fiir Patienten mit

einem hohen TS-Gesamtwert (griin) gegeniiber Patiemtenit einem niedrigen TS-Gesamt-Wert (blau).
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2. Der Stroma-TP-Wert korreliert negativ mit deiziRlievrate (p = 0,017), d.h. Tumoren mit
hohen Stroma-TP-Werten zeigen niedrigere Rezidimrat

Rezidiv-Haufigkeit

0,00 0,29

Bars show counts
30

4 6 8 10 12

TP Stroma

Abbildung 22
Balkendiagramm zur Korrelation zwischen Auftreten dnes Rezidivs und dem TP-Stromawert;
0 % der Patienten mit einem hohem TP-Stroma-Wert (8ore 12) erlitten ein Tumorrezidiv, wahrend

maximal 29% der Patienten mit niedrigeren TP-StromaWerten ein Rezidiv entwickelten.
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3. Der Gesamt-DPD-Wert korreliert positiv mit deezidivfreien Uberleben (p = 0,044), d.h.

hohe Gesamt-DPD-Werte sind mit einer héheren rezaden Uberlebensrate assoziiert.

Survival Functions

1,0

0,8 —

0,6 —

Cum Survival

0,2

0,0

dpd_ges_median
1

2

-+ 1-censored
-+ 2-censored

Abbildung 23

I I I I I I
0 20 40 60 80 100

Monate rezidivfreien Uberlebens

Die Kaplan-Meier-Uberlebenskurve fiir DPD-Gesamt-Wet zeigt einen Uberlebensvorteil fiir Patienten

mit einem hohen DPD-Gesamt-Wert (griin) gegeniiber R@nten mit einem niedrigen DPD-Gesamt-Wert

(blau).
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4. Der Stroma-DPD-Wert korreliert negativ mit demkes-Stadium (p = 0,027), d.h. hohe
Stroma-DPD-Werte wurden gehéuft bei niedrigen Difkieglien beobachtet.

75=

dB stmul Means

3,87 5,00

50

Count

25™=

Dukes

Abbildung 24

Bars show counts

Balkendiagramm zur Korrelation zwischen Stroma-DPDWert und Dukes Stadium:

Tumoren des Dukes-Stadium 1 zeigen durchschnittliegheinen DPD-Stroma-Wert von 5,0, wahrend CRC

des Dukes-Stadium 2 einen niedrigeren DPD-Stroma-Wtevon 3,87 zeigen.
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Neben diesen Korrelationen konnten folgende wegtatstisch signifikante Korrelationen

beobachtet werden:

5. Das pT-Tumorstadium ist in den proximalen Darscalbitten (rechtes Hemicolon) héher
sind als in den distalen (p = 0,000).

Tumor-Lokalisation Means
B |

5 10

Bars show counts

Count

Abbildung 25
Balkendiagramm zur Korrelation der Tumorlokalisatio n zum T-Stadium:

T1-Tumoren zeigen sich gehauft distal (Coecum entspht Lokalisation 1, distales Rectum 15) mit einer

durchschnittlichen Lokalisation von 10, wahrend sib T4-Tumoren deutlich gehauft proximal mit einer
durchschnittlichen Lokalisation von 5 zeigen.



6. Ein hoher Stromaanteil des Tumorgewebes igbr@ignostisch ungiinstiger Faktor
bezuglich des Tumorrezidivs (p = 0,011) und desonbredingten Todes (p = 0,001).
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[
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Abbildung 26

tu_str50

Bars show counts

Balkendiagramm zur Korrelation von Rezidiv zum Verhaltnis Tumor/Stroma:

10 % der Patienten mit einem Tumor/Stromaverhaltnisvon > 50 % (tu_str 50 = 2) entwickelten ein
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Tumorrezidiv, wahrend 70 % der Patienten mit einemTumor/Stromaverhaltnis von < 50 % (tu_str50 = 1)

ein Tumorrezidiv entwickelten.
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Abbildung 27

tu_str50

Bars show counts

Balkendiagramm zur Korrelation von tumorbedingtem Tod und dem Verhéltnis Tumor/Stroma:

10 % der Patienten mit von > 50 % (tu_str 50 = 2) erstarben im Beobachtungszeitraum, wahrend 70 %

der Patienten mit einem Tumor/Stromaverhéltnis vong 50 % (tu_str50 = 1) verstarben.

50
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E. Diskussion

Prognosefaktoren sind eine wichtige Grundlage fikotogische Therapien. Der
bedeutendste klinische Prognoseparameter Cologe€akcinome ist das Tumorstadium
nach UICC. Er ist die Grundlage fiir die priméare rEpeeauswahl und beruht auf der
histopathologischen Beurteilung der OperationspeaipaDas Tumorstadium ist aber ein
Surrogatmarker und hat alleine eine begrenzte sigthe Aussagefahigkeit, da die
Patienten innerhalb definierter Prognosegruppeiabiar Krankheitsverlaufe zeigen. Fur
individualisierte Therapieentscheidungen sind iRufut bessere, speziell molekulare
Parameter, erforderlich.

Die Enzyme Thymidylat Synthase (TS), Thymidin Phasylase (TP) und Dihydropyrimidin
Phosphorylase (DPD) wurden erstmals vor Uber 3@edabezlglich ihres Einflusses auf die
Wirksamkeit einer Chemotherapie hin untersucht19¥8 (Weber, 1978), TS 1973
(Friedkin, 1973) und DPD 1988 (Harris, 1988). Im Helge wurden sie als mogliche direkte
Zielmolekile einer Tumortherapie identifiziert, si@ Schllisselfunktionen im
Pyrimidinmetabolismus und damit einem zentralensi@fwechsel besitzen, der
Angriffspunkt verschiedener Chemotherapeutika ypexeell des 5-FU ist (Bollag, 1957). Die
Erkenntnisse aus diesen langjahigen Untersuchumgjeen aber bis heute keinen Eingang in
die klinischen Routine gefunden, nicht zuletzt,lvesikeine prospektiven Studien zur
klinischen Relevanz gibt.

Daruber hinaus fanden sich bereits Mitte der 90afire konkrete Hinweise auf ihre
maogliche Bedeutung als Prognoseparameter Coloeecarcinome (Sanguedolce, 1995;
Takebayashi, 1996; Nita, 1998). Diese Daten beraaéiiLISA Untersuchungen und
immunhistochemischen Untersuchungen sowie auchuentitativen RT-PCR (Sanguedolce,
1998; Edler, 2000; Paradiso, 2000; Takenoue, 2806gra, 2002).

Das Ziel unserer retrospektiven Studie war die &ealing der drei Proteine TS, TP und DPD

als Prognosefaktoren Colorectaler Carcinome. Ix@é&ssion wurde auf Proteinebene mit



52

Hilfe einer semiquantitativen Immunhistochemie usiieht. Um die Auswirkung maoglicher
weiterer Einflussfaktoren auf die Prognose so watmaoglich auszuschalten wurde ein
maoglichst homogenes Kollektiv ausgewahlt. Diesesli®hkollektiv umfal3te 97 Patienten
mit nodal-negativen Colorectalen Carcinomen, desealliel3lich operativ behandelt worden
waren und die aufgrund ihres Tumorstadiums keinéeveeadjuvante Therapie erhalten
hatten. Wir entschieden uns fur die Immunhistocleess Nachweismethode, da sie
wesentliche Vorteile vor der ELISA und der quanitvien RT-PCR bietet. Die
Immunhistochemie ermdglicht die genaue Analysebeymlokalisation und die getrennte
Analyse der Tumorzellen und des Tumorstromas ssigut standardisierbar, sie ist an
paraffinfixiertem Gewebe (FFPET) einsetzbar, di@lien Pathologien verfligbar und relativ
kostenginstig.

Die Immunhistochemie bietet die Mdglichkeit der sgumantitative Analyse, die ausreichend
prazise sein kann, um therapeutisch relevante Skenwmesrte zu definieren, wie bisher fir
die Steroidrezeptoren und HER-2 beim Mammakarzigegmeigt (Wolff, 2007).

Die Immunhistochemie wurde zwar in bislang publideStudien schon verwenden, eine
vergleichbar differenzierte qualitative und quaattite Analyse, wie sie hier vorgestellt wird,
wurde aber in diesen Arbeiten nicht eingesetzt)(¥.aoraussetzung dafir war zunachst die
Etablierung der verwendeten Antikorper und Farbigialle. Eine besondere
Herausforderung war die Quantifizierung der Farlmmgla bislang in der Routinediagnostik
quantifizierte Antigene entweder nuklear (Steraeq@oren) oder membranéar (HER-2)
vorliegen, wahrend TS, TP und DPD zytoplasmatis&allsiert sind.

Analog der von Remmele und Stegner etablierten dbktlzur semiquantitativen Beurteilung
der Immunhistochemie (Remmele, 1987) wurde dabairsten Schritt der prozentuale Anteil
geféarbter Zellen bestimmt und im zweiten Schritt\@&rherrschende Intensitatsgrad gefarbter
Zellen festgelegt (vgl. B.11.3 Tabelle 13). Die Ausrtung wurde getrennt fur die

Tumorzellen und die Stromazellen vorgenommen. Usétalich einen Gesamtwert fir den
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Tumor zu bestimmen, wurde eine Summenformel ensliiclie eine Berechnung aus den
zuvor ermittelten Werten erlaubte.

Unsere Analyse zeigte eine Spannbreite der immtodtiemisch nachgewiesenen Expression
der drei Enzyme Uber den gesamten theoretisch an&gliBereich. Dieses Ergebnis deckt
sich mit den Literaturdaten (Metzger, 1998; Mofi0Q; Igbal, 2001). Eine lineare
Beschreibung der Farbewerte ist damit allerdingbtrgegeben, da nicht alle Werte zwischen
0 und 12 (Einzelwerte Tumor und Stroma) bzw. zwasc und 60 (Gesamtwert nach der
Summenformel

T/S x TP x T' + (1-T/S) x § x S') vertreten sind.

Eine lineare Verteilung von Mel3werten ist fir sttidiche Analysen ideal. Dies ist also
theoretisch ein moéglicher Nachteil der Immunhistroie gegentiber echt quantitativen
Methoden wie ELISA und g-RT-PCR (Lassmann, 2002).

Im Vergleich zu unserer Methode wurden in den iddlien Studien zu TS, TP und DPD bei
der Beurteilung der immuhistochemischen Farbungsdi@ebeschnitte ,summarisch” als
Ganzes beurteilt (Yoshimura, 1990; Evrard, 1999ak; 1999; Haqqgani, 1999). In all diesen
Studien wird nicht nach den angefarbten Gewebekoenen differenziert. Es wird jeweils
die Anfarbung des Tumors abgeschatzt, ohne zu k&dintigen, welche Zellen eines Tumors
sich anfarben, ob es sich also um StromazellenDai®iorzellen im eigentlichen Sinne
handelt. Dazu werden unterschiedliche Scores vatgtemanche Autoren geben lediglich
eine zweistufige Graduierung an und unterscheiddeidein deskriptiv zwischen ,fokaler”
und ,diffuser” Anfarbung (Johnston, 1995), wahremdlere die Graduierung nach
prozentualen Werten vornehmen, wobei die AnfarlBgvon bis zu 25 % oder auch 30 %
eines Tumors als fokale Anfarbung und eine darlibgende als diffuse Anfarbung
bezeichnet wird (Johnston, 1994; Pestalozzi, 18yamoto, 2000). Differenziertere
Bewertungen unterscheiden bis zu funf (Fox, 19@&K, 1998; Takenoue, 2000; Katsumata,

2001) oder sogar sechs Stufen (Takenoue, 2000.Eagrindung fur das jeweilige
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Vorgehen wird meist nicht angegeben, nur vereinzett der Verzicht auf eine getrennte
Bewertung von Tumorzellen und Stromazellen dangridedet, dass die
immunhistochemische Farbung fur ein Protein (etw®Pin Tumorzellen und Stromazellen
in den einzelnen Tumoren immer gleich stark ausf@ktake, 1999; Miyamoto, 2000). Dies
kénnen wir aber nach unserer Analysen so nichiigeh (siehe Rohdaten in der Anlage).
Auch die Bewertung der Farbeintensitat ist in dégriatur sehr uneinheitlich. Manche
Autoren verwenden eine vierstufige Skala einschibl&ines Null-Wertes (Johnston, 1994;
Fox, 1996; Pestalozzi, 1997; Miyamoto, 2000) an&uelien verwenden mehr als vier
Stufen (Cascinu, 1999; Cascinu, 2000; Takenoued)20@@der weniger (Suda, 1999; Suda,
1999; Takenoue, 2000). Uneinheitlich zwischen deerlign ist auch das Vorgehen in der
Beurteilung von Fallen, in denen verschiedene Bdlleimorzellen und Stromazelle)
unterschiedlich stark angefarbt sind. Manche Autdrewerten in solchen Fallen die am
starksten angefarbten Zellen (Aschele, 1999), andexderum legen einen
.pDurchschnittswert” fest (Fox, 1996). Aus der La&ur gab es Hinweise, dass es biologisch
von Bedeutung sein kénnte, welche Zellen in einemmdr die drei Enzyme exprimieren. So
wurde in vitro ein sogenannter by-stander-effekit @oromazellen beschrieben, die die
Tumorzellen umgeben (Evrard, 1999). Aus diesem Gwrde in dieser Arbeit die
Quantifizierung derart differenziert vorgenommenir Mo bietet sich z.B. auch die
Mdglichkeit, immunhistochemische Daten mit den gerian quantitativen Methoden zu
vergleichen (QRT-PCR), dieser Ansatz wurde auainer parallel durchgefuhrten Studie

untersucht (Lassmann, 2006).

Voraussetzung fur eine semiquantitative Ausweregimmunhistochemie ist eine
standardisierte Ausfiihrung und eine optimale F&gbDarunter ist eine Farbung zu
verstehen, die so intensiv ist, dass das gesanetdr8m der Farbintensitaten dargestellt wird,

bei Fehlen einer unspezifischen (Hintergrund-) Bago Darlber hinaus sollte eine optimale
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Farbung und ein optimales Farbprotokoll so sengitermdglich sein, das heildt in der Praxis,
dass eine mdoglichst geringe Konzentration einegkArgers ausreicht, um eine maximale
positive Farbung zu erreichen. Die bestehendedtitemacht bezlglich derartiger
Optimierungen allerdings meist keine Angaben.

Wir haben die Farbungen in vielfacher Weise statfidert. Alle Farbungen wurden mit
einheitlichen Chargen der Antikdrper gefarbt. Alst€ktionssysteme wurden nur fertig
konfektionierte Fertigreagenzien (,kits") verwendalle Farbungen wurden auf einem
Farbeautomaten in Serien durchgefihrt. Es wurdeermex Kontrollen auf jedem Objekttrager
als sog. ,on-slide-Knotrolle* als TMA mitgefuhrto&onnte gewahrleistet werden, dass auch
minimale Schwankungen in der Farbequalitat, diegdi@ntitative Aussage beeinflussen,
erkannbar waren. Nur konstante Farbungen wurdediéiAuswertung zugelassen. Dies war
bei Durchfuihrung der Studie ein Novum. Damit wactaaine Vergleichbarkeit zwischen den
verschiedenen Tumoren maoglich. Zusatzlich lagesdlen Tumorpraparaten endogene
Kontrollen fiir die schwachste Farbintensitat voForm der glatten Muskulatur der
Darmwand. Damit war es auch mdglich, die Schnikielials Einflussfaktor fur die
Farbintensitat auszuschliel3en. TS, TP und DPD meayelers als andere quantifizierte
Farbungen (Steroidrezeptoren und HER-2), eine f3$opatisch lokalisierte Farbung, bei der
die Schnittdicke nach unseren Ergebnissen eineantlehen Einfluss auf die Farbeintensitat
hat (,Schittdickenphdnomen*). Negative Farbungenndi in Einzelfallen aber das Resultat
biologischer Phdnomene sein und nicht ein Farlde&tteSpeziell fir DPD sind
Genpolymorphismen beschrieben, die zu einem kotepl&xpressionsverlust fihren, der
sog. DPD Defizienz, dies liegt etwa bei einem v@nHatienten vor (Ridge, 1998). Klinisch
werden die Patienten u.U. mit letalen Nebenwirkungeter einer 5-FU-Chemotherapie
auffallig (Milano, 1994).

Durch die aufwendige Austestung verschiedener Anpiér und die Austestung

verschiedener Vorbehandlungsmethoden und Detekfysteane konnte das Ziel einer
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standardisierten Immunhistochemie erreicht werBemart vergleichende Daten waren aus
der Literatur nicht verfligbar.

Bei der hitzeinduzierten Vorbehandlung wurde beiufR TP auf den ,Steamer*”
(Dampfgarer) zurickgegriffen, da diese Methode gehstandardisierbar ist. Nur das
Wasserbad ist bezlglich der Standardisierbarkeit 8&amer Uberlegen, ist aber meist die
ineffizienteste Methode, da nur Temperaturen < CO8%eichbar sind. Der Dampfdrucktopf
verwendet zusatzlich noch das Druckprinzip undiehtelamit hhere Temperaturen (,super-
heating").

Da die Protease-Vorbehandlung (,PIER") die im Veigh schlechtesten Ergebnisse erzielte
und sie gleichzeitig die Methode ist, die am schggten standardisierbar ist, war sie fur
diese Antikorper gegeniber den HIER-Methoden kgute Alternative.

Eine Blockierung des endogenen Biotin war bei déstirtbasierten Detektionssystem
(LSAB) zwingend erforderlich, da ohne diese Blockieg eine starke Hintergrundreaktion
bestand. Die direkte Immunhistochemie mit primamjigierten Antikérpern war, wie zu
erwarten war, nicht realisierbar, da sie nicht eetiend sensitiv war, der direkte Nachweis
gelingt meist nur mit der Immunfluoreszenz, diesgenaber methodisch keine Alternative
gewesen, da sie keine optimale morphologische Bidwmt erlaubt, was aber Voraussetzung

zur Beurteilung der Studienfragen war.

Thymidin Phosphorylase ist ein Enzym, das immuoblsemisch sowohl im Zytoplasma,
wie auch im Kern lokalisiert ist (Yoshimura, 19%@x, 1995; Leek, 1998; Shomori, 1999).
Wir konnten beide Expressionsmuster von TP in Sametien und Tumorzellen nachweisen.
Unter den Stromazellen sind besonders die Makraghhgrvorzuheben, die immer eine
maximale Farbung (Score 3) zeigten (Yoshimura, 1$8@mori, 1999). Demgegenuber war
die Farbeintensitat der Tumorzellen variabel (S€8). Auch Normalgewebe, wie unsere
Positivkontrolle Lebergewebe, zeigte eine intensiggoung von Kupffer Zellen als
ortsspezifischen Makrophagen und eine schwachelrifég von Hepatozyten (Yoshimura,

1990). Auch nicht-neoplastisches Gewebe, wie ewlizihres Granulationsgewebe mit einem
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hohen Gehalt von Makrophagen zeigt immunhistochemasne starke Positivitat von TP
(Brown, 1998).

In unserer Studie korreliert ein niedriger Stromawen Thymidin Phosphorylase (, TP
Gesamt“) mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeitdiir Tumorrezidiv (Lokalrezidiv). TP
korreliert aber nicht mit der Uberlebensrate. Dikserelation erwies sich als unabhangig
vom UICC Stadium und der Graduierung des TumordelnLiteratur wird von anderen
Gruppen, passend zu unseren Ergebnissen, die xpesKion von TP mit einer glinstigen
Prognose korreliert (Saito, 2000; Tsuji, 2004) bauch mit einer niedrigeren Rate von
hamatogenen und lymphogenen Metastasierungen ikori@aito, 2000). Eine mdgliche,
wenn auch hypothetische Erklarung bietet Saitd. etli@ diskutieren, dass intratumorale
Makrophagen vor allem eine wichtige immunologisBeeleutung haben, die gegenuber der
angiogenetischen Funktion von TP im Vordergrunttst8aito, 2000). Dies widerspricht der
Meinung anderer Autoren, die die Angiogenesefumktion TP als Prognosefaktor in den
Vordergrund stellen (Tokunaga, 2002). TP kann aufdrseiner angiogenetischen Wirkung
das Tumorwachstum fordern (Takebayashi, 1996; Byd#99), wobei es sich dabei um eine
spezielle Tumorneoangionese handelt (Toi, 1995ehakashi, 1996; Engels, 1997;
Schwartz, 1998; Shomori, 1999). Methodisch habeto 8aal, ahnlich wie wir, die TP
Expression differenziert im Stroma und Tumor beliytdies erklart moglicherweise die
abweichenden Resultate anderer Studien. Methodisdhnhaltlich davon véllig zu trennen
sind neuere Studien, die TP im Serum von Patiemie@€RC untersuchten und diese mit der
Prognose und dem Auftreten von Lebermetastasesliaten. Hohe TP Werte korrelieren
dabei mit einer ungiinstigen Prognose (Haragucl®8R@ber den Gehalt von TP im Tumor
selbst gibt es aber in dieser Studie keine Datedass diese Ergebnisse derzeit nicht weiter

interpretiert werden kénnen.

Thymidylat Synthase wird im Zytoplasma vieler Zellger Normalgewebe exprimiert und
immunhistochemisch nachgewiesen. Dazu gehort aiechlatte Muskulatur des
Intestinaltraktes und der Blutgefal3en, Makrophagesh ortsspezifische), Granulozyten
(Suda, 1999) und die Zentrozyten und ZentrobladéegrKeimzentren (Kuniyasu, 1998),
Leberepithelien (Johnston, 1992) sowie Fibroblaglehnston, 1992; Pestalozzi, 1997). TS
zeigt nach unseren Ergebnissen eine starke Hetetagder Farbung, nicht nur im Vergleich
verschiedener Tumoren, sondern auch innerhalb &me®rs. Dies wurden auch schon von
anderen Autoren berichtet (Sanguedolce, 1998). &lesét es umso wichtiger, die

Auswertung so differenziert durchzufuhren, wieisidieser Arbeit erfolgte.



58

Es ist nicht auszuschlieRen dass darin das besoRdeblem der Untersuchung von TS in
Tumoren liegt. In dieser Arbeit wurde eine stadishi signifikante Korrelation zwischen dem
TS-Gesamtwert und dem Gesamtiberleben gefundese®liergebnis ist vergleichbar einer
Studie von Sanguedolce, der eine positive Kor@atatwischen TS und dem
Gesamtuberleben, sowie eine negative KorrelatioDukes-Stadium und Graduierung
zeigen konnte (Sanguedolce, 1998).

Bei der statistischen Auswertung wurden von unsifglis Werte ermittelt, die ,knapp”
unterhalb der statistischen Signifikanz lagen. Bid&rte wurden von uns als nicht
aussagefahig bewertet und nicht berichtet, obwsnhigtlerweile fast schon tblich ist, nicht
signifikante Ergebnisse als , Tendenzen“ zu bezeohDarauf wurde in dieser Arbeit
bewusst verzichtet, weil es inhaltlich nicht kotredt. Statistische Korrelation sind
Hypothesen, die auf mathematischen Berechnungeiéer Diesen Berechnungen werden
Schwellenwerte zugrunde gelegt, die eine hohe, wézioh nicht absolute
Wabhrscheinlichkeit aufzeigen, dass Korrelationanhauf Zufallen, sondern auf
tatsachlichen Zusammenhangen beruhen. Schliel3t Tramdwerte” mit ein, nimmt man in
Kauf, Hypothesen mit einer unwahrscheinliche Katiehen bzw. Korrelationen mit einer
nur geringen Wahrscheinlichkeit zu formulierenZlthlen ausgedrickt, bedeutet eine
Korrelation mit einer Signifikanz von$0,05, dass die Wahrscheinlichkeit einer zufalligen
Ubereinstimmung der korrelierten Parametér % betragt. Alle Korrelationen auBerhalb
dieser Signifikanz, haben aber eine wesentlicmgere Wahrscheinlichkeit, nicht zufallig zu
sein (Busch R., 2000).

Dihydropyrimidin Dehydrogenase ist das entscheiddfiozym des Pyrimidin-Katabolismus
(Diasio, 1994), es reguliert damit zusammen miuh8 TP den Pyrimidinmetabolismus der
Zellen. Die héchste ,,organgebundene” DPD Expreskasieht in der Leber, d.h. den
Hepatozyten (Lu, 1992; Mori, 2000). Auch Makrophag@schliel3lich der Kupffer-Zellen
und auch Lymphozyten zeigen eine hohe Expression1(@93; McLeod, 1998; Johnston,
1999; Uetake, 1999; Miyamoto, 2000; Takenoue, 2000) konnten zeigen, dass hohe
gesamt DPD-Werte mit einem niedrigeren Tumorstadincheiner langeren rezidivfreien
Uberlebenszeit, jedoch nicht dem Gesamtiiberlebaelieren. Beim Magenkarzinom
wurden identische Daten bereits berichtet bezigleatKorrelation mit dem Tumorstadium
(Takabayashi, 2000) und dem rezidivfreien Uberlefigimnkawa, 1999).

In dieser Arbeit wurden im Vergleich zu anderen|fkaltionen eine relativ aufwendige

Methode der semiquantitativen immunhistochemisdhetersuchung vorgestelit.
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Rechtfertigen die Ergebnisse diese Methodik, ostezine einfachere Analyse, wie sie in
anderen Studien vorgenommen wurden, ausreichend?

Bei der Analyse von TS ist statistisch nur der @Ges@/ert relevant, wahrend fur TP alleine
der Stroma-Wert entscheidend ist. Bei DPD ist sdwleh Gesamt-Wert, wie auch der
Stroma-Wert bedeutsam. Nach den vorgelegten Ergstmj scheint es also notwendig, die
Immunhistochemie sehr differenziert zu analysiefas betrifft nicht nur die Beurteilung
der Farbeintensitat, da fur die Ermittelung desa@#sWertes nach unserer Methode das
Verhaltnis der Tumorzellanteile zum Stromaanteiigelt werden muf3, so dass auch diese
differenzierte quantitative Auswertung unabhangig der Beurteilung der Farbeintensitat
von Bedeutung ist.

Neben der Berucksichtigung der Einzelwerte vonTESund DPD wurde in der Literatur
auch die Relation der Enzymexpression von Enzynogen (TS/DPD sowie TP/DPD) bei
der Beurteilung bericksichtigt (Ishikawa, 1998; Koann, 2002). In unserer Studie ergaben
sich aber diesbezuglich keine Korrelationen.

Es mul3 an dieser Stelle auch darauf hingewiesetlewedass es nur einzelne Studien gibt,
die die Prognose von TS, TP und DPD an Kollektivetersuchen, die keine Chemotherapie
erhalten hatten. Die drei Enzyme werden auchréldiltive Parameter diskutiert, dass heif3t,
sie werden mit der Vorhersage eines Ansprechen€laeiinotherapie in Verbindung gebracht
(,Response“-Pradiktion). So sollen Tumoren mit h&iRD-Werte schlecht auf eine
Chemotherapie ansprechen (Beck, 1994; Nita, 199#abto, 2000). Hohe TS Werte im
Tumor sind bei chemotherapierten Coloncarcinomdremer guten Prognose
vergesellschaftet (Johnston, 1994; Paradiso, 2@@®elne Autoren zeigten allerdings auch
bessere Remissionsraten bei niedrigen TS-Wertantersuchten Lymknotenmetastasen bei
CRC (Aschele, 2000; Igbal, 2001) . Fur TP wurdeeggiz dass erhohte TP-Werte zu einer
erhdhten Ansprechrate einer 5-FU-basierten Chemagtleefihrt (Fox, 1997; Evrard, 1999),
aber auch das Gegenteil, also eine niedrigere Ankpate wurde beschrieben (Metzger,
1998; Salonga, 2000).

Daher vermischen sich bei der Analyse von TS, TdPDIRD in chemotherapierten
Kollektiven mdéglicherweise die prognostischen uremtadiktiven Aussagen. Die vorgelegte
Studie zeichnet sich dadurch aus, dass sie eimhsamogenes Patientenkollektiv umfal3t, das
ausschlief3lich operiert worden war. Obwohl in diedéllektiv Patienten mit CRC der

Tumorstadien pT1, pT2, pT3 und pT4 eingeschlossaeny hatte das UICC Stadium keine
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prognostische Aussagekratft in der retrospektivealyse Uber einen
Nachbeobachtungszeitraum von median 63 Monate8%).3-

Es handelt sich bei den dargestellten KorrelatiorenTS, TP und DPD um statistisch
unabhangige Prognoseparameter. Diese Ergebnisitesridie Hypothese, dass TS, TP und
DPD in bestimmten Tumorstadien neben der etabhd#i€C Klassifikation unabhangige

prognostische Parameter fiir CRC sein kénnten.
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F. Zusammenfassung

In dieser Dissertation wurde in einer retrospekti$tudie die prognostische Bedeutung der
Proteinexpression von Thymidylat Synthase, ThymRlwwsphorylase und Dihydropyrimidin
Dehydrogenase in Colorectalen Carcinomen der Ul@@ién | und Il untersucht, die
ausschlie3lich operativ behandelt worden waren.Kadiektiv umfasste 97 Patienten mit
einem Altersmedian von 65 Jahren (26-87 Jahrejndar 61 Manner (62,9 %) und 36 Frauen
(37,1 %) mit einen medianen Beobachtungszeitraumb&Monaten (13-85 Monate). 22
Patienten (27,2 %) befanden sich im UICC StadiypTL 4 (4,1 %), pT2 18 (18,6 %)], 75
(77,3 %) im Stadium Il [ pT3 62 (63,9 %), pT4 13/4 %)]. 61 (62,9 %) der Tumore waren
im Kolon lokalisiert, 36 (37,1 %) im Rektum. In déBeobachtungszeitraum erkrankten 14
Patienten (14,4 %) an einem Rezidiv, davon verstafl®) Patienten (10,3 %).

Die Proteinexpression von TS, TP und DPD wurdemetsisemiquantitativer
Immunhistochemie an Formalin-fixiertem Paraffingbee@rmittelt. Es erfolgte dabei eine
getrennte Beurteilung von Tumorzellen und Stromerekusatzlich wurde ein Gesamtwert
fur die Proteinexpressionen berechnet.

Die statistischen Tests nach Mann-Whitney und Spaarzeigten folgende Korrelationen:

1. Patienten mit hohen Werten TS-Gesamt-Werten habdareggeres Gesamtiberleben
(p = 0,05).

2. Patienten mit niedrigen TP-Werten im Stroma habgmifskant haufiger ein Rezidiv
(p =0,017).

3. Patienten mit hohen DPD-Werten fur das Gesamtpafipawartet ein langeres

rezidivfreies Uberleben (p = 0,044). Diese Patietitaben auch ein niedrigeres
UICC/Dukes-Stadium (p = 0,027).

4. Patienten mit einem niedrigen Tumor-/Stromaverlgn 50%) entwickeln haufiger
ein Rezidiv (p = 0,011) und sterben haufiger im lBexhtungszeitraum (p = 0,001)
als Patienten mit einem hohen Tumor/Stromaverts(tn60%).

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass TS, TP #id imabhangige Prognosefaktoren

nodal-negativer CRC sein kdnnen.
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Anhang
Schritt-Nr. Position Inhalt Verweilzeit Schritt-Nr | Position Inhalt Verweilzeit
1 1 PAD 1 00:00:29 45 2 PAD 2 00:00:45
2 5 BUF 1 00:00:10 46 10 Link 00:25:00
3 1 PAD 1 00:00:29 47 2 PAD 2 00:00:45
4 5 BUF 1 00:00:10 48 6 BUF 2 00:00:10
5 1 PAD 1 00:00:45 49 2 PAD 2 00:00:29
6 14 Avidin 00:15:00 50 6 BUF 2 00:00:10
7 1 PAD 1 00:00:45 51 2 PAD 2 00:00:29
8 5 BUF 1 00:00:10 52 6 BUF 2 00:00:10
9 1 PAD 1 00:00:29 53 2 PAD 2 00:00:29
10 5 BUF 1 00:00:10 54 6 BUF 2 00:00:10
11 1 PAD 1 00:00:29 55 2 PAD 2 00:00:45
12 5 BUF 1 00:00:10 56 11 Complex 00:25:00
13 1 PAD 1 00:00:29 57 3 PAD 3 00:00:45
14 5 BUF 1 00:00:10 58 7 BUF 3 00:00:10
15 1 PAD 1 00:00:45 59 3 PAD 3 00:00:29
16 15 Biotin 00:15:00 60 7 BUF 3 00:00:10
17 1 PAD 1 00:00:45 61 3 PAD 3 00:00:29
18 5 BUF 1 00:00:10 62 7 BUF 3 00:00:10
19 1 PAD 1 00:00:29 63 3 PAD 3 00:00:29
20 5 BUF 1 00:00:10 64 7 BUF 3 00:00:10
21 1 PAD 1 00:00:29 65 3 PAD 3 00:00:45
22 5 BUF 1 00:00:10 66 12 Chromogen  00:07:00
23 1 PAD 1 00:00:29 67 3 PAD 3 00:00:35
24 5 BUF 1 00:00:10 68 7 BUF 3 00:00:10
25 1 PAD 1 00:00:45 69 3 PAD 3 00:00:35
26 9 Antibody 1 | 00:25:00 70 12 Chromogen  00:07:00
27 1 PAD 1 00:00:45 71 3 PAD 3 00:00:35
28 5 BUF 1 00:00:10 72 7 BUF 3 00:00:10
29 1 PAD 1 00:00:29 73 3 PAD 3 00:00:35
30 5 BUF 1 00:00:10 74 12 Chromogen  00:07:00
31 1 PAD 1 00:00:29 75 3 PAD 3 00:00:35
32 5 BUF 1 00:00:10 76 7 BUF 3 00:00:10
33 1 PAD 1 00:00:29 77 3 PAD 3 00:00:35
34 5 BUF 1 00:00:10 78 13 Haemalaumn 00:01:00
35 1 PAD 1 00:00:45 79 4 PAD 4 00:00:35
36 9 Antibody 1 00:25:00 80 7 BUF 3 00:00:10
37 2 PAD 2 00:00:45 81 4 PAD 4 00:00:45
38 6 BUF 2 00:00:10 82 8 B 00:00:15
39 2 PAD 2 00:00:29 83 4 PAD 4 00:00:29
40 6 BUF 2 00:00:10 84 8 B 00:00:15
41 2 PAD 2 00:00:29 85 4 PAD 4 00:00:29
42 6 BUF 2 00:00:10 86 8 B 00:00:15
43 2 PAD 2 00:00:29 87 4 PAD 4 00:00:29
44 6 BUF 2 00:00:10 88 8 B 00:00:15
Anhang 1:

Farbelogarithmus am Immunhistochemieroboter Dako TehMate™ Horizon
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LioJ)S/lowin |

PWO.IS-add

PWwonNs-ddd

Jown]-add

rlown] -addd

| WOIS-d1

H BWOAS-d.1

[Jownl-d1

dJowni-d1

| BWONS-S 1

H BWONS-S1

[Jownl-S1

dJlowni-Si

Z1e|d

S3[ 2 2 1f 3| 4| 2f 3 3| 4 2f 3| 1f 4

S4f 1f 1f 1f 3f 3| 1f 3f 3| 4 2f 2 3| 4

55[ 4 2 2 1f 4| 1f 2 2f 4 2f 3| 1f 3

56 3 1f 1f 2f 2 1f 3f 2f 4 2f 3[ 1f 4

S7| 1 1f 1f 1f 4f 2f 3 3| 4 2 2 3| 2

58| 3| 2 1f 3f 4| 2 2 3| 4 2f 3[ 1f 3

SO 4 2f 2f 1f 4 1f 3[ 2f 4f 1f 3| 1f 4

60 3 2 1f 3| 4| 1f 2 3| 4 1f 2 1f 4

61| 4 2 1f 3f 4| 1f 3| 2f 4 1f 2 1f 4

62 3 2 1f 3f 3 1f 1f 3f 4f 1f 2 1f 4

63| 3 1f 1f 3| 4| 2 3 3| 4 1f 3[ 2 3

64 3| 1f 1f 2f 2f 2f 2f 3| 4f 2f 3[ 1f 4

o5 4 1f 1f 3f 4 1f 3f 3| 4 2f 2 3f 3

o6 1 2 Of Of 4 1f 2 3| 4 1f 1f 3f 3

67 4 2 1f 3f 4| 2f 3| 3| 4 2 2 3 3

68| 4 2 1f 3| 4| 2 3 3| 4 1f 1f 3| 4

69 3 3 1f 1f 3| 1f 3 3| 1f 1f 3f 1f 4

70 4 1f 1f 3f 4| 2f 4| 3| 4 3| 3[ 2f 4

71 4 1f 1f 3f 3 2f 3f 3| 4 2f 3| 1f 4

720 3[ 2 1f 3 3 1f 3f 3| 4 2f 2 3| 3

73[ 3 1f 1f 3f 3 1f 3[ 2f 4f 1f 2 3 3

740 4 2 1f 3| 4| 2f 3 3| 4 2f 3 1f 3

750 4 2 2 1f 4f 2 1f 3| 4 2f 3 1f 4

76 2 1 Of of 4 2f 3f 3| 4 2f 3[ 2f 3

7 4l 1 1f 3f 4 1f 2 3f 4f 1f 2 3f 3

78| Of Of Of of 4f 2 2 2f 4 2f 3 1f 3

79 2 1f 1f 3f 2 1f 4f 3f 3[ 2f 3| 3| 4

80[ 2 1f of of 4 2f 2 3| 4 2f 3| 1f 4

81 2 2 1f 3| 4| 1f 3[ 3| 4 1f 3[ 2 3

82 2 1f of of 4 1f 2f 3| 4 1f 3| 1f 4

83 3| 2 1f 3| 4| 2f 4 3| 4 1f 3| 3| 4

84 2 2 1f 1f 3 1f 3f 3| 4 2f 3 3| 3

85 3| 2 1f 2f 4 1f 3[ 3| 4 2 2 3| 4

86| 4 2 1f 3f 3 1f 2 3f 4 2f 2 3f 3

87| 4 2 1f 3f 4| 1f 2 3| 4 1f 2 1f 4

88| 4 1f 1f 3f 3| 1f 3[ 2f 4 1f 3| 3| 4

89 2 2 1f 3f 3 1f 3f 3| 4f 1f 3[ 3| 4

90 3 2 1f 1f 4f 1f 2 3| 4 1f 2 3| 4

91{ 3[ 2 2 1f 4| 1f 2f 3| 4 2f 2 1 3

92 3 3| 1f 3f 4| 2f 3 3| 4 1f 1f 3f 4

93| 4| 2 1f 2 3 2 2 3| 4 1f 1f 3| 4

o4 4 1f 1f 3f 4| 2 2 3| 4 1f 3| 1f 4

95 2 1f of of 1f 2f 3f 3f 3 1f 2 3| 4

96| 4| 2 1f 3| 4| 2f 4| 3| 4 1f 3[ 3| 3

o7 3 1f 1f 3f 3 1f 2 3f 3[ 1f 2 1f 4

98| 3 1f 1f 3f 2 2f 2 3f 3 1f 2 2f 3

#A4) 2] 1] 1] 3| 4] 2| 3] 3| 4] 1] 2] 1] 4

#H4) 4] 2| 1] 2| 4] 2| 2| 3| 4] 3| 4] 1] 3

LioJ)S/lowin |

PWO.IS-add

PWwonNs-ddd

Jown]-add

rlown] -addd

| WOIS-d1

H BWONS-d.1

[Jownl-d1

dJowni-d1

| BWONS-S1

H BWONS-S1

[Jownl-S1

d lownj-s|

eld

1) 3] 1] 1] 3] 4] 2| 3] 3] 4] 1] 1] 2| 4
21 4 2|1 0] O] 4 2| 3] 3] 4 1] 3] 1] 1

4 3| 2| 11 1] 4] 1] 3| 2| 3| 1] 3| 1] 3
5| 41 1] 1] 3| 4] 2| 3| 3| 1| 1] 3| 2| 4

71 3] 1] 1] 3| 4] 1] 3| 1] 3| 1] 3| 1] 2

8| 4] 1| 1] 3| 4] 1] 3| 3| 4| 1] 3| 2| 4
9 3| 2| 1] 1] 4] 1] 3| 3| 2| 1] 3| 1] 3
101 3| 2| 1] 2| 4] 1] 4] 3| 1] 3| 2| 1] 4

11| 4] 1] 1 3| 4] 2| 3| 2| 3| 1] 3| 3| 3

12| 1] 1] Of O 4] 1] 3| 2| 4] 1] 2] 3| 3

13| 1| 2| O] O] 4| 1] 3| 1| 4] 2| 3| 1] 3

14 3| 2| 1 3| 4] 2| 3| 3| 4] 2| 3] 1] 3

151 3| 1 2| 1| 4] 1] 2| 3| 4] 3| 3| 1] 3

16 3| 1| 1| 3| 4] 1] 2| 3| 4] 3| 2| 1] 3

17 4] 2| 1 2| 4] 1] 1] 3| 4] 2| 2| 2| 4

18] 2| 1| 1 3| 3| 1] 3| 2| 3| 2] 3] 2] 3

191 3| 1| 1] 2| 2| 1] 3| 3| 4] 1] 3| 1] 3

20 Of of 3f 2f 2f 2f 3f 2f 4f 2f 2f 3f 4

211 2 2f 1f 3f 4f 1f 3f 3| 4f 1f 1f 3f 3

221 4l 2 1f 3f 4f 3| 2 2f 4 2f 3 1f 4

23] 3 2f 1f 3f 3 1f 2 2f 4 2f 3 1f 3

241 3 2 1f 3f 4| 2f 3 3| 4f 3| 1f 3f 3

250 3 1f 1f 3f 3| 1f 2 3f 4f 3f 3 1f 3

26| 4 2 1f 3f 4| 2f 2 3| 4 2 2 3| 4

27 3 2 2 1f 3| 1f 2f 3f 3 1f 3f 1f 4

28| Of Of 1f 3f of of 1f 3f of of 1f 3| 4

29 3 1f 1f 3f 3 1f 2f 3 2 1f 1f 3f 4

30[ Of Of of of 4 1f 2 2f 4 2f 2 1f 4

31 1f 1f 1f 3f 3| 1f 3f 3| 4f 1f 3[ 1f 4

32 2 2 1f 3f 4| 2 2 3| 4 1f 2 3| 4

33[ 3 2 1f 3| 4 1f 2f 3| 4 2f 3[ 1f 4

34 3 1f 1f 3f 2 1f 2 3f 4 1f 3[ 1f 4

35 Of of 1f 2f 4 2f 3f 2f 4 2f 3[ 2 3

36 3 2 1f 3f 4 1f 2 3f 4f 1f 3[ 1f 3

37 2 2f 1f 3 3 1f 3 3| 3 2 3f 3| 4

39 3| 2 1f 2f 4 2f 3[ 2f 4 1f 2 1f 4

401 3] 1] 1] 1] 3] 2| 2| 3] 4] 1] 3] 1] 3

411 2] 1] 1] 1] 4] 1] 3] 2| 3] 1] 1] 1] 4

42] 1] 1] 2] 1] 4] 1] 3] 3] 4] 2| 2| 3| 3

431 3| 1] 1] 3] 2] 1] 2] 2] 3] 1] 3] 1] 3

441 0] O] 1] 1] 4] 1] 2] 3] 1] 1] 1] 1] 4

45| 3| 1] 1] 1] 3] 1] 2| 3] 1] 1] 2] 1] 3

46| 1] 1] 1] 2| 4] 1] 3] 3| 1] 1] 2] 2| 4

471 1] 1] 1] 1] 3] 1] 2| 3] 4] 1] 3] 1] 4

48| 3| 2| 3] 1] 4] 2| 2| 3] 4] 1] 3] 1] 3

49| 21 1] 2] 1] 4] 1] 2| 2| 4] 1] 3] 1] 3

SO[ 3 1f 1f 1f 4f 1f 4f 3| 4f 1f 3[ 3[ 3

51 4| 2 2 1f 4| 2 2 3| 4 3| 3| 1f 4

52 4 2 1f 3f 4| 2f 3 3| 4 1f 3[ 3| 4

Anhang 2:

Ubersicht tiber die Beurteilung der Farbungen der 975tudienpatienten
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