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Arbeitshypothese und Fragestellung

Das Kolonkarzinom gehort weltweit zu den haufigdfeabsarten. Vorlauferlasionen
des Darmkrebses sind die Kolonadenome. Durchrettdézeitige Adenomabtragung
kann ein Karzinom verhindert werden, indem die AmerKarzinom-Sequenz

unterbrochen wird.

Wichtigster Schritt in dieser Karzinogenese istldektivierung des p53-Gens, welches
als spates Ereignis fur die Umwandlung der Adenomilonkarzinome
mitverantwortlich ist. p53 ist an der Entstehungiet Krebsarten beteiligt und das
bisher wichtigste bekannte Tumorsupressorgen. iButationsbedingte Inaktivierung
fuhrt zur Konformationsanderung des p53-Proteints\farlust seiner zentralen
Funktion in der Kontrolle des Zellwachstums.

Diese Arbeit untersucht ob und inwieweit das p53t&tn als Biomarker fur eine
Abschétzung der Entartungswahrscheinlichkeit eikmenadenoms dienen kann.
Dazu sollte die Haufigkeit abnormer nuklearer p8&&umulationen mittels DNA-
Sequenzierung und Immunfarbungen bestimmt undeaidbiung zu
histopathologischen Prognoseparametern und insbesodem gleichzeitigem

Vorkommen von invasiven Karzinomen gesetzt werden.

Studien bezuglich einer abnormen nuklearen p53-AkKation in Kolonadenomen
kamen haufig aufgrund niedriger Fallzahlen zu keireendeutigen Ergebnis. In dieser
Arbeit soll mithilfe eines grof3en Kollektivs einprésentatives Ergebnis erzielt und eine
Klarung dieser Fragestellung erfolgen.



1. Einleitung

1. 1 Theoretische Betrachtung

Darmkrebs ist in Industrielandern bei beiden Gesdditern die zweithaufigste
Krebserkrankung. Laut dem World Cancer Report (2@@8 WHO liegt die Inzidenz
jahrlich bei schatzungsweise 945.000 weltweit. lruidchland erkrankten 2002
ungefahr 35.600 Manner und 35.800 Frauen neu (Rdbtmeh Institut, 2006). Mit
bundesweit ca. 30.000 Sterbeféllen jahrlich istnilaebs auch die zweithaufigste
krebsbedingte Todesursache. Umso wichtiger ist das Entstehen durch
praventivmedizinische MalRnahmen zu verhindern. Akarzinome sind mit 90 - 95 %
aller Darmtumoren am haufigsten, 10-15 % machenimige Karzinome und andere
seltene Karzinomtypen aus. Entsprechend des Diitggrungsgrades der Zellen
werden die Karzinome in gut differenzierte (G1), Agg (G2) und schlecht (G3)
differenzierte -bzw entdifferenzierte (G4) Tumorenterteilt. Das Grading korreliert
mit der Prognose.

Mehr als 90 % der Kolonkarzinome entstehen aus &dtellasionen, den sog.
Adenomen 85]. Diese sind primar gutartige Neubildungen des senepithels, die
maligne entarten kénnen. Bei mindestens 25 % demilaund 15 % der Frauen, die
sich einer Koloskopie unterziehen, werden ein odehnrere Adenome entdeckd].

Das Entstehen wird durch mehrere Risikofaktorentibstgt: hohes Alter§7, 9Q,
positive Familienanamnes&(?, fett- und fleischreiche Ernédhrungq, 103, Rauchen
und Alkohol B0, 93, 94 sowie eine langjahrige chronisch-entziindliche
Darmerkrankung ( Morbus Crohn und Colitis ulcerogB), 87. Einer ballaststoff-,
mineral- und vitaminreichen Erndhrung (Calcium,eBelFolsdure u. ay[ 6 werden
protektive Eigenschaften zugesprochen. In einigdndi&n erwiesen sich auch
Nichtsteroidale Antirheumatika und postmenopaustdemonpraparate als praventiv
[2, 10, 7T.

5-10 % der Karzinome sind genetisch bedingt: Daghoren die familidre
adenomatose Polyposis coli (FAP) und das hereditdchtpolypose kolorektale
Karzinom-Syndrom (HNPCC, Lynch-syndroni), [L5, 26, 5B

1. 1. 1 Morphologische Veranderungen des Kolonepiéhs

Die makroskopisch meist als Epithelwucherungen h&isenden Adenome
(neoplastische Polypen) werden endoskopisch haigigufallsbefund entdeckt, da sie
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selten Beschwerden (Blutung, Obstipation, abdormainathmerzen) bereiten. Nach
ihrem histologischen Wachstumsmuster werden Adenameubular, villés und

tubulovillés eingeteilt:

Tubulare Adenome: Aufbau aus verzweigten Tubuli (> 75 %), haufig tggs

Vorkommen: > 75 % aller Adenome

Villose Adenome Aufbau aus finger- oder zottenartigen Auffaltang(> 75 %),
(Zotten). Vorkommen: < 5 % aller Adenome

Tubulovillése Adenome Zusammensetzung aus mehr als 25 %, aber wengyéb &o

villdsen Anteilen. Vorkommen: 10 — 25 % der Adenome

Davon abgegrenzt werden sog. serratierte Adenoressi(gs serratiertes Adenom,

traditionelles serratiertes Adenom).

Erste morphologische Veranderungen zu einem Adesinchsog. ,aberrant crypt foci*
(ACF). Diese sind Cluster von abnormal grof3en, hieierhabenen, intestinalen
Mukosakrypten, die Uber weitere Veranderungen ,Bhiklenome” und letztlich
Adenome bilden 3]. Mikroskopisch sind Adenome durch Ausreifungsstien,
Zellatypien und Architekturstérungen charakterisierelche sich priméar auf das Epithel
beschréanken. Da diese Verédnderungen progrediedt swerden entsprechend des
Auspragungsgrades verschiedene Gradeinteilungeimipets Historisch existierte die
Einteilung in leicht-, mittel- und hochgradige ,pfasien”. Leichtgradig verandert ist
die Lasion bei dichtstehenden, langlichen EpitHEremit stabchenférmigen Kernen
und vermehrt nachweisbaren Mitosen. Eine ,hochgeditypie” besteht bei starken
Zellatypien, komplexer werdender Zytoarchitekturd uAuftreten eines prominenten
Polaritatsverlusts der Kerne. Eine ,mittelgradigeysplasie® bezeichnete ein
Zwischenstadium. Da diese Diagnosen hauptsachliudh sabjektive Kriterien der
einzelnen Pathologen beruhen, traten haufig Insmoer- Schwankungen beim
Grading dieser Vorlauferneoplasien auf. Diese Watdede waren nicht nur unter
westlichen Pathologen bekand3] 21, 24, 5/ sondern besonders deutlich zwischen
westlichen und japanischeiq, 8Q. Dies war Anlass fur die Erarbeitung einer neuen
Klassifikation auf einem Weltkongress in WieB1] mit der Konsequenz, dass
Adenome nur noch in zwei Kategorien, namlich ,lowadge-“ und ,high grade®

eingeteilt werden. Die ,low grade“ Adenome entspest den friheren leicht- und



mittelgradigen ,Dysplasien, die ,high grade® Adene den ehemals hochgradigen
.Dysplasien®. Intraepitheliale Karzinome (sog. damma in situ) bzw. intramukosale
Karzinome ohne Infiltration der Lamina muscularisicosae werden von den ,high
grade” Adenomen unterschieden, haben aber einechbnPrognose wie diese und
werden daher genau so behandelt. Da die Abgrendeingategorie ,high grade* zum
intramukosalen Karzinom weiterhin schwierig war umibch ist, wurde die
Klassifikation modifiziert 82] (Abbildung 1). Zudem wurde der Begriff ,Dysplasia
der WHO Klassifikation des Jahres 2000 durch degriBeintraepitheliale Neoplasie®
abgelost. Aufgrund der weiter bestehenden erhedlidmterobserver-Variabilitat bei
der Einteilung der Adenome waren Biomarker hilfreicdie eine objektive
Unterscheidung dieser Entitdten ermdglichen. Einenage Einteilung der
Préakanzerosen ist unerlasslich fur das klinischezétlere und Einschatzung der

Prognose.

Abbildung 1: Wiener Klassifikation und ihre modifizierte Version (aus Sugai et al. 20028[])

Vienna or Modified Vienna Classification of Gastrointestinal Neoplasia

Vienna classification Modified Vienna classification
Category 1 Negative for neoplasia/dysplasia Megative for neoplasiajdysplasia
Category 2 Indefinite for neoplasia/dysplasia Indefinite for necplasiz/dysplasia
Category 3 Non-invasive low grade neoplasia Low grade necplasia (low grade adenoma/dysplasia)
(low grade adenomaydysplasia)
Category 4 Non-invasive high grade neoplasia Intramucosal borderline neoplasia
4.1 High grade adenomajdysplasia 4.1 High grade adenoma/dysplasia
4.2 Non-invasive carcinoma 4.2 Intramucosal carcinoma, well differentiated

(carcinoma in situ)
4.3 Sugpicion of invasive carcinoma

Catagory 5 Invasive neoplasia Definite carcinoma
5.1 Irtramucosal carcinoma 5.1 Intramucosal carcinoma, moderately or poorly
differantiatad
5.2 Submucosal carcinoma or beyond 5.2 Submucosal carcinoma or beyond

1. 1. 2 Klinisches Prozedere und Therapie

Zur prophylaktischen Diagnostik ist die Koloskopkttel der Wahl mit einer hohen
Sensitivitat und Spezifitdt bei korrekter Durchfiihg und der Mdéglichkeit einer
therapeutischen Intervention. Bei Entdeckung volygdm im Rahmen von Darmkrebs-
Screeningverfahren (z.B. okkulter Bluttest, Signeskbpien) soll gemaR der S3-
Leitlinie ,Kolorektales Karzinom* eine vollstandig&oloskopie erfolgen, um alle
Lasionen zu entdecken83. Alle neoplastischen Polypen sollen dann mittels
Polypektomie oder Mukosaresektion komplett entfeverden, welches die

Karzinominzidenz deutlich senkfi()l]. Als Grundlage fir die Festsetzung von post-



Polypektomie Kontrolluntersuchungen dient u.a. Hieteilung der Adenome gemaf
dem ,Low-Risk/ High-Risk-Adenom-Konzept*:

,LOW-Risk-Adenom-Situation“: 1 - 2 Adenome unter 1 cm Gro6Re mit einer ,low
grade” intraepithelialen Neoplasie. Das Nachsaortgevall betragt hier 5 Jahre.
.High-Risk-Adenom-Situation” : 3 - 10 Adenome/ mindestens 1 Adenarh cm/

villdse Adenomhistologie oder mind. 1 Adenom miig/n grade intraepithelialer
Neoplasie. Vorausgesetzt es liegt eine kompletsR®n vor, dann betréagt das
Nachsorgeintervall hier 3 Jahre. Bei unauffalligester Kontrolle erweitert sich das

Intervall auf 5 Jahre.

Bei Polypen mit histologisch nachgewiesener begidee karzinomatoser Infiltration
der Lamina muscularis mucosae (pT1-Karzinome) kaon einer onkologisch-

chirurgischen Komplett- Resektion abgesehen wendenn

« der Polyp restlos entfernt worden ist,

« der Resektionsrand nicht involviert ist (R0),

« das Karzinom gut bis maRig differenziert ist (G2) @Gnd

« kein Hinweis auf eine Gefal3- und/oder Lymphinvasesteht (LO).

Wenn eine vollstindige Resektion gesichert ist| sshe endoskopisch lokale
Nachsorge bei diesen Risikopatienten nach 6 Monatdmach 2 Jahren geschehen.
Die Risikostratifizierung ist prognoserelevant, &erreliert mit dem Auftreten von
metachronen Adenomen. Da auch eine Koloskopienalsive Methode ein gewisses
Risiko birgt, ist die genaue Malignitatseinschatzumur optimalen Planung der
Therapie- und Nachkontrollen essentiell.

1. 1. 3 Molekulare Veranderungen: Adenom-Karzinom-8quenz

Die Pathogenese des Kolonkarzinoms wurde als edsieh das ,Vogelstein Modell*
erklart. Abbildung 2 zeigtdie Adenom-Karzinom-Sequenz ein von Fearon und
Vogelstein (1990) entwickeltes Modell, das sequaiezigenetische Ereignisse bei der

Entwicklung eines Kolonkarzinoms aus einem Adenaschreibt 23].



Abbildung 2: Adenom-Karzinom-Sequenz (nachgebildetnach Fearon und Vogelstein, 1990)
Mutation oder Verlust des FAP-Gens fuhrt zu Dédizi der Zelladhdsion und des Zytoskeletts mit
nachfolgender Hyperproliferation des Epithels. DNgpomethylierungen férdern mitotische Non-
Dysjunctions und zusatzlich genomische Instabili@auerhafte Stimulation von Wachstumssignalen
entstehen durch K-ras Mutationen. Zell-Zell undl-&éhtrix Interaktionen werden durch Alterationen am
DCC Genlocus (deleted in colorectal cancer) venlsaAls spates Ereignis gilt eine inaktivierende
Mutation des p53-Gens mit entscheidender Beeirtigiahg der Zellintegritat.

Chromosom: Eg
_ _ 12p 18q 17p
Alteration:
Gen_’ oy :‘::ﬁt“’““ Verlust Mutation Verlust Verlust
: K-ras pcc pE3
DMA 2
hypomethylierung
normales - | hyperprolif. | ), | friihes g intermedid- T| spates — | frilhes L Metastasen
Epithel Epithel Adenom res Adenom Adenom Karzinem | '

Seitdem wurden eine Vielzahl an TumorsupressorgemienDPC4, MADR2 (18q),
DNA Reparaturgenen und Genereignissen wie Delatiané Chromosomen 1q, 4p, 6p,
8p, 99 und 229 charakterisiert, die auch an deridagenese beteiligt zu sein scheinen
[56].

Wichtigste Veranderungen sind solche in sog. ,R&guyjenen” des Zellzyklus, am
bedeutendsten sind Onkogene und Tumorsupressorgene.

Das p53-Tumorsupressorgen, benannt nach dem Molekulargewicht seines
Proteinproduktsist aufgrund seiner Beteiligung an drei grundsétein Mechanismen,
die den Organismus vor zellularen Schaden und &g@&mu schitzen, das bisher
wichtigste bekannte Tumorsuppressorgen. Es ist eanZellzykluskontrolle, an der
Apoptose und an der Erhaltung der genetischen IBéalineteiligt. p53 wird bei DNA-
Schaden einer Zelle aktiviert und initiiert mit @i DNA-Bindungsdoméne die
Transkription von Proteinen. Diese arretieren detizgklus am Ubergang der G1- zur
S-Phase der Zelle, um einen Reparaturmechanismus deo Replikation zu
ermoglichen. Ist der Zellschaden irreparabel, getl@53 den programmierten Zelltod
ein. So wird verhindert, dass GenominstabilitaterT ochterzellen tbertragen werden
und Mutationen begunstigen. Der Funktionsverlugisels Gens ist somit fur jede

Tumorentwicklung von zentraler Bedeutung. Deshatbpb3 in fast der Halfte aller
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Krebserkrankungen inaktivier8$|. Bei Kolonkarzinomen liegt in 50 bis 75 % derIEal
ein p53- Funktionsverlust vor, in Adenomen istidaufigkeit geringer 23, 99.

Der Mechanismus eines Funktionsverlustes ist hageifi@ Punktmutation auf einem
Allel, gepaart mit einer Deletion des anderen Allgb, 48 (LOH, loss of
heterozygosity). Haufig finden sich auch p53-Mutemtdie dominant negative Effekte
auf die Wildtyp p53-Proteine austiben, so dass digatbn eines Allels ausreicht um
eine p53-Dysfunktion zu erreiche®7, 99. In einigen Studien hat sich eine p53-
Alteration in Kolonkarzinomen als Marker flir ein gimstiges Tumorstaging- und

grading herausgestellt7, 60, 63

1. 2 Praktische Bedeutung und Fragestellung

Obwonhl fast alle Karzinome aus Adenomen entstelgehen weniger als 10 % der
Adenome in Karzinome Ubeb2]. Die Herausforderung ist es, die Gene zu findka,
bei einer Veranderung den Adenomen ein hohes Ri&@keihen, maligne zu entarten.
Bisher konzentrierten sich daher Versuche daraef,Rblle von p53-Alterationen in
Kolonadenomen in solch prognostischer Hinsicht dfassen. Nach Vogelstein sind
.high grade” Adenome haufiger p53-verandert alsw,lgrade* Adenome. In der
Forschung gibt es dafir Hinweise wie auch fur eiddhéangigkeit des
Malignitatpotenzials von  Histologie, @ Adenomgrof3e dun Alter  sowohl
Tumorlokalisation als auch Nachbarschaft zum Kanzir{siehe Abschnitt 4).

Es stellt sich die Frage, ob diese ungunstigenskimpathologischen GroRen auch mit
dem Vorkommen von p53-Alterationen positiv korredie. Gibt es in der Praxis
Anhaltspunkte dafir, dass p53-veranderte Adenomigmea sind als unveranderte?
Kann die p53-Bestimmung bei der Adenombeurteilualjeh? Wirde sich eine solche
Annahme bewahrheiten, gébe es einen verlasslicharkevl zur Objektivierung des
bisher nur subjektiv eingeschatzten Malignitatspoi@s von Kolonadenomen.

Eine eindeutige Studienlage beziiglich des Zusamamgshzwischen p53 und Klinisch-
pathologischen Parametern fehlt noch, oft auch hdugeringe Fallzahlen der
Untersuchungen bedingt.

Aus diesem Grund soll in der vorliegenden Arbeieiner systematische Analyse von
p53-Alterationen auf Proteinebene, d. h. mittelsnumhistochemischer Methoden und

auf DNA Ebene, in Form einer DNA-Sequenzierung, p&3etail untersucht und in
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einer grossen Serie von Adenomen mit oben genannpathologischen
Prognoseparametern korreliert werden.

Um die Aggressivitat der Adenome messen zu korwernge das nukleare Protein Ki-
67 als Surrogatmarker immunhistochemisch untersiRieses Antigen wird wahrend
aller aktiven Phasen des Zellzyklus (G1-, G2-, 8d M-Phase) exprimiert und beim
Ubergang in nicht proliferative Phasen (GO) schneieder abgebaut2[]. Der
Nachweis Ki-67 positiver Zellen ist in vielen Turadien prognoserelevant und sollte
auch in dieser Arbeit zur Quantifizierung der Heshtionsaktivitat in Neoplasien

dienen.

FUr eine reprasentative Studie ist eine standartisiUntersuchung mit moglichst
hohen Fallzahlen wichtig. Zudem ist winschenswagiss diese Untersuchung unter
nicht zu groRem Zeit- und Materialverlust, aberramhn effektiv ablauft. Um solche
optimalen Bedingungen zu gewahrleisten, wurde didlegende Studie in Form eines
Tissue Microarrays (TMA) durchgefiihrt. Diese Gewaaba&ytechnik ist eine moderne
Methode, die eine Untersuchung von bis zu 1000chezdenen Gewebeproben auf
einem einzigen Objekttrager erlauld 84. Auf TMA-Schnitten kénnen alle Arten
von In-situ-Methoden angewendet werden. Aul3erdemt &ne maximale
Standardisierung dieser Studie dadurch gewahrgisdass alle Analysen bei

identischen Temperaturen, Inkubationszeiten undienselben Reagenzien stattfinden.

1. 3 Ziele der vorliegenden Arbeit
- Bestimmung der Haufigkeit an immunhistochemisch shager p53-
Proteinakkumulation in Kolonadenomen
- Bestimmung der p53-Mutationshaufigkeit in Kolonaoke@n
- Analyse der p53-Ergebnisse in Bezug auf Tumorzdiferation (Ki-67 LI) und

klinisch-pathologische Parameter
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2. Material und Methoden

2. 1 Patienten und Tumorkollektiv

Zur Verfugung standen Tumoren, die von Januar 1885Viai 2007 durch Biopsie,
Mukosektomie oder aus Operationspraparaten gewommelmstitut fir Pathologie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf untersuchind archiviert wurden.
Eingeschlossen in die Studie wurden 227 als ,Adéndes Kolon diagnostizierte
Tumoren von 163 Patienten. Die Adenome lagen immFgon formalinfixierten
Paraffinblécken vor, von denen in Hamatoxilin-Eo$H&E) gefarbte, 4 um dinne
Schnitte zur histologischen Begutachtung angetertigrden waren. Bei dieser
Begutachtung wurde der Atypiegrad der Gewebe voaneiPathologen befundet und
die zu untersuchenden Areale fur die TMA-Herstalumarkiert. Mithilfe von
entsprechenden Pathologieberichten des Institutsitka folgende weitere Befunde
dokumentiert werden: Wachstumsmuster, TumorgroéRemoriokalisation, sowie
Vorhandensein eines Karzinoms im gleichen Praparat.

Hyperplastische Polypen, serratierte Adenome, Adenmicht sporadischer Genese
(Patienten mit chronisch entzundlicher DarmerkraigkuFAP, HNPCC, etc.) und

Adenome mit einer GroRRe kleiner als 0,5 cm waress&hlusskriterien.

2. 2 TMA- Herstellung

Die Tissue-Microarray-Methode erlaubt es bis zuQLB®webszylinder (Durchmesser
0,6 mm) aus histologisch definierten Regionen \eeslener Tumoren in einen
einzigen Paraffinblock einzubringen. Abbildung 3igteden Vorgang der TMA

Herstellung.
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Abbildung 3: TMA-Herstellung . Das Gewebearray-Stanzgerat (unten) ist ein Ro@zigerat, in dem
ein an der Spitze gescharfter Hohlzylinder (inneBurchmesser 0,6 mm) und einen 0,6 mm
durchmessender Bohrer gehalten werden. Zunéchdt fiiirjede Stanze in einen Empfangerblock ein
Kanal gebohrt (a). Dann wird das zu entnehmendalfasf einem HE-Schnitt genau lokalisiert (b,c).
Aus dem jeweiligen Spenderblock (,donor*) wird diearkierte Gewebsprobe enthommen (d). Die
entnommene Stanze wird nun in den Empféngerblongediracht (e), beim Ausstol3en hilft ein im
Hohlzylinder befindlicher Stahldraht. Ein verstalibr Eindgring- Stopper garantiert eine konstante
Lange von Gewebeproben und vorgefertigten Lochern

So kdnnen eine grolRe Anzahl von verschiedenen Gaweben auf einem 25 x 45 mm
grol3en Paraffinblock eingebracht und von diesenzbi800 TMA ,Slides" fur
molekularbiologische Untersuchungen angefertigderr Abbildung 4 zeigt einen
H&E-gefarbten Schnitt eines fertig hergestellten A3V
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Abbildung 4: Tissue-Microarray (TMA)
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2. 3 Immunhistochemische Farbungen

FUr die immunhistochemischen Farbungen des p53desdKi-67 Antigens wurden
hochaffine monoklonale Mausantikorper verwendeg dich in der diagnostischen
Histopathologie fur die Verwendung bei In-vitro-@rduchungen bewahrt haben. Die
Analyse wurde mit der standardisierten indirektenmunoperoxidase-Methode unter
Verwendung des DAKO Envision-Detection-System  dgefthrt. 4 um dinne
Schnitte des TMA-Paraffinblocks wurden in abstedgnAlkoholreihe entparaffiniert,
anschlieBend zur Epitopfreilegung in verschiedenddemaskierungspuffern
hitzebehandelt. Die Art der Vorbehandlung, verweanePuffer sowie Hersteller der
verwendeten Antikorper sind der Tabelle 1 zu emtmen.

Die nachfolgende Behandlung erfolgte im DAKO Immarbeautomaten (DAKO
Autostainer). Fur optimale Ergebnisse wurde fur Mhuten mit dem jeweiligen
Primarantikorper in entsprechender Verdinnung irdatibAnschliel3end folgte eine 25-
mindtige Behandlung mit EnVision™-Reagenz, einerroRidase- gekoppelten

Polymerstruktur, welche den Sekundarantikorper ielith Als Chromogen kam
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Diaminobenzidin (DAB) fir 10 Min zur Anwendung. F8pulzwischenschritte wurde
Tris-HCL (pH 7,4 - 7,6, DAKO) verwendet. Um einekheare Blaufarbung zu erhalten,
wurde mit Hamalaun gegengefarbt. AnschlieRend wudigr Schnitt in einer

aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mit Ex&ieingedeckelt.

Tabelle 1: verwendete Antikérper, deren Vorbehandling und Hersteller

Protein |Antikdrper Hersteller Verdinnung Morbehandlung
Mikrowelle 100°C/ 20
Oncogene, Boston min  TEC-Puffer (pH
p53 DO-1 MA, USA 1:2000 7,8)
Mikrowelle 100°C/ 20
DAKO, Glostrup min Target Retrieval
Ki-67 MIB-1 Déanemark 1:400 Solution™ (pH 9)

Fur die Bewertung der p53-Farbung wurde in jederot Sje Zahl der angefarbten
Tumorzellen in Prozent bestimmt und die FarbeintahgFI) entsprechend einer
semiquantitativen Skala von 0 bis 3 eingestuft. Bé@bung wurde nach festgelegten

Kriterien bewertet:

negativ FIO

schwach FI 1 irc 70% der Zellen oder FI 2 #2130 % der Zellen

mittel FI1in>70% oder FI 2im® % und< 70 % oder FI 3 ik 30 %
Stark FI 2 in > 70% der Zellen oder FI 3 in > 30 %

Fur Ki-67 wurde der dem Anteil der positiv gefarbfBumorzellen an der Gesamtzahl
der Tumorzellen je Spot (Ki-67 Labeling Index; &i-LI) bestimmt.

Beispiele fur positive immunhistochemische Befusihel in Abbildung 5 und 6.
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Abbildung 5: Nukleare p53 Akkumulation in Adenomenmit schwacher (A) und starker
Auspragung (B)

17



Abbildung 6: Ki-67 Expression eines Adenoms (Ki-6TI ca. 60 %)

2. 4 Mutationsanalyse

2. 4. 1 Isolation genomischer DNA aus Gewebe

Gewebeareale mit geeignet hohem Tumoranteil7Q %) wurden am HE-Schnitt
identifiziert. Aus diesem Areal im korrespondierendGewebeblock wurde eine 0,6
mm Stanze entnommen, entparaffiniert und mit Ethéi@%) dehydriert. Nach einer
15-minatigen Trocknungsphase bei 37°C wurde daseBewnit 20 pl Proteinase K
(QIAGEN) und 180 pl ATL Buffer (Lysepuffer, QIAGEN)berschichtet und bei 56° C

Uuber Nacht verdaut.

Die DNA Extraktion erfolgte mittels QIAmp® DNA Micor Kit (QIAGEN, Hilden)
nach Herstellervorschrift. Kurz beschrieben: Dasv€l® wird, wie oben beschrieben,
verdaut. Die lysierte Probe wird auf eine SauleA@hp MinElute column) mit einer
Silikongelmembran Uberfiihrt. Die DNA im Gewebelydahdet an die Membran.
Mehrmaliges Waschen der Saule mit AW1 und AW2 Buff@®Vaschpuffer) des Kits

18



wascht Verunreinigungen aus, wahrend die DNA an S&ule haften bleibt. Die
gereinigte DNA wird mit Aqua dest. von der Membg®i6st (eluiert).

Die Bestimmung der Quantitat und Qualitdt der DNAolgte durch Messungen am
Nanodrop Spektrophotometer (PeqlLab). Die aus deat&h gewonnenen reinen DNA
Proben wurden in verdinnter Form aliquotiert und bur Verwendung fur die

Polymerasen-Ketten-Reaktion kurzzeitig bei 4° Gagett.

2. 4. 2 Polymerasenketten-Reaktion (PCR)

Die PCR st eine Standardmethode zur Vervielfahggu bekannter
Nukleinsduresequenzen der DNA flr weitere Mutatoasyse T1, 73. Da die meisten
Mutationen des p53-Gens in den Exons 5 bis 8 deftrevurden gezielt diese Exons
amplifiziert. Die PCR erfolgte in einem Reaktionkwoen von 25 ul nach folgendem

Schema:

Tabelle 2: Verwendete Komponenten und Hersteller

Komponenten( Hersteller) Konzentration eingesetztdlenge
Aqua dest. (Merck) 18,5 pl
PCR-Puffer: MgCI2 (Applied Biosystems) 15 mM 25 u

Primer F und R (MWG Biotech AG) je 2,5 pmol/ul 1ul

dNTPs: dATP,dGTP,dCTP,dTTP (Promegg100 mM 2ul

Amply Taq Gold (Applied Biosystems) 5 U/ul 0,2ul

DNA 50ng/ul 1l

Die verwendeten Primer (MWG Biotech AG, Ebersbesgyen Oligonukleotide mit

folgender Sequenz:
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Tabelle 3: Primersequenz

Name 5 ->3 Produktgrol3e
Exon 5 Forward CACTTGTGCCCTGACTTTCAAC 268 bp
Exon 5 Reverse CAACCAGCCCTGTCGTCTCTC

Exon 6 Forward TCCCCAGGCCTCTGATTCCT 190 bp
Exon 6 Reverse CCTTAACCCCTCCTCCCAGA

Exon 7 Forward GCCTCATCTTGGGCCTGTGTTATI03 bp

Exon 7 Reverse TCAGAGGCAAGCAGAGGCTG

Exon 8 Forward CTGATTTCCTTACTGCCTCTTGC 216 bp
Exon 8 Reverse TCTCCTCCACCGCTTCTTGTC

Die nahezu exponentielle Vervielfaltigung der AusgaDNA erfolgte im
Thermocycler von Eppendorf® (Tabelle 4):

Tabelle 4: PCR- Programm

Schritt Temperatur |Zeit Zyklen
1. Denaturierung 95° C 10 min 1
2. Denaturierung |95°C 15sec

3. Annealing 58°C 10sec

4. Elongation 72°C 20 sec 59

5. Termination 72°C 4 min 1
Aufbewahrung 4°C 0

Die PCR ist empfindlich gegentber Verunreinigungéwuch Fremd-DNA wird

amplifiziert und kann so zu falsch-positiven Ergeban fihren. Zum Ausschluss von
Kontaminationen wurden daher fur jeden Amplifikagansatz zwei Negativkontrollen
angesetzt, welche anstatt der DNA nach obigem Sahlemaquivalentes Volumen an

Aqua dest. enthielten.

Zur Beurteilung von Qualitédt und Ausbeute der PC&de eine Elektrophorese auf
einem 1,7 %igem Agarose-Gel durchgefiihrt, welchas 3npul Ethidiumbromid
(Amersham Biosciences) versetzt war. 7 ul jedes -P@Rluktes wurden mit 1 pl
Loading dye solution (Ladepuffer, Fermentas) aué$ @pettiert. Als Langenstandard
wurde 1ul 50 bp DNA Ladder (Fermentas) mit 6 ul Agiest. und 1 pl des Ladepuffers
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aufgetragen. Als Laufpuffer diente 1x TAE (Tris-A=eEDTA). Die

Agarosegelelektrophorese erfolgte fur ca. 30 Minuteei 100 Volt in einer
Elektrophoresekammer (peglab Biotechnologies). iitteines UV-Transilluminators
wurde anschliessend das in die DNA interkalierteidtimbromid im Fluoreszenzlicht
angeregt und das PCR- Produkt visualisiert. Daseltinig wurde mit dem Gel-
Dokumentations-Kamerasystem Devision DBox (Decondafence TEC) erfasst.

2. 4. 3 DNA Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung nach Sangaral. wurde unter Anwendung des BigDye®
Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Ready Reactiots KApplied Biosystems,

Darmstadt) durchgefuhréfl, 79.

Um Uberschiissige Nukleotide und Primer zu elimanewurde jedes PCR-Produkt vor
der Sequenzierung mit EXoSAP-IT® (USB, Ohio) fur Bhuten bei 37 °C und 15

Minuten bei 80 °C inkubiert.

Die Sequenzierreaktion durchlief nach Zugabe degD$es®, das bereits eine
AmpliTaq Polymerase, dNTPs und die vier untersdidbdfloureszenz-markierten

Didesoxy-Analoga enthielt, im Thermocycler (Epperi®) folgendes Programm:

Tabelle 5: Sequenzierungsprogramm

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
1. initiale

Denaturierung 96°C 4 min 1

2. Denaturierung 96°C 10 sec

3. Annealing 50°C 10 sec

4. Extension 60°C 2 min 35
Aufbewahrung 4°C 0

Anschlie3end wurden die Proben mitdl7 NaCl (3M), 170ul Aqua dest. und 500l
Ethanol (100%) gefallt und nach Formamidbehandluats LOsungs- und
Denaturierungsmedium mit dem ABI PRISM 3100 Genefinalyzer (Applied

Biosystems) sequenziert und mit zugehdriger So#vaaisgewertet.
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2. 5 Statistik

Der Chi-square und der Fisher's Exact Test wurdeergdet, um die Haufigkeit der
nuklearen p53-Akkumulation und p53-Mutationen mitinisch-pathologischen
Parametern in Beziehung zu setzen. Fir Vergleidre Ki-67 Mittelwerten wurden
zwischen Gruppen Varianzanalysen durchgefuhrt. Dabem das JMP

Statistikprogramm (SAS Institute Inc.) zur Anwendun
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3. Resultate

Es wurden 227 Adenome (89 tubulare, 10 villbse, tibeilovillose Adenome) von 163
Patienten untersucht. Das Durchschnittsalter déeman lag bei 68 Jahren (38 - 87
Jahren). Von den 227 Adenomen waren 144 ,low graded 83 ,high grade”
intraepitheliale Neoplasien. Bei 83 Adenomen vonPafienten wurde gleichzeitig ein
Kolonkarzinom (in einem Fall zwei synchrone Karzime) diagnostiziert. 23 dieser
Adenome waren ,high grade” intraepitheliale Neojas die spater ein Karzinom
entwickelt haben.

Die Durchschnittgrof3e der Adenome betrug 1, 6 c/b {8 cm). 45 Adenome waren
im rechten Kolon (Zékum, Colon ascendens), 15 inbb&dransversum und 147 im

linken Kolon (Colon descendens, Sigma, Rektum)llisiat.

3. 1 p53-Immunhistochemie der Kolonadenome

Die p53-immunhistochemische Farbung war als graeuldukleare Farbung gut zu
erkennen. Beispiele fur p53-positive Farbungen sindbbildung 1 dargestellt.

Von den 227 ausgewahlten Adenomen erwiesen sicH888 %) als geeignet fur die
Analyse, 42 Spots enthielten kein sporadisches mlenomgewebe. 47 % der 188
Adenomgewebe zeigten eine positive Farbung (alstiposurden die Kategorien
schwach, mafig und stark aus Abschnitt 2.3 zusamefasst), der Rest war negativ;
Die Adenome waren zu 35 % schwach, 5,3 % maRigaado stark angefarbt. Die
p53-Immunhistochemie (IHC) im Verhdltnis zu Atypiad und Histologie,
Adenomgrol3e, Patientenalter als auch Darmlokatisater Adenome wird in Tabelle 6

wiedergegeben.
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Tabelle 6: p53-IHC kolorektaler Adenome in Bezug afiklinisch-pathologische Parameter

p53-IHC

Tumorphanotyp  *Anzahl Negativ Schwach Malig Stark p-Wert

analysier- (%) (%) (%) (%)

barer

Proben
Dysplasiegrad
low grade 116 61,2 35,3 2,6 0,9 <0,0001
high grade 72 38,9 34,7 9,7 16,7
Histologie
tubular 75 68,0 28,0 1,3 2,7 0,0059
tubulovillos 104 41,3 40,4 7,7 10,6
villos 7 42,9 42,9 14,3 0,0
Altersgruppen
< 60 Jahren 33 57,6 36,6 3,0 3,0 0,3075
60 - 80 Jahren 130 53,9 34,6 6,1 54
> 80 Jahren 25 40,0 36,0 4,0 20,0
Adenomgrolde
<lcm 54 70,4 25,9 19 1,9 0,0220
1-2 cm 87 41,4 40,2 8,1 10,3
>2cm 36 44,4 41,7 5,6 8,3
Lokalisation
rechtes Kolon 34 73,5 26,5 0,0 0,0 0,0035
Kolon transversum 12 75,0 16,7 0,0 8,3
linkes Kolon 126 44,4 38,9 7,9 8,7

*Die Summe der analysierbaren Proben entspriclittmicallen Féllen der Gesamtzahl
(n = 188) aufgrund teilweise fehlender Daten.

Von den 72 ,high grade* Adenomen waren 44 (61,1p%3-positiv, darunter 12 (16,7
%) stark. 45 der 116 ,low grade” Adenome (38,9 %aren positiv angefarbt, wobei
hier nur ein Adenom (0,9 %) stark positiv war (Tikdé, Abbildung 7).

Bei der Beziehung zwischen der p53-IHC und derdtigjie stieg mit zunehmendem
Anteil an villéser Adenomstruktur die p53-Positétitan: Die tubularen Adenome sind
zu 4 % malig und stark positiv, die tubulovillésen18,3 %, die villosen Adenome
nur zu 14,3 %, da hier auch n = 7 (p = 0,0059) éllals, Abbildung 8) . Betrachtet
man diese Beziehung getrennt fur die ,high gradeat ,low grade* Adenome, so

scheint dieser Unterschied nur fir die ,low gradefenome signifikant: 26,7 % der
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Jow grade“ Adenomen mit tubularer Histologie war@53- positiv, 50,9 % der
tubulovillésen und 100 % der villésen (p = 0,0105%)enome. Die ,high grade*
Adenome mit tubularer Histologie waren zu 53,3 %itda die tubulovilldsen zu 67,4
% und die villésen nur zu 50 % (p = 0,4946; Anha&ry.

Bezlglich des Patientenalters zum Diagnosezeitpumkigten sich ahnliche
Verhaltnisse: Mit zunehmendem Alter stieg der Anggi mafig und stark positiven
Adenomen an, statistisch war dies nicht signifik@abelle 6, Abbildung 9).

Die AdenomgroRe in Bezug auf die p53-Positivitdgteeeinen Unterschied nur beim
Ubergang der Adenome kleiner als 1cm zu den UbemilgroBen Adenomen (p=
0,0220): Die bis 1 cm grofden Adenome waren zu 20ositiv, die zwischen 1 und 2
cm zu 58,5 % (p = 0,0218 Tabelle 6, Abbildung Iigbei ist der Anstieg der mafigen
und starken p53-Posititdt von 1,9 % jeweils (< lemi 8,1 % und 10,3 % (1 - 2 cm)
beachtlich. Betrachtet man in dieser Beziehung,ld&- und high grade“ Adenome
getrennt, so ergab sich ein der Histologie &hnficl&ld: Die ,low grade®
intraepithelialen Neoplasien unter 1 cm waren z|2 28 p53-positiv, die zwischen 1
und 2 cm grof3en zu 51,9 % und die Uber 2 cm graés4,6 % (p = 0,0056). Bei den
-high grade” Adenomen gab es keinen signifikantenedschied (< 1 cm: 66,7 %; 1 - 2
cm: 68,57 %; > 2 cm: 56,0 % p53-positiv, p: 0,5986hang 7.1).

Die meisten Adenome sind im linken Kolon lokalisigr = 126, p = 0,0035). Bezlglich
der p53-Positivitat zeigt sich ein  “Shift* vom tgen zum linken Kolon: Im rechten
Kolon fanden sich wenige schwach p53-positive Ade®o(26,7 %), im Kolon
transversum waren 25 % positiv, darunter 8,3 %kstand Adenome im linken Kolon
waren zu 55,6 % p53-positiv, darunter 7,9 % maiid) 8,7 % stark positiv (Tabelle 6,
Abbildung 11). Derselbe Trend zeigte sich auchdegarater Betrachtung von ,low-*
und ,high grade* Adenomen: ,low grade” (re. Koldb % pos; K. transversum: 14,3
%; li. Kolon: 45 %; p = 0,0984), bei den ,high gedd(re. Kolon: 27,8 %; K.
transversum: 40,0 %; li. Kolon: 73, 9 %; p = 0,0086hang 7.1).
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Abbildung 7: p53-IHC in Abhangigkeit vom Adenomatypiegrad — die Abszisse zeigt den

Adenomdysplasiegrad an, die Ordinate den prozentuah Anteil der p53-Anfarbung der Adenome
am Gesamtkollektiv.
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Abbildung 8: p53-IHC in Abhéangigkeit von der Adenomhistologie.
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Abbildung 9: p53-IHC in Abhangigkeit vom Patientendter bei der Diagnosestellung.
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Abbildung 10: p53-IHC in Abhangigkeit von der Adenangroéfe.
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Abbildung 11: p53-IHC in Abhangigkeit von der Adenamlokalisation.
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Wie sich die nukleare p53-Akkumulation in Adenomeon Patienten mit einem
gleichzeitig vorhandenen (synchronen) Kolonkarzineanhalt und welche Rolle die
Entfernung zum vorhandenen Karzinom spielt, wird'abelle 7 und 8 analysiert. Fur
eine genaue Analyse wurden die verschiedenen Adatypiegrade getrennt

aufgelistet.

Tabelle 7: p53-IHC in Abhangigkeit vom Vorhandensai eines synchronen Kolonkarzinoms

p53-IHC
Tumorbiologie Anzahl Negativ Schwach MaRig Stark p-
analysierter (%) (%) (%) (%) Wert
Proben
Adenome mit 66 47,0 34,8 10,6 7,6 0,1253
synchronem
Karzinom
Adenome ohne 122 55,7 35,2 2,5 6,6
synchrones
Karzinom
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Tabelle 8: p53-IHC in Abhangigkeit von der Nachbarshaft zu einem synchronen Kolonkarzinom

p53-IHC
Tumorbiologie  Anzahl Negativ Schwach MaRig  Stark  p-
analysierter (%) (%) (%) (%) Wert
Proben
*Nachbarschaft
zum Karzinom
Low grade
Fern 14 57,1 42,9 0,0 0,0 0,0671
Nah 10 90,0 10,0 0,0 0,0
high grade
Fern 5 0,0 20,0 80,0 0,0 0,0058
Nah 25 28,0 44,0 8,0 20,0

* _fern“: >10 cm entfernt vom Karzinom, ,nah“: < 1dn

Ein zu einem Karzinom synchrones Adenom scheinh dimsichtlich der p53-
Positivitat dieses Adenoms nicht wesentlich von Waaeen ohne synchrones Karzinom
zu unterscheiden (p = 0,1253). Betrachtet man diename mit synchronem Karzinom
bezuglich der Karzinom-Nahe, so waren bei den jkarm-nahen* ,high grade®
Adenomen, 5 Falle stark positiv (20 %), -im Gegénsau denen, die ,fern“ des
Karzinoms lokalisiert waren (0 % stark) (p = 0,0p98ie ,low grade” Adenome waren
alle schwach p53-positiv. Unter diesen ,low gradelenomen waren tberraschend 6
der 14 .fernen* Adenome positiv (42,9 %) und eiger 10 ,nahen” (10 %); dieser
Zusammenhang war nicht signifikant (p = 0,0671; ikhing 12 und 13).
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Abbildung 12: p53-IHC der Adenome in Abhangigkeit vom Vorhandensein eines Kolonkarzinoms.
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Abbildung 13: Beziehung zwischen der Nachbarscha#tu einem Karzinom und der p53-IHC eines
Adenoms bei ,low grade” (A) und ,high grade” Adenomen (B)
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3. 2 p53-Mutationsanalyse der Kolonadenome

Von den 227 Adenomen wurden 83 mittels DNA-Sequemnrig auf p53-Mutationen
untersucht. Jede Mutation wurde zweifach mit unaglgen DNA-Proben und PCR
reproduziert, um falsch positive Falle zu vermeidei® Adenome wurden nach starker
p53-IHC Positivitdt ausgesucht und dabei eine nobtigti gleiche Anzahl an ,high
grade” und ,low grade” Adenomen angestrebt. VorAB@nomen waren insgesamt 16
(19 %) mutiert und 67 (81 %) entsprachen dem Wodtl5 der mutierten Proben
waren Basenpaarsubstitutionen (Missense-Mutatjoned eine stille Mutation (silent
Mutation) (Tabelle 9). Daten der Mutationsanalyse Korrelation mit klinisch-

pathologischen Parametern sind in Tabelle 10 deeilfes
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Tabelle 9: Ergebnisse der mutierten Adenome

p53-Mutationen

Fallnr. Codon Exon Austausch Aminosaure Resultat Diagnose IHC

11 244 7 GGC->AGC Gly ->Ser missense low grade negativ
28 245 7 GGC->AGC Gly ->Ser missense high grade maRig
31 141 5 TGC->TGG Cys->Trp missense high grade schwach
35 273 8 CGT->TGT Arg->Cys missense high grade stark

40 285 8 GAG->AAG Glu ->Lys missense high grade stark

42 141 5 TGC->TGT Cys->Cys silent high grade stark

49 266 8 GGA->AGA Gly -> Arg missense high grade stark

50 245 7 GGC->AGC Gly -> Ser missense high grade mafig
51 173 5 GTG->TTG Val ->Leu missense low grade stark

52 245 7 GGC->AGC Gly -> Ser missense high grade stark

54 272 8 GTG->ATG Val -> Met missense high grade stark

56 152 5 CCG->CTG Pro->Leu missense high grade stark

57 248 7 CGG->CCG Arg -> Pro missense high grade stark

67 152 5 CCG->CTG Pro->Leu missense low grade negativ
70 239 7 AAC->GAC Asn->Asp missense low grade schwach
85 213 6 CGA->CAA Arg->GlIn missense high grade stark
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Tabelle 10: p53-Mutationen in Bezug auf klinisch-pthologische Parameter

p53-Mutationen

Tumorphanotyp  Anzahl Mutationen Mutationen p-Wert
analysier- (n) (%)
barer
Proben
Dysplasiegrad
high grade 43 12 27,9 0,0349
low grade 40 4 10
Histologie
tubular 26 4 15,4 0,3087
tubulovillos 54 12 22,6
villés 4 0 0,0
Altersgruppen
< 60 Jahren 13 1 7,7 0,0954
60 - 80 Jahren 58 10 17,2
> 80 Jahren 12 5 41,7
Adenomgrolde
<lcm 18 2 11,1 0,3104
1-2cm 41 11 26,8
>2cm 19 3 15,8
Lokalisation
rechtes Kolon 12 0 0 0,0633
Kolon transversum 3 1 33,3
linkes Kolon 62 13 21,0

Diese Ergebnisse sind a&hnlich den Resultaten demumhistochemischen
Untersuchung. Auch hier lassen sich wesentlich npéBrAlterationen bei den ,high
grade” als bei den ,low grade* Adenomen finden {2 vs. 10 %; p = 0,0349, Tabelle
10). Zudem nimmt die p53-Mutationshaufigkeit der eAdme mit steigendem
Patientenalter zu. Ebenso bestatigen die Daten igtolblgie und Adenomgrofie in
Bezug auf Mutationen die immunhistochemischen BEngpsle. Auffallig ist der
Unterschied zwischen den unter 1 cm grof3en undidenl cm groRen Adenomen.

Nur die Korrelation von p53-Mutationen mit der Dédokalisation weist den in der
Immunhistologie beobachteten Trend nicht auf. Tdete ist zu beobachten, dass

wesentlich mehr Adenome der linken Kolonhélfte mtivaren als von der rechten (0
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% vs. 21 %). Von den 3 im Colon transversum gelegeAdenomen wies nur eines
eine Mutation auf.

Diese Ergebnisse erreichten aufgrund der geringmbeRzahl keine statistische
Signifikanz (p = 0,0633). Deshalb wurde darauf igdmet, zusatzlich eine Analyse
getrennt fir die einzelnen Atypiegrade darzustell®e Ergebnisse sind in Abbildung
14 bis 18 prasentiert.

Abbildung 14: p53-Mutationsvorkommen in Abhéangigket vom Adenomatypiegrad- die Abszisse
zeigt den Atypiegrad an, die Ordinate den prozentulen Anteil der Mutationshaufigkeit der
Adenome am untersuchten Kollektiv.
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Abbildung 15: p53-Mutationsvorkommen in Abhéngigket von der Adenomhistologie.
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Abbildung 16: p53-Mutationsvorkommen in Abh&angigkei vom Patientenalter.
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Abbildung 17: p53-Mutationsvorkommen in Abhéngigket von der Adenomgréi3e.
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Abbildung 18: p53-Mutationsvorkommen in Abhéngigket von der Adenomlokalisation.

in % der
Adenome  1gQ- D = 0,0633

80-/

60-/

40_/_ O nicht mutiert

O mutiert
20-/
0 T Y y
rechtes Kolon Kolon linkes Kolon
transversum
n=12 n=3 n==62

Die Korrelation von Adenomen mit und ohne synchsokelonkarzinom beziglich der
p53-Mutationshaufigkeit der Adenome und die Rolig eine Nahe zu dem
vorhandenen Karzinom spielt, wird in Tabelle 11, a2d Abbildung 19 und 20
dargelegt.

Tabelle 11: p53 Mutationshaufigkeit in Abhangigkeitvom Vorhandensein eines synchronen
Kolonkarzinoms

P53-Mutationen

Tumorbiologie  Anzahl Mutationen Mutationen p-
analysier- (n) (%) Wert
barer Proben

Adenome  mit 54 8 14,8 0,1920

synchronem

Karzinom

Adenome ohne 29 8 27,6

synchrones

Karzinom
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Tabelle 12: p53-Mutationshaufigkeit in Abhangigkeitvon der Nachbarschaft zu einem synchronen
Kolonkarzinom

P53-Mutationen

Tumorbiologie  Anzahl Mutationen Mutationen p-
analysier- (n) (%) Wert
barer Proben

*Nachbarschaft
zum Karzinom

low grade

Fern 10 1 10 0,2482
Nah 9 0 0

high grade

Fern 5 0 0 0,1007
Nah 23 6 26,1

* _fern“: >10 cm entfernt vom Karzinom, ,nah“: < 1dn

Adenome von Patienten mit synchronem Karzinom iselne sich hinsichtlich
Veradnderungen am p53-Gen nicht von Adenomen ohmes@ches zu unterscheiden
(Abbildung 19). Betrachtet man nur die ,KarzinompRlation“, so bestatigen sich die
immunhistochemischen Ergebnisse: Bei den ,high gradldenomen sind 6 der
.nahen®, aber keine der vom Karzinom ,fernen“ Ader@mutiert. Dies galt wiederum
nicht fur die ,low grade” intraepithelialen Neopias (Abbildung 20 A, B). Auch hier
lies eine sehr geringe Untersuchungszahl aufgrehtefder Daten keine statistische

Signifikanz zu.
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Abbildung 19: p53-Mutationsvorkommen der Adenome inAbh&ngigkeit vom Vorhandensein eines
Karzinoms
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Abbildung 20: Beziehung zwischen der Nachbarscha#tu einem Karzinom und der p53-
Mutationshéufigkeit eines Adenoms bei den ,low grad* (A) und ,high grade* Adenomen (B)
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Die Ubereinstimmung der Resultate beider Untersagbmethoden wird in Abbildung
21 illustriert (p < 0,0001). Je starker die Immutbchemiefarbung, desto haufiger
traten Mutationen auf. Dabei ist interessant, @a&& %) der als negativ kategorisierten
Adenome mutiert waren und 3 (23,1 %) der immukisémisch stark reaktiven

Adenome keine Mutationen aufwiesen.

Abbildung 21: Vergleich der immunhistochemischen p3-Ergebnisse mit der p53-Mutationsanalyse
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60-/
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3. 3 Ki-67 Immunhistochemie der Kolonadenome

Als Marker fir das Adenomwachstum wurde Ki-67 vemdet. Der Ki-67 LI konnte bei
187 Adenomen erhoben werden und betrug im MitteD 8ow grade“ Adenome:
14,35 £ 1, 45; ,high grade” Adenome: 24,23 £ 1,86).

Abbildung 22: Beziehung zwischen der Zellproliferaion (Ki-67 LI) und der p53-IHC der Adenome.
Ki67 LI Mittelwerte: negativ: 13,03; schwach: 2144; maRig: 25,5; stark: 35,4.
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Abbildung 23: Beziehung zwischen der Zellproliferaion (Ki-67 LI) und der p53-IHC bei den ,low
grade" Adenomen. Ki-67 LI Mittewerte: p53-negativ: 11,34; p53-positiv: 19,11.
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Abbildung 24: Beziehung zwischen der Zellproliferaion (KI-67 LI) und der p53-IHC bei den ,high
grade“ Adenomen. Ki-67 LI Mittelwerte: p53-negativ: 17,33; p53-positiv: 28,72
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Abbildung 25: Beziehung zwischen der Zellproliferaion und der p53 Mutationshaufigkeit. Ki-67
LI Mittelwerte: Mutierte (Mut): 24,73; Wildtyp (WT) :21,32
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601 p=0,5225 o

607 I

Ki-67 LI
-

40—

207

MUT WT
N =15 N =63

Die Korrelation von Ki-67 LI mit p53 ist signifikanDer Ki-67 LI betrug bei den p53-
negativen 13,03, den schwach positiven 21,44, défigen 25,5 und den stark
positiven Adenomen 35,4 (p < 0,0001, Abbildung 22).

Diese Korrelation ergab sich auch dann, wenn ,lowrd ,high grade® Adenome

getrennt analysiert wurden (Abbildung 23 und 24).

Die Ergebnisse der Mutationsanalyse korreliert dam Ki-67 LI deuten die selbe
Tendenz an mit einem hoheren Proliferationsindexrhaierten im Vergleich zu nicht
mutierten Adenomen; dieser Unterschied ist hiepgldnicht signifikant (Abbildung

25).
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4. Diskussion

4. 1 Ergebnisse und methodische Aspekte

4. 1. 1 Nukleare p53-Akkumulation in Kolonadenomen

In der vorliegenden Arbeit wurden 227 sporadisch@oKadenome mittels DNA-
Mutationsanalysen und immunhistochemischen Farbungef p53-Alterationen
untersucht.

Die Ergebnisse bestatigen, dass nicht nur Kolomkanze, sondern auch deren
Vorstufen p53-Veranderungen aufweisen und dass AitgBationen mit anderen
biologisch relevanten Parametern assoziiert siddo4der untersuchten Kolonadenome
waren immunhistochemisch positiv. Diese Haufigkepassen gut zu friheren Studien,
die in Kolonadenomen p53-Positivitaten zwischeam8 52 % angeberil, 20, 22, 32,
33, 41-43, 46, 61, 62, 73, 74, 76, 86,.8@%/esentliche Ursache fur Unterschiede
zwischen verschiedenen Studien sind unterschiexllfafiteile der untersuchten ,low-*
und ,high grade* Adenome. Aber auch hier stimmeriiggende Daten mit denen aus
der internationalen Literatur im Wesentlichen Uber®ie p53-Positivitdt von ,high
grade” Adenomen wurde mit 45 bis 75 % (Tabelle &3)yegeben (eigene Daten: 60
%), die von ,low grade* Adenomen mit 4 bis 44 % lj€He 13) (eigene Daten: 39 %).
Studien, bei denen p53-Befunde fiir unterschiedliéimteile an ,low-* und *high

grade” Adenomen angegeben wurden, finden sich loeleal3.
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Tabelle 13: Vergleich der Literaturbefunde mit voriegenden Daten

Autor (Referenz) Anzahl N Low IHC N IHC Definition pos

N grade pos High  pos (cut off)*
grade

Bocuzziet al. [11] 48 36 47,2% 12 66%  1000-2000**

Einspahret al [22] 1093 681 45% 204 15,7% >30%

Hamaneet al.[32] 123 99 9% 24 71% >0%

Haoet a.l[33] 72 56 19,6% 16 50% >10%

ledaet al.[40] 139 134 9% 5 42%  >0%

Kaklamanis et al. 72 28 11% 19 52,6% >0%

[41]

Karamitopoulouet 91 78 17,8% 13 69,2 % >10%

a.l[42

Papatheodoridiset 76 32 15,6% 44 64% >5%

al. [6]]

Pignatelliet al[62] 36 30 33% 6 83%  mind.1000**

Salehet al [73] 49 29 28% 20 50%  >20%

Salehet al.[74] 56 45 28,9% 11 45,4% >20%

Sameshimaet al 59 45 155% 8 62,5% k.A

[76]

Speroniet al[89] 100 84 39,2% 16 75%  >10%

Hosakeet al.[39] 68 68 44,1% 68 61,8% k. A

* cut off : Grenze von positiv gefarbten Tumorzelleab der von p35-Positivitat
gesprochen wurde.

** absolute Anzahl an positiv gefarbten Tumorzellen

k. A: keine Angabe

Die Konkordanz vorliegender Ergebnisse mit denen lderatur beweist auch die

Effizienz und Zuverlassigkeit der TMA-Technik zur nidrsuchung von

Genexpressionen mit standardisierten Methoden.
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Ungeachtet der unterschiedlichen Haufigkeitsangdbedie p53-Positivitat kommt in
allen Studien eine nukleare p53-Akkumulation ben geigh grade* Adenomen weit
haufiger vor als bei den ,low grade* Adenomen.

Welcher Zusammenhang zwischen p53-Verdnderungen,Mbrphologie und der
AdenomgrolRe besteht, ist umstritten. Pignateti al. [62] fanden bei einer
Untersuchung von 36 Kolonadenomen keine statistssghifikante Korrelation einer
p53-Anhaufung mit tumormorpholgischen Parametere Wro3e und Histologie.
Gleiches wird in weiteren Studien behaup#t,[61, 65, 74, §9 Zu beachten sind
gleichwonhl die geringen Fallzahlen (n =48, n =123 72,n=139,n=91,n=76,n =
36, n =56, n =59, n =100, Tabelle 13). In eg@fden Untersuchung von Einspahr
al. [22] an 1093 Kolonadenomen wurde Gegenteiliges beabadh8 % der unter 1 cm
grolRen Adenome waren p53-positiv und 14,4 % derdestens 1 cm grof3en
Neoplasien (p < 0,0001). Ferner waren 16,1 % demAdche mit villéser histologischer
Struktur (tubulovillds und villos) p53-positiv arfgebt im Gegensatz zu 3,7 % bei den
tubuldaren Adenomen. Auch in vorliegender Untersacghuwar eine p53-
Proteinanhdufung mit Tumorhistologie als auch Tugnife signifikant assoziiert
(Tabelle 6). Mit steigendem Anteil an villoser Adenhistologie stieg die Haufigkeit
der p53- Positivitat an.

Da eine p53-Dysfunktion eine Entstehung weiterertdtlanen begulnstigt, konnte
dieses Ergebnis darauf hinweisen, dass eine p%3afdlbn molekulare Ereignisse
fordert, die zu einer Anderung der Histologie vahular zu villés beitragen. Zu diesem
Befund passt die Beobachtung von Samec eines stigeMalignitatspotenzials, d.h.
einer hoheren Karzinominzidenz in diesen Adenomeony 4 % bei tubularen
Adenomen Uber 18 % bei tubulovillosen auf 48 % \ibbsen Adenomen. Weitere
Studien berichten Ahnliched2, 8§. Gleiches gilt fur die GroRe der Adenome, deren
».maligne Potenz“ von 0,4 % bei < 10 mm Grol3e gtsteigt und bei > 40 mm Grol3e
68 % betragt 15. Unsere Daten unterstitzen auch Letzteres: Dierdfation der
AdenomgrofRe mit der p53-Positivitat &hnelt den Rawn der Histologie. Der
Unterschied des Atypiegrades aller Adenome UbeAdenomgroéfi3e ist in dieser Studie
hochsignifikant (p < 0,0001). Schon in frihen S&udwurde beobachtet, dass Anteile
eines invasiven Karzinoms haufiger in grof3en utidsen Adenomen vorkomme29,
57, 67. In vorliegender Studie wurde jedoch erstmalbigel Zusammenhang mit p53-
Veranderungen untersucht und auch getrennt fiw-,land ,high grade* Adenome

analysiert.
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Neben der Histologie, Grol3e und auch Anzahl dernAde stellt das Patientenalter
einen weiteren Parameter fiur die Entartungswahnsiotigkeit dar p7]. Die
Forschergruppe der National Polyp Study fand ehdlgies Risiko fur das Auftreten
von ,high grade” ,Dysplasien” heraus, wenn das étd@nalter Uber 60 Jahren liegt
[57]. Dies kbnnte Ausdruck des zunehmenden Einflubsidigender Substanzen oder
auch von Spontanmutationen und somit genetischeinderungen im menschlichen
Zellgenom im Alter sein. Bei Adenomen fihrt diegtztlich zu einer
Karzinomentwicklung. Diese Theorie unterstitzend aich das Auftreten von
Kolonadenomen ungefahr 10 Jahre vor dem eines iar®. Die Daten der
vorliegenden Studie waren diesbeziglich statistisgbht signifikant. Trotzdem
unterstitzen die eigenen Daten diese Beobachiusafern, als dass der Anteil an p53-
positiven kolorektalen Adenomen bei alteren Mensdh@&her lag als bei Jingeren: Die
Haufigkeit starker p53-Positivitdt der Adenome gtwen 3,0 % (< 60 Jahrige) Uber 5 %
(> 60 Jahrige) auf 20 % (> 80 Jahrige) an, bei Mfiertationsanalyse ist dieser
Unterschied noch eindriicklicher (Abbildung 16).

Die westliche Welt gilt als Hochrisikoregion fir Kakarzinome, hier kommen diese
haufig im linken Kolon vor. Nicht verwunderlich jsiass auch die meisten Adenome
im Rektosigmoid auftreter2p, 57, 100 In einer Studie wurde das Vorkommen von
Adenomen distal der linken Flexur als unabhangigektor fir das Auftreten einer
hochgradigen Atypie gewerte44]. Eine Begrindung dafur konnte eine langere
Stuhlverweildauer in der sogenannten Hochdruckz8igma, Rektum) und dem damit
verbundenen groéfReren Einfluss von Kanzerogenen &aen Forscher der National
Polyp Study fuhrten dieses Phanomen eher auf dsteigende Groflle und villbse
Struktur der Adenome im distalen Kolon als auf Hakalisation per se zurlck. Ein
molekularbiologisches Korrelat dieser Beobachturaeln Ergebnisse von Darmean

al. [20]. Sie fanden bei einer Untersuchung von 84 AdemomeAdenomen des linken
Kolons eine hdhere immunhistochemische p53-Potitivials in denen des rechten
Kolons.

Dieses Ergebnis kbnnen wir mit den eigenen Datstéhigen. Die p53-Positivitat aller
Adenome war bei denen im linken Kolon signifikant &dchsten, gefolgt vom Kolon
transversum und schliesslich denen im proximaleloiKgp = 0,0035). Interessant ist,

dass dieses Verhéltnis bei separater Betrachtungate“ und ,high grade” Adenome
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bei beiden Gruppen deutlich wird, aber nur bei gegh grade“ Lasionen signifikant
ist (,high grade®: p = 0,0020, ,low grade” p = 088 Anhang 7.1). Vermutlich sind die
molekularbiologischen Veranderungen, die durch Berfluss von Kanzerogenen auf
distales Kolonepithel veranlasst werden, p53-Attereen. Es bleibt in Zukunft

weiterhin zu untersuchen, welche Gene noch betsiingl.

Ein weiteres Ziel dieser Studie war es zu untemsnchnwiefern Adenome, die
synchron zu einem Karzinom im Darm auftraten, lgarfip53-Veranderungen zeigen.
Karamitopoulouet al. untersuchten diesen Zusammenhang, in dem sie 8hohae in
zwei Gruppen aufteilten: Zu der ersten Gruppe eahl60 Adenome ohne ein
synchrones Karzinom im Darm, zur zweiten Gruppamitleinem solchen Karzinom.
Sie fanden eine héhere p53-Positivitat in AdenoaemGruppe 2 (53 %) als in Gruppe
1 (40 %). Aulerdem waren unter den Adenomen in @¥up signifikant mehr
Adenome mit starker Positivitat als in Adenomen Genppe 1. Auch Saleét al. [73]
fanden in Adenomen, die mit Karzinomen assoziientkamen, eine starkere p53-
Positivitdt (41 %) als in Adenomen ohne gleichpeisi Karzinom (30 %). Letztere
Ergebnisse waren statistisch nicht signifikant (,42). In einer weiteren publizierten
Studie wurden 72 Adenome in gleicher Weise untértsund eine p53-Positivitat in 30
% der Gruppe ohne Karzinom und in 24 % in der Geupyit Karzinom gefunden, es
bestand keine statistische Signifikad][

In unseren Ergebnissen konnte kein Unterschiecemp83-Positivitat von Adenomen
ohne und mit gleichzeitig vorhandenen Karzinomeafugden werden (mit: 53,1 %
positiv; ohne: 44,4 % positiv p = 0,1253, Abbildutig). Grund fir diese Befunde mag
die geringe Fallzahl der Untersuchung dieses Zusarhangs sein. Eine weitere
Erklarung konnte sein, dass die Gruppe der ,Adenamtegleichzeitig vorhandenem
Karzinom* in unseren als auch in den publiziertémd&n eine undifferenzierte Gruppe
ist. Muss ein Adenom eines Patienten, welcher lghaitig ein Karzinom beherbergt,
anfalliger fur p53-Alterationen sein, wenn diesedeAom nicht in direkter Beziehung
zu dem Karzinom steht?

Salehet al [73largumentierten, dass Karzinomzellen auf ein dydionales p53-
Protein- aufgrund seiner Funktion als Tumorsupresdonweisen. Was unterscheidet
diese Karzinomzellen von evtl. synchronen Adenoter@l Bestehen synchrone
Adenome, so lautet die Argumentation, konnten dieadggrund z.B. lokaler

Einflusse/Gegebenheiten ebenso flir weitere Mutation(z.B. im p53-Gen)

a7



empfanglicher sein (als solitare Adenome ohne Karn), so dass diese synchronen
Adenome auch zu einer malignen Entartung neigeaséOHypothese vorausgesetzt,
wirft die Frage auf, ob die gesteigerte Empfandlaih fur weitere Mutationen von
Adenomen auf eine Darmlokalisation beschrankt Si?d es globale oder lokale
Einflisse? Um diese Beziehung genauer zu untegsicrennten wir die Gruppe der
~LAdenom mit synchronem Karzinom*“ entsprechendriliistfernung zum Karzinom in
.ferne” und ,nahe“ Adenome ein und untersuchtenggigennt fir die Kategorien ,low-
“und ,high grade” auf molekulare p53-Veranderundgmem. Nach eigenen Daten war
bei den ,high grade” Adenomen die p53-Positivitdhér bei Adenomen, die ,nah“ an
einem Karzinom auftraten, im Vergleich zu denenmv&arzinom ,fernen“ (p =
0,0058). 5 der ,nahen” ,high grade” Adenome waré¢grks positiv, aber keines der
.fernen. Die ,low grade" Adenome zeigten umgekelidhere Positivitat bei den
.fernen“ Adenomen als bei den ,nahen®, allerdingarwdie immunhistologische
Farbung nur sehr schwach und dieses Verhaltnist rsgnifikant (p = 0,0671).
Interessant ist dieses Ergebnis insofern, das# ,gpigde“ Adenome nicht nur mehr p53
nuklear akkumulieren als ,low grade“ Adenome, sondauch, dass besonders die
-high grade* Adenome, die in direkter Nachbarsclzaitn Karzinom stehen, eher p53-
Veranderungen aufweisen und somit zu maligner Toamstion neigen, wie Saleét

al. bereits vermuteten. Hochstwahrscheinlich sindueb aiese, die tatsachlich invasive
Karzinomanteile entwickeln. Das Resultat der ,lovadg“ Adenome zeigt, dass hier
erstens selten p53-Mutationen vorkommen und zwitennicht diese
entartungsgefahrdet sind, sondern Uber die Stufigh,hgrade® in Karzinome

transformieren, was wiederum das Tumormodell vogélstein und Fearon unterstitzt.

4. 1. 2 p53-Mutationen der Kolonadenome

In aktueller Studie betrug die Haufigkeit von p53disttionen der 83 Adenome
anndhernd 20 %. Hierbei waren 27 % der ,high gra&#Enome mutiert und 10 % der

.low grade“. Auch diese Daten korrelieren mit deshier wenigen Studien (Tabelle 14).
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Tabelle 14: Vergleich der Literaturbefunde mit vordiegenden Daten

Autor (Referenz) Anzahl low Mutationen high  Mutationen
n grade n low grade grade high grade
(%) n n (%)
Bakeret al. [6] 25 6 k. A k. A k. A k. A
Mut)
Haoet al. [34] 70 51 4,8 % leicht- 19 10 (52,6 %)
16,8 %
mittlegradig
Ohueet al. [58] 37 37 7 % leicht- k.A. K.A.
14% mittlegr.
Kikuchi et al. [45] 43 11 0 32 2 (6,23 %)
Yamaguchi et al. 4(1 Mut) k. A k. A k. A k. A
[103]
Van wyket al.[96] 59 48 2 11 2

k. A: keine Angabe
Mut: Mutierte

Die Ergebnisse der Mutationsanalyse entsprecheimng®ninhistologischen Resultaten.
Allerdings erlaubte eine geringe Fallzahl fir Mudaen kein statistisch signifikantes

Ergebnis.

Entsprechend der Literatur zeigten sich auch héirfiger p53-Mutationen bei den
,high grade” als bei ,low grade* Adenomen (,highade®: 12 Mutationen versus ,low
grade“: 4 Mutationen, Tabelle 10). Ebenso bewethierErgebnisse der Korrelation mit
Adenomgrof3e und Histologie, dass die immunhistsldgen Resultate haufig auf
zugrundeliegende Mutationen zurlckzufiihren sindsoBders eindrtcklich ist ferner
die ansteigende Mutationshéaufigkeit der Adenomeeialer Gré3e von 1 cm. Nach
frheren Studien liegt bei dieser Gré3e auch digs&he Schwelle fir das Auftreten
von malignen Risikofaktoren: In den S3-LeitlinieKglorektales Karzinom® ist ein
Adenom mit einer Grol3e ab 1 cm gemal des ,Low-/HRgek-Adenom Konzeptes* ein
»High-Risk-Adenom®.
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Entsprechend der Immunhistologie unterschiedeh sidenome von Patienten mit
oder ohne synchrones Kolonkarzinom nicht in ihremt&dfionshaufigkeit. Betrachtet
man jedoch die Adenome mit synchronem Karzinom re¢pand analysiert die Rolle
der Entfernung zum Karzinom bezlglich p53-Mutatimn& waren Mutationen nur bei
den ,karzinom-nahen* ,high grade* Adenomen zu findaber keine bei den ,fernen®.
Die ,low grade“ Adenome waren insgesamt seltenetiartu/ein Adenom der ,fernen”
war mutiert).

Diese Ergebnisse zeigen nicht nur ein grof3eres tMotvorkommen bei ,high grade”
intraepithelialen Neoplasien, sondern liefern aealen praktischen Hinweis fur die
erhohte Entartungswahrscheinlichkeit dieser Lasione

4. 1. 3 p53-Immunhistochemie im Vergleich zu Mutatnsanalyse

Die Ubereinstimmung der Resultate beider angewendéintersuchungsmethoden
zeigt Abbildung 21. Mutationsanalytische Method@émdszeit- und kostenaufwendig,
deshalb gilt die Immunhistochemie weitgehend atm&irdmethode fur die Detektion
von genetischen p53-Alterationen. Der Hintergruwstddass p53-Mutationen im Gen zu
einer veranderten Konformation des entsprechendeteiRs fiihren. Dieses besitzt im
Gegensatz zum Wildtyp-Protein eine verlangerte Waitbszeit (das 20 fache der Zeit),
welche es fur immunhistochemische Farbemethoddiigler macht25]. So sind p53-
positive Immunfarbungen allgemein als starker Hiswauf das Vorliegen von
Mutationen akzeptiertl®, 69. Trotzdem gibt es geringe Diskrepanzen zwischgd p
Immunhistochemie- und Mutation: 2 der p53-immurdgsemisch negativen Adenome
wiesen p53-Mutationen auf, und 3 stark positive adee waren nicht mutiert.
Ahnliche Resultate wurden auch in friheren Studsehon beschrieben34, 5§
(Tabelle 14, Abbildung 25). Bei Ersterem kdnnen lonutationen vorliegen, deren
Basenaustausch zum Einbau eines Stopcodons undeiaeam verklrzten Protein mit
Instabilitat und folglich kurzer Halbwertszeit fiiiNonsense-Mutation). Dieses ist in
den zwei genannten Proben jedoch nicht der Fall.h&sdelt sich um Missense-
Mutationen mit Einbau eines kettenverlangerndeddds (Tabelle 9). Denkbar ist hier,
eine unzureichend verlangerte Halbwertszeit des iemeh Proteins, so dass
immunhistochemische Anfarbbarkeit nicht gewahrétisverden kanni18, 34, 58
Weiterhin sind Veranderungen der Tertiarstruktis p&3-Proteins moglich, so dass der
immunhistochemische Antikdrper nicht mehr bindemrkaZusatzlich kénnen Farbe-

und Fixierungsmethoden die Sensitivitat der veesibdmen Antikorper schwachen. Dies
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konnte begriinden, dass eine Mutation vorliegt, eslgicht mit Immunfarbemethoden
erkannt und somit als p53-negativ interpretiertdwiGrund fir eine starke p53
Positivitdt ohne eine vorliegende Mutation konnteins dass eine verlangerte
Halbwertszeit des Proteins nicht nur Veranderuraydrgenetischer Ebene sein missen,
sondern auch auf epigenetischer. In Studien wupbsitranslationale Einflisse und
auch Modulation der p53-Expression durch Viren od&oteine, wie mdm-2
vorgeschlagen34]. Auf Genebene wére eine Deletion eines Allels K)On diesen
Adenomen mdoglich. Das verbleibende gesunde Allelofs fir eine p53-Funktion
ausreichend. (In einer unpublizierten Studie destitiis fur Pathologie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf werden dieletionen dieser Adenome
untersucht). Dies resultiert in positiven immunbittemischen Ergebnissen, ohne
Auffinden von Mutationen. Ferner schliet das Vonkoen der meisten p53-
Mutationen in den Exons 5 bis 8 nicht aus, das$ &menverdnderungen in den nicht
analysierten Exons auf3erhalb der genannten Exaokemmen.

Tabelle 15: Einige Kolonadenom-Studien mit Daten zp53-Immunhistochemie (IHC) und p53-
Mutationsanalyse (DNA-Sequenzierung)

Autor Anzahl p53 IHC p53 IHC p53 IHC p53 IHC Definition

(Referenz) (n) positive poS. neg. neg. pos (cut
MUT WT MUT WT off)

Hao et al. 70 13 5 3 49 K.A.

[34]

Ohueet al. 37 3 21 1 12 K.A.

[58]

Kikuchi et 43 1 K.A. 1 k.A. >0 % pos.

al. [45] Zellen

Baaset al 19 8 4 1 6 K.A.

[4]

k.A: keine Angabe
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Abbildung 26: Ubereinstimmung der eigenen Daten mitlenen der Literatur im Vergleich von p53-
IHC mit p53-Mutationen. (Nur Hao et al, Ohueet al, Baaset al sind bertucksichtigt).

A. Literatur B. eigene Daten
in % der in% der
Angaben 10+ Angaben 1g,
80-/ 55.6 80-/
601 93,1 O nicht mutiert 601 92 [
40_/_ O mutiert NZE
e 44,4 —
204 20./ 259
0 ol

p53 negativ p 53 positiv
n=72 n=54

p53 negativ p 53 positiv
n=23 n=54

4. 1. 4 Proliferationsverhalten

Der zur Detektion des Ki-67 Antigens verwendete rKIMIB-1 hat sich in der
diagnostischen Histopathologie und Zellbiologie alertvoll fir den Nachweis
proliferierender Zellen bewieseif, 28, 38 Charakteristisch fur Adenomgewebe ist
eine Anfarbung Uber die basalen Proliferationszoden intestinalen Krypten hinaus
[104). In vorliegenden Ergebnissen konnte gezeigt werdass eine p53-Akkumulation
positiv mit aggressiverem Proliferationsverhaltemhergeht (p< 0,0001). Dieses
Phanomen war auch getrennt fur die ,high gradeteygsrt und fir die ,low grade®
Adenome zu beobachten. Auch die mutierten Adenoatiern einen hoheren Ki-67 LI
als die nicht mutierten. Gleiches wurde in frilme&udien schon belegttg, 74,
wobei die Anzahl der untersuchten Adenome mit n4=ufd n = 39 deutlich unter
unseren lagen. Nicht verwunderlich ist daher, desdikuchiet al [46] und Vernillo

et al. [97] (n = 78) keine statistische Signifikanz fir diesBusammenhang erreicht
wurde. Ansteigender Ki-67 LI und somit starkeremdhstumsverhalten wurde in
erstgenannten Studien auch mit fortgeschrittenemdiBg der Adenome signifikant
assoziiert gefunden.

Mehrere Studien untersuchten Ki-67 als Marker flie dAggressivitat von
Kolonkarzinomen. Suzukiet al. [92] konnten in einer Untersuchung von 58
Karzinomen einen hoéheren Ki-67 Labeling Index inkBsi B und C Karzinomen

beweisen als in Dukes A Karzinomen (p < 0,01), gbdkeinen Zusammenhang zur

52



Lymphinvasion. Keine Assoziation zum Staging sovdgmphknoten-, als auch
Metastasenstatus konnten Benettial. [8] Lanzaet al. [51] und Berenziet al. [9]
finden (n = 55 und n = 35), ebenso weitere Stufizén 5Q.

Trotz der unklaren prognostischen Rolle des Ki-6ifigens in Kolonkarzinomen, sind
in vielen Tumoren Ki-67 positive Zellen mit Tumoogression und ungunstiger
Prognose 31, 54, 70, 9passoziiert. Ruizt al. [70] und Nocitoet al. [54] konnten
zeigen, dass das Ki-67 Antigen bei ausreichendeti&@igrof3e und mithilfe von Tissue
Microarrays (TMA) gut bezlglich Prognoserelevanz lkelonkarzinomen untersucht
werden kann. Nicht signifikante Ergebnisse frih&wdien kdnnen auf intratumorale
Heterogenitaten der Ki-67 Anfarbung zurickzufihsemn. Bei Untersuchungen mit
geringer Probenzahl kann dies zu uneindeutiger uatian fuhren 70]. In allen
Versuchen zeigt sich, dass die immunhistochemiBastimmung dieses Antigens eine
einfache und verlassliche Methode ist um Prolifersaktivitdt in Tumoren zu
bestimmen. Weitere Studien mit grof3eren Fallzahlrden notig sein, um die
Bedeutung dieses Markers fir das Voranschreiten Kelonkarzinogenese zu
bestimmen. Dennoch gibt das vorliegende hochslgmfe Ergebnis der Korrelation
von Ki-67 und p53 einen starken Hinweis darauf,sdp53-positive Adenome ein
aggressives Proliferationsverhalten aufweisen. Edmalyse im TMA- Format ist

hierfir in besonderem Mal3e geeignet.

4. 2. Klinische Konsequenz — Schlussfolgerung

Schlussfolgernd ergibt sich aus den gesamten Datass p53-positive Adenome
tatsachlich objektivierbar maligner sind als negatida Erstere mit ungunstigen
tumorbiologischen Parametern und starkem Prolitaraverhalten assoziiert sind. Die
Konsequenz ist, dass betroffene Personen ein @hebl Risiko flr eine

Karzinomentwicklung haben durften. Diese Patienteih p53-positiven Adenomen
missen eine grundliche Therapie (komplette Resgktionit engmaschigen

Nachkontrollen erfahren, um wiederkehrende Adenbiitezeitig zu beseitigen und die
Entwicklung eines invasiven Karzinoms zu verhindeDabei ist die Sorgfaltigkeit

dieser MalBnahmen durch z.B. eine komplette Kologkopnd vollstandige

Adenomentfernung besonders wichtig damit Adenondregziund Intervallkarzinome

aufgrund Ubersehener Polypen und unvollstéandigeenifr Gewebsanteile vermieden
werden p9, 6§.
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An dieser Stelle sei auch die Interobserver-Valiidbi von Pathologen bei der
Adenomdiagnostik zu erwéhnen. Die Interobservernabditat ist fur die Einteilung der
ehemals mittelgradigen Adenome in ,noch* low gramker ,schon® high grade9f]
Atypie signifikant.

Um eine groRere Sicherheit und Reproduzierbarkeitder Diagnosestellung zu
bekommen, sind anstatt der bisher nur histologrsdfrterien, molekular-biologische
Untersuchungen anzustreben. In oben genannten nFdtante nach unseren
Ergebnissen eine p53-Analyse helfen. Die Wahrstibkkeit einer p53-Alteration bei
einem ,low grade“ Adenom ist nach unseren Daten deden publizierter Literatur
gering. ,p53-positiv* wirde demnach bei grenzweitigponierendem Befund auf ein
.high grade“ Adenom hinweisen. So wird eine adaguaherapie mit weiteren
Kontrollen ermdglicht. Eine ,p53- negativ” ,low gia“ Diagnose wiirde den Patienten
mit weniger aggressiver Therapie (inkomplette R#sek ev. akzeptabel) und
Nachkontrollen nicht unnotig belasten. Molekul&tarker sind nétig, um konsequente

und reproduzierbare Diagnosen zu erméglichen.
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5. Zusammenfassung

Das Kolonkarzinom ist in der westlichen Welt bei Mé&rn als auch Frauen die
zweithaufigste Krebserkrankung und die zweithawéigsimorbedingte Todesursache.
Da uber 90 % der Kolonkarzinome aus Adenomen drgstand diese Vorlaufer haufig
auftreten, hat die Krebsvorsorgeuntersuchung inmFoginer Koloskopie mit
Adenomabtragung einen hohen Stellenwert. Bei dstoloigischen Einteilung der
Adenome in ,low grade“ und ,high grade“ existierine hohe Interobserver-
Variabilitdt. Vor dem Hintergrund des unterschiedén therapeutischen Vorgehens
(lokale Polypenabtragung versus Segmentresektiag)bte sich die Frage, ob
molekulare Untersuchungen eine objektive Abschédjzuder Aggressivitdt von
Adenomen erlauben kdnnten.

Alterationen des p53-Tumorsuppressorgens sollenspiiies Ereignis innerhalb der
Adenom-Karzinom-Sequenz darstellen. p53-Alteratokemmen daher nicht nur in
Karzinomen, sondern auch in Adenomen haufig vorofétisch kdnnen diese eine
unginstigere Prognose haben als p53-negative Adendm p53 als Biomarker in der
Adenomdiagnostik zu testen, haben wir mittels TasBlicroarrays (TMA,
Gewebechip) 227 Adenome unterschiedlichen Atypwega Grolle, Lokalisation,
Wachstumsmuster und Nachbarschaft zum Karzinom idhtlish ihrer p53-
Alterationen immunhistologisch und mutationsanablii untersucht. Als weiteren
Marker fur die Aggressivitdt untersuchten wir das6K Proliferationsantigen in
Korrelation mit p53.

In dieser Studie korrelierte die immunhistologisdachweisbare nukleare p53-
Akkumulation mit Atypiegrad, GroRRe, Histomorpholegi Proliferationsrate und
Lokalisation der Adenome. ,High grade“ Adenome meigin 61,1 % (16,7 % 3+),
Jow grade” Adenome dagegen in nur 38,8 %, (1 % 3PbB-Positivitat. Grol3e
Adenome (> 1 cm) waren signifikant starker p53-p0<il0,3 %) als solche < 1 cm
(1,9 %, p = 0,0220). Mit Zunahme des villosen Astean der Gesamtflache des
Adenoms stieg ebenfalls die p53-Positivitat (2, in%ubuldren Adenomen, 10,6 % in
gemischt tubulovillosen Adenomen, p = 0,0059). Baufigkeit starker p53-Positivitat
war in den im linken Kolon lokalisierten Adenome®{ %) signifikant hoher als in
denen des rechten Kolons (0 %, p = 0,0035). Indargsrweise konnte bei ,high grade”
Adenomen, die sich in enger Nachbarschaft zu pS#ipen Karzinom befanden,

ebenfalls gehauft eine starke nukleare p53-Akkutiarianachgewiesen werden (20 %
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der zum Karzinom ,nahen” 3+) im Unterschied zu dem Karzinom ,fernen“ ,high
grade* Adenomen (0 % der ,karzinom-fernen* 3+) l{&le 8). Dieses Merkmal war
bei ,Jow grade“ Adenomen nicht nachweisbar.

Der Ki-67 Labeling Index (LI) korrelierte stark miter p53-Positivitat der Adenome
(Ki-67 LI von 13,0 bei 99 p53-negativen Adenomerd,81 bei 88 p53-positiven
Adenomen; p < 0,0001). ,High grade* Adenome zeigitats einen hoheren Ki67 LI als
.low grade“ Adenome: p53-Positivitat war sowohllih6 ,low grade* (Ki-67 LI: 19,1)
wie auch in 71 ,high grade“ Adenomen (Ki-67 LI: 28,signifikant mit dem Ki-67
Proliferationsmarker assoziiert.

Die p53-Mutationsanalyse der Exons 5 bis 8 der8&uadenomen (40 ,low grade”, 43
,high grade“) gewonnenen DNA zeigte 16 Mutationd2 {n ,high grade“ und 4 in
.low grade" Adenomen; Tabelle 9). Die Ergebnisser geéb3-Mutationsanalyse
korrelierten mit denen der p53-Immunhistochemie ifdung 21, p < 0,0001). Von
den 54 immunhistologisch p53-positiven Adenomenewar4 mutiert, von den 25 p53-
Negativen waren 2 mutiert. Viele der Ergebnissed sinit denen der publizierten
Literatur vergleichbar. Das zeigt, dass die Verwemgdvon Tissue-Microarrays zur
Untersuchung von molekularen Parametern auf Gewighehervorragend eignet. Von
Vorteil ist die Moglichkeit eine grol3e Anzahl voergchiedenen Geweben auf einem
einzigen Objekttrager mit verschiedenen In-situtMeen unter vollstandig identischen
Laborkonditionen effizient und repréasentativ zuenstichen.

Zusammenfassend hat sich gezeigt, dass p53- Adteest mit unginstigen klinischen
und morphologischen Parametern assoziiert sindsictd unserer Meinung nach als
potentiell objektiver Parameter fir die Einschatzwer ,Adenom-Malignitat* eignet.
Speziell in (grof3en) ,high grade* Adenomen habeash 953- Schadigungen gezeigt.
Als Kklinische Konsequenz kann aufgrund dieser Emggsle eine p53-Analyse in
Adenomen erfolgen um in schwierigen Fallen ,higladg” von ,low grade® zu
unterscheiden. p53-positive Adenome sind demnaeh als ,high grade“ zu werten
und unbedingt im Gesunden zu entfernen sowie endntges Nachkontrollen sind zu
empfehlen. Hier ware bei entsprechender Grol3e Samgmentresektion anzuraten, da
bereits ein erhohtes Risiko der malignen Entartuegieht. p53-negative Adenome sind
dagegen eher ,low grade“ und eine Abtragung mit Hkaatrolle ausreichend.
Molekulare Marker kdnnen so zukunftig in der Sal@ktvon risikoreichen, malignen
Adenomen und fir eine objektive Diagnostik in deeuBeilung von Kolon-

Prékanzerosen von signifikantem Nutzen sein.
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7. Anhang

7.1 Ergebnisse der p53-Immunhistochemie in Korretat zu
Tumorklinik in Abhangigkeit vom Grading

P53-Immunhistochemie

Histologie Anzahl p53-negativ. = p53-positiv. p-
analysier- Wert
barer Proben

low grade

tubular 60 73,3 26,7 0,0105

tubulovillos 55 49,1 50,9

villos 1 0,0 100,0

high grade

tubulér 15 46,7 53,3 0,4946

tubulovillés 49 32,7 67,4

villos 6 50,0 50,0

P53-Immunhistochemie

Grol3e Anzahl p53-negativ. = p53-positiv. - p-
analysier- Wert
barer Proben

low grade

<1lcm 45 77,8 22,2 0,0056

1-2cm 52 48,1 51,9

>2cm 11 45,5 54,6

high grade

<1lcm 9 33.3 66,7 0,5986

1-2cm 35 32,4 68,6

> 2cm 25 44,0 56,0
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P53-Immunhistochemie

Lokalisation Anzahl p53-negativ. = p53-positiv. - p-
analysier- Wert
barer
Proben

low grade

Rechtes Kolon 16 75,0 25,0 0,0984

Kolon transversum 7 85,7 14,3

Linkes Kolon 80 55,0 45,0

high grade

Rechtes Kolon 18 72,2 27,8 0,0020

Kolon transversum 5 60,0 40,0

Linkes Kolon 46 26,1 73,9
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