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1. Einleitung

1.1 Kolorektale Karzinome

1.1.1 Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom zählt zu den häufigsten Krebserkrankungen der Gegenwart.

Allein in Deutschland wird die Zahl der jährlichen Neuerkrankungen für Männer auf

37.250 und für Frauen auf etwa 36.000 geschätzt. Mit 16,2 % bei den Männern und

17.5% bei den Frauen rangiert die Tumorlokalisation im Darm somit an 2. Stelle. Bei

Männern liegt das Prostatakarzinom (mit 25,4%) an erster Stelle und bei Frauen das

Mammakarzinom (mit 27,8%). Am kolorektalen Karzinom erkranken Männer im Mittel

mit 69, Frauen mit 75 Jahren. Im Allgemeinen steigt mit zunehmendem Alter das Risiko

zu erkranken. Im Jahr 2004 starben 13.748 Männer und 14.034 Frauen allein in

Deutschland am kolorektalen Karzinom. Es belegt den zweiten Platz aller

Krebstodesfälle. An erster Stelle der Krebstodesfälle in Deutschland rangiert bei den

Männern die Lunge und bei den Frauen die Brustdrüse (Robert-Koch-Institut, 2008).

Weltweit wurden im Jahr 2002 eine Million neue Kolon- und Rektumkarzinomfälle

gezählt (9,4 % der weltweiten Gesamtzahl). Somit stellt das kolorektale Karzinom bei

Männern den vierthäufigsten und bei Frauen den dritthäufigsten Tumor weltweit dar. Die

höchsten Inzidenzraten lassen sich in Nord Amerika, Australien, Neuseeland, West

Europa und bei Männern in Japan feststellen. Niedrige Inzidenzraten dagegen findet

man in Afrika und Asien. Die südlichen Teile von Südamerika nehmen eine mittlere

Position ein. In Studien mit Migranten wurde beobachtet, dass es durch Migration aus

einem Gebiet mit geringem Risiko für ein kolorektales Karzinom in ein Gebiet mit

hohem Risiko eines kolorektalen Karzinoms zu einem schnellen Anstieg der

Inzidenzrate innerhalb der ersten Generation kommt (Parkin et al., 2005). Im

Allgemeinen sind die Inzidenzraten, vor allem bei jüngeren Personen, in Gebieten mit

eher niedrigem Darmkrebs-Risiko angestiegen, während sie sich in Gebieten mit hohem

Risiko stabilisiert bzw. vermindert haben (Parkin et al., 2001).

1.2 Ätiologie und Pathogenese

Der Entstehungsprozess eines malignen Tumors aus einer normalen Kolon- bzw.

Rektumschleimhaut ist begleitet von zahlreichen molekularen Veränderungen

unterschiedlicher Ätiologie. In diesem Kontext richtet sich unter anderem ein großes

Interesse auf die funktionelle Interaktion zwischen Nahrungsmitteln und Genexpression.
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Begründet ist dieses Interesse in der bedeutenden klinischen Relevanz von

Erkenntnissen auf diesem Gebiet (Lipkin et al.,1999). Bis heute wurde schon eine

Vielzahl von Publikationen über den Zusammenhang zwischen Ernährungsgewohn-

heiten und dem Auftreten des kolorektalen Karzinoms bzw. Adenoms veröffentlicht.

Zum Beispiel fand man in einer Fallkontrollstudie eine starke positive Assoziation

zwischen Ölsäureaufnahme und dem Risiko eines kolorektalen Adenoms. Eine erhöhte

Aufnahme von Ballaststoffen war hier mit einer mäßigen Verringerung des

Adenomrisikos assoziiert (Mathew et al., 2004). Eine weitere Publikation beschreibt,

dass rotes Fleisch und Fleisch, welches bei hohen Temperaturen zubereitet wird, mit

einem erhöhten Risiko für kolorektale Adenome einhergeht (Sinah et al., 2005). Auch

die Ergebnisse von Flood et al., 2008, weisen darauf hin, dass Ernährungsmuster,

welche durch eine geringe Aufnahme von Fleisch und Kartoffeln und durch häufigen

Konsum von Früchten, Gemüse und fettreduzierten Nahrungsmitteln charakterisiert

sind, mit einem verringerten Risiko für ein kolorektales Karzinom einhergehen.

Allerdings können Daten von Fuchs et al. aus dem Jahr 1999 die Existenz eines

bedeutenden protektiven Effektes von ballaststoffreicher Ernährung gegen das

kolorektale Karzinom oder Adenom bei Frauen nicht unterstützten.

In den oben exemplarisch ausgewählten Publikationen wird deutlich, dass man zurzeit

noch keine eindeutige Aussage über die protektive Wirkung von verschiedenen

Nahrungsmitteln in Bezug auf das kolorektale Adenom und Karzinom tätigen kann. In

den neueren Publikationen zeigt sich aber dennoch der Trend, dass durch eine

gesunde, ausgewogene Ernährung eine Risikoreduktion möglich ist (Berlau et al.,

2004). Einigkeit scheint auch über den Zusammenhang zwischen Fleischkonsum,

insbesondere bei rotem Fleisch, und einem erhöhten Risiko für ein kolorektales

Karzinom zu herrschen. Nicht nur die Ernährung spielt bei der Pathogenese eine Rolle,

auch der körperliche Aktivitätsgrad zeigt Auswirkungen. So ist es möglich, durch

körperliche Aktivität das Risiko für ein kolorektales Karzinoms zu senken. Verbringt man

dagegen viel Zeit sitzend, ist dies assoziiert mit einem erhöhten Risiko für ein

kolorektales Karzinom (Howard et al., 2008). Auch Alkoholkonsum steigert das Risiko

eines kolorektalen Karzinoms (Toriola et al., 2008). Allerdings ist der karzinogene Effekt

von Alkohol reduziert, wenn Wein im Alkoholkonsum enthalten ist (Pedersen et al.,

2003).

Einen weiteren Risikofaktor für ein kolorektales Karzinom stellen die chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen dar. Insbesondere Patienten mit einer langjährigen
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schweren Colitis ulcerosa haben ein erhöhtes Risiko (Freeman et al., 2008). Laut Gillen

et al., 1994, beträgt das kumulative Karzinomrisiko nach 20 Jahren sieben Prozent.

Aber auch Patienten mit Morbus Crohn haben ein erhöhtes Risiko (Zisman et al., 2008).

Hier differieren die Zahlen in der Literatur allerdings deutlich. Diese Unstimmigkeit kann

darauf zurückgeführt werden, dass bei Patienten mit Morbus Crohn, häufig relativ früh

in der Krankengeschichte, eine Kolektomie durchgeführt wird, um Symptome, welche

sich schlecht medikamentös beherrschen lassen, zu therapieren (Gillen et al., 1994).

Neben dem sporadisch auftretenden kolorektalen Karzinom findet man auch hereditäre

Formen. Sie machen etwa 10% aller Fälle aus. Den größten Bekanntheitsgrad besitzt

wohl das autosomal-dominant vererbte hereditäre nicht-polypöse Kolonkarzinom

(HNPCC; Lynch Syndrom). Es verursacht etwa 5-7% aller kolorektalen Karzinome und

erhöht außerdem das Risiko für extrakolische Neoplasien (Abdel-Rahman et al., 2006).

Eine Manifestation in jungen Jahren und eine überwiegende Tumorlokalisation im

proximalen Kolon sind Charakteristika des HNPCC. Ursächlich liegen diesem Syndrom

Mutationen in spezifischen DNA-Mismatch-Repair-Genen (MMR-Genen) zugrunde (vor

allem MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2) (Woods et al., 2007). Auch bei der FAP

(familiären adenomatösen Polyposis) handelt es sich um ein hereditäres Syndrom.

Weniger als 1% der kolorektalen Karzinome können auf die familiäre adenomatöse

Polyposis zurückgeführt werden (Gatalica et al., 2008). Die FAP wird autosomal

dominant vererbt und ist charakterisiert durch das sehr frühe Auftreten von hunderten

kolorektalen Adenomen. Unbehandelt führen diese Adenome bis zum 35-40 Lebensjahr

mit einer Wahrscheinlichkeit von fast 100% zum kolorektalen Karzinom (Galiatsatos et

al., 2006). Ursächlich liegt hier eine Mutation im APC-Tumorsuppressor-Gen vor,

welches auf dem Chromosom 5 (5q21-q22) lokalisiert ist (Bodmer et al., 1987; Esplen

et al., 2008). Auch hier kommt es zu einer vermehrten Assoziation mit extrakolischen

Karzinomen (Groen et al., 2008). Für das seltene autosomal-dominant vererbte Peutz-

Jeghers-Syndrom (PJS) ist das Auftreten von Polypen des Gastrointestinaltrakts mit

einem erhöhten kolorektalen Karzinomrisiko und Pigmentflecken auf Lippen- und

Wangenschleimhaut charakteristisch (Boardman et al., 1998; Schulmann et al., 2008).

In einigen Fällen kann das kolorektale Karzinom auch iatrogen verursacht werden.

So kommt es nach einer Ureterosigmoidostomie zu einem erhöhten kolorektalen

Karzinom Risiko (Labow et al., 1979; Rivard et al., 1975). Ebenso kann eine

Bestrahlung des kleinen Beckens zu einer Steigerung des Risikos führen (Black et al.,

1965; Tsunoda et al., 1997).
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1.3 Lokalisation, Makroskopie, Histologie

Etwa 60 % der Karzinome befinden sich im Rektum und 20-25 % im Colon sigmoideum.

Damit sind über 80 % aller kolorektalen Karzinome im rektosigmoidalen Bereich

lokalisiert (Böcker et al., 2004). In letzter Zeit scheint es allerdings zu einer

Veränderung der Verteilung mit einem steigenden Anteil an proximalen Karzinomen zu

kommen (1928 S. 107 WHO Kopie).

1.3.1 Makroskopie

Makroskopisch unterscheidet man schüsselförmig ulzerierende, polypoide und diffus-

infiltrierende Wachstumsformen (Böcker et al., 2004).

1.3.2 Histologische WHO Klassifikation der Tumore des Kolons und Rektums

• Adenokarzinome

Von einem Adenokarzinom spricht man, wenn eine Invasion durch die Muscularis

mucosae in die Submukosa stattgefunden hat. Läsionen, welche den morphologischen

Kriterien eines Adenokarzinoms entsprechen, sich aber auf das Epithel beschränken

oder nur die Lamina propria infiltriert haben, zeigen nahezu kein Risiko zu

metastasieren. Diese Läsionen werden als „high-grade intraepithelial neoplasia“ oder

„Adenokarzinom in situ“ oder „Intramukosale Neoplasie“ bezeichnet.

• Muzinöse Adenokarzinome

Adenokarzinome werden als muzinös bezeichnet, wenn > 50% der Läsion eine

extrazelluläre Verschleimung aufweisen.

• Siegelringzellkarzinome

Adenokarzinome werden als Siegelringzellkarzinome bezeichnet, wenn > 50% der

Tumorzellen intracytoplasmatisches Muzin enthalten. Charakteristisch für die typische

Siegelringzelle ist eine große muzingefüllte Vakuole, welche den Zellkern verdrängt.

• adenosquamöse Karzinome

Reine adenosquamöse Karzinome sind sehr selten.

• medulläre Karzinome

• undifferenzierte Karzinome

• kleinzellige Karzinome (Hamilton et al., 2000)
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1.4. Grading / Staging

1.4.1 Histopathologisches Tumorgrading der UICC (= International Union Against

Cancer, 2002)

Tabelle 1: Histopathologisches Tumorgrading der UICC

GX Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden

G1 gut differenziert

G2 mäßig differenziert

G3 schlecht differenziert

G4 undifferenziert

1.4.2 TNM-System und Stadieneinteilung der UICC (2002)

1932 wurde von Dukes eine Klassifikation für Rektumkarzinome erarbeitet, die später

auch Kolonkarzinome mit einbezog. Heute findet sie v.a. in den USA noch Verwendung,

ansonsten ist sie aber weitgehend durch die TNM-Klassifikation abgelöst. Die

Tumorausbreitung wird nach den Regeln der UICC für Kolon- und Rektumkarzinome

einheitlich klassifiziert.

Die TNM-Klassifikation beschreibt die anatomische Ausdehnung des Tumors. Sie

basiert auf der Annahme, dass Behandlungschance und Überlebenswahrscheinlichkeit

von der Ausdehnung des Primärtumors vom Fehlen oder Vorhandensein von

regionalen Lymphknotenmetastasen und vom Fehlen oder Vorhandensein von

Fernmetastasen abhängig ist (Greene et al., 2008).

Tabelle 2: die TNM-Klassifikation

T = Primärtumor

TX Primärtumor kann nicht beurteilt werden

T0 Kein Anhalt für Primärtumor

Tis
Carcinoma in situ: intraepitheliale Neoplasie oder

Invasion der Lamina propria

T1 Tumorinfiltration in die Submucosa

T2 Tumorinfiltration in die Muscularis propria

T3
Tumorinfiltration durch die Muscularis propria in die Subserosa oder
in das nicht peritonealisierte perikolische oder perirektale Gewebe

T4
Tumorinfiltration in andere Organe oder Strukturen und/oder Tumor
perforiert das viszerale Peritoneum
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N = Regionale Lymphknoten

NX Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden

N0 Keine regionären Lymphknoten-Metastasen

N1 Metastasen in 1-3 regionären Lymphknoten

N2 Metastasen in 4 oder mehr regionären Lymphknoten

M = Fernmetastasen

MX Fernmetastasen können nicht beurteilt werden

M0 Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Tabelle 3: Zusammenhang zischen TNM-Klassifikation, UICC-Stadien und Dukes-

Klassifikation (Stage Grouping)

UICC T N M Dukes

Stage 0 Tis N0 M0

Stage I T1, T2 N0 M0 A

Stage II A T3 NO M0 B

II B T4 NO M0 B

Stage III A T1, T2 N1 M0 C

III B T3, T4 N1 M0 C

III C Any T N2 M0 C

Stage IV Any T Any N M1 D

(Sobin et al, 2002; Ruf et al, 2005)

1.5 Tumorangiogenese und „Angiogenic Switch“

Schon vor mehr als einem Jahrhundert wurde ein Zusammenhang zwischen Tumoren

und Blutgefäßen bemerkt (Thiersch et al., 1865; Goldman et al., 1907). Dann vergingen

viele Jahre der Forschung, bis Judah Folkman im Jahr 1971 eine entscheidende

Publikation veröffentlichte. Seine Publikation enthielt verschiedene gewichtige

Hypothesen (Folkman et al., 1971).

1. So können laut seiner Publikation solide Tumoren nicht größer als 1-2 mm3 werden,

ohne dass sie neue Blutgefäße benötigen, die Sauerstoff und Nährstoffe transportieren,

um das weitere Tumorwachstum zu ermöglichen. Bis zu diesem Grenzwert können

avaskuläre Tumore den Sauerstoff- und Nährstoffbedarf über Diffusion decken. 2.

Tumorzellen können, so vermutete er, diffusible angiogene Moleküle sezernieren. 3. Er
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beschrieb ein Modell, bei dem es durch Blockade der Angiogenese zu einem

Ruhezustand des Tumors kam. 4. Außerdem beschrieb er den Begriff der

Antiangiogenese. 5. Er prophezeite die Entdeckung eines Angiogenese Inhibitors. 6.

Weiterhin stellte er die These auf, dass ein Antikörper gegen Tumorangiogenese-

faktoren (TAF) ein „Anti-Krebs“- Medikament sein könnte. Die Theorie, welche besagt,

dass Tumorwachstum von der Angiogenese abhängig ist, und auch seine anderen

Aussagen wurden in nachfolgenden Veröffentlichungen erweitert und ausgebaut. So

leitete diese Publikation im New England Journal of Medicine 1971 die Angiogenese-

Forschung ein.

Wie versorgt sich nun der Tumor mit ausreichend Nährstoffen? In der avaskulären

Phase des Tumors werden die Tumorzellen durch Diffusion aus umliegenden Gefäßen

ernährt. Wenn diese Diffusion aufgrund der weiteren Tumorexpansion nicht weiterhin

für eine suffiziente Versorgung mit Sauerstoff und Nährstoffen sorgen kann, gibt es 4

verschiedene Möglichkeiten, um eine ausreichende Ernährung aufrecht zu erhalten

(Bergers et al., 2003; Ribatti et al., 2003). Die erste und wichtigste Möglichkeit ist, den

„angiogenic switch“ zu induzieren und damit die Angiogenese zu initiieren (siehe Kapitel

1.6 Der „Angiogenic Switch“). Es kommt zur Induktion von Endothelzellproliferation,

Endothelzellmigration und zum Gefäß- „sprouting“. Neue Gefäße entstehen also durch

Aussprossung. Außerdem entstehen zahlreiche Gefäße durch Invagination, d.h. durch

Aufspaltung von einem Gefäß in zwei. Hierbei bildet sich das neue Gefäß im Lumen

des bereits existierenden (Burri et al., 2004). Der zweite Weg, um eine ausreichende

Versorgung der Tumorzellen aufrecht zu erhalten, ist das Wachstum entlang bereits

existierender Gefäße. Pezella war einer der ersten, der dieses Phänomen anhand des

nicht kleinzelligen Lungenkarzinoms beschrieb (Pezella et al., 1997). Diese Variation

der Blutversorgung macht eine zusätzliche Angiogenese überflüssig. Klassisches

Beispiel hierfür ist das Astrozytom (Bergers et al., 2003). Die dritte Möglichkeit ist die

sog. Vaskulogenese, d.h. vom Knochenmark abgeleitete Vorläuferzellen bilden die

neuen Gefäße (Rafii et al., 2002). Der vierte Weg ist ein Prozess, der als „vascular

mimicry“ bezeichnet wird und dessen Relevanz noch Gegenstand einiger Diskussionen

ist. Hier wird das Lumen nicht von Endothelzellen, sondern von Tumorzellen selber

geformt. Dieses Phänomen wurde bei malignen Melanomen entdeckt (Maniotis et al.,

1999; Hendrix et al., 2003). In ein und demselben Tumor können nebeneinander

mehrere dieser Strategien gefunden werden.
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1.6 Der „Angiogenic Switch“

Neben zahlreichen genetischen und epigenetischen Veränderungen während der

Tumorentstehung spielt der sog. „Angiogenic Switch“ eine entscheidende Rolle in der

Tumorprogression und Ausbreitung (Hanahan et al., 2000). Er ist der Mechanismus, der

die Angiogenese induziert und aufrechterhält. Denn genau wie nicht tumoröses Gewebe

benötigen auch die Tumorzellen eine adäquate Versorgung mit Sauerstoff, Metaboliten

und einen effektiven Weg ihre Abfallstoffe zu beseitigen (Papetti et al., 2002). Allerdings

differieren die Ansprüche zwischen verschiedenen Tumortypen und können sich im

Verlauf der Tumorprogression auch verändern (Hlatky et al., 2002). 1996 stellten

Hanahan und Folkman die Hypothese auf, dass der „Angiogenic Switch“ durch das

Verhältnis von pro-angiogenen zu anti-angiogenen Faktoren bestimmt wird. Die

Angiogenese wird entweder durch eine Hochregulation von pro-angiogenen Faktoren

oder durch Herabregulation der anti-angiogenen Faktoren oder auch durch beides

reguliert. In vielen nachfolgenden Publikationen wurde diese Theorie bestätigt. Als

bedeutender angiogener Faktor wurde der VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

entdeckt (siehe Kapitel 1.9 VEGF).

Der „Angiogenic Switch“ kann in verschiedenen Stadien der Tumorprogression

entstehen, abhängig vom Tumortyp und der Umgebung. Staton et al., 2007, fand

heraus, dass bei der Adenom-Karzinom-Sequenz des kolorektalen Karzinoms der

Angiogenic Switch schon beim Adenom stattfindet. Die angiogene Aktivität von

Tumoren korreliert nicht zwangsläufig mit der Tumoraggressivität. Trotzdem kann sie

einen prognostischen Faktor für bestimmte Tumortypen darstellen (Bergers et al.,2003).

1.7 Molekulare Kanzerogenese

An der Entstehung kolorektaler Karzinome sind verschiedene molekulare Mechanismen

beteiligt. Aufgrund eines unterschiedlichen Entstehungsprozesses unterscheidet man

zwei verschiedene Typen von kolorektalen Karzinomen.

Die erste Gruppe wird als LOH-positiv bezeichnet („loss of heterozygosity“). Hier

entstehen die Tumore auf dem sog. Tumorsuppressor- Pathway. Mehr als zwei Drittel

der kolorektalen Karzinome gehören zu dieser Gruppe (Grizzle et al., 2001; Laurent-

Puig et al.,1999). LOH-positive Tumore aktivieren ihren Signalweg durch eine Mutation

im APC-Tumorsuppressorgen. Die APC-Mutation wurde als erstes von Fearon und

Vogelstein bei der familiären adenomatösen Polyposis beschrieben.
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Adenom -Karzinom -Sequenz

Chromosom: 5q 12p 18q 17p

Veränderung: Mutation oder Verlust Mutation Verlust Verlust

Gen: FAP K-Ras DCC p53

DNA-Hypo- andere

Methylisierung Veränderungen

normales hyperproliferatives frühes Übergangs- spätes Karzinom Metastase

Epithel Epithel Adenom adenom Adenom

Abb.1.1 genetisches Modell der Tumorigenese, modifiziert nach Fearon und Vogelstein (1990).
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Abb.1.1 genetisches Modell der Tumorigenese, modifiziert nach Fearon und Vogelstein (1990).

Die Tumorgenese entsteht durch eine Serie von genetischen Veränderungen, welche

Onkogene (ras) und Tumorsuppressorgene betreffen (insbesondere solche auf 5q, 17p

und 16q). Den Patienten mit einer FAP wurde die Mutation auf Chromosom 5q vererbt.

Auch bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen, die nicht an einer FAP leiden, kommt

es in einem frühen Stadium zu einer Mutation im APC-Gen (Fearon et al., 1990).

Die zweite Gruppe kolorektaler Karzinome entsteht auf dem Boden des sog. Mutator-

Pathways. Diese Karzinome werden als MSI-positive Tumore (Mikrosatelliteninstabile

Tumore) bezeichnet und sind charakterisiert durch eine genetische Instabilität an

Mikrosatelliten-Loci (Laurent-Puig et al., 1999). Im Unterschied zum Tumorsuppressor-

Pathway kommt es hier nicht zur Akkumulation grober chromosomaler DNA-Schäden

(Rüschoff et al., 1998). Der „Mutator Pathway“ trifft etwa auf 10-20% der kolorektalen

Karzinome zu. Zu welchem Zeitpunkt die molekularen Veränderungen in der Dysplasie-

Karzinom-Sequenz auftreten, ist bislang nicht geklärt. Allerdings tritt bei sporadischen

Tumoren die MSI später in der Karzinogenese auf und ist deshalb bei Adenomen selten

(<5%) anzutreffen (Rüschoff et al., 1995).
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1.8 EGFR (Epidermal growth factor receptor)

1.8.1 Allgemeines

1984 wurde der EGF-Rezeptor erstmals beschrieben (Ullrich et al., 1984). Er gehört zu

der EGF-Rezeptor-Familie, die aus 4 verschiedenen Rezeptoren besteht: EGFR/ErbB1,

HER-2/ErbB2, HER-3/ErbB3 und HER-4/ErbB4 (Yarden et al., 2001a).

Gemeinsam ist diesen Rezeptoren, dass sie sich aus einer extrazellulären Domäne,

welche für die Bindung des Liganden verantwortlich ist, einer transmembranären

Domäne und einer zytoplasmatischen Domäne mit Tyrosinkinase-Aktivität

zusammensetzen. Eine Ausnahme stellt hier allerdings der ErbB3 Rezeptor dar, da

dieser aufgrund einer Mutation keine Tyrosinkinase-Aktivität in seiner

zytoplasmatischen Domäne besitzt (Wells et al., 1999).

Bindet nun ein Ligand an die extrazelluläre Domäne, so kommt es zur Dimerisierung

des Tyrosinkinaserezeptors. Hierbei kann es sowohl zur Formation von Homodimeren

(z.B. EGFR+EGFR) als auch von Heterodimeren kommen (z.B. EGFR+ErbB3). Durch

die Dimerisierung wird die Tyrosinkinase intrazellulär aktiviert und führt zur

Autophosphorylierung des Rezeptors (Alroy et al., 1997). An diese Phosphotyrosinreste

können nun verschiedenste Proteine andocken und dadurch aktiviert werden. Es kann

nun zu einer Reihe von intrazellulären Signalkaskaden kommen. Diese Signalkaskaden

kann man in 2 Hauptwege einteilen: Den traditionellen Signalweg und den neueren

direkten Signalweg. Bei dem traditionellen Weg kommt es nach ligandeninduzierter

Phosphorylierung der Tyrosylreste zu einer intrazellulären Signalkaskade bis in den

 !""#!$%&' ()!$' *)%+' +)!' ,)-./)0*/!%' 12*#2+!%3' 4567876291:416;'<2*7<2=79>41;' 4?7

3K-Akt-GSK und STATs. Bei dem neuen Weg kommt es zu einem Transport des EGFR

von der Zelloberfläche in den Zellkern und zu einer Transkriptionsregulation von

Zielgenen (Lo et al., 2006). Bisher sind eine Reihe von Liganden mit unterschiedlicher

>==)%)/@/'AB'+!%'!)%A!"%!%'<!A!C/D$!%'E!#2%%/3'FGH'I!C)+!$J2"'0$D,/.' =2-/D$K;'LGH7M'

(transforming growth factor alpha), Amphiregulin, HB-EGF (heparin-binding epidermal

growth factor), Betacellulin, Epiregulin und Neuregulins 1-4 (Atalay et al., 2003).



Einleitung

11

1.8.2 EGFR und Tumorprogression

Der EGF-Rezeptor ist in vielen verschiedenen menschlichen Tumoren exprimiert bzw.

vermehrt exprimiert. Unter anderem im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom, im Mamma,

Kopf- und Nacken-, Magen-, kolorektalen-, Ösophagus-, Prostata-, Blasen-, Nieren-,

Pankreas- und Ovarialkarzinom (Salomon et al., 1995). Die tumorstimulierende Wirkung

von EGFR kann über unterschiedliche Mechanismen erfolgen. 1. Autokrine Stimulation.

Die Tumorzellen exprimieren nicht nur EGFR, sondern auch gleichzeitig

Wachstumsfaktoren, die an den EGFR binden und so zu einer kontinuierlichen

Autostimulation führen. 2. EGFR-Überexpression. 3. Koexpression mit amplifiziertem

HER2. Es kommt zur Kooperation des EGFR mit dem amplifizierten HER2, wie zum

Beispiel beim HER2-überexprimierenden Mammakarzinom. Dadurch kann die

Weiterleitung von Signalen über den EGFR verstärkt werden. 4. EGFR-Mutationen.

Durch verschiedene Mutationen kann es zum Beispiel zu einem verminderten Abbau

oder zu einer verstärkten Aktivierung des Rezeptors kommen (Yarden et al., 2005).

Die Aktivierung des EGFR führt zu verschiedenen Effekten: Zellproliferation, Migration,

Angiogenese und Hemmung der Apoptose (Ciardiello et al., 2001; Yarden et al., 2001b;

Musallam et al., 2001).

1.8.3 Prognostische Bedeutung von EGFR

In den letzten 20 Jahren wurden in verschiedenen Tumoren erhöhte Werte von EGFR

und seinen Liganden nachgewiesen. In vielen Fällen scheint diese Veränderung ein

wichtiger Faktor in der Tumorgenese und eine essentielle Triebkraft für aggressives

Verhalten von Tumorzellen zu sein (Nicholson et al., 2001).

Nicholson und seine Kollegen verglichen 2001 über 200 veröffentlichte Studien zu

EGFR und seiner prognostischen Aussagekraft in Bezug auf Überlebenszeit und die

rezidivfreie Zeit. Sie fanden heraus, dass EGFR als überzeugender prognostischer

Indikator für Kopf- und Nacken-, Ovarial-, Cervix-, Blasen- und Ösophagustumoren zu

werten ist, da in 70 % der Studien eine erhöhte EGFR-Expression mit einem

reduzierten rezidivfreien Überleben und Gesamtüberleben assoziiert war (Nicholson et

al., 2001). Auch zum kolorektalen Karzinom und der EGFR-Expression sind bis heute

einige Publikationen veröffentlicht worden. Hier sind die Ergebnisse hinsichtlich der

prognostischen Bedeutung allerdings widersprüchlich. Einige Studien fanden eine

signifikante Korrelation zwischen EGFR oder EGFR-Expression und Dukes

Klassifikation, Differenzierung, TNM und Prognose (Giacomelli et al., 2003, Khorana et
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al., 2003; Spano et al., 2005; Zlobec et al., 2007; All et al., 2007) und andere Studien

konnten diese Korrelation nicht bestätigen (Langlois et al., 1997; Saeki et al., 1995;

Koretz et al.,1990; Doger et al., 2006).

1.8.4 EGFR und therapeutische Optionen

Die ersten EGFR-Antikörper wurden in den 80er Jahren entwickelt. In der klinischen

Anwendung finden sich zwei Klassen von EGFR-Antagonisten, welche erfolgreich in

Phase-3-Studien getestet wurden (Normanno et al., 2003; Ciardiello et al., 2001;

Grünwald et al., 2003; Mendesohn et al.; 2003). Die eine Klasse der EGFR-

Antagonisten blockiert die extrazelluläre EGFR-Domäne und die andere Klasse führt zu

einer Hemmung der Tyrosinkinaseaktivität. In Deutschland sind derzeit zwei Antikörper,

Cetuximab und Panitumumab, zugelassen, welche gegen die extrazelluläre EGFR-

Domäne gerichtet sind. Bei Cetuximab (Handelsname Erbitux) handelt es sich um einen

chimären monoklonalen Maus-Mensch-IgG1-Antikörper (Homey et al., 2008; Galizia et

al., 2007)) und bei Panitumumab um den ersten rein humanen IgG2-Antikörper gegen

den EGFR. Im Rahmen der BOND-Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass es bei

Patienten mit zytostatisch vorbehandelten metastasierten kolorektalen Karzinomen

durch Cetuximab in Kombination mit Irinotecan zu einer signifikanten Steigerung von

Ansprechrate und progressionsfreiem Überleben kam. Es zeigte sich, dass die

Patienten von der Kombinationstherapie auch dann profitierten, wenn sie zuvor auf

alleinige Irinotecan-Therapie nicht mehr angesprochen hatten (Cunningham et al.,

2004). Cetuximab wurde im Jahr 2004 und Panitumumab im Jahr 2007 für die

Behandlung von Patienten mit therapierefraktären kolorektalen Karzinomen zugelassen

Neben der Blockade der extrazellulären EGFR-Domäne ist auch die Hemmung der

Tyrosinkinaseaktivität durch Tyrosinkinaseinhibitoren wie Erlotinib möglich. Allerdings

wurde Erlotinib beim metastasierten kolorektalen Karzinom bisher nur in frühen

Studienphasen getestet. Die Zulassung beschränkt sich zurzeit noch auf andere

metastasierte Tumore wie das Pankreaskarzinom und nicht kleinzellige

Bronchialkarzinom (Stintzing et al., 2009).

Das Ausmaß der immunhistochemisch nachgewiesenen EGFR-Expression korreliert

nicht mit der Effektivität der anti-EGFR-Therapie (Cunningham et al., 2004; Saltz et al.,

2004). Eine KRAS-Mutation hingegen hat Einfluss auf die anti-EGFR-Therapie. So

weisen einige Studien darauf hin, dass bei Vorliegen einer KRAS-Mutation die

Behandlung mit Cetuximab und Panitumumab ineffektiv ist (Amado et al., 2008;
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Karapetis et al., 2008; Lievre et al., 2008; De Roock et al., 2008; Cappuzzo et al.,

2008). Aus diesem Grund sollte vor einer Therapie mit EGFR- Antikörpern eine KRAS-

Mutation ausgeschlossen werden. Derzeit ist Cetuximab Standard in der Therapie

vorbehandelter Patienten mit metastasiertem kolorektalen Karzinom.

Auf der Jahrestagung der ASCO im Jahr 2009 wurden die CRYSTAL-Studie und die

OPUS-Studie vorgestellt, welche den Einsatz von Cetuximab in der Erstlinientherapie

untersuchten (Van Cutsem et al., 2008; Bokemeyer et al., 2008). Beide Studien waren

große multinationale kontrollierte Erstlinienstudien, die randomisiert eine klassische

Chemotherapie (FOLFIRI bzw. FOLFOX) mit und ohne Cetuximab verglichen haben.

Die aktuell auf der ASCO-Jahrestagung vorgestellten Analysen prüften den Einfluss des

KRAS-Status auf die Wirksamkeit von Cetuximab. Es konnte gezeigt werden, dass

Cetuximab eine gesteigerte Effektivität bei Patienten mit einem KRAS-Wildtyp-Tumor

aufweist, so dass diese Patienten besonders von der Zugabe von Cetuximab zu

Standardchemotherapien profitieren.

Eine neue retrospektive Studie weist darauf hin, dass auch eine Mutation in dem B-RAF

zu einer Einschränkung der EGFR-gerichteten Antikörpertherapie führen kann. Bei B-

RAF handelt es sich um ein dem KRAS nachgeschalteten Protein (di Nicolantonio et al.,

2008). Die klinische Bedeutung dieser Studie ist allerdings noch nicht einzuschätzen.

1.9 VEGF (Vascular endothelial growth factor)

1.9.1 Allgemeines

Im Jahr 1983 isolierten Senger und Dvorak einen Faktor, den sie „vascular permeability

factor“ (VPF) nannten (Senger et al., 1983). Mitte 1989 wurde dann von Ferrara und

seinen Kollegen ein „neues“ angiogenes Protein entdeckt und zusätzlich auch noch

sequenziert: VEGF (vascular endothelial growth factor) (Ferrara et al., 1989). Ebenfalls

Connolly und seine Kollegen veröffentlichten unabhängig von Ferrara die Isolation und

Sequenzierung von VPF (Connolly et al., 1989). 1990 wurde dann überraschend klar,

dass es sich bei VPF und VEGF um die gleichen Moleküle handelte.

VEGF-A ist der Prototyp eines pro-angiogenen Faktors, der in vielfältige physiologische

und auch pathologische Prozesse involviert ist. Er stellt einen überlebenswichtigen

Faktor für Endothelzellen dar. Außerdem induziert er Proliferation und Migration von

Endothelzellen und führt zur Permeabilitätssteigerung und Relaxation von

Gefäßwänden. Er induziert die Angiogenese unter anderem durch einen direkten Effekt
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auf die Endothelzellen (Carmeliet et al., 2005). VEGF-A ist Mitglied in einer Gen-

Familie, welche PIGF (placenta growth factor), VEGF-B, VEGF-C und VEGF-D enthält.

VEGF-A ist ein heparin-bindendes, homodimeres Glykoprotein mit einem

Molekulargewicht von 45 kDa (Ferrara et al.,1989). Das menschliche Gen, welches für

VEGF-A codiert, ist in 8 Exons organisiert (Houck et al., 1991) und befindet sich auf

dem Chromosom 6p21.3 (Vincenti et al., 1996). Durch alternatives Spleißen können

verschiedene Isoformen mit unterschiedlicher Wirkung und Funktion entstehen. Zum

Beispiel VEGF121, VEGF165, VEGF189, VEGF206 (Houck et al., 1991; Tischer et al.,1991),

VEGF145 (Poltorak et al., 1997), VEGF183 (Jingjing et al., 1999), VEGF162 (Lange et al.,

2003), VEGF 165 b (Bates et al., 2002). Insgesamt sind bis heute 12 verschiedene

Spleißisoformen bekannt, von denen einige angiogene (VEGF XXX) und andere anti-

angiogene (VEGF XXXb) Wirkungen entfalten (Perrin et al., 2005). Viele verschiedene

Tumore sezernieren VEGF-A. Wie Tumore des Endometriums (Guidi et al., 1996), der

Blase und Niere (Brown et al., 1993), der Brust (Yoshiji et al.,1996) , der Lunge (Volm et

al. 1997), des Gastrointestinaltraktes (Staton et al., 2007) und einige intrakranielle

Tumoren. VEGF-C und VEGF-D regulieren die Lymphangiogenese (Karkkainen et al.,

2002).

1.9.2 Regulation der VEGF Genexpression

Das Sauerstoffangebot spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation von

verschiedenen Genen. Eine wichtige Rolle nimmt das Sauerstoffangebot auch bei der

Regulation der VEGF-Genexpression ein (Safran et al., 2003). Eine Schlüsselfunktion

spielt hier Hif-1 (siehe Kapitel 1.10 HIF-1).

?GH7N' IO2$$!%'!/'2"&;'NPPQK;'4RGH' IH)%#!%A!""!$'!/' 2"&;' NPPSK;'FGH<;'LGH7TN'LUH7M'

und KGF (Frank et al., 1995) stimulieren die VEGF mRNA-Expression. Auch Hormone

(Soh et al., 1996; Shifren et al., 1998; Ferrara et al., 1998) oder inflammatorische

Zytokine wie Interleukin 6 können die VEGF-Genexpression stimulieren (Cohen et al.,

1996). Bei Kolonadenomen, bei denen regelmäßig eine Mutation im Wnt-Signalweg zu

finden ist, kommt es ebenfalls zu einer Hochregulation der VEGF-Genexpression

(Zhang et al., 2001). In einer anderen Studie von Seno et al. im Jahr 2002, die mit

Knockout Mäusen (Apc (Delta 716)), welche ein Model für die FAP darstellten,

durchgeführt wurde, wurde festgestellt, dass sowohl in benignen als auch in malignen

intestinalen Tumoren eine erhöhte COX-2-Expression zu einer Erhöhung des
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Prostaglandins E2 führt. Das Prostaglandin E2 wiederum stimuliert den EP2 Rezeptor,

woraufhin es zur Induktion von VEGF kommt und damit zur Tumorangiogenese (Seno

et al., 2002).

1.9.3 VEGF und Tumorprogression

Ohne adäquate Gefäßversorgung können solide Tumore die kritische Größe von 1-2

mm3 wegen mangelnder Sauerstoff- und Nährstoffversorgung nicht überschreiten. So

spielt die Initiierung und Aufrechterhaltung der Angiogenese eine entscheidende Rolle

in der Tumorprogression. Hier liegt die Bedeutung von VEGF als zentraler Mediator

(Bergers et al., 2003; Carmeliet et al., 2005).

1.9.4 VEGF-Rezeptoren

VEGFR-1 und VEGFR-2 sind sog. Tyrosinkinaserezeptoren. Sie besitzen sieben

Immunglobulin (Ig)-ähnliche Domänen in ihrer extrazellulären Domäne. (Shibuya et al.,

1990). Auch der VEGFR-3 (Flt-4) Rezeptor gehört zu der der Familie der RTKs

(receptor tyrosine kinases) (Pajusola et al., 1992). Hier binden die lymphangiogenen

Faktoren VEGF-C und VEGF D (Karkkainen et al., 2002). Der VEGFR-1 auch Flt-1

genannt (fms-like tyrosine kinase) bindet VEGF-A, VEGF-B und außerdem PIGF

(Karkkainen et al., 2002). Bindet nun VEGF an den VEGF-1 Rezeptor, so führt dies zu

einer leichten Autophosphorylierung des Rezeptors (Waltenberger et al., 1994). Bis

heute scheint es so, als hätte der VEGF-1 Rezeptor je nach Umstand stimulierende

oder auch hemmende Einflüsse auf die Angiogenese (Kendall et al., 1993). An den

VEGF-2 Rezeptor bindet VEGF-A (Millauer et al., 1993). Durch die Bindung kommt es

zu Dimerisation und einer starken Autophosphorylierung. Der VEGFR-2 stellt den

wichtigsten Mediator für permeabilitätssteigernde, angiogene und mitogene Effekte dar.

1.9.5 Prognostische Bedeutung von VEGF

Eine wichtige Voraussetzung für Tumorwachstum und Metastasierung stellt die

Angiogenese dar. Bei der Angiogenese wiederum spielt der Vascular Endothelial

Growth Factor eine entscheidende Rolle. Aus diesem Grund richtet sich großes

Interesse auf den VEGF, da er sich möglicherweise als objektivierbarer Parameter mit

prognostischer Aussagekraft identifizieren läßt. Für verschiedene solide Tumore und

auch Tumore des hämatologischen Systems hat sich eine prognostische Signifikanz
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von VEGF bestätigt (Poon et al., 2004; Hu et al., 2004; Raspollini et al., 2004; Kaya et

al., 2004). Auch zum kolorektalen Karzinom wurden bis heute schon eine Vielzahl von

Publikationen über die prognostische Bedeutung von VEGF veröffentlicht. In der

Mehrzahl der Studien wird ein Zusammenhang zwischen der VEGF-Expression von

Tumorzellen und einer schlechteren Prognose hinsichtlich Rezidiven und

Überlebenszeit gesehen (Guetz et al., 2006; Nakayama et al., 2002; McLeod et al.,

1999, Kaio et al., 2003). Allerdings gibt es auch Studien, die diese Ergebnisse nicht

bestätigen (Doger et al., 2006; Lee et al., 2000).

1.10 Hif-1 (Hypoxia-inducible factor 1)

1.10.1 Allgemeines

Der Hif-1 (hypoxia-inducible factor 1) ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor, der

durch niedrigen Sauerstoffgehalt aktiviert wird und an „regulatorische Sequenzen“

bindet (Gruber et al., 2006). Bei ihm handelt es sich um ein basisches Helix-Loop-Helix

IE(5(K74$D/!)%;' ,!"-.!*' 2B*' !)%!$' NVW' #R2' *-.,!$!%' M7' B%+' !)%!$' PN' E)*' PX' #R2'

*-.,!$!%' T7Y%/!$!)%.!)/' E!*/!./' IO2%0' !/' 2"&;' NPPZK&' R)!' T7Y%/!$!)%.!)/' )*/' 2B-.'

bekannt als ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator). Von beiden

Untereinheiten sind jeweils 3 Isoformen bekannt, die an unterschiedlichen Genloci

![C$)J)!$/',!$+!%&' B$'()=7M'H2J)")!'0!.\$!%3'()=7NM;'()=7VM;'()=7]M&' B$'()=7T'H2J)")!'

gehören ARNT, ARNT2 und MOP3 (Member of PAS Protein 3) (Gruber et al., 2006).

R)!' >#/)^)/@/' ^D%' ()=' ,)$+' +B$-.' +)!' M7Y%/!$!)%.!)/' E!*/)JJ/;' +2' %B$' *)!'

*2B!$*/D==2E.@%0)0' $!0B")!$/',)$+&'R)!'M7Y%/!$!)%.!)/',)$+' A,2$' #D%*/)/B/)^' /$2%*#$)E)!$/'

und translatiert, unter normoxischen Bedingungen jedoch durch das von-Hippel-Lindau-

Protein (pVHL) ubiquitiniert und im Proteasom degradiert. Unter hypoxischen

_!+)%0B%0!%',)$+'+)!'_)%+B%0'^D%'`(5'2%'()=7NM'')%.)E)!$/&''I(D%'!/'2"&;'VWWVa'92[,!""'

!/' 2"&;' NPPPa'9)%' !/' 2"&;' VWWVK&' R)!'(?H7NT'Y%/!$!)%.!)/' ,)$+' )J' 1!$%' *2B!$*/D==B%2E7

hängig konstitutiv exprimiert. Um seine Eigenschaft als Transkriptionsfakor zu erlangen,

JB**'(?H7NM'2%'*!)%!%'R)J!$)*)!$B%0*C2$/%!$;'!)%!'()=7'T7Y%/!$!)%.!)/;'E)%+!%'B%+' )%'

+!%' 1!$%' /$2%*"DA)!$!%&' U!E!%' +!$' .bCD[)!7)%+BA)!$/!%' ?%+B#/)D%' ^D%' ()=7NM' )*/' 2B-.'

eine vom MAP-Kinase und Phosphatidylinositol-3-kinase Signalweg abhängige

Induktion bekannt (Fukuda et al., 2002). Zudem ist eine Stimulation der

Proteinbiosynthese von Hif-1 durch aktiviertes mTOR („mammalien target of

rapamycin“) möglich. (Hudson et al., 2002; Semenza 2003; Majumber et al, 2004; Land

SC et al, 2007; Lang et al, 2007). Bis heute sind über 60 Hif-1 regulierte Gene
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identifiziert (Semenza GL 2002). Sie beinhalten z.B. Erythropoetin (Jiang et al., 1996),

VEGF (Forsythe et al., 1996), glykolytische Enzyme (Semenza et al., 1994) und viele

mehr. Die Proteinprodukte dieser Gene spielen eine Schlüsselrolle in der Angiogenese,

bei der Gefäßreaktivität und dem Gefäßumbau, beim Glucose- und

Energiemetabolismus, bei der Zellproliferation und beim Zellüberleben, bei der

Erythropoese und der Eisenhomöostase (Semenza et al., 2001).

1.10.2 Hif-1 und Tumorprogression

Entwickeln sich während des Tumorwachstums hypoxische Bedingungen, so steigt die

Aktivität von Hif-1 (Semenza et al., 2001). Bedingt durch die Hypoxie kommt es zu einer

>E%2.J!' +!$' R!0$2+2/)D%' ^D%' ()=7NM' +B$-.' *2B!$*/D==2E.@%0)0!' 4$D"b".b+$D[)")!$B%0'

I(B2%0' !/' 2"&;' NPPcK&' F)%!' >#/)^)!$B%0' ^D%' ()=7NM' )*/' 2E!$' 2B-.' +B$-.' 0!%!/)*-.!'

Veränderung von Protoonkogenen und Tumorsuppressorgenen möglich. Hier kommt es

zu einer sauerstoffunabhängigen Regulation. Unter anderem durch einen Anstieg der

Synthese (durch eine abnorme Aktivierung des MAPK pathways) oder durch Abnahme

der Ubiquitination (durch eine Mutation von VHL, p53, PTEN) (Furlan et al., 2008). Bis

heute hat man in zahlreichen Primärtumoren oder auch Metastasen eine

dE!$![C$!**)D%' ^D%' ()=7NM' 0!=B%+!%' IA&_&' 5B%0!;' _$B*/;' 4$D*/2/2' B&2&K' I .D%0' !/'

2"&;NPPPK&' R2' ()=7NM' +)!' F[C$!**)D%' ^D%' `FGH' )%)/))!$!%' #2%%;' #DJJ/' ).J' !)%!'

bedeutende Rolle in der Tumorangiogenese zu.

1.10.3 Prognostische Bedeutung von Hif-1

Bis heute sind die meisten in vivo Studien über Hif-1 immunhistochemische Analysen.

?%'+)!*!%'#D%%/!'0!A!)0/',!$+!%;'+2**'+2*'()=7NM'4$D/!)%' )%'^)!"!%'C$)J@$!%'LBJD$!%'

und Metastasen überexprimiert ist und in bestimmten Karzinomen einen signifikanten

prognostischen Marker darstellt (Semenza et al., 2003; Zhong et al., 1999; Sivridis et

al., 2002; Birner et al., 2000; Birner et al., 2001; Giatromanolaki et al., 2001).

 B$' ()=7NM' F[C$!**)D%' E!)J' #D"D$!#/2"!%' 12$A)%DJ' 0)E/' !*' %D-.' %)-./' ^)!"!'

Publikationen. Die bisherigen Ergebnisse sind widersprüchlich, was die Assoziation mit

#")%)*-.7C2/.D"D0)*-.!%' F)0!%*-.2=/!%' D+!$' +)!' _!+!B/B%0' +!$' ()=7NM' F[C$!**)D%' )%'

Bezug auf die Prognose des kolorektalen Karzinoms angeht (Kuwai et al., 2003;

Krishnamachary et al., 2003; Yoshimura et al., 2004; Furlan et al., 2007, Furlan et al.,

2008).
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Abb. 2 modfiziert nach Laughner et al., 2001; Pore et al., 2003; Pore et al., 2004;

Semenza et al., 2003 ; Garcia et al., 2006

Bindet ein Ligand (z.B. EGF) an den EGF-Rezeptor, kann der PI3K

(phosphatidylinositol 3-kinase) Signalweg aktiviert werden. PI3K aktiviert die Down-

Stream-Serin/Threonin-Kinase AKT (auch bekannt als Proteinkinase B (PKB)).

Alternativ kann aber auch der MAPK (mitogen-activated protein kinase) Signalweg

aktiviert werden. Hier wird ERK (extracellularsignal-regulated kinase) durch MEK

(MAP/ERK kinase) aktiviert. Beide Wege führen zu einer vermehrten Transkription von

()=7NM&' R!$' e2B!$*/D==0!.2"/' ,)!+!$BJ' $!0B")!$/' +)!' R!0$2+2/)D%' ^D%' ()=7NM&' _!)'

Hypoxie kommt es zu einer verminderten proteasomalen Degradation und damit zu

!)%!$'^!$J!.$/!%'4$D+B#/)D%'^D%'()=7NM'Ie!J!%A2'!/'2"&;'VWW]K&'()=7NM',)!+!$BJ'=f.$/'

zu einer vermehrten VEGF-Genexpression und damit zur Tumorangiogenese. Zudem

fungiert mTOR, der einen zentralen Mediator für Transkription und Translation im

PI3K/Akt Signaltransduktionsweg darstellt, als „upstream regulatur“ von Hif-1. Somit

hat mTOR auch einen Einfluss auf die VEGF-Genexpression und damit auf die

Angiogenese. (Hudson et al, 2002; Lang et al, 2007; Land et al, 2007; Wouters et al,
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2008; Harada et al, 2009). Die VEGF-Genexpression und damit die Tumorangiogenese

#2%%'2B-.'+B$-.'!)%!%'()=7NM'B%2E.@%0)0!%'B%+'+2J)/'2B-.'e2B!$*/D=='B%2E.@%0)0!%'

Signalweg initiiert werden. Dieser Weg führt über Sp1 zur VEGF-Genexpression

(Garcia et al., 2006; Pore et al., 2004; Pore et al., 2003; Laughner et al., 2001).

1.12 Fragestellung

Die EGFR-vermittelte sowie die VEGF-vermittelte Signaltransduktion beim kolorektalen

Karzinom stellen wichtige tumorbiologische Mechanismen und Therapietargets dar.

Nach der Rezeptoraktivierung können verschiedene Signalkaskaden bzw. Downstream-

Signalkaskaden aktiviert werden, die zu unterschiedlichen Effekten in der Tumorzelle

=f.$!%&'R)!'<D""!'+!$'F[C$!**)D%'^D%'FGH<;'`FGH'B%+'()=7NM'=f$'+)!'4$D0$!**)D%'B%+'

Prognose des kolorektalen Karzinoms wurde in zahlreichen Studien untersucht.

Allerdings wurden bislang mögliche Unterschiede zwischen Tumorzentrum und

Invasionsfront nicht berücksichtigt. In der vorliegenden Untersuchung wurden daher

tissue microarrays von 201 kolorektalen Adenokarzinomen hergestellt, in denen sowohl

Tumorzentrum als auch Invasionsfront repräsentativ erfasst wurden.

Die Arbeit soll folgende Fragen beantworten:

• Wie viele der untersuchten Karzinome zeigen eine Expression von EGFR, VEGF

''B%+'()=7NM')J'LBJD$A!%/$BJ'EA,&'2%'+!$'?%^2*)D%*=$D%/'g''

• Besteht ein Zusammenhang zwischen der Expression von EGFR, VEGF und

''()=7NM'')J'LBJD$A!%/$BJ'EA,&'2%'+!$'?%^2*)D%*=$D%/'B%+'#")%)*-.7C2/.D"D0)*-.!%'

Parametern wie z.B. Grading, Staging sowie der TNM-Klassifikation?

h'_!!)%="B**/'+)!'F[C$!**)D%'^D%'FGH<;'`FGH'B%+'()=7NM')J'LBJD$A!%/$BJ'EA,&'2%'

der Invasionsfront die Prognose der Patienten?
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Die Gewebeproben der kolorektalen Adenokarzinome wurden dem Archiv des

Institutes für Pathologie (Direktor: Universitätsprofessor Dr. med. Helmut Erich

Gabbert) entnommen und waren routinemäßig formalinfixiert und in Paraffin

eingebettet. Es handelt sich um eine retrospektive Untersuchung an 201 Patienten

mit potentiell kurativer Resektion eines kolorektalen Adenokarzinoms. Die

Klassifikation der Karzinome erfolgte nach den Vorgaben der UICC. Aus den

Paraffinblöcken wurden Tissue microarrays hergestellt, wobei jeweils zwei Proben

aus dem Tumorzentrum und zwei Proben aus der Invasionsfront sowie eine Probe

(als Kontrolle) aus der nicht-neoplastischen kolorektalen Mukosa gewonnen wurden.

Der Stanzendurchmesser betrug 1mm.

2.2 Tissue microarray

Das Prinzip des Tissue microarrays besteht darin, dass Gewebeproben von

konventionellen histologischen Paraffinblöcken (Spenderblöcke) mittels Stanze in

einen Empfängerparaffinblock verbracht werden. So wird es möglich, Gewebeproben

von verschiedenen Patienten in einen Paraffinblock zu transferieren und später

Schnitte anzufertigen, auf denen eine Vielzahl von Patientengeweben angefärbt

werden kann. Diese Methode zeigt im Vergleich zur konventionellen

immunhistochemischen Methode Vorteile. Da sich auf einem Block Gewebe von

mehreren Patienten befindet, kann gewährleistet werden, dass sie einen

einheitlichen Färbeprozess und Auswertungsprozess durchlaufen. Durch den kleinen

Durchmesser der Stanzen, mit denen das Gewebe aus den Spenderblöcken

entnommen wird, wird insgesamt weniger Gewebe verbraucht, so dass die

Spenderblöcke noch für weitere Diagnostik zur Verfügung stehen können. Für den

Färbeprozess wird weniger Material benötigt. Insgesamt stellt die Herstellung des

Tissue microarray eine kosten- und zeitsparende Methode dar.

2.2.1 Herstellung des Tissue mikroarrays

Von den Spenderblöcken wurden Schnitte angefertigt und mit Hämatoxylin-Eosin

(HE) gefärbt. Unter dem Mikroskop wurden auf dem Objektträger jeweils zwei

geeignete Regionen an der Invasionsfront und zwei geeignete Regionen im

Tumorzentrum für die späteren Gewebsstanzen markiert. Diese Bezirke sollten eine
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für den Tumor typische Histologie zeigen. Die markierten Bereiche auf den HE-

Schnitten wurden im nächsten Schritt durch Auflegen der Objektträger auf den

Spenderblock den entsprechenden Bereichen der Spenderblöcke zugeordnet.

Hierdurch wurde versucht, bei dem späteren Stanzen den vorher im Mikroskop

markierten Gewebsabschnitt mit möglichst großer Sicherheit aus dem Spenderblock

zu entnehmen. Mit Hilfe eines speziellen Gerätes (Tissuearrayer, Beecher

Instruments, San Prairie USA) wurden dann, mittels einer Stanze mit 1mm

Durchmesser, aus den geplanten Regionen in dem Spenderblock Gewebszylinder

ausgestanzt und in ein gleich großes Loch in den Empfängerblock überführt. Von

jedem Patienten wurden jeweils zwei Proben aus der Invasionsfront, zwei Proben

aus dem Tumorzentrum und eine Probe aus dem Normalgewebe überführt.

Zwischen diesen fünf Proben wurde jeweils ein Abstand von 0,5 mm belassen.

Insgesamt war es so möglich, die Gewebeproben von bis 20 Patienten in einen

Empfängerblock zu verbringen. An das Ende des Empfängerblockes (in der

vorliegenden Studie unten re) wurden noch zwei Proben, jeweils eine aus Plazenta-

bzw. Schilddrüsengewebe, als externe Kontrolle verbracht. Zum Abschluss wurde

der fertig gestellte Paraffinblock 5 min bei 60°C erwärmt und die Oberfläche mit

einem Objektträger geglättet. Nun konnten die Schnitte, welche dann

immunhistochemisch gefärbt wurden, angefertigt werden.

2.3 Verwendete Antikörper

Der EGFR wurde mit Hilfe des EGFR pharmDX Kit (DakoCytomation, Hamburg)

dargestellt. VEGF wurde mit Hilfe des Kaninchen Anti-VEGF (Zymed Laboratories

?%-&;'Ye>K;'!)%!J'CD"b#"D%2"!%'>%/)#\$C!$;'B%+'()=7NM'J)/'()"=!'+!*'92B*'>%/)7()=7NM'

(Chemicon International, Deutschland, USA, Kanada, Australien), einem

monoklonalen Antikörper, dargestellt.

Als Sekundärantikörper dienten EnVision + System-HRP, Rabbit, bzw. Mouse der

Firma Dakocytomation, Hamburg, die in TRis-HCL-Puffer gelöste, mit Peroxidase

markierte Polymerkonjugate darstellen. Als Substratlösung fand für EGFR

Diaminobenzidin (DAB), für die übrigen Antikörper 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)

Verwendung.
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2.4 Immunhistochemische Methode

Die Polymerkonjugatmethode, welche hier verwendet wurde, nutzt ein sowohl

enzym- als auch antikörpermarkiertes Polymerkonjugat. Das „Rückrat“ des

Polymerkonjugates besteht aus einem inerten Dextranmolekül (Polysaccharid), an

das durchschnittlich 70 Enzymmoleküle und 10 Antikörper binden können.

_!)' +!J' F%`)*)D%i7eb*/!J;' ,!"-.!*' ' =f$' +!%' U2-.,!)*' ^D%' ' `FGH' B%+' ()=7NM'

genutzt wurde, ist der Sekundärantikörper an das Dextran-Trägermolekül gebunden.

Im ersten Schritt wird der Primärantikörper gebunden und im zweiten Schritt dann

das EnVision -Polymer. Der Hauptvorteil dieser Methode liegt darin, dass weniger

Inkubationsschritte als bei anderen Verfahren notwendig sind. Außerdem zeigt es

eine hohe Sensitivität und gleichzeitig eine geringe Neigung zu unspezifischen

Hintergrundfärbungen.

2.5 Färbung

2.5.1 EGFR- Färbeprotokoll

Entparaffinierung

Vor einer immunhistochemischen Färbung müssen die Gewebeschnitte

!%/C2$2==)%)!$/'B%+'2%*-.")!j!%+'$!.b+$)!$/',!$+!%&'R2AB',!$+!%'+)!'V7'X'kJ'+)-#!%'

Paraffinschnitte über Nacht bei 37°C getrocknet und danach 15 Minuten lang in Xylol

getaucht. Das Eintauchen für jeweils eine Minute in eine absteigende Alkoholreihe

mit 2x100%, 2x95%, 1x70% und das abschließende Spülen mit Leitungswasser führt

zur Ausschwemmung des Paraffins und zur Rehydrierung des Gewebes. Eine

vollständige Entparaffinierung ist wichtig, da Überreste des Paraffins eine

unspezifische Färbung zur Folge haben können.

Proteinkinase K

Die Gewebeprobe wird mit Hilfe der Proteinkinase K proteolytisch angedaut. Es wird

soviel Proteinase-K-Lösung hinzugegeben, dass die Proben bedeckt sind

(mindestens 3 Tropfen (100 µL)) und danach inkubiert man sie für 5 (±0,5) Minuten.

Danach wird das Gewebe mit Wasser gespült und 5 (±1) Minuten in ein frisches

Wasserbad von Reagenzqualität gestellt. Damit es nicht zu einer Zerstörung der

Zellmembran durch proteolytische Andauung kommt, sollten die genauen

Zeitangaben nicht überschritten werden.
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Peroxidase-Block

Ziel des Peroxidase-Blocks ist die Reduktion einer Hintergrundfärbung durch die

endogene Peroxidase. Hierzu werden die Proben mit einem Peroxidase-Block (3%

Hydrogen Peroxid) bedeckt (mindestens 3 Tropfen (100 µL)) und 5 (±1) Minuten

inkubiert. Anschließend werden die Proben mit Wasser gespült und in ein Bad aus

0,03% Triton aqua dest. gestellt.

Primärantikörper

Die Gewebeprobe wird mit dem primären Antikörper (mindestens 3 Tropfen (100 µL))

und einem negativen Kontrollreagenz 30 (±1) Minuten in einer feuchten Kammer (um

Austrocknung zu vermeiden) inkubiert und danach erneut gespült.

Markiertes Polymer

Es wird eine ausreichende Menge (mindestens 3 Tropfen (100 µL)) von dem

markierten Polymer zugegeben und erneut 30 (±1) Minuten inkubiert. Danach wird

erneut gespült.

DAB+ Substrat-Chromogenlösung

Es wird eine ausreichende Menge (mindestens 3 Tropfen (100 µL)) von DAB+

Substrat-Chromogenlösung zugegeben und für 10 (±1) Minuten inkubiert. Danach

werden die Proben 2–5 Minuten in ein frisches Wasserbad von Reagenzqualität

gestellt.

Gegenfärbung mit Hämatoxylin nach Meyer

Die Objektträger werden für 6 Minuten in Meyer`s Hämatoxylin gestellt. Bei dem

anschließenden Spülen mit Leitungswasser ist es wichtig, dass alle Hämatoxylinreste

vollständig entfernt werden. Nach einem Wasserbad für 2-5 Minuten werden die

Präparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol behandelt.

Eindecken

Die gefärbten Gewebeschnitte werden mit angewärmter Glycerin-Gelatine benetzt

und blasenfrei mit Deckgläschen eingedeckt.

Negativkontrolle

Es sollte, um Färbeartefakte durch unspezifisches Binden der Antikörper zu

verhindern, bei jedem Färbedurchlauf eine negative Kontrollgewebeprobe angefertigt
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werden. Diese Negativkontrolle wird wie die ursprünglichen Gewebeproben gefärbt,

allerdings verzichtet man auf die Applikation des Primärantikörpers. Um die Spezifität

der Färbung zu bestätigen, muss die Negativkontrolle signallos bleiben.

:!;!:"3./0"$)4"5678 9"0<=>(?=-@-A-BB2".)36%6-)C"51D"E0&!FGHIJ""

Entparaffinierung

Zur vollständigen Entfernung des Paraffins werden die Gewebeschnitte für 2 x 5

Minuten in Xylol und danach für 2 x 5 Minuten in 100% Aceton gestellt. Es folgt eine

Spülung für 2 x 5 Minuten mit Leitungswasser.

Vorbehandlung des Antikörpers

Die Gewebeschnitte werden in einen Citratpuffer gestellt (pH6) und für 3 x 5 Minuten

in einer Mikrowelle erhitzt. Hierbei sollte beachtet werden, dass der Puffer die

Schnitte die ganze Zeit bedeckt. Verkochter Citratpuffer wird durch frischen Puffer

aufgefüllt. Nach der Mikrowellenbehandlung müssen die Objektträger 10 Minuten

abkühlen und anschließend werden sie mit Leitungswasser abgespült und weitere 5

Minuten darin stehen gelassen.

Peroxidaseblock

Die Gewebeschnitte werden für 20 Minuten in einem 0,3%igem H²O²-Methanol-Bad

inkubiert (1ml H²O² in 100ml Methanol bei zwei Küvetten), mit Leitungswasser gespült

und anschließend 2 x 5 Minuten in TBS-Puffer (pH 7,4) gestellt.

Primärantikörper

Der Antikörper wird mit einem Antikörperverdünnungspuffer (Zymed, San Francisco,

Ye>K'^!$+f%%/&'`FGH',)$+'N3NWW'B%+'()=7NM'N3ZWW'^!$+f%%/&'R)!*!'`!$+f%%B%0',)$+'

auf die Gewebeprobe aufgetragen und über Nacht bei 4°C inkubiert.

EnVision -Polymerlösung

Nachdem die Gewebeschnite 2 x 5 Minuten in einen TBS Puffer (pH 7,4) gestellt

wurden, werden sie 30 Minuten bei Raumtemperatur mit der EnVision +HRP-

Polymerlösung inkubiert (goat anti-mouse bei monoklonalem AK, goat anti-rabbit bei

polyklonalem AK). Anschließend werden die Gewebeproben erneut 2 x 5 Minuten in

TBS-Puffer (pH 7,4) gestellt.



Material und Methoden

25

Substratlösung

Bei Raumtemperatur werden die Gewebeschnitte 10 Minuten lang in AEC-

Substratlösung inkubiert. Bei AEC kann die Inkubation bis zu 30 min verlängert

werden. Anschließend wird mit Leitungswasser gespült.

Gegenfärbung mit Hämatoxylin nach Meyer

Für 5 Minuten werden die Gewebeschnitte in Meyer’s Hämatoxylin gestellt und

anschließend mit Leitungswasser gespült. Danach bläuen sie 5 Minuten in warmen

Leitungswasser. Abschließend werden sie 15 Minuten in Aqua bidest gestellt.

Eindecken

Die gefärbten Gewebeschnitte werden mit Glycerin-Gelatine benetzt und blasenfrei

mit Deckgläschen eingedeckt.

2.6 Mikroskopische Auswertung und statistische Analyse

Bei 400-facher Vergrößerung wurden die Präparate lichtmikroskopisch gemustert

und ausgewertet. Eingeteilt wurden die Karzinome zunächst entsprechend des

geschätzten Prozentranges der immunreaktiven Tumorfläche nach folgendem Score-

System.

e-D$!'N3'l'NWm'

Score 2: >10 – 49%

e-D$!']3''n'ZW'm'7'cPm''

e-D$!X3''n'PWm'

Als Statistikprogramm wurde SPSS Version 12.0 für Windows, welches von The

Apache Software Foundation entwickelt wurde, verwendet. Für die statistische

Analyse wurden cut-offs (>50% bzw. >90%) gewählt. Das Signifikanzniveau betrug,

unabhängig von den verwendeten Test, 5%. Die Beschreibung des Patientengutes,

der histomorphologischen Subgruppen und der Tumorstadien erfolgte mittels

deskriptiver Verfahren. Errechnet wurden absolute und relative Häufigkeiten. Für

Merkmale, z.B. das Alter des Patientenkollektives, wurden Lageparameter wie

Median, arithmetisches Mittel und die Standardabweichung errechnet.

Die Analyse der Überlebenszeiten erfolgte nach der nicht-parametrischen Produkt-

Limit Methode von Kaplan-Meier. Überlebende Patienten wurden für mindestens fünf

Jahre postoperativ beobachtet. Außerdem wurde eine Multivariatanalyse nach dem

Cox-proportional-Hazard-Modell durchgeführt.
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3. Ergebnisse

3.1 Immunhistochemisches Expressionsmuster

Abb 3 Immunhistochemisches Expressionsmuster des EGFR

In Abb. 3 wird das typische

Expressionsmuster des EGF-Rezeptors

dargstellt.

Dabei zeigt das kolorektale Karzinom eine zytoplasmatische und membranäre

Expression.

Abb. 4 Immunhistochemisches Expressionsmuster des VEGF

In Abb. 4 ist die für VEGF typische

Expression in einem kolorektalen Karzinom

dargestellt.

G>>!";"K''$)*6%@-L*('6%L*(%".M?=(%%6-)%'$%@(="4(%"5678 9"

 !" #$$%" &" '()" *'+" ,-." /',012" )34'(56+"

Expression in einem kolorektalen Karzinom

dargestellt.
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3.2 Patientenkollektiv

Die Gewebeproben der kolorektalen Adenokarzinome wurden dem Archiv des

Institutes für Pathologie (Direktor: Universitätsprofessor Dr. med. Helmut Erich

Gabbert) entnommen. Es handelt sich um eine retrospektive Untersuchung an 201

Patienten mit potentiell kurativer Resektion eines kolorektalen Adenokarzinoms in

den Jahren 1990-1995. Das Patientenkollektiv setzte sich aus 82 männlichen und

119 weiblichen Patienten zusammen. Das Alter der jüngsten Patientin betrug 29

Jahre, das der ältesten 88 Jahre. Das mediane Alter lag bei 70,6 Jahren.

3.2.1 Beschreibung des Gesamtkollektivs hinsichtlich klinisch-pathologischer

Parameter

Tabelle 4

Häufigkeit Prozent
Lokalisation

Caecum/Ascendens 48 23,9
Transversum* 21 10,4

Sigma/Descendens 63 31,3
Rectum 69 34,3

Total 201 100,0
pT

1 14 7,0
2 34 16,9
3 138 68,7
4 15 7,5

Total 201 100,0
pN

0 130 64,7
1 48 23,9
2 23 11,4

Gesamt 201 100,0

pM1 2 1
UICC

1 40 19,9
2 90 44,8
3 69 34,3
4 2 1,0

Gesamt 201 100,0

Grading
1-2 155 77,1
3-4 46 22,9

Gesamt 201 100,0
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LVI (Lymph vessel
invasion)

negativ 148 73,6
positiv 53 26,4

Gesamt 201 100,0

BVI (Blood vessel
invasion)

negativ 186 92,5
intramural/extramural 15 7,5

Gesamt 201 100,0
* (inklusive beider Flexuren)

3.2.2 Überlebensanalyse des Gesamtkollektives hinsichtlich klinisch-

pathologischer Parameter

Tabelle 5: Überlebensanalyse

Univariate Multivariate
5-Jahres-

ÜLR
Hazard-

Ratio
P Hazard-

Ratio
p-value

Alter 1,06 /Jahr 0.000
Geschlecht n.s.

männlich 67%
weiblich 63%

Lokalisation n.s
pT 0.014
1 79%
2 85%
3 63%
4 27%

pN 0.002 0.001
0 73% 1 (ref)
1 63% 1,4
2 36% 3,0

pM zu wenig Fälle
UICC 0.025 n.s.

1 85%
2 65%
3 54%
4 --

Grading n.s. n.s.
1-2 65%
3-4 62%

LVI n.s. n.s
negativ 67%
positiv 58%

BVI n.s. n.s.
negativ 66%

intra-/ extramural 44%
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Hierbei wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen pT und der 5-Jahres-

Überlebensrate gefunden.
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Abb. 3: Zusammenhang von pT und der 5-Jahres-Überlebensrate

Ein signifikanter Zusammenhang wurde ebenfalls zwischen pN und der 5-Jahres-

Überlebensrate gefunden.
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Abb. 4: Zusammenhang von pN und der 5-Jahres-Überlebensrate
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Auch zwischen den UICC-Stadien und der 5-Jahres-Überlebensrate wurde ein

signifikanter Zusammenhang gefunden.
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Abb. 5: Zusammenhang von pT und der 5-Jahres-Überlebensrate
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3.3 Statistische Analyse der EGFR-Immunhistochemie

3.3.1 Häufigkeitsverteilung der Reaktivität und der Färbeintensität

Alle 201 kolorektalen Adenokarzinome wurden mit dem EGFR-Antikörper gefärbt.

Zur Beurteilung der Reaktivität der Karzinome wurden vier Stufen der prozentualen

Anfärbung an der Gesamtheit des Karzinoms gebildet. Außerdem wurde die

Färbeintensität in Form von vier Stufen beurteilt.

Es fand sich folgende Häufigkeitsverteilung der Reaktivität und Färbeintensität.

Tabelle 6: Häufigkeitsverteilung der Reaktivität

Score Prozentrang IF
n (%)

TZ
n (%)

NG
n (%)

1 < 10 136 (68 ) 132 (65) 138 (74,6)

2 7"18"0"9:" 34 (16,9) 43 (21,4) 33 (17,9)

3 7"&8"0";:" 22 (10,9) 19 (9,5) 7 (3,8)

4 7":8" 9 (4,5) 7 (3,5) 7 (3,8)

Tabelle 7: Häufigkeitsverteilung der Färbeintensität

Stärke
Färbe-

intensität
IF

n (%)
TZ

n (%)
NG

n (%)
0 keine 59 (29,3) 59 (29,3) 57 (30,9)

1 schwach 104 (51,7) 103 (51,3) 98 (53)

2 mittel 33 (16,4) 33 (16,4) 28 (15,1)

3 stark 5 (2,5) 6 (2,9) 2 (1,1)

3.3.2 Beziehung zwischen EGFR-Expression und klinisch-pathologischen

Parametern

Zur Analyse der Beziehung zwischen EGFR-Expression an der Invasionsfront und

Tumorzentrum und verschiedenen klinisch-pathologischen Parametern wurden

Kontingenztafeln erstellt. Hierbei fand sich ein klinisch signifikanter Zusammenhang

zwischen dem Score der EGFR-Expression im Tumorzentrum und Lokalisation,

UICC und Grading. Außerdem zeigte sich ein klinisch signifikanter Zusammenhang

zwischen der Stärke der EGFR-Expression im Tumorzentrum und dem Grading.

Weitere signifikante Korrelationen zu den übrigen klinisch-pathologischen

Parametern konnten nicht gefunden werden.
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Tabelle 8: Zusammenhang zwischen Score der EGFR-Expression und klinisch-

pathologischen Parametern

SCORE
EGFR IF
1/ 2/ 3/ 4

EGFR TZ
1/ 2/ 3/ 4

EGFR NG
-/ 1/ 2/ 3/ 4

Geschlecht p 0.316 0.050 0.680
männlich n= 82 61/ 10/ 7/ 4 62/ 15/ 4/ 1 8/ 56 / 11/ 3/ 4
weichlich n=119 75/ 24/ 15/ 5 70/ 28/ 15/ 6 8 / 82/ 22/ 4/ 3

n=201 136/ 34/ 22/ 9 132/ 43/ 19/ 7 16/ 138/ 33/ 7/ 7
Lokalisation p 0.909 0.049 0.527

Caecum/Ascendens n= 48 30/ 9/ 6/ 3 25/ 11/ 8/ 4 2/ 33/ 8/ 2/ 3
Transversum* n= 21 13/ 5/ 2/ 1 14/ 3/ 4/ 0 4/ 13/ 4/ 0/ 0

Sigma/Descendens n= 63 43/ 10/ 6/ 4 43/ 15/ 2/ 3 5/ 40/ 12/ 2/ 4
Rectum n= 69 50/ 10/ 9/ 1 50/ 14/ 5/ 0 5/ 52/ 9/ 3/ 0

alle n=201 136/ 34/ 22/ 9 132/ 43/ 19/ 7 16/ 138/ 33/ 7/ 7
pT p 0.287 0.059 0.403
1 n= 14 9/ 2 / 2/ 1 8/ 5/ 0/ 1 1/ 11/ 1/ 1/ 0
2 n= 34 30/ 4 / 0/ 0 31/ 2 / 1/ 0 3/ 28/ 2/ 1/ 0
3 n=138 88/ 26/ 17/ 7 83/ 34 / 16/ 5 10/ 89/ 28/ 5/ 6
4 n= 15 9/ 2/ 3/ 1 10/ 2/ 2/ 1 2/ 10/ 2/ 0/ 1

alle n=201 136/ 34 / 22/ 9 132/ 43/ 19/ 7 16/ 138/ 33/ 7/ 7
pN p 0.613 0.258 0.851
0 n=130 93/ 20/ 13/ 4 90/ 29/ 8/ 3 9/ 91/ 20/ 5/ 5
1 n= 48 28/ 11/ 6/ 3 30/ 8/ 7/ 3 6/ 32/ 7/ 1/ 2
2 n= 23 15/ 3/ 3/ 2 12/ 6/ 4/ 1 1/ 15/ 6/ 1/ 0

alle n=201 136/ 34/ 22/ 9 132/ 43/ 19/ 7 16/ 138/ 33/ 7/ 7
pM p n.s. n.s. n.s.
1 n= 2 1/ 1/ 0/ 0 0/ 0/ 2/ 0 1/ 1/ 0/ 0

UICC p 0.504 0.001 0.583
1 n= 40 33/ 4/ 2/ 1 32/ 6/ 1/ 1 3/ 32/ 3/ 2/ 0
2 n= 90 60/ 16/ 11/ 3 58/ 23/ 7/ 2 6/ 59/ 17/ 3/ 5
3 n= 69 42/ 13/ 9/ 5 42/ 14/ 9/ 4 7/ 46/ 12/ 2/ 2
4 n= 2 1/ 1/ 0/ 0 0/ 0/ 2/ 0 0/ 1/ 1/ 0/ 0

alle n=201 136/ 34/ 22/ 9 132/ 43/ 19/ 7 16/ 138/ 33/ 7/ 7
Grading p 0.064 0.217 0.444

1-2 n=155 109/ 24/ 18/ 4 106/ 33/ 12/ 4 11/ 108/ 24/ 5/ 7
3-4 n= 46 27/ 10/ 4/ 5 26/ 10/ 7/ 3 5/ 30/ 9/ 2/ 0
alle n=201 136/ 34/ 22/ 9 132/ 43/ 19/ 7 16/ 138/ 33/ 7/ 7
LVI p 0.415 0.962 0.832

negativ n=148 105/ 22/ 15/ 6 96/ 33/ 14/ 5 11/ 103/ 23/ 6/ 5
positiv n= 53 31/ 12/ 7/ 3 36/ 10/ 5/ 2 6/ 35/ 10/ 1/ 2

alle n=201 136/ 34/ 22/ 9 132/ 43/ 19/ 7 16/ 138/ 33/ 7/ 7
BVI p 0.322 0.396 0.788

negativ n=186 123/ 32/ 22/ 9 118/ 42/ 19/ 7 15/ 125/ 32/ 7/ 7
intramural/extramural n= 15 13/ 2/ 0/ 0 14/ 1/ 0/ 0 1/ 13/ 1/ 0/ 0

alle n=201 136/ 34/ 22/ 9 132/ 43/ 19/ 7 16/ 138/ 33/ 7 /7
* (inklusive beider Flexuren)
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Tabelle 9: Zusammenhang zwischen Stärke der EGFR-Expression und klinisch-

pathologischen Parametern

STÄRKE EGFR IF
0/ 1/ 2/ 3

EGFR TZ
0/ 1/ 2/ 3

EGFR NG
-/ 0/ 1/ 2/ 3

Geschlecht p 0.622 0.138 0.187
männlich n= 82 27 / 40/ 14/ 1 26/ 45/ 11/ 0 8/ 20/ 38/ 14/ 2
weiblich n=119 32 / 64/19/ 4 33/ 58/ 22/ 6 8/ 37/ 60/ 14/ 0

n=201 59 /104/ 33/ 5 59/ 103/ 33/ 6 16/ 57/ 98/ 28/ 2
Lokalisation p 0.577 0.204 0.528
Caecum/Ascendens n= 48 10/ 28/ 7/ 3 9/ 27/ 8/ 4 2/ 15/ 25/ 6/ 0

Transversum* n= 21 6/ 10/ 4/ 1 7/ 10/ 4/ 0 4/ 9/ 7/ 1/ 0
Sigma/Descendens n= 63 20/ 31/ 11/ 1 17/ 32/ 12/ 2 5/ 17/ 28/ 12/ 1

Rectum n= 69 23/ 35/ 11/ 0 26/ 34/ 9/ 0 5/ 16/ 38/ 9/ 1
alle n=201 59/ 104/ 33/ 5 59/ 103/ 33/ 6 16/ 57/ 98/ 28/ 2

pT p 0.236 0.202 0.835
1 n= 14 2/ 10/ 1/ 1 4/ 6/ 4/ 0 1/ 3/ 7/ 3/ 0
2 n= 34 12/ 19/ 3/ 0 16/ 16/ 2/ 0 3/ 10/ 17/ 4/ 0
3 n=138 42/ 65/ 28/ 3 35/ 72/ 26/ 5 10/ 38/ 67/ 21/ 2
4 n= 15 3/ 10/ 1/ 1 4/ 9/ 1/ 1 2/ 6/ 7/ 0/ 0

alle n=201 59/ 104/ 33/ 5 59/ 103/ 33/ 6 16/ 57/ 98/ 28/ 2
pN p 0.318 0.071 0.009

0 n=130 44/ 62/ 22/ 2 45/ 61/ 21/ 3 9/ 38/ 63/ 20/ 0
1 n= 48 9/ 31/ 6/ 2 10/ 30/ 5/ 3 6/ 15/ 22/ 5/ 0
2 n= 23 6/ 11/ 5/ 1 4/ 12/ 7/ 0 1/ 4/ 13/ 3/ 2

alle n=201 59/ 104/ 33/ 5 59/ 103/ 33/ 6 16/ 57/ 98/ 28/ 2
pM p n.s. n.s. n.s.

1 n= 2 0/ 1/ 1/ 0 0/ 1/ 1/ 0 16/ 1/ 0/ 1/ 0
UICC p 0.324 0.280 0.423

1 n= 40 12/ 23/ 4/ 1 18/ 16/ 6/ 0 3/ 9/ 21/ 7/ 0
2 n= 90 32/ 39/ 18/ 1 27/ 45/ 15/ 3 6/ 29/ 42/ 13/ 0
3 n= 69 15/ 41/ 10/ 3 14/ 41/ 11/ 3 7/ 18/ 35/ 7/ 2
4 n= 2 0/ 1/ 1/ 0 0/ 1/ 1/ 0 0/ 1/ 0/ 1/ 0

alle n=201 59/ 104/ 33/ 5 59/ 103/ 33/ 6 16/ 57/ 98/ 28/ 2
Grading p 0.252 0.022 0.599

1-2 n=155 49/ 81/ 22/ 3 51/ 79/ 23/ 2 11/ 42/ 79/ 22/ 1
3-4 n= 46 10/ 23/ 11/ 2 8/ 24/ 10/ 4 5/ 15/ 19/ 6/ 1
alle n=201 59 / 104/ 33/ 5 59/ 103/ 33/ 6 16/ 57/ 98/ 28/ 2

LVI p 0.597 0.740 0.137
negativ n=148 46/ 77/ 22/ 3 45/ 77/ 22/ 4 11/ 47/ 71/ 17/ 2
positiv n= 53 13/ 27/ 11/ 2 14/ 26/ 11/ 2 5/ 10/ 27/ 11/ 0

alle n=201 59/ 104/ 33/ 5 59/ 103/ 33/ 6 16/ 57/ 98/ 28/ 2
BVI p 0.750 0.59 0.988

negativ n=186 52/ 98/ 31/ 5 54/ 94/ 32/ 6 15/ 53/ 90/ 26/ 2
intramural/extramural n= 15 7/ 6/ 2/ 0 5/ 9/ 1/ 0 1/ 4/ 8/ 2/ 0

alle n=201 59/ 104/ 33/ 5 59/ 103/ 33/ 6 16/ 57/ 98/ 28/ 2
* (inklusive beider Flexuren)
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3.3.3 Überlebensanalyse

Die statistische Analyse der Überlebenszeit wurde, wie schon in vergleichbarer

veröffentlichter Literatur, bei einem Cut-off-point von </>10% untersucht. Hierbei

ergab sich kein signifikanter Zusammenhang der EGFR-Expression (Score) und der

Überlebenszeit. Auch für die Stärke der EGFR-Expression und der Überlebenszeit

wurde kein signifikanter Zusammenhang gefunden.

Tabelle 10: Überlebensanalyse

Univariate Multivariate
5-Jahres-
ÜLR

Hazard-
Ratio

P Hazard-
Ratio

p-value

EGFR IF n.s. n.s.

<10% 64%

>10% 63%

EGFR TZ n.s. n.s.

<10% 63%

>10% 64%

EGFR NG n.s. n.s.

<10% 64%

>10% 62%

EGFR-Stärke IF n.s. n.s.

0 64%

1 64%

2-3 67%

EGFR-Stärke TZ n.s. n.s.

0 65%

1 65%

2-3 66%

3.4 Statistische Analyse der VEGF-Immunhistochemie

3.4.1 Häufigkeitsverteilung der Reaktivität und Färbeintensität

Alle 201 kolorektalen Adenokarzinome wurden mit dem VEGF-Antikörper nach der

EnVision -Methode gefärbt. Die Reaktivität und die Färbeintensität wurden wie die

Färbung von EGFR beurteilt.

Hierbei fand sich folgende Häufigkeitsverteilung der Reaktivität und Färbeintensität.
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Tabelle 11: Häufigkeitsverteilung der Reaktivität

Score Prozentrang IF
n (%)

TZ
n (%)

NG
n (%)

1 < 10 35 (17,4) 33 (16,4) 90 (50)

2 7"18"0"9:" <1"=18>&?" 11"=&>&?" 9;"=<@>A?"

3 7"&8"0";:" @A"=BB>B?" @:"=B9>B?" <&"=1B>:?"

4 7":8" A;"=B;>;?" ;;"=9B>;?" 1A"=:>9?"

Tabelle 12: Häufigkeitsverteilung der Färbeintensität

Stärke Färbe-
intensität

IF
n (%)

TZ
n (%)

NG
n (%)

0 keine 33 (16,4) 32 (15,9) 58 (32,2)

1 schwach 114 (56,7) 106 (52,7) 103 (57,2)

2 mittel 53 (26,4) 59 (29,4) 19 (10,6)

3 stark 1 (0,5) 4 (2) 0 (0)

3.4.2 Beziehung zwischen VEGF-Expression und klinisch-pathologischen

Parametern

Wie schon bei EGFR wurde auch für die Analyse der Beziehung zwischen der

VEGF-Expression und verschiedenen klinisch-pathologischen Parametern

Kontingenztafeln erstellt. Hierbei fand sich ein klinisch signifikanter Zusammenhang

zwischen dem Score der VEGF-Expression an der Invasionsfront und der

Lokalisation und dem UICC. Für UICC wurde auch ein signifikanter Zusammenhang

zur Stärke der VEGF-Expression an der Invasionsfront gefunden. Weitere

signifikante Korrelationen zu den restlichen klinisch-pathologischen Parametern

konnten nicht gefunden werden.
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Tabelle 13: Zusammenhang zwischen Score der VEGF-Expression und klinisch-

pathologischen Parametern

SCORE VEGF IF

1/ 2/ 3/ 4

VEGF TZ
1/ 2/ 3/ 4

VEGF NG
-/ 1/ 2/ 3/ 4

Geschlecht p 0.799. 0.208 0.581
männlich n= 82 14 /10 / 29/ 29 14/ 6/ 33/ 29 13/ 37/ 19/ 9/ 4
weiblich n=119 21/ 11/ 38/ 49 19/ 5/ 36/ 59 8 / 53/ 29/ 16/ 13

n=201 35/ 21/ 67/ 78 33/ 11/ 69/ 88 21/ 90/ 48/ 25/ 17
Lokalisat. p 0.045 0.669 0.269
Caecum/Ascendens n= 48 11/ 9/ 16/ 12 12/ 1/ 15/ 20 1/ 19/ 12/ 8/ 8

Transversum* n= 21 3/ 0/ 12/ 6 2/ 2/ 7/ 10 4/ 6/ 4/ 4/ 3
Sigma/Descendens n= 63 8/ 5/ 22/ 28 7/ 3/ 23/ 30 6/ 32/ 15/ 7/ 3

Rectum n= 69 13/ 7/ 17/ 32 12/ 5/ 24/ 28 10/ 33/ 17/ 6/ 3
alle n=201 35/ 21/ 67/ 78 33/ 11/ 69/ 88 21/ 90/ 48/ 25/ 17

pT p 0.157 0.501 0.520
1 n= 14 0/ 1/ 3/ 10 0/ 0/ 7/ 7 0/ 5/ 7/ 1/ 1
2 n= 34 4/ 3/ 16/ 11 3/ 3/ 13/ 15 3/ 15/ 9/ 5/ 2
3 n=138 28/ 16/ 45/ 49 27/ 8/ 44/ 59 17/ 61/ 28/ 19/ 13

4 n= 15 3/ 1/ 3/ 8 3/ 0/ 5/ 7 1/ 9/ 4/ 0/ 1
alle n=201 35/ 21/ 67/ 78 33/ 11/ 69/ 88 21/ 90/ 48/ 25/ 17

pN p 0.448 0.350 0.813
0 n=130 20/ 16/ 48/ 46 19/ 9/ 49/ 53 14/ 57/ 35/ 14/ 10
1 n= 48 9/ 4/ 12/ 23 10/ 0/ 13/ 25 5/ 22/ 8/ 8/ 5
2 n= 23 6/ 1/ 7/ 9 4/ 2/ 7/ 10 2/ 11/ 5/ 3/ 2

alle n=201 35/ 21/ 67/ 78 33/ 11/ 69/ 88 21/ 90/ 48/ 25/ 17
pM p n.s. n.s. n.s.

1 n= 2 2/ 0/ 0/ 0 1/ 0/ 0/ 1 2/ 0/ 0/ 0
UICC p 0.016 0.180 0.726

1 n= 40 2/ 3/ 17/ 18 1/ 3/ 19/ 17 2/ 16/ 14 /5 / 3
2 n= 90 18/ 13/ 31/ 28 18/ 6/ 30/ 36 12/ 41/ 21/ 9/ 7
3 n= 69 13/ 5/ 19/ 32 13/ 2/ 20/ 34 7/ 31/ 13/ 11/ 7
4 n= 2 2/ 0/ 0/ 0 1/ 0/ 0/ 1 0/ 2/ 0/ 0/ 0

alle n=201 35/ 21/ 67/ 78 33/ 11/ 69/ 88 21/ 90/ 48/ 25/ 17
Grading p 0.368 0.847 0.567

1-2 n=155 23/ 17/ 53/ 62 24/ 9/ 55/ 67 17/ 73/ 35/ 18/ 12
3-4 n= 46 12/ 4/ 14/ 16 9/ 2/ 14/ 21 4/ 17/ 13/ 7/ 5
alle n=201 35/ 21/ 67/ 78 33/ 11/ 69/ 88 21/ 90/ 48/ 25/ 17

LVI p 0.581 0.545 0.720
negativ n=148 24/ 16/ 53/ 55 24/ 8/ 47/ 69 14/ 66/ 37/ 17/ 14
positiv n= 53 11/ 5/ 14/ 23 9/ 3/ 22/ 19 7/ 24/ 11/ 8/ 3

alle n=201 35/ 21/ 67/ 78 33/ 11/ 69/ 89 21/ 90/ 48/ 25/ 17
BVI p 0.388 0.861 0.175

negativ n=186 32/ 19/ 65/ 70 31/ 10/ 65/ 80 20/ 80/ 44/ 25/ 17
intramural/extramural n= 15 3/ 2/ 2/ 8 2/ 1/ 4/ 8 1/ 10/ 4/ 0/ 0

alle n=201 35/ 21/ 67/ 78 33/ 11/ 69/ 88 21/ 90/ 48/ 25/ 17
* (inklusive beider Flexuren)
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Tabelle 14: Zusammenhang zwischen Stärke der VEGF-Expression und klinisch-

pathologischen Parametern

STÄRKE VEGF IF

0/1 / 2 / 3

VEGF TZ
0/1 / 2 / 3

VEGF NG
-/ 0/ 1 / 2 / 3

Geschlecht p 0.608 0.292 0.365
männlich n= 82 12/ 48/ 21/1 14/ 38/ 27/ 3 13/ 20/ 39/ 10/ 0
weiblich n=119 21/ 66/ 32/ 0 18/ 68/ 32/ 1 8/ 38/ 64/ 9/ 0

n=201 33/ 114/ 53/ 1 32/ 106/ 59/ 4 21/ 58/ 103/19/0
Lokalisation p 0.699 0.374 0.537
Caecum/Ascendens n= 48 11/ 28/ 9/ 0 12/ 23/ 12/ 1 1/ 11/ 30/ 6/ 0

Transversum* n= 21 3/ 13/ 5/ 0 2/ 9/ 9/ 1 4/ 4/ 10/ 3/ 0
Sigma/Descendens n= 63 7/ 36/ 20/ 0 7/ 39/ 17/ 0 6/ 22/ 29/ 6/ 0

Rectum n= 69 12/ 37/ 19/ 1 11/ 35/ 21/ 2 10/ 21/ 34/ 4/ 0
alle n=201 33/ 114/ 53/ 1 32/ 106/ 59/ 4 21/ 58/ 103/19/0

pT p 0.368 0.690 0.823
1 n= 14 0 / 11/ 3/ 0 0/ 10/ 4/ 0 0/ 3/ 10/ 1/ 0
2 n= 34 4/ 20/ 9/ 1 3/ 18/ 12/ 1 3/ 11/ 16/ 4/ 0
3 n=138 26/ 75/ 37/ 0 26/ 70/ 39/ 3 17/ 38/ 71/ 12/ 0
4 n= 15 3/ 8/ 4/ 0 3/ 8/ 4/ 0 1/ 6/ 6/ 2/ 0

alle n=201 33/ 114/ 53/ 1 32/ 106/ 59/ 4 21/ 58/ 103/19/0
pN p 0.326 0.546 0.576

0 n=130 18/ 78/ 33/ 1 18/ 71/ 40/ 1 14/ 36/ 66/ 14/ 0
1 n= 48 9/ 22/ 17/ 0 10/ 22/ 14/ 2 5/ 14/ 24/ 5/ 0
2 n= 23 6/ 14/ 3/ 0 4/ 13/ 5/ 1 2/ 8/ 13/ 0/ 0

alle n=201 33/ 114/ 53/ 1 32/ 106/ 59/ 4 21/ 58/ 103/
19/0

pM p n.s. n.s. n.s.
1 n= 2 2/ 0/ 0/ 0 1/ 1/ 0/ 0 21/ 2/ 0/ 0/ 0

UICC p 0.027 0.192 0.422
1 n= 40 2/ 26/ 11/ 1 1/ 25/ 13/ 1 2/ 12/ 23/ 3/ 0
2 n= 90 16/ 52/ 22/ 0 17/ 46/ 27/ 0 12/ 24/ 43/ 11/ 0
3 n= 69 13/ 36/ 20/ 0 13/ 34/ 19/ 3 7/ 20/ 37/ 8/ 0
4 n= 2 2/ 0/ 0/ 0 1/ 1/ 0/ 0 0/ 2/ 0/ 0/ 0

alle n=201 33/ 114/ 53/ 1 32/ 106/ 59/ 4 21/ 58/ 103/19/0
Grading p 0.202 0.059 0.656

1-2 n=155 21/ 91/ 42/ 1 24/ 86 / 44/ 1 17/ 45/ 77/ 16/ 0
3-4 n= 46 12/ 22/ 11/ 0 8/ 20/ 15/ 3 4/ 13/ 26/ 3/ 0
alle n=201 33/ 114/ 53/ 1 32/ 106/ 59/ 4 21/ 58/ 103/19/0

LVI p 0.521 0.787 0.036
negativ n=148 23/ 88/ 36/ 1 24/ 75/ 46/ 3 14/ 38/ 78/ 18/ 0
positiv n= 53 10/ 26/ 17/ 0 8/ 31/ 13/ 1 7/ 20/ 25/ 1/ 0

alle n=201 33/ 114/ 53/ 1 32/ 106/ 59/ 4 21/ 58/ 103/19/0
BVI p 0.850 0.072 0.657

negativ n=186 30/ 107/ 48/ 1 31/ 101/ 51/ 3 20/ 52/ 96/ 18/ 0
intramural/extramural n= 15 3/ 7/ 5/ 0 1/ 5/ 8/ 1 1/ 6/ 7/ 1/ 0

alle n=201 33/ 114/ 53/ 1 32/ 106/ 59/ 4 21/ 58/ 103/19/0
* (inklusive beider Flexuren)
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3.4.3 Überlebensanalyse VEGF

Es wurde kein signifikanter Zusammenhang der VEGF-Expression (Score und

Stärke) und der Überlebenszeit gefunden.

Tabelle 15: Überlebensanalyse

Univariate Multivariate
5-Jahres-
ÜLR

Hazard-
Ratio

P Hazard-
Ratio

p-value

VEGF IF n.s. n.s.
<10% 60%

10-50% 76%

50-90% 68%

>90% 60%
VEGF TZ n.s. n.s.

<10% 60%
10-50% 55%

50-90% 70%
>90% 60%

VEGF NG n.s. n.s.
<10% 64%

10-50% 60%

50-90% 74%
>90% 65%

VEGF-Stärke IF n.s. n.s.
0 58%
1 70%

2-3 59%
VEGF-Stärke TZ n.s. 1 n.s.

1 66%
2 66%

3 60%
VEGF-Stärke NG n.s. n.s.

0 66%
1 64%

2-3 74%

 !"#$%&%'(%'()*+#,-&./(+#0+1#2'345647889-*'(%:)*+8'+

3.5.1 Häufigkeitsverteilung der Reaktivität und Färbeintensität

Alle 201 kolorektalen Adenokarzinome wurden mit dem /',0120#!)'CD.4+." !E56" *+."

EnVision -Methode gefärbt. Die Reaktivität und die Färbeintensität wurden wie die

Färbung von EGFR und VEGF beurteilt.

Hierbei fand sich folgende Häufigkeitsverteilung der Reaktivität und Färbeintensität.
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Tabelle 16: Häufigkeitsverteilung der Reaktivität

Score Prozentrang IF
n (%)

TZ
n (%)

NG
n (%)

1 < 10 161 (80,1) 162 (80,6) 169 (95)

2 7"18"0"9:" ""1@"=;?" ""1&"=A>&?" """"9"=<>B?"

3 7"&8"0";:" ""1&"=A>&?" ""1B"=@>&?" """"9"=<>B?"

4 7":8" """":"=9>&?" ""11"=&>&?" """"1"=8>@?"

Tabelle 17: Häufigkeitsverteilung der Färbeintensität

Stärke Färbe-
intensität

IF
n (%)

TZ
n (%)

NG
n (%)

0 keine 139 (69,2) 132 (65,7) 152 (85,4)

1 schwach 7 (3,5) 6 (3) 3 (1,7)

2 mittel 45 (22,4) 50 (24,9) 17 (9,6)

3 stark 10 (4,9) 13 (6,7) 6 (3,4)

 !"!;#<+='+*9->#=?'()*+-#2'34564@AB1+((':-#9-0#C.'-'()*4B&%*:.:>'()*+-##

Parametern

Wie schon bei EGFR und VEGF wurden auch für die Analyse der Beziehung

FG'(56+!" *+." /',0120HI4.+(('J!" K!*" L+.(56'+*+!+!" CM'!'(5604E)6JMJN'(56+!"

Parametern Kontingenztafeln erstellt. Hierbei fand sich ein klinisch signifikanter

OK(EPP+!6E!N" FG'(56+!" *+P" Q5J.+" *+." /',0120HI4.+(('J!" E!" *+."  !LE('J!(,.J!)"

und der BVI (blood vessel invasion). Weitere signifikante Korrelationen zu den

restlichen klinisch-pathologischen Parametern konnten nicht gefunden werden.
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Tabelle 18: OK(EPP+!6E!N"FG'(56+!"Q5J.+"*+."/',0120HI4.+(('J!"K!*"CM'!'(560"

pathologischen Parametern

SCORE HIF IF

1/ 2/ 3/ 4

HIF TZ
1/ 2/ 3/ 4

HIF NG
-/ 1/ 2/ 3/ 4

Geschlecht p 0.525 0.867 0.204
männlich n= 82 67/ 8/ 5/ 2 68/ 6/ 4/ 4 11/ 69/ 0/ 1/ 1
weiblich n=119 94/ 8/ 10/ 7 94/ 9/ 9/ 7 12/ 100/ 4/ 3/ 0

n=201 161/ 16/ 15/ 9 162/ 15/ 13/ 11 23/ 169/ 4/ 4/ 1
Lokalisation p 0.856 0.747 0.071
Caecum/Ascendens n= 48 38/ 3/ 5/ 2 36/ 5/ 4/ 3 3/ 40/ 1/ 3/ 1

Transversum* n= 21 18/ 1/ 2/ 0 19/ 1/ 1/ 0 6/ 13/ 2/ 0/ 0
Sigma/Descendens n= 63 50/ 6/ 5/ 2 51/ 5/ 5/ 2 7/ 55/ 0/ 1/ 0

Rectum n= 69 55/ 6/ 3/ 5 56/ 4/ 3/ 6 7/ 61/ 1/ 0/ 0
alle n=201 161/ 16/ 15/ 9 162/ 15/ 13/ 11 23/ 169/ 4/ 4/ 1

pT p 0.803 0.587 0.733
1 n= 14 10/ 1/ 2/ 1 10/ 0/ 2/ 2 1/ 14/ 1/ 1/ 0
2 n= 34 29/ 2/ 1/ 2 28/ 2/ 1/ 3 5/ 29/ 0/ 0/ 0
3 n=138 109/ 11/ 12/ 6 111/ 12/ 9/ 6 15/ 116/ 3/ 3/ 1
4 n= 15 13/ 2/ 0/ 0 13/ 1/ 1/ 0 2/ 13/ 0/ 0/ 0

alle n=201 161/ 16/ 15/ 9 162/ 15/ 13/ 11 23/ 169/ 4/ 4/ 1
pN p 0.403 0.698 0.939

0 n=130 102/ 14/ 8/ 6 102/ 12/ 9/ 7 13/ 111/ 3/ 2/ 1
1 n= 48 39/ 1/ 6/ 2 39/ 2/ 4/ 3 9/ 37/ 1/ 1/ 0
2 n= 23 20/ 1/ 1/ 1 21/ 1/ 0/ 1 1/ 21/ 0/ 1/ 1

alle n=201 161/ 16/ 15/ 9 162/ 15/ 13/ 11 23/ 169/ 4/ 4/ 1
pM p n.s. n.s. n.s.

1 n= 2 2/ 0/ 0/ 0 2/ 0/ 0/ 0 2/ 0/ 0/ 0
UICC p 0.632 0.752 0.988

1 n= 40 32/ 3/ 2/ 3 31/ 2/ 3/ 4 4/ 34/ 1/ 1/ 0
2 n= 90 70/ 11/ 6/ 3 71/ 10/ 6/ 3 9/ 77/ 2/ 1/ 1
3 n= 69 57/ 2/ 7/ 3 58/ 3/ 4/ 4 10/ 56/ 1/ 2/ 0
4 n= 2 2/ 0/ 0/ 0 2/ 0/ 0/ 0 0/ 2/ 0/ 0/ 0

alle n=201 161/ 16/ 15/ 9 162/ 15/ 13/ 11 23/ 169/ 4/ 4/ 1
Grading p 0.778 0.653 0.982

1-2 n=155 122/ 13/ 13/ 7 122/ 13/ 11/ 9 17/ 131/ 3/ 3/ 1
3-4 n= 46 39/ 3/ 2/ 2 40/ 2/ 2/ 2 6/ 38 / 1/ 1/ 0
alle n=201 161/ 16/ 15/ 9 162/ 15/ 13/ 11 23/ 169/ 4/ 4/ 1

LVI p 0.119 0.364 0.603
negativ n=148 118/ 14/ 12/ 4 119/ 12/ 11/ 6 17/ 123/ 3/ 4/ 1
positiv n= 53 43/ 2/ 3/ 5 43/ 3/ 2/ 5 6/ 46/ 1/ 0/ 0

alle n=201 161/ 16/ 15/ 9 162/ 15/ 13/ 11 23/ 169/ 4/ 4/ 1
BVI p 0.282 0.292 0.773

negativ n=186 151/ 14/ 14/ 7 151/ 13/ 13/ 9 22/ 155/ 4/ 4/ 1
intramural/extramural n= 15 10/ 2/ 1/ 2 11/ 2/ 0/ 2 1/ 14/ 0/ 0/ 0

alle n=201 161/ 16/ 15/ 9 162/ 15/ 13/ 11 23/ 169/ 4/ 4/ 1
* (inklusive beider Flexuren)
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Tabelle 19: OK(EPP+!6E!N"FG'(56+!"Q)R.C+"*+."/',0120HI4.+(('J!"K!*"CM'!'(560"

pathologischen Parametern

STÄRKE HIF IF

0/ 1/ 2/ 3

HIF TZ
0/ 1/ 2/ 3

HIF NG
-/ 0/ 1/ 2/ 3

Geschlecht p 0.242 0.324 0.477
männlich n= 82 60/ 1/ 19/ 2 57/ 1/ 21/ 3 11/ 64/ 1/ 5/ 1
weiblich n=119 79/ 6/ 26/ 8 75/ 5/ 29/ 10 12/ 88/ 2/ 12/ 5

n=201 139/ 7/ 45/ 10 132/ 6/ 50/ 13 23/ 152/ 3/ 17/ 6
Lokalisation p 0.796 0.387 0.160
Caecum/Ascendens n= 48 31/ 1/ 15/ 1 28/ 2/ 17/ 1 3/ 33/ 2/ 6/ 4

Transversum* n= 21 16/ 0/ 4/ 1 17/ 1/ 2/ 1 6/ 12/ 0/ 2/ 1
Sigma/Descendens n= 63 45/ 3/ 11/ 4 44/ 1/ 14/ 4 7/ 50/ 0/ 5/ 1

Rectum n= 69 47/ 3/ 15/ 4 43/ 2/ 17/ 7 7/ 57/ 1/ 4/ 0
alle n=201 139/ 7/ 45/ 10 132/ 6/ 50/ 13 23/ 152/ 3/ 17/ 6

pT p 0.428 0.722 0.316
1 n= 14 8/ 2/ 3/ 1 9/ 0/ 3/ 2 1/ 10/ 1/ 2/ 0
2 n= 34 24/ 0/ 7/ 3 24/ 0/ 7/ 3 5/ 29/ 0/ 0/ 0
3 n=138 95/ 5/ 32/ 6 88/ 6/ 36/ 8 6/ 102/ 2/ 14/ 5
4 n= 15 12/ 0/ 3/ 0 11/ 0/ 4/ 0 2/ 11/ 0/ 1/ 1

alle n=201 139/ 7/ 45/ 10 132/ 6/ 50/ 13 23/ 152/ 3/ 17/ 6
pN p 0.230 0.479 0.322

0 n=130 87/ 3/ 34/ 6 81/ 4/ 37/ 8 13/ 98/ 3/ 14/ 2
1 n= 48 32/ 3/ 9/ 4 32/ 2/ 11/ 3 9/ 34/ 0/ 2/ 3
2 n= 23 20/ 1/ 2/ 0 19/ 0/ 2/ 2 1 /20/ 0/ 1/ 1

alle n=201 139/ 7/ 45/ 10 132/ 6 / 50/ 13 23/ 152/ 3/ 17/ 6
pM p n.s. n.s. n.s.

1 n= 2 2/ 0/ 0/ 0 2/ 0/ 0/ 0 23/ 2/ 0/ 0/ 0

UICC p 0.746 0.299 0.352
1 n= 40 26/ 1/ 10/ 3 27/ 0/ 8/ 5 4/ 33/ 1/ 2/ 0
2 n= 90 61/ 2/ 24/ 3 54/ 4/ 29/ 3 9/ 65/ 2/ 12/ 2
3 n= 69 50/ 4/ 11/ 4 49/ 2/ 13/ 5 10/ 52/ 0/ 3/ 4
4 n= 2 2/ 0/ 0/ 0 2/ 0/ 0/ 0 0/ 2/ 0/ 0/ 0

alle n=201 139/ 7/ 45/ 10 132/ 6/ 50/ 13 23/ 152/ 3/ 17/ 6
Grading p 0.187 0.078 0.845

1 n=155 102/ 6/ 38/ 9 95/ 5/ 45/ 10 17/ 118/ 2/14/ 4
2 n= 46 38/ 1 / 6/ 1 37/ 1/ 5/ 3 6/ 34/ 1/ 3/ 2

alle n=201 139/ 7/ 45/ 10 132/ 6/ 50/ 13 23/ 152/ 3/ 17/ 6
LVI p 0.991 0.385 0.688

negativ n=148 103/ 5/ 33/ 7 99/ 5/ 37/ 7 17/ 111/ 3 /12/5
positiv n= 53 36/ 2/ 12/ 3 33/ 1/ 13/ 6 6/ 41/ 0/ 5/ 1

alle n=201 139/ 7/ 45/ 10 132/ 6/ 50/ 13 23/ 152/ 3/ 17/ 6
BVI p 0.228 0.195 0.913

negativ n=186 131/ 7/ 39/ 9 122/ 5/ 48/ 11 22/ 139/ 3/ 16/ 6
intramural/extramural n= 15 8 /0 / 6/ 1 10/ 1/ 2/ 2 1 / 13/ 1/ 0/ 0

alle n=201 139/ 7/ 45/ 10 132/ 6/ 50/ 13 23/ 152/ 3/ 17/ 6
* (inklusive beider Flexuren)
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 !"! #DE+1.+E+-(&-&./(+#2'3456#

Die statistische Analyse der Überlebenszeit wurde bei einem Cut-off-point von

STU18V" K!)+.(K56)%" H(" GK.*+" G+*+." ,-." *+!" Q5J.+" *+." /',0120HI4.+(('J!"!J56" ,-."

*'+" Q)R.C+" *+." /',0120HI4.+(('J!" +'!" ('N!','CE!)+." OK(EPP+!6E!N" FK."

Überlebenszeit gefunden.

Tabelle 20: Überlebensanalyse

Univariate Multivariate
5-Jahres-
ÜLR

Hazard-
Ratio

P Hazard-
Ratio

p-value

HIF-56#7F n.s. n.s.
<10% 65%
>10% 59%

HIF-56#TZ n.s. n.s.
<10% 64%
>10% 64%

HIF-56#NG n.s. n.s.
<10% 64%
>10% 59%

HIF-56#Stärke IF n.s. n.s.
0 62%

1-3 64%
HIF-56#Stärke TZ n.s. n.s.

0 63%
1-3 66%

HIF-56#Stärke NG n.s. n.s.
0 64%

1-3 62%
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4. Diskussion

4.1 Bedeutung der Identifizierung von unabhängigen Prognosefaktoren bei

dem kolorektalen Karzinom

Das Dickdarmkarzinom zählt zu den häufigsten Krebserkrankungen der Gegenwart.

Neben dem Differenzierungsgrad und dem histopathologischen Subtyp stellt das

pathologische Tumorstadium bis heute den wichtigsten prognostischen Faktor dar.

Dennoch können bei Patienten mit gleichem TNM-Stadium, gleichem

Differenzierungsgrad und gleichem histopathologischen Subtyp des Tumors sehr

unterschiedliche Krankheitsverläufe/Überlebensraten beobachtet werden. Obwohl

große Fortschritte bei der Untersuchung von neuen potentiellen Prognosefaktoren

gemacht wurden, konnten bisher für keinen der beim kolorektalen Karzinom

untersuchten Marker eine Überlegenheit gegenüber den klassischen klinischen und

histopathologischen Prognosefaktoren gesichert werden. Bei der Suche nach klinisch

bedeutsamen unabhängigen Prognosefaktoren spielt die Immunhistochemie eine

bedeutende Rolle. Mit Hilfe von Antikörpern können diagnostisch und/oder

prognostisch wertvolle Antigene detektiert werden. Gelingt es unabhängige Faktoren

zu identifizieren, können Patienten mit hohem Risiko von Patienten mit niedrigem

Risiko unterschieden werden und so individuellen Therapieschemata zugeführt

werden. Zudem können bestimmte molekulare Veränderungen zum Angriffspunkt

spezifischer Chemotherapeutika werden. So könnte das bisherige therapeutische

Vorgehen maßgeblich hinsichtlich lebensverlängernder Aspekte und der Erhaltung

von Lebensqualität verbessert werden.

4.2 Zusammensetzung des Patientenkollektives

Bei der Untersuchung von molekularen Markern auf ihre allgemeingültige

prognostische Aussagekraft hin ist ein klinisch repräsentatives Patientenkollektiv als

Untersuchungsgrundlage notwendig. Der Faktor Fernmetastasen konnte in der

vorliegenden Arbeit aufgrund einer zu geringen Fallzeit, von im Maximalfall 10 Jahren

und im Schnitt ca. 4-5 Jahren, statistisch nicht ausgewertet werden. Jedoch konnte

mittels Univariatanalyse zwischen den klassischen Prognosefaktoren Tumorstadium,

Lymphknotenstatus und UICC eine Korrelation mit der Überlebenszeit festgestellt

werden. Bei der Korrelation zwischen Lymphknotenstatus und Überlebenszeit wurde

ein signifikanter Zusammenhang sowohl mittels Univariatanalyse als auch mittels
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Multivariatanalyse festgestellt. Somit kann das in dieser Arbeit verwendete

Patientenkollektiv als repräsentativ angesehen werden.

4.3 EGFR-Expression, Korrelation zu klinisch-pathologischen Parametern und

der Prognose

In den letzen 20 Jahren wurden in verschiedenen Tumoren erhöhte Levels von

EGFR und seinen Liganden nachgewiesen. In der hier vorliegenden Studie wurden

sowohl Level/Score als auch die Intensität der Anfärbung im Tumorzentrum und der

Invasionsfront beim kolorektalen Adenokarzinom ausgewertet.

Eine EGFR-Expression wurde in der Mehrzahl der Tumoren gefunden. 70% der

Tumoren exprimierten EGFR unabhängig von der Lokalisation an der Invasionsfront

oder dem Tumorzentrum. Überwiegend wurde Score 1 und 2 gefunden. Auch Spano

et al., 2005 fanden in 97% der Tumoren eine EGFR-Expression. Allerdings wies er

wesentlich höhere Expressionraten nach. Zu abweichenden Ergebnissen kamen

Khorana et al., 2003 und All et al., 2007. Sie ermittelten wesentlich geringere

Expressionsraten von EGFR in kolorektalen Karzinomen. Insgesamt lassen sich in

der Literatur sehr unterschiedliche Ergebnisse in Bezug auf die Reaktivität von EGFR

in kolorektalen Adenokarzinomen finden (Radinsky et al., 1995; Messa et al., 1998,

Goldstein et al., 2001). Diese Heterogenität der EGFR-Expressionsraten kann

sicherlich zu einem Teil den verschiedenen Detektionsmethoden zugeschrieben

werden. Jedoch beruhen die meisten Untersuchungen auf der quantitativen

immunhistochemischen Markierung mit monoklonalen Antikörpern. Hier beruhen die

divergierenden Ergebnisse möglicherweise auf unterschiedlichen Antikörpern,

unterschiedlichen Fixationstechniken der untersuchten Gewebe und uneinheitlichen

Score-Einteilungen (Goldstein et al., 2001; Spano et al., 2005; Khorana et al., 2003;

All et al., 2007). Werden nun andere Detektionssyteme als die quantitative

immunhistochemische Markierung mit monoklonalen Antikörpern, wie etwa die

Bindung von Liganden, Blotting-Methoden oder Molekulartechniken verwendet, lässt

sich in der überwiegenden Zahl der Studien ebenfalls eine EGFR-Expression in den

kolorektalen Adenokarzinomen nachweisen (Messa et al., 1998; Komuta et al., 1995;

Borlinghaus et al., 1993; Di Leo et al., 1992; Ito et al., 1990; Moorghen et al., 1990).

Neben der Auswertung der EGFR-Expressionsraten wurden alle bekannten klinisch-

pathologischen Parameter (Geschlecht, Lokalisation, pT, pN, pM, UICC, Grading,

LVI, BVI und 5-Jahres-Überlebensrate) mit der EGFR-Expression sowohl an der
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Invasionsfront als auch im Tumorzentrum korreliert. Ein signifikanter Zusammenhang

konnte lediglich zwischen EGFR-Expression im Tumorzentrum sowie der

Lokalisation und dem UICC-Stadium gefunden werden. Auch zwischen Stärke der

EGFR-Expression und dem Grading wurde eine Korrelation gefunden. Bei der

Lokalisation zeichnet sich eine Tendenz dahin gehend ab, dass im proximalen Kolon

im Vergleich zum distalen Kolon mehr Tumorzellen im Tumorzentrum EGFR

exprimieren. In der Mehrzahl der Fälle wird ein niedriges Score exprimiert. In der

bisher veröffentlichten Literatur wird meist keine Differenz der EGFR-Expression in

Bezug auf die Lokalisation beschrieben (Koenders et al., 1992; Spano et al., 2005;

Goldstein et al., 2001). Eine Ausnahme stellt hier Koretz et al., 1990 dar, der im

Sigmoideum eine höhere Expressionsrate von EGFR als im Rectum nachwies.

Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit eine Korrelation zwischen niedrigem

UICC-Stadium und geringer EGFR-Expression gefunden. Zu einem ähnlichen

Ergebnis kam auch All et al., 2007, der eine vermehrte EGFR-Expression in hohen

UICC-Stadien nachwies.

Es lassen sich zahlreiche Studien finden, die sich mit dem Zusammenhang zwischen

EGFR- Expression und Prognose beschäftigt haben. Die Ergebnisse sind allerdings

sehr heterogen (Nicholoson et al., 2001). So wiesen einige Studien eine Korrelation

zwischen EGFR-Expression und einer schlechteren Prognose nach (Khorana et al.,

2003; Goldstein et al., 2001). Übereinstimmend mit anderen früheren Studien,

welche keinen Einfluss der EGFR-Expression auf das Überleben der Patienten

fanden, (Saeki et al., 1995; McKay et al., 2002; Doger et al., 2006; Cunningham et al,

2006) ist auch in dieser Arbeit weder in der univarianten noch in der multivarianten

Analyse ein Zusammenhang zwischen der EGFR-Expression und einer kürzeren

Überlebenszeit nachgewiesen worden.

4.4 VEGF-Expression, Korrelation zu klinisch-pathologischen Parametern und

der Prognose

Sowohl an der Invasionsfront als auch im Tumorzentrum wurde eine große Anzahl

positiver Tumorzellen, 71 % an der Invasionsfront und 78,1 % im Tumorzentrum, mit

dem Score 3-4 gefunden. Die Intensität der Färbung war überwiegend schwach

ausgeprägt. Es ließen sich keine Unterschiede, weder in der Reaktivität noch in der

Färbeintensität, zwischen Invasionsfront und Tumorzentrum erkennen. In anderen

Studien wurde eine geringere Expression von VEGF gefunden (Doger et al., 2006;
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Khorana et al., 2003). Auch Kaio et al, 2003 beschrieben eine geringere VEGF-

Expression, wobei sie ebenfalls zwischen tiefster Invasionsstelle und oberflächlicher

Lokalisation unterschieden.

In der vorliegenden Arbeit wurden alle bekannten klinisch-pathologischen Parameter

(Geschlecht, Lokalisation, pT, pN, pM, UICC, Grading, LVI, BVI und 5-Jahres-

Überlebensrate) mit der VEGF-Expression korreliert. Gefunden wurde lediglich eine

Korrelation zwischen VEGF-Expression an der Invasionsfront und der Lokalisation

und dem UICC-Stadium. Übereinstimmend mit Bendardaf et al., 2008 zeichnet sich

bei der Lokalisation eine Tendenz dahin gehend ab, dass in distalen Tumoren

höhere VEGF-Expressionsraten zu finden sind. Die Ergebnisse lassen einen

Unterschied in der molekularen Biologie zwischen rechter und linker Kolonseite

vermuten. Die seitendifferenten Expressionsraten von VEGF könnten daraufhin

deuten, dass der Tumorentstehung auf der linken Kolonseite andere Signalwege als

auf der rechten Kolonseite zugrunde liegen (Bufill et al., 1990; Bleeker et al., 2000;

Elsaleh et al., 2000; Gervaz et al., 2001). Bei der Korrelation der UICC-Stadien mit

der VEGF-Expression an der Invasionsfront wurde ebenfalls ein signifikanter

Zusammenhang sowohl zum Score als auch zur Färbeintensität gefunden. Da im

untersuchten Patientenkollektiv lediglich zwei Patienten mit dem UICC-Stadium 4

vorhanden waren, ist die Interpretation dieses Ergebnisses mit Vorsicht

vorzunehmen. In der Studie von Bendardaf et al., 2008 wurde ebenfalls ein

signifikanter Zusammenhang zwischen der VEGF-Expression und dem UICC-

Stadium ermittelt. Er beschränkte sich allerdings auf die Untersuchung der

Invasionsfront. Weitere signifikante Zusammenhänge zwischen VEGF-Expression

und klinisch-pathologischen Parameter wurden nicht nachgewiesen. Wie bereits in

anderen Arbeiten publiziert, wurde auch in dieser Studie keine Korrelation zwischen

der VEGF-Expression und der Überlebenszeit bzw. Prognose ermittelt (Zheng et al.,

2003; Doger et al., 2006; Lee et al., 2000). Zusätzlich wurde in dieser Studie

zwischen Invasionsfront und Tumorzentrum unterschieden. Ähnlich unserer

Untersuchung differenzierten Kaio et al, 2003 zwischen tiefster Invasionsstelle und

der oberflächlichsten Stelle des Tumors. Er wiederum stellte einen signifikanten

Zusammenhang zwischen VEGF-Expression in der tiefsten Tumorstelle und

Lebermetastasen bzw. einer schlechteren Prognose fest. In Bezug auf die VEGF-

Expression an der Tumoroberfläche ermittelte er ebenfalls keinen signifikanten

Zusammenhang in Hinblick auf die Prognose. Die Diskrepanz dieser beiden Arbeiten
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resultiert möglicherweise aus einer unterschiedlichen mikroskopischen und

statistischen Auswertung. Auch wurden unterschiedliche Antikörper für die Färbung

benutzt. Das Patientenkollektiv weicht ebenfalls deutlich voneinander ab. Im

vorliegenden Kollektiv sind wesentlich weniger Patienten mit fortgeschrittenen

Tumoren und Lebermetastasen enthalten. Auch Bendardaf et al., 2008 suchte nach

einem Zusammenhang zwischen VEGF-Expression an der Invasionsfront und der

Überlebenszeit. Anders als die vorliegende Arbeit und Kaio et al., 2003 untersuchte

er die 10-Jahres-Überlebensrate. In seinem Kollektiv exprimierten Patienten, die an

ihrem Tumorleiden verstarben, signifikant häufiger VEGF als Patienten, die die

nächsten 10 Jahre überlebten.

G!"#2'34564@AB1+((':-H#I:11+.&%':-#=9#C.'-'()*4B&%*:.:>'()*+-#J&1&8+%+1-#9-0#

der Prognose

W'+" /',012" 0HI4.+(('J!" M'+N)" E!" *+."  !LE('J!(,.J!)" K!*" 'P" XKPJ.F+!).KP" FG'(56+!"

B8>:V"$'("B9>9V%" !(N+(EP)"MR(()"('56"EM(J"+'!+"N+.'!N+"/',0120HI4.+(('J!"K!*"C+'!"

signifikanter Unterschied zwischen Invasionsfront und Tumorzentrum erkennen.

Auch Yoshimura et al., 2004 fand eine niedrig ausgeprägte Expressionsrate von Hif-

12" '!" CJMJ.+C)EM+!" YE.F'!JP+!>" GJ$+'" +." !'56)" FG'(56+!"  !LE('J!(,.J!)" K!*"

Tumorzentrum unterschied. Zu einem anderen Ergebnis wiederum kam Furlan et al.,

2007. Er wies eine signifikante Überexpression (77%) in seinem Kollektiv nach. Der

Ursprung dieser abweichenden Ergebnisse ist möglicherweise in einem ungleichen

Patientenkollektiv zu finden. Welches in Bezug auf die eingeschlossenen

Tumorentitäten unterschiedlich ist. So sind in der vorliegenden Studie lediglich

Adenokarzinome untersucht worden, Furlan et al., 2007 jedoch schlossen unter

anderem auch neuroendokrine Tumore mit ein. Bis heute sind die meisten Studien

FK."/',012"0HI4.+(('J!"'PPK!6'()J56+P'(56+"#!EM3(+!>"G+M56+"F+'N+!>"*E(("*E("/',0

12" Z.J)+'!" '!" L'+M+!" 4.'PR.+!" XKPJ.+!>" G'+" K!)+." E!*+.+P" *+P" [LE.0>" \+.L'I0>"

Endometriumkarzinom, dem Oligodendrogliom, dem NSCLC und in

Tumormetastasen überexprimiert wird, mit einer erhöhten Sterblichkeit assoziiert ist

und ein Prädiktor für den Erfolg einer adjuvanten Therapie sein kann. (Semenza et

al., 2003; Zhong et al., 1999; Sivridis et al., 2002; Birner et al., 2000; Birner et al.,

2001a; Birner et al., 2001b; Giatromanolaki et al., 2001 Koukourakis et al., 2001). In

*+."]')+.E)K."MR(()"('56"+'!+"N+.'!N+"#!FE6M"E!"Q)K*'+!",'!*+!>"*'+"('56"P')"*+."/',0120

Expression beim kolorektalen Karzinom beschäftigen. Die bisher veröffentlichten
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H.N+$!'((+" ('!*" G'*+.(4.-56M'56>" GE(" *'+" #((JF'E)'J!" *+." /',0120HI4.+(('J!" P')"

CM'!'(5604E)6JMJN'(56+!" ZE.EP+)+.!" J*+." *+." ^+*+K)K!N" *+." /',01" 20HI4.+(('J!" '!"

Bezug auf die Prognose des kolorektalen Karzinoms angeht (Kuwai et al., 2003;

Krishnamachary et al., 2003; Yoshimura et al., 2004; Furlan et al., 2007, Furlan et

al., 2008). Eine Unterscheidung zwischen Invasionsfront und Tumorzentrum wurde

nicht vorgenommen. In der vorliegenden Arbeit wurden alle bekannten klinisch-

pathologischen Parameter ( Geschlecht, Lokalisation, pT, pN, pM, UICC, Grading,

]_ >" ^_ " K!*" &0`E6.+(0a$+.M+$+!(.E)+?" P')" *+." /',012" 0HI4.+(('J!" CJ..+M'+.)%" H("

konnte weder zu den bedeutenden klinisch-pathologischen Parametern noch zu der

Überlebenszeit ein statistisch signifikanter Zusammenhang gefunden werden. Auch

Furlan et al, 2007 und Yoshimura et al., 2004 wiesen beim kolorektalen Karzinom

C+'!+" ('N!','CE!)+" YJ..+ME)'J!" FG'(56+!" /',0120HI4.+(('J!" K!*" *+." a$+.M+$+!(F+')"

nach. Beim Endometriumkarzinom hingegen wurde von Sivridis et al., 2002 für die

/',012bHI4.+(('J!"+'!+"4.JN!J()'(56+"#K((ENC.E,)"+.P'))+M)%" !)+.+((E!)+.G+'(+"F+'N)"

$+'P"]K!N+!CE.F'!JP"*'+"/',0<20HI4.+(('J!"+'!+"$+((+.+"#K((EN+C.E,)"EM("*'+"/',0

12bHI4.+(('J!" =c'E).JPE!JMEC'" +)" EM%>" <881?%" ^+'P" [LE.'EMCE.F'!JP" 6'!N+N+!" F+'N)"

*'+" EMM+'!'N+" /',0120a$+.+I4.+(('J!" C+'!+" 4.JN!J()'(56+" #K((EN+C.E,)%"  !"

YJP$'!E)'J!" P')" +'!+P" PK)'+.)+!" ,K!C)'J!(MJ(+!" 4&B0Z.J)+'!" GK.*+" *'+" /',012"

Expression dann doch zu einem prognostischen Marker (Birner et al., 2001b). Wie

oben beschrieben kann in der vorliegenden Arbeit keine signifikante Korrelation zu

klinisch-pathologischen Parametern oder zu der Überlebenszeit gefunden werden.

WE((" '!" *'+(+." Q)K*'+" C+'!+" 4.JN!J()'(56+" ^+*+K)K!N" LJ!" /',012" N+,K!*+!" GK.*+>"

kann unterschiedliche Ursachen haben. Möglicherweise gibt es auch beim

kolorektalen Karzinom wie beim Ovarialkarzinom eine bisher noch unbekannte

^+F'+6K!N" FG'(56+!" /',012" K!*" *+." dK)E)'J!" '!" +'!+P" $+()'PP)+!"

XKPJ.(K44.+((J.N+!%"^+'P"[LE.'EMCE.F'!JP"G'.*"*'+"/',0120a$+.+I4.+(('J!"+.()" '!"

Kombination mit einem mutierten p53-Protein zu einem prognostischen Marker. Oder

+(",'!*+)"('56"+'!+"R6!M'56+"^+F'+6K!N>"EMM+.*'!N("FG'(56+!"/',0<2"K!*"*+."Z.JN!J(+>"

wie beim Lungenkarzinom. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass das Fehlen der

4.JN!J()'(56+!" #K((EN+C.E,)" LJ!" /',012" PDNM'56+.G+'(+" EK," +'!+!" CJP4M+I+!"

Zusammenhang zwischen dem Überlebensprogramm der Tumorzelle, übermittelt

*K.56"/',012>"K!*"*+P"N+!+)'(56+!"/'!)+.N.K!*"LJ!"XKPJ.F+MM+!>"'!"*+P"*'+"/',0120

Aktivierung stattfindet, gefunden werden kann.
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5. Zusammenfassung

Das Dickdarmkarzinom zählt zu den häufigsten Krebserkrankungen der Gegenwart.

Somit kommt der Suche nach unabhängigen Prognosefaktoren eine bedeutende

Rolle zu. Gelingt es, unabhängige Faktoren zu identifizieren, können Patienten mit

hohem Risiko von Patienten mit niedrigem Risiko unterschieden werden und so

individuellen Therapieschemata zugeführt werden. Zudem können bestimmte

molekulare Veränderungen zum Angriffspunkt spezifischer Chemotherapeutika

werden. Bei der Suche nach diesen klinisch bedeutsamen unabhängigen

Prognosefaktoren spielt die Immunhistochemie eine bedeutende Rolle. In der hier

vorliegenden Arbeit wurden bei 201 Patienten mit potentiell kurativer Resektion eines

CJMJ.+C)EM+!" #*+!JCE.F'!JP(" *'+" HI4.+(('J!(.E)+!" LJ!" Hcef>" _Hce" K!*" /',012"

untersucht und mit klinisch-pathologischen Parametern und der 5-Jahres-

Überlebensrate korreliert. Dazu wurden Tissue microarrays angefertigt und

immunhistochemisch mit Hilfe von Antikörpern verschiendene Faktoren dargestellt.

Der EGFR wurde mit Hilfe des EGFR pharmDX Kit (DakoCytomation, Hamburg)

dargestellt. VEGF mittels eines polyklonalen Kaninchen-Anti-VEGF (Zymed

]E$J.E)J.'+("  !5%>" gQ#?>" K!*" /',012" P')" *+P" dEK(0#!)'0/',012" =\6+P'5J!"

International, Deutschland, USA, Kanada, Australien), einem monoklonalen

Antikörper. Als Sekundärantikörper dienten EnVision + System-HRP, Rabbit, bzw.

Mouse der Firma Dakocytomation. Erstmalig wurde in dieser Studie bei allen drei

Faktoren zwischen der Expression an der Invasionsfront und im Tumorzentrum

unterschieden. Eine EGFR-Expression wurde unabhängig von Invasionsfront oder

Tumorzentrum in der Mehrzahl der Tumoren gefunden. Bei der Lokalisation

zeichnete sich eine Tendenz dahin gehend ab, dass im proximalen Kolon im

Vergleich zum distalen Kolon eine größere Anzahl der Tumorzellen im Tumorzentrum

EGFR exprimieren. Weiterhin zeigte sich eine Korrelation zwischen niedrigem UICC-

Stadium und geringer EGFR-Expression. Für VEGF konnte ebenfalls in der Mehrzahl

der Tumoren eine Expression gefunden werden, auch hier unabhängig von

Invasionsfront und Tumorzentrum. In distalen Tumoren ließen sich höhere VEGF-

HI4.+(('J!(.E)+!"EM("'!"4.JI'PEM+!"XKPJ.+!"!E56G+'(+!%"W'+"/',0120HI4.+(('J!"GE."

gering ausgeprägt und zeigte wie EGFR und VEGF keinen signifikanten Unterschied

zwischen Invasionsfront und Tumorzentrum. Zu den klinisch-pathologischen

Parametern wurde kein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen. Weder für
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Jahres-Überlebensrate ermittelt werden.
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