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1  Einleitung 
 

Das kolorektale Karzinom zeigt hinsichtlich seiner Häufigkeit weltweit deutliche 

Unterschiede mit höchster Inzidenz in den westlichen Industrienationen Europas sowie 

in Nord-Amerika und Australien, während es in Asien und Afrika eine relativ geringe 

Häufigkeit aufweist (Cohen et al., 1993). In Deutschland ist das Dickdarmkarzinom 

sowohl bei Frauen als auch bei Männern jeweils die zweithäufigste maligne Tumor-

erkrankung. So erkranken jedes Jahr rund 50.000 Patienten an einem kolorektalen 

Karzinom und 30.000 Patienten sterben jährlich an den Folgen dieser Krebserkrankung. 

Fett- und fleischhaltige, kalorienreiche Kost sowie verminderter Verzehr von Obst und 

Gemüse scheinen bedeutsame ätiologische Faktoren für die Entwicklung des Dickdarm-

karzinoms zu sein (Willet et al., 1990; Terry et al., 2001). Alkohol- und Tabakgenuß 

sollen ebenfalls mit einem erhöhten Risiko für das kolorektale Karzinom assoziiert sein 

(Le Marchand et al., 1997). 

Eine familiäre Belastung gilt auch beim Dickdarmkarzinom als bedeutender Risiko-

faktor, so geht man heute bei ca. 10% dieser Tumoren von einem erblichen Hintergrund 

aus (Burt 1996; Lynch und de la Chapelle 1999). 

Darüber hinaus sind auch die chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen M. Crohn 

und Colitis ulcerosa nach mehrjährigem Verlauf mit einem erhöhten Tumorrisiko ver-

bunden (Karlen et al., 1999; Bernstein et al., 2001). 

Man geht heute davon aus, daß die weit überwiegende Mehrzahl der kolorektalen Karzi-

nome auf dem Boden von zunächst gutartigen Vorstufen, den Adenomen ensteht. Bei 

ca. 10% der Dickdarmadenome muss von einer malignen Entartung ausgegangen 

werden, ein Prozeß, der über histopathologisch definierte Stufen über einen Zeitraum 

von ca. 10 bis 15 Jahren bis hin zum invasiven Adenokarzinom abläuft, und als so 

genannte Adenom-Karzinom-Sequenz bezeichnet wird (Vogelstein et al., 1988; Cohen 

et al., 1993). Molekularbiologisch ist dieser Ablauf gekennzeichnet durch eine Akku-

mulierung bestimmter genetischer Veränderungen in den Tumorzellen (Abb. 1), die 

entsprechenden histopathologischen Adenomstadien in dieser Sequenz zugeordnet 

werden konnten (Vogelstein et al., 1988; Fearon and Vogelstein 1990). 
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Abb. 1: Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz (Fearon und Vogelstein, 1990). 
 

 

Die Prognose von Kolonkarzinompatienten hängt von einer Reihe von tumor- und auch 

patientenbezogenen Faktoren ab. Nach wie vor kommt in diesem Zusammenhang den 

tumorbezogenen Faktoren des pTNM-Systems die herausragende Bedeutung bei der 

prognostischen Beurteilung zu. Andererseits ist aber seit längerem bekannt, daß keines-

wegs jeder Patient eines bestimmten Tumorstadiums tatsächlich die gleiche Chance hat, 

zu überleben. Dies hat zu erheblichen Anstrengungen geführt, neue zusätzliche 

Prognosefaktoren zu etablieren, mit dem Ziel, Karzinompatienten mit hohem Risiko 

besser zu erfassen und damit auch eine individuellere Prognosevorhersage zu erreichen. 

In den letzten Jahren ist eine Vielzahl von Publikationen über eine Reihe, zum Teil 

vielversprechender potentieller histologischer und molekularer Prognosefaktoren er-

schienen. Bei näherer Betrachtung weist die Mehrzahl dieser Arbeiten jedoch nur eine 

eingeschränkte statistische Aussagekraft auf, die damit auch nur eine bedingte 

Bewertung und Diskussion der Untersuchungsergebnisse zuläßt. So erfolgte die über-

wiegende Mehrzahl der Untersuchungen an nur geringen Patientenzahlen, häufig ohne 

Angabe darüber, ob eine kurative (R0-Resektion) oder nur eine palliative Resektion 
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durchgeführt wurde. Darüber hinaus wird von vielen Autoren nicht angegeben wieviele 

der Patienten im Laufe der Nachbeobachtung tatsächlich an ihrem Tumorleiden ver-

storben sind, und schließlich wird häufig eine Vielzahl von Faktoren an relativ kleinen 

Fallzahlen lediglich univariat untersucht und auf eine multivariate Analyse verzichtet. 

Unter Berücksichtigung dieser Gesichtspunkte soll im folgenden zunächst ein kurzer 

Überblick zum Stand der Forschung hinsichtlich der in der vorliegenden Arbeit unter-

suchten Parameter gegeben werden. 

 

 

 

 

1.1  Etablierte histopathologische Prognoseparameter 

 

1.1.1  pTNM-System 

 

Auch beim Kolonkarzinom wird die Prognose der Patienten vor allem durch das TNM-

Stadium bestimmt. In einer Reihe multivariater Untersuchungen an größeren Tumor-

serien konnte gezeigt werden, daß den Faktoren Invasionstiefe (pT-Kategorie), Nodal-

status (pN-Kategorie), Fernmetastasierung (pM-Kategorie) sowie insbesondere dem 

Nachweis eines Residualtumors im Bereich der Resektatgrenzen (R-Status) die größte 

prognostische Bedeutung zukommt (Roncucci et al., 1996; Mörschel et al., 1997; 

Monnet et al., 1999; Parry et al., 1999). 

Das pTNM-Staging unter Einbeziehung des R-Status stellt somit einerseits die heute all-

gemein akzeptierte Basis dar, die Prognose von Kolonkarzinompatienten zu beurteilen, 

andereseits auch den Maßstab, an dem sich alle potentiellen, zukünftigen Prognose-

parameter mit Hinblick auf einen möglichen zusätzlichen prognostischen Informations-

gewinn messen lassen müssen. 
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1.1.2  Differenzierungsgrad (Tumorgrading) 

 

Im Gegensatz zu den oben erwähnten Faktoren des TNM-Stadiums ist die Situation 

hinsichtlich der prognostischen Bedeutung des Differenzierungsgrades der Tumoren 

(Tumorgrading) uneinheitlich. So konnte zwar in mehreren Untersuchungen an jeweils 

größeren Fallzahlen in der multivariaten Analyse ein unabhängiger prognostischer 

Einfluß des Differenzierungsgrades nachgewiesen werden (Deans et al., 1994; Newland 

et al., 1994; Park et al., 1999; Parry et al., 1999). Allerdings liegen auch Unter-

suchungen vor, die keinen oder lediglich in der univariaten Analyse einen Einfluß auf 

die Prognose von Patienten mit kolorektalen Karzinomen zeigen konnten (Korenaga et 

al., 1991; Mulder et al., 1995; Ropponen et al., 1997; Tanigawa et al., 1997; Zarbo et 

al., 1997). 

Das Kolonkarzinom nimmt hier übrigens keine Ausnahmstellung ein, da auch bei an-

deren Adenokarzinomen des Gastrointestinaltraktes wie z.B. dem Magenkarzinom der 

prognostische Einfluss des Differenzierungsgrades keineswegs als gesichert gelten kann 

(Gabbert et al., 1991; Schmitz-Moormann et al., 1992; Böttcher et al., 1992; Roder et 

al., 1993; Victorzon et al., 1996). 

 

 

 

1.2  Potentielle neue histopathologische Parameter 

 

1.2.1  Blutgefäß- und Lymphgefäßinvasion 

 

Schon seit längerem ist bekannt, daß der Nachweis einer Gefäßinvasion mit einer er-

höhten Metastasierungsrate und einer insgesamt schlechteren Prognose assoziiert ist. So 

konnte für eine Vielzahl unterschiedlicher Karzinomtypen (Zervixkarzinom: Barber et 

al., 1978; Endometriumkarzinom: Hanson et al., 1985; Mammakarzinom: Lee et al., 

1990), insbesondere aber auch bei Tumoren des Gastrointestinaltraktes (Ösophagus-

karzinom: Sarbia et al., 1994; Magenkarzinom: Hamazaki et al., 1974; Nagao et al., 

1975; Korenaga et al., 1989; Noguchi 1990; Gabbert et al., 1991) multivariat gezeigt 
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werden, daß Blut- bzw. Lymphgefäßeinbrüche der Tumorzellen mit einer signifikant 

schlechteren Prognose der Patienten einhergehen. 

Auch beim kolorektalen Karzinom konnte ein solcher Zusammenhang zwischen Blut- 

und Lymphgefäßinvasion und reduzierter 5-Jahres-Überlebensrate gezeigt werden 

(Talbot et al, 1980; Chapuis et al., 1985; Minsky et al., 1988; Hemming et al., 1992; 

deans et al., 1994; Newland et al., 1994; Tanaka et al., 1994; Zarbo et al., 1997). Dieser 

prognostische Einfluß der Gefäßinvasion konnte darüber hinaus auch in multivariaten 

Analysen unter Einschluß der Prognoseparameter des pTNM-Systems als unabhängiger 

Prognoseparameter bestätigt werden. 

 

 

 

1.2.2  Tumorzellproliferation 

 

Auch der Proliferationsaktivität maligner Tumoren wird seit längerem eine mögliche 

prognostische Bedeutung beigemessen. So ließ sich bei einer Vielzahl unterschiedlicher 

maligner Tumoren, insbesondere dem Mammakarzinom, aber auch bei zahlreichen an-

deren Karzinomen, wie dem Bronchialkarzinom oder Tumoren des Gastrointestinal-

traktes und des inneren Genitales zeigen, daß eine hohe Proliferationsaktivität der 

Tumoren eng mit einer schlechteren Prognose und einem früheren Auftreten von 

Tumorrezidiven korreliert (Tab. 1). 

Allerdings stehen diesen Untersuchungen, die zum Teil in multivariaten Analysen auch 

einen unabhängigen prognostischen Einfluß der Tumorzellproliferation bestätigen konn-

ten, eine Reihe von Beobachtungen entgegen, die bei den gleichen Tumorentitäten 

keinen prognostischen Einfluß der Tumorzellproliferation verifizieren konnten (Tab. 1). 

Obwohl sich die Proliferationsaktivität mit einer Vielzahl verschiedener Methoden ana-

lysieren läßt, hat sich doch in den letzten Jahren die Immunhistochemie als Routine-

methode auch auf diesem Sektor durchgesetzt. Die meisten der Untersuchungen aus den 

letzten Jahren erfolgten über den immunhistochemischen Nachweis von PCNA 

(proliferative cell nuclear antigene) oder mit Antikörpern gegen das Ki-67-Antigen 

(Gerdes et al., 1984). 
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Das Ki-67-Antigen läßt sich immunhistochemisch in allen Zellzyklusphasen mit Aus-

nahme der G0-Phase nachweisen und stellt die Methode mit der höchsten Reliabilität 

zum Nachweis der Wachstumsfraktion dar (Brown und Gatter, 1990; Quinn und 

Wright, 1990). Der entscheidende Nachteil des Ki-67-Antikörpers liegt jedoch in seiner 

Beschränkung auf Gefrierschnitte, die eine Routineanwendung an paraffineingebettetem 

Archivmaterial nicht zuläßt. Während der PCNA-Antikörper hingegen diesen Be-

schränkungen nicht unterliegt und so auch an formalinfixiertem, paraffineingebetteten 

Gewebematerial eingesetzt werden kann. 

Allerdings ist die PCNA-Expression nicht nur mit der DNA-Synthese während des Zell-

zyklus korreliert, sondern wird auch von zahlreichen Zellzyklus-unabhängigen Faktoren 

beeinflußt. So kann die PCNA-Synthese beispielsweise durch verschiedene Wachstums-

faktoren induziert werden (Bravo 1986; Macdonald-Bravo und Bravo 1985), so daß von 

der Zahl der PCNA-positiven Tumorzellen nicht unbedingt auf die Zahl tatsächlich 

proliferierender Tumorzellen rückgeschlossen werden kann. 

Der in dieser Untersuchung verwendete Antikörper MIB-1 verknüpft die Vorteile der 

zuvor erwähnten Antikörper. So ist der MIB-1-Antikörper gegen ein Epitop des Ki-67-

Antigens gerichtet, und stellt daher einen ähnlich reliablen Marker für die Messung der 

Proliferationsaktivität dar wie Ki-67 (Key et al., 1992; Cattoretti et al., 1992). Darüber 

hinaus kann der MIB-1-Antikörper nach entsprechender Vorbehandlung der Schnitt-

präparate in der Mikrowelle auch an Paraffinmaterial eingesetzt weren und ermöglicht 

so einen einfachen Nachweis proliferierender Zellen im formalinfixiertem Routine- und 

Archivmaterial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Einleitung 

 

12 

Tabelle 1: Prognostische Bedeutung der Tumorzellproliferation bei malignen Tumoren 

          Prognostische Bedeutung  
Literatur      [n]   univariat  multivariat  
Mamma 
 Weikel et al., 1991 (Ki-67)  568    +   n.u. 
 Gasparini et al., 1992 (Ki-67)  164    +   + 
 Railo et al., 1993 (Ki-67)   327    +   + 
 Gasparini et al., 1992 (PCNA)  164    −   n.u. 
 Bianchi et al., 1993 (PCNA)  173    +   − 
 Schönborn et al., 1993 (PCNA) 471    +   − 
 Siitonen et al., 1993 (PCNA)  109    +   + 
 Aaltomaa et al., 1993 (PCNA)  175    +   + 
 Haerslev et al., 1994(PCNA)  509    +   n.u. 
 Kuhling et al., 2003 (Ki-67)  332    +   + 
Magen 
 Jain et al., 1991 (PCNA)   93    −   n.u. 
 Yonemura et al., 1993 (PCNA) 87    +   n.u. 
 Mori et al., 1993 (PCNA)   138    +   + 
 Maeda et al., 1995 (PCNA)  108    +   + 
 Yonemura et al., 1990 (Ki-67)  71    +   + 
 Victorzon et al., 1996 (Ki-67)  242    −   − 
 Müller et al., 1996 (MIB-1)  418    −   − 
Ösophagus 
 Youssef et al., 1995 (MIB-1)  72    +   n.u. 
 Sarbia et al., 1996 (MIB-1)  150    −   − 
Lunge 
 Fujii et al., 1993 (PCNA)   90    +   + 
Niere 
 Tannapfel et al., 1996 (MIB-1)  87    +   + 
 Jochum et al., 1996 (MIB-1)  58    +   n.u. 
 Tannapfel et al., 1996 (PCNA)  87    +   − 
Prostata 
 Harper et al., 1992 (Ki-67)  102    +   n.u. 
 Mulder et al., 1992 (Ki-67)  316    +   n.u. 
 Bubendorf et al., 1996 (MIB-1) 137    +   + 
 Harper et al., 1992 (PCNA)  102    +   n.u. 
Harnblase 
 Skopelitou et al., 1992 (PCNA) 50    +   n.u. 
 Lipponen et al., 1992 (PCNA)  178    +   + 
Ovar 
 Jordan et al., 1993 (Ki-67)  50    +   n.u. 
 Kerns et al., 1994 (MIB-1)  50    +   + 
 Thomas et al., 1995 (PCNA)  98    +   − 
n.u.: nicht untersucht 
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1.3  Potentielle neue molekulare Parameter 

 

1.3.1  Tumorsuppressorgen p53 

 

Das p53-Gen ist auf dem kurzen Arm vom Chromosom 17 (17p13.1) lokalisiert und 

umfaßt 16 bis 20 kb genomischer DNA. Es ist aufgebaut aus 11 Exonen und kodiert ein 

375 Aminosäuren großes, nukleäres Phosphoprotein mit einem Molekulargewicht von 

53 kD, was zur Namensgebung von p53 führte (vgl. Chang et al., 1993; Harris und 

Hollstein, 1993; Levine et al., 1991; 1994). Alterationen des p53-Gens stellen die 

häufigsten genetischen Veränderungen sowohl in sporadisch auftretenden als auch in 

familiär auftretenden malignen Tumoren (Harris und Hollstein 1993). Im Gegensatz zu 

anderen Tumorsuppressorgenen ist im Falle des p53 nicht selten bereits eine Mutation 

in einem Allel ausreichend, um eine neoplastische Entartung zu induzieren, da offenbar 

das mutierte p53-Protein die Funktion des Wildtyp-Proteins z.B. durch Komplexbildung 

inhibieren kann (Milner und Medcalf 1991). Während der Evolution sind 5 Regionen 

der Aminosäuresequenz von p53 konserviert geblieben, in denen als sog. „hot spots“ 

Punktmutationen bevorzugt auftreten (Hollstein et al., 1991). 

p53 spielt eine zentrale Rolle in der Kontrolle des Zellzyklus und bei der DNA-

Replikation. DNA-Schäden führen so über eine Stabilisierung des Wildtyp p53-Proteins 

zu einem Arrest der Zelle in der G1-Phase, in der nun die DNA-Schäden repariert 

werden können, oder, falls dies nicht möglich ist, der programmierte Zelltod, die 

Apoptose, eingeleitet werden kann (Lane 1993; Clarke et al., 1993; Lowe et al., 1993; 

Lee et al., 1993). Somit ergibt sich für Wildtyp p53 eine Funktion als sog. „cell-cycle 

checkpoint“ (Abb. 2). 

Das Wildtyp p53-Protein weist eine Halbwertzeit von nur wenigen Minuten auf, so daß 

es normalerweise immunhistochemisch im Zellkern nicht nachweisbar ist. Im Gegensatz 

dazu weist jedoch das mutierte p53-Protein eine verlängerte Halbwertzeit auf und läßt 

sich so immunhistochemisch im Zellkern darstellen. Bei der Mehrzahl dieser 

Mutationen handelt es sich um sog. Missense-Mutationen, und obwohl in einzelnen 

Tumoren mit mutiertem p53-Gen eine Immunoreaktivität für p53 nicht vorliegt und 

umgekehrt sich in einzelnen Tumoren ohne nachweisbare p53-Mutationen dennoch eine 
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p53-Immunoreaktivität im Tumorzellkern nachweisen läßt, ist der positive, immun-

histochemische Nachweis einer p53-Expression dennoch ein reliabler Indikator für eine 

auf DNA-Ebene gestörte p53-Funktion (Levine et al., 1991; Chang et al., 1993; Hall 

und Lane, 1994). Darüber hinaus kann die Inaktivierung von p53 auch durch unter-

schiedliche Mechanismen auf Proteinebene erfolgen. So kann z.B. auch das Genprodukt 

des Onkogens MDM-2 an das Wildtyp p53-Protein binden und über eine Komplex-

bildung p53 funktionell inaktivieren (Barak et al., 1993; Wu et al., 1993; Momand und 

Zambetti 1997). 

Aufgrund der zentralen Rolle, die p53 für die Überwachung des regelhaften Ablaufes 

des Zellzyklus einschließlich DNA-Reparatur und DNA-Synthese einnimmt, konnte 

man erwarten, daß eine gestörte p53-Funktion in einem Verlust der Zellzykluskontrolle 

resultiert und somit zu einer vermehrten Tumorprogession führt. Dies führte in den 

letzten Jahren zu einer nahezu unüberschaubaren Vielzahl von Publikationen, die sich 

mit der Expression von mutiertem p53-Protein in Korrelation zu klinischen und histo-

pathologischen Parametern sowie der Prognose der Patienten befaßte. Tatsächlich liegen 

zu verschiedenen malignen humanen Tumoren, und hier insbesondere dem Mamma-

karzinom, zahlreiche Untersuchungen auch an größeren Patientenzahlen vor, die einen 

prognostisch ungünstigen Effekt von mutiertem p53 nachweisen konnten (Tab. 2). 

Allerdings liegen zu den gleichen Tumorentitäten auch hier zahlreiche Untersuchungen 

vor, die einen solchen prognostischen Einfluß auf das Überleben nicht verifizieren 

konnten. 

Auch zur prognostischen Bedeutung der p53-Expression beim Kolonkarzinom ist in den 

letzten Jahren ebenfalls eine Reihe von Publikationen mit widersprüchlichen Ergeb-

nissen erschienen, auf die im Rahmen des Diskussionskapitels näher eingegangen wird. 

 

 

 

 

 

 

 



Einleitung 

 

15 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Abb. 2: Schematische Darstellung der Regulation des Zellzyklus. Die Progression 
durch den Zellzyklus wird von Komplexen aus unterschiedlichen Cyclinen und 
cyclinabhängigen Kinasen kontrolliert. Während Cyclin D/cdk4 die G1-Phase be-
schleunigt, reguliert der Cyclin E/cdk2-Komplex den Eintritt in die S-Phase. Den 
weiteren Verlauf der S-Phase und den Eintritt in die Mitose regulieren Cylin A bzw. 
Cyclin B. Eine negative Regulation kann unter anderem durch p21 und p27 oder durch 
p53 erfolgen. Ein zellulärer Anstieg von Wildtyp p53 als Folge eines DNA-Schadens 
kann zu einem Arrest der G1-Phase mit DNA-Reparatur oder bei irreparablen Schäden 
der DNA zur Induktion der Apoptose führen. Darge-stellt ist auch die Funktion von 
pRb, das Komplexe mit Transkriptionsfaktoren wie E2F bildet. Nach Phosphorylierung 
von pRb wird E2F frei und ermöglicht die Transkription von Genen, die an der 
Induktion der S-Phase beteiligt sind (nach Cordon-Cardo 1995). 
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Tabelle 2: Prognostische Bedeutung der p53-Expression bei malignen Tumoren 

          Prognostische Bedeutung 
Literatur      [n]   univariat  multivariat  
Mamma 
 Thor et al., 1992    295    +   + 
 Lipponen et al., 1993   193    +   − 
 Silvestrini et al., 1993   256    +   + 
 Allred et al., 1993    700    +   + 
 Caleffi et al., 1994    192    −   n.u. 
 Haerslev et al., 1995   490    −   − 
 Gretarsdottir et al., 1996   186    −   − 
 Michalides et al., 1996   248    −   n.u. 
Magen 
 Starzynska et al., 1992   47    +   n.u. 
 Martin et al., 1992    77    +   + 
 Kakeji et al., 1993    96    −   − 
 Joypaul et al., 1994    160    +   + 
 Schneider et al., 1994   131    −   − 
 Hurlimann et al., 1994   63    −   n.u. 
 Gabbert et al., 1995    418    −   − 
 Müller et al., 1996    120    +   − 
 Victorzon et al., 1996   237    +   − 
 Lim et al., 1996    116    +   − 
 Ichiyoshi et al., 1997   189    +   + 
Lunge 
 Quinlan et al., 1992    144    +   n.u. 
 Hosio et al., 1993    71    +   + 
 Morkve et al., 1993    112    +   n.u. 
 Ebina et al., 1994    123    +   + 
Ösophagus 
 Shimaya et al., 1993    105    +   n.u. 
 Sarbia et al., 1994    106    −   − 
 Wang et al., 1994    100    +   n.u. 
 Coggi et al., 1997    74    −   − 
Harnblase 
 Sarkis et al., 1993    43    +   n.u. 
 Lipponen et al., 1993   212    +   − 
Endometrium 
 Inoue et al., 1994    139    +   − 
 Lukes et al., 1994    100    +   − 
 Ito et al., 1994     221    +   + 
 Soong et al., 1996    122    +   + 
n.u.: nicht untersucht 
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1.3.2  Retinoblastom-Gen (pRb) 
 

Das Retinoblastom-Gen gilt als das erste, beim Menschen beschriebene Tumor-

suppressorgen. Es ist auf dem langen Arm von Chromosom 13 lokalisiert (13q14), 

kodiert ein 105 kD schweres Phosphoprotein, und Deletionen bzw. Keimbahn-

mutationen sind verantwortlich für die hereditäre und sporadische Form des Retino-

blastoms (Friend et al., 1987; Lee et al., 1987; Fung et al., 1987; Marshall 1991). Das 

Retinoblastom-Gen kann durch eine Vielzahl verschiedener genetischer Mechanismen 

wie größeren Deletionen, aber auch kleineren Verlusten nur einzelner Exone oder 

Promotor-Mutationen inaktiviert werden (Marshall 1991). Das kodierte Protein (pRb) 

gilt ebenso wie p53 als ein zentraler Regulator des Zellzyklus (Abb. 2). Dabei wirkt 

jedoch während der verschiedenen Zellzyklusphasen nicht die Konzentration des 

Proteins regulierend, sondern sein Grad der Phosphorylisierung, der durch Einwirkung 

verschiedener Cycline beeinflußt wird (DeCaprio et al., 1989; Buchkovich et al., 1989; 

Chen et al., 1989). Die Phosphorylisierung nimmt in der späten G1-Phase und in der 

frühen S-Phase zu, bleibt hoch während der G2-Phase, und hat eine Freisetzung des 

zuvor von pRb gebundenen Transkriptionsfaktors E2F zur Folge, der wiederum für die 

Aktivierung einer Vielzahl für die Zellproliferation wichtiger Gene verantwortlich ist 

(DeFeo-Jones at al., 1991; Chellapan et al., 1991; Weintraub et al., 1992; Johnson et al., 

1993). Mutationen oder eine gestörte Proteinexpression des Retinoblastom-Gens konn-

ten bei einer Reihe unterschiedlicher maligner Tumoren nachgewiesen werden (Cance 

et al., 1990; Wunder et al., 1991; Cordon-Cardo et al., 1992; Logothetis et al., 1992; 

Kornblau et al., 1992; Xu et al., 1994; Phillips et al., 1994). 

In einzelnen Untersuchungen fand sich univariat auch eine Assoziation zwischen einer 

gestörten pRb-Expression und einer schlechteren Prognose der Patienten. Allerdings 

wurden in diesen Untersuchungen multivariate Analysen nicht durchgeführt und bei der 

Mehrheit dieser Arbeiten, die zumeist auch nur an relativ kleinen Fallzahlen durchge-

führt wurden, konnte ein prognostischer Einfluß nicht nachgewiesen werden (Tab. 3). 

Zur prognostischen Bedeutung der pRb-Expression beim Kolonkarzinom liegen hierzu 

bislang nur einzelne Arbeiten vor, auf die im Rahmen der Diskussion näher einge-

gangen werden soll. 
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Tabelle 3: Prognostische Bedeutung der pRb-Expression bei malignen Tumoren 

          Prognostische Bedeutung 
Literatur      [n]   univariat  multivariat  
Mamma 
 Sawan et al., 1992    197    −   n.u. 
 Pietilainen et al., 1995   205    −   − 
 Berns et al., 1996    87    −   n.u. 
Lunge 
 Volm et al., 1998    104    −   n.u. 
 Brambilla et al., 1999   168    +   − 
 Chen et al., 2001    107    −   n.u. 
 Sugio et al., 1994    90    −   n.u. 
 Hirabayashi et al., 2002   108    −   n.u. 
Ösophagus 
 Nita et al., 1999    62    −   n.u. 
 zur Hausen et al., 1999   172    −   n.u. 
 Ikeguchi et al., 2000    191    +   − 
 Guner et al., 2003    53    +   n.u. 
Gallenblase 
 Ya-Zhou et al., 2000   36    +   n.u. 
n.u.: nicht untersucht 
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1.3.3  Zellzyklusantigene Cyclin A und Cyclin B1 

 

Die normale Zellproliferation folgt üblicherweise einem regelhaften Durchgang durch 

den Zellzyklus, der durch eine Vielzahl verschiedener Proteinkomplexe aus Cyclinen 

und cyclinabhängigen Kinasen reguliert wird (Abb. 2). Während des Zellzyklus bilden 

sich aus Cyclinen und cyclinabhängigen Kinasen Proteinkomplexe, die, wie bereits 

oben beschrieben, letztendlich über eine Phosphorylierung des Retinoblastom-Proteins 

und anschließender Freisetzung verschiedener Transkriptionsproteine einen Eintritt der 

Zelle in die S-Phase gestatten, in der die DNA synthetisiert wird (Cordon-Cardo 1995). 

Die Cycline lassen sich funktionell in sog. G1-Cycline (wie beispielsweise Cyclin C, 

D1-D3 und Cyclin E) und sog. „mitotische“ Cycline trennen, zu letzteren werden Cyclin 

A und Cyclin B gerechnet (Parwaresch und Rudolph 1996). Während Cyclin D1 den 

Übertritt in die G1-Phase beschleunigt, kontrolliert Cyclin E den Eintritt in die S-Phase 

(Bates 1995; Lukas et al., 1995; Lewin 1990; Strauss et al., 1995; Dou et al., 1996). Im 

Gegensatz dazu konnte für Cyclin A eine aktive Rolle sowohl während der S-Phase als 

auch für die Initiierung der Mitose nachgewiesen werden (Walker et al., 1991; Xiong et 

al., 1991; Girard et al., 1991; Pagano et al., 1992; Rosenblatt et al., 1992). Sowohl 

Cyclin D und Cyclin E als auch Cyclin A können durch zwei Familien von cyclin-

abhängigen Kinase-Inhibitoren gehemmt werden, nämlich p15 und p16 (auch bekannt 

als CDKN2b und CDKN2a) sowie p21 (WAF 1/CIP1) und p27, auch bekannt als KIP1 

(Sherr 1996; Morgan 1995). 

Eine Überexpression von Cyclin A konnte bei Mamma- und Lungenkarzinomen sowie 

beim Ösophaguskarzinom mit einer schlechteren Prognose korreliert werden, in einzel-

nen Untersuchungen sogar als unabhängiger Prognosefaktor (Tab. 4). Allerdings liegen 

zu den gleichen Tumoren auch Arbeiten vor, die dies nicht bestätigen konnten. Die ein-

zige bislang zum Kolonkarzinom vorliegende Untersuchung konnte zwar ebenfalls 

einen unabhängigen ungünstigen Einfluß einer Cyclin A-Überexpression auf die Prog-

nose nachweisen, allerdings schloss diese Arbeit nur 73 Tumoren ein (Handa et al., 

1999). Untersuchungen an größeren Tumorserien liegen mit Ausnahme der vorliegen-

den Arbeit bislang nicht vor. 
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Der Beginn der Mitose wird insbesondere durch Aktivierung eines Proteinkomplexes 

aus Cyclin B1 und cdc2 (auch cdk-1 genannt) reguliert, der ursprünglich als sog. „m-

phase-promoting-factor“ bezeichnet wurde (Nurse 1990; Hunt 1991). Da cdc2 während 

der einzelnen Zellphasen relativ konstant vorliegt, scheint die Synthese und Inakti-

vierung von Cyclin B1 der Hauptmechanismus für die Kontrolle dieses Proteinkom-

plexes zu sein. Der Anstieg der Cyclin B1-Expression beginnt am Ende der S-Phase und 

erreicht den Gipfel zum G2-M-Übergang (Pines und Hunter 1989). Die Aktivierung des 

Cyclin B1-cdc2-Komplexes führt zur Kondensation der Chromosomen, Auflösung der 

Kernmembran und zum Aufbau der Mitosespindel (Peter et al., 1990; De Souza et al., 

2000). Inhibiert wird dieser Komplex durch Phosphorylisierung durch Mitglieder der 

Familie der Wee1/Mik1-Proteinkinasen, die zu einer Hemmung der Kinaseaktivität von 

Cyclin B1 führt (Lundgren et al., 1991; Parker und Piwnica-Worms 1992). Eine Akti-

vierung kann durch CDC25B und CDC25C erfolgen, die wiederum den Einfluß von 

Wee1 hemmen (Dunphy und Kumagai 1991; Gautier et al., 1991). Ein weiterer 

Mechanismus der Cyclin B1-Kontrolle scheint auch die Lokalisation in unterschied-

lichen subzellulären Kompartimenten darzustellen. So ist Cyclin B1 während der S- und 

G2-Phase zunächst im Zytoplasma lokalisiert und wird erst zu Beginn der Mitose in den 

Zellkern transportiert, um dort seine biologische Aktivität zu entfalten (Pines und 

Hunter 1991; Li et al., 1997). Die Kontrolle des G2-M-Phase-Checkpoints durch den 

Cyclin B1-cdc2-Komplex scheint von zentraler Bedeutung für das korrekte „Timing“ 

des Eintritts der Zelle in die Mitose zu sein, um so das essentielle Aufrechterhalten der 

genomischen Integrität der Zelle zu gewährleisten. 

Eine Überexpression von Cyclin B1 konnte bei Mamma- und Prostatakarzinomen sowie 

bei malignen Tumoren der Mundhöhle nachgewiesen werden (Kawamoto et al., 1997; 

Mashal et al., 1996; Kushner et al., 1999). Darüber hinaus konnte bei Plattenepithel-

karzinomen des Ösophagus und bei Lungenkarzinomen ein ungünstiger prognostischer 

Einfluß der Überexpression nachgewiesen werden (Tab. 5). Für das kolorektale Karzi-

nom liegen Untersuchungen zum prognostischen Einfluß der Cyclin B1-Expression bis-

lang allerdings nicht vor. 
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Tabelle 4: Prognostische Bedeutung der Cyclin A-Expression bei malignen Tumoren 

          Prognostische Bedeutung 
Literatur      [n]   univariat  multivariat  
Mamma 
 Bukholm et al., 2001   170    +   + 
 Michalides et al., 2002   394    +   + 
 Michels et al., 2003    104    −   − 
 Kuhling et al., 1996    332    −   n.u. 
Magen 
 Brien et al., 1998    61    −   n.u. 
Lunge 
 Müller-Tidow et al., 2001   70    −   n.u. 
 Volm et al., 1993    216    +   n.u. 
 Dobashi et al., 1993    144    +   n.u. 
Ösophagus 
 Furihata et al., 1996    124    +   n.u. 
 Nozoe et al., 2002    45    −   n.u. 
n.u.: nicht untersucht 
 

 

 

 

 

Tabelle 5: Prognostische Bedeutung der Cyclin B1-Expression bei malignen Tumoren 

          Prognostische Bedeutung 
Literatur      [n]   univariat  multivariat  
Mamma 
 Kuhling et al., 2003    332    +   +1 
Magen 
 Brien et al., 1998    61    −   n.u. 
 Yasuda et al., 2002    59    −   n.u. 
Lunge 
 Soria et al., 2000    77    −   n.u. 
Ösophagus 
 Murakami et al., 1999   87    +   + 
 Nozoe et al., 2002    120    +   + 
 Takeno et al., 2002    71    +   + 
1nur rezidivfreies Überleben; n.u.: nicht untersucht 
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1.4  Zielsetzung der vorliegenden Arbeiten 

 

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Expression Zellzyklus-

regulierender Faktoren und ihrer Assoziation mit der Tumorzellproliferation beim kolo-

rektalen Karzinom. 

Darüber hinaus war es ein weiteres zentrales Ziel, den Einfluß dieser Faktoren auf die 

Prognose und die Rezidivhäufigkeit der Tumoren zu untersuchen, um so mögliche neue 

unabhängige molekulare Prognosefaktoren zu erfassen, die über das pTNM-System 

hinaus eine zunehmend präzisere und individuellere Prognosevorhersage beim kolo-

rektalen Karzinom ermöglichen. 
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2  Material und Methoden 

 

2.1  Material 

 

2.1.1  Untersuchtes Patientenkollektiv 

 

Retrospektiv untersucht wurde eine Serie von 342 kolorektalen Karzinomen von 330 

Patienten, die im Zeitraum vom 01.01.1990 bis zum 31.12.1995 wegen eines erstmals 

diagnostizierten Kolon- oder Rektumkarzinoms in der Abteilung für Chirurgie des 

Marien-Hospitals, Düsseldorf (Leiter: Prof. Dr. med. W. Stock) operiert wurden. Bei 

allen Patienten wurde eine kurative Resektion, d.h. eine Entfernung des Tumors mit 

mikroskopisch tumorfreien Absetzungsrändern durchgeführt (R0-Resektion der TNM-

Klassifikation, 1997). Postoperativ erhielten 14 Patienten eine adjuvante Chemo-

therapie, 12 Patienten erhielten eine Bestrahlung sowie 7 Patienten eine Chemo- und 

Radiotherapie. Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 68,8 Jahre (28-88 Jahre), 

149 Patienten (45,2%) waren männlichen und 181 (54,8%) Patienten waren weiblichen 

Geschlechts. Bei allen 330 Patienten lagen Daten hinsichtlich der Überlebenszeiten 

sowie des rezidivfreien postoperativen Überlebens vor. Der mediane follow-up betrug 

4,2 Jahre (5 Monate bis 11,4 Jahre). Am Ende der Nachbeobachtung lag bei 25 

Patienten ein Lokalrezidiv vor, 49 Patienten zeigten eine Fernmetastasierung und 8 

Patienten beides. 

Von den 342 Tumoren waren 75 (21,9%) im Zökum oder Colon ascendens lokalisiert, 

35 (10,2%) im Bereich der rechten Flexur, des Colon transversums oder linken Flexur, 

109 (31,9%) im Colon descendens oder sigmoideum und 123 (36,0%) Tumoren waren 

im Rektosigmoid oder Rektum lokalisiert. 
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2.2  Methoden 

 

2.2.1  Histopathologische Untersuchung 

 

Die histologischen Präparate der Dickdarmkarzinome wurden jeweils ohne Kenntnis 

des weiteren Krankheitsverlaufes untersucht. Durchschnittlich lagen 3 (2-6) Paraffin-

blöcke pro Tumor vor, von denen Paraffinschnitte angefertigt wurden, die routinemäßig 

mit Hämatoxylin-Eosin (HE) gefärbt wurden. 

Histologisch wurden die Tumoren gemäß der WHO-Einteilung klassifiziert (Hamilton 

und Aaltonen 2000) und und bezüglich der Tumorstadien nach der TNM-Klassifikation 

der UICC (1997) unterteilt. 

Um den Einfluß der potentiell neuen Prognosefaktoren mit den bekannten Prognosepa-

rametern zu vergleichen, wurden folgende histopathologische Basisparameter erhoben: 

 

-Infiltrationstiefe des Tumors (pT-Kategorie) 

-Lymphknotenbefall (pN-Kategorie) 

-Differenzierungsgrad der Tumoren (Grading) 

-Blutgefäßinvasion (BVI) und Lymphgefäßinvasion (LVI) 

 

Da lediglich bei 6 Patienten das Vorliegen von Fernmetastasen histologisch verifiziert 

werden, wurde dieser Parameter (pM-Kategorie) wegen der geringen Fallzahl von der 

weiteren statistischen Analyse ausgeschlossen. 
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2.2.2  Immunhistochemische Methoden 

 

In allen Fällen erfolgte der immunhistochemische Nachweis an Paraffinschnitten. Die 

Schnitte wurden bei 60° C über Nacht inkubiert, entparaffiniert und in der absteigenden 

Alkoholreihe rehydriert. Die endogene Peroxidaseaktivität durch 10 minütige Inku-

bation in 3%-igem H2O2 blockiert. Die Vorbehandlung der Schnitte in der Mikrowelle 

erfolgte jeweils in 10 mM Zitratpuffer (pH 6,0). Nach Blockierung unspezifischer 

Bindungen mit 5%igem Normalserum wurde der Primärantikörper in jeweils spezifisch 

ausgetesteter Verdünnung bei 4° C über Nacht inkubiert. Nach 30 minütiger Inkubation 

mit einem Sekundärantikörper wurde für 1 Stunde eine Avidin-Biotin-Komplex-

Reaktion (vergleiche Hsu et al., 1981) mit dem ABC-Elite-Kit (Fa. Vector) durchge-

führt. Anschließend wurde das Reaktionsprodukt durch Immersion mit Diamino-

benzidintetrachlorid (Fa. Sigma) und Gegenfärbung mit Hämatoxylin sichtbar gemacht. 

Als Positivkontrolle wurde bei allen immunhistochemischen Untersuchungen ein 

Präparat mit bereits nachgewiesener Expression für das jeweilige zu untersuchende 

Antigen mitgefärbt. Als Negativkontrolle wurde der Primärantikörper durch 5%-iges 

Serumalbumin ersetzt. 

Die Auswertung der immunhistochemischen Färbungen erfolgte jeweils ohne Kenntnis 

des klinischen Verlaufs der Patienten und der histopathologischen Daten der Tumoren. 

 

 

Tabelle 6: Verwendete Antikörper 

Antikörper Isotyp Verdünnung Vorbehandlung Hersteller 

MIB-1 monoklonal 1:100 Mikrowelle Fa. Dianova 

p53 (DO-1) monoklonal 1:100 Mikrowelle Fa. Dianova 

pRb (G3-245) monoklonal 1:300 Mikrowelle Fa. Phar-Mingen 

Cyclin A monoklonal 1:200 Mikrowelle Fa. Calbiochem 

Cyclin B (7A9) monoklonal 1:100 Mikrowelle Fa. Novocastra 
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2.2.2.1 Auswertung der Proliferationsaktivität 

 

Zur Bestimmung des MIB-1-Proliferationsindex (PI) wurden, wie bereits beschrieben 

(Müller et al., 1996), mindestens 1000 Tumorzellen in 10 Gesichtsfeldern ausgezählt, 

und zwar in Tumorabschnitten, die in der Übersichtsvergrößerung die augenscheinlich 

höchste Proliferationsaktivität aufwiesen. Dies erfolgte jeweils bei 400-facher Ver-

größerung (sog. high-power-fields/ HPF) in einem 10 x 10 mm großen Gitternetz, das 

im Okular des Mikroskops in den Strahlengang eingefügt wurde. Der Proliferations-

index wurde als Prozentsatz MIB-1-positiver Tumorzellen bestimmt. 

Zur Unterscheidung zwischen Tumoren mit hoher Proliferationsrate und solchen mit 

geringer Proliferationsaktivität wurde der Median der Proliferationswerte als Grenzwert 

herangezogen. 

 

 

2.2.2.2  Auswertung der Expression von p53 und pRb 

 

Der Anteil immunreaktiver Tumorzellen am Gesamttumorgewebe wurde durch mikro-

skopische Beurteilung des gesamten histologischen Präparates semiquantitativ evaluiert. 

Dabei wurden Tumoren mit 5% oder mehr positiven Tumorzellen als positiv bewertet. 

Es wurde jweils nur die nukleäre Expression der Tumorzellen gewertet, die Färbe-

intenstität spielte für die Evaluation keine Rolle. 

 

 

2.2.2.3  Auswertung der Expression von Cyclin A und Cyclin B1 

 

Der Anteil immunreaktiver Tumorzellen am Gesamttumorgewebe wurde durch mikro-

skopische Beurteilung des gesamten histologischen Präparates semiquantitativ evaluiert. 

Dabei wurden die Tumoren für Cyclin A gemäß der nukleären Expression und für 

Cyclin B1 nach der zytoplasmatischen Expression in folgende Gruppen eingeteilt: 

1 (<10% positive Tumorzellen), 2 (10-25% positive Tumorzellen), 3 (26-50% positive 

Tumorzellen), 4 (>50% positive Tumorzellen). Zusätzlich wurde für Cyclin B1 auch die 

nukleäre Expression ausgewertet. 
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2.2.3  Statistische Auswertung 

 

Die Analyse der erhobenen Daten erfolgte durch Dr. R. Willers im Rechenzentrum der 

Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf. 

Die Testung der Unterschiede zwischen den einzelnen Ausprägungsgraden der unter-

suchten Parameter erfolgte für dichotome Variablen mit dem Fisher-Exakt-Test, für 

kategorische Variablen mit dem Chi-Quadrat-Test sowie für ordinale Variablen mit dem 

Wilcoxon-Mann-Whitney-Test für 2 Gruppen und dem Kruskal-Wallis-Test für mehr 

als 2 Gruppen. 

Die Analyse der Überlebenszeiten wurde nach der Kaplan-Meyer-Methode (Kaplan und 

Meyer 1958) vorgenommen. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden 

mit dem log-rank-Test (Kalbfleisch und Prentice, 1980) geprüft. 

Mit Hilfe des Cox’schen Regressionsmodells (Kalbfleisch und Prentice, 1980) wurde in 

der univariaten Analyse der prognostische Wert jedes einzelnen Parameters und in der 

multivariaten Analyse der prognostische Wert in Kombination mit anderen bekannten 

Prognoseparametern bestimmt. 

Als statistisch signifikant galt jeweils eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05. 
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3  Ergebnisse 
 

3.1  Proliferationsaktivität 

 

3.1.1  Normale Kolonschleimhaut 

 

Im Bereich der nicht-neoplastischen Kolonschleimhaut ließ sich bei allen untersuchten 

Tumoren eine distinkte, nukleäre MIB-1-Expression stets nur im Bereich der Krypten-

basis sowie des unteren Drittels der Kryptenpithelien nachweisen (Abb. 3), deren 

Häufigkeit sich nicht unterschied von der Proliferationsaktivität zusätzlich untersuchter 

Proben der Dickdarmschleimhaut aus Biopsien und Kolektomiepräparaten von Nicht-

Tumorpatienten aus dem Untersuchungsgut des Instituts für Pathologie der Heinrich-

Heine-Universität Düsseldorf (Daten nicht gezeigt). 

 

 
Abb. 3: Immunhistochemischer Nachweis proliferierender Zellen an der Kryptenbasis 
im Bereich der normalen tumorbenachbarten Dickdarmschleimhaut mittels nukleärer 
Expression des Antikörpers MIB-1 (Ki-67). 
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Abb. 4: Nachweis proliferierender Zellen in einem kolorektalen Adenokarzinom mittels 
nukleärer Expression des Antikörpers MIB-1 (Ki-67). 
 

 

 

 

 

3.1.2  Kolorektale Karzinome 

 

Im Gegensatz zur normalen Kolonschleimhaut zeigten die untersuchten Dickdarmkarzinome 

hinsichtlich ihrer Tumorzellproliferation eine deutliche intertumorale Heterogenität (Abb. 4) 

mit einer Spannweite der Proliferationsindizes von 7,1% bis maximal 96,2% bei einem 

Mittelwert von 48,7% (Standardabweichung: 24,0) und einem Median von 48,2%. 
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3.1.3  Korrelation mit histopathologischen Parametern 

 

Hinsichtlich der untersuchten histopatologischen Parameter fand sich für den 

Differenzierungsgrad (Grading) der Tumoren eine statistisch hochsignifikante 

Korrelation zur Proliferationsaktivität (Tab. 7). Danach zeigten die Tumoren mit zu-

nehmend schlechterem Differenzierungsgrad eine eine signifikant höhere Proliferations-

aktivität (p=0,007). Dies galt auch dann, wenn die Karzinome in 2 Gruppen mit guter 

(G1/G2) und schlechter (G3/G4) Differenzierung zusammengefaßt wurden und wenn 

die Tumoren gemäß des Medianwertes der Proliferationsrate in Tumoren mit hoher und 

mit niedriger Proliferationsrate unterteilt wurden. 

Auch hinsichtlich des Lymphknotenbefalls (pN-Kategorie) fand sich eine Korrelation 

mit der Proliferationsrate, indem Tumoren mit mehr als 3 Lymphknotenmetastasen eine 

höhere Proliferationsrate aufwiesen als Tumoren ohne Lymphknotenmetastasen. Aller-

dings zeigten Tumoren der Gruppen pN0 und pN1 keine signifikanten Unterschiede. 

Darüber hinaus fand sich bei Dichotomisierung der Proliferationsrate mittels des 

Medianwertes ebenfalls keine statistische Signifikanz. 

Hinsichtlich der Invasionstiefe (pT-Kategorie) der Tumoren zeigte sich ein Trend, daß 

Tumoren mit zunehmender Infiltrationstiefe auch eine höhere Proliferationsaktivität 

aufwiesen. Diese Unterschiede erreichten jedoch keine statistische Signifikanz 

(p=0,067). Auch mit dem UICC-Stadium sowie mit der Blutgefäßinvasion (BVI) und 

der Lymphgefäßinvasion (LVI) ließ sich ebenfalls keine Korrelation mit der 

Proliferationsaktivität nachweisen. 

Drüber hinaus fand sich ebenfalls keine Assoziation mit verschiedenen Altersgruppen 

der Patienten, dem Geschlecht sowie der Tumorlokalisation. 

Hinsichtlich der untersuchten Zellzyklusproteine fand sich eine statistisch hochsignifi-

kante Korrelation mit der Cyclin B1- und der pRb-Expression der Tumorzellen (Tab. 8), 

indem Tumoren mit hoher Proliferationsaktivität auch häufiger eine starke Cyclin B1- 

bzw. pRb-Expression aufwiesen (p<0,0056). Im Gegensatz konnte weder für die Cyclin 

A-Expression noch für die p53-Expression eine Korrelation mit der Proliferations-

aktivität der Tumoren nachgewiesen werden. 
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Tabelle 7: Korrelation der Proliferationsrate mit histopathologischen Parametern 
                  
      Proliferationsrate (Mittelwert ± Standardabweichung) 
    (n)      (%)     p-Wert 
                  
 
pT-Kategorie 
 pT1    25     39,6 ± 22,6a    0,067 
 pT2    67     44,9 ± 24,4 
 pT3    223     50,4 ± 23,7 
 pT4    27     52,8 ± 24,3 
 
pN-Kategorie 
 pN0    224     47,4 ± 24,4    0,0425 
 pN1    75     47,6 ± 24,0 
 pN2    43     57,4 ± 20,0 
 
 
UICC-Stadium 
 Stadium I   77     44,8 ± 24,4    0,2023 
 Stadium II  145     48,8 ± 24,5 
 Stadium III/IVb 120     51,1 ± 22,9 
 
Differenzierungsgrad 
 G1c/G2   262     46,8 ± 23,9    0,0109 
 G3/G4d   80     54,8 ± 23,4 
 
Blutgefäßinvasion 
 negativ   314     48,8 ± 24,0    0,9209 
 intramurale  13     46,1 ± 26,4 
 extramuralf  15     48,4 ± 24,1 
 
Lymphgefäßinvasion 
 negativ   249     48,1 ± 24,3    0,4186 
 positiv   93     50,4 ± 23,3 
                  
aStandardabweichung; bStadium IV sechs Tumoren; cG1 vier Tumoren; dG4 zwei Tu-
moren; eintramural: Submukosa oder M. propria; fextramural: Subserosa; 
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Tabelle 8: Korrelation der Proliferationsrate mit den untersuchten Zellzyklusproteinen 

                 
        Proliferationsrate 
      niedrig (< 48,2%) hoch (> 48,2%)  
  (n)     n (%)   (n) (%)  p-Wert  
 
p53 
 positiv 213     100 (47,0)  113 (53,0) 
 negativ 129     71 (55,0)  58 (45,0) 0,1469 
 
pRb 
 > 50% 302     142 (47,0)  160 (53,0) 
 < 50% 40     29 (72,5)  11 (27,5) 0,0025 
 
Cyclin A 
 > 10% 232     111 (47,8)  121 (52,2) 
 < 10% 110     60 (54,6)  50 (45,4) 0,247 
 
Cyclin B1 
 > 10% 269     124 (46,1)  145 (53,9) 
 < 10% 73     47 (64,4)  26 (35,6) 0,0056 
                 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 

33 

3.1.4  Prognostischer Einfluß der Tumorzellproliferation 

 

Die univariate Analyse (Abb. 5 und 6) ergab sowohl hinsichtlich des postoperativen 

Gesamtüberlebens als auch bezüglich des rezidivfreien Überlebens keine signifikanten 

Unterschiede zwischen Tumoren mit einer hohen Proliferationsaktivität (> Median) und 

Tumoren mit einer niedrigen Proliferationsaktivität (< Median). Darüber hinaus ließen 

sich auch dann keine prognostischen Unterschiede nachweisen, wenn an Stelle des 

Medianwertes verschiedene Proliferationsindizes als sog. cut-off levels (10%, 20% usw. 

bis 80%) untersucht wurden (Daten nicht gezeigt). 

Um einen möglichen prognostischen Einfluß der Tumorzellproliferation in ver-

schiedenen Patientensubgruppen zu untersuchen, wurden die Überlebenszeiten und das 

rezidivfreie Überleben der Patienten mit Tumoren der Stadien pT1 und pT2 mit weiter 

fortgeschrittenen Karzinomen der Stadien pT3 und pT4 verglichen. Patienten der relativ 

frühen Stadien pT1 und pT2 zeigten erwartungsgemäß eine signifikant bessere Prognose 

als Patienten mit Tumoren der Stadien pT3 oder pT4 (p<0,0001). Die Proli-

ferationsaktivität hatte jedoch auch innerhalb dieser Subgruppen keinen Einfluß auf die 

Prognose der Patienten. Ähnliches galt auch für die pN- Kategorie, auch hier zeigte die 

Tumorzellproliferation weder in der Subgruppe der nodal-negativen noch in der Sub-

gruppe der nodal-positiven Patienten einen Einfluß auf die Prognose. 

Auch in der abschließenden multivariaten Analyse unter Einschluß der etablierten Prog-

nosefaktoren des pTNM-Systems konnte ein prognostischer Einfluß der Proliferations-

aktivität der Tumorzellen weder auf das gesamte postoperative Überleben noch auf das 

rezidivfreie Überleben nachgewiesen werden. 
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Abb. 5: Postoperatives Gesamtüberleben von Patienten mit kolorektalen Karzinomen 
mit hoher (≥ Medianwert des PI) und niedriger (< Medianwert des PI) Proliferations-
aktivität (log-rank-Test: p<0,56). 
 

 
Abb. 6: Rezidivfreies Überleben von Patienten mit hoher (≥ Medianwert des PI) und 
niedriger (< Medianwert des PI) Proliferationsaktivität der Tumoren (log-rank-Test: 
p<0,5504). 
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3.2  Expression von p53 und pRb 

 

3.2.1  Expression in normaler Kolonschleimhaut 

 

3.2.1.1 Expression von p53 in normaler Kolonschleimhaut 

 

Bei keinem der 342 untersuchten Tumoren ließ sich im Bereich der tumorbenachbarten, 

nicht-neoplastischen Kolonschleimhaut eine p53-Expression nachweisen. 

 

 

3.2.1.2 Expression von pRb in normaler Kolonschleimhaut 

 

Bei sämtlichen 342 untersuchten Tumoren konnte im Bereich der tumorbenachbarten, 

nicht-neoplastischen Magenschleimhaut eine deutliche pRb-Expression nachgewiesen 

werden (Abb. 7). 

 

 
Abb. 7: Nukleäre pRb-Expression im Keimzentrum eines Lymphfollikels sowie in 
basalen Kryptenepithelien der tumorbenachbarten normalen Dickdarmschleimhaut. 
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3.2.2  Expression in kolorektalen Karzinomen 

 

3.2.2.1 Expression von p53 in kolorektalen Karzinomen 

 

Eine nukleäre p53-Expression (Abb. 8) der Tumorzellen konnte bei 229 der 342 

untersuchten Tumoren (67,0%) mit deutlicher intra- und intertumoraler Heterogenität 

zwischen 1% und maximal 99% p53-positiver Tumorzellen nachgewiesen werden. 

Dabei zeigten 16 Tumoren (4,7%) zwischen 1% und 5% positive Tumorzellen; 39 

Tumoren (11,4%) 5-25% positive Tumorzellen; 26 Tumoren (7,6%) 26-50% positive 

Tumorzellen; 29 Tumoren (8,5%) 51-75% positive Tumorzellen und bei 119 Tumoren 

(34,8%) konnte ein Expression von p53 in mehr als 75% der Tumorzellen nachgewiesen 

werden. Insgesamt zeigten 213 Tumoren (62,3%) ein p53-Expression in mehr als 5% 

der Tumorzellen. Hinsichtlich verschiedener Tumorabschnitte im Bereich der In-

vasionsfront oder des Tumorzentrums fanden sich keine Unterschiede in der p53-

Immunoreaktivität der Tumorzellen. 

 

 

 

 
Abb. 8: Starke nukleäre p53-Expression in einem fortgeschrittenen Kolonkarzinom. 
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3.2.2.2 Expression von pRb in kolorektalen Karzinomen 

 

Eine nukleäre pRb-Expression war bei sämtlichen 342 untersuchten Kolonkarzinomen 

nachweisbar (Abb. 9). Bei deutlicher intra- und intertumoraler Heterogenität lag der 

Prozentsatz pRb-positiver Tumorzellen zwischen 1% und max. 95%. 

Dabei fand sich nur ein Tumor, der lediglich in 1% der Tumorzellen eine pRb-

Expression aufwies. Insgesamt zeigten 14 Tumoren (4,1%) 5-25% pRb-positive Tumor-

zellen; 25 Tumoren (7,3%) 26-50% pRb-positive Tumorzellen; 60 Tumoren (17,5%) 

51-75% pRb-positive Tumorzellen, während die weit überwiegende Mehrheit von 242 

Tumoren (70,8%) eine deutliche pRb-Expression in mehr als 75% der Tumorzellen 

aufwies. Insgesamt zeigten 302 Tumoren (88,3%) ein pRb-Expression in mehr als 50% 

der Tumorzellen. 

Hinsichtlich Tumorabschnitte im Bereich der Invasionsfront und des Tumorzentrums 

fanden sich keine Unterschiede in der Häufigkeit oder der Verteilung der pRb-positiven 

Tumorzellen. 

 

 
Abb. 9: Starke nukleäre pRb-Expression in einem kolorektalen Adenokarzinom. 
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3.2.3  Korrelation mit histopathologischen Parametern 

 

3.2.3.1 p53-Expression und histopathologische Parameter 

 

Für keinen der untersuchten histopathologischen Parameter ließ sich eine statistisch 

signifikante Korrelation mit der p53-Expression nachweisen (Tab. 9). 

Drüber hinaus fand sich ebenfalls keine Assoziation mit verschiedenen Altersgruppen 

der Patienten, dem Geschlecht sowie der Tumorlokalisation. 

 

 

 

3.2.3.2 pRb-Expression und histopathologische Parameter 

 

Die statistische Auswertung ergab für pRb, daß hinsichtlich der Korrelation mit histo-

pathologischen Parametern sowie auch der Überlebenszeiten keine Unterschiede bestan-

den zwischen den einzelnen Gruppen der Tumoren mit einer pRb-Expression von 

weniger als 50% der Tumorzellen ebenso wie zwischen den Gruppen mit mehr als 50% 

pRb-positiver Tumorzellen. Daher wurden die Tumoren für die weitere statistische Aus-

wertung in zwei Gruppen unterteilt mit starker pRb-Expression in mehr als 50% der 

Tumorzellen und mit reduzierter pRb-Expression (weniger als 50% pRb-positive 

Tumorzellen). 

Für keinen der untersuchten histopathologischen Parameter ließ sich eine statistisch 

signifikante Korrelation mit der pRb-Expression nachweisen (Tab. 10). 

Drüber hinaus fand sich ebenfalls keine Assoziation mit verschiedenen Altersgruppen 

der Patienten, dem Geschlecht sowie der Tumorlokalisation. 
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Tabelle 9: Korrelation der p53-Expression mit histopathologischen Parametern 
                 
    (n)    p53-positiv (%)   p-Wert  
                 
 
pT-Kategorie 
 pT1    25    15 (60,0) 
 pT2    67    42 (62,7)    0,9794 
 pT3    223    140 (62,8) 
 pT4    27    16 (59,3) 
 
pN-Kategorie 
 pN0    224    141 (62,6)    0,8989 
 pN1    75    45 (60,0) 
 pN2    43    27 (62,8) 
 
UICC-Stadium 
 Stadium I   77    49 (63,6)    0,8146 
 Stadium II  145    92 (63,5) 
 Stadium III/IVa 120    72 (60,0) 
 
Differenzierungsgrad 
 G1b/G2   262    166 (63,4)    0,4566 
 G3/G4c   80    47 (58,8) 
 
Blutgefäßinvasion 
 negativ   314    198 (63,1)    0,4404 
 intramurald  13    8 (61,5) 
 extramurale  15    7 (46,7) 
 
Lymphgefäßinvasion 
 negativ   249    151 (60,6)    0,3064 
 positiv   93    62 (66,7)       
                 
aStadium IV sechs Tumoren; bG1 vier Tumoren; cG4 zwei Tumoren; dintramural: 
Submukosa or M. propria; eextramural: Subserosa; 
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Tabelle 10: Korrelation der pRb-Expression mit histopathologischen Parametern 
 
         pRb-Expression 
       (<50%)   (>50%)  p-Wert 
   n    n (%)   n (%)     
 
pT-Kategorie 
 pT1    25   3 (12,0)  22 (88,0) 
 pT2    67   10 (14,9)  57 (85,1) 0,8312 
 pT3    223   24 (10,8)  199 (89,2) 
 pT4    27   3 (11,1)  24 (88,9) 
 
pN-Kategorie 
 pN0    224   27 (12,1)  197 (87,9) 0,2548 
 pN1    75   11 (14,7)  64 (85,3) 
 pN2    43   2 (4,7)   41 (95,3) 
 
UICC-Stadium 
 Stadium I   77   10 (13,0)  67 (87,1) 0,8999 
 Stadium II  145   17 (11,7)  128 (88,3) 
 Stadium III/IVa 120   13 (10,8)  107 (89,2) 
 
Differenzierungsgrad 
 G1b/G2   262   33 (12,6 )  229 (87,4) 0,3485 
 G3/G4c   80   7 (8,8)   73 (91,2) 
 
Blutgefäßinvasion 
 negativ   314   38 (12,1)  276 (87,9) 0,7337 
 intramurald  13   1 (7,7)   12 (92,3) 
 extramurale  15   1 (6,7)   14 (93,3) 
 
Lymphgefäßinvasion 
 negativ   249   32 (12,9)  217 (87,1) 0,2766 
 positiv   93   8 (8,6)   85 (91,4)    
                 
aStadium IV sechs Tumoren; bG1 vier Tumoren; cG4 zwei Tumoren; dintramural: 
Submukosa or M. propria; eextramural: Subserosa; 
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3.2.4  Prognostischer Einfluß 

 

3.2.4.1 Prognostischer Einfluß der p53-Expression 

 

Die univariate Analyse ergab für die p53-Expression weder einen prognostischen Ein-

fluß auf das gesamte postoperative (p<0,093) noch auf das rezidivfreie Überleben 

(p<0,5711). Dies galt auch bei separater Analyse verschiedener cut-points sowie bei 

Vergleich der Subgruppen gemäß der pT- und pN-Kategorien. 

Auch in der abschließenden multivariaten Analyse unter Einschluß der etablierten Prog-

nosefaktoren des pTNM-Systems konnte ein prognostischer Einfluß der p53-Expression 

der Tumorzellen weder auf das gesamte postoperative Überleben noch auf das 

rezidivfreie Überleben nachgewiesen werden. 

 

 

 

3.2.4.2 Prognostischer Einfluß der pRb-Expression 

 

Die univariate Analyse ergab auch für die pRb-Expression weder einen prognostischen 

Einfluß auf das gesamte postoperative (p<0,4066) noch auf das rezidivfreie Überleben 

(p<0,2019). Dies galt auch hier bei separater Analyse verschiedener cut-points sowie 

bei Vergleich der unterschiedlichen Subgruppen gemäß der pT- und pN-Kategorien. 

Auch in der abschließenden multivariaten Analyse unter Einschluß der etablierten Prog-

nosefaktoren des pTNM-Systems konnte ein prognostischer Einfluß der pRb-

Expression der Tumorzellen weder auf das gesamte postoperative Überleben noch auf 

das rezidivfreie Überleben nachgewiesen werden. 
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3.3  Expression der Zellzyklusantigene Cyclin A und Cyclin B1 

 

3.3.1  Expression in normaler Kolonschleimhaut 

 

3.3.1.1 Cyclin A-Expression in normaler Kolonschleimhaut 

 

Bei allen 342 untersuchten Tumoren konnte in der normalen Dickdarmschleimhaut eine 

nukleäre Expression der Kryptenepithelien hauptsächlich in der Proliferationszone im 

unteren Kryptendrittel nachgewiesen werden (Abb. 10). 

 

3.3.1.2 Cyclin B1-Expression in normaler Kolonschleimhaut 

 

Bei allen 342 untersuchten Tumoren konnte in der normalen Dickdarmschleimhaut eine 

zytoplasmatische Cyclin B1-Expression in den Kryptenepithelien in der Proliferations-

zone im unteren Kryptendrittel nachgewiesen werden (Abb. 12). 

 

 

3.3.2  Expression in kolorektalen Karzinomen 

 

3.3.2.1 Cyclin A-Expression in kolorektalen Karzinomen 

 

Eine nukleäre Immunreaktion für Cyclin A war bei allen 342 untersuchten kolorektalen 

Karzinomen (Abb. 11) nachweisbar. Dabei fand sich eine deutliche intra- und inter-

tumorale Heterogenität zwischen 1% und 70% positiver Tumorzellen. 

Bei 15 Fällen konnte zusätzlich in einzelnen verstreut liegenden Tumorzellen eine 

zytoplasmatische Expression von Cyclin A nachgewiesen werden. 

Von den 342 Tumoren zeigten 32,2% (n=110) eine Cyclin A-Expression in weniger als 

10% der Tumorzellen. Bei 140 Tumoren ließen sich 10% bis 25% positive Tumorzellen 

nachweisen, während bei 84 Tumoren (24,6%) zwischen 26% und 50% positive 

Tumorzellen nachweisbar waren. Lediglich 8 Tumoren (2,3%) zeigten mehr als 50% 

positive Tumorzellen. 
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Abb. 10: Cyclin A-Expression in den Zellkernen normaler Kryptenepithelien der 
tumorbenachbarten normalen Dickdarmschleimhaut im Bereich der Proliferationszone. 
 

 
Abb. 11: Heterogene nukleäre Cyclin A-Expression in einem kolorektalen Karzinom. 
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3.3.2.2 Cyclin B1-Expression in kolorektalen Karzinomen 

 

Eine zytoplasmatische Cyclin B1-Expression konnte bei allen 342 untersuchten Tu-

moren nachgewiesen werden (Abb. 12). Dabei fand sich auch hier, ähnlich wie bei den 

übrigen untersuchten Zellzyklusantigenen, eine deutliche intra- und intertumorale 

Heterogenität von minimal 1% bis maximal 80% Cyclin B1-positiver Tumorzellen. 

Eine nukleäre Expression fand sich nur bei einzelnen eingestreuten Tumorzellen und 

eine ausschließliche nukleäre Expression lag bei keinem der Tumoren vor. 

Bei 73 Tumoren (21,3%) fand sich eine Cyclin B1-Expression in weniger als 10% der 

Tumorzellen. Bei 99 Tumoren (29,0%) konnten 5% bis 25% Cyclin B1-positive Tumor-

zellen nachgewiesen werden, während 120 Tumoren 26 - 50% positive Tumorzellen 

zeigten. Lediglich 50 Tumoren (14,6%) zeigten mehr als 50% positive Tumorzellen. 

Dabei fanden sich keine Unterschiede hinsichtlich oberflächlicher und tiefer Tumor-

abschnitte und solchen an der Invasionsfront der Tumoren. 

Die Mehrzahl der mitotischen Zellen zeigte eine Cyclin B1-Expression, allerdings 

waren in allen Fällen immer auch einzelne Cyclin B1-negative Mitosen nachweisbar 

(Abb. 12). Bei 12 Fällen schlossen die untersuchten Tumorschnitte auch vorbestehende 

Adenomanteile ein (jeweils geringgradige Dysplasien). Bei all diesen Fällen zeigten die 

Adenomanteile lediglich in einzelnen Adenomzellen eine Cyclin B1-Expression 

während die benachbarten Karzinomanteile in den meisten Fällen eine starke Cyclin 

B1-Expression aufwiesen. 
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Abb. 12: Cyclin B1-Expression in kolorektalen Karzinomen. (a,b) Tumorabschnitte mit 
starker zytoplasmischer Expression und deutlicher intratumoraler Heterogenität (Inset: 
Cyclin B1-Expression in normaler, tumorbenachbarter Schleimhaut im Bereich der 
Proliferationszone im unteren Drittel der Darmkrypten). (c) Mitotische Tumorzellen mit 
Cyclin B1-Expression neben Cyclin B1-negativer Mitose. (d) Starke Cyclin B1-
Expression (>50% der Tumorzellen) in Karzinomzellen (rechts) neben vorbestehenden 
Adenomdrüsen mit Cyclin B1-Expression lediglich in einzelnen Adenomzellen (links). 
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3.3.3  Korrelation mit histopathologischen Parametern 

 

3.3.3.1 Cyclin A-Expression und histopathologische Parameter 

 

Die statistische Auswertung ergab für Cyclin A, daß hinsichtlich der Korrelation mit 

histopathologischen Parametern sowie auch der Überlebenszeiten keine Unterschiede 

bestanden zwischen den einzelnen Gruppen der Tumoren mit einer Cyclin A-Expression 

von mehr als 10% der Tumorzellen. Daher wurden diese drei Gruppen für die weitere 

statistische Auswertung zusammengefaßt als Tumoren mit starker Cyclin A-Expression 

(n=232; 67,8%), die der Gruppe mit schwacher Cyclin A-Expression in weniger als 

10% der Tumorzellen (n=110; 32,2%) gegenübergestellt wurde. 

Auf dieser Basis ließ sich für keinen der untersuchten histopathologischen Parameter 

eine signifikante Korrelation mit der Cyclin A-Expression nachweisen (Tab. 11). 

Lediglich beim Vergleich der UICC-Tumorstadien fand sich ein statistischer Trend, 

dem zufolge Tumoren eines höheren Stadiums eine Abnahme der Cyclin A-Expression 

zeigten (p<0,0486). 

Drüber hinaus fand sich ebenfalls keine Assoziation mit verschiedenen Altersgruppen 

der Patienten, dem Geschlecht sowie der Tumorlokalisation. 
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Tabelle 11: Korrelation der Cyclin A-Expression mit histopathologischen Parametern 
 
        Cyclin A-Expression 
       (<10%)   (>10%)  p-Wert 
   n    n (%)   n (%)     
 
pT-Kategorie 
 pT1   25    6 (24,0)  19 (76,0) 
 pT2   67    17 (25,4)  50 (74,3) 0,3847 
 pT3   223    77 (34,5)  146 (65,5) 
 pT4   27    10 (37,0)  17 (63,0) 
 
pN-Kategorie 
 pN0   224    66 (29,5)  158 (70,5) 
 pN1   75    30 (40,0)  45 (60,0) 0,2391 
 pN2   43    14 (32,6)  29 (67,4) 
 
UICC-Stadium 
 Stadium I  77    16 (20,8)  61 (79,2) 
 Stadium II 145    50 (34,5)  95 (65,5) 0,0486 
 Stadium III/IVa120    44 (36,7)  76 (63,3) 
 
Differenzierungsgrad 
 G1b/G2  262    87 (33,2)  175 (66,8) 
 G3/G4c  80    23 (28,8)  57 (71,2) 0,4552 
 
Blutgefäßinvasion 
 negativ  314    103 (32,8)  211 (67,2) 
 intramurald 13    3 (23,1)  10 (76,9) 0,6844 
 extramurale 15    4 (26,7)  11 (73,3) 
 
Lymphgefäßinvasion 
 negativ  249    85 (34,1)  164 (65,9) 
 positiv  93    25 (26,9)  68 (73,1) 0,2012  
                 
aStadium IV sechs Tumoren; bG1 vier Tumoren; cG4 zwei Tumoren; dintramural: 
Submukosa or M. propria; eextramural: Subserosa; 
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3.3.3.2 Cyclin B1-Expression und histopathologische Parameter 

 

Die statistische Auswertung ergab für Cyclin B1 ähnlich wie bei Cyclin A, daß hin-

sichtlich der Korrelation mit histopathologischen Parametern sowie auch der Über-

lebenszeiten keine Unterschiede bestanden zwischen den einzelnen Gruppen der 

Tumoren mit einer Cyclin B1-Expression von mehr als 10% der Tumorzellen. Daher 

wurden diese drei Gruppen für die weitere statistische Auswertung zusammengefaßt als 

Tumoren mit starker Cyclin B1-Expression (n=269; 78,7%), die der Gruppe mit 

schwacher Cyclin B1-Expression in weniger als 10% der Tumorzellen (n=73; 21,3%) 

gegenübergestellt wurde. 

Auf dieser Basis ließ sich für keinen der untersuchten histopathologischen Parameter 

eine signifikante Korrelation mit der Cyclin B1-Expression nachweisen (Tab. 12). 

Drüber hinaus fand sich ähnlich wie für Cyclin A ebenfalls keine Assoziation mit ver-

schiedenen Altersgruppen der Patienten, dem Geschlecht sowie der Tumorlokalisation. 
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Tabelle 12: Korrelation der Cyclin B1-Expression mit histopathologischen Parametern 
 
        Cyclin B1-Expression 
       (<10%)   (>10%)  p-Wert 
   n    n (%)   n (%)     
 
pT-Kategorie 
 pT1   25    4 (16,0)  21 (84,0) 
 pT2   67    12 (17,9)  55 (82,1) 0,5616 
 pT3   223    49 (22,0)  174 (78,0) 
 pT4   27    8 (29,6)  19 (70,4) 
 
pN-Kategorie 
 pN0   224    46 (20,5)  178 (79,5) 
 pN1   75    17 (22,7)  58 (77,3) 0,8786 
 pN2   43    10 (23,3)  33 (76,7) 
 
UICC-Stadium 
 Stadium I  77    13 (16,9)  64 (83,1) 
 Stadium II 145    32 (22,1)  113 (77,9) 0,5377 
 Stadium III/IVa120    28 (23,3)  92 (76,7) 
 
Differenzierungsgrad 
 G1b/G2  262    57 (21,8)  205 (78,2) 
 G3/G4c  80    16 (20,0)  64 (80,0) 0,7373 
 
Blutgefäßinvasion 
 negativ  314    67 (21,3)  247 (78,7) 
 intramurald 13    2 (15,4)  11 (84,6) 0,7679 
 extramurale 15    4 (26,7)  11 (73,3) 
 
Lymphgefäßinvasion 
 negativ  249    57 (22,9)  192 (77,1) 
 positiv  93    16 (17,2)  77 (82,8) 0,2534  
                  
aStadium IV sechs Tumoren; bG1 vier Tumoren; cG4 zwei Tumoren; dintramural: 
Submukosa or M. propria; eextramural: Subserosa; 
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3.3.4  Prognostischer Einfluß 

 

3.3.4.1 Prognostischer Einfluß der Cyclin A-Expression 

 

Die univariate Analyse ergab für die Cyclin A-Expression weder einen prognostischen 

Einfluß auf das gesamte postoperative noch auf das rezidivfreie Überleben (Abb. 13 und 

14). Dies galt auch bei separater Analyse der unterschiedlichen Gruppen der Cyclin A-

Expression, verschiedener cut-points sowie bei Vergleich der Subgruppen gemäß der 

pT- und pN-Kategorien. 

Auch in der abschließenden multivariaten Analyse unter Einschluß der etablierten Prog-

nosefaktoren des pTNM-Systems konnte ein prognostischer Einfluß der Cyclin A-

Expression der Tumorzellen weder auf das gesamte postoperative Überleben noch auf 

das rezidivfreie Überleben nachgewiesen werden. 

 

 

 

 
Abb. 13: Postoperatives Überleben bei 330 Patienten mit kolorektalen Karzinomen mit 
mehr als 10% Cyclin A-positiven Tumorzellen (n=106) und solchen mit weniger als 
10% Cyclin A-positiven Tumorzellen (n=224). (log-rank test: p<0,3837) 
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Abb. 14: Rezidivfreies Überleben bei 330 Patienten mit kolorektalen Karzinomen mit 
mehr als 10% Cyclin A-positiven Tumorzellen (n=107) und solchen mit weniger als 
10% Cyclin A-positiven Tumorzellen (n=223). (log-rank test: p<0,8641.) 
 

 

 

3.3.4.2 Prognostischer Einfluß der Cyclin B1-Expression 

 

Auch für die Cyclin B1-Expression war in der univariaten Analyse weder ein 

prognostischer Einfluß auf das gesamte postoperative noch auf rezidivfreie Überleben 

nachweisbar (Abb. 15 und 16). Dies galt auch hier bei separater Analyse der unter-

schiedlichen Gruppen der Cyclin B1-Expression, verschiedener cut-points sowie bei 

Vergleich der Subgruppen gemäß der pT- und pN-Kategorien. 

Auch in der abschließenden multivariaten Analyse unter Einschluß der etablierten Prog-

nosefaktoren des pTNM-Systems konnte ein prognostischer Einfluß der Cyclin B1-

Expression der Tumorzellen weder auf das gesamte postoperative Überleben noch auf 

das rezidivfreie Überleben nachgewiesen werden. 
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Abb. 15: Postoperatives Gesamtüberleben bei 330 Patienten mit kolorektalen Karzi-
nomen mit mehr als 10% Cyclin B1-positiven Tumorzellen und solchen mit weniger als 
10% Cyclin B1-positiven Tumorzellen (log-rank test: p<0,1288). 
 

 
Abb. 16: Rezidivfreies postoperatives Überleben bei 330 Patienten mit kolorektalen 
Karzinomen mit mehr als 10% Cyclin B1-positiven Tumorzellen und solchen mit 
weniger als 10% Cyclin B1-positiven Tumorzellen (log-rank test: p<0,5611). 
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3.4  Korrelation von p53, pRb, Cyclin A und Cyclin B1 untereinander 

 

Bezüglich einer Korrelation der einzelnen untersuchten Zellzyklusproteine zueinander 

fand sich eine statistisch hochsignifikante Korrelation zwischen einer deutlichen pRb-

Expression und einer starken Cyclin A- und Cyclin B1-Expression einerseits sowie auch 

zwischen Cyclin A und Cyclin B1 (Tab. 13). Im Gegensatz dazu fand sich zwischen p53 

und den übrigen Zellzyklusproteinen keine signifikante Korrelation. 

 

Tabelle 13: Korrelation der untersuchten Zellzyklusproteine 

 
                 
   p53   pRb   Cyclin A   Cyclin B1 
                 
 

p53   -------  0,0938  0,9066   0,6759 

 

pRb   0,0938  -------  0,0002   0,0001 

 

Cyclin A  0,9066  0,0002  -------   0,0001 

 

Cyclin B1  0,6759  0,0001  0,0001   ------- 

                 

n.s.: nicht signifikant 

 

 

3.5  Prognostischer Einfluß der Koexpression von p53, pRb, Cyclin A und 

  Cyclin B1 

 

Auch für die Koexpression von p53, pRb sowie Cyclin A und Cyclin B1 ließ sich kein 

prognostischer Einfluß nachweisen. Dies galt sowohl für die gemeinsame Expression 

aller vier Zellzyklus-assoziierten Proteine sowie verschiedener Kombinationen der 

gemeinsamen Expression von p53, pRb, Cyclin A oder Cyclin B1. 
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3.6  Ergebnisse der multivariaten Analyse 

 

In der abschließenden multivariaten Analyse (schrittweise Cox-Regression) konnte 

weder für die Proliferationsaktivität noch für eines der anderen untersuchten Zellzyklus-

proteine ein unabhängiger Einfluß auf die Prognose nachgewiesen werden (Tab. 14). 

Für das postoperative Gesamtüberleben der Patienten konnten die Invasionstiefe der 

Tumoren (pT-Kategorie), der Lymphnotenbefall (pN-Kategorie), ein schlechter 

Differenzierungsgrad (G3/G4) sowie der Nachweis einer extramuralen (subserösen) 

Blutgefäßinvasion als unabhängige Prognosefaktoren verifiziert werden. 

Hinsichtlich des rezidivfreien Überlebens konnten in der multivariaten Analyse sowohl 

die pT- und pN-Kategorie als auch eine distale Tumorlokalisation (Sigma/Rektum) als 

unabhängige Prognosefaktoren verifiziert werden. 

 

Tabelle 14: Prognostische Bedeutung der untersuchten Parameter hinsichtlich ge-

samtem postoperativen und rezidivfreiem Überleben beim kolorektalen Karzinom 

     Gesamtüberleben   Rezidivfreies Überleben 

Parameter  univariat  multivariat  univariat  multivariat 

pT-Kategorie  p<0,0001  p<0,0001   p<0,0001  p<0,0001 

pN-Kategorie  p<0,0001  p<0,0001   p<0,0001  p<0,0001 

Grading1   p<0,0001  p<0,0181   p<0,0043  p<0,0820 

BVI2    p<0,0003  p<0,003   p<0,0147  p<0,0923 

LVI    n.s.   n.s.    n.s.   n.s. 

Lokalisation3  n.s.   n.s.    p<0,0015  p<0,0005 

Alter4   p<0,02  n.s.    n.s.   n.s. 

Proliferationsrate n.s.   n.s.    n.s.   n.s. 

p53    n.s.   n.s.    n.s.   n.s. 

pRb    n.s.   n.s.    n.s.   n.s. 

Cyclin A   n.s.   n.s.    n.s.   n.s. 

Cyclin B1   n.s.   n.s.    n.s.   n.s. 
1G3/G4; 2extramural; 3Sigma und Rektum; 4>70 Jahre; n.s.: nicht signifikant; 
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4  Diskussion 

4.1  Tumorzellproliferation 

 

Bei verschiedenen humanen Malignomen, insbesondere dem Mammakarzinom, aber 

auch bei malignen Weichteiltumoren konnte gezeigt werden, daß die Proliferationsrate 

der Tumoren Rückschlüsse auf den Verlauf und die Prognose dieser Tumorer-

krankungen zuläßt (s. Kapitel 1.2.2). Neben dem Auszählen von Mitosen wurde eine 

Vielzahl verschiedener Methoden zur Auswertung der Proliferationsrate beschrieben, 

von denen der immunhistochemische Nachweis von Proliferationsmarkern für eine 

Routineauswertung derzeit die einfachste Methode darstellt. Mit dem monoklonalen 

Antikörper Ki-67 liegt ein äußerst zuverlässiger Marker der Proliferationsaktivität vor, 

der jedoch lediglich eine Anwendung an Gefrierschnitten erlaubt (Brown und Gatter, 

1990). Dieser Nachteil konnte durch den monoklonalen Antikörper MIB-1 überwunden 

werden, der das Ki-67-Antigen auch am formalinfixierten und paraffineingebetteten 

Material erkennt. Damit ist es möglich, die Wachstumsfraktion von malignen Tumoren 

an großen, retrospektiven Tumorserien mit Routinemethoden relativ einfach zu unter-

suchen und das Verhältnis der Tumorzellproliferation mit verschiedenen histopatho-

logischen Parametern und der Prognose der Patienten zu korrelieren. Allerdings gibt es 

nach wie vor eine Vielzahl von Einflußgrößen, die den Nutzen eines immunhisto-

chemischen Nachweises der Tumorzellproliferation als Prognoseparameter zumindest 

einschränken können. So sind die meisten Tumoren bekanntermaßen aus heterogenen 

Zellpopulationen aufgebaut, die zu einer nicht unbedeutenden intra- und intertumoralen 

Heterogenität unter anderem auch der Tumorzellproliferation führen können (Kerns et 

al., 1994; Thomas et al., 1995; Hemming et al. 1992, Mori et al., 1993). Auch in der 

vorliegenden Arbeit an 342 kolorektalen Karzinomen ließ sich eine eindrucksvolle 

intertumorale Heterogenität mit einer Spannweite von 7% bis zu max. 96% proli-

ferierender Tumorzellen nachweisen. Darüber hinaus fand sich auch eine deutliche 

intratumorale Heterogenität mit einer mittleren Proliferationsaktivität von 49%. Diese 

Heterogenität könnte einerseits tatsächlich in klonalen Subpopulationen von Tumor-

zellen begründet sein, die einen bestimmten Wachstumsvorteil erlangt haben, wie z.B. 

durch Ausfall bestimmter Tumorsupressorgene oder einer gestörten Zellzyklus-
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regulation. Andererseits kann jedoch aufgrund der vorliegenden immunhistochemischen 

Ergebnisse, die nur ein statisches Bild der Tumorzellproliferation wiedergeben, nicht 

ausgeschlossen werden, daß lediglich temporär aktive lokale Faktoren, wie z.B. die 

Expression von Wachstumsfaktoren die Tumorzellproliferation beeinflussen. 

In der vorliegenden Arbeit fand sich eine statistisch signifikante Korrelation der Tumor-

zellproliferation mit dem Differenzierungsgrad der Tumoren und dem Lymphknoten-

befall. Darüber hinaus fand sich ein Trend für die Invasionstiefe der Tumoren, indem 

fortgeschrittene Tumoren eine höhere Proliferationsrate aufwiesen. Allerdings konnten 

diese Unterschiede keine statistische Signifikanz erreichen. Immunhistochemische 

Untersuchungen lassen kaum Rückschlüsse auf die Ursache für diesen unterschied-

lichen Proliferationsstatus verschiedener histologischer Tumortypen zu, und so läßt sich 

letztendlich nur spekulieren, warum schlechter differenzierte Tumoren eine höhere 

Proliferationsrate aufweisen als höher differenzierte Dickdarmkarzinome. Von Bedeu-

tung ist in diesem Zusammenhang auch, daß der immunhistochemische Nachweis proli-

ferierender Tumorzellen keine Aussage über die eigentliche Dauer des Zellzyklus 

zuläßt. So könnten beispielsweise Tumoren mit einem kurzen Zellzyklus, trotz nur 

einzelner Tumorzellen in den MIB-1-positiven Zellzyklusphasen, eine hohe Proli-

ferationsrate aufweisen. Im Gegensatz dazu könnten Tumoren mit langem Zellzyklus 

trotz Nachweis vieler MIB-1-positiver Tumorzellen eine niedrige Proliferationsrate 

besitzen. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, daß unter bestimmten Bedingungen, 

wie zum Beispiel einer starken p53- oder p21-Aktivierung, auch nicht-proliferierende 

Zellen der G0-Phase eine Ki-67-Expression zeigen können, und so der Anteil proli-

ferierender Zellen fälschlich zu hoch gemessen werden kann (van Oijen et al., 1998). 

Bezüglich der übrigen, prognostisch bedeutsamen Parameter, wie Blut- oder Lymph-

gefäßinvasion und UICC-Stadium konnte keine signifikante Korrelation mit der Tumor-

zellproliferation nachgewiesen werden. Dies wird auch durch andere Untersuchungen 

bestätigt (Kyzer und Gordon 1997; Jansson und Sun 1997). 

Hinsichtlich einer möglichen Bedeutung der Proliferationsaktivität der Tumorzellen für 

die Prognose kolorektaler Karzinom konnte in unserer Untersuchung weder für das 

postoperative Gesamtüberleben noch für das rezidivfreie Überleben ein signifikanter 

Einfluß nachgewiesen werden. Dies steht zwar in Widerspruch zu einzelnen Arbeiten, 

die für PCNA univariat einen ungünstigen prognostischen Einfluß einer hohen 
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Tumorzellproliferation beim Kolonkarzinom aufdecken konnten (Tab. 15). Allerdings 

schlossen diese Untersuchungen nur geringe Fallzahlen ein und eine multivariate Ana-

lyse wurde nicht durchgeführt. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung werden 

durch weitere Untersuchungen bestätigt, die mit dem MIB-1-Antikörper beim Kolon-

karzinom an größeren Tumorserien ebenfalls keinen prognostischen Einfluß der Tumor-

zellproliferation nachweisen konnten (Tab. 15). 

 

Tabelle 15: Prognostische Bedeutung der Tumorzellproliferation beim Kolonkarzinom 

           Prognostische Bedeutung 
Literatur      [n]    univariat  multivariat 
 Al-Sheneber et al., 1993 (PCNA) 40     +   n.u. 
 Mayer et al., 1993 (PCNA)  82     +   n.u. 
 Tanaka et al., 1994 (PCNA)  62     −   − 
 Neoptolemos et al., 1995 (PCNA) 79     −   − 
 McKay et al., 2002 (PCNA)  244     −   − 
 
 Kubota et al., 1992 (Ki-67)  100     −   − 
 Kyzer et al., 1997 (Ki-67)  30     −   n.u. 
 Jannsson et al., 1997 (MIB-1)  255     −   − 
 Handa et al., 1999 (MIB-1)  73     −   n.u. 
 Gongoll et al., 2002 (MIB-1)  709     −   − 
 Hoos et al., 2002 (MIB-1)  100     −   n.u. 
 Allegra et al., 2002 (MIB-1)  465     −   n.u. 
n.u.: nicht untersucht 

 

Aus diesem Grund analysierten wir den Einfluß der Tumorzellproliferation auf die 

Prognose auch selektiv in den Subgruppen früher Tumoren (Stadium pT1 und pT2) im 

Vergleich zu weit fortgeschrittenen Karzinomen der Stadien pT3 und pT4. Auch hier 

konnte ein statistisch signifikanter Einfluß der Tumorzellproliferation auf das Überleben 

der Patienten jedoch nicht nachgewiesen werden. 

Zusammenfassend läßt sich somit festhalten, daß der immunhistochemische Nachweis 

von MIB-1 eine zuverlässige Methode zur Messung der Tumorzellproliferationsaktivität 

an formalinfixiertem Gewebe darstellt, wenngleich nach unseren Ergebnissen die Höhe 

der Tumorzellproliferation beim Kolonkarzinom keine prognostische Bedeutung hat, 

und sich damit Patientensubgruppen mit höherem Risiko für ein Rezidiv nicht abgren-

zen lassen. 
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4.2  Tumorsuppressorgene p53 und pRb 

 

In der vorliegenden Untersuchung konnte bei 67% der Tumoren eine p53-Expression 

nachgewiesen werden. Dies steht sowohl in Übereinstimmung mit der Mehrzahl anderer 

Arbeiten zum Kolonkarzinom (Tab. 16) als auch zu Untersuchungen an anderen 

Tumoren wie dem Mammakarzinom (Allred et al., 1993), dem Bronchialkarzinom 

(McLaren et al., 1992) und dem Magenkarzinom (Martin et al., 1992; Joypaul et al., 

1994; Starzynska et al., 1992). Als verantwortlicher Mechanismus wurden bei diesen 

Untersuchungen jeweils Mutationen des p53-Gens angesehen nachdem Baas und Mit-

arbeitern (1994) an kolorektalen Karzinomen eine enge Korrelation zwischen einer 

immunhistochemisch nachweisbaren p53-Expression und dem Vorliegen von 

Mutationen des p53-Gen nachweisen konnten. Allerdings kann durch Bindung von 

Wildtyp-p53-Protein an Virusprodukte oder zelluläre Proteine (z.B. MDM-2) die Halb-

wertszeit soweit verlängert werden (Chang et al., 1993), daß auch das Wildtyp-Protein 

prinzipiell durch die kommerziell erhältlichen Antikörper nachgewiesen werden kann 

(Hall und Lane 1994). 

Der in der vorliegenden Untersuchung eingesetzte Antikörper DO-1 erkennt sowohl das 

Wildtyp-Protein als auch die mutierte Form des p53-Proteins. Da jedoch in normaler 

Kolonschleimhaut in keinem der Fälle eine Immunoreaktivität für p53 nachweisbar war, 

kann daraus geschlossen werden, daß der p53-Expression im Tumorgewebe mit hoher 

Wahrscheinlichkeit tatsächlich Mutationen des p53-Gens zugrunde liegen. Andererseits 

ließ sich in unserer Untersuchung bei 33% der Kolonkarzinome eine p53-Expression 

nicht nachweisen. Dies läßt verschiedene Interpretationsmöglichkeiten zu. Zum einen 

könnte es sich sich hierbei um eine Gruppe mit normalen p53-Allelen handeln oder 

auch um solche Tumoren, die beide Allele des p53-Gens verloren haben. Schließlich 

könnte auch ein mutiertes p53-Protein vorliegen, das mit den verwendeten Antikörpern 

nicht nachgewiesen werden kann. 

Hinsichtlich der gleichzeitig erhobenen histopathologischen Parameter konnte keine 

Korrelation mit der p53-Expression nachgewiesen werden. Vergleichbare Unter-

suchungen weisen hierzu widersprüchliche Ergebnisse auf, allerdings konnte in der 

Mehrzahl der in der Literatur bislang vorliegenden Untersuchungen (Tab. 16) ebenfalls 
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keine Korrelation zwischen p53-Expression und histopathologischen Tumorparametern 

nachgewiesen werden. 

Hinsichtlich der Prognose ließen sich in den vorliegenden Untersuchungen bereits in der 

univariaten Analyse keine Unterschiede zwischen Patienten mit p53-positiven und p53-

negativen Tumoren nachweisen. Dies steht zwar im Widerspruch zumindest zu einzel-

nen Arbeiten, die einen negativen, prognostischen Einfluß der p53-Expression beim 

Kolonkarzinom nachweisen konnten (Tab. 16). Allerdings ist die Situation hier äußerst 

widersprüchlich. So zeigt die Mehrzahl der Untersuchungen, die an größeren Tumor-

serien unter Einschluß einer multivariaten Analyse durchgeführt wurden, für p53 beim 

Kolonkarzinom keine Bedeutung als unabhängiger Prognosefaktor. Wir untersuchten 

daher einen möglichen prognostischen Effekt der p53-Expression separat an pT1- und 

pT2-Tumoren im Vergleich zu weit fortgeschrittenen Tumoren der Stadien pT3 und 

pT4. Auch hier ließ sich ein prognostischer Einfluß jedoch nicht nachweisen. Da ins-

besondere beim Mammakarzinom Publikationen vorliegen, die einen prognostischen 

Einfluß bei Lymphknoten-negativen Patienten nachweisen konnten (Allred et al., 1993), 

untersuchten wir den prognostischen Einfluß auch separat in den Subgruppen der nodal-

negativen und der nodal-positiven Kolonkarzinome. Ein prognostischer Einfluß der 

p53-Expression ließ sich aber auch in diesen Subgruppen nicht nachweisen. Betrachtet 

man sich die Ergebnisse aus der Literatur, die zum möglichen prognostischen Einfluß 

der p53-Expression zum Kolonkarzinom vorliegen, so lässt sich feststellen, daß ein 

prognostischer Einfluß häufiger in Untersuchungen an relativ kleinen Fallzahlen nach-

gewiesen werden konnte, während Untersuchungen mit multivariater Analyse an 

größeren Tumorserien in Übereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnissen keinen 

prognostischen Einfluß der p53-Expression zeigen konnten (Tab. 16). 

Hinsichtlich der pRb-Expression zeigten in der vorliegenden Untersuchung ca. 70% der 

untersuchten Karzinome eine starke pRb-Expression in mehr als 75% der Tumorzellen 

während lediglich 12% der Tumoren eine reduzierte pRb-Expression in weniger als 

50% der Tumorzellen aufwiesen. Dies wird durch die Untersuchung von Poller und 

Mitarbeitern (1997) an einer Serie von 255 Dickdarmkarzinomen bestätigt, während in 

einer kürzlich erschienen Untersuchung an 249 Dickdarmkarzinomen bei rund 60% der 

Tumoren eine reduzierte pRb-Expression nachgewiesen werden konnte (McKay et al., 

2002). Über die Ursachen dieser Diskrepanz läßt sich nur spekulieren, die Verwendung 
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unterschiedlicher Antikörper für den Nachweis der pRb-Expression könnte hier bei-

spielsweise eine Rolle spielen. Eine Korrelation der pRb-Expression mit histopatho-

logischen Parametern lag in der vorliegenden Untersuchung nicht vor. Dies wird durch 

die oben genannten Arbeiten bestätigt (Poller et al., 1997; McKay et al., 2002). 

Im Gegensatz dazu fand sich eine statistisch hochsignifikante Korrelation der pRb-

Expression mit der Proliferationsaktivität der Tumoren, entsprechend der zentralen 

Rolle des Retinoblastoma-Proteins im Rahmen der Zellzyklus-Regulation. 

Ein Einfluß der pRb-Expression auf das postoperative Überleben der Patienten oder auf 

das rezidivfreie Überleben ließ sich in der vorliegenden Untersuchung weder in der 

univariaten noch in der multivariaten Analyse nachweisen. Dies steht in Überein-

stimmung mit den wenigen bislang vorliegenden Untersuchungen zum kolorektalen 

Karzinom (Tab. 17). 

 

 

Tabelle 16: Prognostische Bedeutung der p53-Expression beim Kolonkarzinom 
 
           Prognostische Bedeutung 
Literatur      [n]    univariat  multivariat 
 
 Bell et al., 1993    100     −   n.u. 
 Sun et al., 1993    293     +   + 
 Yamaguchi et al., 1993   202     +   n.u. 
 Tanaka et al., 1994    62     −   − 
 Auvinen et al., 1994    144     +   + 
 Zeng et al., 1994    107     +   + 
 Grewal et al., 1995    66     −   n.u. 
 Poller et al., 1997    250     −   n.u. 
 Kressner et al., 1999   191     −   n.u. 
 Gallego et al., 2000    126     −   − 
 Bouzourene et al., 2000   122     +   + 
 Hoos et al., 2002    100     −   n.u. 
 Russo et al., 2002    160     +   + 
 Morgan et al., 2003    171     −   n.u. 
 Schwandner et al., 2002   160     +   + 
 McKay et al., 2002    244     −   − 
 Allegra et al., 2003    706     +   n.u. 
 
n.u.: nicht untersucht 
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Tabelle 17: Prognostische Bedeutung der pRb-Expression beim Kolonkarzinom 
 
           Prognostische Bedeutung 
Literatur      [n]    univariat  multivariat 
 
 Poller et al., 1997    250     −   n.u. 
 Palmqvist et al., 1998   90     −   n.u. 
 McKay et al., 2002    244     −   − 
 
n.u.: nicht untersucht 

 

Zusammenfassend kommt nach den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung somit 

weder dem immunhistochemischen Nachweis der p53- noch der pRb-Expression beim 

Kolonkarzinom eine Bedeutung als unabhängiger Prognosefaktor zu. Dies gilt sowohl 

für Patientensubgruppen mit frühen (pT1/pT2) bzw. fortgeschrittenen Tumoren 

(pT3/pT4) als auch für Patienten mit nodal-positiven und nodal-negativen kolorektalen 

Karzinomen, und zwar jeweils für das Gesamt- und das rezidivfreie Überleben. 

 

 

4.3  Zellzyklusantigene Cyclin A und Cyclin B 

 

In der vorliegenden Arbeit ließ sich bei 68% der 342 untersuchten kolorektalen Karzi-

nome eine vermehrte Expression von Cyclin A und bei 79% eine vermehrte Expression 

von Cyclin B1 jeweils in mehr als 10% der Tumorzellen nachweisen. Weder für Cyclin 

A noch für Cyclin B1 fand sich eine Korrelation mit den etablierten Prognose-

parametern der pT-Kategorie und pN-Kategorie oder einer Blut- oder Lymphgefäß-

invasion. Im Gegensatz dazu war die Cyclin B1- nicht jedoch die Cyclin A-Expression 

signifikant mit einer erhöhten Tumorzellproliferation korreliert. Dies spiegelt einerseits 

die fördernde Wirkung der Cycline auf den Zellzyklus wider, kann andererseits jedoch 

auch als Hinweis auf eine gestörte Regulation des Zellzyklus gewertet werden. Ein 

Einfluß auf die Prognose konnte, wie auch für die Tumorzellproliferation, für keines der 

untersuchten Cycline nachgewiesen werden. Vergleichbare Ergebnisse zum kolo-

rektalen Karzinom liegen bislang nur in einer Untersuchung an 73 Tumoren vor, die bei 

erhöhter Cyclin A-Expression eine ungünstigere Prognose zeigen konnte (Handa et al., 
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1999). Dieser Einfluß konnte von den Autoren auch multivariat als unabhängiger Prog-

nosefaktor bestaätigt werden (p<0,049). Als Ursachen für diese Diskrepanz zu den vor-

liegenden Ergebnissen sind mehrere Faktoren denkbar. Neben der relativ geringen Fall-

zahl von 73 Tumoren muß auch darauf hingewiesen werden, daß in der Serie von 

Honda und Miarbeitern jeweils ein Drittel der Tumoren hochgradig (G1), mittelgradig 

(G2) und gering (G3) differenziert waren. Dieser ungewöhnlich hohe Anteil von G1-

Tumoren läßt vermuten, daß es sich bei den Tumoren der G1- und G2-Gruppe um 

mäßig und gering differenzierte Adenokarzinome gehandelt hat, während die letzte 

Gruppe mehr undifferenzierten Karzinomen entsprechen dürfte, so daß insgesamt die 

beiden Tumorserien nur eingeschränkt vergleichbar wären. Darüber hinaus wurde nicht 

wie in der vorliegenden Arbeit die Anzahl der Cyclin A-positiven Tumorzellen ge-

wertet, sondern ein sog. „staining index“, ein Produkt aus Anzahl der positiven Tumor-

zellen und der Färbeintenstität, so daß auch hier Werte nicht direkt vergleichbar sind. 

Zur statistischen Signifikanz der Arbeit von Handa und Mitarbeitern muß ebenfalls 

angemerkt werden, daß sowohl in der univariaten Analyse (p<0,048) als auch in der 

multivariaten Analyse (p<0,049) das Signifikanzniveau nur marginal unterschritten 

wurde, jeweils mit einem Konfidenzintervall bei 1,01 beginnend, während über-

raschenderweise die Infiltrationstiefe (pT-Kategorie) keine unabhängige prognostische 

Bedeutung aufwies. Insgesamt müßte hier aus statistischer Sicht mehr von einem Trend 

für Cyclin A gesprochen werden, der sich dann allerdings in einer größeren Tumorserie, 

nämlich der vorliegenden Untersuchung, nicht bestätigen ließ. Hinsichtlich anderer 

maligner Tumoren wird der prognostische Einfluß der Cyclin A-Expression ähnlich 

kontrovers dikutiert, und bei den meisten Untersuchungen fehlt eine multivariate Ana-

lyse (vgl. Seite 21, Tabelle 4). 

 

 

Tabelle 18: Prognostische Bedeutung der Cyclin A-Expression beim Kolonkarzinom 
 
           Prognostische Bedeutung 
Literatur      [n]    univariat  multivariat 
 
 Handa et al., 1999    73     +   + 
 
n.u.: nicht untersucht 
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Ähnlich wie Cyclin A scheint auch der Cyclin B1-cdc2-Komplex eine Schlüsselrolle für 

die Regulation des G2-M-Phasen-Überganges und den Start der Mitose zu spielen, 

während seine Deregulation unkontrollierte Proliferation und Verlust der genomischen 

Integrität bedeuten könnte. Tatsächlich konnte eine Cyclin B1-Überexpression bei einer 

Reihe maligner Tumoren nachgewiesen und bei Lungen- und Ösophaguskarzinomen 

mit einer schlechteren Prognose korreliert werden (vgl. Seite 21, Tabelle 5). Die in der 

vorliegenden Untersuchung nachgewiesene starke Expression von Cyclin B1 bei 79% 

der Tumoren könnte lediglich die vermehrte Proliferationsaktivität der Tumorzellen 

reflektieren, allerdings war in den meisten Tumorzellen eine Koexpression von Cyclin 

B1 und dem Proliferationsmarker MIB-1 nicht nachweisbar, so daß die hohe Cyclin B1-

Expression nicht nur als bloße Konsequenz einer verstärkten Proliferation sondern auch 

als Hinweis auf eine gestörte Zellzyklusregulation am G2-M-Phase-Checkpoint gewer-

tet werden kann. Diese Anahme wird auch Untersuchungen an Brust- und Lungen-

tumoren unterstützt, die nur eine schwache Assoziation zwischen Proliferationsaktivität 

und Cyclin B1-Expression nachweisen konnten (Dutta et al., 1995; Soria et al., 2000). 

Generell muß man jedoch beachten, daß der immunhistochemische Nachweis der Zell-

zyklusproteine nichts über ihre Funktionsfähigkeit aussagen kann. Darüber hinaus er-

möglicht die Immunhistochemie nur eine statische Momentaufnahme des Zellzyklus 

und seiner Regulation, bei der es sich bekanntermaßen um ein kompliziertes Netzwerk 

bislang nur lückenhaft aufgedeckter Mechanismen handelt. 

In der vorliegenden Untersuchung war die Cyclin B1-Expression vorwiegend im Zyto-

plasma der Tumorzellen lokalisiert, nur bei einzelnen Tumoren war zusätzlich in einzel-

nen Tumorzellen auch eine nukleäre Expression nachweisbar. Normalerweise akku-

muliert der Cyclin B1-cdc2-Komplex in der späten S-/G2-Phase und muß in den Zell-

kern transportiert werden, um die Mitose zu initiieren (Pines und Hunter 1991). 

Allerdings kann der Komplex, beispielsweise als Folge eines DNA-Schadens, im Zyto-

plasma zurückgehalten und so die Mitose für eine mögliche Reparatur verzögert werden 

(Smeets et al., 1994; Toyoshima et al., 1998). Andererseits konnte auch gezeigt werden, 

daß eine solche zytoplasmatische Anhäufung in der Lage ist, den p53-vermittelten G2-

M-Checkpoint auszuschalten (Taylor et al., 1999). So könnte also beim Dickdarm-

karzinom die zytoplasmatische Überexpression von Cyclin B1 auf eine aberrante Zell-

zyklusprogression hindeuten mit daraus resultierender genetischer Instabilität und 
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maligner Transformation. Darüber hinaus scheint die Cyclin B1-Überexpression ein 

frühes Ereignis in der kolorektalen Karzinogenes darzustellen, da sich keine signifi-

kanten Unterschiede in der Häufigkeit zwischen frühen Tumoren und lokal fortge-

schrittenen Karzinomen ergaben. Dies wird auch durch eine Untersuchung an 41 Dick-

darmkarzinomen bestätigt (Wang et al., 1997). 

Hinsichtlich der prognostischen Bedeutung von Cyclin B1 konnten in der vorliegenden 

Untersuchung keine Unterschiede zwischen Tumoren mit und solchen ohne Cyclin B1-

Überexpression nachgewiesen werden. Vergleichbare Ergebnisse zum Dickdarm-

karzinom liegen in der Literatur bislang jedoch nicht vor. Allerdings konnte bei 

Ösophagus- und Lungenkarzinomen ein prognostischer Einfluß nachgewiesen werden, 

der sich bei Lungentumoren jedoch nur bei Plattenepthelkarzinomen und nicht bei 

Adenokarzinomen beobachten ließ, was auf mögliche Unterschiede in der Tumor-

biologie bei diesen unterschiedlichen Tumortypen hindeutet (Murakami et al., 1999; 

Takeno et al., 2002; Soria et al., 2000). 

Zusammenfassend läßt sich nach den vorliegenden Ergebnissen festhalten, daß die 

Cyclin A- und Cyclin B1-Expression beim kolorektalen Karzinom ein häufiges und 

frühes Ereignis in der Karzinogenese darstellt, ohne jedoch einen Einfluß auf die 

Tumorprogression zu zeigen. Die immunhistochemischen Ergebnisse an 342 Tumoren 

weisen einerseits auf eine Störung der Zellzyklusregulation beim Dickdarmkarzinom 

hin, spiegeln andererseits jedoch auch die Komplexität dieser Regulation wider. 

Darüber hinaus hat nach den vorliegenden Ergebnissen beim Dickdarmkarzinom weder 

die Expression von Cyclin A noch von Cyclin B1, alleine oder in Kombination mit den 

Zellzyklusproteinen p53 und pRb oder der Proliferationsaktivität der Tumoren, eine 

Bedeutung für das postoperative Überleben oder die Häufigkeit von Tumorrezidiven. 
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5  Zusammenfassung 

 

Die Beurteilung der Prognose von Kolonkarzinompatienten erfolgt heute allgemein 

anerkannt auf der Basis des TNM-Systems unter Einbeziehung des R-Status. Allerdings 

hat nicht jeder Patient eines bestimmten Tumorstadiums tatsächlich auch die gleiche 

Chance zu überleben. Dies hat zu einer Vielzahl von Ansätzen geführt, zusätzliche 

Prognosefaktoren zu etablieren, jeweils mit dem Ziel, sowohl eine zunehmend präzisere 

und individuellere Prognoseabschätzung zu erreichen als auch Hochrisikopatienten zu 

identifizieren, die von neuen adjuvanten Therapieansätzen profitieren könnten. 

Wesentliches Ziel der vorliegenden Untersuchung war es daher an einer Serie von 342 

kurativ resezierten kolorektalen Karzinomen verschiedene histologische und molekulare 

Parameter hinsichtlich ihrer prognostischen Bedeutung zu untersuchen und in einer 

multivariaten Analyse mit den etablierten Prognoseparametern des TNM-Systems unter 

Einschluß einer Blut- und Lymphgefäßinvasion zu vergleichen. 

Beginnend mit der Proliferationsaktivität ließ sich zunächst zeigen, daß zwischen den 

einzelnen Tumoren eine erhebliche intertumorale Heterogenität bestand mit einem 

mittleren Proliferationsindex von 48% (range: 7-96%). Ein Einfluß auf die Prognose 

ließ sich nicht nachweisen. Dies galt auch bei Berücksichtigung verschiedener „cut-

points“, ebenso wie bei separater Analyse unterschiedlicher Patientensubgruppen gemäß 

der Invasionstiefe (pT1/pT2 versus pT3/pT4) und des Lymphknotenbefalls (pN0 versus 

pN1/pN2) der Tumoren. 

Hinsichtlich der untersuchten Zellzyklus-assoziierten Proteine konnte in der vorliegen-

den Untersuchung eine p53-Expression in 67% aller Tumoren ebenfalls mit deutlicher 

intra- und intertumoraler Heterogenität (range: 1-99%) nachgewiesen werden. Ein pRb-

Expression fand sich bei allen 342 untersuchten Tumoren, insgesamt zeigten hier 88,3% 

der Karzinome eine starke pRb-Expression in mehr als 50% der Tumorzellen. Darüber 

hinaus war auch sowohl eine Cyclin A- als auch eine Cyclin B1-Expression bei allen 

untersuchten Tumoren nachweisbar. Bei 68% der Tumoren konnte eine starke Cyclin A-

Expression in mehr als 10% der Tumorzellen nachgewiesen werden und bei 79% der 

Tumoren fand sich eine starke Cyclin B1-Expression in mehr als 10% der Tumorzellen. 
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Eine Korrelation mit den übrigen histopathologischen Parametern ließ sich jeweils für 

keines der untersuchten Zellzyklusproteine zeigen. 

Die univariate Analyse ergab für alle untersuchten Zellzyklusproteine weder einen prog-

nostischen Einfluß auf das gesamte postoperative noch auf das rezidivfreie Überleben. 

Dies galt auch bei separater Analyse verschiedener cut-points der Proteinexpression 

sowie bei Vergleich der Subgruppen gemäß der pT- und pN-Kategorien. 

In der abschließenden multivariaten Analyse konnte weder für die Proliferationsaktivität 

noch für eines der anderen untersuchten Zellzyklusproteine ein unabhängiger Einfluß 

auf die Prognose nachgewiesen werden. 

Für das postoperative Gesamtüberleben der Patienten konnten die Invasionstiefe der 

Tumoren (pT-Kategorie), der Lymphnotenbefall (pN-Kategorie), ein geringer Differen-

zierungsgrad (G3/G4) sowie der Nachweis einer extramuralen (subserösen) Blutgefäß-

invasion als unabhängige Prognosefaktoren verifiziert werden. 

Hinsichtlich des rezidivfreien Überlebens konnten in der multivariaten Analyse sowohl 

die pT- und pN-Kategorie als auch eine distale Tumorlokalisation (Sigma/Rektum) als 

unabhängige Prognosefaktoren verifiziert werden. 

Zusammenfassend läßt sich festhalten, daß die Cyclin A- und Cyclin B1-Expression 

beim kolorektalen Karzinom ein häufiges und frühes Ereignis in der Karzinogenese dar-

stellt, ohne jedoch einen Einfluß auf die Tumorprogression zu zeigen. Die vorliegenden 

immunhistochemischen Ergebnisse an 342 Tumoren weisen einerseits auf eine Störung 

der Zellzyklusregulation beim Dickdarmkarzinom hin, spiegeln andererseits jedoch 

auch die Komplexität dieser Regulation wider. 

Darüber hinaus hat nach den vorliegenden Ergebnissen beim Dickdarmkarzinom weder 

die Expression von Cyclin A noch von Cyclin B1, alleine oder in Kombination mit den 

Zellzyklusproteinen p53 und pRb oder der Proliferationsaktivität der Tumoren, eine 

Bedeutung für das postoperative Überleben oder die Häufigkeit von Tumorrezidiven. 
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7  Akürzungen 

 

ABC-Komplex    Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex 

bp      Basenpaare 

BSA      Rinderserum-Albumin 

BVI      Blutgefäßinvasion 

DNA     Desoxyribonukleinsäure 

kb      kilo-Basen 

kD      kilo-Dalton 

LVI      Lymphgefäßinvasion 

n.s.      nicht signifikant 

n.u.      nicht untersucht 

PBS      Phosphatpuffer („phosphate buffered saline“) 

PI      Proliferationsindex 

WHO     Weltgesundheitsorganisation 
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10  Abstract 
 
Die Beurteilung der Prognose von Kolonkarzinompatienten erfolgt heute allgemein an-
erkannt auf der Basis des TNM-Systems unter Einbeziehung des R-Status. Allerdings 
hat nicht jeder Patient eines bestimmten Tumorstadiums tatsächlich auch die gleiche 
Chance zu überleben. Dies hat zu einer Vielzahl von Ansätzen geführt, zusätzliche Pro-
gnosefaktoren zu etablieren, jeweils mit dem Ziel, sowohl eine zunehmend präzisere 
und individuellere Prognoseabschätzung zu erreichen als auch Hochrisikopatienten zu 
identifizieren, die von neuen adjuvanten Therapieansätzen profitieren könnten. 
Wesentliches Ziel der vorliegenden Untersuchung war es daher, an einer Serie von 342 
kurativ resezierten kolorektalen Karzinomen verschiedene histologische und molekulare 
Parameter hinsichtlich ihrer prognostischen Bedeutung zu untersuchen und in einer 
multivariaten Analyse mit den etablierten Prognoseparametern des TNM-Systems unter 
Einschluß einer Blut- und Lymphgefäßinvasion zu vergleichen. Beginnend mit der Pro-
liferationsaktivität ließ sich zunächst zeigen, daß zwischen den einzelnen Tumoren eine 
erhebliche intertumorale Heterogenität bestand mit einem mittleren Proliferationsindex 
von 48% (range: 7-96%). Ein Einfluß auf die Prognose ließ sich nicht nachweisen. Dies 
galt auch bei Berücksichtigung verschiedener „cut-points“, ebenso wie bei separater 
Analyse unterschiedlicher Patientensubgruppen gemäß der Invasionstiefe (pT1/pT2 
versus pT3/pT4) und des Lymphknotenbefalls (pN0 versus pN1/pN2) der Tumoren. 
Hinsichtlich der untersuchten Zellzyklus-assoziierten Proteine konnte in der vorliegen-
den Untersuchung eine p53-Expression in 67% aller Tumoren ebenfalls mit deutlicher 
intra- und intertumoraler Heterogenität (range: 1-99%) nachgewiesen werden. Ein pRb-
Expression fand sich bei allen 342 untersuchten Tumoren, insgesamt zeigten hier 88,3% 
der Karzinome eine starke pRb-Expression in mehr als 50% der Tumorzellen. Darüber 
hinaus war auch sowhl eine Cyclin A- als auch eine Cyclin B1-Expression bei allen 
untersuchten Tumoren nachweisbar. Bei 68% der Tumoren konnte eine starke Cyclin A-
Expression in mehr als 10% der Tumorzellen nachgewiesen werden und bei 79% der 
Tumoren fand sich eine starke Cyclin B1-Expression in mehr als 10% der Tumorzellen. 
Eine Korrelation mit den übrigen histopathologischen Parametern ließ sich jeweils für 
keines der untersuchten Zellzyklusproteine zeigen. Die univariate Analyse ergab für alle 
untersuchten Zellzyklusproteine weder einen prognostischen Einfluß auf das gesamte 
postoperative noch auf das rezidivfreie Überleben. Dies galt auch bei separater Analyse 
verschiedener cut-points der Proteinexpression und bei Vergleich der Subgruppen ge-
mäß der pT- und pN-Kategorien. In der abschließenden multivariaten Analyse konnte 
weder für die Proliferationsaktivität noch für einen der anderen untersuchten Zellzyklus-
proteine ein unabhängiger Einfluß auf die Prognose nachgewiesen werden. Für das post-
operative Gesamtüberleben der Patienten konnten die Invasionstiefe der Tumoren, der 
Lymphnotenbefall, ein geringer Differenzierungsgrad (G3/G4) sowie der Nachweis 
einer extramuralen (subserösen) Blutgefäßinvasion als unabhängige Prognosefaktoren 
verifiziert werden. Hinsichtlich des rezidivfreien Überlebens konnten in der multivaria-
ten Analyse sowohl die pT- und pN-Kategorie als auch eine distale Tumorlokalisation 
(Sigma/Rektum) als unabhängiger Prognosefaktore verifiziert werden. 
Zusammenfassend läßt sich festhalten, daß die Cyclin A- und Cyclin B1-Expression 
beim kolorektalen Karzinom ein häufiges und frühes Ereignis in der Karzinogenese 
darstellt, ohne jedoch einen Einfluß auf die Tumorprogression zu zeigen. Die vorliegen-
den immunhistochemischen Ergebnisse an 342 Tumoren weisen einerseits auf eine 
Störung der Zellzyklusregu-lation beim Dickdarmkarzinom hin, spiegeln andererseits 
jedoch auch die Komplexität dieser Regulation wider. Darüber hinaus hat nach den 
vorliegenden Ergebnissen beim Dickdarmkarzinom weder die Expression von Cyclin A 
noch von Cyclin B1, alleine oder in Kombination mit den Zellzyklusproteinen p53 und 
pRb oder der Proliferationsaktivität der Tumoren, eine Bedeutung für das postoperative 
Überleben oder die Häufigkeit von Tumorrezidiven. 


