Aus dem Klinikum Stuttgart
Katharinenhospital
(Akademisches Lehrkrankenhaus der Universitat Tlbingen)
Institut flr Pathologie

Arztlicher Direktor: Professor Dr. A. Bosse

Prognostische Relevanz der Huntingtin-Interacting-Protein-1
Expression bei kolorektalen Karzinomen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard-Karls-Universitat
zu TUbingen

vorgelegt von
Faraby-Fabian Patrick Al-Shukur
aus
Stuttgart
2009




Dekan: Professor Dr. I. B. Autenrieth

1. Berichterstatter: Professor Dr. A. Bosse
2. Berichterstatter: Professor Dr. F. Fend



Diese Arbeit ist meinen Eltern und GroReltern gewidmet.

- In Liebe und tiefer Dankbarkeit -






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis Seite:
1 Einleitung 1
1.1 Allgemeines 1
1.2 Prognosefaktoren 2
1.2.1 Definition 2
1.2.2 Klinische und pathomorphologische Prognosefaktoren 2
1.2.3 Molekulare Marker 3
1.3 Etablierung eines Prognosefaktors 4
1.3.1 Etablierung von Huntingtin-Interacting-Protein-1 bei
kolorektalen Karzinomen 4
1.4 Das Huntingtin-Interacting-Protein-1 Antigen 4
1.4.1 HIP 1 und seine Interaktionen mit Huntingtin 6
1.4.2 Rezeptorvermittelte Signalwege 9
1.4.3 Funktion endozytotisch aktiver Proteine 12
1.5 Ziel der Arbeit 12
1.6 Fragestellung 14
2 ___Untersuchungsgut, Material und Methoden 15
2.1 Untersuchungsgut 15
2.2 Material 15
2.3 Histologie 17
2.4 Methoden 17
2.4.1 Immunhistochemie 17
2.4.2 Durchfuihrung des speziellen immunhistochemischen Prazitipations-
verfahrens zur Darstellung der HIP 1 Expression 18
2.4.3 Durchfiihrung einer Hadmatoxylin Eosin Farbung 20
2.4.4 Bestimmung des Score-Index 21
2.5 Statistische Methoden 23
2.5.1 Erlauterungen 23
2.5.2 Fisher-Exakt-Test 23



Inhaltsverzeichnis

2.5.3 Kaplan-Meier-Schatzer 24
2.5.4 Log-Rank-Test 24
2.5.5 Cox-Regression 24
3 Ergebnisse 26
3.1 Allgemeines 26
3.2 Alter und Geschlecht 26
3.3 Grunderkrankung 28
3.3.1 T-Primartumor 31
3.3.2 N-Regionare Lymphknoten 31
3.3.3 M-Fernmetastasen 31
3.3.4 Beurteilung der T- und N-Stadien und die Fernmetastasierung

zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 32

3.3.5 Beurteilung des T-Stadiums und der Fernmetastasierung
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 32

3.3.6 Beurteilung des N-Stadiums und der Fernmetastasierung
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 33
3.3.7 Zusammenfassung der TNM-Stadien des Gesamtkollektivs 35
3.3.8 UICC-Stadieneinteilung 36
3.4  Expressionseigenschaften 37
3.4.1 Blutgefale 48
3.4.2 Tumorgewebe 49
3.4.3 HIP 1 Expressionsintensitat in tumorfreiem Gewebe 51
3.4.4 HIP 1 Expressionsintensitat in glatter Muskulatur 52
3.5 Rezidive/Metastasen 53
3.6  Status der letzten Nachuntersuchung 57
4 Auswertung der Daten 59

4.1 Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression im Tumorgewebe
und T-, N- und M-Stadium 59
4.1.1 Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und T-Stadium 59



Inhaltsverzeichnis

4.1.2 Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und N-Stadium 60
4.1.3 Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und M-Stadium 62
4.1.4 Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und UICC-Stadien 64
4.2 Beurteilung der Uberlebenszeit 66
4.2.1 Einfluss des Metastasierungsgrades bei Erstdiagnose auf
die Uberlebenszeit 66
4.2.2 Einfluss des T-Stadiums bei Erstdiagnose auf die Uberlebenszeit 67
4.2.3 Einfluss der zusammengefassten T-Stadien bei Erstdiagnose
(T1 und T2 versus T3 und T4) auf die Uberlebenszeit 68
4.2.4 Einfluss des N-Stadiums bei Erstdiagnose auf die Uberlebenszeit 69
4.2.5 Einfluss der zusammengefassten N-Stadien bei Erstdiagnose
(NO versus N1 und N2) auf die Uberlebenszeit 70
4.2.6 Einfluss der HIP 1 Expressionsintensitit des Tumorgewebes
auf die Uberlebenszeit 71
4.2.7 Multivariate Auswertung der T-, N- und M-Stadien
bei Erstdiagnose auf die Uberlebenszeit 72
5 Diskussion 73
5.1 Allgemeines 73
5.2 Prognostische Faktoren bei Krebserkrankungen 74
5.3 Prognostische Faktoren bei kolorektalen Karzinomen 75
5.4 Verwendung von HIP 1 als Prognosefaktor 78
5.5 Diskussion der ermittelten Ergebnisse 79
5.5.1 Beurteilung der Alters- und Geschlechtsverteilung 79
5.5.2 Beurteilung der 5-Jahres-Uberlebensrate 80
5.5.3 Beurteilung der eigenen Ergebnisse 80
5.5.4 Interpretation der HIP 1 Expression im Bezug auf die
Tumoraggressivitat 80
5.5.5 Interpretation der HIP 1 Expression im Endothel kleiner Blutgeféale 81



Inhaltsverzeichnis

5.5.6 Signifikanz der HIP 1 Expression anhand des klinischen

Verlaufs bei kolorektalen Karzinomen 81

5.5.7 Signifikanz der HIP 1 Expression beim Prostatakarzinom 82
5.5.8 Kaorrelierende Parameter der vorliegenden Studie 82
5.6 Schlussfolgerung 83
5.6.1 Differenzierte Betrachtung des kolorektalen Karzinoms 83
5.6.2 Differentialdiagnostische Betrachtung von HIP 1 84
5.6.3 Verschiedene Versuchsansétze und Methoden 84

6 Zusammenfassung 86
7___ Literaturverzeichnis 88
8 Danksagung 92
9  Lebenslauf 93




Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: HIP 1 Protein Doménen (nach Rao et al., 2001)

Abb. 2: Vermutetes Modell des Interaktionsmechanismus von htt und HIP 1

Unter Beteiliegung von HIPPI, welches zur Apoptose flihrt

(nach Gervais et al., 2002)

Abb. 3: Organisation von HIPPI und HIP 1 (nach Gervais 2002)
Abb. 4: Mogliche Mechanismen des HIP1- abhingigen Zelltodes

(modifiziert nach Chan, 2002)

Abb.
_Abb. 6:
Abb. 7:
_Abb. 8:
_Abb. 9:
Abb. 10:
Abb. 11:
Abb. 12:
Abb. 13:
Abb. 14:
Abb. 15:
Abb. 16:
Abb. 17:
Abb. 18:
Abb. 19:
Abb. 20:
Abb. 21:
Abb. 22:

5. Darstellung des Score-Index

6. Alter zum Zeitpunk der Erstdiagnose (ED)

7: Lokalisation des Primartumors

8. Histopathologische Differenzierung kolorektaler Karzinome

9: T-Stadium

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

N-Stadium

Zusammenfassung der TNM-Stadien des Gesamtkollektivs
HE-Schnitt Blutgefal (200x)

Niedrige HIP 1 Expression in BlutgefaRen + (200x)
HE-Schnitt Blutgefal (200x)

Mittlere HIP 1 Expression in BlutgefaRen ++ (200x)
HE-Schnitt Blutgefal (400x)

Hohe HIP 1 Expression in Blutgefdllen +++ (400x)
Hohe HIP 1 Expression eines Darmtumors (400x)
Mittlere HIP 1 Expression eines Darmtumors (400x)
Niedrige HIP 1 Expression eines Darmtumors (200x)
Darmtumor ohne HIP 1 Expression Score-Index 0 (200x)

HIP 1 Expressionsintensitat der Blutgefale

\%

Seite:

10

11
22

27
28
29
33
34
36
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
49



Abbildungsverzeichnis

Abb. 23:
Abb. 24.
Abb. 25:
Abb. 26:
Abb. 27:
Abb. 28:
Abb. 29:
Abb. 30:
Abb. 31:
Abb. 32:
Abb. 33:

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

HIP 1 Expressionsintensitat in tumordsem Gewebe

HIP 1 Expressionsintensitat in tumorfreiem Gewebe

HIP 1 Expressionsintensitat in glatter Muskulatur

Auftreten von Metastasen

Auftreten von Rezidiven

Status des Patientengutes nach 5 Jahren

Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und T-Stadium
Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und N-Stadium
Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und M-Stadium
Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und UICC-Stadien

Analyse Maximum-Likelihood-Schatzer

VI

51
52
53
55
56
58
60
61
63
65
72



Graphik-Verzeichnis

Graphik-Verzeichnis

Graphik 1: Einfluss des Metastasierungsgrades bei Erstdiagnose

auf die Uberlebenszeit

Graphik 2: Einfluss des T-Stadiums bei Erstdiagnose

auf die Uberlebenszeit

Graphik 3: Einfluss der zusammengefassten T-Stadien bei Erstdiagnose
(T1 und T2 versus T3 und T4) auf die Uberlebenszeit

Graphik 4: Einfluss des N- Stadiums bei Erstdiagnose auf die
Uberlebenszeit

Graphik 5: Einfluss der zusammengefassten N-Stadien bei Erstdiagnose
(NO versus N1 und N2) auf die Uberlebenszeit

Graphik 6: Einfluss der HIP 1 Expressionsintensitat des Tumorgewebes

auf die Uberlebenszeit

VII

Seite:

66

67

68

69

70

71



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis Seite:
Tab. 1: HIP 1-Expression in normalem Gewebe 8
Tab. 2: HIP 1-Expression in tumordsem Gewebe 9
Tab. 3: Geschlechtsverteilung des untersuchten Patientengutes 26
Tab. 4: Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 27
Tab. 5: Differenzierungsgrade (Gx-G4) 30
Tab. 6: T-Stadium 32
Tab. 7: N-Stadium 34
Tab. 8: Zusammenfassung der TNM-Stadien des Gesamtkollektivs 35
Tab.9: UICC-Stadieneinteilung 37
Tab. 10: HIP 1 Expressionsintensitat der Blutgefalie 48
Tab. 11: HIP 1 Expressionsintensitat in tumordsem Gewebe 50
Tab. 12: Auftreten von Metastasen 54
Tab. 13: Auftreten von Rezidiven 56
Tab. 14: Status des Patientengutes nach 5 Jahren 57
Tab. 15: Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und T-Stadium 59
Tab. 16: Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und N-Stadium 61
Tab. 17: Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und M-Stadium 62
Tab. 18: Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und UICC-Stadien 64
Tab. 19: Prognostische Faktoren bei kolorektalen Karzinomen 76

VIl



Abkdirzungsverzeichnis

Abkirzungsverzeichnis

pl Mikroliter

pum Mikrometer

°C Grad Celsius

A

Abb. Abbildung

AEC Chromogen

Ak Antikorper

Alk. Alkohol

Aufl. Auflage

B

bcl 2 B-cell lymphoma 2
Bd. Band

biol. biologisch

bzw. beziehungsweise
C

CA 19-9 Carbohydrat Antigen 19-9
CAT72-4 Carbohydrat Antigen 72-4

ca. circa

canc. Cancer (Krebs)

CEA Carcino embryonales Antigen
chem. chemisch

chir. chirurgisch

Cox Il Cyclooxygenase Il



Abkdirzungsverzeichnis

Da
DD
DED
Def.
d.h.
DNA

ED
End 4p
ENTH
etal.
etc.

evtl.

FAP
Fas
ff.
5-FU

gof.

HE
her 2

Dalton (MaReinheit)
Differentialdiagnose
Death effector domain
Definition

das heifit

Desoxyribonukleinsaure

Erstdiagnose

Endozytose 4p Protein

Epsin N-Terminal homology
et alii (und Mitarbeiter)

et cetera

eventuell

familidre adenomatése poliposys
Focal adhesions (Ligand)
folgende

5-Fluoruracil

gegebenenfalls

Stunde
H&matoxylin Eosin

Human Epidermal growth Factor Receptor

X



Abkdirzungsverzeichnis

Hip 1
HLA
HNPCC
HRP
Hrsg.
htt

l.a.
ICD
i.d.R.
lgG1

kDa
Konz.

k-ras

LSAB2

Huntingtin-interacting-Protein-1

Human leucocyte antigen

heriditares nicht polypdses kolorektales Krebssyndrom
Horse radish peroxidase

Herausgeber

Huntingtin

im allgemeinen
International classification of diseases
in der Regel

Immunglobulin G1

Journal

Kilo
Kilo Dalton
Konzentration

Ras-Protoonkogen

Lebensjahr

Dekadischer Logarithmus

Xl



Abkdirzungsverzeichnis

min.
mind.
ml
MRNA

ng
NH3
Nr.

od.
OSP

P53
p.a.
Pat.
pathol.
PCNA
PCR
PDGF
pKi-67
pos.
PSA

mannlich
Molar
Minute
mindestens
Milliliter

messenger RNA

Anzahl
Nanogramm
Ammoniak

Nummer

oder

Onkologischer Schwerpunkt Stuttgart

Protein P 53

per anno

Patient

pathologisch

Proliferating Cell Nuclear Antigen
Polymerasekettenreaktion
Platteled derived growth factor
Ki-67 Protein

positiv

Prostata spezifisches Antigen

Xl



Abkdirzungsverzeichnis

Q

R

r related

rel. Relativ

RNA Ribonukleinsaure

S

S. Seite

Sek. Sekunde

Sla 2p seal lead acid 2p Protein

s. 0. siehe oben

sog. S0 genannt

s0z. SO zU sagen

T

Tab. Tabelle

TALIN

TBST Tris gepufferte Kochsalzldsung
Temp. Temperatur

TGF Transforming growth Faktor
TNM Tumor, Nodulus, Metastase
U

u.a. unter anderem

USW. und so weiter

uicC Unio internationalis contra cancrum
u.v.m. und vieles mehr

X



Abkdirzungsverzeichnis

vgl.
Vol.

WHO

z. B.
ZNS

vergleiche
Volume (Band)

weiblich

World Health Organisation

zum Beispiel

zentrales Nervensystem

XV



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeines

Betrachtet man die gangigen Statistiken, so fallt auf, dass die kolorektalen Karzinome
bei der weiblichen Bevdlkerung in Deutschland inzwischen zu den zweithaufigsten und
bei Mannern zu den dritthdufigsten bdsartigen Krebserkrankungen zéhlen.

Die Zahl der j&hrlich auftretenden Neuerkrankungen in Deutschland wird fur Manner
auf Uber 24 000, fur Frauen auf nahezu 28 000 geschatzt. Méanner erkranken im
Durchschnitt mit 68,1 Jahren, Frauen mit 72,3 Jahren (Arbeitsgemeinschaft
bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland, 2002).

Mit anteilig 9 % ist das kolorektale Karzinom an der Gesamtheit aller malignen Tumor-
erkrankungen, nach dem Mamma- und Bronchialkarzinom bei Frauen, und dem
Prostata- und ebenfalls Bronchialkarzinom bei den Ménnern, vertreten.

Bei kolorektalen Karzinomen, ist die Anzahl der Neuerkrankungen bei Betrachtung der
letzten 20 Jahre von 5 bis 15 auf etwa 15 bis 25 pro 100 000 angestiegen. Jedoch kann
eine Abnahme der Mortalitétsrate durch die stetige Verbesserung und Weiterent-
wicklung der Standards in der Friiherkennung dieser Karzinome verzeichnet werden.
Aufgrund der Entstehungsmechanismen maligner Darmtumoren spricht man der
»richtigen” Erndhrung hierbei einen hohen Stellenwert zu. Forderlich der Entstehung
maligner Darmtumoren wirken eine GbermaRige Kalorienzufuhr, die erhohte Aufnahme
von N-Nitrosaminen und ein haufiger Fleischverzehr, hier sind vor allem Schwein, Rind
und Lamm mit den dazugehdrigen tierischen Fetten zu nennen. Mangelnde korperliche
Bewegung, Nikotin, erhhter Alkoholkonsum und die darausfolgende Hypergastrindmie
steigern zusatzlich das Risiko. Ein schiitzender Effekt wird nicht-steroidalen
Antiphlogistika (Cox ll-Hemmer) sowie einer vitamin- (Vitamine A, C, E), ballaststoff-
und spurenelementreichen (Selen und Calcium) Ernéhrung zugesprochen.

Der weitaus groRte Teil der Karzinomentstehung erfolgt durch Genmutationen im

Rahmen der sogenannten Adenom-Karzinom-Sequenz.
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Entzundliche Darmerkrankungen, Spatfolgen anderer Karzinome mit entfernter
Lokalisation oder eine genetische Disposition, z. B. die familidre adenomattse
Polyposis (FAP), familidre juvenile Polyposis, Peutz- Jeghers-, Gardner- und Tourkot-
Syndrom, hereditéres nicht polyposes kolorektales Krebssyndrom (HNPCC-Syndrom),
sind nachgewiesenermafen pragende Faktoren, die das Risiko der Entstehung eines
malignen Tumors um mindestens 10 % erhohen.

Die operative Resektion ist nach wie vor die Methode der Wahl bei der Behandlung
kolorektaler Karzinome, trotzdem entwickeln ca. 40 % der primar kurativ operierten
Patienten im Verlauf ein lokales, regionales bzw. fernes Tumorrezidiv (Buglioni et al.,
1999).

1.2 Prognosefaktoren
1.2.1 Definition

Ein Prognosefaktor ist jeder zum Zeitpunkt der Primaroperation erhobene Messwert, der
mit dem krankheitsfreien Uberleben oder dem Gesamtiiberleben korreliert, ohne dass
eine adjuvante Systemtherapie durchgefiihrt wurde. Damit korreliert ein Prognosefaktor

mit dem naturlichen Verlauf der Erkrankung (Schaller et. al., 2006).
1.2.2  Klinische und pathomorphologische Prognosefaktoren

Das kolorektale Karzinom liegt im Vergleich zu anderen Tumorentitaten im mittleren
Prognosebereich. Etwa die Halfte der Patienten tberlebt 5 Jahre.

Die Uberlebenschance ist insgesamt streng stadienabhangig. Im fortgeschrittenen
metastasierten Stadium (lber Lymphknotenmetastasen hinaus) sind Heilungen sehr
selten im Gegensatz zum Stadium I, in dem Uber 95% der Patienten geheilt werden, und
im Stadium 11, bei dem die Heilungsrate 80% betrégt. Nach wie vor ist das TNM-
System das wichtigste und am besten evaluierte Instrument zur Prognoseabschétzung.
Die daraus resultierende Stadieneinteilung lasst als Resultat der historischen Studien mit
alleiniger Operation (ohne adjuvante Chemotherapie) bzw. spontanem Verlauf der
metastasierten Stadien erkennen, dass das 5-Jahres-Uberleben fiir Stadium 11 mit 62-

76%, fur Stadium Il mit 45-65% anzusetzen ist.
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Insbesondere die Anzahl der untersuchten und davon befallenen oder nicht befallenen
Lymphknoten ist ein wichtiger Parameter zur Prognoseabschédtzung und somit sehr
aussagekraftig fiir die Abschatzung des Uberlebens: Unabhangig davon, ob es nodal
positive oder nodal negative Stadien sind, ist die Prognose der Patienten mit vielen
untersuchten Lymphknoten besser (Schmoll et. al., 2007). In der Intergroup-0089-
Studie liegt erst ab 20 tumorfreien Lymphknoten eine mal3geblich verbesserte Prognose
vor (Le Voyer et. al., 2003).

Weitere relevante prognostische Faktoren bei kolorektalen Karzinomen fur die

einzelnen Stadien werden in Tab. 19, Kapitel 5.2 ff. dargestellt.
1.2.3 Molekulare Marker

In zahlreichen Untersuchungen wurden molekulare Marker identifiziert, die
prognostische (d.h. Einfluss auf das Outcome unabhéangig von der Therapie) oder
pradikative (Einfluss auf den Verlauf einer bestimmten Therapie) Bedeutung haben. Die

am besten untersuchten in der 5-FU/Folinsaure-Ara sind:

= Verlust der Heterozygotie am Chromosom 18q

= p53 und k-ras-Mutation

= Mikrosatelliteninstabilitat

= Polymorphismen des Thymidilinstoffwechsels in den Enzymen
= Thymidilatsynthase

= Thymidilatphosphorylase

= Dihydropyrimidin-Dehydrogenase

Die Kombination verschiedener molekularer Marker kann eine detailliertere
Prognoseabschatzung ermdglichen. Exemplarisch hierzu ist die Analyse von Watanabe
et al. (Watanabe et. al., 2001) an 460 Patienten mit Stadium I11 und "High Risk*-
Stadium I1. Diese Patienten wurden in der Intergroup-0089-Studie behandelt (LeVoyer
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et. al., 2003). Die hier berichteten Uberlebenswahrscheinlichkeiten sind unabhingig von
der Chemotherapie (Schmoll et. al., 2007).

1.3 Etablierung eines Prognosefaktors

Bestimmte Proteine / Stoffwechselprodukte treten nur an bestimmten Geweben auf und
einige native Formen nur bei tumords entarteten Zellstrukturen. Diese Tatsache ist ein
wesentlicher Schlussel zur Etablierung von méglichen immunhistochemischen
Prognosefaktoren um durch die reproduzierbare Expressionsintensitét eine signifikante
Aussage zur Tumorbiologie und zum Langzeittiberleben der Patienten zu erhalten.

1.3.1 Etablierung von Huntingtin-Interacting-Protein-1 bei kolorektalen

Karzinomen

Tatsache ist, dass Huntingtin-Interacting-Protein-1 nur beim Prostata- und Kolon-
karzinom exprimiert wird, jedoch nicht in den gesunden Epithelien dieser Organe
vorkommt (siehe Tab. 1 und 2, ebenfalls Rao et. al., 2002). Beim Prostatakarzinom ist
nachgewiesen, dass das Expressionsverhalten mit der Tumorbiologie korreliert (Chan
E., 2002). Fur das Dickdarmkarzinom wurde bisher kein derartiger Nachweis erbracht.

Eine Untersuchung liegt daher nahe.

1.4 Das Huntingtin-Interacting-Protein-1 Antigen

Huntingtin-Interacting-Protein-1 (HIP 1) ist ein 116-kDa schweres im Zytoplasma
befindliches Protein, das zu einer evolutionér stabilen Familie gehort, zu der auch Sla2p
und HIP 1r (related) z&hlen. Sla2p, auch bekannt als End4p, ist ein Hefeprotein
(Saccharomyces Cerevisiae), das an der Clathrin-bindenden Endozytose, sowie der
zytoskelettalen Organisation und dem zellularen Uberleben essentiell beteiligt ist.

HIP 1r wurde als erstes menschliches homologes Protein zu Sla2p gefunden und als
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Kofaktor der Clathrin-bindenden Endozytose identifiziert. Im Vergleich zu HIP 1 ist es
in der Lage sowohl an Actin als auch an Clathrin zu binden. Jedoch hat seine kiinstliche
Ausschaltung in knockout-Maus-Versuchen keinerlei Auswirkungen auf die Ent-
wicklung und Lebensfahigkeit der Organismen gezeigt, wie das nicht kompensierbare
Ausschalten von HIP 1, was in kypholordotischen Fehlbildungen und schlieBlich dem
Tod der Probanden endete (Hyun et al., 2004). Es ist erwiesen, dass HIP 1r nicht mit
Huntingtin interagiert (siehe Kapitel 1.4.1), da eine Homologie zur Huntingtin-
Bindungsdoméne nicht gegeben ist und somit keine Apoptose-Induktionsaktivitat wie
bei HIP 1 vorhanden ist (Okano et al., 2003).

Die Hauptstruktur dieser drei Proteine beinhaltet eine N-terminale (ENTH) Domane,
welche bisher nur bei Kofaktoren des Clathrin-bindenden Systems gefunden wurde,
sowie ein Leucin-zipper Motiv und ein Carboxyl-terminus homolog zu TALIN (siehe
hierzu auch Abb. 1).

Anhand biochemischer Analyseverfahren wurde eine weitere Doméne innerhalb des
Antigens entdeckt und beschrieben. Es handelt sich hierbei um eine Sequenz, homolog
einer sog. DED (death effector domain). Sie befindet sich im hydrophoben Bereich der
Phenylalanin-Bindungsstelle 398, welche eindeutig fir die Toxizitét des HIP 1-

Antigens verantwortlich gemacht werden kann (Hackam et al, 2000).
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Intermediate filament-like
ENTH Clathrin /AP2 Leucine Zipper
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Abb. 1: HIP 1 Protein Domanen (nach Rao et al., 2001)
Betrachtet von links nach rechts: N-terminale (ENTH) Domaéne, bisher nur
bei Kofaktoren des Clathrin-bindenden Systems nachgewiesen. Dann folgt
die Clathrin/AP-2 Bindungsstelle.
HIP 1 verfugt noch tber ein Leucin-zipper Motiv und ein Carboxyl-

terminus homolog zu TALIN.

1.4.1 HIP 1 und seine Interaktionen mit Huntingtin

Uber die Endozytose hinausgehende Funktionen von HIP 1 liegen bis heute gréBtenteils
im Verborgenen. Man weil} jedoch, dass es mit Huntingtin (htt) interagiert, einem
350-kDa schweren Protein, welches essentiell ist fur eine normale embryonale
Entwicklung.

Des weiteren wird vermutet, dass Huntingtin fir eine regelrechte Hamatopoese
verantwortlich ist, und zudem als Eisenbindungsprotein fungiert.

HIP 1 bindet an den Aminosdureterminus des natirlichen Wildtyps von htt in der
Region abwarts der Polyglutaminsequenz.

Im Fall des Krankheitsbildes der Chorea Huntington ist diese Sequenz jedoch mutiert,
was nachweislich zu einer geringeren Bindungsaffinitat von HIP 1 zu htt fihrt (Qin et
al., 2004) und somit ein ,,Uberschuss* an freiem, nicht gebundenen HIP 1-Antigen
existiert, welches nun mit anderen zytoplasmatischen Proteinen, die Uber eine
Mediatorfahigkeit den programmierten Zelltod betreffend verfiigen, Verbindungen
eingehen kann. Zudem ist HIP 1 selbst in der Lage, tUber direkte Aktivierung der

Caspase-3 die Apoptose einzuleiten (Hackam et al., 2000 sowie Abb. 2 und 4).
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Abb. 2: Vermutetes Modell des Interaktionsmechanismus von htt und HIP 1 unter
Beteiligung von HIPPI, welches zur Apoptose fuhrt (nach Gervais et. al.,
2002).
HIP 1 verbindet sich mit Huntingtin (htt). Dieser Komplex ist nun in der Lage
unter Einbindung seines Partners HIPPI, der die proapoptotischen Fahigkeiten
von HIP 1 deutlich potenziert, den Procaspase-8-Komplex zu bilden und

somit Uber die Aktivierung von Caspase-8 die Apoptose einzuleiten.

Die Vermutung, dass HIP 1 in beiden Regulationswegen sowie bei weiteren
Mechanismen der zelluléren Interaktion eine entscheidende Rolle zukommen muss, ist
entstanden, indem man herausgefunden hat, dass die mMRNA von HIP 1 in ver-
schiedenen Tumorzelllinien im Vergleich zum urspriinglichen Gewebe, in dem keine
oder nur geringe Mengen vorhanden sind, erhéht oder sogar stark erhoht ist.

Die dargestellte Tab. 1 zeigt Antigen-Expression in ,,normalem* Gewebe sowie Gewebe
in denen unter gesunden Bedingungen kein HIP 1 Nachweis erbracht wird.

Tab. 2 hingegen zeigt die HIP 1 Expression in tumorésem Gewebe.
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Tab. 1: HIP 1 Expression in normalem Gewebe (nach Rao et al., 2002)

Nattrliche hohe mittlere niedrige Keine
Expression Expression Expression Expression Expression
von HIP 1
Endothelien Kolon
Blutgefalie Kleiner Drisenepithel
Blutgefale
Niere distal tubuldres Prostata
Gewebe Drisenepithel
Lunge Alveolarepithel
Herz Herzmuskel
Plexus
Gehirn Choroideus des
Gehirns
verschiedene
PNS periphere
Nerven
und Ganglien
Leber Lebergewebe
postmeiotische
Hoden Spermatiden im

tubulus

seminiferus
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Tab. 2: HIP 1 Expression in tumorésem Gewebe (nach Rao et al., 2002)

HIP 1 Expression in hohe — mittlere Expression | niedrige (nicht messbare)
tumordsem Gewebe Expression

Tumoren des ZNS Lymphome

Brustkrebs

kolorektale Karzinome

Lungenkrebs

Melanome

Ovarialkarzinome

Prostatakrebs

1.4.2 Rezeptorvermittelte Signalwege

Im Falle von HIP 1 spielen die rezeptorvermittelten Signalwege eine entscheidende
Rolle. Anhand der HIP 1/htt Interaktionen wird tiber Zelltod oder — tberleben
entschieden. Dies zeigt sich beispielsweise darin, dass Menschen die an Chorea
Huntington leiden, ein deutlich niedrigeres Krebsrisiko aufweisen als gesunde
Blutsverwandte (Rao et al., 2002 sowie Kapitel 1.4.1).

Diese inverse Korrelation l&sst vermuten, dass die HIP 1/ htt Interaktionen einerseits zur
neuronalen Apoptose (Chorea Huntington) und andererseits zur Krebszell Apoptose
flhren. Letztere bedingt vermutlich ein verringertes Risiko der Krebsentstehung
(Gervais et al., 2002, Vecchi et al., 2005).

Ein weiterer Partner von HIP 1 ist HIPPI, welches im Golgi-Apparat der Neurone
gebildet wird und schon dort vereinzelt Verbindungen mit HIP 1 eingeht. Nachweisorte
von HIPPI aufgrund immunhistochemischer Nachweisverfahren sind Cortex, Striatum,
Globus pallidus, Hypothalamus und Cerebellum. Es wird gezeigt, dass der Carboxyl-
terminus homolog zu TALIN die Domaéne ist, an der die Interaktion zwischen HIP 1
und HIPPI stattfindet.
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HIPPI ist in der Lage, die proapoptotischen Fahigkeiten von HIP 1 deutlich zu
potenzieren. Der so entstandene Procaspase-8-Komplex aktiviert nun den Caspase-8-
abhangigen Weg und leitet die Apoptose der Zellen ein (Gervais et al., 2002 sowie
Abb. 2).

Myosin-iike . .
a Hippi domain (49 amino acids)
I I
P
Hip-1 I iLetcine Talin-like . _
! | zipper domain (1030 aming acids)
b \
oo gy e : : 5
TRl z-E G I ) 1
gs-;sczw o Lo A ME]
CE=REDE
FADD-DED

C10-DEDE
<10-DECE
USURP-DEDA
usURp-DEDE A v

c [™ Hippi SKLKER[SNMT
Charged | HIP1DED SKLKEKYSEL
| HIP12 DED NELEEKHSEL

[ Casps DED:A SFLKELLFRI
Caspg DED-B DILKRVCAQI
FADD DED ELLREL[LASL

Hydrophobic | Caspi0DED-A FFLAELLYII

CasplODEDB TCLEDLCKTV
Usurpin DED-A ~-=~LAELILYRYV
_. Usurpin DED-B DLLE KF_CIIE KNI

Abb. 3: Organisation von HIPPI und HIP 1 (nach Gervais et. al., 2002)

a) Die beiden Partner, dargestellt anhand eines schematischen Diagramms.

b) Darstellung der Homologie der Aminosaure-Sequenz der pDED von HIPPI zu
anderen DED’s.

c¢) Darstellung der Anfangsaminosaure-Sequenz der HIPPI pDED und anderer
bekannter DED’s. Die erste und die letzte Aminoséure jeder DED mit den jeweilig sie

betreffenden Proteinen sind an der rechten und linken Seite jeder Sequenz angezeigt.
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Die Region entsprechend der funften Helix (alpha 5) ist angezeigt. Die Pfeilspitze in ¢
markiert die Position der kritischen Aminosaure, welche die erste Gruppe von DED’s
mit geladenem Rest (K) von denen mit hydrophobem Rest (L, V) an derselben Stelle

unterscheidet.

EXTRINSIC
Fas

X plasma membrane

mitochondria

Caspase 9] 4= @cioctrome ¢

: INTRINSIC

Abb. 4: Mdégliche Mechanismen des HIP 1- abhangigen Zelltodes (modifiziert nach
Chan, 2002)

Vermuteter Pathomechanismus:

HIP 1 aktiviert durch erhohtes Vorkommen Caspase-9, diese aktiviert Caspase-3,

durch deren Aktivitat der Zelltod ausgeldst wird. (sog. intrinsischer Weg, wird im

im Normalfall von aus Mitochondrien herausgegebenem Cytochrom c aktiviert).

Beim sog. extrinsischen Weg kommt der Zwischenspieler HIPPI noch dazu, nach

erfolgter Procaspase-8-Komplexbildung (siehe Abb. 2) wird Caspase-8 aktiviert,

welche den Zelltod wieder durch Einwirken auf Caspase-3 einleitet. Caspase-8 wird

normalerweise von sog. Zelloberflachentodesrezeptoren (z.B. Fas) aktiviert.
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1.4.3 Funktion endozytotisch aktiver Proteine

Es ist schon seit langerem bekannt, dass sich endozytotisch aktive Proteine im
Zytoplasma zwischen der Zellmembran und dem Zellkern frei bewegen, nur ihre
Funktionen, den Zellkern betreffend, sind noch nicht vollstandig geklart (Vecchi

et al., 2005).

Anhand aktueller Erkenntnisse wird HIP 1 die Funktion eines sog. ,,hub®, eines Shuttles
zugeschrieben. In einer Studie wurde bewiesen, dass HIP 1 die transkriptionale
Aktivitat von im Zellkern befindlichen Hormonrezeptoren (hauptséchlich Androgen-
sowie ebenfalls Ostrogen- und Gluccorticoidrezeptoren) nachweislich steigert (Mills et
al., 2005). Die genauen Auswirkungen und darausfolgenden Effekte und eventuellen
Therapieansétze sind noch nicht génzlich geklart, jedoch l&sst sich hieraus eindeutig die
Schlussfolgerung ziehen, dass endozytotisch aktive Proteine ebenfalls in die Regulation

der Genexpression involviert sind (Mills et al., 2005).

1.5 Ziel der Arbeit

Es ist erwiesen, dass gesundes Prostata- und Kolonepithel keine HIP 1 Expression
aufweisen (Rao et al., 2002).

Unter anderem schlief3en Rao et al somit aus dem unterschiedlich starken Auftreten von
HIP 1 Konzentrationen bei Neoplasien oder Karzinomen dieser Organe auf die
Aggressivitat und Metastasierungstendenz des Tumors, jedoch ohne dass der
Zusammenhang in allen Einzelheiten geklart ist.

Man kann sagen, dass bei klinisch lokalisiertem Prostatakrebs mit dem Auftreten von
HIP 1 eine hohe Malignitét verbunden ist. Ein weiterer Faktor der hierflr spricht, ist
das Wiederauftreten des PSA (Prostata Spezifisches Antigen). Bei HIP 1 positiven
Prostatakarzinomen konnte man mit einem wieder ansteigenden PSA rechnen (als
erhohte PSA-Level wurden alle Konzentrationen tber 0,2 ng/ml angesehen) (siehe Rao
et al., 2002), wéhrend bei HIP 1 negativen Prostatakarzinomen kein Wiederanstieg des

PSA zu verzeichnen war und damit kein Rezidiv entstanden ist.

12
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HIP 1 ist in sehr hohem Male im Zytoplasma des Epithels der Tumorzellen zu finden,
wobei der Nachweis anhand monoklonaler Maus- und Kaninchen-Antikoérper erbracht
wurde (Rao et al., 2002).

Hierbei zeigte sich in 50 von 53 Fallen eine erhthte HIP 1 Expression vor allem

im Gewebe von Tumoren der Brust, Lunge, Leber, Ovarien und Prostata sowie bei
Melanomen.

Anhand einer Testreihe bei ausgewéhlten Patienten mit gesichertem Prostatakarzinom
wurde bei einer Anzahl von 135 Tumorgewebeproben von insgesamt 14 Patienten
nachgewiesen, dass 95% des gesunden Gewebes keinerlei HIP 1 Expression zeigten,
wobei bei den anderen 5% niedrige bis mittlere HIP 1 Expressionen aufgezeigt werden
konnten (Rao et al., 2002).

Man kann HIP 1 zwar nicht als spezifischen Marker fur Kolon- und Prostata Krebs
sowie andere Tumorerkrankungen ansehen, jedoch ist bewiesen, dass HIP 1 in diesen
Epithelien normalerweise nicht exprimiert wird (siehe Tab.1).

Offensichtlich ist die HIP 1 Expression ein relativ spates Ereignis in der Entwicklung
des Prostatakarzinoms, wobei eine Hormonabhangigkeit des Prostatakarzinoms unter
zunehmender HIP 1 Expression diskutiert wird.

Biologische Funktionen der HIP 1 Expressionswerte sind noch nicht geklart. Auch gibt
es in den Versuchen immer wieder unklare oder sich wiedersprechende Ergebnisse und
auch eine hohe Anzahl von Karzinomen, bei denen keine Expressionserhéhung von HIP
1 zu verzeichnen ist (Chan E., 2002).

Auch wird die bei hoher HIP 1 Expression postulierte Fahigkeit den natirlichen Zelltod
(Apoptose) zu initiieren sehr kritisch beurteilt (Hackam et al., 2000).

Als Ergebnis einer weiteren Untersuchung ist die Fusion von HIP 1 mit dem PDGF-beta
Rezeptor beschrieben, der Effekt der darausfolgenden Tyrosinkinaseaktivitét fuhrt

zur Transformation der hdmatopoetischen Stammzellen, welche in einer chronischen

Myeloischen Leukdmie mundet (Ross et. al., 1998).
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1.6 Fragestellung

Da beim Prostatakarzinom eine positive Korrelation zwischen der Hohe der HIP 1
Expression und der Tumoraggressivitat nachgewiesen wurde, stellte sich die Frage, ob
beim kolorektalen Karzinom auch ein derartiger Zusammenhang besteht.

Vor diesem Hintergrund wurde das Expressionsverhalten des HIP 1 im Tumorgewebe
kolorektaler Karzinome immunhistochemisch untersucht und seine Korrelation in

Bezug auf Aggressivitat, Staging, Grading und Uberlebenszeit tiberpriift.
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2 Untersuchungsgut, Material und Methoden

2.1 Untersuchungsgut

Das Untersuchungsgut entstammt den Préaparateinsendungen der chirurgischen
Abteilungen an das Institut fir Pathologie des Klinikums Stuttgart der Jahre

1994 bis 2006.

Zum Zeitpunkt der Abfrage lagen anhand der Patientenakten des Institutes sowie der
Kontrollbdgen des OSP (Onkologischer Schwerpunkt Stuttgart) folgende Daten vor:
Alter und Geschlecht des Patienten, Angaben tber eventuelle Doppeltumoren,
Lokalisation des Tumors, Einteilung nach dem TNM-System, UICC-Stadieneinteilung
(6. Auflage Nachdruck 2003), histologische Angaben, Differenzierungsgrad nach
WHO, Angabe Uber mdgliche adjuvante oder neoadjuvante Therapien, Angabe Uber die
Zeit bis zum Auftreten eines moglichen Rezidivs eines Zweitkarzinoms oder einer
Metastase, Gesamtiiberlebenszeit bzw. Follow up tber 5 Jahre.

Es wurden im Hinblick auf das Expressionsverhalten von HIP 1, 126 randomisierte
Falle (42 Frauen, 84 Méanner, Durchschnittsalter 63,06 Jahre) mit kolorektalen

Karzinomen untersucht.

2.2 Material

Nachfolgend werden die im Institut vorhandenen Materialien und Gerate, die zur
Durchfuhrung der einzelnen Schritte der Farbungen sowie immunhistochemischen-

und Auswertungsverfahren verwendet wurden aufgefuhrt.

1) Monoklonaler Maus Antikdrper: Klon 4B10. Isotyp: 1gG1 (Firma Signet
Laboratories inc. 180 Rustcraft Rd. Dedham, Ma 02026) Monoklonaler Maus
Antikorper zugegeben zu 0,01 M (PBS) Puffer, und 0,1 % Salzsaure (NaN3)
und 1% Bovines Serum Albumin welches als Tréagerprotein fungiert.

1:40 Antibody Diluent (Firma Dako GmbH, Hamburg, Code-Nr:S2022)
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2) Objekttrager: Super Frost Plus (Firma Menzel, Burgdorf)
3) Xylol (Firma Merck GmbH, Darmstadt)
4) Absteigende Alkoholreihe (99% Alk., 98% Alk., 70% Alk. Firma Briggemann
Alcohol, Heilbronn)
5) Agua destilata (Entmineralisiertes Wasser, Hauseigene Herstellung Klinikum
Stuttgart)
6) Target Retrieval Solution Dako (Firma Dako GmbH, Hamburg, Code-Nr:
S1699)
7) TBST-Puffer (Firma Dako GmbH, Hamburg, Code-Nr: S3306)
8) 3% Wasserstoffperoxid (Peroxidase Blocking Reagent; ready to use. Firma
Dako GmbH, Hamburg, Code-Nr: S2001)
9) Schweineserum (Firma Dako GmbH, Hamburg, Code-Nr: X0901)
10) Antibody Diluent (Firma Dako GmbH, Hamburg, Code-Nr:S2022)
11) Biotinylated Link-Ziege anti Kaninchen/Maus Immunglobuline
(LSAB2 System Firma Dako GmbH, Hamburg, Code-Nr: K0675)
12) Streptavidin HRP (LSAB2 System Firma Dako GmbH, Hamburg, Code-Nr:
K0675)
13) Substrat-Chromogen AEC Plus (Firma Dako GmbH, Hamburg Code-Nr:
K3469)
14) Hamalaun nach Mayer (Firma Merck GmbH, Darmstadt)
15) Ammoniaklésung 25 % p. a. (Firma Merck GmbH, Darmstadt)
16) Eindeckmittel: Aquatex (Firma Merck GmbH, Darmstadt)
17) Eosin (Morphisto Evolutionsforschung und Anwendung GmbH,
Frankfurt/Main)
18) Corbit Balsam (I. Hecht, Kiel-Hassee)
19) Wasserbad (Firma GFL, Burgwedel)
20) Kuvetten (Firma VWR, Darmstadt)
21) Reaktionsgeféale: GroRe: 1,5 ml (Firma Eppendorf, Hamburg)
22) Kihlschranke: Oko Plus (Firma Siemens, Miinchen)
23) Tisch-Schttelgerat: Vortex Mixer 7-20 20 (Firma neo Lab, Heidelberg)
24) Pipetten: Groen: 20 ul, 100 pl, 200-1000 ul (Firma Eppendorf, Hamburg)
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25) Spitzen: GroRen: 10-100 ul, 100-1000 pl (Firma Eppendorf, Hamburg)

26) Histosec Pastillen ohne DMSO Erstarrungspunkt 56-58° C (Firma Merck
GmbH, Darmstadt)

27) Mikroton RM 2165 (Firma Leica, Nussloch)

28) Kiuhlplatte COP 20 (Firma Medite, Burgdorf)

29) Wasserbad fiir Praparatschnitte (Firma Leica, Nussloch)

30) Lichtmikroskop DM 3000 (Firma Leica, Nussloch)

31) Digitalkamera Typ Evolution MP (Firma Media Cybernetics,
Bethesda, MD-USA)

2.3 Histologie

Samtliche untersuchten kolorektalen Karzinome wurden nach operativer Entfernung fiir
die konventionellen histologischen Untersuchungen nach Praparation 24 Stunden in
gepuffertem 4% em Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Es wurden 4 um dicke
Schnitte angefertigt und mit Hamatoxylin Eosin (HE) angefarbt. Die Untersuchung
sowie Differenzierung (Grading) der verwendeten Schnitte, erfolgte nach der Einteilung
des TNM-Systems, UICC-Stadieneinteilung (6. Auflage Nachdruck 2003,

siehe Kapitel 3.3 ff.).

2.4 Methoden

2.4.1 Immunhistochemie

Zum Nachweis des HIP 1 wurden die reprasentativen Paraffinschnitte der kolorektalen
Karzinome und die zugehdrigen Lymphknoten und Metastasen mittels indirekter
Immunperoxidase Technik untersucht. Dabei bindet ein spezifischer Primarantikdrper
an das gesuchte Antigen. Zur Lokalisation dieser Bindung wird mit einem
peroxidasekonjugierten Sekundérantikdrper (spezifisch gegen den Primarantikorper)
inkubiert.

Unter Katalyse der Peroxidase wird das Chromogen AEC als farbiges Prézipitat an der

Stelle der Enzymaktivitat prazipitiert.
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Folgende Antikérper wurden verwendet:

Monoklonaler Maus Antikorper Klon 4B10 (Firma Signet Laboratories inc. siehe
Kapitel 2.2 Punkt 1).

Der Klon 4B10 (116-kDa) reagiert mit Huntingtin-Interacting-Protein-1 (HIP 1).
Der hier verwendete Klon reagiert nicht mit Maus HIP 1, ist aber in der Lage

die Aminosauren 750-780 des menschlichen HIP 1 zu erkennen.

2.4.2 Durchfuhrung des speziellen immunhistochemischen Préazipitations-

verfahrens zur Darstellung der HIP 1-Expression:

1) Schnitt mit der Schichtdicke von 4 um auf Super Frost Plus Objekttréager
aufziehen

2) 3x5 min. entparaffinieren und rehydrieren mit Xylol

3) Spulen in absteigender Alkoholreihe (Jeweils 10-20 sec. in 99 %, 98 % und
70 % em Alkohol)

4) Spulen: ca. 2 min. mit Agua destilata.

5) 60 min. Inkubation in einer Kuvette, geftllt mit Target Retrieval Solution bei
95°C im Wasserbad

Zusammensetzung:
270 ml Aqua destilata
+ 30 ml Dako Target Retrieval solution (Code: S1699)
300 ml
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6) Abkihlen der Kuvette fur 20 min. bei Raumtemperatur

7) 2x3 min. inkubieren in TBST-Puffer bei Raumtemperatur

Zusammensetzung:
450 ml Aqua destilata
+ 50 ml TBST-Puffer
500 ml

8) Inkubation flr 10 min. mit 3% em Wasserstoffperoxid bei Raumtemperatur
9) Kurzspulung in Agua destilata
10) 1x5 min. inkubieren in TBST-Puffer bei Raumtemperatur
11) Inkubation fur 10 min. mit 1:20 Schweineserum bei Raumtemperatur
(100 pl pro Objekttrager auftropfen)
12) Inkubation fir 60 min. mit dem Antikorper bei Raumtemperatur

(100 pl pro Objekttrager auftropfen)

Zusammensetzung:

Monoklonaler Maus Antikdrper zugegeben zu 0,01 M (PBS) Puffer,
und 0,1 % Salzsaure (NaN3) und 1% Bovines Serum Albumin,
welches als Trégerprotein fungiert.

Isotyp : 1gG1
Verdinnung: 1:40 Antibody Diluent (Firma Dako GmbH,
Hamburg, Code-Nr:S2022)
Inkubationszeit: 60 min.

Inkubationstemperatur: Raumtemperatur

13) 2x3 min. inkubieren in TBST-Puffer bei Raumtemperatur
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14) Immunisierung fur 30 min. mit Biotinylated Link-Ziege anti Kaninchen/Maus
Immunglobuline bei Raumtemperatur
(3 Tropfen aus der Originalflasche)
15) 2x3 min. inkubieren in TBST-Puffer bei Raumtemperatur
16) Immunisierung fur 30 min. mit Streptavidin HRP bei Raumtemperatur
(3 Tropfen aus der Originalflasche)
17) 2x3 min. inkubieren in TBST-Puffer bei Raumtemperatur
18) Inkubation fir 30 min. bei Raumtemperatur mit 100 pl Substrat-Chromogen
AEC Plus
(Nach 15 min. erneutes Aufbringen von 100 pul)
19) 2x3 min. inkubieren in TBST-Puffer bei Raumtemperatur
20) Kurzspilung in Aqua destilata
21) Gegenfarbung fur 10 sec. mit Hadmalaun nach Mayer
22) Kurzspllung in Aqua destilata
23) Ammoniaklosung 25 % p.a. zu Aqua destilata zugeben
24) Spulen in Aqua destilata
25) Eindecken mit Aquatex

2.4.3 Durchfuihrung einer Hamatoxylin Eosin Farbung (HE):

Es wurde von jedem Préparat ein weiterer Nativschnitt erstellt und eine
HE-Farbung durchgefuhrt.

1) Schnitt mit der Schichtdicke von 4 um auf Super Frost Plus Objekttréger
aufziehen

2) 3x5 min entparaffinieren und rehydrieren mit Xylol

3) Spulen in absteigender Alkoholreihe (Jeweils 10-20 sec. in 99 %, 98 % und
70 % em Alkohol)

4) Spllen flr ca. 2 min. in Aqua destilata

5) Féarbung fir 10 min. mit Hdmalaun nach Mayer

6) Spulen in Aqua destilata
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7) Farbung fir 1-3 min. mit Eosin
8) Spilen in aufsteigender Alkoholreihe, beginnend kurz in 70 %, 98 % und
99 % em Alkohol.
9) Lagerung der Préparate in Xylol bis zum Eindecken
10) Eindecken mit Corbit Balsam.

2.4.4 Bestimmung des Score-Index

Anhand der bestehenden Versuchsreihen (Rao. et al., 2002) und des beschriebenen
Vorkommens von HIP 1, wurde die HIP 1 Expression und damit der Score-Index
der erstellten Paraffinschnitte der kolorektalen Karzinome nach durchgefihrter
Immunhistochemie mit dem Monoklonalen Maus Antikorper (Klon 4B10)
korrelierend zur Studie am Prostatakarzinom (Rao et al., 2002) ermittelt.

Hierzu erfolgte lichtmikroskopisch anhand der schon vor Beginn der Auswertung
bekannten Expressionseigenschaften der BlutgeféalRe (welche als interne Positivkontrolle
eines erfolgreichen immunhistochemischen Verfahrens gewertet werden kann) die
Auswertung der festgelegten Bereiche, der hohen-, mittleren-, niedrigen- und der gar
keiner HIP 1 Expression des gesamten Paraffinschnittes (Rao et al., 2002).

Die Darstellung der einzelnen Expressionen anhand des Score-Index sowie die
divergierenden Intensitaten der einzelnen Préparate mit ihren unterschiedlichen
Gewebsstrukturen werden in den unten aufgefiihrten Abbildungen (Abb. 5) sowie in
Abb. 12 - 21 (Kapitel 3 ff.) ausfihrlich dargestellt.

Erstellt wurden die Bilder mit Hilfe einer lichtmikroskopischen Kamera in 200 und
teilweise 400 facher VergrofRerung.
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Abb. 5 : Darstellung des Score-Index

Score-Index HIP 1 Expression

0 Keine Expression im Paraffinschnitt sichtbar.

Tumor negativ, keine Blutgefalie vorhanden.

+ Niedrige Expresion im Endothel der BlutgefaRe.

Rand des BlutgefaRes nicht klar markiert.

++ Mittlere Expression im Endothel der Blutgefaliie.
Rand des Gefales klarer markiert.

+++ Hohe Expression im Endothel der Blutgefalie.
Rand des Gefales eindeutig markiert.
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2.5 Statistische Methoden

2.5.1 Erlauterungen

Die statistischen Berechnungen sowie Auswertungstabellen und Graphiken wurden von
Fr. Dipl.-Biol. C. Engel, Biometrikerin in Tlbingen, dankenswerter Weise erstellt.
Kategorielle Daten wurden als Haufigkeitstabellen, kontinuierliche Daten als
statistische KenngroRen (Mittelwert, Standardabweichung, Minimum, Median,
Maximum), Freitextangaben in Form von Listen dargestellt, jeweils stratifiziert nach
Metastasierungsgrad bei Erstdiagnose.

Ergaben sich bei der Auswertung kontinuierliche Merkmale fiir Subpopulationen, z.B.
Patientenzahlen Kkleiner 10, so wurden die Daten ebenfalls zusétzlich gelistet, da die
statistischen Kenngrof3en in diesem Fall wenig aussagekraftig sind.

Zusammenhange zwischen HIP 1 Expression und T- und N- bzw. M-Stadium wurden
mittels Fisher-Exakt-Test Uberprift.

Bei der Betrachtung maglicher Einflussfaktoren auf die Uberlebenszeit wurden Kaplan-
Meier-Schétzer berechnet sowie der Log-Rank-Test und die Cox-Regression ange-
wendet. Auf Kolinearitat und Wechselwirkungen wurde bei Anwendung multivariater
Verfahren geprift und keine gefunden.

Die p-Werte wurden nicht flr die Zahl der durchgeflihrten Tests adjustiert und sind rein
beschreibend, d.h. hypothesengenerierend zu betrachten, was sich auch aus dem Aufbau
der gesamten Untersuchung (ungeplant und retrospektiv) ergibt.

Die Tabellierung und Auswertung der Daten erfolgte mit dem Auswertungsprogramm
SAS 9.1 fiir Windows.

2.5.2 Fisher-Exakt-Test

Hiermit wurden die Zusammenhénge der HIP 1 Expression mit den einzelnen T-, N-

und M-Stadien gepruft.
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2.5.3 Kaplan-Meier-Schatzer

Die sog. Uberlebenszeitanalysen der hier vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe der
Kaplan-Meier-Schatzer berechnet (Kaplan und Meier, 1958).

Mit Hilfe dieser Schitzung wird der Verlauf der Uberlebenszeitkurve durch eine
absteigende Treppenfunktion bildlich dargestellt.

Als zeitlicher Nullpunkt wurde der Zeitpunkt der Erstdiagnose festgelegt.

Als sog. Uberlebenszeit wurde die Zeit bis zum jeweiligen Follow up (letzter Status)

gerechnet.

2.5.4 Log-Rank-Test

Es handelt sich hierbei um ein nicht parametrisches Verfahren, welches als
Standardverfahren in der Uberlebenszeitanalyse fiir Gruppenvergleiche seine
Anwendung findet. Im hier vorliegenden Fall soll hierdurch die Aussage der
Auswirkung der unterschiedlichen HIP 1 Expression auf die Uberlebenszeit
berechnet werden.

Der Name Log-Rank-Test lasst sich von der Tatsache herleiten, dass er auf dem
Logarithmus der Rénge der Daten basiert.

2.5.5 Cox-Regression

Wie bei den meisten Krankheiten oder Tumorleiden hangen die Prognose und der
weitere Verlauf nicht allein von einem einzelnen Faktor ab, sondern man erhélt ein
Gesamtbild, das sich aus vielen einzelnen Faktoren zusammensetzt.

Um die endgultigen Ergebnisse der anfangs der Untersuchung erhobenen
Einzelanalysen auf ihre Wertigkeit zu Gberprifen, wurde das Cox-Regressions-
modell verwendet (COX, 1972).

Hier wird flr die sog. Grundhazardfunktion, die ein stabiles Gerust darstellt, keine

besondere Verteilung vorausgesetzt, sondern eine unspezifische Funktion verwendet,
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in die die einzelnen Variaten problemlos einbezogen werden kénnen.

Mit Hilfe des proportionalen Hazardmodells I&sst sich das relative Risiko der
Erkrankung unter Beriicksichtigung einzelner prognostischer Faktoren (Zeit, HIP 1
Expression usw.) gut berechnen.

Somit kann man gleichzeitig mehrere Faktoren hinsichtlich ihres Einflusses auf das
Endergebnis analysieren und zudem die gemeinsamen Effekte des jeweils einzelnen in

seiner Gesamtauswirkung zusammengefasst beurteilen.
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3 Ergebnisse
3.1 Allgemeines

126 Patienten mit vollstdndigem Follow up wurden randomisiert der Studie zugefuhrt.

3.2 Alter und Geschlecht

Die Bestimmung des Lebensalters der Patienten erfolgte zum Zeitpunkt der Erst-
diagnose des Karzinoms mit oder ohne vorhandene Metastase unter Einbeziehung
der bis dato bereits vollendeten Lebensmonate.

Die 126 Patienten teilten sich auf in 42 weibliche (33,3 %) und 84 méannliche
(66,7 %) Probanden (Tab. 3), mit einem Alter zwischen 37 und 91 Jahren

(MW 63,06 Jahre, STD 11,24 Jahre. Tab. 4 und Abb. 6).

Es zeigte sich, dass bereits zum Zeitpunkt der Erfassung bei 8 der 42 Frauen und
bei 16 der 84 Méanner eine Streuung (Metastase) des Tumors in ein entlegenes

Organsystem vorlag.

Tab. 3: Geschlechtsverteilung des untersuchten Patientengutes

Metastasen
nein ja gesamt
N % N % N %
Geschlecht
weiblich 34 33.33| 8 33.33 42 33.33
mannlich 68 66.67 | 16 66.67 84 66.67
gesamt 102 100.00 | 24 100.00 126 100.00
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Tab. 4: Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (ED)

Alter bei ED
GESAMT
MITTEL-

ANZAHL |FEHLENDE WERT STD MINIMUM MEDIAN |MAXIMUM ANZAHL

Metastasen
nein 102.00 0.00 63.21 11.68 37.00 62.00 91.00 102.00
ja 24.00 0.00 62.42 9.37 43.00 62.00 81.00 24.00
GESAMT 126.00 0.00 63.06 11.24 37.00 62.00 91.00 126.00

Abb. 6: Alter zum Zeitpunk der Erstdiagnose (ED)

Alter zum Zeitpunkt der ED

100
- 80 - ]
o @ Mittelwert
T 60 - -
- E Minimum
£ 40 | || |0 Median
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<< 20 -
0
nein ja Gesamt
Metastasen
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3.3 Grunderkrankung

Bei den untersuchten Fallen von kolorektalen Karzinomen zeigen sich die typischen
Verteilungsmuster der in der Literatur beschriebenen Tumorlokalisationen in den
unterschiedlichen Abschnitten des Magen-Darm Traktes, und ebenfalls die damit
verbundenen histopathologischen Unterscheidungsmerkmale.

44 Tumore (34,9 %) sind im Kolon, 12 Tumore (9,52 %) im Sigma, und 70 Tumore
(55,56 %) im Rektum lokalisiert (siehe Abb. 7).

Abb. 7: Lokalisation des Primartumors

Lokalisation des Primartumors

@ Kolon
m Sigma
O Rektum
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Abb. 8 zeigt folgende histopathologische Verteilungen der Tumore im Magen-Darm-
Trakt: 86 % Adenokarzinome, 6 % Siegelringzellkarzinome, jeweils 3 % Muzindse
Adenokarzinome und schleimproduzierende adenopapillédre Karzinome.

2% tubulovill6se Adenokarzinome.

Abb. 8: Histopathologische Differenzierung kolorektaler Karzinome

Histopathologische Differenzierung kolorektaler
Karzinome

86%

@ Adenokarzinom

m Tubulovilléses Adenokarzinom

O Muzinéses Adenokarzinom

O Schleimproduzierendes adenopapillares Karzinom

m Siegelringzellkarzinom
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Die kolorektalen Karzinome werden noch weiteren Unterteilungen unterzogen.
Beim Grading handelt es sich um eine histopathologische Differenzierung maligner
Tumoren anhand der Richtlinien der UICC.

Der Differenzierungsbereich erstreckt sich von GX - G4 (Tab. 5).

Mit zunehmendem Grading, nimmt die Zelldifferenzierung ab.

Der hier am stéarksten vertretene Differenzierungsgrad mit 73,8 % ist die maRige

Differenzierung G2.

Tab. 5: Differenzierungsgrade (Gx - G4)

Grad Definition Haufigkeit Prozent

Gx Differenzierungsgrad | 0 0
nicht bestimmbar

Gl Gut differenziert 3 2,4

G2 MaRig differenziert |93 73,8

G3 Schlecht 27 21,4
differenziert

G4 Undifferenziert 3 2,4

Die TNM-Klassifikation maligner Tumore (UICC herausgegeben von: Ch. Wittekind,
H.-J. Meyer und F. Bootz. 6. Auflage, Nachdruck 2003), beschreibt die anatomische
Ausdehnung der malignen Prozesse, wobei T die Ausdehnung des Primartumors und
N das Vorhandensein von regionaren Lymphknotenmetastasen beschreibt. M stellt
die entfernt gelegenen, jedoch histologisch klar dem Prim&rtumor zuordenbaren
Fernmetastasen dar.

Die Zahlen X — 4, werden dem jeweiligen Buchstaben gezielt anhand der lokalen

Ausbreitung bzw. der Anzahl der Lymphknoten- oder Fernmetastasen zugeordnet.

30




Ergebnisse

3.3.1 T-Priméartumor:

TX- Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO- Kein Anhalt fur Primartumor

Tis- Carcinoma in situ (intraepithelial oder Infiltration der Lamina propria)

T1- Tumor infiltriert Submukosa

T2- Tumor infiltriert Muscularis propria

T3- Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa oder in nicht
peritonealisiertes perikolisches oder perirektales Gewebe.

T4- Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen und/oder perforiert das

viszerale Peritoneum.
3.3.2 N-Regionéare Lymphknoten:
NX- Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO- Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1- Metastasen in 1-3 regiondren Lymphknoten
N2- Metastasen in 4 oder mehr regiondren Lymphknoten
3.3.3 M-Fernmetastasen:
MX- Fernmetastasen kénnen nicht beurteilt werden

MO- Keine Fernmetastasen
M1- Fernmetastasen

(Entnommen aus TNM-System UICC 6. Auflage, Nachdruck 2003)
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3.3.4 Beurteilung der T- und N-Stadien und die Fernmetastasierung
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

In der Studie werden die T- (Tab. 6) und in dem darauffolgenden Absatz die N-Stadien

(Tab. 7) und die Fernmetastasierung zum Zeitpunkt der Erstdiagnose beurteilt.

3.3.5 Beurteilung des T-Stadiums und der Fernmetastasierung

zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

Tab. 6 zeigt bei 9 Probanden im Stadium T1 noch keine Fernmetastasierung, wobei sich
im Stadium T2, 23 Patienten befanden von denen 2 eine Fernmetastase aufwiesen. T3
zeigt mit 88 Patienten, das haufigste Tumorstadium an, hier wurde bei 20 Personen

eine Fernmetastasierung festgestellt. Im Stadium T4 wiesen 2 von 6 Probanden

Metastasen bei der Erstdiagnose auf (siehe ebenfalls Abb. 9).

Tab. 6: T-Stadium

Metastasen
nein ja gesamt
N % N % N %

T-Stadium

T1 9 8.82 . . 9 7.14
T2 21 20.59 2 8.33 23 18.25
T3 68 66.67 | 20 83.33 88 69.84
T4 4 3.92 2 8.33 6 4.76
gesamt 102 100.00 | 24 100.00 126 100.00
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Abb. 9: T-Stadium

T-Stadium
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3.3.6 Beurteilung des N-Stadiums und der Fernmetastasierung

zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

Tab. 7 zeigt zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bei 56 Personen noch keine regionaren
Lymphknotenmetastasen (Stadium NO), allerdings wiesen davon 3 Probanden eine
Fernmetastasierung auf. Von den 44 Personen mit N1 Stadium hatten 12 und von den
26 Personen mit N2 Stadium hatten 9 Fernmetastasen. Mit fortschreitender

Tumorausbreitung nimmt die Metastasierung zu (siehe hierzu Abb. 10).
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Tab. 7: N-Stadium

Metastasen
nein ja gesamt
N % N % N %
N-Stadium
NO 53 51.96 3 12.50 56 44 .44
N1 32 3137 | 12 50.00 44 34.92
N2 17 16.67 9 37.50 26 20.63
gesamt 102 100.00 | 24 100.00 126 100.00
Abb. 10: N-Stadium
N-Stadium
120-
100-
80
60 = NO
m N1
401 oN2
20 O Gesamt
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Anzahl % Anzahl %
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3.3.7 Zusammenfassung der TNM-Stadien des Gesamtkollektivs

Tab. 8 beschreibt auf der Grundlage des TNM-Systems den Tumorstatus zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung (graphische Darstellung Abb. 11).

Tab. 8: Zusammenfassung der TNM-Stadien des Gesamtkollektivs

Metastasen
nein ja gesamt
N % N % N %

TN-Stadium

T1NO 8 7.84 . . 8 6.35
T1N1 1 0.98 . . 1 0.79
T2NO 12 11.76 1 4.17 13 10.32
T2N1 6 5.88 1 4.17 7 5.56
T2N2 3 2.94 . . 3 2.38
T3NO 33 32.35 1 4.17 34 26.98
T3N1 22 21.57 11 45.83 33 26.19
T3N2 13 12.75 8 33.33 21 16.67
T4NO . . 1 4.17 1 0.79
T4N1 3 2.94 . . 3 2.38
T4N2 1 0.98 1 4.17 2 1.59
gesamt 102 100.00 24| 100.00 126 100.00
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Abb. 11: Zusammenfassung der TNM-Stadien des Gesamtkollektivs

Zusammenfassung der TNM-Stadien des Gesamtkollektivs
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3.3.8 UICC-Stadieneinteilung

Tab. 9 zeigt die Stadieneinteilung der einzelnen Tumorerkrankungen und die damit

verbundene Verteilung im Hinblick auf die Metastasierung in jeglichem T- oder N-

Stadium in der UICC Einteilung fur Kolorektale Karzinome (Wittekind und Wagner,

2003).
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Tab. 9: UICC-Stadieneinteilung

Stadium Definition Haufigkeit | Prozent
T N M N %

0 Tis NO MO 0 0

| T1 NO MO 8 7,8
T2 NO MO 12 11,7

I T3 NO MO 33 32,4
T4 NO MO 0 0

i Jedes T N1 MO 32 31,4
Jedes T N2 MO 17 16,7

v Jedes T Jedes N M1 24 19,1

3.4 Expressionseigenschaften

Anhand der Studienergebnisse verschiedener Forschungsgruppen zeigte sich, dass

HIP 1 lediglich im Zytoplasma des Drisenepithels kolorektaler Karzinome exprimiert
wird. Es existieren jedoch Gewebe in denen HIP 1 natirlicherweise vorkommt (siehe
Tab. 1), ohne dass dies Indiz einer malignen Entartung darstellt.

Die Einteilung der Expression in die Grade: hoch, mittel und niedrig erfolgte anhand
einiger Vorgaben und des daraus entwickelten und festgelegten Score-Index (Rao et al.,
2002. Siehe Kapitel 2.4.4).

Es folgt nun anhand ausgewahlter HE-Praparate und der mittels immunhisto-
chemischen Verfahren behandelten Folgeschnitte von BlutgefélRen der Tunica
muscularis des Dickdarmes die exemplarische Darstellung der unterschiedlichen

Expression sowie der damit verbundene Score-Index der einzelnen Strukturen.
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Abb. 12
Tunica muscularis des Dickdarmes mit Darstellung eines zentral markierten BlutgeféalRes
(HE, 200x).
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Abb.13
Niedrige HIP 1 Expression im Endothel des dargestellten BlutgefaRes (+).

(Immunhistochemie, 200x)
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Abb. 14
Tunica muscularis des Dickdarmes. Identifikationshilfe eines bestimmten Blutgefalies
Mitte.

Links oben, tangential angeschnittene Driisen der Darmmukosa (HE, 200x).
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Abb. 15
Mittlere HIP 1 Expression im Endothel der Blutgefalie (++).

Die tangential angeschnittenen Drlisen der tumordsen Darmmukosa zeigen niedrige

HIP 1 Expression im Zytoplasma (Immunhistochemie, 200x).
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Abb.16

Darmmukosa mit deutlich sichtbaren, tangential angeschnittenen Driisen sowie

markierten randstandigen BlutgeféRen (HE, 400x).
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Abb.17
Hohe HIP 1 Expression im Endothel der Blutgefale (+++).

In den Drisen der dargestellten Darmmukosa zeigt sich, bis auf einige zu

vernachlassigende Artefakte keine Farbung (Immunhistochemie, 400x).
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Exemplarische Darstellung der Expressionsbereiche des tumordsen Gewebes nach

erfolgtem immunhistochemischem Verfahren.
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Abb. 18
Hohe HIP 1 Expression im Zytoplasma der Driisen der tumorésen Darmmukosa

(Immunhistochemie, 400x).
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Abb. 19
Mittlere HIP 1 Expression im Zytoplasma der Drisen der tumordsen Darmmukosa.

Die die Darmmukosa umgebenden BlutgeféRe zeigen hohe HIP 1 Expression im

Endothel (Immunhistochemie, 400x).
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Abb. 20
Niedrige HIP 1 Expression im Zytoplasma der Driisen der tumordsen Darmmukosa.

Rechts, Mitte oben: Vereinzelt angeschnittene BlutgefaRe mit mittlerer HIP 1

Expression im Endothel (Immunhistochemie, 200x).
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Abb. 21

Keine HIP 1 Expression im Zytoplasma der tumordésen Darmmukosa.

Score-Index 0 (Immunhistochemie, 200x).
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3.4.1 Blutgefalle

Aufgrund des in Tab. 1 beschriebenen nattirlichen Vorkommens von HIP 1 im Endothel
der Blutgefalie konnte anhand der mikroskopisch darstellbaren Expression der Erfolg
des immunhistochemischen Verfahrens sofort beurteilt werden. (Interne Positiv-
kontrolle).

Tab. 10 beschreibt die Expressionsintensitat der Blutgefalie bei tumorfreiem sowie
tumordsem Gewebe (siehe ebenfalls Abb. 22).

Tab. 10: HIP 1 Expressionsintensitat der Blutgefalie

Metastasen

nein ja gesamt

N % N % N %
Immunhistochemie
Blutgeféle
niedrige 2 1.96 : : 2 1.59
Expression
mittlere 14 13.73 6 25.00 20 15.87
Expression
hohe 86 84.31| 18 75.00 104 82.54
Expression
gesamt 102 ]100.00 | 24 100.00 126 100.00

Tab. 10 zeigt bei 104 Probanden (82,54 %) eine hohe HIP 1 Expression im Endothel der
BlutgefaRe. 20 (15,87 %) weisen eine mittlere HIP 1 Expression und 2 (1,59 %)

lediglich eine niedrige HIP 1 Expression auf.
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Abb. 22: HIP 1 Expressionsintensitat der Blutgefalle
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Die erfasste HIP 1 Expressionsintensitéat der Blutgeféale dient als Grundlage des
entwickelten Score-Index zur Klassifizierung des kompletten histopathologischen
Schnittes (siehe Abb. 5 und 12-21).

3.4.2 Tumorgewebe

Tab. 11 sowie Abb. 23 zeigen, dass von 9 Probanden mit Score-Index 0, 6 keine und 3
eine Metastasierung aufweisen.

Im Bereich der niedrigen HIP 1 Expression mit 45 Probanden, weisen 37 keine und 8
eine Metastasierung auf.

Der mittlere Bereich umfasst 42 Probanden, von denen 35 keine und 7 eine Streuung
aufweisen. Bei der hohen HIP 1 Expression mit 30 Patienten weisen 24 keine und 6

eine Fernmetastasierung auf.
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Tab. 11: HIP 1 Expressionsintensitat in tumordésem Gewebe

Metastasen
nein ja gesamt
N % N % N %
immunhistochem.
Prézipitation
Tumorgewebe
keine 6 5.89 3 12.50 9 7.15
Expression
niedrige 37 36.27 8 33.33 45 35.71
Expression
mittlere 35 34.31 7 29.17 42 33.33
Expression
hohe 24 23.53 6 25.00 30 23.81
Expression
gesamt 102 | 100.00 | 24 100.00 126 100.00
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Abb. 23: HIP 1 Expressionsintensitat in tumordsem Gewebe
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3.4.3 HIP 1 Expressionsintensitat in tumorfreiem Gewebe

Abb. 24 zeigt, dass bei 122 der 126 Probanden (96,8 %) keine HIP 1 Expression
nachweisbar ist.
Bei insgesamt 4 Probanden war eine niedrige HIP 1 Expression im tumorfreien Gewebe

nachweisbar.
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Abb. 24: HIP 1 Expressionsintensitat in tumorfreiem Gewebe
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3.4.4 HIP 1 Expressionsintensitat in glatter Muskulatur
Abb. 25 zeigt bei 101 Probanden (80,16 %) keine HIP 1 Expression.

Der Bereich der niedrigen HIP 1 Expression umfasst 21 Patienten (16,67%),
die mittlere HIP 1 Expression 1 Probanden (3,17 %).
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Abb. 25: HIP 1 Expressionsintensitat in glatter Muskulatur
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3.5 Rezidive/Metastasen

In der Studie wurden nicht nur der Zeitpunkt der Erstdiagnose und der damit zu diesem
Zeitpunkt vorhandene Metastasierungsgrad als entgultig festgehalten, sondern auch das
Auftreten von Rezidiven und weiteren Metastasen in einem Zeitraum von mindestens 5
Jahren betrachtet. Das Augenmerk wurde dabei auf die Entwicklung der
Tumorerkrankung (Rezidive/Metastasen) und die damit verbundene eventuelle
Veranderung der HIP 1 Expression in den Geweben und die dadurch vermutete
Zunahme der Aggressivitat und auch Letalitat der Tumorerkrankung gelegt.

Tab. 12 und 13 zeigen die Verteilung der Entstehung von weiteren Metastasen und/oder
Rezidiven der 126 Probanden innerhalb des Betrachtungszeitraums.

Der Zeitpunkt des Auftretens von Rezidiven/Metastasen und die damit verbundene
Uberlebenszeit oder Mortalitat werden in Kapitel 4.2 ff. betrachtet (graphische
Darstellung Abb. 26 und 27).
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Tab. 12: Auftreten von Metastasen

Metastasen
nein ja gesamt
N % N % N %
Folgemetastase (n)
nein 93 91.18 9 37.50 102 80.95
ja 9 882 | 15 62.50 24 19.05
gesamt 102 100.00 | 24 100.00 126 100.00

Tab. 12 zeigt keine weitere Metastasierung bei insgesamt 102 der 126 Probanden, von
denen bereits zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 93 keine, bei 9 mindestens eine Metastase
nachgewiesen wurde.

Bei 24 Probanden mit weiterer Metastasierung lagen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
bei 9 keine und bei 15 mindestens eine Metastase in einem entfernten Organ vor (siehe
Abb. 26).
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Abb. 26: Auftreten von Metastasen
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Tab. 13 zeigt, dass bei 113 der 126 Probanden kein Rezidiv entstanden war. In dieser
Gruppe zeigte sich bereits zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bei 23 Probanden eine
Metastastasierung. 90 wiesen keine auf.

Bei 13 Probanden, von denen 12 zum Zeitpunkt der Erstdiagnose keine und lediglich

einer eine Metastase aufwiesen, bildete sich ein Tumorrezidiv (siehe Abb. 27).
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Tab. 13: Auftreten von Rezidiven

Metastasen
nein ja gesamt
N % N % N %
Rezidiv (e)
nein 90 88.24 23 95.83 113 89.68
ja 12 11.76 1 417 13 10.32
gesamt 102 100.00 24 100.00 126 100.00
Abb. 27: Auftreten von Rezidiven
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3.6 Status der letzten Nachuntersuchung:

Der Beobachtungszeitraum der 126 untersuchten Falle erstreckt sich Giber mind. 5 Jahre.
Ein sehr wichtiges Kriterium in der Beurteilung der Tumorbiologie ist, den Status
Tod/Leben des Probanden zu kennen und mit den Daten seines Tumorleidens zu

korrelieren.

Tab. 14: Status des Patientengutes nach 5 Jahren

Metastasen
nein ja gesamt
N % N % N %
Status
lebt 51 50.00 10 41.67 61 48.41
tot 51 50.00 | 14 58.33 65 51.59
gesamt 102 | 100.00 | 24 | 100.00 126 100.00

Tab. 14 zeigt, dass 65 der 126 Patienten zum Zeitpunkt der Auswertung bereits

verstorben sind, dies entspricht 51,59 %. 61 Probanden (48,41 %) sind noch am Leben.
Von 65 Verstorbenen wiesen 14 zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bereits eine Streuung
in ein entlegenes Organsystem auf. Von 61 heute noch lebenden zeigten 10 Probanden

bei der Erstdiagnose eine Fernmetastasierung (siehe Abb. 28).
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Abb. 28: Status des Patientengutes nach 5 Jahren
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4 Auswertung der Daten

4.1 Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression im Tumorgewebe und T-, N- und
M-Stadium.
4.1.1 Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und T-Stadium

Die unterschiedlichen Tumorstadien werden anhand der schon zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose bestehenden Metastasierung auf dem Hintergrund der HIP 1 Expression
und der damit vermeintlich verbundenen héheren Aggressivitét beurteilt. Es zeigt sich
in Tab. 15, kein Zusammenhang zwischen der HIP 1 Expression und dem

T-Stadium (siehe ebenfalls Abb. 29).

Tab. 15: Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und T-Stadium

T-Stadium
gesamt
T1 T2 T3 T4

N| % N % N % N| % N %
HIP 1
Expression im
Tumorgewebe
keine 1| 1112 2 870 | 6 6.82 | . : 9 7.15
Expression
niedrige 4| 4444 |10 43.48 | 30 34.09 | 1| 16.67 45 35.71
Expression
mittlere 3| 3333| 7 | 304332 | 36.36| . : 42 | 33.33
Expression
hohe 1| 1111 4 | 1739 |20 | 2273 |5| 83.33| 30 | 2381
Expression
gesamt 9 | 100.00 | 23 | 100.00 | 88 | 100.00 | 6 | 100.00 | 126 | 100.00
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Abb. 29: Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und T-Stadium
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4.1.2 Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und N-Stadium

Tab. 16 zeigt, dass es trotz des unterschiedlich ausgeprégten Befalls der regionaren
Lymphknoten und der in Tab. 17 beschriebenen Metastasierung zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose und/oder spateren Verlaufsdiagnose keinen Zusammenhang zwischen

HIP 1 Expression und N- und M-Stadium gibt (siehe auch Abb. 30 und 31).
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Tab. 16: Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und N-Stadium

N-Stadium

NO N1 N2 gesamt

N % N % N % N %
HIP 1 Expression
im Tumorgewebe
keine 4 7.14 3 6.82 | 2 7.69 9 7.14
Expression
niedrige 26 | 46.43 | 12 2727 | 7| 2692 | 45 35.71
Expression
mittlere 17 | 30.36 | 17 38.64| 8| 3077 | 42 33.33
Expression
hohe 9| 16.07 | 12 2727 | 9| 3462 | 30 23.81
Expression
gesamt 56 | 100.00 | 44 | 100.00 | 26 | 100.00 | 126 | 100.00

Abb. 30: Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und N-Stadium
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4.1.3 Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und M-Stadium

Tab. 17: Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und M-Stadium

Metastasen
nein ja gesamt
N % N % N %

HIP 1 Expression

im Tumorgewebe

keine 6 5.89 3 12.50 9 7.14
Expression

niedrige 37 36.27 8 33.33 45 35.71
Expression

mittlere 35 34.31 7 29.17 42 33.33
Expression

hohe 24 23.53 6 25.00 30 23.81
Expression

gesamt 102 | 100.00 24 100.00 126 | 100.00
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Abb. 31: Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und M-Stadium
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4.1.4 Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und UICC-Stadien

Tab. 18 zeigt die Berechnung der einzelnen UICC-Stadien des Patientenkollektives, um
mdogliche Zusammenhange zwischen der HIP 1 Expression und eventuell einem oder
mehrerer UICC-Stadien beurteilen zu kénnen. Es lasst sich kein aussagekréftiger

Zusammenhang darstellen (siehe Abb. 32).

Tab. 18: Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und UICC-Stadien

UICC-Stadium
I I i \Y gesamt

N % N % N % N % N %
HIP 1
Expression im
Tumorgewebe
keine
Expression 2 | 1000 | 2 6.06 | 2 408 | 3 | 1250 9 7.14
niedrige
Expression 8 | 40.00 |17 | 5152 |12 | 2449 | 8 | 33.33 45 | 35.71
mittlere
Expression 6 | 3000 | 9 | 2727 |20 | 4082 | 7 | 29.17 42 | 33.33
hohe
Expression 4 | 2000 5 | 1515 |15 | 30.61 | 6 | 25.00 30 | 23.81
gesamt 20 |100.00 | 33 | 100.00 | 49 | 100.00 | 24 | 100.00 | 126 | 100.00
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Abb. 32: Zusammenhang zwischen HIP 1 Expression und UICC-Stadien
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4.2 Beurteilung der Uberlebenszeit

4.2.1 Einfluss des Metastasierungsgrades bei Erstdiagnose auf die Uberlebenszeit

Enierl lehender Palienten
(=1
§ t P : : :

T T T T T T T T T
] 365 ] 1045 1460 1825 2190 2555 2920

Zeit Inm Tagen

Metastasen nein ia

Graphik 1: Einfluss des Metastasierungsgrades bei Erstdiagnose auf die
Uberlebenszeit

3235

Interpretation: Patienten mit Metastasen bei Erstdiagnose haben zu jedem Zeitpunkt ein

1,9-fach hoheres Risiko zu versterben als Patienten ohne Metastasen bei Erstdiagnose.
Bester Schéatzer flr den Hazard-Quotient (= risk ratio) ist 1,9. Mit 95%-iger Sicherheit

liegt der wahre Schéatzer fur den Hazard-Quotient in der Grundgesamtheit zwischen 1,0

(kein Unterschied zwischen beiden Gruppen) und 3,4 (3,4-fach erhohtes Risiko der

Patienten mit Metastasen bei Erstdiagnose zu jedem Zeitpunkt zu versterben gegeniber

Patienten ohne Metastasen bei Erstdiagnose).
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4.2.2 Einfluss des T-Stadiums bei Erstdiagnose auf die Uberlebenszeit
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Graphik 2: Einfluss des T-Stadiums bei Erstdiagnose auf die Uberlebenszeit

Interpretation: Auswertung nicht aussagekraftig, da Auspragung T-Stadium = 4 bei
weniger als 5% der Patienten auftritt und kein Proportional Hazard vorliegt
(Kurvenkreuzung).

Daher erneute Auswertung mit Zusammenfassung der Stadien T1 und T2 sowie
T3 und T4.

Keine Cox-Regression mdéglich, da die Proportional Hazard-Bedingung nicht erfillt ist.
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4.2.3 Einfluss der zusammengefassten T-Stadien bei Erstdiagnose (T1 und T2
versus T3 und T4) auf die Uberlebenszeit
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Graphik 3: Einfluss der zusammengefassten T-Stadien bei Erstdiagnose
(T1lund T2 versus T3 und T4) auf die Uberlebenszeit

Interpretation: Patienten mit T-Stadium Il oder IV bei Erstdiagnose haben zu jedem
Zeitpunkt ein 2-fach hoheres Risiko zu versterben als Patienten mit T-Stadium 1 und |1
bei Erstdiagnose.

Bester Schétzer fiir den Hazard-Quotient (= risk ratio) ist 2,0. Mit 95%-iger Sicherheit
liegt der wahre Schatzer fur den Hazard-Quotient in der Grundgesamtheit zwischen 1,1
(praktisch kein Unterschied zwischen beiden Gruppen) und 3,7 (3,7-fach erhohtes
Risiko der Patienten mit T-Stadium 111 und IV bei Erstdiagnose zu jedem Zeitpunkt zu

versterben gegenuber Patienten mit T-Stadium | und Il bei Erstdiagnose).
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4.2.4 Einfluss des N-Stadiums bei Erstdiagnose auf die Uberlebenszeit
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Graphik 4: Einfluss des N-Stadiums bei Erstdiagnose auf die Uberlebenszeit

Interpretation: Ergebnis nicht aussagekréftig, da kein Proportional Hazard vorliegt

(Kurvenkreuzung). Daher auch keine Cox-Regression moglich.
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Anfeil lehender Potienten

4.2.5 Einfluss der zusammengefassten N-Stadien bei Erstdiagnose (NO versus

N1 und N2) auf die Uberlebenszeit
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Graphik 5: Einfluss der zusammengefassten N-Stadien bei Erstdiagnose (NO

versus N1 und N2) auf die Uberlebenszeit

Interpretation: Patienten mit N-Stadium 1 oder 2 bei Erstdiagnose haben zu jedem

Zeitpunkt ein 2-fach hoheres Risiko zu versterben als Patienten mit N-Stadium 0 bei

Erstdiagnose.
Bester Schéatzer flr den Hazard-Quotient (= risk ratio) ist 2,0. Mit 95%-iger Sicherheit

liegt der wahre Schatzer fur den Hazard-Quotient in der Grundgesamtheit zwischen 1,2

(praktisch kein Unterschied zwischen beiden Gruppen) und 3,2 (3,2-fach erhohtes

Risiko der Patienten mit N-Stadium 1 und 2 bei Erstdiagnose zu jedem Zeitpunkt zu

versterben gegentiber Patienten mit N-Stadium O bei Erstdiagnose).
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4.2.6 Einfluss der HIP 1 Expressionsintensitat des Tumorgewebes auf die

Uberlebenszeit
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Graphik 6: Einfluss der HIP 1 Expressionsintensitat des Tumorgewebes auf die

Uberlebenszeit

Interpretation: Ergebnis nicht aussagekréftig, da kein Proportional Hazard vorliegt
(Kurvenkreuzung). Daher auch keine Cox-Regression moglich.
Da die Kurven einander alle kreuzen ist keine Zusammenfassung zu grofReren Gruppen

wie bei T-Stadium und N-Stadium méglich.
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4.2.7 Multivariate Auswertung der T-, N- und M-Stadien bei Erstdiagnose
auf die Uberlebenszeit

Analyse Maximum-Likelihood-Schatzer

95%
Freiheits- Parameter- Standard- Hazard- Hazard-Quotient
Variable grade schatzer fehler Chi-Quadrat Pr > ChiSq Quotient Konfidenzgrenzen
T1 1 0.52427 0.32955 2.5309 0.111& 1.689 0.885 3.223
N1 1 0.49706 0.27365 3.2983 0.0693 1.644 0.961 2.811
M1 1 0.38485 0.31508 1.4555 0.2277 1.470 0.786 2.748

Abb. 33: Analyse Maximume-Likelihood-Schéatzer

Die Variablen T1 (T-Stadium) und N1 (N-Stadium) wurden in der zusammengefafiten
Form in das Modell eingebracht (T1 und T2 versus T3 und T4 sowie NO versus N1 und
N2), da bezlglich der urspringlichen Einteilung in 4 bzw. 3 verschiedene
Auspragungen die Proportional Hazard Bedingung nicht erftllt ist.

Interpretation: Patienten mit T-Stadium T3 und T4 haben ein 1,7-fach gréReres Risiko
zu versterben als Patienten mit T-Stadium T1 und T2 (95%-Konfidenzintervall 0,9 bis
3,2, p=0,11).

Patienten mit N-Stadium N1 und N2 haben ein 1,6-fach groReres Risiko zu versterben
als Patienten mit N-Stadium NO (95%-Konfidenzintervall 1,0 bis 2,8, p=0,07).
Patienten mit M-Stadium M1 haben ein 1,5-fach groReres Risiko zu versterben als
Patienten mit M-Stadium MO (95%-Konfidenzintervall 0,8 bis 2,7, p=0,23).

Jeweils bezogen auf diese Population und adjustiert fir die jeweils anderen beiden
Variablen.
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5 Diskussion

5.1 Allgemeines

Nicht immer wird realisiert, dass eine zeitgemafe klinische Onkologie eine exakte
standardisierte Tumorklassifikation erfordert. Dies begriindet sich zundchst im Streben
der modernen Onkologie nach einem differenziertem und individualisiertem Vorgehen,
das der speziellen Situation des Patienten und seines Tumors angepasst ist. Das Ziel ist
eine ,,Therapie nach Mal“, eine ,,histologie- und stadiengerechte Therapie® und mit
zunehmenden Kenntnissen Uber die Tumorbiologie in Zukunft eine ,,biologiegerechte
Therapie®, die sowohl ein Zuwenig als auch ein Zuviel vermeidet (Junginger et. al.,
2002).

Die ersten Bestrebungen, die diese Richtung einschlugen und ein einheitliches
internationales System als sinnvoll erachteten, wurden 1943 ins Leben gerufen. Mit
Hilfe des TNM-Systems begann eine einheitliche Beschreibung der anatomischen
Tumorausbreitung auf internationaler Ebene.

Die WHO befasst sich seit den Sechzigerjahren mit einer international einheitlichen
histologischen Klassifikation der Tumoren und bedient sich seit 1976 der hierzu
entwickelten Verschlisselungssysteme (ICD-0) fir Lokalisation und Histomorphologie
der Tumoren.

Die exaktere Tumorklassifikation ist ein sich standig weiterentwickelnder Prozess, der
durch die zunehmend hohen technischen Mdglichkeiten, neues tber einzelne
Tumorbiologien herauszufinden, als Momentaufnahme gesehen werden muss. Viele
internationale Bestrebungen sind bemuiht, von unterschiedlichen Sichtweisen aus auf
der Grundlage der heutigen Standards, das Verstandnis, die Tumorbiologie betreffend,

und die daraus folgende Therapie anhand einer exakteren Klassifikation zu optimieren.
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5.2 Prognostische Faktoren bei Krebserkrankungen

Es existieren fir maligne Tumorformen sog. konventionelle prognostische Faktoren,
wie z. B. die Einteilung des TNM-Systems, histologische Differenzierungen, die
Angaben zur Radikalitat der Operation u.v.m. (siehe Kapitel 3.3 ff. sowie Tab. 19).
Anhand dieser Faktoren kdnnen die Patienten in Gruppen und Subgruppen eingeteilt
werden. In bestehenden Studien und erstellten Registern (z.B. OSP) kénnen die
Verlaufe und die damit verbundenen Uberlebenszeiten dargestellt werden.

Aussagen Uber das individuelle Risiko des einzelnen Patienten, was sich fur ihn
personlich als die existentiell wichtigste und immer gestellte Frage darstellt, sind nach
wie vor sehr vage und unsicher.

Aufgrund dieser Tatsache gibt es eine Fille unterschiedlicher Ansatze in der Forschung,
neue oder schon vorhandene Parameter zu finden und weiter zu entwickeln, mit deren
Hilfe eine exaktere Risikoeinschatzung maoglich wird. Diese wiederum soll einen klaren
Schritt in der Therapieplanung und Durchfiihrung einzelner Heilverfahren zur Folge
haben.

Fortschritte in diesem Bereich werden durch neue, unter anderem durch molekular-
biologische Erkenntnisse auf dem Gebiet der Onkogenese vorangetrieben (Kimura et
al., 2000).

Die Anspriche an einen zuverlassigen prognostischen Parameter (sog. Markersubstanz)
sind deshalb: Nachweis einer stabilen Form sowie einfache Reproduzierbarkeit.
Ebenfalls sollte die Moglichkeit der Objektivitat und der bedenkenlosen Ubertragbarkeit
auf andere Labore gewéhrleistet sein. Die Verwendung eines prognostischen Markers
muss fur jede Art einer Tumorerkrankung getestet werden (Hall und Going, 1999).

Es werden zwei Formen von Faktoren unterschieden: die pradiktiven und die
prognostischen. Erstere sind faktisch Indikatoren fiir das relative Ansprechen bzw.
Nichtansprechen der Erkrankung auf eine angewandte Behandlungsform.

Prognostische Faktoren stellen lediglich objektive Eigenschaften der Erkrankung dar,

anhand derer der Verlauf vorausgesagt werden kann (Hall und Going, 1999).
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5.3 Prognostische Faktoren bei kolorektalen Karzinomen

Es existieren bei bosartigen Krebserkrankungen unterschiedliche prognostische
Faktoren (siehe Kapitel 5.2 sowie Tab. 19), die wie hier im Falle des kolorektalen
Karzinoms den individuellen klinischen Verlauf der Erkrankung jedoch nur ansatzweise
beschreiben kénnen. Sie bieten dennoch aufgrund der unterschiedlichen Auspragung
einzelner Parameter die Moglichkeit der Eingrenzung und eventuell besser
differenzierten Einteilung des Patientengutes.

Dies wiederum flhrt nun aufgrund langjéahriger klinischer Erfahrungen sowie aktuell
gewonnener Forschungserkenntnisse dazu, die einzelnen Gruppen intensiveren
Kontrollen sowie Nachsorgeprogrammen und somit optimaleren Therapieformen
zufuhren zu konnen.

Tab. 19 fasst die Wertigkeit prognostischer Faktoren zusammen: etablierte Faktoren und
Parameter, diverse prognostische Faktoren, die weiter validiert werden miissen sowie
einige mit lediglich wahrscheinlichem prognostischem Wert. Ebenfalls existieren

Parameter mit unklarem oder sogar keinem prognostischem Wert.

75



Diskussion

Tab. 19: Prognostische Faktoren bei kolorektalen Karzinomen, College of

American Pathologists (nach Compton et al., 2000)

Kategorie |  Faktoren mit etabliertem prognostischem Wert:

Tumorausbreitung, z.B. nach TNM-, Dukes-, Astler-Coller-Klassifikation
Einbruch in Lymph- oder BlutgeféaRRe

Radikalitdt der Operation

Préoperative CEA Spiegel

Operateur/behandelnde Klinik

Kategorie 1A Faktoren mit prognostischem Wert, die in weiteren Studien validiert

werden missen:

Histologisches Grading
Radialer Tumorrandstatus

Tumorklassifikation nach neoadjuvanter Therapie

Kategorie 11B Faktoren mit wahrscheinlich prognostischem Wert:

Histologische Typisierung
Lymphatische Reaktion auf Tumor
Mikrosatelliteninstabilitdt ("MLH1, hMSH2)

Deletion bzw. Homozygotitat des Tumor-Supressor-Gens DCC
Tumorrandkonfiguration

Kategorie 111 Faktoren mit unklarem prognostischem Wert:

DNA Gehalt
Molekulare Marker

-Tumorsurpressorgene (LOH 1p/p53, LOH 8p, LOH 1p, LOH 5q)

76



Diskussion

-Onkogene (K-ras, c-myc), Apoptosegene (bcl-2, BAX)

-DNA Synthesegene (Thymidylatsynthase, Thymidinphosphatase)
-Transforming growth Faktor (TGF) und Epidermal growth
Faktorrezeptor (EGF-R) Gene (TGF-, TGF-, c-erb-b/her2/neu,
EGF-R), Cyclin-dependent Kinase-Inhibitorgene (p27, p21)
-Angiogenese-Gene (vascular endothelial growth Factor)
-Adhdsionsmolekile und Glykoproteine (CD44, E-cadherin, sialo-Tn
Antigen)

-Matrixmetallproteasen und Inhibitoren (Urokinase-Typ
Plasminogen Aktivator)

-Metastasen Supressorgen (nm23-H1)

Perineurale Invasion
Mikrogefal3-Dichte
Zellproteine und Carbohydrate

-Klasse | + Il HLA Molekiile, CA 19-9, CA 72-4, Sialyl Lex,
Sialosyl-Tn, Urokinase Plasminogenaktivator,
Plasminogenaktivatorinhibitor 2, Glykoprotein 72, MUC-1,
P-Glykoprotein, E-Cadherin, Integrine, Typ IV Kollagen,
Laminin, Tenascin, Cytokeratin 20, Phospholipase C,
Sekretorische Komponente von Immunglobulin A,
Metallothionein, EGF-R, Gastrinrezeptor,

Somatostatinrezeptoren, Sucraseisomaltase,

Cathepsin B, L, und D, Ferritin, CD44, Vitamin D Rezeptorprotein

Peritumorale Fibrose

Peritumorale inflammatorische Reaktion
Neuroendokrine Differenzierung
Proliferationsindizes (pKi-67, PCNA)

Kategorie IV Faktoren ohne prognostischen Wert:

Tumorgrésse

Tumorkonfiguration
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5.4 Verwendung von HIP 1 als Prognosefaktor

Aufgrund der Tatsache, dass HIP 1 nur beim Prostata- und Kolonkarzinom exprimiert
wird, jedoch nicht in den gesunden Epithelien dieser Organe (siehe Tab. 1 und 2,
ebenfalls Rao et. al., 2002) sowie einer nachweislich deutlich héheren Aggressivitat
HIP 1 positiver Prostatakarzinome (Chan E., 2002), sollte mit dieser Studie die
Relevanz von HIP 1 als Prognosefaktor fir kolorektale Karzinome untersucht werden.
Es ist erwiesen, dass HIP 1 in anderen Geweben sowohl unter natirlichen Bedingungen
als auch im tumordsen Gewebe exprimiert wird (siehe hierzu Tab.1 und 2).

Das beschriebene Verhalten von HIP 1 als Kofaktor im Clathrin bindenden
Rezeptorverkehr der Zellen (Metzler et al., 2001) sowie die Tatsache des erstmaligen
Auftretens von HIP 1 in der Krebsbiologie als ein entscheidender Teil der
chromosomalen Translokation bei der chronisch myeloischen Leukamie (Ross et al.,
1998) waren und sind wie das offensichtlich verminderte Krebsrisiko bei Patienten mit
Chorea Huntington (siehe Kapitel 1.3.2, Rao et al., 2001, Okano et al., 2003) Ansatz-
punkte fir unterschiedliche Forschungsgruppen, die die Qualitaten von HIP 1 in
einzelnen Studien untersucht und beschrieben haben.

So hat HIP 1 einerseits die Aufgabe eines zelluliren Uberlebensfaktors und andererseits
die eines Wegbereiters der Tumorgenese prakanzeroser oder kanzerdser Zellen (Rao et
al., 2002).
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5.5 Diskussion der ermittelten Ergebnisse

5.5.1 Beurteilung der Alters- und Geschlechtsverteilung

Mit einem Durchschnittsalter von 63,06 Jahren des untersuchten Patientengutes, wird
ein nahezu identischer Wert wie in der veroffentlichten Abfassung der Arbeits-
gemeinschaft bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland (2002) angegeben.
Allerdings ist bei den Vergleichen des durchschnittlichen Alters der Erkrankten die
Geschlechtsverteilung zu berticksichtigen.

In der Studie betrégt das ermittelte Erkrankungsdurchschnittsalter bei Frauen 64,83
Jahre, bei Ménnern sind es 62,24 Jahre. Dies bedingt einen geschlechtsspezifischen
Altersunterschied von 2,59 Jahren. In der herangezogenen Literatur werden dahnliche
Werte angegeben z.B. 4,2 Jahre (Boland et al., 2000).

Es zeigt sich, dass Patienten mit kolorektalen Karzinomen im Mittel ein héheres
Durchschnittsalter aufweisen als Patienten mit anderen malignen Tumorerkrankungen
(Arbeitsgemeinschaft bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland, 2002).
Die Gesamtheit der 126 untersuchten Félle setzte sich aus 33,3 % Frauen und 66,7 %
Ménnern zusammen. Es handelt sich hierbei um eine signifikantere Verschiebung zur
mannlichen Bevolkerung als die angegebenen Verhéltnisse anderer Studien zum
Beispiel 46 % Frauen zu 54 % Ménnern (Boland et al., 2000).

Anhand der ermittelten Werte und der nahezu vergleichbaren Alters- jedoch leicht
divergierenden Geschlechtsverteilungen kann das untersuchte Patientengut als

représentativ angesehen werden.
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5.5.2 Beurteilung der 5-Jahres-Uberlebensrate

Anhand der Abfassung der Arbeitsgemeinschaft bevolkerungsbezogener Krebsregister
in Deutschland (2002) liegt die relative 5-Jahres-Uberlebensrate bei kolorektalen
Karzinomen im Jahre 1999 fir Frauen bei 51 % und fir Manner bei nahezu 48 %.
Beim untersuchten Patientenkollektiv lag die 5-Jahres-Uberlebensrate der Gesamtheit

bei 48,41 %, was den ermittelten und verdffentlichten Werten entspricht.

5.5.3 Beurteilung der eigenen Ergebnisse

Die in der Studie durchschnittlich erreichte Intensitat der HIP 1 Expression im Epithel
des Tumorgewebes der Dickdarmkarzinome ist mit nahezu gleichwertigen Anteilen der
niedrige und mittlere Expressionsbereich (siehe Tab. 11 sowie Abb. 23).

Bei den kolorektalen Karzinomen kann jedoch nicht analog der beim Prostatakarzinom
gewonnenen Untersuchungserkenntnisse von der Hohe der HIP 1 Expression auf die
Tumoraggressivitat geschlossen werden (Rao et al., 2002).

Es zeigt sich, dass die Hohe der HIP 1 Expression bei Patienten mit kolorektalen
Karzinomen und auch bei Patienten mit Prostatakarzinomen durchschnittlich im
mittleren Bereich liegt (Chan E., 2002).

5.5.4 Interpretation der HIP 1 Expression im Bezug auf die Tumoraggressivitat

Tab. 11 sowie Abb. 23 zeigen, dass nicht alle tumordsen Strukturen HIP 1 Expression
aufweisen. Im Gegensatz dazu zeigen tumorfreie Gewebe und Bereiche der glatten
Muskulatur niedrige bis mittlere HIP 1 Expression (Abb. 24 u. 25 sowie Chan E., 2002).
Hieraus wurde der Ansatz entwickelt, die Verlaufe unterschiedlicher Tumorentitaten auf
molekularer Basis zu interpretieren. Anhand der Ergebnisse konnte lediglich eine vage
Vermutung die Tumorbiologie betreffend gedulRert werden. Die ermittelten Daten
zeigen keine signifikante Korrelation zwischen der Aggressivitét eines bereits bei

Erstdiagnose metastasierten Tumors, der Rezidivrate oder dem Fortschreiten der
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Tumorerkrankung und der Zunahme der HIP 1 Expression (siehe Graphiken 1- 6,
Kapitel 4.2 ff. Ebenfalls Rao et al., 2002).

Der beim Prostatakarzinom nachgewiesene, bei kolorektalen Karzinomen nicht
nachweisbare Zusammenhang zwischen der Hohe der HIP 1 Expression und der
Tumoraggressivitat wird in der Literatur erklart, dass HIP 1 in die unterschiedlichsten
Aufgabenbereiche auf zellularer Ebene involviert ist (Rao et al., 2002, Hackam et al.,
2000, Metzler et al., 2001).

Nicht jede Form des HIP 1 Antigens ist in der Lage, den Zelltod auszul6sen, oder hat
die Malignitatszunahme einer Zellstruktur zu verantworten. An bestimmten Stellen
gesplicte HIP 1 Antigen-Formen kénnen vorwiegend die Apoptose einleiten

(siehe Chan E., 2002, Hackam et al., 2000).

5.5.5 Interpretation der HIP 1 Expression im Endothel kleiner Blutgefalie

Die hohe HIP 1 Expression im Endothel der kleinen Blutgefélie der untersuchten
Dickdarmabschnitte ist identisch mit der hohen HIP 1 Expression bei Untersuchungen
am Prostatakarzinom (siehe Tab. 10, vergleichend Rao et al., 2002).

Eine positive HIP 1 Expression im Endothel der BlutgefaRe bei Kolorektalen
Karzinomen mit Score-Index O ist als interne Positivkontrolle des

immunhistochemischen Verfahrens zu werten (siehe Abb. 17).

5.5.6 Signifikanz der HIP 1 Expression anhand des klinischen Verlaufs bei

kolorektalen Karzinomen

Die untersuchte Gruppe von 126 randomisierten Fallen mit kolorektalem Karzinom,
ist im Vergleich mit Patientenzahlen anderer Forschungsgruppen représentativ
(Chan E., 2002, Metzler et. al., 2001).

Insgesamt liel3 sich anhand der ausgewerteten HIP 1 Expression der kolorektalen
Karzinome keine eindeutig signifikante Aussage im Hinblick auf die Tumorbiologie

und den klinischen Verlauf bei kolorektalen Karzinomen machen.
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Ursache hierfir sind vermutlich die unterschiedlichen regulatorischen Eigenschaften des
HIP 1 Antigens im Hinblick auf zellulére Interaktionen (siehe Abschnitt 1.3.1 und 1.3.2
sowie Qin et al., 2004, Ross et al., 1998).

Ein weiterer Punkt ist das insgesamt hohere Durchschnittsalter der an kolorektalen

Karzinomen erkrankten Patienten und damit der verkirzte Nachbeobachtungszeitraum.

5.5.7 Signifikanz der HIP 1 Expression beim Prostatakarzinom

Im Falle des untersuchten Prostatakarzinoms wurde nach radikaler Prostatektomie von
HIP 1 positiven sowie negativen Karzinomen ein Follow up von mindestens 5 Jahren
durchgefihrt. Es zeigte sich, dass lediglich die bei Diagnose bereits HIP 1 positiven
Prostatakarzinome nach einer gewissen Zeit einen erneuten PSA Anstieg und somit ein

Rezidiv entwickelten, die anderen ehemals negativen dagegen nicht (Rao et al., 2002).

5.5.8 Korrelierende Parameter der vorliegenden Studie

Bei der Untersuchung des Patientenkollektivs korrelierten lediglich einige Parameter:
Die UICC-Stadieneinteilung (univariat) (siehe Tab. 9), die Einteilung in das TNM-
System (uni- und multivariat) (siehe Kapitel 3.3.1 ff, zusétzlich Tab. 6-8) sowie die
nicht immer eindeutig moglichen Angaben Uber die Radikalitat der Operation (uni- und
multivariat) oder Uber eine bereits erfolgte adjuvante- oder neoadjuvante Chemotherapie
(uni- und multivariat). Diese Parameter waren signifikant fur die Prognose.

Eindeutig nachvollziehbar ist, dass die unterschiedlichen, die Ausbreitung des einzelnen
Tumors beschreibenden Parameter mit der individuellen Uberlebenszeit des Patienten
im Verhaltnis stehen.

Eine komplette Tumorexstirpation kann nie garantiert werden. Im Organismus
verbleibende Krebszellen bergen jederzeit die Méglichkeit der Streuung und oder
Rezidiventwicklung.

Als prognostische Faktoren des kolorektalen Karzinoms werden die Lokalisation des
Tumors sowie die dementsprechende Infiltration der Darmwandschichten und evtl.
Ausdehnung in benachbarte Strukturen gewertet. Zusatzlich wird immer der
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Lymphknotenstatus erhoben und eine Metastasierung in entlegene Organstrukturen
nach Mdglichkeit ausgeschlossen (siehe Kapitel 3.3 ff).

5.6 Schlussfolgerung

Das Ziel HIP 1 als Prognosefaktor bei kolorektalen Karzinomen zu etablieren konnten
wir nicht erreichen, da sich beim gewéhlten Versuchsansatz weder eine uni- noch eine
multivariate Signifikanz zeigte.

Es bestand kein relevanter Unterschied im Verhalten des klinischen Verlaufes der
Tumorerkrankung bei Patienten mit besonders hoher HIP 1 Expression im Bereich des
Primartumors und eventuell schon bei Erstdiagnose vorhandener Metastasierung zu
Patienten mit niedriger oder lediglich mittlerer HIP 1 Expression (siehe Graphiken 1-3).
Unbestritten ist bis auf geringe Ausnahmen mittels klinischer Verlaufe belegt, dass im
metastasierten Zustand befindliche Krebsformen wesentlich aggressiver sind und
schneller zum Tod eines Patienten fiihren als beispielsweise intraepitheliale Neoplasien

oder in toto resezierte Tumoren (Chan E., 2002).

5.6.1 Differenzierte Betrachtung des kolorektalen Karzinoms

Bei den kolorektalen Karzinomen muss ein vermeintlicher Zusammenhang zwischen
Zellproliferation und Prognose in Betracht gezogen werden, der eine Beurteilung der
Tumorbiologie sehr viel schwieriger macht (Palmgvist et al., 1999).

Die in der Studie des Dickdarmkarzinoms erhaltenen Ergebnisse sind widerspriichlicher
als die Daten bei der Untersuchung des Prostatakarzinoms. In einigen Féllen korreliert
die vermutete erhohte Aggressivitat mit hoher HIP 1 Expression. Allerdings lasst sich
hieraus keine eindeutige prognostische Relevanz der Huntingtin-Interacting-Protein-1
Expression bei kolorektalen Karzinomen formulieren.

Die unterschiedlichen Ergebnisse beim Dickdarmkarzinom sind durch die variierenden
zelluldren Interaktionen von HIP 1 zu erkldren. Chan E. beschreibt aus diesem Grund
schon 2002 unter Berufung auf Rao et al: ,,HIP 1 appears to be a multifaceted beast”
(Chan, E. 2002).
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Hohe HIP 1 Expression flhrt nicht automatisch zu einer héheren Aggressivitat des
tumordsen Gewebes, sondern kann zugleich die Apoptose in dem Zellverband erhéhen
und somit auch zu einer Reduktion des Tumors fuhren (Hackam et al., 2000).

Der standige Wechsel zwischen pro- und antiapoptotischen Signalen fiihrt bei Geweben
mit hoher Proliferationsrate schneller dazu, die Apoptose einzuleiten (Palmgvist et al.,
1999).

5.6.2 Differentialdiagnostische Betrachtung von HIP 1

Nachgewiesenermafen haben Menschen die an Chorea Huntington leiden oder das Gen
der Erkrankung in sich tragen ein geringeres Risiko an Krebs zu erkranken als
Verwandte die nicht betroffen sind (Chan E., 2002).

Aufgrund dieser Erkenntnisse und der Diskrepanz der erwarteten Ergebnisse wurden
Versuche mit gesplicten Formen des HIP 1 Antigens initiiert. So fand man heraus, dass
die verkirzten Formen in ihrer Wirkung wesentlich stérker sind als die natirliche Form
und hierin wahrscheinlich die unterschiedlichen Auswirkungen der Aggressivitét von
HIP 1 bedingt sind (Rao et al., 2002, Chan E., 2002).

5.6.3 Verschiedene Versuchsansatze und Methoden

Es liegt ein hohes Interesse vor die Bedeutung der HIP 1 Expression, die Tumorbiologie
betreffend, im Einzelnen zu ergriinden und exakt formulieren zu kénnen. Die Hoffnung
liegt darin, einen die derzeitige Tumorbehandlung beeinflussenden, stabilen
Prognosefaktor zu etablieren. Man bedient sich aufgrund der hohen technischen
Standards und der auf diesem Gebiet zusatzlich bereits erfolgten Untersuchungen auch
komplett anderer Methoden als in der hier vorliegenden Studie.

Mittels Genmanipulationen und unter Ausschaltung einiger Aminosauresequenzen im
Bereich des HIP 1 Antigens sowie einiger seiner Partner (Proteine, htt) wurde die
unterschiedliche Bindungsaktivitat und die darausfolgenden Effekte in knockout-Maus-
Versuchen getestet (Hyun et al., 2004). Mit Hilfe von PCR und Immunoblottechniken
werden weitergehende Untersuchungen durchgefihrt.
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Hierbei wurden die DED’s und andere Doménen entdeckt. Zahlreiche Versuchsansétze
werden diskutiert und anhand der Arbeit einiger Gruppen die genauen Bindungs- und
Mediatorfahigkeiten der Domanen untersucht und beschrieben (Hackam et al., 2000,
Guillemin-Legendre et al., 2004).

Aufgrund der ermittelten Erkenntnisse behalf man sich enzymatischer Spaltungen in
bestimmten Sequenzbereichen des HIP 1 Antigens, um die unterschiedlichen Formen
auf ihre Toxizitat zu testen (Rao et al., 2002, Hackam et al., 2000).

In diesen Anséatzen liegt vermutlich der Schlissel zur exakten Identifikation, welcher
Sequenz oder welcher beschriebenen Domane des HIP 1 Antigens die entscheidende
Mediatorrolle zukommt, dem tumordsem Wachstum seine Aggressivitat zu verleihen.
Nach neuesten Erkenntnissen spricht man den endozytotisch aktiven Proteinen, die sich
zwischen Zellmembran und Zellkern im Zytoplasma shuttleartig bewegen, einen
Transskriptionseffekt zu. Somit ist auch HIP 1 in der Lage Genexpressionen zu steuern
(Vecchi und Di Fiore, 2005, Mills et al., 2005. Siehe ebenfalls Abschnitt 1.3.3).
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6 Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Studie wurden fur das kolorektale Karzinom Daten gewonnen,
die einen Zusammenhang zwischen der unterschiedlich stark auftretenden Expression
von HIP 1 im Tumorgewebe und dessen eventueller Aggressivitét aufzeigen sollten.
Ziel war es das Huntingtin-Interacting-Protein-1 als Prognosefaktor bei kolorektalen
Karzinomen zu verwenden.

Die 126 randomisierten (42 Frauen und 84 Manner, Durchschnittsalter 63,06 Jahre)
kolorektalen Karzinome der Studie entstammen den Praparateinsendungen der
chirurgischen Abteilungen an das Pathologische Institut des Klinikums Stuttgart der
Jahre 1994 bis 2006.

Von allen Préparaten wurde ein HE-Schnitt erstellt. Nach Lokalisierung der ent-
scheidenden Bereiche erfolgte mit Hilfe des immunhistochemischen Verfahrens die
Darstellung der HIP 1 Expression. Anhand des festgelegten Score-Index (Rao et al.,
2002) wurde die Auswertung und im Anschluss die statistische Aufarbeitung durchge-
fihrt. Anders wie bei den Prostatakarzinomen liel? sich nach erfolgter Datenauswertung
keine signifikante Korrelation zwischen der nachgewiesenen HIP 1 Expression und der
vermuteten Aggressivitat der Dickdarmkarzinome darstellen.

Die ermittelten Uberlebenszeiten wurden nicht durch den Grad der HIP 1 Expression
beeinflusst.

Signifikante Parameter, auf die zuriickgegriffen wurde, waren die UICC-Stadien-
einteilung und die Gliederung in das TNM-System mit dem Nachweis von evtl.
Lymphknotenmetastasen und einer Metastasierung in entlegene Organsysteme.

Als Nachweis der erfolgreichen Immunprazipitation kann die HIP 1 Expression des
Endothels der kleinen Blutgefale gewertet werden (interner Test des erfolgreichen
immunhistochemischen Verfahrens).

Die Bedeutung des HIP 1 Antigens aufgrund seiner zahlreichen Zellinteraktionen in
Geweben ist unbestritten. Wie vereinzelt schon begonnen, sollte das Antigen selbst

genauer betrachtet und spezifiziert werden.
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Mittels PCR und Immunoblottechniken sowie enzymatischer Spaltungen erhielt man
unterschiedlich lange Versionen und stellte unterschiedliche Toxizitaten fest.

Diese Ansétze sind vermutlich der Schliissel zur exakten Identifikation, welcher
Sequenz oder welcher Domane des HIP 1 Antigens die entscheidende Mediatorrolle

zukommt dem tumorésem Wachstum seine Aggressivitat zu verleihen.
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Zentrum flr Schwerbrandverletzte des
Marienhospital in Stuttgart

Seit 08 / 2003 Doktorand am Institut fir Pathologie des
Klinikums Stuttgart
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