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1) Einleitung

1983 erfolgte die wissenschaftliche Erstbeschreibung des monoklonalen Antikdrpers
Ki-67, der ein Antigen erkennt, welches ausschlieBlich in proliferierenden Zellen
nachweisbar ist. Fiir diese Arbeit wurden Méuse (Stamm BALB/c) gegen die Zellkerne
von Hodgkin- und Sternberg-Reed Zellen (L428 Zellen) immunisiert (Gerdes et al.,
1983). Mittels der so genannten Hybridoma Technik wurden so Zellklone gewonnen,
welche einen kernspezifischen Antikorper produzierten. Das von dem Antikorper
erkannte Peptid wurde dementsprechend ,,Ki-67 Antigen™, bzw. nach der gingigen
Nomenklatur fiir Proteine ,,pKi-67* genannt: nach dem Ort seiner Entdeckung, Kiel, und

nach der Nummer des Klones.

1.1) Der Zellzyklus

Die Zellteilung (Cytokinese) als Bestandteil des Zellzyklus ist Grundlage des Lebens. Der
Prozess dient ein- und mehrzelligen Lebewesen zur Vermehrung und letzteren auch zum
Wachstum. Vielzellige Organismen entstehen durch die aufeinander abgestimmte Abfolge
von Zellteilung und programmierten Zelltod (Apoptose). Um den Status quo eines
Erwachsenenstadiums zu erhalten, miissen im menschlichen Korper jede Sekunde
Millionen von Zellen erneuert werden. Daraus erklirt sich die enorme Bedeutung der
Regulation dieser Vorgéinge. Entartete Zellen und somit Krebs entstehen im Prinzip dort
im Korper, wo die geregelte Zellteilung auller Kontrolle geraten ist. Moglichkeiten hierzu
sind entweder der Verlust, die Zellvermehrung zu stoppen oder die Anregung von
ruhenden Zellen, erneut in den Zellzyklus einzutreten.

Nach der wissenschaftlichen Erstbeschreibung durch Flemming 1882 wurde der Begriff
der Mitose fiir die Kernteilung von Eukaryonten eingefiihrt. Die so genannte M-Phase
(Mitosephase) beschreibt als hdufigste Form der Kernteilung eine exakte erbgleiche
Weitergabe der Information infolge der Chromosomenverteilung. Das heute giiltige
Konzept des Zellzyklus beinhaltet insgesamt vier Phasen (Howard & Pelc 1951, 1953).
Die sich mit der Mitose abwechselnde Interphase unterscheidet drei weitere Abschnitte.
Mallgebend hiefiir ist, dass die Replikation der DNA nur wihrend der so genannten S-
Phase (Synthesephase) stattfindet. Vor und nach dieser sind die G;-Phase und G,-Phase
definiert (G von gap = Liicke). Die G;-Phase wird auch als Wachstumsphase der Zelle



bezeichnet. Zellen hoherer Organismen, die zu speziellen Aufgaben differenziert sind,
befinden sich in der postmitotischen Go-Phase. Diese wird sowohl als Ruhephase (Pardee,
1989) oder auch Arbeitsphase bezeichnet. Vielen Zellen ist es jedoch mdglich, auf
bestimmte Signale hin wieder in die G;-Phase zuriickzukehren. Die nachfolgende
Ubersicht gibt einen schematischen Uberblick des Zellzyklus nach dem aktuellen Stand

der Forschung.

Mitose Phase (siche Abbildung 3)
e Prophase: Auflosung des Nucleolus, maximale Kondensierung des Chromatins zu
Chromosomen, Sichtbarwerden der Chromatiden
e Prometaphase: Zusammenbruch der Kernmembran, Ausbildung der Spindelfasern
e Metaphase: Orientierung der Cromosomen durch Spindelfasern in Aquatorialebene
e Anaphase: Verschiebung der Chromatiden zu den Zellpolen
e Telophase: Dekondensation des Chromatins, Bildung neuer Kernmembran, Beginn der
rRNA-Synthese
e Cytokinese: Bildung zweier Tochterzellen aus einer Mutterzelle unter Verteilung der
Organellen
G1 Phase
e Wachstumsphase nach der Mitose, ohne DNA Synthese
GO Phase
e Zellen scheren hier aus dem Zyklus aus , z.B. Zellen in "Dauergeweben," teilen sich im
Normalfall nicht mehr
S Phase
e Synthesephase, DNA wird durch Replikation / Chromatidenergidnzung gebildet
G2 Phase

e  Wachstumsphase, Vorbereitung auf die Mitose Phase

Systematische Darstellung der Phasen des Zellzyklus (Quelle: Hirsch Kauffmann ,,Biologie fiir
Mediziner Georg Thieme Verlag Stuttgart New York 3. Auflage 1996)
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Abbildung 1: Der Zellzyklus (Quelle: www.boku.ac.at)

Die Dauer des gesamten Zellzyklus ist fiir verschiedene Zellen unterschiedlich. Am
variabelsten ist hierbei die Dauer der G1-Phase (Grundmann, 1971). Mittlerweile sind
eine Vielzahl von Genen und deren Genprodukte isoliert, welche eine Funktion in der
komplizierten Steuerung des Zellzyklus innehaben. Genauere Zusammenhinge sind
immer noch Bestandteil der aktuellen Forschung. Auch pKi-67 scheint an der Regulation
des Zyklus beteiligt zu sein. Schmidt et al. dullerten 2003 die Vermutung, dal3 pKi-67 am
Ubergang von der Gy- zur M-Phase eine massive Phosphorylierung der Proteine im
Nukleolus induziert, woraufthin sich dieser auflost und die Chromosomen-Kondensation

einsetzt.
1.2) Expression von pKi-67 im Zellzyklus

Weitere Untersuchungen von Gerdes et al. 1984 zeigten, daBl pKi-67 wihrend des
gesamten Zellzyklus (G-, S-, G- und M-Phase) nachgewiesen werden kann. Die
Abbildung 2 erginzt das Schema des Zellzyklus um die mogliche Nachweisbarkeit des
Proteins in T-Lymphozyten. In der ruhenden Zelle (Go-Phase) ist das Protein jedoch nicht

nachzuweisen.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Zellzyklus in Korrelation zur pKi-67 Expression in durch das
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Lektin Phythdmagglutinin (PHA) zur Proliferation stimulierten T-Lymphozyten (Duchrow et al., 1994).

Abweichend hiervon kann bei Zellen, die aus der Gy-Phase aktiviert werden (keine
vorangegangene Mitose), in der frithen G;-Phase kein pKi-67 nachgewiesen werden. 1989
erzielten Verheijen et al. mit demselben Modell der PHA (Phytohaemagglutinin)
getriggerten peripheren Blutlymphozyten das gleiche Ergebnis. 1989 bestétigten van
Dierendonck et al. eine konstitutive Nachweisbarkeit des Ki-67 Antigens in einem
Alternativmodell mit sich permanent teilenden, humanen MR65 Tumorzellen. Diese
Befunde waren auch fiir dermale Fibroblasten reproduzierbar (Kill et al., 1994). Weiterhin
wurde nachgewiesen, dass proliferierende Zellen bei Nahrungsmangel pKi-67 negativ
werden (Baisch & Gerdes 1987, Verheijen et al., 1989). Als Ursache nannten sie die
unzureichende de novo Synthese des Proteins bei Nahrungsmangel. Entgegen fritherer
Annahmen, dass die Konzentration des Proteins wihrend des gesamten Zellzyklus
konstant bleibe, behaupteten Sasaki et al., dass die Konzentration wihrend des Zyklus
zunechme und in der Gy/M-Phase ihr Maximum erreiche. Dabei nehme die
Nachweisbarkeit von pKi-67 wihrend der S-Phase zu. Dieses Ergebnis wurde spiter
sowohl von van Dierendonck et al. als auch von Hitchcock und Shawney et al. bestitigt.

1999 zeigten Tan et al., dass die pKi-67 mRNA ein besserer Proliferationsmarker als das
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Protein selbst ist. Deren Transkription verlduft parallel zum Einbau von
Bromdesoxyuridin in die neu synthetisierte DNA. All diese Untersuchungen fiihrten zur
heutigen Vorstellung tiiber das Vorkommen von pKi-67. Danach steigt die
Nachweisbarkeit des Proteins mit Fortschreiten des Zellzyklus immer weiter an, um
wihrend der Mitose ihr Maximum zu erreichen. In der Metaphase wird die hochste
Nachweisrate erreicht, in der Ana- und Telophase fillt diese bis zu ihrem Minimum in G,
ab. Dieses Modell fiihrt zu einer geschétzten postmitotischen Halbwertszeit des Proteins
von 20 bis 90 Minuten (Ross et al., 1995, Scholzen & Gerdes 2000). Wird die
Proteinsynthese mittels Cycloheximid inhibiert, so wird pKi-67 unabhingig von der Phase
des Zellzyklus mit einer Halbwertszeit von etwa einer Stunde abgebaut (Bruno &
Darzynkiewicz, 1992). Daraus ergibt sich die Annahme, dass in allen Phasen des
Zellzyklus eine permanente de novo Synthese des Proteins erforderlich ist (Duchrow et
al., 1994). Es ist insgesamt noch unklar, was mit pKi-67 wihrend der G;-Phase passiert.
Dem umfassendsten Modell zur zellzyklusabhéngigen Expression von pKi-67 zufolge (du
Manoir et al., 1991, von Ross et al. 1995 und Scholzen & Gerdes 2000 iibernommen)

kann eine Zelle zwischen den drei folgenden Pfaden wéhlen:

- Der abnehmende pKi-67 Pfad: Die Zelle verldsst den Zellzyklus in Richtung Dif-
ferenzierung und degradiert dabei das Ki-67 Antigen, welches nicht in ruhenden
Zellen vorkommt.

- Der zunehmende pKi-67 Pfad: Eine Zelle, die sich auf dem abnehmenden Pfad be-
findet, kann restimuliert werden, tritt wieder in den Zellzyklus ein und produziert
erneut pKi-67.

- Der stabile pKi-67 Pfad: Die Konzentration von pKi-67 bleibt stabil, z.B. in sich

permanent teilenden Zellen.

Eine mogliche Erkldrung fiir die von Autor zu Autor divergierende Beschreibung der
Verteilung des Proteins in der Zelle lieferten Scholzen & Gerdes. Sie formulierten die
Annahme, dass unterschiedliche Zelllinien und Fixierungsmethoden verwendet wurden.
Auflerdem ist die Nachweisbarkeit des Proteins mit Ki-67 oder isospezifischen
Antikorpern wie MIB-1 von der Ionenstdrke des Puffers und der DNA-Bindung desselben
abhingig (Bruno & Darzynkiewicz, Lopez & Boisseau). Weiterhin wird durch die
Anwesenheit von Ca*" die Anfirbbarkeit mit MIB-1, dem paraffingingigen Homolog zu
Ki-67, reduziert (Shi et al., 1999).
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1.3) Lokalisation von pKi-67 im Zellzyklus

AuBler der Expressionsstirke von pKi-67 variiert auch die Lokalisation des Proteins
wihrend des Zellzyklus. Schon 1989 beobachtete Bading et al., daB pKi-67 in der
Interphase das Nukleoplasma, aber nicht das Zytoplasma anfarbt und dort prominente
Flecken bildet. Wihrend der Mitose werden hingegen die Chromosomen geférbt. Spitere
Untersuchungen ergaben folgendes Modell der zellzyklusabhéngigen Verteilung von
pKi-67 (Kill et al., 1996):

In der friihen G;-Phase kommt das Protein in einer groBen Anzahl diskreter Foki im
Nukleoplasma vor, die in der Ndhe der Kernlamina zu finden sind. Spéter bis zur Mitte
der G;-Phase verbindet sich pKi-67 an genau determinierten Stellen mit den sich neu
bildenden Nukleoli. Dort bleibt das Protein auch in der S-Phase und der sich
anschlieffenden G,-Phase nachweisbar. Mit dem Einsetzen der Mitose dndert sich die
Verteilung von pKi-67 grundlegend. Wihrend der Interphasekern durch Phosphorylierung
vieler Proteine (z.B. Histone) zusammenbricht, kondensiert das Chromatin. Ein Teil der
Kernproteine verteilt sich auf die Chromosomen, einige diffundieren ins Zytoplasma,
andere wiederum verbleiben in den NOR’s (Nukleoldren Organisations Regionen), wo
postmitotisch die neuen Nukleoli entstehen (Gautier et al., 1992). Prazise Untersuchungen
iiber die Verteilung von pKi-67 stammen von Verheijen et al. und van Dierendonck et al.

aus dem Jahr 1989.

Mitose

Metaphase - Anaphase - Ubergang

Interphase Prophase Prometaphase Metaphase l Anaphase Telophase Cytokinesis
\\ fals, /IV\\ \1 (L" H_Vl . ut _. \ \ 'I'/ "-.\{.'J
'7. ) - ”\®n‘ \"V\ }}ﬁ-v’ RSP ;“” U'\r 'ﬁ“) '\?,\i- =3 4'%@ )| €&y

( >I o e e e PRt e S e A

Interg

DNA - Replikation

Abbildung 3: Phasen der Zellteilung (Krauss 1997)

In der Prophase ist pKi-67 netzartig iiber den Kern verteilt. Dieses ,,Netz* ist mit dem sich
kondensierenden Chromatin assoziiert. In der Metaphase bildet es ein wirkliches Netz mit

interdigitierenden Fibrillen um die Chromosomen. In der Ana- und Telophase erscheint
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das Netz mehr granuldr (van Dierendonck et al., 1989, Verheijen et al., 1989). In der
spaten Telophase bildet pKi-67 dann wieder die schon erwéhnten Foki, die aggregieren
und mit den sich neu bildenden Nukleoli der Tocherzellen assoziieren (Kill et al., 1996).
Die Beobachtungen von Verheijen wurden von van Dierendonck dahingehend ergénzt,
dass pKi-67 wihrend der Meta- und Anaphase hauptsichlich in den kortikalen Regionen
der Chromosomen vorkommt, wo spéter die pranukleoldren Korperchen und damit die

Nukloeoli entstehen.

1.4) Molekularbiologische Struktur von pKi-67

Erste Untersuchungen zu diesem Thema fiihrten 1991 Gerdes et al. durch. Neben der
Empfindlichkeit gegeniiber Proteasen bemerkte die Arbeitsgruppe, dass pKi-67 nicht
durch 0,1 M HCL aus acetonfixierten L.428 Zellen isoliert werden kann. Daraus schloss
man, dass es nicht zu der Gruppe der Histone zéhlt. Das Protein kommt in mehreren
Isoformen vor. Meist werden eine 395 KD (9768 bp) und eine 345 KD (8688 bp) schwere
Form beschrieben (Schliiter et al. 1993), erkennbar an der charakteristischen Doppelbande
im Western Blot. Es werden von verschiedenene Autoren weitere Isoformen beschrieben,
deren Bedeutung jedoch noch nicht gekldrt werden konnte (Schmidt et al. 2003, Schliiter
et al. 1993). Die verschiedenen Isoformen entstehen durch alternatives Spleilen der
mRNA, wobei die kiirzere Form die durch Exon 7 codierte Sequenz einbiif3t.

Das pKi-67 Gen ist auf dem langen Arm des Chromosoms 10 (10g25-ter) lokalisiert
(Fonatsch et al., 1991). Es besteht aus insgesamt 15 Exons und 14 Introns. Unterhalb des
Polyadenylierungssignales gibt es drei weitere, weshalb noch mehr Isoformen der mRNA
(siche Abbildung 5, 1.4) postuliert werden (Schliiter et al. 1993). 1999 beschrieben
MacCallum et al. die Phosphorylierung als eine wichtige Bedingung fiir die Funktion des
Proteins. Sie zeigten, dass der Translokation von pKi-67 von nukleoldr zu
perichromosomal eine starke Phosphorylierung vorangeht: der so genannte
,Phosphorylierungsshift“. Erwdhnenswert ist auflerdem die Tatsache, dass pKi-67
offensichtlich ubiquitdr in allen Sdugetieren vorkommt. Der Antikdrper MIB-1 farbt zum

Beispiel proliferierende Zellen in Rind, Hund, Pferd und Schaf.
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Abbildung 4: Die pKi-67 mRNA (Duchrow et al., 1994)

1.5) Funktion von pKi-67

Im Gegensatz zu den zahlreichen Arbeiten {iber Lokalisation, Struktur und Regulation
von pKi-67 liegen tiber die eigentliche Funktion des Proteins nur einige gesicherte
Erkenntnisse vor. Eine gewichtige Rolle fiir die Zellproliferation wird als gesichert
angesehen, weil die Antisense-Inhibition zur Akkumulation von Zellen in der G;-Phase
und zur Abnahme des 3H-Thymidin— bzw. Bromdesoxyuridineinbaus fiihrt (Schliiter et al.,
1993, Duchrow et al., 2001). Deswegen wird fiir pKi-67 eine Rolle bei der Regulation des
Ubergangs von der G- zur S-Phase und eventuell der Beendigung der S-Phase postuliert (
Duchow et al., 2001). In den bisher unerwihnten repetitiven Elementen [Exon 13 besitzt
16 repetitive Elemente, sogenannte Ki-67 Repetitionen, in denen die Bindungsstelle fiir
Ki-67, MIB-1 und MIB-5 kodiert wird (Kubbutat et al., 1994) siche Abbildung 5, 1.4]
wird aufgrund ihrer Vielzahl von mdglichen Interaktionen mit anderen Proteinen eine
Schliisselrolle gesehen. Mogliche Interaktionspartner sind ribosomale Proteine, DNA-
Helikasen, Zellzyklusproteine, und Signaltransduktionsproteine. Bridger et al
vermuteten 1998 aufgrund der extra-nukleoldren Lokalisation wéhrend der G;-Phase eine
Rolle von pKi-67 bei der Organisation von DNA. Durch die Beschreibung der
Lokalisation von pKi-67 in den dichten fibrilliren Komponenten der Nukleolen durch Kill
et al. 1996 wird eine Beteiligung von pKi-67 an der Synthese der Ribosomen wihrend der
Zellteilung vermutet. Diese These konnte durch Plaat et al. 1999 bekréftigt werden, der
einen Zusammenhang zwischen Proteinsynthese und pKi-67 mittels PET nachweisen
konnte. Aufgrund der Fihigkeit an DNA, RNA und sich selbst zu binden (Schmidt et al.,

2003) wird auch eine strukturelle Rolle des Proteins innerhalb des Zellkerns vermutet.
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Trotz bisher intensiver Bemiihungen ist iiber die Funktion von pKi-67 viel, aber noch
nicht alles bekannt. Die folgende Abbildung (5) gibt einen schematischen Uberblick iiber
den aktuellen Stand.

Dephospho-
Perichromosomale rilierung
Scheide

Neubildung
Nukleolus

Verankerung der Chromosomen

Organisation an der Kernlamina

Mikrotubuli

Zusammenbruch
Nukleolus

MPF>—_

"Phosphorylation
shift"

Phosphorilierung pKi-67
+
MIB-1 isbarkeit

Abbildung 5 : Funktionsdiagramm von pKi-67 innerhalb des Zellzyklus. Das Diagramm zeigt mogliche
Funktionen von pKi-67. Weilie Pfeile zeigen Einfliisse auf das Protein, schwarze Pfeile zeigen durch das

Protein verursachte Einfliisse auf die Zelle (Schmidt et al., 2003)
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1.6) Das kolorektale Karzinom

1.6.1) Allgemeines

In Westeuropa und den USA ist das kolorektale Karzinom neben dem Bronchialkarzinom
und dem Prostatakarzinom bzw. Mammakarzinom der am hdufigsten auftretende maligne
Tumor. Karzinome des Kolons und des Rektums stehen in Deutschland an zweiter Stelle
der malignombezogenen Todesfdlle. Die Zahl der jdhrlichen Neuerkrankungen wird fiir
Minner auf iiber 32000 (Altersdurchschnitt 68 Jahre) und fiir Frauen auf 34000
(Altersdurchschnitt 73 Jahre) geschitzt (Arbeitsgemeinschaft Bevdlkerungsbezogener
Krebsregister in  Deutschland, 2004). Die altersstandardisierte Inzidenzraten in
Deutschland betragen demnach 71 fiir Manner und 50 fiir Frauen (im Zeitraum von 1998-
2000 Erkrankungen pro 100000 Einwohner). Die mir vom Institut fiir Krebs-
epidemiologie e.V. Schleswig-Holstein zur Verfligung gestellten Angaben iiber die
Erkrankung im Bundesland Schleswig-Holstein weisen steigende Inzidenzen der
Krankheit aus. So stieg die altersstandardisierte Inzidenzrate vom Diagnosejahr 1999 bis
2002 fiir Frauen von 38,2 auf 41,9 und fiir Méanner von 52,4 auf 61,9. Insgesamt starben
im Jahre 2002 in Schleswig-Holstein 991 Frauen (1,43 Millionen weibliche Einwohner
insgesamt) und 1078 Ménner (1,37 Millionen Einwohner insgesamt) an kolorektalen
Tumoren. Im Jahr 2004 sind in der EU insgesamt 279000 Menschen an diesem Leiden
erkrankt und mehr als 139000 Menschen an dieser Erkrankung gestorben (Boyle &
Ferlay, 2005). Deutschland liegt im europdischen Vergleich der Inzidenzraten an der
Spitze.

Hinsichtlich der Mortalitdt ist eine Abnahme aufgrund von intensivierten Malnahmen zur
Fritherkennung (Darmspieglung und Hidmoccult®-Test) zu beobachten. Bei der
Haufigkeitsverteilung der primir betroffenen Darmabschnitte ergibt sich ein 50%iger
Befall des Rektums, gefolgt vom Sigma mit 30% sowie dem Colon ascendens und dem
restlichen Kolon mit jeweils 10%. Risikofaktoren fiir maligne kolorektale Erkrankungen
sind in der Erndhrung zu finden. Ballaststoffarmer Erndhrung, Alkoholkonsum, generell
erhohter Kalorienzufuhr, erhohter Aufnahme von N-Nitrosaminen und dem hiufigen
Konsum von ,rotem“ Fleisch (Rind, Schwein, Lamm) sowie tierischen Fetten im
Allgemeinen werden eine Rolle zugeschrieben. Hingegen wird ballaststoffreicher
Nahrung, nicht-steroidalen Antiphlogistika (Cox II-Hemmer), Folsdure, Selen, Calcium

und den Vitaminen A, C, E, ein protektiver Effekt zugesprochen.
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Die tberwiegende Anzahl der Karzinome (90%) entstehen durch Genmutationen im
Rahmen der Adenom-Karzinom Sequenz (Dysplasie-Karzinom-Sequenz, Bocker et al.
1997). Zu weiteren pradisponierenden Faktoren die das Tumorrisiko erhdhen zéhlen u.a.
entziindliche Darmerkrankungen, andere Karzinome in der Anamnese oder eine
genetische Disposition wie z.B. familiire adenomatdse Polyposis (FAP), familidre
juvenile Polyposis, Peutz-Jeghers-, Gardner- und Tourkot-Syndrom, hereditires
nichtpolypdses kolorektales Krebssyndrom (HNPCC-Syndrom). Methode der Wahl bei
der Behandlung kolorektaler Karzinome ist die operative Resektion, wobei sich trotzdem
bei 40% aller kurativ operierten Patienten im Verlauf ein lokales, regionales bzw. fernes

Tumorrezidiv entwickelt (Buglioni et al., 1999).

Stufe || Patho-Morphologie || zusdtzliche genetische Verdnderung

1 Normales Epithel Keine

2 Hyperproliferatives || Verlust des APC-Genes (Chromosom 5q)
Epithel

3 Frithes Adenom DNA-Hypomethylierung

4 Intermedidres Aktivierung von k-ras (Chromosom 12p)
Adenom

5 Spites Adenom Verlust von DCC (Chromosom 18q)

6 Karzinom Verlust von p53 (Chromosom 17p)

7 Metastase Unbekannt

Tabelle 1: Jede pathomorphologisch weiter fortgeschrittene Stufe enthélt eine zusétzliche genetische

Verdnderung (modifiziert nach Vogelstein et al. 1993)
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1.6.2) Prognose

Das zum Zeitpunkt der Diagnosestellung vorherrschende Tumorstadium (zur
Klassifizierung und Stadieneinteilung siche Anhang 7.1) bestimmt im Wesentlichen die 5-
Jahres-Uberlebensrate der Erkrankung. Im Mittel betriigt sie 50- 60%. In der Literatur
werden jedoch unterschiedliche Angaben gemacht (siche Anhang 7.1, Klassifizierung

und Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms).

UICC-Stadium | T-Stadium N-Stadium M-Stadium | Dukes/Turnbill

0 Tis NO MO A

I T1,T2 NO MO A

1TA T3 NO MO B

11B T4 NO MO B

III1A T1,T2 NI MO C

111B T3,T4 N1 MO C

1I1C jedes T N2 MO C

1\% jedes T jedes N Ml D

Tabelle 2: Gegeniiberstellung der Stadien des kolorektalen Karzinoms nach UICC-, TNM- und Dukes-
Kriterien . (Quelle: modifiziert nach Berchtold ,,Chirurgie* Urban&Fischer Miinchen Jena 4. Auflage 2001)

Die Uberlebensrate ist somit von Infiltrationsgrad und Metastasierung des Tumors
abhingig. Patienten mit kolorektalem Karzinom im Frithstadium haben héufig gute
Aussicht auf Heilung, wihrend die Uberlebenszeit bei fortgeschrittenen Tumorstadien
hdufig limitiert ist. Infolge verstirkter Anstrengung zur Friiherkennung konnte aus
chirurgischer Sicht der Anteil der kurativen Operationen erhoht werden. Durch radikale
Operationstechniken ist ferner ein Riickgang der Lokalrezidive zu verzeichnen. Dennoch
ist der Anteil an Patienten, die im weitern Verlauf ihrer Erkrankung Fernmetastasen
entwickeln, nahezu unverdndert. Neue chemotherapeutische Therapiekonzepte beim
Kolonkarzinom (Scheithauer et al., 2003, Andre et al., 2004) bzw. kombinierte chemo-
und radiotherapeutische MaBnahmen bei Neoplasien des Rektums haben zu Verbesserung
der 5-Jahres-Uberlebensrate gefiihrt. Jiingst haben Antikdrper gegen VEGF
(Bevacizumab [Avastin®], Hurwitz et al., 2004) und EGFR (Cetuximab [Erbitux®],
Cunningham et al., 2004) die Zulassung zur kombinierten Chemotherapie zur Behandlung

der Erkrankung bekommen. Trotz allem kommt einer frithzeitigen Diagnosestellung
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durch regelmifBige Darmspiegelungen, rektal-digitaler Untersuchung (insbesondere
Rektumkarzinom) sowie Testung des Stuhles auf okkultes Blut die grof3ite Bedeutung zur

Verbesserung der Uberlebensrate zu.

1.7) Tumorsuppressorgen pS3

Zur Kontrolle der Sensitivitit der in dieser Arbeit verwendeten Methode wurde das
humane p53-Gen verwendet, das auf dem kurzen Arm von Chromosomen 17 lokalisiert
ist. Es kodiert die Information fiir ein phosphoryliertes Protein mit 53000 Dalton
Molekulargewicht, was entscheidend fiir die Namensgebung war (Levine et al., 1991,
Miller et al., 1986). Urspriinglich entdeckte man das Protein in Komplexen mit einem
viralen Tumorantigen des Affenvirus SV40 (Chang et al., 1979, Linzer et al., 1997).
Zentrale Funktion des Proteins ist die Regulation der Expression zahlreicher Gene,
welche iiber die Fahigkeit an DNA zu binden realisiert wird. Diese Genprodukte sind
entscheidend an Prozessen der Signaltransduktion, Wachstumsregulation, DNA-
Replikation und DNA- Reparatur beteiligt (Montenarh, 1998). Mutationen des p53-Genes
gehoren zu den hidufigsten genetischen Verdnderungen, welche mit einer
Krebserkrankung einhergehen. Diese Verdanderungen des Erbgutes erh6hen die Rate an
mutantem p53, welches sich in Konformation und Funktion wesentlich vom Wildtyp
unterscheidet. Auffélligster Unterschied ist, dass die mutierte Variation als Oncogen
agieren kann, wéhrenddessen die Funktion des Wildtypes als die eines
Tumorsuppressorgens beschrieben wird (siehe auch Tabelle 1).

Mutiertes p53-Protein besitzt eine viel lingere Halbwertszeit als der Wildtyp und
akkumuliert dadurch in den Tumorzellen in Relation zu dem Wildtyplevel in normalen
Zellen (Hinds et al., 1990, Finlay et al., 1989, Benchimol et al., 1982). Fiir die in dieser
Arbeit wichtigen p53- Autoantikdrper scheint zu gelten, das deren Bildung nicht mit dem
absoluten p53- Spiegel in den Zellen zusammenhdngt, da sowohl bei Patienten ohne
p53- Uberexpression als auch bei Patienten mit p53- Uberexpression Autoantikdrper
gegen das Protein auftreten konnen (Galle et al., 1994). Die folgende Tabelle (4) gibt
einen Uberblick iiber einige Arbeiten, die sich mit der Bildung von Autoantikdrpern
gegen p53 bei verschiedenen Krebserkrankungen befassten (Weigmann, 1998). Weitere
Arbeiten werden im Diskussionsteil ausfiihrlicher behandelt. Zusammenfassend zur
klinischen Bedeutung kann man sagen, dass p53 AutoantikOrper einen zuverldssigen

Indikator fiir Tumorerkrankungen darstellen. Nahezu alle Patienten bei denen p53
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Autoantikorper festgestellt wurden, waren an bosartigen Tumoren erkrankt. Jedoch ist es
nicht moglich eine bestimmte Tumorerkrankung anhand der Autoantikdrperbildung gegen
p53 zu diagnostizieren. Dafiir sind weitere Faktoren zu untersuchen (Montenarh, 2000).
Auch wird der prognostische Wert der Feststellung von p53 Antikdrpern in Seren von an
Krebs erkrankten Menschen noch kontrovers diskutiert. Auch hierzu finden sich im
Diskussionsteil, speziell fiir das kolorektale Karzinom, genauere Angaben iiber die

verschiedenen Studien.

Tumor Autor Jahr Hiufigkeit
Mammakarzinom Crawford et al. 1984 11,5%
Mammakarzinom Green et al. 1994 25,6%
Mammakarzinom Mudenda et al. 1994 26%
Mammakarzinom Davidoff et al. 1992 23%
Mammakarzinom Wilsher et al. 1996 48%

Bronchialkarzinom Winter et al. 1992 10%
Bronchialkarzinom Guinee et al. 1995 8,4%
Bronchialkarzinom Wild et al. 1995 15,2%
HCC Ryder et al. 1996 37%
HCC Volkmann et al. 1993 25%
HCC Trivers et al. 1995 33%
Pankreaskarzinom Marxen et al. 1994 6,4%
Pankreaskarzinom | Laurent-Puig et al. 1995 28%
colorectales
Karzinom Crawford et al. 1984 12,5%
colorectales
Karzinom Hammel et al. 1997 26%
Osophaguskarzinom Breveren et al. 1996 25%
Ovarialkarzinom Green et al. 1995 29%

Tabelle 3: p53-Autoantikorper in Abhéngigkeit von der Tumorentitdt (Weigmann, 1998)
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1.8) Ziele der Arbeit

Uber die Anwendungsmdglichkeiten von pKi-67 als Proliferationsmarker wurden schon
zahlreiche Arbeiten verdffentlicht. Besonders die eingangs erwédhnte Eigenschaft, dass
die Expression des Ki-67 Antigens 24 bis 36 Stunden nach der Aktivierung der Zelle und
wihrend des gesamten Zellzyklus nachweisbar ist (siche Abbildung 3), macht es zu einem
idealen immunhistochemischen Proliferationsmarker. In einem ,,Tumor Xenograft
Model*“ konnte gezeigt werden, dass der Ki-67 Index (Verhiltnis von positiv gefarbten
Zellen zur Gesamtzellzahl) mit der Wachstumsfraktion korreliert (McCormick et al.,
1990). Nachfolgende Tabelle (4) zeigt die relativ unterschiedlichen Ergebnisse von
Studien iiber die prognostische Aussagefahigkeit von pKi-67 gegeniiber unterschiedlichen

malignen Erkrankungen.

TUMORENTITAT ANZAHL DER ANZAHL DER STUDIEN
STUDIEN MIT OHNE PROGNOSTISCHEN
PROGNOSTISCHEM |WERT*
WERT*

I (>75 % der Studien mit prognostisch positivem Wert von pKi-67)
Mammakarzinom 23 1
Weichteiltumore 11 3
Bronchialkarzinom 10 2
Astrozytom 6 0

II (25 %-75 % der Studien mit prognostisch positivem Wert von pKi-67)
Cervixkarzinom 5 6
Prostatakarzinom 15 7

IIT (<25 % der Studien mit prognostisch positivem Wert von pKi-67)
Kolorektale Karzinome | 2 10

*Der prognostische Wert basiert auf statistisch signifikanten Korrelationen zwischen
pKi-67 Expression und den erhobenen klinischen Parametern

Tabelle 4: Relevanz des Ki-67 bzw. MiB-1 Markierungsindex in Bezug auf die Prognose

verschiedener Tumorentitdten (modifiziert nach Brown & Gatter, 2002 )

Ziel dieser Arbeit ist es, festzustellen, ob mit der Erkrankung des kolorektalen Karzinoms
eine vermehrte Bildung an Autoantikdrpern gegen den pKi-67 einhergeht. Im Gegensatz
zu den zahlreichen Arbeiten iiber den Nutzen des Proteins als Proliferationsmarker mittels
immunhistochemischer Darstellung wurden {iber eine etwaige Autoantikorperproduktion

erst wenige Publikationen verdffentlicht. So fanden 1995 Bloch et al. Autoantikorper
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gegen pKi-67 in Seren von MRL/Mpl(-)+/+ und MRL/MplJ-lpr/lpr Mausen, aber nicht in
Seren von Kontrolltieren oder Miusen mit anderen Autoimmunkrankheiten. Weiterhin
wurde eine Arbeit liber Autoantikdrper gegen das Ki-67-Antigen bei Patienten mit
systemischen rheumatischen Erkrankungen verdffentlicht (Muro et al., 1997). Dabei
wurde bei 2 von 76 Patienten mit systemischen Lupus Erythemathodes und bei 1 von 90
Patienten mit Sklerodermie Autoantikorper im Serum gefunden.

Vorraussetzung fiir die Bildung von Autoantikdrpern ist eine spezifische humorale
Immunreaktion. Dazu sind moglicherweise der Verlust der Immuntoleranz gegeniiber
pKi-67 und insbesondere eine Prisentation des Ki-67-Antigens notwendig. Dies konnte
einfach iiber eine Freisetzung des Proteins durch Tumorzellnekrose geschehen. Spezielle
Mechanismen der Antigenprdsentation auf der Tumorzelle sind dagegen sehr
unwahrscheinlich, da pKi-67 als sehr fragil gilt, besonders wenn es sich nicht in seiner
natiirlichen Umgebung, dem Zellkern befindet (Gerdes et al., 1991).

Um die Sensitivitit der in dieser Arbeit verwendeten Methode sicherzustellen, wurde an
einem Teil der Patienten die Untersuchung auf Autoantikorper gegen p53 ausgeweitet.
Deren Existenz wurde bereits mehrfach beschrieben (Crawford et al., 1984, Hammel et
al., 1997, 2000 weitere Arbeiten tiiber dieses Thema werden im Diskussionsteil
ausfiihrlicher vorgestellt). Weiterhin wurde das Patientengut in prdoperativ und
postoperativ abgenommene Seren unterteilt. Wenn der Nachweis von Autoantikdrpern
gegeben sein sollte, konnte man hinsichtlich der Aussagefahigkeit {iber den Verlauf der
Erkrankung und die Prognose der Patienten genauere Aussagen treffen.

Da keine ,,matched pair”“ Kontrollgruppe zur Verfligung stand, wurde dem Patienten-

kollektiv eine Kontrollgruppe aus freiwilligen Studenten gegeniibergestellt.
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2) Patienten, Material und Methoden

2.1) Patienten

Fiir diese Studie wurden Patienten mit einem kolorektalen Karzinom ausgewdhlt, die in
dem Tumornachsorgeregister der Klinik fiir Chirurgie des Universititsklinikums
Schleswig-Holstein, Campus Liibeck erfasst waren. Aus diesem Kollektiv standen 101
prd- bzw. postoperative Serum-Proben von Patienten zur Verfiigung, die zwischen 1998
und 2004 aufgrund eines kolorektalen Karzinoms in der Klinik fiir Chirurgie operiert
wurden. Unter dem Aktenzeichen 37-95 143 vom 6.4.1995 hatte die Ethik-Kommission
der Universitidt Liibeck keine Bedenken gegen die Durchfiihrung einer Studie des
Chirurgischen Forschungslabors zum Nachweis von Autoantikdrpern im Serum von
Patienten mit gastrointestinalen Tumoren. Das Serum wurde nach dem Einfrieren bei —
50°C gelagert und stand der Studie retrospektiv zur Verfiigung.

Uber die Patienten lagen zum Zeitpunkt der Abfrage die folgenden anonymisierten Daten
vor: Alter des Patienten, Geschlecht des Patienten, prétherapeutische Symptome,
Angaben iiber eventuelle Doppeltumoren, Lokalisation des Tumors, Einteilung nach dem
TNM System, UICC-Stadieneinteilung, histologische Angaben, Differenzierungsgrad
nach WHO, Angabe iiber mogliche adjuvante Therapien, Radikalitit der Operation,
perioperative Komplikationen, Angabe iiber die Zeit bis zum Auftreten eines moglichen
Rezidives, eines Zweitkarzinoms oder einer Metastase, Gesamtiiberlebenszeit.

Sowohl im Rahmen der onkologischen Nachsorge in der Klinik als auch durch Befragung
der jeweiligen Hausérzte wurden klinische Verlaufsangaben anhand eines Fragebogens
(siche Anhang 7.5) erhoben, so dass eine Nachbeobachtung der Patienten moglich ist. Die
Erhebungen wurden unter Beriicksichtigung der Datenschutzrichtlinien anonymisiert in

einer Computerdatenbank gespeichert.
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2.2) Materialien

Alle Chemikalien, Antikorper und Verbrauchsmaterialien sind in Anhang (7.3)
aufgelistet. Verwendete Puffer und Losungen sind ebenfalls im Anhang (7.4) aufgefiihrt.

2.3) Methoden

2.3.1) Zellanzucht

Die zur Proteinisolierung notwendigen Zelllinien (HeLa S3, SW 480) wurden bei der
Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig)
bezogen und bei ca. -180°C in fliissigen Stickstoff gelagert. Nach vorsichtigem Auftauen
werden die Zellen in ein fiir sie spezifisches Medium (bei Zimmertemperatur) in
Zellkulturflaschen iiberfiihrt. Verwendet wird fiir die HeLa S3 Zellen DMEM mit L-
Glutamin und fiir die SW 480 Zellen RPMI — 1640. Optimales Zellwachstum wird im
CO;-begasten, feuchten Brutschrank bei 37°C (5% CO) erreicht. Alle zwei bis drei Tage
muss das Medium gewechselt oder die adhédrent nachwachsenden Zellen bei Erreichen
von Konfluenz, nach Ablésung vom Boden mit Hilfe von Trypsin (1%), abgeldst und in

neue Zellkulturflaschen iiberfiihrt und aufgeteilt werden (Passagieren von Zellen).

2.3.2) Proteinisolierung

Zur Isolierung von pKi-67 aus HelLa S3 Zellen (humanes Cervixkarzinom) und pKi-67
plus p53 aus SW480 Zellen (Kolonkarzinom) wird eine modifizierte Methode nach
MacCallum et al (1999) verwendet. Wichtig ist, dass die Zellen zum Zeitpunkt der
Proteingewinnung sich noch gut im Wachstum befinden, da sonst kein oder zu wenig
proliferationassoziiertes pKi-67 zu isolieren ist. Die Mengenangaben sind fiir Petrischalen
(@ 10 cm) etabliert. Die Anzucht der Zellen erfolgt wie unter 2.3.1 beschrieben, bis
ausreichend viele Zellen vorkonfluent sind. Dann werden die Zellen zunichst zweimal
mit eiskaltem PBS gewaschen und dann aus den Petrischalen herausgeschabt. Das nach
fiinfmintitiger Zentrifugation mit 300 g bei 4°C entstehende Pellet wird zur Entfernung
der zytoplasmatischen Fraktion fiinf Minuten in kalten Extraktionspuffer I auf Eis

inkubiert. Die Zellkerne werden durch fiinfminiitige Zentrifugation mit 22.000 g bei 4°C
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sedimentiert. Der Uberstand wird entfernt, das Sediment in 200 ul kalten
Extraktionspuffer II aufgenommen. Nach zehnminiitiger Inkubation auf Eis werden die
Zelltrimmer durch zehnminiitige Zentrifugation mit maximaler Geschwindigkeit (22000
g) bei 4°C sedimentiert. Der Uberstand mit den nukleiren Proteinen kann mit Stickstoff
schockgefroren und bei —80°C gelagert werden oder wird direkt zur Elektrophorese

eingesetzt. Bei allen einzelnen Schritten sind die Proben auf Eis zu lagern.

2.3.3) SDS-PAGE nach Limmli

SDS-Polyacrylamidgele (60 x 90 x 1 mm®) werden mit dem GieBstand der Mini-Protean®
3 Zelle von BIO-RAD (Miinchen, Deutschland) gegossen. Nachfolgende Tabelle (5) gibt
ein Pippettierschema fiir verschiedene Acrylamid Gele wieder. Das Trenngel wird 5 cm
hoch und 0,75 cm dick gegossen und dann mit einem 1cm hohen Sammelgel
iiberschichtet. Verwendet werden ein 3% Sammelgel sowie ein geschichtetes Trenngel
(7% und 5%) um der stark differenten GroBe von pKi-67 und p53 Rechnung zu tragen.
Abweichend vom Protokoll nach Ldmmli (Lammli, 1970) wird der Trenngel-Puffer mit
Glycerin versetzt, wodurch Trenn- und Sammelgel gleichzeitig gegossen werden konnen,
sich aber kaum mischen. Das Acrylamid polymerisiert etwa eine Stunde lang aus. Danach

wird das Gel mit Laufpuffer gespiilt und eingespannt. Nach 10 Minuten Vorlauf bei

‘ Sammelgel ‘ Sammelgel ‘ Trenngel ‘ Trenngel ‘ Trenngel ‘ Trenngel
Losung 3% 5% 5% 7 % 12 % 16 %

| | | | | | |
AA | 0,75 ml | 1,25ml | 1ml | 1.5ml | 4,8 ml | 6,405 ml |
T-Puffer | | | 1,5ml | 1,5ml | 3ml | 3ml |
S-Puffer | 1,875 ml | 1,875 ml | | | | |
Glycerin | | 1 0,75ml | 0.75ml | 1,5ml | 1,5ml |
H,0 | 4,643 ml | 4,143 ml | 2,6 ml | 2,1 ml | 2385ml | 5,175ml |
SDS-Lsg. | 150 ul | 150 ul | 120 pl | 200 pul | 240 ul | 240l |
APS-Lsg. | 75 ul | 75l | 37ul | 70 ul | 75ul | 75 |
TEMED | 7,5 ul | 7,5l | 3,8ul | 7ul | 7,5ul | 75ul |

| | | | | | |
Volumen | 7,5 ml | 7,5ml | 5,9 ml | 5,9ml | 12ml | 12ml |

Tabelle 5: Pippettierschema fiir verschiedene Polyacryamidgele nach Ldmmli
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konstantem Strom von 20 mA koénnen die Proben pipettiert werden. Bevor diese jedoch
zur Elektrophorese einsetzbar sind, miissen sie erst 1:2 mit Probenpuffer nach Lammli
versetzt und fiir 5 Minuten bei 95°C erhitzt werden. Nach dem Auftragen in die Taschen
des Gels wird fiir ca. 50 Minuten ein Strom von konstant 40 mA angelegt. Da die Proteine
aufgrund der Bindung an SDS strikt nach GroBe getrennt werden, ist darauf zu achten,
dass das wesentlich kleinere p53 bei zu langer Laufzeit nicht aus dem Gel herausléuft.
Das Molekulargewicht der getrennten Proteine wird durch den ebenfalls aufgetragenen
Perfect Protein Marker der Firma Novagen (Heidelberg, Deutschland) abgeschitzt. Die

Proteine werden dann geblottet.

2.3.4) Blotten von Proteinen

Faserschutz

Blotling Papier
PVDF Membran
Gel

Bloting Papier
Faserschuiz

Abbildung 6: Das Blotting-Sandwich (Quelle: BIO-RAD)

Zum Blotten wird die Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell von BIO-RAD
(Miinchen, Deutschland) verwendet. Nach der SDS-PAGE werden die Acrylamidgele
eine halbe Stunde lang in Blottingpuffer &dquilibriert. Die PVDF Blottingmembran
(Polyvinylidenfluoridmembran Roti®-PVDF, Firma Roth, Karlsruhe), die als feste Matrix
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dient, wird in 6 x 10 cm groBe Stiicke geschnitten, 2 bis 3 Sekunden lang in Methanol
aktiviert, kurz in destilliertes Wasser getaucht und dann in Blottingpuffer dquilibriert.
Dann werden die ,,Blotting Sandwiches* entsprechend der Abbildung 6 zusammengebaut.
Diese werden in die Blotting-Kammer iiberflihrt, wobei darauf zu achten ist, dass die
Membran immer ndher an der Anode (Plus-Elektrode) liegt, da die Proteine aufgrund
ihrer Beladung mit SDS von Minus nach Plus wandern.

Fiir kleinere Proteine bis 100 kD lduft ein Blot eine Stunde lang bei 100 Volt, wobei mit
Eis gegengekiihlt wird. Eine Ausnahme bilden die pKi-67 Blots, die mindestens 15

Stunden lang bei 50 Volt unter Eiskiihlung laufen miissen, da das Protein sehr groB ist.

Abbildung 7: Mini Trans-Blot” Electrophoretic Transfer Cell (Quelle BIO-RAD)

2.3.5) Immunchemische Proteindetektion

Nach dem Blotten wird die Membran dreimal 5 Minuten mit TBST 0,1% gewaschen und
dann mindestens 3 Stunden in Blockierlosung (fiir Antikorper nicht erkennbares Protein)
geschiittelt. Danach wird die Membran mit einer Schere in Streifen entsprechend der mit
Protein beladenen Geltaschen zerteilt. Der Bereich mit dem Standardproteinmarker wird
getrocknet. Vom linken und rechten Rand wird jeweils ein Streifen zur Kontrolle mit
MIB-1 und p53-AK als Primérantikdrper gefarbt. Dazu erfolgt eine einstiindige
Inkubation mit dem Primérantikorper, der in der Blockierlosung verdiinnt wird (1:2000).
Die Membran wird viermal fiinf Minuten lang mit TBST 0,1% gewaschen und dann eine
Stunde lang mit der Sekundérantikorper-Losung inkubiert (IgG goat anti mouse - AP
conjugated, Verdiinnung 1:5000 mit TBST 0,1%). Danach wird zweimal 5 Minuten mit
TBST 0,1%, dreimal 10 Minuten mit TBS und einmal mit dem alkalischen Phosphatase-
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Puffer fiinf Minuten lang gewaschen. Die Farbung erfolgt lichtgeschiitzt 10-30 Minuten
mit einer frisch angesetzten NBT/BCIP Losung. Sobald die Banden intensiv genug sind,
wird die Reaktion durch Waschen mit bidestilliertem Wasser gestoppt. Zur Untersuchung
der Patientenseren wird die Membran entsprechend der Proteinbeladung vor der
Elektrophorese in einzelne Streifen geschnitten. Diese werden mit jeweils 0,5 ml Serum
als Primérantikdrper und 1 ml TBST 0,5% tiber Nacht inkubiert. Das Serum wurde seit
der Blutentnahme bei -20°C im Kiihlschrank gelagert. Die weiteren Schritte zur
Proteindetektion werden analog zur MIB-1 Féarbung tibernommen (Sekundérantikorper
IgG rabbit anti-human- AP conjugated, Verdiinnung 1:5000 mit TBST 0,1%, siche
Anhang 7.3). Die erhaltenen Blots werden lichtgeschiitzt gelagert und aufgrund besserer

Moglichkeiten zur Auswertung und Dokumentation fiir diese Studie digital fotografiert.

2.4) Statistik und Darstellung

Die Statistiken zu dieser Studie wurden mit Hilfe des Programms SPSS fiir Windows
Version 11.5.1 (Fa. SPSS Inc., Chicago, USA) erstellt. Tabellen und Graphiken der Arbeit
wurden mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogramms Excel (aus Microsoft Office
Edition 2003) der Firma Microsoft (USA) erstellt. Mit dem Chi-Quadrat-Test wurde die
Verteilungseigenschaft einer statistischen Grundgesamtheit untersucht. Ein p-Wert < 0.05
gilt dabei als statistisch signifikant (statistische Auswertung fiir pKi-67 siehe 3.3, Tabelle
8, Lokalisation der Tumoren, deren zugehorige Patientenseren positiv auf pKi-67
Autoantikorper getestet wurden). Zum Gruppenvergleich kam der zweiseitige U-Test
nach Mann und Whitney flir unabhédngige Stichproben zur Anwendung. Als statistisch
signifikant wurde auch hier ein p-Wert < 0,05 festgelegt (Statistische Auswertung fiir
pKi-67 siehe 3.3, Tabelle 10, Durchschnittsalter des Patientenkollektivs). Auf
Untersuchungen zur Uberlebenszeit der Patienten wurde verzichtet, da im Patienten-

kollektiv zum Zeitpunkt der Datenerhebung erst ein Todesfall bekannt war.
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3) Ergebnisse

3.1) Charakterisierung des Patientenkollektivs

In diese Untersuchung wurden 101 Seren von Patienten eingeschlossen, die wegen eines
kolorektalen Karzinoms zwischen 1998 und 2004 an der Klinik fiir Chirurgie des
Universititsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Liibeck, behandelt wurden. 91 dieser
Patienten wurden nach einem kurativen Therapieansatz behandelt und einer eigenen
Auswertung unterzogen. Die 61 Ménner und 40 Frauen waren im Alter von 40 bis 80
Jahren, das durchschnittliche Alter betrug 64 und das mediane Alter 64,35 Jahre. Im
Anhang befindet sich eine vom Krebsregister Schleswig-Holstein erstellte Anlage tiber
das kolorektale Karzinom im Zeitraum von 1998 bis 2005 in diesem Bundesland (7.2).
Anhand dieser Daten ist es moglich das Patientenkollektiv genauer zu bewerten. Bei dem
Patientenkollekiv, welches in dieser Studie verwendet wurde, findet sich ein 60:40
Verhéltnis zwischen Ménnern (61) und Frauen (40). Die Tumoren waren zwischen
Rektum und Kolon gleich verteilt (Kolon: 49,5 %, Rektum: 47,5%, beide 3%). Der
Grofteil der Patienten wurde in den Jahren 2002 und 2003 behandelt. Zur genaueren
Klassifizierung des kolorektalen Karzinoms werden der histologische Tumorgrad und das
TNM-System sowie die UICC-Stadien verwendet (sieche Anhang 7.1). 94% der
Karzinome waren auf den mittleren Differenzierungsgrad 2 (60%) und 3 (34%) verteilt
(G1: 4%, Gy 0%). In der TNM-Klassifizierung dominierten die T,- und Ts Kategorien (T;:
8,9%, Ty: 25,7%, T3: 53,5% und T4: 9,9%), sowie das Nichtvorhandensein von befallenen
Lymphknoten Ny (60,4%) und von Fernmetastasen My (85,1%). Fiir die Einteilung nach
den UICC-Kriterien ergab sich eine relative Gleichverteilung aller Stadien (Stadium 1:
29,77%, Stadium 2: 26,37%, Stadium 3: 25,7%, Stadium 4: 14,9%, wobei Stadium 0

(Karzinoma in situ) mit nur 2% vertreten war.

3.2) Westernblot-Analysen

Mit der Westernblottechnik zu Erfassung der Autoantikorper des Ki-67 Antigens wurde
eine Methode etabliert, welche schon mehrfach Anwendung gefunden hat (Gerlach et al.,
1998, Schmidt et al., 2003). Da die zur Verfiigung gestandene Menge der Seren nicht fiir

eine Doppeluntersuchung ausreichte, konnten alle Proben nur einmal getestet werden. Um
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jedoch die Ergebnisse einer methodischen Priifung unterziehen zu konnen, beschlossen
wir, einen Teil der Seren simultan auch auf p53 Autoantikérper zu untersuchen. Dafiir
standen aber nicht mehr alle 101 Seren zur Verfiigung, da die Untersuchung auf pKi-67
Autoantikorper bereits angelaufen war. Die Antikorper gegen p53 und pKi-67 konnten in
einem Lauf untersucht werden. Da im SDS-Page durch die Uberlagerung der ,.intrinsic
charge* der Proteine durch das SDS die Molekiile strikt nach Grée und nicht nach
Ladung getrennt werden, ist eine Verwechslung der Banden auf den Blot mit Benutzung
des Precision Plus Protein™ Standard nahezu ausgeschlossen. Aufgrund der sehr
unterschiedlichen Molekulargewichte von 53000 Dalton (p53) und 395000 bzw. 345000
Dalton fiir die beiden pKi-67 Banden sind diese auf einem Blot eines normalen Page-
Geles wegen der unterschiedlichen Laufzeiten schwer nur zusammen darstellbar.
Deswegen verwendeten wir ein geschichtetes Sammelgel, welches so gegossen wurde,
dass es in seiner Dichte zunehmend war (siehe Material und Methoden Kapitel 2.3.3). Die
zwel Banden des pKi-67, die auf unterschiedlich gespleisste mRNA's (siche Einleitung
1.4) zuriickzufilhren sind, verlethen dem positiven Ergebnis zusidtzlich ein
charakteristisches Aussehen. AuBer den eigentlichen Proben liefen neben dem schon
erwidhnten GroBenstandard immer noch zwei Reihen mit kommerziell erwerbbaren
Antikorpern gegen die beiden Proteine p53 und pKi-67 mit, um ein fehlerhaftes Isolieren
der Antigene aus den Zelllinien auszuschlieBen. Im Folgenden sind einige Beispiele von
positiven Befunden von Seren mit Autoantikdrpern gegen pKi-67 unter Abbildung 8a, 8b,
8c, 8d) dargestellt (Proben 1266, 1358, 1359, 1375, 1370). Ausgewertet wurden diese
Blotstreifen visuell iiber ein Vergleichen mit den oben beschriebenen Standards. Der
jeweilige rechte Streifen ist die Kontrolle mit den erworbenen Antikdrpern gegen pKi-67
bzw. p53 (MIB-1 und p53 monoklonal). Wichtig ist in dem Fall auch, dass der Abstand
der pKi-67 Doppelbande untereinander in Probe und Kontrolle gleich ist, da es sich sonst
moglicherweise nur um ein falsch positives Ergebnis oder um verschiedene Bruchstiicke
eines Antigens handelt, nicht aber das in der Kontrolle nachgewiesene pKi-67 Antigen.
Vergleichend dazu sind positiv auf p53 Autoantikdrper getestete Seren unter Abbildung
8e, 8f, 8g) dargestellt. Zu beachten ist die von der pKi-67 Doppelbande differente Lage
der p53-Bande am unteren Ende des Blots wegen des viel geringeren Molekulargewichtes
(Proben 1358, 1192, 1363). Am Beispiel der unter 8b) untersuchten Seren ist
exemplarisch ein Precision Plus Protein™ Standard mit dargestellt und die jeweiligen

Banden mit dem entsprechenden Molekulargewicht gekennzeichnet.
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8b) Precision Plus Protein™ Standard, 1358, 1359, MIB-1 8a)

8¢) 1375 , MIB-1 8d) 1370 , MIB-1

8e) 1358 , p33 8f) 1192 , p53 8g) 1363, p53

Abbildung 8a, 8b, 8¢, 8d, 8e, 8f, 8g: exemplarische Abbildung positiv auf Autoantikorper getesteter Seren.
Im linken Blot sind jeweils die nummerierten Seren und im rechten Blot die kommerziellen
Primérantikorper dargestellt. Bei 8b) Darstellung des Molekulargewichtmarkers Precision Plus™ Protein

Standard, sowie Markierung der Proteine im Blot der kommerziellen Antikdrper durch Pfeile
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3.3) Statistische Auswertung fiir pKi-67

Von den 101 getesteten Seren waren 13 fiir pKi-67 eindeutig positiv. Durch die
Unterteilung in post- und prédoperativ abgenommene Proben ist zu erkennen, dass
verhéltnisméfBig zur Anzahl aller Seren die Anzahl positiver Seren postoperativ abnimmt
(siche Tabelle 6 und Abbildung 9, fiir pKi-67 19,4% prioperativ zu 9,2% postoperativ).
Es standen aber fiir diese Studie keine prd- und postoperativen Seren von den jeweils

gleichen Patienten zur Verfligung.

pKi-67 pKi-67 pKi-67
prioperativ postoperativ insgesamt
positiv 7 (19,4%) 6 (9,2%) 13 (12,9%)
negativ 29 (80,4%) 59 (90,8%) 88 (87,1%)
gesamt 36 (100,0%) 65 (100,0%) 101 (100,0%)

Tabelle 6: positiv getestete Seren im Verhéltnis zu allen Seren
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Abbildung 9: vergleichende Darstellung aller auf pKi-67 Autoantikdrper getesteter Seren

Betrachtet man die Verteilung der positiven Proben hinsichtlich der Geschlechter, so fallt
auf, dass verhiltnisméBig eine hohere Anzahl positiver Seren zu weiblichen Patienten
gehoren (Tabelle 7, prd - und postoperativ). Insgesamt sind 11,5% (7 von 61 Seren) aller

Mainner und 15% aller Frauen (6 von 40 Seren) positiv auf pKi-67 Autoantikorper getestet
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worden. Allerdings sind die in der Studie enthaltenen Fallzahlen gering, es gibt keine

signifikante Haufung.

pKi-67 prioperativ pKi-67 postoperativ

negativ poOsitiv insgesamt negativ poOsitiv insgesamt

minnlich | 19 (82,6%) | 4 (17,4%) | 23 (100,0%) | | 35(92,1%) | 3(7,9%) | 38 (100,0%)

weiblich | 10(76,9%) | 3(23,1%) | 13 (100,0%) | | 24 (88,9%) | 3 (11,1%) | 27 (100,0%)

Tabelle 7: Geschlechtsverteilung der auf pKi-67 Autoantikdrper getesteten Seren

Auftillig ist, dass die Mehrzahl der Proben mit Autoantikdrpern gegen pKi-67 zu
Patienten gehdren, deren Tumoren im Kolon lokalisiert waren; insgesamt 10 der 13 Seren

(ca. 77%, p=0,023 nach Chi-Quadrat-Test, Tabelle 8).

pKi-67 praoperativ pKi-67 postoperativ
negativ poOsitiv gesamt negativ PpOsitiv gesamt
Lokalisation
Kolon 11 (64,7%) | 6(35,3%) | 17 (100,0%) 29 (87,9%) | 4(12,1%) | 33 (100,0%)
Rektum 18 (94,7%) 1(5,3%) | 19(100,0%) 27 (93,1%) 2(6,9%) | 29(100,0%)
Kolon + 0 0 0 3 (100,0%) 0 3 (100,0%)
Rektum

Tabelle 8: Lokalisation der Tumoren, welche auf Autoantikorper gegen pKi-67 getestet wurden
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Abbildung 10: Lokalisation der auf pKi-67 Autoantikorper untersuchten Tumoren
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Von den 101 getesteten Patienten hatten 91 einen kurativen und 10 einen palliativen
Therapieansatz. Letztere 10 Seren unterteilten sich wiederum in 6 prdoperativ und 4
postoperativ abgenommene. 50% (3 von 6) der praoperativ abgenommenen Seren wurden
positiv, aber alle postoperativ abgenommenen negativ auf Autoantikdrper gegen pKi-67
getestet. Natiirlich schriankt die geringe Anzahl der palliativ behandelten Patienten die
Aussagefihigkeit ein.

Nachfolgende Tabelle 9 zeigt eine Aufschliisselung der Ergebnisse nach TNM-Kategorie,
dem Differenzierungsgrad und dem UICC Tumorstadium. Eine signifikant gehdufte
Verteilung der auf pKi-67 AutoantikOrper positiv getesteten Seren anhand der gewéhlten
Kriterien ist nicht erkennbar, jedoch eine Abnahme der auf Antikorper positiv getesteten
Seren bei praoperativer Blutabnahme bei steigendem Tumorgrad. Bei den postoperativen
positiven Seren ist eine Haufung in entgegengesetzter Richtung zu erkennen. Betrachtet
man die Verteilung der positiven (prd- und postoperativ abgenommen) Seren
entsprechend des Lymphknotenstatus (N-Kategorie), féllt eine nicht signifikante Haufung
im N,-Stadium (4 und mehr Lymphknoten befallen) auf. Im Anhang (7.2) befindet sich
zum Vergleich eine Tabelle fiir die TNM-Angaben des Bundeslandes Schleswig-Holstein.

Kategorie pKi-67 prioperativ pKi-67 postoperativ gesamt
pKi-67 positiv
negativ positiv negativ | positiv
Differenzierungsgrad

1 0 0 4 (100,0%) 0 0
2 15 (78,9%) 4 (21,1%) 39 (95,1%) 2 (4,9%) 6 (10,0%)
3 13 (86,7%) 2 (13,3%) 15 (78,9%) 4(21,1%) 6 (17.6%)
4 0 0 0 0 0

x = keine Angaben 0 0 0 0 0

T Kategorie

1 3 (75,0%) 1 (25,0%) 5 (100,0%) 0 1(11,1,0%)
2 4 (80,0%) 1 (20,0%) 18 (85,7%) 3 (14,3%) 4 (15,4%)
3 19 (82,6%) 4 (17,4%) 28 (90,3%) 3(9,7%) 7 (12,96%)
4 3 (75,0%) 1 (25,0%) 6 (100,0%) 0 1 (10,0%)
Is 0 0 2 (100,0%) 0 0

x = keine Angaben 0 0 0 0 0

N Kategorie

0 16 (84,2%) 3 (15,8%) 39 (92,9%) 3(7,1%) 6 (9,8%)
1 7 (100,0%) 0 15 (88,2%) 2 (11,2%) 2 (8,3%)
2 6 (66,7%) 3 (33,3%) 4 (80,0%) 1 (20,0%) 4 (28,6%)

x = keine Angaben 0 1 (100,0%) 1 (100,0%) 0 1 (50,0%)
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Kategorie pKi-67 prioperativ pKi-67 | postoperativ gesamt
pKi-67 positiv
negativ | positiv negativ positiv
M Kategorie
0 22 (81,5%) 5 (18,5%) 53 (89,8%) 6 (10,2%) 11 (12,8%)
1 7(77,8%) 2 (22,2%) 6 (100,0%) 0 2 (13,3%)
x = keine Angaben 0 0 0 0 0
UICC Stadium
0 0 0 2 (100,0%) 0 0
1 7 (77,8%) 2 (22,2%) 19 (90,5%) 2 (9,5%) 4 (13,3%)
2 9 (100,0%) 0 17 (94,4%) 1 (5,6%) 1 (3,7%)
3 6 (66,7%) 3 (33,3%) 14 (82,4%) 3 (17,6%) 6 (23%)
4 7 (77,8%) 2(22,2) 6 (100,0%) 0 2 (13,3%)
x = k. Angaben 0 0 1 (100,0%) 0 0

Tabelle 9: Stadienverteilung sortiert nach pKi-67 pri- und postoperativ sowie positiv und negativ

auf Autoantikorper getestet

Wie eingangs schon erwéhnt, lag das Durchschnittsalter der gesamten Patientengruppe bei
64 Jahren. An der folgenden Tabelle (Tabelle 10) wird ersichtlich, dass es schwierig ist,
aus der geringen Anzahl positiver Seren eine Aussage zu treffen. Beachtlich ist jedoch der
Anstieg des Durchschnittsalters bei der Gruppe der auf pKi-67 Autoantikdrper positiv
getesteten Seren, welche prdoperativ abgenommen wurden, von 63,82 auf 71,9 Jahre. Bei
den vergleichbaren Seren, die postoperativ abgenommen wurden, ist der Anstieg weit
geringer. Die statistische Bearbeitung ergab fiir die pKi-67 pridoperativen Seren eine
Signifikanz von p=0,016 im Vergleich der Altersstrukturen von auf Autoantikdrpern
gegen pKi-67 positiven und negativen Seren nach dem Mann-Whitney-U-Test. Eine
Bestimmung der 5-Jahre-Uberlebenszeit konnte nicht durchgefiihrt werden, da in dem

gesamten Patientenkollektiv dieser Studie erst ein Todesfall bekannt ist.

pKi-67 prioperativ pKi-67 postoperativ
gesamt negativ PpOSitiv gesamt negativ POSitiv
Anzahl 36 29 7 65 59 6
Durchschnittsalter in Jahren 63,8 61,8 71,9 64,1 63,9 66,7

Tabelle 10: Durchschnittsalter des Patientenkollektivs sortiert nach Untersuchungsergebnis
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Abbildung 11: Durchschnittsalter des Patientenkollektivs, sortiert nach Untersuchungsergebnis

3.4) Ergebnisse der Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe umfasste 20 freiwillige Medizinstudenten (10
Frauen/Durchschnittsalter 24,3 Jahre, 10 Mainner/Durchschnittsalter 26,9 Jahre) der
Universitit Schleswig-Holstein, Campus Liibeck. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme gab
es keinerlei Anhaltspunkte fiir eine ernste korperliche Erkrankung dieser Probanden. Des
Weiteren konnten in den Seren der Kontrollgruppe keine Antikdrper gegen pKi-67 oder
p53 nachgewiesen werden. Nachfolgend ein exemplarisches Beispiel eines negativen
Blots eines Serums der Kontrollgruppe mit gegeniibergestellten Blot mit kommerziellen

Antikorpern gegen beide Antigene (Abbildung 12).

pKi-67 — 3
pr—

Abbildung 12: MIB-1/p53, Kontrollgruppenserum
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3.5)

Im Folgenden wird die Auswertung der auf p53 AutoantikOrper getesteten Proben
dargestellt. Die zusétzliche Untersuchung auf p53 Autoantikdrper diente als Kontrolle der
Westernblot-Methode, weil der p53 Autoantikorperstatus beim kolorektalen Karzinom
schon mehrmals beschrieben wurde (siche 3.2 und 4). Es wurden insgesamt 55 Seren (31
prdoperativ und 24 postoperativ abgenommene Seren) untersucht, da die Methode erst
spiater um die zusdtzliche Suche nach p53 Autoantikorper erweitert wurde. Die
Reihenfolge der Kriterien entspricht der in dem statistischen Teil (3.3) fiir die pKi-67
Autoantikdrper getesteten Seren. Es wurden insgesamt 52.7% der Seren positiv getestet.
Auch hier ist die Rate positiver Seren praoperativ mit 61,3% groBer als postoperativ mit

41,7% (Tabelle 11). Dabei waren 55,6% (20 von 36) aller Seren ménnlicher Probanden

Statistische Auswertung fiir p53

und 47,4% (9 von 19) aller weiblichen Probanden positiv (Tabelle 12).

p53
prioperativ

pS3
postoperativ

pS3
insgesamt

positiv

19 (61,3%)

10 (41,7%)

29 (52,7%)

negativ

12 (38,7%)

14 (58.3%)

26 (47,3%)

gesamt

31 (100,0%)

24 (100,0%)

55 (100,0%)

Tabelle 11: Ergebnis der nach p53 Autoantikérpern untersuchten Seren
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Abbildung 13: Darstellung positiv und negativ auf p53 Autoantikdrper getesteter Seren
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p53 prioperativ p53 postoperativ
Negativ positiv gesamt negativ positiv gesamt
méinnlich 7 (35,0%) 13 (65,0%) | 20 (100,0%) | 9 (56,3%) 7 (43,7%) | 16 (100,0%)
weiblich 5 (45,5%) 6 (54,5%) | 11(100,0%) | 5 (62,5%) 3 (37,5%) 8 (100,0%)

Tabelle 12: Geschlechtsverteilung der auf p53 Autoantikorper getesteten Seren

Betrachtet man die Verteilung der Tumoren mit positiv auf p53 Autoantikérpern
getesteten Seren so stellt man eine homogene Verteilung mit leichter Hiufung im Rektum
fest. So waren insgesamt (prd- und postoperativ) 15 von 25 Seren von Rektumtumoren

(60%) und 14 von 30 Seren von Kolontumoren (46,7%) positiv.

p53 prioperativ p53 postoperativ
negativ positiv gesamt negativ positiv gesamt
Lokalisation
Kolon 7 (43,8%) 9 (56,3%) 16 (100%) 9 (64,3%) 5(35,7%) 14 (100%)
Rektum 5(33,3%) 10 (66,7%) 15 (100%) 5 (50%) 5 (50%) 10 (100%)

Tabelle 12: Lokalisation der Tumoren welche auf Autoantikorper gegen p53 getestet wurden

Die Rate an positiv auf p53 Antikdrper getesteter Seren palliativ behandelter Patienten
betriagt 75% (6 von 8 getesteten Seren). Hier waren von 6 prédoperativen Seren 4 positiv
auf die Antikorper und von 2 postoperativen Seren 2. Jedoch gilt auch hier, dass die
Fallzahl von palliativen Patienten fiir verwertbare A