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1. Einleitung 1.1 Das kolorektale Karzinom

1. Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom

1.1.1 Epidemiologie

Jedes Jahr erkrankt fast eine Million Menschenwettan Darmkrebs, wovon fast 50% in-

nerhalb der nachsten funf Jahre versterben (Wedk,e2005). In der BRD liegt die jahrliche

Neuerkrankungsrate bei 60.000 (Ruschoff et al.420Bs handelt sich um einen Tumor des
hoheren Lebensalters, die Inzidenz nimmt ab deniL&0ensjahr stark zu (10/100.000 im 4.
Lebensjahrzehnt vs. 400/100.000 im 8. LebensjantzelGreten, 2000). Das kolorektale

Karzinom ist das zweithaufigste Malignom bei Fraued das dritthaufigste bei Mannern. Es
ist fir 15% der Krebstodesfalle verantwortlich (teére 2000).

Das Erkrankungsrisiko zeigt deutliche geographiddghterschiede: Es ist in Stdafrika, Asien
und Sudamerika deutlich geringer als in den USAstfalien und Westeuropa (Hiddemann,
2004).

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Fast 80% der kolorektalen Karzinome entstehen dpgmia, ohne ersichtlichen familiaren
Hintergrund. Bei einem kleinen Teil findet sich @ichronisch-entziindliche Darmerkrankung
als Erkrankungsursache und beim Rest scheinenkiobém die entscheidende Rolle zu spie-
len (Ruschoff et al., 2004, Lichtenstein et al.0@0Ricciardiello et al., 2003).
Umweltbedingte Faktoren, wie fleisch- und fettreidarnahrung (Miller et al., 1983; Willett
et al., 1990; Flenzel-Beyme 1991; Willet, 1989)stgeerter Alkoholkonsum (Giovannucci et
al., 1993; Wu et al., 1987; Bongaerts et al., 2@0%) Ubergewicht (Giovannucci et al., 1995;
Moller et al., 1994) sind an der Entstehung deragischen Karzinome maf3geblich beteiligt.
Etwa 15-20% der kolorektalen Karzinome sind erbbekingt (zusammengefasst in Lynch et
al., 1999) und entstehen teils im Rahmen von hegnesh, autosomal-dominant vererbten
Krebssyndromen: Eine Keimbahnmutation im Tumorseggorgen APC auf Chromosom 5q
ist verantwortlich fur die FAP (Familidre adenons#dPolyposis coli), die ca. 1% der
kolorektalen Karzinome ausmacht (Kinzler et al.91;9Groden et al., 1991; Rischoff et al.,
1998 und 2004). 5-8% der CRC treten im Rahmen d¢BCEC (Hereditary Non-Polyposis
Colorectal Carcinoma)-Syndroms auf (zusammengefadsgnch et al., 1999). Ursache sind
Mutationen in den Mismatchrepair-Genen (Peltomdkale 1997) hMSH2 (Fishel et al.,
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1993; Leach et al., 1993) und hMLH1 (Papadopoutcal.e 1994). Der Ausfall eines dieser
Gene fuhrt zu einer Mikrosatelliteninstabilitat (MSdie bei ca. 80-90% der HNPCC-
assoziierten Karzinome nachweisbar ist (Peltomiiki.e1993a; Lothe et al., 1993; Aaltonen
et al., 1993). Neben einer Reihe weiterer Syndramistieren auch abgeschwéachte Formen
der FAP und des HNPCC-Syndroms (Boland, 2004). Martan im MMR-Gen hMSH®6 fuh-
ren zum attenuierten HNPCC/Lynch-Syndrom (Hendeikal., 2004), Mutationen im MYH-
Gen zur attenuierten FAP (Wang L et al., 2004). iseeditaren kolorektalen Karzinome und
die darin auftretenden Keimbahnmutationen habergetali®h zur Etablierung des urspring-

lichen Models der Tumorgenese beim kolorektalerziam beigetragen.

1.2 Pathogenese und Molekularbiologie des koloreken Karzinoms

Die meisten kolorektalen Karzinome entwickeln sals Adenomen im Rahmen der Ade-
nom/Dysplasie-Karzinom-Sequenz durch die sequémthtkumulation genomischer Lasio-
nen. Krebs ist sozusagen das Resultat einer Anhgwfon genetischen Alterationen, welche
neoplastischen Zellen erlauben, zu proliferiererers¢hiedene Prozesse wie verstarkte
Wachstumssignale, Resistenz gegenuber Anti-Waclssigmalen, Vermeidung von
Apoptose, unlimitiertes Wachstumspotential, vekt&@Angiogenese und die Fahigkeit, inva-
siv zu wachsen und zu metastasieren, sind darailige{Hahn et al., 2002; Hanahan et al.,
2000). Die Entwicklung von einem Adenom zu einenrZi@m kann Jahrzehnte lang dau-
ern. Eine zentrale Rolle spielt hierbei die Aktraieg von Onkogenen, wie KRAS (Vogel-
stein et al., 1988) und c-myc (Sikora et al., 198YKombination mit einer Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen, wie APC (Fearon et al., 198@glstein et al., 1988; Gryfe et al.,
1997).

Sporadische kolorektale Karzinome scheinen tUbeorrsne somatische Mutationen in ver-
schiedenen Genen zu entstehen, wovon manche iciemtis denen sind, die bei hereditaren
Karzinomen betroffen sind. Dennoch kann die Rateravorbenen Mutationen alleine nicht
fur die Vielzahl an genetischen Alterationen venamtlich gemacht werden, die sich in den
meisten Tumoren finden (Loeb et al., 2003). Didstiizu der Annahme, dass eine Destabili-
sierung des Genoms eine Voraussetzung ist, dieifrister Karzinogenese auftritt (Loeb et
al., 2001).

Bei der Entstehung des kolorektalen Karzinoms wemleei Pathomechanismen unterschie-
den: der CIN- und der MSI-,Pathway*, welche zwersahiedene Arten der genetischen In-
stabilitat wiederspiegeln (Grady et al., 2000; nuseengefasst in Soreide et al., 2006). Die

Entdeckung dieser beiden verschiedenen Pathomeohami hat dazu gefuhrt, dass das

2
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kolorektale Karzinom als eine genetisch sehr hgtre Erkrankung betrachtet wird, (Gervaz
et al., 2004; Jass et al., 2002a; Sugai et al.5P2b6éi der viele verschiedene Gene entweder
einzeln oder gleichzeitig mutiert sein kdnnen. @ene, die urspringlich von Fearon und
Vogelstein im mutierten Zustand als mal3geblichdigrEntwicklung von kolorektalen Karzi-
nomen identifiziert wurden, wie APC, Gene auf 18RAS und das TP53-Gen (Fearon et al.,
1990), wurden im Laufe der Zeit um einige weiteen& erganzt (Huang et al., 1996; Kinzler
et al., 1996; Lengauer et al., 1997a; Liu et &96@, Parsons et al., 1993). Immer mehr verlor
man den Gedanken, dass fur die Entwicklung einésrdktalen Karzinoms eine in genauer
Reihenfolge ablaufende Kaskade von exakt defime@en-Mutationen bendtigt wird. Viel-
mehr wurde es offensichtlich, dass eine Vielzahl afternativen Pathomechanismen exis-

tiert, die zur Entstehung eines Tumors fuhren kanne

1.2.1 Der CIN-Phénotyp
Der Grof3teil der kolorektalen Karzinome, namlicktf85%, zeigt eine Instabilitat auf dem

chromosomalen Level, welche durch Allelverluste,H.Qoss of heterozygosity), Chromo-
somen-Amplifikationen und -Translokationen sowieulsturelle Chromosomenveranderun-
gen gekennzeichnet ist (Kinzler et al., 1991; Lermgeet al., 1998; Haydon et al., 2002; Jass
et al., 2002a; Jass et al., 2002b; Choi et al.22Q0aretti et al., 2000; Hermsen et al., 2002;
Kennedy et al., 1998; Liu et al., 1995b; Meijeakt 1998; Postma et al., 2005).

Bereits 1914 stellte Boveri fest, dass viele Kavmie aus Zellen mit einem anormalen Chro-
mosomengehalt bestehen (Boveri, 1914). Obwohl dist&nhz des ,,CIN-Phanotyp” seit lan-
gem bekannt ist, bleibt die molekulare Basis bisitbheunklar (Wang Z., et al., 2004;
Hadjihannas et al., 2006).

Haufig wird chromosomale Instabilitat mit Aneupl@dgleichgesetzt. Aneuploidie ist ein
Status, ein bestimmter Zustand, der durch einennaen Chromosomengehalt gekenn-
zeichnet ist (Lengauer et al., 1997). Die CIN (chosomale Instabilitat) dagegen steht fur
erhohte Raten von chromosomalen Veranderungenjndaen Zellen akkumulieren. Das
heil3t, Zellen von CIN-Karzinomen zeigen im Vergleimu gesunden Zellen oder solchen von
nicht CIN-Karzinomen deutlich erhéhte Verlust- uakr Gewinn-Raten von ganzen Chro-
mosomen oder von grofRen Teilen derselben (Lengatual., 1997). CIN und Aneuploidie
sind streng miteinander assoziiert (Miyazaki et #99). Ob Aneuploidie jedoch der verursa-
chende Faktor oder nur eine simple Konsequenz derofgenese ist, wird kontrovers beur-

teilt (Li et al., 2000). Einige Autoren gehen davaurs, dass eine Aneuploidie in Karzinomen



1. Einleitung 1.2 Pathogenese und Molekularbiologie des kololektigarzinoms

eine zugrunde liegende CIN wiederspiegelt (Hartwi92; Hartwell et al., 1994; Lengauer
et al., 1997 a; Nowak et al., 2002).

Methylierungs-Defekte scheinen mal3geblich an déwieklung des CIN-Phanotyps beteiligt
zu sein und bei der Chromosomenteilung in Karzirelham eine entscheidende Rolle zu spie-
len (Lengauer et al., 1997 b; Schmid et al., 1383imid et al., 1984).

Uber ein ,Durcheinander der mitotischen Vorgangemalignen Epithelgeschwiilsten* als
Ursache der Krebsentstehung berichtete Hansemamitsb&890 in seiner Arbeit ,Ueber
asymmetrische Zelltheilung in Epithelkrebsen uncedebiologische Bedeutung“. Gene, die
mit der molekularen Basis von CIN in Verbindung igaint werden, sind in verschiedene
Prozesse, vor allem im Rahmen der Zellteilung meot: Chromosomen-Kondensation,
Schwester-Chromatid-Kohasion, Kinetochoren-Struktund -Funktion, Zentrosomen-/
Mikrotubuli-Formation und -Dynamik und Checkpunkés, die den regelrechten Ablauf
des Zellzyklus Gberwachen (zusammengefasst in Legs al., 1998).

Der Funktionsverlust eines Mitose- (oder Spind€Rgckpunkts, der durch eine mutationsbe-
dingte Inaktivierung des BUB1 und/oder BUBR1-Gemrsvbrgerufen werden kann, ist eine
maogliche Ursache fur die CIN (Grady, 2004). Im Geggz zu MSI-Zelllinien gelingt es bei
CIN-Zelllinien nicht, bei einem zerstorten Spindeckpunkt die Zellteilung zu stoppen
(Cahill et al., 1998).

Allerdings kann ein zerstorter Spindelcheckpunkhhdie einzige Ursache von CIN sein, da
auch in aneuploiden kolorektalen Karzinomen eimika Spindelcheckpunkt nachgewiesen
werden konnte und von anderen Gruppen gezeigt wetdente, dass auch CIN-Zellen die
Zellteilung einstellen kdnnen, wenn das Spindetsysterstort wird (Tighe et al., 2001).
Veranderte Zentrosomen stellen einen weiteren Meshaus dar, Uber den sich eine Aneup-
loidie entwickeln kann (Boveri, 1914). Dabei scleinverschiedene Mechanismen beteiligt
zu sein: die Aurora-Kinasen (Katayama et al., 200%besondere die Kinase Aurora 2/STK
15 (Bischoff et al., 1998; Dutertre et al., 2002rlach et al., 2006; Nishida et al., 2007), wei-
tere Cyclin-abhangige Kinasen (CDKs) wie Polo unchAl (Nigg, 2001), der Cdk2-cyclin E
(Cdk2-E)-Komplex (Simone et al., 2002), Cdk2-Inkiben, wie zum Beispiel die Proteine
p21 und p27 (Pennisi, 1999; Hershko et al., 200@&),MPS1-Familie (Winey et al., 2002)
und eine TP53-Inaktivierung (Lengauer et al., 19R8apore et al., 2002).
Zentrosomen-Amplifikationen und CIN treten nur meaploiden Tumoren und Zelllinien auf,
wahrend diploide Tumoren Zentrosomen enthaltenfusiktionell und strukturell normal sind
(Ghadimi et al., 2000; Lingle et al., 1998, 200B}. existieren verschiedene Wege, die zu

Zentrosomen-Defekten und somit zur genetischeralhiigét fihren. Eine Zentrosomen-
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Amplifizierung ist ein moéglicher urspringlicher G fir eine CIN und tritt vor allem bei
rezidivierenden und aggressiven Tumoren auf (D" Assbal., 2002).

Weitere molekulare Ursachen der CIN finden sichdarfEbene von S-Phase-Checkpunkten,
Rekombinationsmechanismen und TelomerendysfunKdosammengefasst in Kolodner et
al., 2002, Nasmyth, 2002; Maser et al., 2002).

Der Verlust des hSecurin-Gens, das in die Chromesteiiung wahrend der Anaphase in-
volviert ist, wird ebenfalls mit der Entstehung vBiN-Karzinomen in Verbindung gebracht
(Jallepalli et al., 2001).

Mutationen in hCDC4, einer Ligase, die vermutlichdie Regulation des G1-S-Zellzyklus-
Checkpunkts involviert ist bzw. dessen Inaktivieggikonnen eine chromosomale Instabilitat
sowohl in kolorektalen Karzinomen als auch in deverlaufern hervorrufen (Rajagopalan et
al., 2004; Nishida et al., 2007). Kemp et al. fanddlerdings keine Assoziation zwischen
CDC4-Mutationen und CIN in CRC.

Mutationen in MRE11, dessen Produkt an der Repaxatn Doppelstrangbriichen beteiligt
ist, Mutationen in hZw10, hZwilch/FLJ10036 und hRONTC1, deren Produkte zusammen
einen Komplex bilden, der an Kinetochoren binded die Chromosomenteilung kontrolliert
und Mutationen in Ding, das @hnliche Mechanismegiriissen kénnte wie hSecurin, wer-
den ebenfalls fir die genetische Basis von CINne&rartlich gemacht (Wang Z et al., 2004).
Das Tumorsuppressorgen APC fuhrt Gber den Wnt-Ratheur Downregulierung der (3-
catenin abhangigen Transkription von Zellprolifemas-Genen (zusammengefasst in
Fearnhead et al., 2001; van Es et al., 2001). \kielerektale Karzinome haben entweder eine
Mutation des APC-Gens oder von 3-catenin (Salahshal:, 1999; Lamlum et al., 2000). Bei
MSI-Zellen ist APC, im Gegensatz zu CIN-Zellen, steiicht mutiert (Salahshor et al., 1999;
Cabhill et al., 1999, Rowan et al., 2000). APC-Migta¢n kénnen Uber die Wnt/[3-catenin-
Signalkette zur Up-Regulation von conductin/AXINZhvend der Mitose flihren und durch
die Bindung von conductin an die polo-like KinaseCIN verursachen (Hadjihannas et al.,
2006). Zusammengefasst beweisen diese Ergebniss&R{a eine kausale Rolle bei der Ent-
stehung von CIN spielt (Tighe et al., 2001).

Wie Lengauer et al. bereits 1998 vermuteten, sprightes daflr, dass genetische Defekte in
vielen verschieden Genen zu CIN fuhren kénnen umel leeterogene Basis zu Grunde liegt.
Gene die fir die Reparatur von Doppelstrangbrickamgtochoren-Funktion und Chromo-
somenteilung verantwortlich sind, scheinen haupidgéc betroffen und damit fur die Ent-
wicklung einer Aneuploidie verantwortlich zu selrefigauer et al., 1998 und Wang Z et al.,
2004).



1. Einleitung 1.2 Pathogenese und Molekularbiologie des kololektigarzinoms

Einige Chromosomen bzw. Chromosomenabschnitte fsudig in CIN-Karzinomen veran-
dert: 75% der kolorektalen Karzinome zeigen LOH @&romosomen 17p und 18q, 50%
zeigen LOH auf Chromosom 5q (Vogelstein et al.,81%8rbergs et al., 1996). Auf Chromo-
som 5 g liegen die Tumorsuppressorgene APC und Ni@@ated in colorectal carcinoma)
(Groden et al., 1991; Kinzler et al., 1991), aufr@hosom 18q das Tumorsuppressorgen
DCC (deleted in colorectal carcinoma) sowie DPC4AEM (deletedn Pancreatic Cancer 4)
und SMAD2 (Fearon et al., 1990; Woodford-Richenslet 2001). Eine Mutation oder ein
Verlust des Tumorsuppressorgens TP53 (17p13) feidetbei der Mehrzahl der kolorektalen
Karzinome (Baker et al., 1989). Beim CIN-Phanotgien TP53-Mutationen haufiger auf als
beim MSI-Phanotyp (Cottu et al., 1996; Eshlemaal ¢t1998). Eine haufige numerische Ver-
anderung bei kolorektalen Karzinomen ist die Trisowon Chromosom 7 (Bardi et al., 1993,
Herbergs et al., 1996).

Aneuploide Tumoren sind gekennzeichnet durch dibtdes Alter der Patienten, eine erhdh-
te angiolymphatische Invasion, eine erniedrigteBds-Uberlebensrate und ein fortgeschrit-
tenes Dukes Stadium (Murelis et al., 1990; Vissehe., 1990; Witzig et al., 1991; Tsuchiya
et al., 1992; Lanza et al., 1998). Massive chrom@de Veranderungen finden sich vor allem
bei schlecht differenzierten Karzinomen (Bardi ket #993; Lanza et al., 1998). Kombiniert
man den Ploidiegrad mit dem Dukes Stadium lassamssgnifikante Aussagen bezuglich des
Rezidivrisikos treffen (Pietra et al., 1998; Flygeral., 1999).

1.2.2 Der MSI-Phénotyp
10-15% der sporadischen und mehr als 90% der HN&3Gziierten kolorektalen Karzinome

weisen eine Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) auAgltonen et al., 1993; Thibodeau et al.,
1993; Kim et al., 1994). Solche Tumoren zeigen taster- (Frameshift-) Mutationen und
Substitutionen von Basenpaaren, die sich haufigunzen, repetitiven Nukleotidsequenzen,
bekannt als Mikrosatelliten, finden (Liu et al., 989 Aquilina et al., 1994; Jass et al., 1995;
Perucho et al., 1996; Thibodeau et al., 1993).

Diese Form der genetischen Instabilitat entstehstnadeirch den Verlust der DNA-Mismatch-
Repair-Funktion, entweder durch Mutation (Strandlgt1993; Fishel et al., 1995) oder Pro-
motor-Methylierung (Herman et al., 1998) von DNA-NRMGenen, vorwiegend von dem
MutL-Homologen, hMLH1 (Papadopoulos et al., 199%djener von dem MutS-Homologen,
hMSH2 (Fishel et al., 1993; Leach et al., 1993)radech seltener von hMSH6, hMSH3,
hPMS2 und hPMS1. Keimbahnmutationen dieser Gernentreor allem beim HNPCC-
Syndrom auf (Kinzler et al., 1996; Papadopouloalet1997). Bei sporadischen Karzinomen
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mit MSI treten Mutationen der MMR-Gene seltener @ud et al., 1995; Moslein et al., 1996;
Cunningham et al., 1998) und falls doch vorwiegdmil jingeren Patienten (Liu et al.,
1995b). Hier erklart man sich den Pathomechanisiigs ,epigenetic silencing”: Eine bi-
oder hemi-allelische Methylierung von Cytosin-Raestdes Cytosin- und Guanin (CpG)-
reichen Promoters von MLHL1 fiihrt zu einer Downragjoh der Transkription und folglich
zu defekten Proteinen (Kane et al., 1997; Hermaal.e1998; Wheeler et al., 2000; Herman
et al., 2003; Miyakura et al., 2004). Dies resuitia einer negativen immunhistochemischen
Proteinexpression (Thibodeau et al., 1996; Strézatlal., 2003). Die Mehrzahl der Karzi-
nome zeigt eine fehlende hMLH1-Proteinexpressionifddeau et al., 1998; Deng et al.,
2002). Promotorhypermethylierung und fehlende imhistochemische hMLH1- oder, sehr
viel seltener, hLMSH2-Expression sind signifikant dem MSI-high Phéanotyp in CRCs asso-
ziiert (Arnold et al., 2004).

Mittels quantitativen MLH1-Methylierungs-Analyseasken sich sporadische MSI-high-CRC
von HNPCC assoziierten unterscheiden (Bettstettak,62006, 2007 und 2008).

Der ,,CpG island methylator phenotype” (CIMP) schaim ausschlaggebender Event in etwa
der Halfte von allen sporadischen kolorektalen Kemnen zu sein (Toyota et al., 1999).
CIMP-positive kolorektale Karzinome sind durch lresite pathologische, klinische und
molekulargenetische Eigenschaften gekennzeichmsofd et al., 1999; Liu et al., 2004; Lind
et al., 2004; van Rijnsoever et al.,, 2002). Auckdema Mechanismen kénnen zum Verlust
eines MMR-Proteins fuhren; fur hMSH2 ist keine Pobonhypermethylierung bekannt
(Herman et al., 1998; Cunningham et al., 1998).

Einfach gesagt wird Uber diesen epigenetischen Btesmus die Genfunktion verandert und
nicht das Gen an sich. Dies geschieht durch abn@i®-Methylierung, was das Gen oder
die Gen-Region daran hindert, transkribiert zu warddas Gen also ,stilllegt” und so einen
Defekt bei der Proteinexpression bewirkt (Kondalet2004; Mori et al., 2004).

Normal funktionierende MMR-Gene erkennen und regan Nukleotid-Fehlpaarungen
(Mismatches), die im Rahmen der DNA-Replikationtaién (Modrich, 1991). Geht die
MMR-Funktion verloren, spricht man von ,replicati@mror positive* (RER+). Dieser Zu-
stand fuhrt insbesondere in einfach repetitiven EB&guenzen (vor allem (A)und (CA)-
Repeats), den Mikrosatelliten, die sich in einefign Zahl Uber die gesamte DNA-Sequenz
verteilt finden und aufgrund ihrer repetitiven Natiesonders anfallig fur Verdnderungen
wahrend der Replikation sind, zu einer Akkumulaton Fehlern. Es entstehen Langen-
polymorphismen, so dass die PCR-Produkte aus Kalaimom-DNA Veranderungen im

Vergleich zur Normalgewebe-DNA zeigen, was manMilsosatelliten-Instabilitat bezeich-
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net (Peinado et al., 1992; Aaltonen et al., 1998toaki et al., 1993b; lonov et al., 1993;
Thibodeau et al., 1993). Mikrosatelliteninstabili{fSl) ist also ein Zustand, bei dem ein
Keimbahn Mikrosatelliten-Allel repetitive Sequenzgewonnen oder verloren hat und somit
einer somatischen Langenveranderung unterlegeMitaCR kann man diesen Zustand nur
dann detektieren, wenn viele Zellen von der gleiceranderung betroffen sind und damit
ist die Mikrosatelliteninstabilitat ein Indikatodrf klonale Expansion, was typisch fur Karzi-
nome ist.

Meist sind die Mikrosatelliten in nicht-kodierenddPNA-Sequenzen gelegen, teilweise
kommt es aber auch innerhalb repetitiver Sequebestimmter Gene (Jung et al., 2006), wie
TGHBRII (transforming growth factoB type Il receptor) (Parsons et al., 1995; Markoweitz
al., 1995), IGFIIR (insulin-like growth factor leceptor) (Souza et al., 1996), BAX (Rampino
et al.,1997) und TCF-4 (T-cell factor 4) (Duvalakt 1999; Ruckert et al., 2002), welche ftr
Zellproliferation und/oder Apoptose mitverantwartli sind, zu Mutationen, was wiederum
zur Tumorgenese fuhrt (Toft et al., 1998).

Oft finden sich auch Alterationen von [3-cateninlegentlich zeigen sich p16INK4A und
PTEN auf 10923 (= phosphatase and tensin homolodueh Promotorhypermethylierung
verandert (Goel et al., 2004). Weitere Gene, dié¢ #8en, sind GRB-14, RHAMM, RAD50
und BLM (Duval et al., 2001; Kim et al., 2001) sewWMARCKS, FLJ11383 und TAF1B
(Kim et al., 2002). In MSI-Tumoren treten Mutationia vielen Genen an variablen Sequen-
zen auf. Einerseits kdnnen Uber die Akkumulatioltissr Alterationen onkogene Effekte
entstehen, andererseits sind viele Gene betraofienkeine Rolle in der MSI-Karzinogenese
spielen und nur ,zuféllig” im Rahmen des hohendbsitatsmalies verandert sind (Duval et
al., 2002; Ruckert et al., 2002).

Fur hMLH1 und hMSH2 konnte gezeigt werden, dasdsidJberexpression Apoptose indu-
zieren kdnnen. hMLH1- bzw. hMLH2-defekte Karzinok@nnen sich tber einen Verlust der
Apoptosefahigkeit entwickeln (Zhang et al., 1999).

In den Richtlinien des National Cancer Institut€C{(Nwurde fir die MSI-Analyse ein ,inter-
national reference primer panel” von funf Mikrodienmarkern, bestehend aus zwei
Mononukleotid-Repeats (BAT25 und BAT26) und dreinkleotid-Repeats (D2S123,
D5S346 und D17S250) festgelegt. Danach kann mamikane in drei Gruppen einteilen:
MSI-high-Tumoren weisen in mehr als 30-40%, alsmindestens zwei der finf Marker eine
Instabilitat auf, MSI-low-Tumoren zeigen in wenigds 30-40% der Marker eine Instabilitat
und MSS (Mikrosatellitenstabile)-Tumoren zeigennkeilnstabilitat (Boland et al., 1998;

Dietmaier et al., 1997). Wenn man mehr als dieaé Marker untersucht, zeigen beinahe alle
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kolorektalen Tumoren einen gewissen Grad an Ingttbimeist MSI-low (Laiho et al.,
2002). Die strikte Trennung von MSS- und MSI-lowATaren (Jass et al., 2002c) wird des-
halb kontrovers beurteilt (Tomlinson et al., 20B2jford et al., 2003).

Sporadische MSI-high-Tumoren und HNPCC assozii€aezinome weisen hinsichtlich Kli-
nik und Pathologie eine Reihe von Gemeinsamkeitdnlmm Gegensatz zu MSS-Tumoren
handelt es sich um grol3e, meist diploide Karzinodne selten LOH und Mutationen in Ge-
nen wie TP53, APC und KRAS zeigen und im proximateton liegen (Thibodeau et al.,
1993; Aaltonen et al., 1993; Peltomaki et al., #998nov et al., 1993; Cottu et al., 1996; Tou
et al., 2004; Rajagopalan et al., 2002; Chang.eaD6). Sie zeigen haufig einen geringen
Differenzierungsgrad mit muzinésen Anteilen, eindoi&res Wachstumsmuster und eine
intratumorale Lymphozytose. Sie werden mit seltemdtretenden Lymphknoten- und Fern-
metastasen sowie einer guinstigeren Prognose assd@kthe et al., 1993; Kim et al., 1994;
Boland et al., 1998; Ruschoff et al., 1997; Lanizalg 1998; Lim et al., 2004; Gryfe et al.,
2000; Kohonen-Corish et al., 2005; Popat et aD52®ibic et al., 2003; Wright et al., 2005).
Durch den Nachweis von BRAF V600E-Mutationen urdieesden sich die sporadischen
CRC mit Mikrosatelliteninstabilitat von den HNPC@Hen, bei welchen diese Mutation
nicht vorkommt (Bettstetter et al., 2007).

1.2.3 MSI(-)-/CIN(-)- und MSI(+)-/CIN(+)-Karzinome

Lange Zeit wurde angenommen, dass es nur den Qitlldan MSI-Pathomechanismus gibt,

und dass sich alle kolorektalen Karzinome entwelden einen oder dem anderen zuordnen
lassen. Zeigte sich keine MSI, waren die Tumorso MSS, lie3en sich Gewinne oder Ver-
luste von ganzen Chromosomen oder grof3en Teileselben nachweisen (Schlegel et al.,
1995; Cottu et al., 1996; Lengauer et al., 199&|¢man et al., 1998; Lengauer et al., 1998;
De Angelis et al., 1999; Curtis et al., 2000). érschiedene Studien fand sich ein Anteil (20-
40%) an kolorektalen Karzinomen, die weder dem Gidbh dem MSI-Phanotyp zugeordnet
werden konnten (Yao et al., 1999; Georgiades et1809). Diese mikrosatellitenstabilen,
diploiden Karzinome, auch als MACS (= microsateldnd chromosome stable) bezeichnet,
scheinen sich phanotypisch von anderen zu untedsshend werden mit dem friheren Auf-
treten von Metastasen assoziiert (Hawkins et 8012 Chan et al., 2001; Goel et al., 2003,
Tang et al., 2004). Ein kleiner Teil von MSI-higla#inomen zeigt zusatzlich LOH an ver-
schiedenen Chromosomen, lasst sich also gleichz#gtin CIN-Phanotyp zuordnen (Goel et
al., 2003; Li et al., 2003). Uber welche Mechanierdée Tumoren dieser beiden Untergrup-

pen entstehen, ist bisher noch unbekannt.
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1.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Mit der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)sken sich chromosomale Verdnderungen
und eine Aneuploidie in Karzinomen nachweisen ([2eviet al., 1988; Hopman et al.,
1991a+b; Taylor et al., 1994; Hartmann et al., 199Bermann et al., 2003). Daher findet
dieses Verfahren auch bei der Untersuchung kolalekKarzinome seine Anwendung (Sa-
saki et al., 1995; Herbergs et al., 1996; Lengatiat., 1997a).

Die Fahigkeit einzelstrangiger Nukleinsduren (DNAleo RNA) mit komplementarer
Basensequenz, sich zu einem doppelstrangigen Aitlsehsammen zu lagern, liegt der FISH
zu Grunde. Es entsteht eine Hybrid-DNA, die ausremarkierten DNA-Probe und dem dazu
komplementéren Ziel-DNA-Strang besteht (Cremet.efl895).

Bei der indirekten FISH liegt eine Haptenmarkierw®y DNA-Probe vor, die erst sekundar
durch einen Fluoreszenzmarker, wie z.B. einen ésoenzmarkierten Antikorper, sichtbar
gemacht werden kann. Bei der direkten FISH wirdRA-Probe unmittelbar mit geeigneten
Fluoreszenzfarbstoffen markiert (Demetrick, 199€er@er et al., 1995).

Die FISH ist ein weltweit verbreitetes diagnostissh/erfahren, mit dem individuelle Chro-
mosomen und Chromosomenabschnitte im Fluoreszenashidp sichtbar gemacht werden
konnen. Auch einzelne Gene kdnnen dargestellt we(8baapiro et al., 1993; Sauter et al.,
1994). Im Gegensatz zur klassischen Zytogenetiln kdia FISH unabh&ngig vom Stadium
des Zellzyklus angewendet werden. Individuelle @lwsomen und Gene werden auch in
Zellkernen sichtbar gemacht, die sich in der Irtege befinden.

Die Einsatzmoglichkeiten reichen vom Nachweis nussber Chromosomenveranderungen
in der Pranataldiagnostik bis hin zur Erfassungzsigeher Chromosomenverédnderungen in
Krebszellen (Cremer et al., 1995). Eine gute Itatsdn hierflr ist die Visualisierung der
bcr/c-abl Translokation, welche das in den meisi&lilen der CML vorliegende Philadelphia-
Chromosom entstehen lasst (Tkachuk et al., 1990).

Eine weitere wichtige Verwendung findet die FISH der Zuordnung von Genen zu ihrer
chromosomalen Lokalisation (Demetrick, 1995). Sarke das auch in dieser Arbeit mit un-
tersuchte p16-Gen der Chromosomenposition 9p21ug2ardnet werden und erwies sich als
potentielles Tumorsuppressorgen, das héaufig honoeygder heterozygote Deletionen auf-
weist (Kamb et al., 1994; Nobori et al., 1994; Okaonet al., 1994).

Mittels FISH kann nicht nur die mittlere Zahl vormilifikationen bestimmter Gene in einem
Tumor bestimmt werden, sondern individuelle Zellatierschiedlichster Morphologie dies-

bezuglich beurteilt werden (Kallioniemi et al., 299
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Die zwei-Farben-FISH ist eine schnelle und sersiMethode, um Deletionen der Chromo-
somenregion 17p, wo auch das Tumorsuppressorged [bRalisiert ist, darzustellen. Durch
gleichzeitige Hybridisierung sowohl der pericentesrachen Chromosomenregion als auch
des spezifischen Lokus 17p13.1, gelingt es Deletidiestzustellen, die mit anderen Metho-
den aufgrund gleichzeitig vorhandener Aneuploidehinerkannt wirden (Matsumura et al.,
1992).

Neben Zellkulturen (Lengauer et al., 1997a) undaffiaschnitten (Thompson et al., 1993)
eignen sich auch Feinnadelaspirate, Frischgeweld @efriermaterial fir die FISH
(Demetrick et al., 1996).

1.4 Aufgabenstellung und Zielsetzung

In dieser Arbeit wurden kolorektale Karzinome miSH untersucht, um numerische Veran-
derungen der Chromosomen drei, sieben und 17 sisvi&en-Region p16 auf Chromosom
neun beurteilen zu kdénnen. Klinisch-pathologischd molekulare Parameter, insbesondere
der MS-Status waren bei Durchfihrung der FISH nii@iannt. Ziel war es, die Karzinome je
nach gefundener Signalzahl der Centromermarkeeiachiedene Gruppen einzuteilen. Wie
viele Gruppen sich dabei ergeben und wie die Engebnder FISH mit klinisch-
pathologischen und molekularen Daten, vor allemdaih durch PCR-Analyse festgelegtem
MS-Status korrelieren, galt es, in dieser Arbeitezmitteln. Von besonderem Interesse war
die Frage, ob sich neben dem CIN- und dem MSI-Piganeeitere Untergruppen zeigen und
ob diese mit bestimmten klinisch-pathologischenradelekularbiologischen Eigenschaften
in Verbindung gebracht werden kdnnen.

2. Material und Methoden

2.1 Untersuchungsqut

2.1.1 Tumormaterial

In dieser Arbeit wurden kolorektale Karzinome vdhPatienten untersucht. Zu jedem Karzi-
nom gab es eine korrespondierende Normalmukosaudieggesundem Darmgewebe gewon-
nen worden war. Alle Patienten hatten sich zwisct@96 und 2002 in der chirurgischen Ab-
teilung des Universitatsklinikkums Regensburg efdperation unterzogen.
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2. Material und Methoden 2.1 Untersuchungsgut

Fur die Untersuchungen stand sowohl Paraffinmat@r85) als auch Gefriermaterial (n=50)

zur Verfigung.

2.1.2 Patienten

Diese Arbeit schloss 50 Patienten ein, die an eikelorektalen Karzinom erkrankt waren.
Von diesem Kollektiv standen klinische, patholobgsaind molekularbiologische Daten zur
Verfligung.

2.1.2.1 Klinische Daten
Die 50 Patienten wurden unabhéangig von ihrer Femalnamnese in die Studie eingeschlos-

sen. Neben sporadischen Karzinomen fanden sich saiche, die im Rahmen einer familia-
ren Pradisposition, etwa im Rahmen eines HNPCC+®ynsl, auftraten.

Elf Patienten hatten eine Chemotherapie und viex Biadiatio erhalten. Auch diese Kriterien
spielten fur den Einschluss in die Studie keinddrol

Somit wurden 21 Frauen (42%) und 29 Manner (58%gienStudie aufgenommen. Alle wa-
ren im Alter zwischen 27 und 89 Jahren als sie d@hOperation unterzogen. Im Mittel lag
das Alter der Patienten zum Operationszeitpunktededahren (Median) (Mittelwert: 63,32
Jahre).

Bezuglich des Krankheitsverlaufes standen die DdésnTumorzentrums zur Verfigung. Fur
diese Arbeit wurde der Datenstand von Januar 2@vendet. Die darin dokumentierte
Uberlebensrate bezog sich auf den 30.09.2003.

Zu diesem Zeitpunkt waren noch 32 Patienten (64%b).aben und 18 Patienten (36%) be-
reits verstorben. Bei drei Patienten war im Verlauf Rezidiv aufgetreten, woran zwei ver-
starben.

Weitere klinische Daten wie Risikofaktoren, Fammhéufungen und frihere Tumorerkran-
kungen waren von einem Teil der Patienten bekdfiint.alle Patienten war eine Einteilung
nach den Bethesda Kriterien erfolgt.

2.1.2.2 Pathologische Daten
Ein Staging aller Patienten war nach dem TNM-Systefolgt. Allgemein erfolgt die TNM-

Klassifikation des kolorektalen Karzinoms heutemaer 6. Auflage der UICC von 2003:
.1 beschreibt dabei den Primartumor, ,N* die regéwen Lymphknoten und ,M* die Fern-

metastasen.
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2. Material und Methoden 2.1 Untersuchungsgut

moren, 6. Auflage 2003)

Einteilung Beschreibung

T - Prim&rtumor

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fur Primartumor

Tis Carcinoma in sifu

T1 Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert durch die Muscularis propria die Subseros

oder in nichtperitonealisiertes perikolisches quenirektales Fet

T4 Tumor infiltriert direkt in andere Organe odetru&turer?

und/oder perforiert das viszerale Peritoneum

N - Regionare Lymphknoten

NX Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt desr
NO“ Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1-3 regionaren Lymphknoten

N2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten
M - Fernmetastasen

MX Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

@ Tumorzellen sind innerhalb der Basalmembran déis@n (intraepithelial) oder in der L

mucosae in die Submukosa feststellbar ist.
P Direkte Ausbreitung in T4 schlieRt auch die Iméitton anderer Segmente des Kolorekt
auf dem Weg Uber die Serosa ein, z. B. die Infiirades Sigmas durch ein Zakalkarzino
¢ Regionare Lymphknoten sind die perikolischen quienirektalen Lymphknoten und je
entlang den Aa. ileocolica, colica dextra, colicadm, colica sinistra, mesenterica infer
rectalis (haemorrhoidalis) superior und iliacalinge

9 pNO: Regionare Lymphadenektomie und histologidghtersuchung tiblicherweise von

TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms (UIO®IM-Klassifikation maligner Tuf

a
t

a-

mina propria (intramukds) nachweisbar, ohne dass Ausbreitung durch die Muscularis

Ums

m.

or,

12

oder mehr Lymphknoten.

Tab.1: TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinom s; aus Hiddemann, Huber, Bartram: ,Die Onkologie*;
Teil 2; Springer-Verlag Berlin, Heidelberg, New York, 2004
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Durch ein histopathologisches Grading gelingt es, Differenzierungsgrad kolorektaler Kar-

zinome festzulegen.

Histopathologisches Grading (Differenzierungsgidel kolorektalen Karzinoms

Grad Beschreibung

Gl Gute Differenzierung: Ein Karzinom mit histolsgh und zellu-
laren Merkmalen, die normalem Epithel sehr ahrdicia

Gli MaRige Differenzierung: Ein Karzinom, das im flerenzie-

rungsmuster zwischen Gl und GlII einzuordnen ist

Gl Schlechte Differenzierung: Ein Karzinom mitstologischen und
zellularen Merkmalen, die normalem Epithel kaumeihr{min-
destens eine Drisenformation oder Schleimproduktioss ert

kennbar sein)

GIvV Undifferenziert: Es lassen sich kleine glandelader plattenep
theltypische Differenzierungsmuster erkennen (beim
kolorektalen Karzinom nur fur undifferenzierte ukiéinzellige

Karzinome anwendbar)

i
ferenzierungsgrad. Gl und GIll werden auch als grade”; Glll und GIV als ,high grade’

Bei unterschiedlichen Differenzierungsgraden etfeige Einstufung nach niedrigstem O

zusammengefasst.

Tab.2: Histopathologisches Grading des kolorektalen Karzinoms; aus Hiddemann, Huber, Bartram: ,Die
Onkologie; Teil 2; Springer-Verlag Berlin, Heidelbe rg, New York, 2004

Neben diesen histopathologischen Kriterien wardtrheh auch makroskopische Merkmale
der Tumore von Bedeutung.

Bei der Lokalisation wurde zwischen rechts- undkdseitig gelegenen Karzinomen unter-
schieden. Rechts entspricht proximal und ist pdmiden rechts der linken Flexur gelegen.
Distale, auch als linksseitig bezeichnete, KarziaormschlieBen also Rektum, Kolon
sigmoideum und Kolon descendens ein; proximale smdKolon transversum, Kolon

ascendens oder Caecum lokalisiert.

2.1.2.3 Molekularbiologische Daten

Von allen 50 Patienten wurde mittels PCR-Analyse M&-Status ermitteltBei je unter-
schiedlich vielen Patienten waren aul3erdem folgefBgameter bestimmt worden:
Immunhistochemische Expression der MMR-Proteine R#L. hMSH2 und hMSH6 sowie
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von Maspin, Promotormethylierung von hMLH1, p145pind p16, der CIMP-Pathway und
3-catenin-Akkumulation im Zellkern.

2.2 Methoden

2.2.1 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)fa@gte die Aneuploidie-Beurteilung der

kolorektalen Karzinome.

2.2.1.1 FISH am Paraffingewebe
Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung sollte ur@pglich an Paraffingewebeproben durch-

gefuhrt werden. Dazu wurden sogenannte Multibloeksvendet, die Gewebeproben von bis
zu 60 Patienten enthalten.

2.2.1.1.1 Vorbereitung des Materials fur die FISH

2.2.1.1.1.1 Aufbau der Multiblocke und Anfertigungder Paraffinschnitte

RoutineméaRig wird von jedem Tumor ein Paraffinbl@sigefertigt und anschliel3end archi-
viert. Aus solchen Blocken kénnen Stanzen entnomwenden und in einen neuen Paraffin-
block eingebracht werden. Der dabei entstehenddiNodk kann Stanzen von beliebig vie-
len verschieden Tumoren enthalten. In dieser Anvait die Verwendung von Multiblocken
vorgesehen, die Karzinomgewebe von bis zu 60 Ratieenthalten. Von diesem Ausgangs-
material wurden Paraffinschnitte angefertigt.

Dazu wurde der Multiblock zuerst bei -10°C auf eKighlplatte (Medite/Tissue Cool Plate
COP 20) aufgebracht, um das Paraffingewebe leicktbneiden zu kdnnen. Mit einem
Schlittenmikrotom (MICROTOM HM 400R, Heidelberg) wen vom Tissueblock 3 pum
dicke Schnitte angefertigt. Mit einem Pinsel oderee Pinzette wurde der Gewebeschnitt
vom Skalpell abgetragen und in ein 50°C warmes Wthssl gegeben. Dadurch konnte sich
der Schnitt entfalten und erhielt eine glatte OldeHe. Zuletzt wurde der Paraffinschnitt mit
einer Pinzette auf einen Objekttrager aufgezogehhim zu seiner weiteren Verwendung bei

Raumtemperatur aufbewahrt.

2.2.1.1.1.2 Bestandteile des UroVysion Bladder CamcRecurrence Kit

Der urspringlich vorgesehene Einsatzbereich furlita¥ysion Bladder Cancer Recurrence
Kit (UroVysion Kit) ist die Anwendung als nicht iagive Methode zur Uberwachung des
15
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Wiederauftretens von Tumoren bei Patient/innenzowor diagnostizierten Blasenkrebs. Mit-
tels FISH gelingt in Urinproben dieser Patient/immeit Ubergangszell-Karzinomen der Blase
der Nachweis von Aneuploidie der Chromosomen 3,77ind des Verlustes des Lokus 9p21
(Vysis, Abbott, Wiesbaden).

Am Institut flr Pathologie der Universitat Regengpwird das UroVysion Kit nicht nur an
Urinproben und Harnblasenurothel eingesetzt, sondech an verschiedenen anderen Gewe-
ben. In dieser Arbeit erfolgte erstmalig die Anwend an Kolongewebe.

Das Kit setzt sich aus folgenden Bestandteilen rausen (Vysis, Abbott, Wiesbaden):
Es wurde ein Kit verwendet, das Reagenzien in asrader Menge fur etwa 20 Tests ent-
halt. Ein Test ist durch ein rundes Zielareal nriteen Durchmesser von 6 mm definiert. In
einem Kit sind eine UroVysion Sonden-Mischung, BAPI 1| Gegenfarbemittel, NP-40 und
20xSSC Salz enthalten.

60 ul Sonden-Mischung sollte fir 20 Tests reichmo; Test verwendet man ca. 3 pl. Die
Aufbewahrung erfolgt bei -20°C im Dunkeln. Die Urgdfon Sonden-Mischung besteht aus
den centromerspezifischen Chromosomensonden CERe8tr8mRedl (Chromosome
Enumeration Probe, CER, CEP 7 SpectrumGreen (Chromosome Enumeration Probe,
CER®), CEP 17 SpectrumAqla (Chromosome Enumeration Probe, GgRind der Lokus-
spezifischen Sonde 9p21 SpectrumGbl@.okus Specific Identifier, LSD).

Diese Fluorophor-markierten DNA-Sonden befindeh siceinem Hybridisierungspuffer, der
aus Dextransulfat, Formamid und SSC besteht.

Bei den centromerspezifischen Chromosomensonden3CEEP 7 und CEP 17 handelt es
sich um drei Alpha-Satellit-Repeat-Sequenzen, wihreSI pl6 eine einzelne Sequenz-
Probe ist, die mit dem pl16-Gen der 9p21 Regiondami Chromosom 9 hybridisiert (Uro
Vysion).

Das DAPI Il Gegenfarbemittel muss ebenfalls bei’@m Dunkeln gelagert werden und
dient der Anfarbung der Zellkerne. 300 ul reichenZ0 Tests. Das Gegenfarbemittel enthalt
125 ng/ml DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenylindol) in 1Rhenylendiamin, Glyzerin und Puffer.
Das Kit enthélt auRerdem 2 x 2 ml NP-40, das vati@lki -20°C bis -25°C gelagert werden
kann.

Das 20xSSC Salz (standard citrate saline) bestaht66 g Natriumchlorid und Natriumcitrat,
was flr bis zu 250 ml 20xSSC-Ldsung verwendet wekdan und ebenfalls zwischen -25°C

und -30°C aufbewahrt werden kann.
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Fluorophore bleichen unter Lichteinfluss schnel,atiaher sollte sowohl das get6ffnete als
auch das ungedffnete Kit vor Licht, Hitze und Fdighteit geschutzt werden und im Kuhl-

schrank bei -20°C gelagert werden.

2.2.1.1.1.3 Verwendete LOsungen

Zusammensetzung der PBS (phosphate buffered safiiseng (Grundrezept fur 1 1):
* NaCl z.A., ISO (Merck KgaA, Darmstadt): 8,09
* NaHPO, z.A. (Merck KgaA, Darmstadt): 1,44 g
* KCL (Merck KgaA, Darmstadt): 0,20 g
* KH,POz.A. (J. T. Baker, Deventer, Holland): 0,24 g
* H,Omillipore (Millipore, Eschborn): ad 1 Liter
Die Herstellung der PBS-L6sung erfolgte im ,posbbd.

Zusammensetzung der 20xSSC (standard saline gitrdseing (Grundrezept fur 1 I):

* NaCl z.A., ACS, ISO (Merck KgaA, Darmstadt): 175,32 g
* NaCitrat-2-hydrat (J. T. Baker, B. v. Deventer, ldotl): 88,24 ¢
* H,Omillipore (Millipore, Eschborn): ad 1 Liter

w

Nach Losung der Salze wurde der pH-Wert mit konzemér Salzsdure (HCI) auf pH=5
eingestellt.
Zum Teil wurde auch das im UroVysion Kit enthalt&@xSSC Salz verwendet (Menge pro
Kit: 66 g fur bis zu 250 ml 20xSSC-Ldsung; Aufbewaty: -25°C bis -30°C; Zusammenset-

zung: Natriumchlorid und Natriumcitrat).

Zusammensetzung der 2xSSC (standard saline citréseng:

» 20xSSC (Zusammensetzung s.0.): 5ml
* H,Omillipore (Millipore, Eschborn): ad 50 ml
Die Herstellung erfolgte jedes Mal frisch im Medgayer. Nach Zugabe eines Ruhrfisches
wurde der pH-Wert durch Zugabe von ca. 50ul 1 N Na@f pH=7,0-7,1 eingestellt.
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Zusammensetzung der 2xSSC/0,3%NP40-Lésung:

* 20xSSC (Zusammensetzung s.0.): 100 ml
* H,Omillipore (Millipore, Eschborn): 897 ml
* NP40 (im UroVysion Kit enthalten): 3 mi

Vor jeder Farbung musste der pMert Uberprift und gegebenenfalls mit 1 N NaOH
pH=7,0-7,5 korrigiert werden.

Zusammensetzung der 0,4xSSC/0,3%NP40-Lésung:

» 20xSSC (Zusammensetzung s.0.): 10 ml
* H,Omillipore (Millipore, Eschborn): 488,5 ml
* NP40 (im UroVysion Kit enthalten): 1,5ml

Vor jeder Farbung musste der pH-Wert Uberpriuft gedebenenfalls mit 1 N NaOH auf
pH=7,0-7,5 korrigiert werden.

Ethanol-Waschlésungen (J. T. Baker, Deventer, Hdla
» Ethanol 70%
» Ethanol 80%
« ETOH 100%

AulRerdem wurden 2 Kivetten Xylol (frisch) zum Waselbenotigt.

2.2.1.1.2 Experimentelle Durchfihrung der FISH: Tagl
2.2.1.1.2.1 Vorbereitung
Die Anfertigung der Paraffinschnitte und die Hellstey der benétigten Lésungen wurden

bereits erlautert. Wenn sowohl die Objekttrager drel entsprechenden Reagenzien bereit
gestellt waren, galt es zuerst, eine Kivette, diefnisch hergestelltem 2xSSC gefullt war, in
ein Wasserbad zu stellen. Die Temperatur mussie beiter erfolgenden Schritt 73°C betra-
gen. Die Temperaturanzeige wurde auf ca. 74°C stelieund ein geeichtes Thermometer
bereitgelegt. Das Aufheizen dauert etwa 30 Minuten.

AulRerdem wurde eine befeuchtete Hybridisierungskamim den 37° Umluft-Brutschrank
gestellt. Dabei handelt es sich um einen luftdictBehalter, dessen Wande mit befeuchteten
Papiertiichern ausgelegt sind und der mehrere @iitergswande besitzt, worauf man spater
die Objekttrager ablegen kann.
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2.2.1.1.2.2 Durchfiihrung
Die angefertigten Schnitte wurden zuerst 35 Mindten72°C entparaffiniert und anschlie-

Rend auf Raumtemperatur abgekunhlt.

Es folgte eine Behandlung in frischem Xylol furidnal zehn Minuten.

Fur den Wasserentzug wurden die Schnitte kurz 0%d&@es Ethanol getaucht und anschlie-
Rend bei Raumtemperatur getrocknet.

Mit dem Temperaturfiihler wurde Uberprift, ob sigh 2kSSC-L6sung auf 73+/-1°C erwarmt
hatte. Falls ja, wurden die Objekttrager darin zi@uten lang inkubiert. Dadurch erfolgte
die Denaturierung der DNA-Proben.

Nachdem die Praparate mit einer Pinzette aus deatDeerungsldésung entfernt worden wa-
ren, wusch man sie vier Minuten lang in PBS-Losung, Reste der 2xSSC-Ldsung zu ent-
fernen.

Erneut wurden die Objekttrager bei Raumtemperattnogknet.

Anschlieend wurde ein Tropfen Proteinase K (DaWerck KgaA, Darmstadt) auf die
Schnitte gegeben und es erfolgte eine Inkubatiod%tbis 60 Minuten in der feuchten Kam-
mer bei 37°C im Brutschrank.

Wahrend sich die DNA-Proben im Brutschrank befandende die UroVysion-Sonde vorbe-
reitet. Dabei musste unbedingt im Dunkeln gearbeiterden. Sie wurde aus dem -20°C
Kuhlschrank genommen und die benétigt Menge inretgependorf Cup abgefullt, kurz bei
RT angewéarmt und auf einem Vortex-Mixer durchmis€rdnn wurde das Cup mit der Sonde
in einen Kunststoffschwimmer gebracht und mindestémf Minuten im 73°C Wasserbad
denaturiert.

Die letzten beiden Schritte wurden zeitlich aufester abgestimmt.

Als nachstes wurde die Heizplatte eingestellt wid&°C vorgeheizt.

Wenn die Schnitte ausreichend lange inkubiert wordaren, wurden sie aus der feuchten
Kammer genommen und funf Minuten lang in PBS-Losgegaschen.

Anschliel3end wurden die Objekttrager in eine aigstele Ethanolreihe (je eine Minute in
70%ige, 85%ige und 100%ige Ethanolldsung) gebracht.

Die Schnitte wurden bei Raumtemperatur getrockDabei wurde Uberschiissiges Ethanol
vom Objekttrager durch Aufsetzen der Objekttragemkante auf Loschpapier entfernt und
die Objekttragerunterseite mit einem Papiertucbkieagewischt.

Die nun folgende Hybridisierung, war fur das Geéingler FISH ausschlaggebend.

Es wurden 3-10 pl (je nachdem wie viele Stanzendani Paraffinschnitt waren) der Sonde

auf ein kleines Deckglas gegeben, welches sofdrden Schnitt gelegt wurde. Durch vor-
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sichtigen Druck auf das Deckglas konnten evtl. sadene Luftblasen, die die Hybridisie-
rung verhindern, entfernt und die Sonde gleichmé&e8rtgilt werden.

Das Deckglas wurde dann mit Fixogum abgedichtetdaglso gewonnene Praparat fir neun
Minuten auf der Heizplatte bei 96°C inkubiert.

Abschliel3end wurden die Praparate in die vorgewagtdybridisierungskammer gesetzt, die
feuchte Kammer mit einem festen Deckel verschlogseh tiber Nacht bei 37°C im Brut-
schrank inkubiert.

2.2.1.1.3 Experimentelle Durchfihrung der FISH: TagR
2.2.1.1.3.1 Vorbereitung
Fur den zweiten Tag wurden die 2xSSC/0,1%NP40-Lgsumd die 0,4xSSC/0,3%NP40-

Losung bendtigt. Bei beiden musste Uberprift werdbnder pH-Wert im vorgesehenen Be-

reich zwischen 7,0 und 7,5 lag und falls nétig biNtNaOH korrigiert werden.

Zuerst musste ein Wasserbad auf 73+/-1°C vorgeletrtlen. 30 Minuten vor Beginn der
Waschvorgange nach erfolgter Hybridisierung wunte &tvette mit 0,4AxSSC/NP40 in das
Wasserbad gegeben und ein geeichtes Thermometee Wwareit gelegt.

Zwei Klvetten wurden mit 2xSSC/0,1%NP40 geflllhesiveitere mit deionisiertem Wasser
(H-OMillipore) und bei Raumtemperatur bereit gestelit.

Da die Sonde bereits auf den Préparaten war, wamdeweiten Tag nur im abgedunkelten

Raum gearbeitet.

2.2.1.1.3.2 Durchfuhrung
Bevor die feuchte Kammer mit den Objekttragern @erm 37°C Brutschrank geholt wurde,
musste die Temperatur der 0,4xSSC/0,3%NP40 Ubéngeiflen. Befand sie sich bei 73+/-

1°C wurde die Hybridisierungskammer aus dem Brutstdh genommen und das Fixogum
mitsamt Deckglas so schnell wie moglich von derpBréten entfernt. Sofort nach Entfernen
des Deckglases wurden die Schnitte in die 0,4xSS@RP40-L6sung eingebracht und zwei
Minuten bei 73°C inkubiert. Da immer mit mehrerg@paraten gearbeitet wurde, war es sehr
wichtig, dass das Einbringen nicht langer als ede&unde pro Objekttrager in Anspruch
nahm. Es musste stets sicher gestellt werden, kasPraparat langer als zwei Minuten in
der Waschpufferlésung blieb.

Anschliel3end wurden die Schnitte zweimal fur je izMeuten in 2xSSC/0,1%NP40 gewa-
schen. Die entsprechenden Kivetten waren in eingma8k aufgestellt worden, um die Pra-

parate vor Licht zu schiitzen.
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Es folgte eine Spulung in Wasser,@millipore) bis der Film auf den Objekttragern atéin-
dig entfernt war. Danach wurden die Praparate t@ltiig getrocknet.

Abschlie3end wurde ein Tropfen (ca. 12-14ul) DABI das Hybridisierungsareal aufgetra-
gen und ein Deckglas luftblasenfrei aufgebrachtzteees wurde mit Nagellack oder Entellan
(Merck KgaA, Darmstadt) abgedichtet und die ferig&raparate wurden bis zum Auszéahlen
der Signale im Dunklen bei 4°C aufbewabhrt.

2.2.1.2 FISH am Frischgewebe

Die Auswertung mit den urspringlich vorgesehenerafffla-Multiblocken gestaltete sich

schwierig, was vor allem dadurch bedingt war, dhis<Zellen im Verband lagen. Die Kern-
grenzen konnten nur ungenau bestimmt werden uk@rmasnur sehr wenig Material von je-
dem Tumor auf den Objekttrager. Daher entschiederums, die FISH am Frischgewebe

durchzufihren.

2.2.1.2.1 Vorbereitung des Materials fiir die FISH
2.2.1.2.1.1 Herstellung der Touch-Praparate

Analog zu verschiedenen Studien (Kovach et al.11®%¥etmaier et al., 1999; Demetrick,

1996) wurde wie folgt verfahren:

Um sicher zu gehen, dass man hauptsachlich Karzelben auf die Objekttrager aufbringt,

wurde vor dem Anfertigen der Touch-Préaparate vom @émtsprechenden Gefrierblock ein
HE-Schnitt gemacht: Bei -20°C wurden am Kryost&0@ Frigocut E/Reichert-Jung, Camb-
ridge Instruments GmbH, Nussloch) 3 um dicke Stdrangefertigt und anschlie3end HE
gefarbt. Der Gewebeblock wurde dazu auf einen Stempfgelegt und sofort mit Eisspray
bespriht, damit das Material nicht antaut. Am Ragdés Kryostaten wurde die gewinschte
Dicke von 3 um eingestellt und mit einem ebenfali§ -20°C gekuhlten Messer wurden die
Schnitte gemacht. Durch Betrachten der Préparder dem Lichtmikroskop konnte eindeu-

tig ausgemacht werden, ob sich in dem entsprecheBdecich Tumorzellen befinden und

dementsprechend konnten Touch-Praparate angefedrgen.

Am Kryostat wurden von dem gefrorenen Tumorgewelnismit einem sterilen Einmalskal-

pell kleine Einzelteile abgekratzt. Das gewonnersdvlal stammte aus dem zentralen Tell
der Gewebeprobe. Der Randbereich des Gefriermigtesiahaufig ausgetrocknet, wodurch
die Zellen morphologisch schlechter erhalten sind schwerer auf dem Untergrund haften
bleiben (Demetrick, 1996). Die Einzelstiicke wuraheit einer Pinzette vorsichtig auf einen

trockenen und sauberen Superfrost- oder Starfrogtk@rager aufgedriickt. Durch mehrma-
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liges Betupfen des Objekttragers tauten die Tunllerzewuf und blieben gleichzeitig haften.
Wahrend man die Zellen aufbrachte, musste man flacitien, das Material nicht zu verwi-
schen, um keine Zellkerne zu zerstéren bzw. vorgndgibereinander liegend aufzubringen.
Mehrere fast ausschlief3lich aus Tumorzellen best#h€luster von 50-100 Zellen blieben so
auf der Oberflache des Objekttragers haften (Kow@l., 1991; Dietmaier et al., 1999).

Die Praparate wurden im Anschluss zehn Minutergétfocknet und schlie3lich in Carnoy-
Losung (Methanol und Essigséure im Verhaltnis 8xi@rt.

Nach erfolgter Fixierung wurden die Touch-Prapaeateeut zehn Minuten luftgetrocknet.

Um spéater bei der Farbung und auch bei der mikijuskben Auswertung der Objekttrager
die Lokalisation der aufgebrachten Zellen leictmererkennen, wurde mit einer Pinzette ein
Kreis um die Stelle herum eingeritzt bzw. speaieligefertigte Objekttrager verwendet.
Wenn die Praparate soweit angefertigt waren, konsie entweder bei -20°C fur einige Zeit
gelagert oder sofort gefarbt werden.

Von jedem Tumor wurden drei Praparate angeferigies wurde mit HE gefarbt, um die
Morphologie der Zellen adaquat beurteilen zu konmee zwei weitere wurden fur die FISH
angefertigt (eines als Ersatzpréparat). Die Hdwstglvon Touch-Praparaten aus Normalge-

webe erfolgte nach dem gleichen Prinzip.

2.2.1.2.1.2 Bestandteile des UroVysion Bladder CamcRecurrence Kits
(vgl. 2.2.1.1.1.2)

2.2.1.2.1.3 Verwendete L6sungen

Zusammensetzung der Carnoy-Lésung:
* Methanol z.A., ACS, ISO (Merck KgaA, Darmstadt)
» Essigsaure 100% z.A., ACS, ISO (Merck KgaA, Darmigta

Methanol und Eisessig wurden im Verhaltnis 3:1 setd.

Zusammensetzung der 20xSSC (standard saline gitrédseing (Grundrezept fur 1 I):

* NaCl z.A., ACS, ISO (Merck KgaA, Darmstadt): 175,32 g
* NaCitrat-2-hydrat (J. T. Baker, B. v. Deventer, ldotl): 88,24 ¢g
* HyOmillipore (Millipore, Eschborn): ad 1 Liter

Nach Loésung der Salze wurde der pH-Wert mit konmgemér Salzsédure (HCI) auf pH=5

w

eingestellt.
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Zum Teil wurde auch das im UroVysion Kit enthalte&?®xSSC Salz verwendet (Menge pro
Kit: 66 g fur bis zu 250 ml 20xSSC-L6sung; Aufbewaty: -25°C bis 30°C; Zusammenset-

zung: Natriumchlorid und Natriumcitrat).

Zusammensetzung der 2xSSC (standard saline citréseng:

e 20xSSC (Zusammensetzung s.0.): 5ml
* H,Omillipore (Millipore, Eschborn): ad 50 ml
Die Herstellung erfolgte jedes Mal frisch im Medgayer. Nach Zugabe eines Ruhffi-
sches wurde der pH-Wert durch Zugabe von ca. 5G)tINeOH auf pH=7,0-7,1 ein-
gestellt.

AuRerdem wurden folgende Losungen verwendet:
. Aceton (Merck KgaA, Darmstadt): jede Woche friseh 120°C

. Methanol (Meck KgaA, Darmstadt): jede Woche fribeh Raumtemperatur

. Formalin, ca. 5%: im Eingangslabor; dunkel lagern

2.2.1.2.2 Experimentelle Durchfihrung der FISH: Tagl

2.2.1.2.2.1 Vorbereitung des Praparates

(vgl. 2.2.1.2.1.1)

Im Durchschnitt wurden funf bis acht Touch-Prapagleichzeitig angefertigt und gefarbt.

Anfangs empfiehlt es sich, mit zwei Praparatenrbgiéen, um die optimale Durchfiihrung

der FISH erlernen zu kénnen.

2.2.1.2.2.2 Vorbereitung zum Féarben

Eine Kivette musste mit Aceton geftillt werden ued £20°C mit Folie bedeckt in den Ge-
frierschrank gestellt werden.

Eine Kuvette wurde mit Methanol gefiillt und bei Raamperatur gelagert, eine weitere mit
Formalin (5%) in einem Schrank im Dunklen aufbewahr

Die bendtigte 2xSSC-Losung wurde frisch im Messddr hergestellt. Dazu wurden mit
einer 10 ml Pipette 5 ml 20xSSC-L6sung in einen ddglnder gefullt und dieser mit
deionisiertem Wasser g@Millipore) ad 50 ml aufgefillt. AnschlielRend wurde Ruhrfisch
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hinzugegeben und der pH-Wert zwischen 7,0 und ingestellt. Dazu wurden ca. 50 pul 1 N
NaOH bendtigt.

Eine befeuchtet Hybridisierungskammer (genauer Auflsiehe 2.2.1.1.2.1) wurde in den
37°C Brutschrank gebracht. Das Wasserbad wurdé3t@ vorgeheizt. Die bendétigte Menge
der UroVysion-Sonden-Mischung wurde in ein mit Ainlamfolie umwickeltes Eppendorf-
Cup gefullt und in dem 73°C warmen Wasserbad miedssfinf Minuten lang denaturiert.
Das Arbeiten im Dunkeln durfte bei Schritten, an@ledie Sonde beteiligt war, nicht verges-
sen werden.

Zuletzt wurde die Heizplatte auf 96°C eingestefitl eine Klvette mit deionisiertem Wasser

gefullt.

2.2.1.2.2.3 Fixierung der Zellen

Zur Fixierung der Zellen wurden die Touch-Praparaterst 20 Minuten lang in -20°C kaltes

Aceton gegeben. Es folgte eine 20-minttige Behamglin Methanol bei Raumtemperatur.
Abschliel3end wurden die Objekttrager funf Minutendas im Dunklen gelagerte Formalin
eingebracht und dann kurz in Wasser gespult, umleibende Losungen zu entfernen. Dann
wurden die Objekttrager zum Trocknen aufgestellt.

Spatestens wenn sich die Touch-Préparate in dendhmtosung befanden, musste die Sonde
in das 73°C Wasserbad gegeben werden, um ausrditdrege denaturieren zu kénnen.

2.2.1.2.2.4 Lyse und Sonde
Eine kurze Behandlung in dem frisch hergestelltet8SC bei Raumtemperatur war ausrei-

chend, um die Lyse zu gewéhrleisten.

Bevor die Sonde auf die Praparate gegeben werdent&komussten die Objekttrager voll-
standig trocknen.

Die nun folgenden Schritte mussten im Dunkeln gdat

Wenn noétig wurde durch kurzes Zentrifugieren déralhdes Eppendorfcups auf den Boden
gebracht und dann mit einer Pipette 3 pl der Semirommen. Diese wurden auf ein kleines
Deckglas gegeben, welches dann luftblasenfrei aafTtbuch-Préaparat aufgebracht und mit
Fixogum abgedichtet wurde.

Die Objekttrager wurden dann zwei bis drei Minuten 96°C auf der Heizplatte inkubiert.
Falls mehrere Praparate gleichzeitig angefertigihen, musste darauf geachtet werden, dass
keines von ihnen zu lange auf der Heizplatte blieb.

Uber Nacht erfolgte die Inkubation in der feuchikammer bei 37°C.
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2.2.1.2.3 Experimentelle Durchfiihrung der FISH: Tag?
2.2.1.2.3.1 Vorbereitung
Die 2xSSC-Losung musste frisch im Messzylindegstellt werden und der pH-Wert mit 1

N NaOH auf pH=7,0-7,1 eingestellt werden (Vorgebmhe Tag 1). Daneben wurden noch
eine Kuvette mit deionisiertem WasserQMillipore) und das DAPI-Gegenfarbemittel beno-
tigt.

Am zweiten Tag musste stets im Dunklen gearbeitgten, weil die Sonde bereits auf die

Objekttrager aufgebracht worden war.

2.2.1.2.3.2 Durchfiihrung

Nachdem die Préaparate aus der Hybridisierungskangmeommen worden waren, musste
mit einer Pinzette das Deckglas mit dem Fixogum dem Objekttragern entfernt werden.
Anschlieend wurden die Touch-Praparate fiunf bisnzklinuten bei Raumtemperatur in
2xSSC gewaschen und dann kurz in Wasser gespudebigilm auf den Objekttragern voll-
standig entfernt war.

Abschlie3end erfolgte das Trocknen im Schrank, wadiruPraparate vertikal auf einem Pa-
piertuch aufgestellt wurden.

Erst wenn die Objekttrager vollstdndig getrocknarem, wurde auf jeden ein Tropfen (ca.
12-14ul) DAPI gegeben, ein Deckglas luftblasenfigfigebracht und das fertige Praparat mit
Nagellack oder Entellan (Merck KgaA, Darmstadt) edtightet.

Die Touch-Praparate konnten dann entweder im Dunkel Kiihischrank gelagert werden
oder, wenn der Nagellack nach ca. 20-30 Minuterogkthet war, sofort unter dem Fluores-

zenzmikroskop ausgewertet werden.
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2.2.2 Mikroskopische Auswertung der FISH-Préparate

2.2.2.1 Geréte und Einstellungen

Die mikroskopische Auswertung sowohl der Paraffmsite als auch der Touch-Praparate
erfolgte am modularen Fluoreszenzmikroskeyiz Aristoplan (Ernst Leitz GmbH, Wetzlar).
Dieses Auflichtfluoreszenzmikroskop verfugt Ubeneei50 W starke Quecksilber Hochst-
drucklampe als Lichtquelle, welche die Fluorophzue Fluoreszenz anregt.

Es wurden zwei verschiedene Objektive verwendes. Olgjektiv PL APO (apochromatisches
Planobjektiv mit geebnetem Sehfeld bis 28 mm Zwesdlild) mit dem Abbildungsmal3stab
(GroRRenverhéltnis von Zwischenbild zu Objekt) “drde stets zuerst eingeschwenkt, um
die Ebene grob einstellen zu kénnen und die Lo&@dia der Tumorzellen auszumachen. Da-
zu wurde der Filterblock A eingesetzt, um die MR gegengefarbten, leuchtend blau fluo-
reszierenden Zellkerne darzustellen. Unter Verwagddes Objektives PL FLUOTAR
(halbapochromatisches Planobjektiv mit geebnetehie®Ebis 25 mm Zwischenbild) konn-
ten die Zellkerne und die darin enthaltenen Flumeazsignale mittels Olimmersion im Ab-
bildungsmalfistab 100:1 dargestellt werden.

Es wurden vier verschiedene Fluoreszenzmikrosktiprgétze verwendet: Der Einzelband-
pass-Yellow, der Einzelbandpass-Aqua, der DAPI-8livandpass und der Green/Red-
Doppelbandpass. Die Hybridisierung der LS| 9p21d der CEP 3-, 7- und 17-Sonden an
ihre spezifischen chromosomalen Regionen, sindearesveiligen Fluoreszenz in Gold, Rot,
Grun und Aqua zu erkennen. Die verbleibende Zetl@NA fluoresziert mit der DAPI-
Gegenfarbung blau (Vysis, Abbott, Wiesbaden). ZauiBeilung der Quantitat und Qualitat
der mit DAPI gegengefarbten Zellkerne wurde deteRilock A (Nr. 513678) eingesetzt,
dessen Anregungsspektrum im UV-Bereich zwischen (8#0 380 nm liegt, und damit das
Exzitationsmaximum von DAPI bei ca. 360 nm mit elmgel3t. Der Emissionsbereich liegt
bei 460 nm+/- 25 nm. Zum Auszahlen der Signale enrdie FilterGreenred, Aristo (Nr. 30-
150641/C-00431)Yellow, LEICA ARIST (Nr. 30-150741/C-00429) unélqua, LEICA ARIST
(Nr. 30-150041/C-00430) verwendet. Das Exzitatipekgum von Green liegt bei 480 nm+/-
15nm, das Emissionsspektrum bei 535 nm+/-20 nm H3eitationsbereich von Red liegt bei
560 nm+/-20 nm, der Emissionsbereich bei 630 nn@+/d. Fur Yellow und Aqua gelten
folgende Werte: Yellow (Exzitation: 538 nm+/-10 niB@mission: 560 nm-590 nm), Aqua
(Exzitation: 436 nm+/-5 nm; Emission: 470 nm-490)nm
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2.2.2.2 Auswertungskriterien

Bei der Entscheidung, ob und wie ein Praparat beuwterden sollte, orientierte man sich an
den Bewertungskriterien von Vysis (Abbott, Wiesbgdend von Lengauer et al. (1997).

Wahrend der Durchfiihrung und Auswertung der FISHewaneben der Eingangsnummer
keine weiteren Patientendaten bekannt. Weder kheisnoch pathologische oder molekular-

biologische Informationen standen zur Verfigung.

2.2.2.2.1 Qualitét des Préparates

Unter Verwendung des Olimmersionsobjektivs (100va¥ergroRerung) galt es zuerst, die

Fokusebene einzustellen. Mit dem DAPI-Einzelbangfalier verschaffte man sich einen
Uberblick, ob ausreichend viele Tumorzellen auf deraparat waren, um dieses auswerten
zu konnen. Dann wurden nacheinander die Filter @egg Aqua und Yellow eingesetzt, um
einen Eindruck Uber die Grof3e und Form der Fluemzssignale zu gewinnen. Die Signale
fur alle vier Sonden mussten sichtbar und ausratthggit beurteilbar sein. Zugleich konnte
man prufen, ob unspezifische Fluoreszenzsignal8ime einer Verschmutzung des Prapara-
tes vorhanden waren und falls ja, eventuell diewrtung behinderten. Zuletzt musste sicher
gestellt werden, ob die Fluoreszenzsignale eingeritiem bestimmten Zellkern zugeordnet
werden konnten.

Falls das FISH-Préaparat unter Berlicksichtigunggggrannten Punkte in die Analyse einge-
schlossen werden konnte, begann man mit der geratezpretation. Anderenfalls wurde an
dieser Stelle entschieden, eine erneute FISH mitalsatzpraparaten durchzufihren.

Fur jedes Praparat wurde neben der Dokumentatio®idealzahl der einzelnen Sonden ein
FISH-Auswertungsbogen ausgefillt. Darauf wurde fu€ie Beurteilbarkeit des entspre-
chenden Objekttragers angegeben (gut/eingeschséhldtht). Schlecht beurteilbare Objekt-
trager wurden nicht ausgewertet. AuRerdem wurdeadaysierbare Flache in Prozent ange-
geben und es bestand die Moglichkeit, kurze Benmgydn zu machen. So konnten besondere
Merkmale einzelner Tumoren dokumentiert werden bidder spateren Fotodokumentation
berticksichtigt werden. Zuletzt wurde die Zellzabtmerkt, die stets zwischen 100 und 200
Zellen lag. Die genaue Zellzahl war abhangig von@ealitat und Quantitat der Tumorzel-
len.

2.2.2.2.2 Qualitdt und Quantitat der Tumorzellen

* Potentiell maligne Zellen mussten selektiert werdéfichtigstes Kriterium hierfar

war die Zellkernmorphologie in der DAPI-Gegenfargumumorzellen weisen vor al-
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lem groRe Kerne mit unregelmaRiger Form auf ungelebevorzugt in Clustern zu-
sammen.

» Sich Uberlappende Kerne in Zellhaufen wurden rgeziahlt, da dies die Gefahr birgt,
dass Signale falsch zugeordnet werden.

» Kerne, die keine Eigenform mehr erkennen lie3erdeunicht gezahlt, selbst wenn sie
scheinbar eindeutige Signale enthielten.

* Kleine, runde, lymphozytenahnliche Zellkerne wuréender Analyse der Tumorpra-
parate nicht mit bewertet. Diese morphologisch radem Kerne, die sich in fast jedem
der Praparate fanden, waren Bindegewebszellenghemi Kolonschleimhautzellen
oder Lymphozyten zuzuordnen.

* Bei der Interpretation der Normalgewebe, die awsuigder Kolonschleimhaut gewon-
nen worden waren, fanden sich ausschlief3lich gie&aotypisch unauffalligen Kerne
und wurden auch gezahlt.

* Von jedem Zellkern wurde die Signalzahl fur allervBonden bestimmt und doku-
mentiert.

* Kerne, die gar keine Signale aufwiesen oder beareider Marker fir die Chromoso-
men 3, 7 und 17 einen Verlust beider Chromosomagieze wurden nicht mit einbe-
zogen, da man in diesem Fall von einer fehlerhaftgoridisierung ausgehen musste.

» War ein Verlust beider Kopien von LSI 9p21 sichtlfahlten also beide gelben Sig-
nale, wurden die Kerne in die Auswertung mit eirdggn, da es sich dabei um ein
Tumorsuppressorgen handelt, das einen homozygadasyt aufweisen kann.

» Signale die auRerhalb des mit DAPI gefarbten Kéagen und damit nicht eindeutig
zugeordnet werden konnten, wurden nicht berickgicht

» Auf das Vorhandensein von diffusen Signalen und getgignalen musste besonders
geachtet werden. Ein diffuses Signal wurde nur dggméhlt, wenn es zusammenhéan-
gend und ausreichend eingegrenzt war. Zwei Sigulaeeine sichtbare Verbindung
aufwiesen, wurden als Doppelsignal bezeichnet Imdia Signal gezahlt. Ein doppel-
tes oder ein diffuses Signal kann als Folge deiakkben DNA-Dichte innerhalb des
Zellkerns auftreten, dessen Dichte von der jewdditsiellen Stufe der Zellteilung ab-
hangt; es zeigt keine zusatzliche Kopie des Chromasin diesen Zellen an (Vysis,
Abbott, Wiesbaden).

* Pro Objekttrager wurden auf diese Weise 100 bisZz0kerne beurteilt. Da nur Ker-
ne gezahlt wurden, die eindeutig interpretierbarewawar die Zahl manchmal be-

grenzt. In wenigen Fallen zeigte sich ein eindagi@hromosomenmuster, das sich
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fast in jeder Tumorzelle wiederholte, so dass aeifAdiswertung von 200 Zellen ver-
zichtet werden konnte.

* Bei den Hybridisierungsprodukten aus Normalgeweheden in jedem Fall 200 Zel-
len ausgewertet, da diese nicht nur dem Vergleitiramorgewebe dienten, sondern

auch der Effizienz- und Qualitatskontrolle.

2.2.2.3 Auszéhlen der Objekttrager
2.2.2.3.1 Vorgehen
Nach erfolgter Farbung wurden alle Praparate iralbrter nachsten 48 Stunden am Fluores-

zenzmikroskop LEITZ ARISTOPLAN mikroskopiert und smewertet. Zuerst wurde das
Mikroskop eingeschaltet und ca. 15 Minuten laufetagsen. In der Zwischenzeit wurden die
bendétigten Filterblocke ausgewéhlt und jeweils zimedie Schwalbenschwanzaufnahme ei-
nes Fluoreszenzmoduls geschoben. Ein Fluoreszendraothielt den Einzelbandpass DAPI
und den Doppelbandpass Greenred, ein weiteres @aerb Einzelbandpasse Aqua und
Yellow.

Nachdem die Vorbereitungen am Mikroskop getroffearem, wurde der Raum vollstandig
abgedunkelt, die Praparate aus dem KihlschranWtgai etwas angewarmt.

Der Objekttrager wurde in den drehbaren Kreuztsiciyespannt und mit dem Objektiv PL
APO 4x/0,14 wurde die Lokalisation der Tumorzelierd die grobe Ebene aufgesucht. An-
schlieRend wurde ein Tropfen Ol auf den Objekttraggeben und das Olimmersionsobjek-
tiv PL FLUOTAR® 100x/1,32 eingeschwenkt. Die Fokusebene wurdeestelit und man
verschaffte sich einen groben Uberblick tiber dé@p#at, um entscheiden zu kénnen, ob der
Objekttrager auswertbar ist (siehe 2.2.2.2.1 ug@22.2).

Ausgehend von der linken oberen Ecke des Prapanatete dieses maanderférmig durch-
gemustert. Zuerst wurde mit dem DAPI-Filter die €agqd die Begrenzung eines oder auch
mehrerer Kerne ausgemacht, sich eingepragt unchizafsend mit dem Greenred-Filter die
Anzahl der griinen und roten Signale, also der Chsmmen 7 und 3, bestimmt. Dabei wurde
der DAPI-Filter mehrmals kurz in den Strahlengamdprgcht, um sich wiederholt die Zell-
kerngrenzen klar zu machen. Anschlieend wurdezdaste Fluoreszenzmodul in die dafir
vorgesehene Stativoffnung gebracht und nacheinahddtilterblocke Aqua und Yellow ein-
gebracht. Auf diese Weise wurde die Anzahl der dilaund gelben Signale bestimmt, also

die Kopienzahl des Chromosoms 17 und der Gen-Rqgfi6(9p21) auf Chromosom 9.
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2.2.2.3.2 Dokumentation

Zur Dokumentation der Ergebnisse wurden vorgefertigroVysion-Auswertungsbdgen ver-
wendet. Zusatzlich wurden die Werte in eine Excabdile Gbertragen.

2.2.3 Fotodokumentation der FISH-Préaparate

2.2.3.1 Geréate und Einstellungen

Die Fotodokumentation von exemplarischen FISH-Paipa erfolgte an dem Fluoreszenz-
mikroskop Axiovert S100 (Zeiss, Oberkochen) mitfélieines Kamerasystems (Princeton,
Philadelphia) und der Software MetaMorph (Univelsaaging Corp.). Das Axiovert S100-
Mikroskop ist mit einer 50 W starken QuecksilbensmHBO50W / AC L1, Osram, Min-
chen) als Anregungsquelle ausgestattet und veiitigt verschiedene Filtersysteme.

Ein blaues Fluoreszieren der mit DAPI (4,6-DiamadPhenylindol) gegengefarbten Zell-
kerne wurde mit dem Mikroskop unter Verwendung eiA@regung von 360+/-20 nm
(Chroma D360/40x) und einer Emission von 460+/-2% (€hroma D460/50) erreicht. Fur
die Darstellung der vier verschiedenen Fluoresignake standen folgende Filtersysteme zur
Verfligung:

o FITC" fur die grine Fluoreszenz von CEP7: Anregsiilter (Chroma D480/30x):
480+/-15 nm; Emissionsfilter (Chroma D535/40): 5836 nm.

» ,TexasRed" fur die rote Fluoreszenz von CEP3: Aargsfilter (Chroma D560/40x):
560+/-20 nm; Emissionsfilter (Chroma D630/30): 6866 nm.

e LAqua“ fur die blaue Fluoreszenz von CEP17: Anreggfitter (Chroma HQ436/10x):
436+/-5 nm; Emissionsfilter (Chroma 61007m, trippkndpass fir Aqua, Gold und
FarRed): ~470 nm-490 nm.

» ,Gold“ fur die gelbe Fluoreszenz von LSI pl6 (9p2Bnregungsfilter (Chroma
HQ538/19x): 538+/-10 nm; Emissionsfilter (Chromad61Im, tripple bandpass fir
Aqua, Gold und FarRed): ~560 nm-590 nm.

» AuBBerdem stand ein weiterer Emissionsfilter (Chro®d®02) zur Verfligung, der
tripple bandpass DAPI (=450 nm-470 nm) / FITC (~5#0-550 nm) / TexasRed
(~600 Nm-650 nm).

Des Weiteren verfugt das Mikroskop Uber die beid&trahlenteiler (Chroma)
DAPI/FITC/TexasRed (Dichroic61002bs) und Aqua/Ge&tRed (Dichroic61007bs), deren

Position auf3en am Gerat verandert werden kann.HDameszenzmikroskop verfugt Gber
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verschiedene Objektive. Fiur die Schichtaufnahmemndawdas Plan-Apochromat-Objektiv
63x/1,40 Ph3 (Ol) mit piezoelektrischem z-Stelliri@uflésung 10 nm) verwendet.

Die Bilder wurden mit einer Kamera (Princeton lngstent MicroMax RTE/CCD-1317-K/1,
Rober Scientific) mit hohem Auflosevermdgen aufgezeet (Chip KODAK; 4096 Graustu-
fen, 1317x1035 Pixel, 6,8 pum x 6,8 um Pixelgrofie).

Mit Hilfe der MetaMorph Software zur Steuerung déikroskopierfunktionen, sowie flr
Bildaufnahmen und Bildanalyse auf dem HauptrechfPentium Il 1200 MHz, 768 MB
RAM, 18 GB HD) wurde jede Farbe einzeln aufgenommeed digital (Filtern, Kontrastver-
starkung) verarbeitet. Schlie3lich wurden die dimze Farbbilder Gbereinander gelegt und

ein Gesamtbild gewonnen.

2.2.3.2 Praktisches Vorgehen

Ein Arbeiten im Dunkeln war unbedingt erforderlich.

Sowohl fur die Arbeit mit der Kamera als auch met Quecksilberlampe war eine Klimaan-
lage erforderlich, die stets zuerst angestellt wuidacheinander wurden Lampe, Mikroskop
und schlieRlich der Computer gestartet. Uber digtw@oe MetaMorph konnten sowohl die
Mikroskopierfunktionen, als auch die Bildaufnahmgesteuert werden. Die verschiedenen
Filtersysteme (siehe 2.2.3.1) konnten Uber ,Befetr Software in den Strahlengang ge-
bracht werden. Dazu musste man am Mikroskop desperthenden Strahlenteiler in die
richtige Position bringen.

Am Mikroskop wurde das Plan-Apochromat-Objektiv (63,4) eingestellt und zwei Tropfen
Ol darauf gegeben. Der Objekttrager wurde mit degsi€ht nach unten am Mikroskop ein-
gespannt. Der tripple bandpass-Filter DAPI/FITC/d&Red wurde in den Strahlengang ge-
bracht und unter Sicht die Ebene eingestellt. Nachdnan sich einen Uberblick Uber das
Praparat verschafft hatte, galt es die vorgeseBeslée flir das Foto aufzusuchen und in die
Mitte des Sichtfeldes zu bringen. Zuerst wurdenrdie DAPI gefarbten Zellkerne fotogra-
fiert. Dazu wurde der entsprechende Filter in deafengang gebracht und eine Aufnahme
mit einer Belichtungszeit von 18 Sekunden gemdohtdamit ohnehin nur der Zellkernum-
riss dargestellt werden sollte, konnte man auf @thufnahmen verzichten. Das Bild mit den
Zellkernen wurde abgespeichert. Bei den Aufnahmarvebr Einzelfarben war es sehr wich-
tig, dass man alle Signale, die teilweise in umta@exllichen Ebenen liegen erfasste. Dies er-
forderte folgendes Vorgehen: Zuerst musste derijged-ilter in den Strahlengang gebracht
werden. In der Regel wurde mit TexasRed begonnanalle Signale zu erfassen, hatte man

Uber die MetaMorph-Software drei Ebenen definigdo to Home" war als 0 um festgelegt
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worden, ,,Go to Top“ als +2m und ,Go to Bottom* al-2 um. Zuerst wurde auf ,Go too-

me*“ geklickt und am Mikroskop per Hand die Mehrzdel Signale scharf eingestelltn-

schlielBend wurden dieevbleibenden Signale in den beiden anderen Ebesterfsgestellt
Wenn diese Einstellungen getroffen waren und mehesiwar alle Signale der jeweilig
Farbe erfasst zu haben, wurden Uber den Befehlykeq Series” 20 Schichtaufrmen in
dem Bereich von -2im bis +. um gemacht, wobei die gewéhlte Belichtungszeit Awif-

nahme zehn Sekunden betrug. Die 20 Einzelbilderdgmurdann tber den Befehl ,3-

Reconstruction” Ubereinandergelegt und man erfiieltlie jeweilige Farbe ein Bild, auf de
alle Signé&e zu sehen waren. Nacheinander wurden Schichtanfea fir die Farbe
TexasRed, FITC, Aqua und Gold gemacht und die emsiden Enzelbilder, genau wie di
DAPI-Aufnahme zwischengespeichert. Uber den Befehl ,FRirben Overlay* wurden d
Bilder nacheiander aufgerufen und tber die Software, die Grafdelntensitat der nun et-

mals farbig erscheinenden Signale und des Hintedgsi eingestellt. Wenn dies fur jeder-

be geschehen war, liel3 sich Uber die Befehle ,RsjceStack Arithmetic* und ,Apply* in

Gesamtbild konstruieren, das neben der KernfarhD@dP1“ alle Farbsignale enthielt. Fu-

fig wurde zusatzlichgde Farbe einzeln auf dem D/Hintergrund dargestellt, was maa-

durch erreichte, dass man die Intensitat der dréeen Farbsignale auf il stellte. Uber die
Befehle ,Display” und ,Color Align“ bestand die Mbichkeit, Bilder zu erstellen, die n
rote und griine Signale zeigten. Auch darauf wundgimzelféallen zurtickgegriffe

FISH-Bild 1: Beispiel eines ch romosomal instabilen Tumors
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FISH-BIld 2: Beispiel einer chromosomal instabilen Tumor zelle

FISH-BIld 3: Einzelne Centromermarker in einer chromosoma | instabilen Tumorzelle
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2.2 Methoden

FISH-Bild 4: Beispiel von drei Normalgewe bszellen

FISH-Bild 5: Normalgewebe in der  Ubersicht
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2.2.4 PCR zum MSI-Nachweis
Als wichtigstes Vergleichsmaterial fur die mit FISk¢wonnen Ergebnisse beziiglich dem

Vorliegen einer Aneuploidie diente der durch PCRédudsuchung festgelegte Mikrosatelliten-
status. Von einem Grol3teil der Patienten lageredi@gebnisse bereits vor. Einige der Ana-
lysen mussten aufgrund widersprichlicher oder schmterpretierbarer Ergebnisse wieder-
holt werden. War bisher noch keine MSI-Analyse lgtiowurde sie nachtraglich erhoben.
Das praktische Vorgehen zur Ermittlung des MS-Statittels PCR war jedoch nicht Mittel-
punkt dieser Arbeit. Vielmehr galt es, die bereitsliegenden oder neu gewonnenen Daten

richtig zu interpretieren. Die Verfahrensweise si@shalb nur im Uberblick erlautert werden.

2.2.4.1 Praktisches Vorgehen

2.2.4.1.1 Reagenzien
* H,0 (Aqua dest)
* Methylenblau (ca. 0,01%)
*  DMSO (Dimethylsulfoxid)
* MgCl, (Magnesiumchlorid)
* 10x Rx Buffer

» dNTPs (Deoxynucleoside Triphosphate Set)
* Tag-Polymerase

* HiDi Formamid

* HD Rox 400 Standard

* Multimix (enth&lt Primer)

2.2.4.1.2 Untersuchungsmaterial

Ausgangsmaterial fir die Untersuchung sind archwiParaffinblocke, die routinemafig von
jedem Tumor angefertigt werden. Es werden je 3ffaeerschnitte von Normal- und Tu-

morgewebe bendtigt.

2.2.4.1.3 Mikrodissektion
Um die Abgrenzung von Kolongewebe und Bindegeweabalér Mikrodissektion zu erleich-

tern, wurden die Paraffinleerschnitte mit einerl@figen Methylenblaulésung angefarbt. An-
schlielend wurden die zu mikrodissezierenden Noeroral Karzinomgewebe unter dem Ste-

reomikroskop bei 40-facher VergroRerung betrachDetbei diente der angefertigte HE-
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Schnitt, auf welchem ein Pathologe die entspreohdteljion speziell gekennzeichnet hatte,

als direkter Vergleich. Mit Hilfe steriler Kanularfolgte die Mikrodissektion.

2.2.4.1.4 DNA-Isolierung

Es folgte die DNA-Isolierung und -Konzentrationgimasnung mit Hilfe eines 1,3%igen Aga-

rosegels oder einer photometrischen Messung. DidifiIPCR eingesetzte DNA-Menge be-
trug zwischen 100 und 150 ng.

2.2.4.1.5 MSI-PCR 1.Panel

Die Amplifikation der DNA erfolgte unter Verwendurglgender Primer, die im 1.Panel ent-

halten sind:

BAT 25-Up-6-FAM TCG GCT CCA AGAATG TAAGT

BAT 25-Down TCTGCATTT TAACTATGG CTC
BAT 26-Up-NED TGACTACTT TTG ACT TCA GCC
BAT 26-Down AAC CAT TCAACATTTTTAACCC
APC-Up ACT CAC TCT AGT GAT AAATCG
APC-Down-Hex AGC AGA TAA GAC AGT ATT ACT AGT T
D17S250-Up-NED (MFD15) GGA AGA ATC AAATAG ACA AT
D17S250-Down (MFD15) GCT GGC CAT ATATAT ATT TAAAC
D2S123-Up-FAM AAA CAG GAT GCC TGC CTT TA
D2S123-Down GGA CTT TCC ACC TAT GGG AC

Folgende Primer kbnnen zusatzlich eingesetzt werden

D18S61-Up AAC CAA CAT AAT ATAGCAATG G
D18S61-Down-Hex TTC GAACTT CGAACCACCC
TP53-ALS-Up-FAM TCG AGG AGG TTG CAG TAA GCG GA
TP53-ALS-Down AAC AGC TCC TTT AAT GGC AG

Die Endkonzentration dieser Primer im Multimix gy abhangig von der Amplifikationsef-
fizienz, zwischen 0,2 und 0,5 uM.
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Folgende Tabelle gibt einen Uberblick Giber die Zus@nsetzung des PCR- Ansatzes:

MM 1 fur 1 Reaktionen
i Endkonzentration Stammldsung
H>O 14,5
DMSO 1,5 5% 100%
MgCL, 1,8 1,5mM 25mM
10x Rx Buffer | 3,0 1x 10x
DNTPs 0,6 0,2mM 10mM
Multimix 3,0 1x 10x
Tag-Polymerase 0,6 0,1U/ul 5U/ul
Total 25,0
add 25,0 I MM to 5,0 pl template DNA

Es wurden je nach DNA-Konzentration (10-200 ngi+l)0 pl template DNA eingesetzt. Das
Gesamtvolumen wurde durch entsprechende ZugabkEl20rkonstant auf 30 pl gehalten.

Folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber das FRE&gramm: TD 60/50 35 Zyklen:

94°C 2 min

94°C 1 min

50°C-60°C| 1 min (10 Zyklen; pro Zyklus 1°C weniger
72°C 1 min

94°C 1 min

50°C 1 min (25 Zyklen)

72°C 1 min

72°C 8 min

2.2.4.1.6 Vorbereiten der Fragmentanalyse fir den Bl 3100/310
1pl des so gewonnenen PCR-Produktes wurde zusamim@&p| HiDi-Formamid und 0,7l
HD ROX 400 (Standard) 3 Minuten bei 94°C denattiied auf den Sequenzer geladen.
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2.2.4.1.7 Datenauswertung am Sequenzer

2.2 Methoden

Bei der Auswertung am ABI 3100/310 ist die Gro3d &iarbe des PCR-Produktes zu beach-

ten:

BAT 25 ca. 120 BP blau
BAT 26 ca. 120 BP schwarz
APC ca. 114-126 BP| griun
D17S250 | ca. 145 BP schwar
D2S123 ca. 210 BP blau
D18S61 ca. 220-230 BA  grun
TP53-ALS | ca. 140-155 BP| blau

2.2.4.1.8 MSI-PCR 2.Panel

Das 2. Panel besteht aus folgenden Primern, demelkoBzentrationen, abhangig von der

Amplifikationseffizienz, zwischen 0,2 und 0,5 uM Multimix liegen:

D13S153-Up AGCATT GTT TCATGT TGG TG
D13S153-Down-Hex CAG CAG TGA AGG TCT AAG CC
BAT 40-Down GTA GAG CAAGACCACCTT G

BAT 40-UP-FAM

ATT AAC TTC CTA CAC CAC AAC

Mycl1-Down

CCTTTT AAG CTG CAACAATTITC

Mycl1-Up-NED

TGG CGA GAC TCC ATC AAAG

D18S58-Down

GCA GGA AAT CGC AGG AACTT

D18S58-Up-FAM

GCTCCCGGCTGGTTTT

D10S197-Down

GTGATACTGTCCTCAGGTCTCC

D10S197-Up-Hex

ACC ACT GCACTT CAG GTG AC

Folgende Tabelle gibt einen Uberblick Giber die Zusensetzung des PCR-Ansatzes:

MM 1 fur 1 Reaktionen
i Endkonzentration Stammldsung

H>O 13,6

DMSO 1,5 5% 100%

MgCL;, 4,2 3,5mM 25mM

10x Rx Buffer | 3,0 1x 10x
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DNTPs 1,2 0,4mM 10mM
Multimix 0,6 1x 50x
Tag-Polymerase 0,9 0,15U/ul 5U/ul
Total 25,0
add 25,0 pl MM to 5,0 pl template DNA

Folgende Tabelle gibt einen Uberblick Gber das FRE&gramm: TD 60/50 35 Zyklen:

94°C 2 min

94°C 1 min

50°C-60°C|1 min (10 Zyklen; pro Zyklus 1°C weniger
72°C 1 min

94°C 1 min

50°C 1 min (25 Zyklen)

72°C 1 min

72°C 8 min

2.2.4.1.9 Vorbereitung der Fragmentanalyse fiir deABI 3100/310

1 pl des so gewonnenen PCR-Produktes wurde zusamim@®2 pl HiDi- Formamid und 0,7
pl HD ROX 400 (Standard) 3 Minuten bei 94°C denattund auf den Sequenzer geladen.

2.2.4.1.10 Datenauswertung am Sequenzer

Bei der Auswertung am ABI 3100/310 ist die Gro3d &arbe des PCR-Produktes zu beach-

ten:

D13S153 | ca. 220 BP grin
BAT 40 ca. 120 BP blau
Mycll ca. 160-175 BP| schwarz
D18S58 ca. 145-160 BP  blau
D10S197 | ca.162-170 BR grun

2.2.4.1.11 Einzel-PCR

Falls die Multimix-PCR kein brauchbares Ergebnefdite, wurden die Primer aus dem 1.

oder 2. Panel einzeln pipettiert.
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Folgende Tabelle gibt einen Uberblick Uber die Ausensetzung des dafiir verwendeten

PCR-Ansatzes:

MM 1 fur 1 Reaktionen
i Endkonzentration Stammldsung
H,O 17,2
DMSO 1,5 5% 100%
MgCL;, 1,8 1,5mM 25mM
10x Rx Buffer | 3,0 1x 10x
dNTPs 0,6 0,2mM 10mM
Primer 0,8 0,5uM 20uM
Tag-Polymerase 0,1 0,02U/ul 5U/ul
total 25,0
add 25,0 I MM to 5,0 ul template DNA

PCR-Programm fir Einzel-Primer, 1. Panel:

94°C | 2 min
94°C | 1 min
55°C | 1 min (45 Zyklen)
72°C | 1 min

PCR-Programm fir Einzel-Primer, 2. Panel:

94°C 2 min

94°C 1 min

50°C-60°C| 1 min (10 Zyklen; pro Zyklus 1°C weniger
72°C 1 min

94°C 1 min

50°C 1 min (25 Zyklen)

72°C 1 min

72°C 8 min
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2.2.4.2 Befunden der PCR-Ergebnisse
Die Interpretation der PCR-Ergebnisse erfolgte durgei verschiedene Personen.

Widerspruchliche oder unklare Befunde wurden gesasm diskutiert und erforderten bei
bleibenden Zweifeln eine Wiederholung der PCR edexeines oder beider Panel, eine zu-
satzliche Einzel-PCR oder in Ausnahmefallen eingen@NA-Isolation. Bei der Auswertung
galten folgende Regeln:

* Um eine Aussage Uber den MS-Status eines Tumorkenazu kdnnen, wurde jedes
Karzinom mit dem dazugehdrigen Normalgewebe vdrglhc Die beiden Kurven wa-
ren auf dem Ausdruck des Sequenzers fur jeden Markiereinander aufgetragen,
was den direkten Vergleich erlaubte.

* Die Paare aus Normalgewebe und Tumor der versaead€rimer waren nacheinan-
der auf den Ausdrucken aufgelistet. So konnterettizelnen Marker nacheinander in-
terpretiert werden.

* Um untereinander vergleichbare Ergebnisse zu emmalurde jeder Marker eindeutig
interpretiert, indem ihm eine bestimmt Zahl zugeetdvurde.

+ 0" stand fur MSS mit 2 Allelen und damit fur ein@mformativen Befund: Normal-
gewebe und Tumor zeigten des gleich Allelbild;raten keine anderen Peaks auf.

e 1" stand fir MSI: Im Tumor traten neue Muster adfe im korrespondierenden
Normalgewebe fehlten.

o 2" stand fur LOH: Die Hohendifferenz der beidenled im Tumor und Normalge-
webe hatte sich verandert, was fur den Verlustseiikes spricht. Meist waren LOHs
bereits mit bloiem Auge erkennbar. In Fallen, deniger eindeutig waren, konnte
man eine Berechnung durchfiihren: Man bildete deoti®uten aus dem GrolRenver-
haltnis der beiden Allele im Normalgewebe und derdf38nverhaltnis der beiden Al-
lele im Tumor. Ergab sich dabei ein Wert kleinds 6¢der gréf3er 2 wurde das Ergeb-
nis als LOH gewertet. Teilweise ergaben sich greamtige Befunde wie z. B. der
Wert 0,6 oder 1,9. In solchen Féllen wurde einé' gg%kumentiert und der berechnete
Wert separat vermerkt.

o 3" stand fur MSS mit einem Allel und galt damitzimglich eines LOH als nicht in-
formativ. Eine Mikrosatelliteninstabilitdt kann dubei Markern festgestellt werden,
die nur ein Allel darstellen.

« ,nd“ bedeutete, dass keine Interpretation der Bnggsie mdglich war. In Ausnahme-
fallen konnte keine PCR durchgefuhrt werden, da&dédNA mehr vorhanden war.

Ziel war es jedoch, so selten wie moglich einedate Interpretationsmaoglichkeit zu
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belassen. Schliellich konnten von jedem Tumor a&s¥ed viele Marker ausgewertet
werden, so dass sich in jedem Fall eine eindedtigesage bezlglich des Mikrosatel-
litenstatus treffen liel3.

» Die Zahlen wurden zuerst per Hand in einer vorgigfien Tabelle und spéter in einer

Excel-Tabelle dokumentiert.

2.2.5 Immunhistologie der Mismatchrepairgene

Eine weitere Methode, die vor allem bei MSI-Tumosgne wichtige Rolle spielt, ist die
immunhistochemische Untersuchung der Proteinexjorester Mismatchrepairgene hMLH1,
hMSH2 und hMSH6. Von einem Grof3teil der mit FISHarsuchten Karzinome standen da-
raus gewonnene Daten zur Verfigung.
Dafur wurden drei Paraffinleerschnitte jedes Tummeadtigt. Die immunhistologische Far-
bung erfolgte maschinell am Ventana-Gerat. Dazwemifolgende Antikdrper verwendet:

* MLH1-Antikérper: Isotype: Mouse IgG; Verdunnung7%; Aufbewahrung: -20°C

* MSH2-Antikorper: Isotype: Mouse IgG; Verdinnungl1Q0; Aufbewahrung: Kihl-

schrank
*  MSHG6-Antikorper: Isotype: Mouse IgG; Verdinnungl30; Aufbewahrung: -20°C

2.2.6 Molekularbiologische Daten

Die Expression von Maspin im Zellkern war bei ein€eil der Tumoren bereits in vorausge-
gangenen Arbeiten ermittelt worden (Dietmaier et2006). Mittels Immunhistochemie wur-
de die Maspin-Protein-Expression im Zellkern uniehd. Als ,Maspin“-positiv wurde ein
Tumor dann gewertet, wenn mindestens 10% der Zellmndeutliche Farbung zeigten.
Ebenso lagen von einem Teil der Falle Ergebnisse zGQIMP-Pathway" vor. ,CIMP-
negative“-Tumoren zeigten keine Methylierung odesximal eine Genmethylierung von
,CpG islands” des MLH1-Promoters, ,,CIMP-positivetsihoren hatten dagegen mehr als ein
methyliertes Gen (Bettstetter et al., 2007).

Des Weiteren lagen Daten zur Akkumulation von @it im Zellkern vor. Unterschieden
wurde zwischen einer Akkumulation von 1%, 290% und >70%.

Auch das Vorhandensein oder Fehlen einer Promotbgierung von hMLH1, p14, p15 und
pl16 wurde mit in die Auswertung einbezogen.

Auf die Beschreibung der praktischen Durchfiihrung Ermittlung der oben genannten Da-

ten wird verzichtet, da diese aus vorausgegangansgiten entnommen wurden.
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2.3 Statistische Auswertung

Die statistische und graphische Datenanalyse eefoigt SPSS. Als Signifikanztest wurde
der zweiseitige exakte Test nach Fisher verweridas. Ergebnis galt als statistisch signifi-
kant bei p-Werten <0,05.

3. Ergebnisse

3.1 Patientengut

Es wurden kolorektale Karzinome von insgesamt Sie®@n untersucht. Davon waren 28
(56%) MSS- und 22 (44%) MSI-Tumoren.

Die klinisch-pathologischen Parameter waren beidemoren wie folgt verteilt:

Tumorstadium

Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giltig T1 3 6,0 6,1 6,1
T2 9 18,0 18,4 24,5
T3 26 52,0 53,1 77,6
T4 11 22,0 22,4 100,0
Gesamt 49 98,0 100,0
Fehlend  System 1 2,0
Gesamt 50 100,0
Tab. 3: Verteilung des Primartumor-Stadiums (T1-T4)
N-Status
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giltig 0 26 52,0 53,1 53,1
1 9 18,0 18,4 71,4
2 14 28,0 28,6 100,0
Gesamt 49 98,0 100,0
Fehlend System 1 2,0
Gesamt 50 100,0

Tab. 4: Verteilung des Lymphknoten-Status (NO-N2)
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Lokalisation

Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gultig rechts 24 48,0 49,0 49,0
transversum 2 4.0 4,1 53,1
C. descendens,
Sigma, Rektum 23 46,0 46,9 100,0
Gesamt 49 98,0 100,0
Fehlend System 1 2,0
Gesamt 50 100,0
Tab. 5: Verteilung der Tumorlokalisation (rechts, C  .transversum, links)
Grading
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Glltig G2 26 52,0 52,0 52,0
G3 24 48,0 48,0 100,0
Gesamt 50 100,0 100,0
Tab. 6: Verteilung des Tumorgradings (G2, G3)
Alter > 60
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gililtig nein 19 38,0 38,0 38,0
ja 31 62,0 62,0 100,0
Gesamt 50 100,0 100,0
Tab. 7: Verteilung des Patientenalters (<60J; >60J)
Geschlecht
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gililtig "m" 29 58,0 58,0 58,0
"w 21 42,0 42,0 100,0
Gesamt 50 100,0 100,0
Tab. 8: Verteilung des Geschlechts (m, w)
OS Status
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Glltig  lebt 32 64,0 64,0 64,0
verstorben 18 36,0 36,0 100,0
Gesamt 50 100,0 100,0
Tab. 9: Verteilung des Uberlebensstatus (lebt, vers  torben)

3.2 Definition der CIN




3. Ergebnisse 3.2 Definition der CIN

Um die 50 kolorektalen Karzinome hinsichtlich ingemetischen Instabilitéat differenzieren zu

kénnen, galt es zuerst, die Definition der chronmagien Instabilitat (CIN) festzulegen.

3.2.1 Definition der CIN im Normalgewebe

Als Vergleich wurden sechs Proben Normalgewebersmtat. Hier wurden je 200 Zellen
ausgewertet, so dass insgesamt 1200 gesunde delanTumorgewebe gegentbergestellt
werden konnten. Es wurden sowohl die Einzelprobiemach die 1200 Zellen insgesamt ana-
lysiert.

Von jedem Centromer (CEP3, CEP7, CEP17) sowie voku& 9p21 wurde die Zahl an Sig-
nalen pro Zellkern gezahlt. Aus einer Gesamtzahl 200 Zellen wurden dann Mittelwert
und Standardabweichung berechnet. Dabei ergabefoiende Werte:

MW CEP7 |SD CEP7 MW CEP3 |SD CEP3 |MW CEP17 |SD CEP17
2,01416667 |0,23596406 |2,07416667 |0,31688534 |2,01

Tab. 10: Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (SD)
(bezogen auf 1200 Normalzellen)

MW 9p21 |SD 9p21
0,26132402 1,925 0,44295053

fur jedes Centromer und 9p21 im Normalgewebe

AulRerdem wurde fur jeden Marker in jeder Einzezédistgelegt, ob ein ,CIN-Event®, also

eine chromosomale Alteration, vorlag oder nichteDgalt als erfiillt, wenn die Anzahl der
Signale pro Zelle grol3er als zwei war. Der prozaletdnteil an Zellen mit einem positiven

»CIN-Event* bezogen auf 1200 Zellen lag bei densebiedenen Centromeren im Normalge-
webe bei folgenden Werten:

% Zellen % Zellen % Zellen
CEP7 CIN CEP3 CIN CEP17 CIN
event event event
2,83333333 18,3333 3,25

Tab. 11: Prozent an Zellen mit einem positiven ,,CIN-
gen auf 1200 Normalzellen)

Event" im Normalgewebe fir jedes Centromer (bezo-

Bei 9p21 beurteilte man den prozentualen AnteilZaflen mit einem ,LOH-Event”. Dazu
wurde in jeder einzelnen Zelle der Mittelwert aas &Gignalzahlen der drei Centromermarker
berechnet. Dann wurde die Differenz aus diesemeMidrt und der Signalzahl von 9p21 in
jeder Zelle gebildet. War der damit errechnete Wett dann lag in dieser Zelle ein 9p21-
LOH vor. 2,00 % der insgesamt 1200 Normalzellenemaginen ,LOH-Event".
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3. Ergebnisse 3.2 Definition der CIN

3.2.2 Definition der CIN im Tumorgewebe

Um das Tumorgewebe mit dem Normalgewebe vergleiadoekbnnen, wurden hier analoge
Definitionen fur die chromosomale Instabilitdt hegazogen und in Bezug zu den Ergebnis-
sen im Normalgewebe gesetzt.

Auch bei den Karzinomen wurden von jedem Centro(@&P3, CEP7, CEP17) sowie von
9p21 Mittelwert und Standardabweichung der Sigrdlpeo Zelle bestimmt. Folgende Tabel-
le gibt einen Uberblick (iber die Mittelwerte im Targewebe:
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Tab.12: Mittelwerte der Signalzahl von CEP3, CEP7, CEP17 und 9p21 bei den einzelnen Tumoren

ID CEP3 CEP7 CEP17 9p21
MW MW MW MW

1 2,26 2,69 2,20 1,80
2 2,28 2,12 2,12 2,09
3 2,24 2,04 1,97 191
4 2,67 2,12 2,05 2,16
5 2,13 2,04 2,01 2,01
6 2,48 2,01 1,99 1,82
7 2,09 2,15 2,30 2,03
8 2,19 2,01 1,98 2,03
9 2,17 2,04 2,14 1,88
10 2,22 2,07 2,02 1,38
11 2,14 2,03 2,16 2,04
12 2,17 2,02 2,07 1,89
13 2,40 2,33 2,39 2,26
14 2,48 2,09 2,01 1,76
15 2,06 2,07 2,07 1,84
16 2,07 2,74 2,00 2,12
17 3,23 3,23 3,23 3,07
18 2,08 2,01 1,97 2,06
19 2,68 2,74 2,34 2,36
20 2,62 2,39 2,41 1,96
21 2,31 3,44 2,50 2,60
22 2,29 2,09 2,07 2,04
23 2,21 2,40 2,01 2,07
24 2,75 2,27 2,28 2,24
25 2,63 2,18 2,06 2,14
26 3,13 4,02 3,85 3,45
27 3,01 2,69 2,45 2,43
28 4,05 5,34 3,92 4,02
29 2,32 2,72 2,11 2,12
30 2,19 2,46 1,99 2,07
31 3,49 3,86 3,27 1,82
32 3,04 4,24 2,85 1,33
33 3,07 3,67 3,71 2,97
34 3,28 3,97 3,04 2,25
35 2,97 2,93 2,32 2,07
36 3,55 2,21 3,38 3,03
37 2,52 3,29 2,43 2,30
38 4,01 5,76 4,12 2,57
39 3,08 3,97 3,48 2,44
40 2,96 2,08 2,01 2,00
41 2,03 2,44 1,96 2,03
42 2,71 2,50 2,58 2,18
43 2,18 2,12 2,07 1,76
44 2,93 3,12 2,61 2,92
45 2,26 2,30 2,27 2,12
46 2,23 2,11 2,18 1,68
47 3,01 2,50 2,33 2,33
48 3,95 4,42 3,32 2,51
49 2,09 2,07 2,06 1,53
50 3,47 4,87 3,58 3,29
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3. Ergebnisse 3.2 Definition der CIN

Fur jeden der 50 Tumore sowie flur die sechs Noreveddpe wurde der prozentuale Anteil an
alterierten Zellen ermittelt. Dazu wurde die Sigadl fir jedes der drei Centromere in jeder
Zelle bestimmt. Lag diese Uber zwei galt dies &#\;Event‘. So wurde festgelegt, ob in
einer Zelle auf einem oder mehreren der Centromdenaein ,,CIN-Event* vorlag. Die so
ermittelte Zahl an Zellen mit mindestens einem ,HXent“ wurde durch die insgesamt pro
Tumor ausgewertete Zellzahl geteilt und man erlseltiir jeden Tumor die Prozentzahl alte-
rierter Zellen. Bei den sechs Normalgeweben wuildatisch verfahren.

Boxplot Boxplot

100,007 100,007

75,00 75,00

%alt.Zellen

50,007 50,007

%alt.Zellen

25,007 25,007

226 n=50 226 n=28 n=22

N Tu N MSS-Tu MSI-Tu
Abb.1: Vergleich % alt. Zellen in 6 Normal- Abb.2: Vergleich % alt. Zellen in 6 Normal-
geweben und 50 Tumorgeweben geweben, 28 MSS- und 22 MSI-Tumor en

Die Kastengrafiken (Abb.1 und 2) machen deutlichssdder prozentuale Anteil alterierter
Zellen im Normalgewebe deutlich kleiner ist als Tmmorgewebe. Der Median, dargestellt
als durchgehender Strich in der Box, betragt imm\adgewebe 12,75% und im Tumorgewebe
59,06%.

Die Box, die dem Bereich entspricht, in dem dietlerién 50 % der Daten liegen, ist im Tu-
morgewebe deutlich groRer. Die Werte, die aul3ertlatbBox liegen und durch die ,Whis-

ker* dargestellt werden, zeigen wie unterschiedteln prozentuale Anteil an alterierten Zel-
len bei den einzelnen Tumoren ist (zwischen 11,%5% 100%) und wie klein dieser Bereich
im Normalgewebe ist (zwischen 6,5% und 15,00%).

In Abb.2 werden zusétzlich MSS- und MSI-Tumore tstthieden. Bereits hier wird deutlich,

dass auch MSI-Tumore alterierte Zellen haben, wargh im Durchschnitt weniger ausge-
pragt als MSS-Tumoren (vgl. die jeweiligen Mediaran 38,34% bei den MSI-Tumoren

bzw. 81,5% bei den MSS-Tumoren). Allerdings scheiBenzelfalle zum Teil deutlich alte-

riert zu sein (vgl. oberer ,Whisker* der MSI-Tu-Boentsprechend einer Alteration von

82,50% der Zellen dieses Tumors).
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3. Ergebnisse 3.2 Definition der CIN

Es wurden drei Gruppen von Tumoren unterschiedemziKome, die keine chromosomale
Instabilitat zeigten (,CIN-negativ®), solchen miegnger chromosomaler Instabilitat (,CIN-
low") und solche mit hoher chromosomaler Insta#ilig, CIN-high*). Wie die Zuordnung zu
den verschiedenen Gruppen erfolgte, wird nun exfiut

Es wurden zwei verschiedene Anhaltspunkte verfolgt.

Zum Einen wurde der Mittelwert der gezahlten Signalo Zelle fir jedes Centromer in je-
dem Tumor berechnet. Ebenso wurden Mittelwert und sowie zweifache Standardabwei-
chung fur jedes Centromer im Normalgewebe bestimmit.

Ein ,CIN-Event” lag vor, wenn der berechnete Mittett fir die Signalzahl eines Centromers
im Tumor aul3erhalb des Bereiches Mittelwert im Nalgewebe +/- einfache Standardab-
weichung lag. Vergleichend wurde eine zweite D&bni herangezogen, laut der der Mittel-
wert fur die Signalzahl eines Centromers im TumaRexhalb des Bereiches Mittelwert im
Normalgewebe +/- zweifache Standardabweichung lag.

,CIN-negative“-Tumoren erfillten fir keinen der d@entromermarker die genannte Defini-
tion eines ,CIN-Events®, ,CIN-low*-Tumoren erfillle sie bei genau einem
Centromermarker und ,CIN-high“-Tumoren bei zwei pdeei Centromermarker. Folgende
Tabellen geben einen Uberblick tber die Verteilaisy Tumorgruppen abhangig von der

gewahlten Definition:

Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gultig  CIN-neg. 14 28,0 28,0 28,0
CIN-low 13 26,0 26,0 54,0
CIN-high 23 46,0 46,0 100,0
Gesamt 50 100,0 100,0
Tab. 13: Verteilung der CIN-Tumorgruppen bei der Def . CEPsMWert>1xSD
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gultig  CIN-neg. 25 50,0 50,0 50,0
CIN-low 8 16,0 16,0 66,0
CIN-high 17 34,0 34,0 100,0
Gesamt 50 100,0 100,0

Tab. 14: Verteilung der CIN-Tumorgruppen bei der Def . CEPsMWert>2xSD

Der zweite Ansatzpunkt war folgender: Im Normalgbeevurde fir jeden Centromermarker

der prozentuale Anteil an Zellen ermittelt, die mals zwei Signale aufwiesen (vgl. Tab.11).
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3. Ergebnisse 3.2 Definition der CIN

Auch bei den Tumoren wurde der prozentuale AnteiZallen mit mehr als zwei Signalen fur
jeden Centromermarker ermittelt, was wiederum &l&N;Event” bezeichnet wurde.
»CIN-positiv* auf dem jeweiligen Centromer war €llumor dann, wenn der prozentuale An-
teil an Zellen mit mehr als zwei Signalen zweimalgsol3 war wie im Normalgewebe. Um
die ,beste” ,CIN-Definition* zu finden, wurde audatie Verteilung der verschiedenen Grup-
pen ermittelt, wenn man als Bedingung stellte, d@sgprozentuale Anteil an Zellen mit mehr
als zwei Signalen dreimal und viermal so grol3 saiisste wie im Normalgewebe.

Ein Tumor wurde als ,CIN-negativ* bezeichnet, wehai keinem der drei Centromere
(CEP3, CEP7, CEP17) der prozentuale Wert der Zetidralterierter Centromerenzahl im
Tumorgewebe Uber dem zwei-, drei-, bzw. vierfacéart des prozentualen Anteils der alte-
rierten Zellen im Normalgewebe lag.

,CIN-low“-Karzinome zeigten bei genau einem deridCentromere eine Instabilitat laut der
oben genannten Definition und ,,CIN-high“-Tumoren be&ei oder drei Centromeren.
Folgende Tabellen sollen wieder einen Uberblickrighe Verteilung in die drei Tumorgrup-

pen abhangig von der gewahlten Definition geben:

Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gultig  CIN-neg. 2 4,0 4.0 4.0
CIN-low 7 14,0 14,0 18,0
CIN-high 41 82,0 82,0 100,0
Gesamt 50 100,0 100,0

Tab. 15: Verteilung der CIN-Tumorgruppen bei der Def

. %Zellen CEPs>2x%NG

Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gultig  CIN-neg. 7 14,0 14,0 14,0
CIN-low 11 22,0 22,0 36,0
CIN-high 32 64,0 64,0 100,0
Gesamt 50 100,0 100,0

Tab. 16: Verteilung der CIN-Tumorgruppen bei der Def

. %Zellen CEPs>3x%NG

Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gultig  CIN-neg. 10 20,0 20,0 20,0
CIN-low 12 24,0 24,0 44,0
CIN-high 28 56,0 56,0 100,0
Gesamt 50 100,0 100,0

Tab. 17: Verteilung der CIN-Tumorgruppen bei der Def

. %Zellen CEPs>4x%NG

50



3. Ergebnisse 3.2 Definition der CIN

Fur die endgultige Auswertung wurden nur zwei danffbeschriebenen Definitionen fir
chromosomale Instabilitat verwendet:

1. Eine chromosomale Instabilitat lag vor, wenn loerechnete Mittelwert fir die Signalzahl
eines Centromers pro Zelle im Tumor aul3erhalb desihes Mittelwert im Normalgewebe
+/- einfache Standardabweichung lag.

2. Eine chromosomale Instabilitat lag vor, wenreinem Tumor der prozentuale Anteil an
Zellen mit mehr als zwei Signalen fir ein oder m€kntromere viermal so grold war wie im
Normalgewebe.

Die Verteilung der oben genannten ,CIN-Gruppen“gzeiuf, dass diese Definitionen am
sinnvollsten sind. Wirde man alle Tumoren als ,@iditiv‘ bezeichnen, deren prozentualer
Anteil alterierter Zellen zweimal grof3er ist als Mormalgewebe (vgl. Tab.15), hatte man
durch die knappe Wahl des ,Normalbereiches” zueviehmoren, die als ,,CIN-high” (82%)
klassifiziert wirden und nur 4% waren dann ,CIN-aig’. Wirde man andererseits einen
Tumor nur dann als ,,CIN-positiv‘ bezeichnen, werar Mittelwert aul3erhalb des Bereiches
Mittelwert im Normalgewebe +/- zweifache Standardeizhung liegt, wirden 50% Karzi-
nome als ,CIN-negativ* gelten (vgl. Tab.14), wedrd,Normalbereich* zu weit gewéhlt wa-
re.

Folgende Grafiken zeigen die prozentuale Verteilattgrierter Zellen innerhalb den ver-

schiedenen ,,CIN-Gruppen® je nach verwendeter Dadini

Boxplot Boxplot
100,007 100,00
75,00 75,00
c c
K °
T T
N N
§ 50,00 § 50,00
25,00 25,007
nge n=14 n=23 n=13 nie n=10 n=28 n=12
T T T T T T T T
N CIN-negativ CIN-high  CIN-low N CIN-negativ  CIN-high  CIN-low
Abb.3: % alt. Zellen in 6 Normal- und 50 Abb.4: % alt. Zellen in 6 Norma |- und 50
Tumorgeweben (bei CIN-Def.MWert>1xSD) Tumorgeweben (bei CIN-Def.%Zellen> 4x%NG)
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Boxplot
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%alt.Zellen
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Tumorgeteben (bel CIN-Der MWeI2XSD)
Der vierte Marker p16(9p21) spielte in der CIN-Déion keine Rolle. Hier wurde zwar
ebenfalls ermittelt, ob der Mittelwert der gezahlg&ignale im Tumor innerhalb des Bereiches
Mittelwert im Normalgewebe +/- ein- bzw. zweifacBeandardabweichung lag, wichtiger war
jedoch, analog zum Normalgewebe, die prozentualealinder Zellen mit einem ,LOH-
Event” im Vergleich zum Normalgewebe.
Dazu wurde von 1200 Normalzellen die Signalzahl pd6(9p21) im Zellkern ermittelt. Aus
der Signalzahl der drei CEPs wurde der Mittelwetilglet. Dann wurde die Differenz aus
diesem Mittelwert und der absoluten Signalzahl pd6(9p21) gezogen. Ein ,LOH-Event*
lag definitionsgemal dann vor, wenn diese Differeriz war. Daraus ermittelte man dann
den prozentualen Anteil der ,LOH-Events® im Normalgebe insgesamt. Dieser lag bei 2%.
Genau identisch wurde mit jedem der Tumoren veelahso dass man am Ende fir jeden
Tumor einen prozentualen Anteil an Zellen mit ,L@xents” hatte.
Beide Werte wurden zueinander in Verbindung gesetat ein ,LOH-Event* auf dem
p16(9p21)-Gen lag definitionsgemaf dann vor, wesmpdozentuale Anteil an LOHs im Tu-
morgewebe Uber dem vierfachen Wert des prozentdaiégils der LOHs im Normalgewebe
lag. Hatte man dagegen bereits dann von einemiyaasiil OH-Event” gesprochen, wenn der
prozentuale Anteil an LOHs im Tumorgewebe Uber derai- bzw. dreifachen Wert im Ver-
gleich zum Normalgewebe lag, wéaren zu viele Kanziadalsch positiv flr einen tatsachli-
chen ,LOH-Event” gewesen.
Eine homozygote pl16(9p21)-Deletion lag dann vommv&ein Signal im Zellkern gezahlt
werden konnte. Auch hier wurde bei allen Norma&eléowie in jedem Tumor der prozen-
tuale Anteil an Zellen ermittelt, die eine homozigyp16-Deletion aufwiesen. Im Normalge-

webe lag der Anteil bei 3,8%. Beide Prozentwerteden wiederum zueinander in Verbin-
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3.3 CIN in Korrelation mit klinisch-pathologisch&arametern

dung gesetzt und eine homozygote p16-Deletion tagwenn der prozentuale Anteil im Tu-

mor utber dem vierfachen Wert des prozentualen Bnitai Normalgewebe lag.

3.3 CIN in Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern

Mit beiden oben genannten CIN-Definitionen wurdeneeiKorrelation mit klinisch-

pathologischen Parametern durchgefihrt.

Folgende Kriterien wurden bzgl. ihrer Beziehung zromosomalen Instabilitdt gepruift:

Tumorstadium, Lymphknotenbefall, Tumorlokalisati@ifferenzierungsgrad, Alter und Ge-

schlecht der Patienten sowie Uberlebensrate.

Tab.18: CIN-Status’ in Korrelation zu klinisch-pathologischen Parametern

Tu ges. CIN-neg Tu CIN-low Tu CIN-high Tu
n % n % n % n % p
Tu-Stadium’ 49 100,00% 13 26,53% 13 26,53% 23 46,94% 0,750
T1 3 6,12% 1 2,04% 0 0,00% 2 4,08%
T2 9 18,37% 2 4,08% 4 8,16% 3 6,12%
T3 26 53,06% 6 12,24% 6 12,24% 14 28,57%
T4 11 22,45% 4 8,16% 3 6,12% 4 8,16%
N-Status’ 49 100,00% 13 26,53% 13 26,53% 23 46,94% 0,042
NO 26 53,06% 9 18,37% 3 6,12% 14 28,57%
N1 9 18,37% 1 2,04% 6 12,24% 2 4,08%
N2 14 28,57% 3 6,12% 4 8,16% 7 14,29%
Tu-Lokalisation 49 100,00% 14 28,57% 13 26,53% 22 44,90% 0,450
proximal 24 48,98% 5 10,20% 9 18,37% 10 20,41%
C. transversum 2 4,08% 1 2,04% 0 0,00% 1 2,04%
distal 23 46,94% 8 16,33% 4 8,16% 11 22,45%
Grading 50 100,00% 14 28,00% 13 26,00% 23 46,00% 0,339
G2 26 52,00% 5 10,00% 7 14,00% 14 28,00%
G3 24 48,00% 9 18,00% 6 12,00% 9 18,00%
Alter 50 100,00% 14 28,00% 13 26,00% 23 46,00% 0,142
<60J 19 38,00% 4 8,00% 8 16,00% 7 14,00%
>60) 31 62,00% 10 20,00% 5 10,00% 16 32,00%
Geschlecht 50 100,00% 14 28,00% 13 26,00% 23 46,00% 0,151
m 29 58,00% 5 10,00% 9 18,00% 15 30,00%
w 21 42,00% 9 18,00% 4 8,00% 8 16,00%
Uberleben 50 100,00% 14 28,00% 13 26,00% 23 46,00% 1,000
lebt 32 64,00% 9 18,00% 8 16,00% 15 30,00%
verstorben 18 36,00% 5 10,00% 5 10,00% 8 16,00%
Uberlebensrate 50 100,00% 14 28,00% 13 26,00% 23 46,00% 0,929
>36 Monate 33 66,00% 10 20,00% 8 16,00% 15 30,00%
<=36 Monate 17 34,00% 4 8,00% 5 10,00% 8 16,00%

'CIN-Status(CEPsMWert>1xSD); nach UICC
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Tab.19: CIN-Status” in Korrelation zu klinisch-pathologischen Parametern

Tu ges. CIN-neg Tu CIN-low Tu CIN-high Tu
n % n % n % n % p
Tu-Stadium’ 49 100,00% 10 20,41% 11 22,45% 28 57,14% 0,820
T1 3 6,12% 0 0,00% 1 2,04% 2 4,08%
T2 9 18,37% 2 4,08% 2 4,08% 5 10,20%
T3 26 53,06% 4 8,16% 6 12,24% 16 32,65%
T4 11 22,45% 4 8,16% 2 4,08% 5 10,20%
N-Status’ 49 100,00% 10 20,41% 11 22,45% 28 57,14% 0,126
NO 26 53,06% 7 14,29% 4 8,16% 15 30,61%
N1 9 18,37% 0 0,00% 5 10,20% 4 8,16%
N2 14 28,57% 3 6,12% 2 4,08% 9 18,37%
Tu-Lokalisation 49 100,00% 10 20,41% 12 24,49% 27 55,10% 0,753
proximal 24 48,98% 4 8,16% 7 14,29% 13 26,53%
C. transversum 2 4,08% 1 2,04% 0 0,00% 1 2,04%
distal 23 46,94% 5 10,20% 5 10,20% 13 26,53%
Grading 50 100,00% 10 20,00% 12 24,00% 28 56,00% 0,129
G2 26 52,00% 3 6,00% 5 10,00% 18 36,00%
G3 24 48,00% 7 14,00% 7 14,00% 10 20,00%
Alter 50 100,00% 10 20,00% 12 24,00% 28 56,00% 0,279
<60)J 19 38,00% 3 6,00% 7 14,00% 9 18,00%
>60) 31 62,00% 7 14,00% 5 10,00% 19 38,00%
Geschlecht 50 100,00% 10 20,00% 12 24,00% 28 56,00% 0,122
m 29 58,00% 3 6,00% 7 14,00% 19 38,00%
w 21 42,00% 7 14,00% 5 10,00% 9 18,00%
Uberleben 50 100,00% 10 20,00% 12 24,00% 28 56,00% 0,785
lebt 32 64,00% 6 12,00% 7 14,00% 19 38,00%
verstorben 18 36,00% 4 8,00% 5 10,00% 9 18,00%
Uberlebensrate 50 100,00% 10 20,00% 12 24,00% 28 56,00% 0,848
>36 Monate 33 66,00% 7 14,00% 7 14,00% 19 38,00%
<=36 Monate 17 34,00% 3 6,00% 5 10,00% 9 18,00%

'CIN-Status(%ZellenCEPs>4x%NG); “nach UICC

3.3.1 CIN und Tumorstadium

Das Tumorstadium (pT) war bei 49 von 50 Patientgtahnt. Insgesamt zeigte sich ein deut-

liches Uberwiegen der Karzinome im Stadium pT3\@6 49=53,06%) bei allen drei Grup-
pen von Tumoren. Es konnte kein statistisch sikmifier Zusammenhang zwischen dem Tu-

morstadium und der chromosomalen Instabilitat eetbverden.

3.3.2 CIN und Lymphknotenbefall
Daten Uber den N-Status lagen ebenfalls bei 495@Ratienten vor. Der Grof3teil der unter-

suchten Karzinome war nodal negativ (NO: 26 von5866%). Es zeigte sich ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen dem ,CIN-Statusl dem Lymphknotenbefall fur
die Definition ,CIN-Status (CEPsMWert>1xSD)* (CINt&8us (CEPsMWert>1xSD)*N-
Status, p=0,042). Bei ,CIN-negativ* und ,CIN-higlitberwogen NO- und N2-Tumoren; bei
,CIN-low* kamen am haufigsten N1-Tumoren vor, wedchei den anderen am seltensten
waren. Dieser Zusammenhang zwischen ,CIN-low“-Tuemound N1 bestatigte sich auch,

wenn man nur ,,CIN-low“-Tumoren mit nicht ,CIN-low;-also mit allen ,,CIN-negativ*- und
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,CIN-high“-Tumoren insgesamt verglich (CIN-low (CEMWert>1xSD)*N-Status,
p=0,006).

14 N-Status 25| N-Status
E NO H NO
B N1 W NL
12 O N2 0 N2

20—

10—

Anzahl
Anzahl

CIN-neg. CIN-low CIN-high kein CIN- low CIN-low
CIN-Status (CEPs MWert>1xSD) CIN-low (CEPs MWert>1xSD)
Abb.6: Korrelation zwischen chromosomaler Abb.7: Korrelation zwis chen CIN-low-Tu und
Instabilitat und Lymphkontenbefall, p=0,0 42 Lymphknotenbef all, p=0,006

3.3.3 CIN und Tumorlokalisation

Die Tumorlokalisation wurde bei 49 von 50 Fallemwertet. Aufgrund eines synchronen
Tumors, traten bei einem Fall sowohl eine proxinadéeauch eine distale Lokalisation auf, so
dass dieser bei der Auswertung vernachlassigt w@deomosomal instabile Tumoren vom
»CIN-low"-Typ waren im Vergleich mit den anderen morgruppen haufiger im proximalen

Kolon lokalisiert. Dieser Zusammenhang war stats$tinicht signifikant.

3.3.4 CIN und Differenzierungsqgrad

Chromosomal instabile Tumore wiesen einen hdoherafferBnzierungsgrad auf als
chromosomal stabile Tumore, wobei auch dieser Zosamhang statistisch nicht signifikant
war. So zeigten ,CIN-high“-Tumoren (berwiegend e®2-Grading, ,CIN-negative®-

Karzinome waren haufiger G3-Tumoren und ,,CIN-lowdshoren lagen von der Verteilung

des Differenzierungsgrads her dazwischen.
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Anzahl
Anzahl

CIN-neg CIN-low CIN-high Kein CIN-high CIN-high
CIN-Status (CEPs MWert>1xSD)

CIN-high (%Zellen CEPs>4x%NG)

Abb.8: Korrelation zwischen chromosomaler

Abb.9: Korrelation zw ischen CIN-high-Tu
Instabilitat und Grading, p=0,339

und Grading, p=0,086

3.3.5 CIN und Alter

Die Patienten wurden in zwei Altersgruppen eindetg nachdem, ob sie zum Operations-
zeitpunkt alter oder junger als 60 Jahre waren.,EIN-low“-Tumore zeigte sich, dass diese
haufiger bei jungeren Patienten unter 60 Jahrekawvoen. Dieser Zusammenhang war jedoch

nur bei der Definition ,CIN-Status (CEPs MWert>1xB[Qrenzwertig statistisch signifikant
(CIN-low (CEPsMWert>1xSD)*Pat.-alter, p=0,054).

30 Alter > 60 20 Alter > 60
B nein W nein
Hja

| ja

Anzahl
Anzahl

kein CIN-low CIN-low

CIN-negativ CIN-low CIN-high
CIN-low (CEPs MWert>1xSD) CIN-Status (CEPs MWert>1xSD)

Abb.10: Korrelation zwischen CIN-low-Tu Abb.11: Korrelatio n zwischen CIN-Status
und Patientenalter, p=0,054 und Patientenalter, p=0,142
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3.3.6 CIN und Geschlecht

»CIN-positive“-Tumoren korrelierten positiv mit demméannlichen Geschlecht, wahrend

,CIN-negative“-Karzinome mehr Frauen betrafen. Bi@aisammenhange waren nicht statis-

tisch signifikant.

m/w | m/w
e 30 B
! Hw

N

o

Anzahl

CIN-positiv CIN-negativ

CIN-positiv CIN-negativ

CIN-negativ (CEPs MWert>1xSD) CIN-negativ (%Zellen CEPs>4x%NG)
Abb.12: Korrelation zwischen CIN-negativen- Abb.13: Korrelation zwischen CIN-negativen-
Tu und Geschlecht, p=0,061 Tu und Geschlecht, p=0,073

3.3.7 CIN und Uberlebensrate

Bezuglich der Uberlebensrate wurden zwei verschied2efinitionen betrachtet. Erstens der

Uberlebensstatus, das heiR3t, lebt der Patientrmnebestimmten Zeitpunkt noch oder nicht,
und zweitens, ob ein Uberleben tber oder unter 86aen vorlag.

Statistisch signifikante Zusammenhéange ergabenhserbei nicht. Es Gberwog in allen drei
Tumorgruppen der Anteil an Patienten, die nocheleb®llerdings war der Nachbeobach-
tungszeitraum bei vielen Fallen zu kurz, um hidideaErgebnisse erwarten zu kénnen.

Bei der zweiten Definition ist zusatzlich zu beahtdass sich der Datenstand auf den
30.09.2003 bezog und bei einem Teil der PatienemDOdagnosezeitpunkt weniger als 36
Monate zuriicklag. Diesen wurde dann automatisch Eiberlebensrate 36 Monate zuge-
wiesen, wovon natirlich nicht automatisch ausgegangerden darf. Damit wurde die Grup-
pe der Patienten mit einem Uberlelei36 Monaten (laut der oben gennannten Definition)

mit insgesamt 66% vermutlich zu grol3 bestimmt.
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3.4 CIN in Korrelation mit molekularen Markern

3.4.1 CIN und MS-Status
Eines der Hauptziele dieser Arbeit war, herausnaim ob und wie die durch FISH ermittelte

chromosomale Instabilitdit mit dem durch PCR-Analgsmittelten MS-Status korrelierte.
Folgende Zusammenhange erwiesen sich als statistsch signifikant: Karzinome bei de-
nen man mittels FISH keine chromosomale Instabihiichweisen konnte, waren fast aus-
schlie3lich MSI-Tumoren. Die mittels FISH als ,,CINgh* klassifizierten Karzinome, waren
haufiger mikrosatellitenstabil (MSS). Interessawtgse stellten sich die als ,,CIN-low* klas-
sifizierten Karzinome als Ubergangsgruppe dar, walbeh hier MSI-Tumoren leicht ber-
wogen (siehe Tab. 20-21 und Abb. 14-15). Betraehteéin die drei Gruppen einzeln, so
ergaben sich nur fur ,CIN-negativ‘ und ,CIN-hightasistisch signifikante Zusammenhange.
Da die ,,CIN-low*-Tumoren eine Art Zwischengruppersizllten und sowohl mikrosatelliten-
stabil als auch -instabil sein konnten, fand maar keine statistisch signifikante Korrelation

mit MSS bzw. MSI (siehe Abb.16-21

Tab.20: CIN-Status' in Korrelation zum MS-Status

Tu ges. CIN-negativ CIN-low CIN-high
n % n % n % n % p
MS-Status 50 100,00% 14 28,00% 13 26,00% 23 46,00% 0,000
MSS 28 56,00% 3 6,00% 5 10,00% 20 40,00%
MSI 22 44,00% 11 22,00% 8 16,00% 3 6,00%

CIN-Status(CEPs MWert>1xSD)

Tab.21: CIN-Status' in Korrelation zum MS-Status

Tu ges. CIN-negativ CIN-low CIN-high
n % n % n % n % p
MS-Status 50 100,00% 10 20,00% 12 24,00% 28 56,00% 0,000
MSS 28 56,00% 1 2,00% 5 10,00% 22 44,00%
MSI-high 22 44,00% 9 18,00% 7 14,00% 6 12,00%

CIN-Status(%ZellenCEPs>4x%NG)
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20—

154

Anzahl

CIN-negativ CIN-low CIN-high
CIN-Status (CEPs MWert>1xSD)

Abb.14: Korrelation zwischen CIN-Status
und MS-Status, p=0,000

30

Anzahl

CIN

CIN-negativ
CIN-negativ (%Zellen CEPs>4x%NG)

Abb.16: Korrelation zwischen CIN-negativen-
Tu und MS-Status, p=0,003

MS Status % MS Status
B MSS B MSs
= MsI | Ms|
=
<
N
e
<<
CIN-negativ CIN-low CIN-high
CIN-Status (%Zellen CEPs>4x%NG)
Abb.15: Korrelation zwischen CIN-Status
und MS-Status, p=0,000
MS Status 257 MS Status
M mss M mss
M msi

HE wmsi

kein CIN-low

CIN-low
CIN-low (%Zellen CEPs>4x%NG)

Abb.17: Korrelation zwisch en low-CIN-Tu
und MS-Status, p=0,324
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25 MS Status
M mss
H msi

=

<

N

e

<

kein CIN-high CIN-high
CIN-high (%Zellen CEPs>4x%NG)
Abb.18: Korrelation zwischen CIN-high-Tu
und MS-Status, p=0,000
257 MS Status 257 MS Status
W vss M vss
M msi HE wmsi
=
<
N
c
<
CIN CIN-negativ kein CIN-low CIN-low
CIN-negativ (CEPs MWert>1xSD) CIN-low (CEPs MWert>1xSD)
Abb.19: Korrelation zwischen CIN-negativ-Tu

und MS-Status, p=0,004

Abb.20: Korrelation zwische n CIN-low-Tu
und MS-Status, p=0,197
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20 MS Status

M mss
M msi

Anzahl

kein CIN-high CIN-high
CIN-high (CEPs MWert>1xSD)

Abb.21: Korrelation zwischen CIN-high-Tu
und MS-Status, p=0,000

Unterschied man beziglich des MS-Status neben Mi8l-MSS-Tumoren noch MSI-low-
Tumoren, zeigten sich folgende Zusammenhange:

Zwar lag, je nach Wahl der CIN-Definition, die Betmg etwas mehr auf der Seite der Falle
ohne chromosomale Instabilitat (,CIN-negativ®) bzauf der Seite der ,,CIN-high“-Félle, die
Verteilung der MSS-, MSI-, und MSI-low-Tumoren wpgadoch bei beiden Definitionen
gleich: Karzinome ohne chromosomale Instabilitatemafast ausschlief3lich MSI-high (9 von
10 = 90% bzw. 11 von 14 = 78,57%). ,,CIN-high“-Turaovaren meist MSS (15 von 28 =
53,57% bzw. 13 von 23 = 56,52%). Allerdings fanchdbei ,CIN-high“-Tumoren auch ein
betrachtlicher Anteil an MSI-low- und MSI-high-Kanbmen. Die Gruppe der ,,CIN-low*-
Tumoren bestand Uberwiegend aus MSI-high-Fallemofr 12 = 58,33% bzw. 8 von 13 =
61,54%), der Rest verteilte sich zwischen MSS- M&I-low-Fallen mit leichter Betonung

von MSS.

Tab.22: CIN-Status' in Korrelation zum MS-Status

Tu ges. CIN-negativ CIN-low CIN-high
n % n % n % n % p
MS-Status 50 100,00% 14 28,00% 13 26,00% 23 46,00% 0,001
MSS 19 38,00% 3 6,00% 3 6,00% 13 26,00%
MSI-high 22 44,00% 11 22,00% 8 16,00% 3 6,00%
MSI-low 9 18,00% 0 0,00% 2 4,00% 7 14,00%

CIN-Status(CEPs MWert>1xSD)
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Tab.23: CIN-Status” in Korrelation zum MS-Status

Tu ges. CIN-negativ CIN-low CIN-high
n % n % n % n % p
MS-Status 50 100,00% 10 20,00% 12 24,00% 28 56,00% 0,003
MSS 19 38,00% 1 2,00% 3 6,00% 15 30,00%
MSI-high 22 44,00% 9 18,00% 7 14,00% 6 12,00%
MSI-low 9 18,00% 0 0,00% 2 4,00% 7 14,00%

CIN-Status(%ZellenCEPs>4x%NG)

MS-Status 15] MS-Status
=MSS =MSS
MSI-high MSI-high
128 O msli-ow OMslHow
10,0
101
= =
g5 g
c [ =
£ <
5,0] o
2,5
0,0 o
CIN-negativ CIN-low CIN-high CIN-negativ CIN-low CIN-high
CIN-Status (CEPs MWert>1xSD) CIN-Status (%Zellen CEPs>4x%NG)
Abb.22: Korrelation von CIN-Status und Abb.23: Korrelation von CIN-St  atus und
MS-Status (MSS; MSI-high; MSI-low), p=0,0 01 MS-Status (MSS; MSI-high; MSI-low), p=0,003

3.4.2 CIN und MS-Einzelmarker

Die Ubersichtstabellen Tab.24 und 25 hierzu finsieh im Anhang.

3.4.2.1 BAT25, BAT26, BAT40

Fur die Marker BAT25, BAT26 und BAT40 ergaben sgthatistisch hoch signifikante Zu-
sammenhange zwischen dem CIN- und dem MS-StatesV8iteilung in die verschiedenen
Gruppen war dabei fast analog zum MS-Status insgiei&@ehe 3.4.1 und Tab.20-21).

3.4.2.2 APC-d5s346

Es zeigte sich ein statistisch hoch signifikantes@inmenhang zwischen dem MS-Status von
APC-d5s346 und den drei CIN-Gruppen fur die Defomt ,CIN-Status (%Zellen
CEPs>4x%NG)“ mit p=0,001. Bei ,,CIN-negativ‘-Tumordanden sich fast ausschlief3lich

MSI-Féalle (ein MSS; kein LOH), bei ,,CIN-low“-Tumorefand sich eine langsam steigende
Zahl von MSS- und LOH-Fallen und bei ,,CIN-high“-Tanen war der Marker APC-d5s346
entweder mikrosatellitenstabil (MSS) oder zeigteeai LOH. Stellte man die ,,CIN-high*“-
Félle den ,nicht CIN-high“-Fallen gegentber zeigiteh ebenfalls ein statistisch hoch signifi-
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kanter Zusammenhang (CIN-Status (%Zellen CEPs>4xydN&-Status APC-d5s346,

p=0,001).
12— APC D5S346
W MSS
E MSI
104 O LOH
8|
=
3
c
< 6+

CIN-negativ CIN-low CIN-high

CIN-Status (%Zellen CEPs>4x%NG)

Abb.24: Korrelation zwischen CIN-Status und
dem MS-Status von APC-d5s346, p=0,001

3.4.2.3 APC-d5s1720

154 APC D5S346
W Mss
= msI
O LOH

Anzahl

kein CIN-high CIN-high
CIN-high (%Zellen CEPs>4x%NG)

Abb.25: Korrelati on zwischen high-CIN-Tu und
dem MS-Status von APC-d5s346, p=0,001

Ergebnisse zur Mikrosatellitenanalyse dieses Markagen in 47 von 50 Fallen vor. ,,CIN-

high“-Tumoren schienen positiv mit einem LOH auf @#85s1720 zu korrelieren. Dieser
Zusammenhang wurde statistisch nicht signifikant.

3.4.2.4 d2s123

»CIN-high“-Tumoren zeigten lGberwiegend eine Stadiliauf d2s123 (MSS), wahrend ,,CIN-
negative“-Tumoren eine Instabilitat aufwiesen (MSHur die Definition ,CIN-Status

(CEPsMWert>1xSD)“ wurde dieser Zusammenhang stattssignifikant (p=0,028).

12+

10

Anzahl

CIN-negativ CIN-low CIN-high
CIN-Status (CEPs MWert>1xSD)

Abb.26: Korrelation zwischen CIN-Statusu  nd

MS-Status des Markers d2s123, p=0,028

D2s123
W Mss
@ msI
O LOH

B mss,n.i..
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3.4.2.5 d18s61

Der MS-Status auf d18s61 war bei 49 von 50 Karzieorbekannt. ,,CIN-high“-Tumoren
hatten signifikant haufiger einen LOH auf d18s64 kehrzinome ohne oder mit nur geringer
chromosomaler Instabilitat (CIN-Status (CEPsMWextSh)*MS-Status d18s61, p=0,001;
CIN-Status  (%Zellen  CEPs>4x%NG)*MS-Status  d18s61,=0,p08;  CIN-high
(CEPsMWert>1xSD)*MS-Status d18s61, p=0,000; CINRh{gpZellen CEPs>4x%NG)*MS-
Status d18s61, p=0,001).

14 D18S61
| MSS
B MsSI
12 O LoH

B mssn.i?

kein CIN low-CIN high-CIN
CIN-Status (CEPs MWert>1xSD)

Abb.27: Korrelation zwischen CIN-Status und
MS-Status des Markers d18s61, p=0,001

3.4.2.6 mfd15

Bei 43 von 50 Patienten lagen Ergebnisse zum M&Steon mfdl5 vor. Der Zusammen-
hang zwischen ,CIN-high“-Tumoren und MSS auf mfdisurde fir ,CIN-high
(CEPsMWert>1xSD)“ mit p=0,037 statistisch signifita

3.4.2.7 TP53

Fur TP53 (MS-Daten bei 42 von 50 Féallen) ergabeh sieder Trends noch zeigte sich ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen3#&us und CIN-Status.

3.4.2.8 d18s58

Bei 45 von 50 Féllen war der MS-Status auf d18sél@abnt. Es zeigte sich ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen ,CIN-high“-Tuem und einem LOH auf d18s58
(CIN-Status (CEPsMWert>1xSD)*MS-Status d18s58, p386; CIN-high
(CEPsMWert>1xSD)*MS-Status d18s58, p=0,014).
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3.4.2.9 d10s197

Da der Marker d10s197 bei der Interpretation Ubegemd nicht informativ war, konnte kein
statistisch signifikanter Zusammenhang bezuglich-3#&us und CIN-Status ermittelt wer-
den (MS-Daten bei 41 von 50 Féllen).

3.4.2.10d13s153

Ergebnisse zur Mikrosatellitenanalyse dieses Markagen in 48 von 50 Fallen vor. ,CIN-

high“-Tumoren korrelierten positiv mit einer Mikra®llitenstabilitdt (MSS) auf d13s153.
Chromosomal stabile Karzinome (,,CIN-negativ") zeigtdagegen vorwiegend eine MSI die-
ses Markers. ,CIN-low“-Tumoren lagen als Ubergamgpge von der Verteilung der MSS-
bzw. MSI-Féalle etwa dazwischen (CIN-Status (CEPsSMWISD)*MS-Status d13s153,

p=0,008).

20 D135153
W MSs
W ™SI
O LOH

154

CIN-negativ CIN-low CIN-high
CIN-Status (CEPs MWert>1xSD)

Abb.28: Korrelation zwischen CIN-Status und
MS-Status des Markers d13s153, p=0,008

3.4.2.11 mycll
Fur den Marker mycll ergaben sich identische Zusanfréinge wie fir d13s153 (bei 47 von

50 Fallen war der MS-Status bekannt) (CIN-StatuSREMWert>1xSD)*MS-Status mycll,
p=0,018).
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MYCL1
B MsS
=R
12-] O LOH

Emss n.i.

CIN-negativ CIN-low CIN-high
CIN-Status (CEPs MWert>1xSD)

Abb.29: Korrelation zwischen CIN-Status und
MS-Status des Markers mycl1, p=0,018

3.4.3 CIN und LOH der MS-Marker

Ein weiterer Punkt mit dem der CIN-Status korreéliwurde, war die Haufigkeit von LOHs

auf den Mikrosatellitenmarkern. Dazu wurden allermenannten Marker insgesamt betrach-
tet und fur jeden Tumor wurde bestimmt, wie viedbFnt der Marker LOHs zeigten. Es wur-
den vier Gruppen unterschieden: Tumoren mit mehi@% LOHs, mit mehr als 20% LOHSs,
mit mehr als 30% LOHs und mit mehr als 40% LOHSs.

Fur jede der genannten Gruppen ergab sich eistsah hoch signifikanter Zusammenhang
zwischen positiven LOH-Event und ,,CIN-high”-Karzimen. Tumoren ohne chromosomale
Instabilitat zeigten haufiger keine LOHs und ,CIdal“-Karzinome stellten sich als Uber-
gangsgruppe dar. Es ergab sich diesbeziglich aetJnterschied zwischen den vier Grup-
pen mit der verschiedenen prozentualen Verteili@sgverringerte sich lediglich die Anzahl
an Tumoren insgesamt, die einen LOH aufwiesen, vaeam von 10% in Richtung 40% ging.
Dies hatte wiederum zur Folge, dass, wenn man eniBeédingung ,,40% LOHSs ja oder nein”
korrelierte, auch die ,CIN-high“-Karzinome tberweagl unter 40% LOHSs zeigten. Folgende
Abbildungen (Abb. 30-33) sollen einen Uberblick geb Die Ergebnisse fir die CIN-
Definition ,CIN-Status (%Zellen CEPs>4x%NG)*LOH" igten ebenso hochsignifikante
Zusammenhange (p=0,002 f11.0% LOH, p=0,004 fir20% LOH, p=0,000 fir30% LOH
und p=0,016 fup 40% LOH).
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20| 20|
B <10%LOH B <20%LOH
B >10%L0H B >20%L0H

154 15+

Anzahl

CIN-negativ CIN-low CIN-high CIN-negativ CIN-low CIN-high
CIN-Status (CEPs MWert>1xSD) CIN-Status (CEPs MWert>1xSD)
Abb.30: Korrelation zwischen CIN-Status und Abb. 31: Korrelation zwi  schen CIN-Status und
LOH bei mehr als 10% der MS-Marker, p=0, 004 LOH bei mehr al s 20% der MS-Marker, p=0,002
154 14
W <30%LOH W <40%LOH
B >3006L0H B >400L0H

12+

Anzahl

CIN-negativ CIN-low CIN-high CIN-negativ CIN-low CIN-high
CIN-Status (CEPs MWert>1xSD) CIN-Status (CEPs MWert>1xSD)
Abb.32: Korrelation zwischen CIN-Status und Abb. 33: Korrelation zwi  schen CIN-Status und
LOH bei mehr als 30% der MS-Marker, p=0,0 00 LOH bei mehr als 40% der MS-Marker, p=0,003

3.4.4 CIN und Methylierung

Es wurde nach einem Zusammenhang zwischen einet, pi%-, pl6-, und MLH1-
Methylierung und dem ,CIN-Status” gesucht. Von @&nmit FISH analysierten Karzinomen
waren allerdings nur 36 diesbeziiglich untersuchtdesw. Dennoch liel3 sich eine Tendenz
feststellen, dass chromosomal instabile Tumorerfiggiukeine Methylierung zeigten. Bei
pl5 und MLH1 wurde dieser Zusammenhang statistsghifikant (CIN-negativ (%Zellen
CEPs>4x%NG)*p15-Methylierung, p=0,040; CIN-Statu8eZellenCEPs>4x%NG)*pl15-
Methylierung, p=0,054; CIN-high (CEPsMWert>1xSD)*MlL-Metylierung, p=0,020; CIN-
Status (CEPsMWert>1xSD)*MLH1-Metylierung, p=0,029).
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20 p15 Methylierung 20| MLH1 Methylierung
W nicht methyliert W nicht methyliert
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CIN-negativ CIN-low CIN-high

CIN-negativ CIN-low CIN-high
CIN-Status (CEPs MWert>1xSD)

CIN-Status (%Zellen CEPs>4x%NG)

Abb.34: Korrelation zwischen CIN-Status

Abb.35: Korrelation  zwischen CIN-Status
und Methylierung von p15; p=0,054

und Me thylierung von MLH1; p=0,029

3.4.5 CIN und Immunhistochemie von MLH1, MSH2 und MSH6

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersugthagen bei je 44 von 50 Féllen bei
MLH1 und MSH6 und bei 45 von 50 Fallen bei MSH2 .vBtatistisch signifikante Zusam-
menhéange zwischen ,CIN-Status” und Immunhistocheengaben sich nur fir MLH1 (CIN-
Status (CEPsMWert>1xSD)*MLH1-IH, p=0,003; CIN-Statu  (%Zellen
CEPs>4x%NG)*MLH1-IH, p=0,012). ,CIN-high“-Tumoren awen uberwiegend ,IH-

positiv, Tumoren ohne chromosomale InstabilitaH-pegativ‘ und ,CIN-low“-Tumoren
nahmen eine Mittelstellung ein.

20 MLH1_IH
[l H negativ
@ IH positiv

Anzahl

CIN-negativ CIN-low CIN-high
CIN-Status (CEPs MWert>1xSD)

Abb.36: Korrelation zwischen CIN-Status
und IH von MLH1, p=0,003
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Die MMR-Proteine MSH2 und MSHG6 zeigten in beinahéera Fallen eine positive
immunhistochemische Expression (43 von 45 bzw.a@044 Fallen). Statistisch signifikante
Zusammenhange mit dem ,,CIN-Status” fanden sichtnich

3.4.6 CIN und Maspin
Die immunhistochemische Expression von Maspin itkéen wurde ebenfalls mit dem CIN-

Status korreliert. Als ,Maspin-positiv‘ galten Tumem mit einer deutlichen
immunhistochemischen Farbung in mindestens 10%Zeken. Daten standen bei 39 von 50
der Falle zur Verfigung. Insgesamt Uberwog die dainl,Maspin-positiven“-Tumoren deut-
lich (37 von 39 Fallen). Statistisch signifikantasammenhange mit dem ,CIN-Status” fan-
den sich nicht.

3.4.7 CIN und CIMP-Pathway
Ergebnisse bezlglich des CIMP-Pathway lagen beid#650 Fallen vor. Chromosomal in-

stabile Tumoren waren tendenziell CIMP-negativgtam also keine Methylierung oder ma-
ximal eine Methylierung der ,,CpG islands” von MLHAllerdings wurde dieser Zusammen-

hang statistisch nicht signifikant.

CIMP pathway
MW nein
[ERE}

20—

154

CIN-negativ CIN-low CIN-high
CIN-Status(%Zellen CEPs>4x%NG)

Abb.37: Korrelation zwischen CIN-Status
und CIMP-pathway, p=0,211

3.4.8 CIN und R-catenin

Die Expression von (3-catenin wurde anhand der Aggprg der Ak-Farbung im Zellkern in

vier Gruppen unterteilt: Kernfarbungen von 1%, 2%00% und >70% wurden unterschieden.
Ergebnisse lagen von 34 von 50 Karzinomen vor undden ebenfalls mit dem CIN-Status
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korreliert. Bei einer Rcat-Expression im Kern vd¥ Lind>10% ergab sich ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen ,,CIN-high“ yusitiver 3-catenin-Expression (CIN-
Status (CEPsMWert>1xSD)*3cat Kern 1%, p=0,010; Giidtus (CEPsMWert>1xSD)* 3cat
Kern>10%, p=0,000).

12 Rcat Kern 1% 14 Rcat Kern 210%
M nein W nein
Hija Bja

10+

CIN-negativ CIN-low CIN-high CIN-negativ CIN-low CIN-high
CIN-Status (CEPs MWert>1xSD) CIN-Status (CEPs MWert>1xSD)
Abb.38: Korrelation zwischen CIN-Status Abb.39: Korrelation zwischen CIN-Status
und 3-cat-Expr. von 1%, p=0,010 und B-cat-Expr. von 210%, p=0,000

Zur Ubersicht Uiber die Punkte 3.4.4 bis 3.4.8 findizh die Ubersichtstabellen Tab.26 und
27 im Anhang.

3.5 CIN und p16(9p21)
Wie unter 3.2.1 bereits angefuhrt, wurde der Markpi6(9p21), der einem

Tumorsuppressorgen entspricht, in der FISH-Analyjsbt bzgl. einer chromosomalen Insta-
bilitat bewertet, sondern beziglich des Vorhandesseines ,LOH-Events” (vgl. Def. unter
3.2.2).

3.5.1 CIN und p16(9p21)-LOH

Es ergab sich ein statistisch hoch signifikantesatmmenhang zwischen dem Vorhandensein
eines ,LOH-Events” und ,CIN-high“-Tumoren (CIN-Stet (CEPsMWert>1xSD)*9p21-
LOH, p=0,002; CIN-Status (%Zellen CEPs>4x%NG)*9dZ2H, p=0,038).

Tab.28: CIN-Status' in Korrelation zu p16(9p21)-LOH2

Tu ges. CIN-negativ CIN-low CIN-high
n % n % n % n % p
LOH 50 100,00% 14 28,00% 13 26,00% 23 46,00% 0,002
ja 35 70,00% 9 18,00% 5 10,00% 21 42,00%
nein 15 30,00% 5 10,00% 8 16,00% 2 4,00%

1CIN-Status(CEPsMWert>1xSD);2LOH-Event positiv, wenn %Zellen mit LOH im TU>4x%Zellen mit LOH im NG
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3. Ergebnisse

Tab.29: CIN-Status” in Korrelation zu p16(9p21)-LOH’
Tu ges. CIN-negativ CIN-low CIN-high
n % n % n % n % p
LOH 50 100,00% 10 20,00% 12 24,00% 28 56,00% 0,038
ja 35 70,00% 7 14,00% 5 10,00% 23 46,00%
nein 15 30,00% 3 6,00% 7 14,00% 5 10,00%
1CIN-Status(%ZeIIenCEPs>4x%NG);ZLOH-Event positiv, wenn %Zellen mit LOH im TU>4x%Zellen mit LOH im NG

25+

Anzahl

CIN-negativ CIN-low CIN-high

CIN-Status (CEPs MWert>1xSD)

Abb.40: Korrelation zwischen CIN-Status
und 9p21-LOH; p=0,002

9p21 LOH
B nein
] ja

Anzahl

25+

9p21 LOH

B pein
] ja

CIN-negativ CIN-low CIN-high

CIN-Status(%Zellen CEPs>4x%NG)

Abb.41: Korrelation zwischen CIN-Status
und 9p21-LOH; p=0,038

,CIN-low“-Tumoren zeigten im Vergleich zu ,CIN-netjzen”- und ,CIN-high“- Tumoren
~,LOH-Event*
p=0,011; CIN-low (%Zellen CEPs>4x%NG)*9p21-LOH, péR7).

wesentlich seltener einen

30

25+

Anzahl

kein CIN-low

CIN-low
CIN-low (CEPs MWert>1xSD)

Abb.42: Korrelation zwischen CIN-low-Tu
und 9p21-LOH, p=0,011

9p21 LOH

B nein
=] ja

Anzahl

(CIN-low (C&PWert>1xSD)*9p21-LOH,

30

254

9p21 LOH

B nein
(] ja

kein CIN-low

CIN-low
CIN-low (%Zellen CEPs>4x%NG)

Abb.43: Ko rrelation zwischen CIN-low-Tu
und 9p21-LOH, p=0,027
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3. Ergebnisse 3.6 CIN und einzelne Centromermarker (CEP3, CEEERXZ, 9p21)

3.5.2 CIN und homozygote p16(9p21)-Deletion
Fur den CIN-Status und eine homozygote p16(9p21¢¢lda ergab sich kein statistisch sig-

nifikanter Zusammenhang (Def. vgl.3.2.2).

3.6 CIN und einzelne Centromermarker (CEP3, CEP7, EP17, 9p21)
Der ,CIN-Status”, das heif3t ob ein Tumor keine chosomale Instabilitat (,CIN-negativ®)

zeigt, nur eine geringgradige Instabilitat (,CINMY aufweist oder chromosomal hoch insta-
bil (,CIN-high) ist, wurde aus der chromosomalamstabilitdt der Einzelmarker bestimmt

(siehe Definition der CIN). Dennoch war es inteaggsden so ermittelten ,,CIN-Status” noch
einmal in Bezug zu den Alterationen auf den veesddinen Centromeren sowie dem Lokus
9p21 zu setzen.

Folgende Tabellen Tab.30 und 31 geben eine Ubeér§ichdie zwei verwendeten CIN-

Definitionen:
Tab.30: CIN-Status’ in Korrelation zu den einzelnen Centromermarkern”
Tu ges. CIN-negativ CIN-low CIN-high
n % n % n % n % p
CEP3-Alteration 50 100,00% 14 28,00% 13 26,00% 23 46,00% 0,000
ja 27 54,00% 0 0,00% 5 10,00% 22 44,00%
nein 23 46,00% 14 28,00% 8 16,00% 1 2,00%
CEP7-Alteration 50 100,00% 14 28,00% 13 26,00% 23 46,00% 0,000
ja 29 58,00% 0 0,00% 7 14,00% 22 44,00%
nein 21 42,00% 14 28,00% 6 12,00% 1 2,00%
CEP17-Alteration 50 100,00% 14 28,00% 13 26,00% 23 46,00% 0,000
ja 24 48,00% 0 0,00% 1 2,00% 23 46,00%
nein 26 52,00% 14 28,00% 12 24,00% 0 0,00%
9p21-Alteration 50 100,00% 14 28,00% 13 26,00% 23 46,00% 0,000
ja 14 28,00% 1 2,00% 0 0,00% 13 26,00%
nein 36 72,00% 13 26,00% 13 26,00% 10 20,00%

al N-Status(CEPsMWe rt>1xSD);2Ce ntromermarker(MWert>1xSD)

Tab.31: CIN-Status® in Korrelation zu den einzelnen Centromermarkern’

Tu ges. CIN-negativ CIN-low CIN-high
n % n % n % n % p
CEP3-Alteration 50 100,00% 10 20,00% 12 24,00% 28 56,00% 0,000
ja 26 52,00% 0 0,00% 3 6,00% 23 46,00%
nein 24 48,00% 10 20,00% 9 18,00% 5 10,00%
CEP7-Alteration 50 100,00% 10 20,00% 12 24,00% 28 56,00% 0,000
ja 32 64,00% 0 0,00% 5 10,00% 27 54,00%
nein 18 36,00% 10 20,00% 7 14,00% 1 2,00%
CEP17-Alteration 50 100,00% 10 20,00% 12 24,00% 28 56,00% 0,000
ja 31 62,00% 0 0,00% 4 8,00% 27 54,00%
nein 19 38,00% 10 20,00% 8 16,00% 1 2,00%
9p21-Alteratio n’ 50 100,00% 10 20,00% 12 24,00% 28 56,00% 0,002
ja 14 28,00% 1 2,00% 0 0,00% 13 26,00%
nein 36 72,00% 9 18,00% 12 24,00% 15 30,00%

1CIN—Status(%Zel|enCEPs>4><%NG);2Ce ntromermarker(%ZeIIen>4><%NG);3 9p21MWert>1xSD
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3. Ergebnisse 3.7 Korrelationen der einzelnen Centromermarker

Interessant waren vor allem die Alterationen dezeinen Centromeren bei den ,CIN-low"-

Karzinomen. Bei der CIN-Definition ,CEPs MWert>1xSvurde dieser Zusammenhang
besonders deutlich (vgl. Tab. 30): Wéahrend sichGigP3 und CEP7 Falle mit und ohne Alte-
ration beinahe die Waage hielten (CEP3: 8 nicleriaitt, 5 alteriert; CEP7 6 nicht alteriert, 7
alteriert) zeigte sich bei CEP17 ein statistisclehhsignifikanter Zusammenhang zwischen
»CIN-low“-Karzinomen und fehlender CEP17-Alteratig@EP17: 12 nicht alteriert, 1 alte-

riert; CIN-low(CEPsMWert>1xSD)*CEP17 MWert >1xSDs@,001).

7 CEP17-Al.

B nein
] ja

Anzahl

kein CIN-low CIN-low
CIN-low (CEPs MWert>1xSD)

Abb.44: Korrelation zwischen CIN-low-Tumoren
und einer Alteration auf CEP17, p=0,001

3.7 Korrelationen der einzelnen Centromermarker

Alle Centromer-Einzelmarker wurden mit den gleiclarametern korreliert wie der ,,CIN-
Status“. Von den Ergebnissen werden der Ubersialiieh, und weil der ,CIN-Status* ohne-
hin aus den Einzelmarkern ermittelt wurde und posiamit korreliert (siehe oben), nur die
wichtigsten dargestellt. Die Ergebnisse, einschiibfder p-Werte, sind in den Ubersichtsta-

bellen Tab. 32 bis Tab. 37 im Anhang aufgelistet.

3.7.1 CEP3

3.7.1.1 CEP3 und MS-Status

Die Mehrzahl der CEP3-Alterationen kam bei MSS-Tueno(20 von 27=74,07% bzw. 20
von 26=76,92%) vor und die Karzinome mit einem éabCEP3 waren vorwiegend MSI-
Tumoren (15 von 23=65,22% bzw. 16 von 24=66,66%)52% der (8 von 28) MSS-Falle
zeigten jedoch keine CEP3-Alteration und 31,82%did 22) bzw. 27,27% (6 von 22) der
MSI-Falle waren auf CEP3 alteriert. Unterschied mach zusatzlich MSI-high und MSI-

low-Tumoren zeigten sich wie, auch beim CIN-Statusch signifikante Zusammenhange
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3. Ergebnisse 3.7 Korrelationen der einzelnen Centromermarker

zwischen einer CEP3-Alteration und MSS-Tumoren badem Fehlen einer CEP3-Alteration
und MSI-high-Tumoren. Die Mehrzahl der MSI-low-Turan zeigte eine Alteration auf
CEP3 (je 6 von 9=66,66%) (vgl. Ubersichtstabellab.B2/33 im Anhang).

3.7.1.2 CEP3 und p16(9p21)-LOH

Statistisch signifikante Ergebnisse ergaben sicsawen einer vorhandenen CEP3-Alteration
und einem p16(9p21)-LOH.

3.7.1.3 CEP3 und MS-Einzelmarker

Statistisch signifikante Ergebnisse zeigten siah B&T25, BAT26 und BAT40 sowie APC-
d5s346, d18s61 (CEP3-Alteration/d18s61-LOH) und Iiny®ie Zusammenhénge waren
identisch zum CIN-Status insgesamt (vgl. Uberstalllen Tab.32/33 im Anhang).
AulRerdem korrelierte eine vorhandene CEP3-Altenapositiv mit LOHs bei den MS-

Einzelmarkern, ebenfalls in identischer Weise waabCIN-Status beschrieben.
3.7.1.4 CEP3 und R-catenin

Bei einer [3cat-Expression im Kern von 1% aid% ergab sich ein statistisch signifikanter

Zusammenhang zwischen vorhandener CEP3-Alteratidrpositiver 3-catenin-Expression.

3.7.2 CEP7
3.7.2.1 CEP7 und Grading
Karzinome mit vorhandener CEP7-Alteration wiesarerihoheren Differenzierungsgrad auf

als solche ohne CEP7-Alteration. Dieser Trend vearGEP7 viel deutlicher zu erkennen als

bei den anderen Centromer-Markern, wurde aber steltistisch signifikant.

| G2
W G3

keine CEP7-Alt. CEP7-Alt.
CEP7-CIN % Zellen >4x%NG

Abb.45: Korrelation zwischen CEP7-
Alteration und Garding, p=0,077
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3. Ergebnisse 3.7 Korrelationen der einzelnen Centromermarker

3.7.2.2 CEP7 und MS-Status

Die Mehrzahl der CEP7-Alterationen kam bei MSS-Tunovor (23 von 29=79,31% bzw.
24 von 32=75%) und die Karzinome mit einem stabd&BP7 waren vorwiegend MSI-
Tumoren (16 von 21=76,19% bzw. 14 von 18=77,779%)38% (5 von 28) bzw. 14,29% (4
von 28) der MSS-Félle zeigten jedoch keine CEP®&ration und 27,27% (6 von 22) bzw.
36,36% (8 von 22) MSI-Fallen waren auf CEP7 alteridnterschied man wieder zusatzlich

MSI-low- und MSI-high-Féalle, so zeigte sich eintsasch hoch signifikanter Zusammen-
hang zwischen einer CEP7-Alteration und MSS-Tumaewie zwischen einer fehlenden
CEP7-Alteration und MSI-high-Tumoren. Alle MSI-lolamoren hatten eine Alteration auf
CEP7 (vgl. Ubersichtstabellen Tab. 34/35 im Anharigygesamt betrachtet verhielt sich
CEP7 eher dem MS-Status entsprechend als CEPS3.

3.7.2.3 CEP7 und MS-Einzelmarker

Statistisch signifikante Ergebnisse ergaben sichB#T25, BAT26 und BAT40 sowie APC-
d5s346, d2s123, d18s61 (CEP7-Alteration/d18s61-LOHMfd15, d18s58 (CEP7-
Alteration/d18s58-LOH), d13s153 und mycll.

AulRerdem Kkorrelierte eine vorhandene CEP7-Altenagmsitiv mit LOHs bei den MS-

Einzelmarkern.

Insgesamt betrachtet korrelierte CEP7 besser nmit BES-Status wie CEP3 und ergab bei
deutlich mehr Markern statistisch signifikante Hngisse.

3.7.2.4 CEP7 und MLH1

Statistisch signifikante Zusammenhange zeigten gietschen einer vorhandenen CEP7-

Alteration und einer fehlenden Methylierung sowieee positiven Immunhistochemie von
MLH1.

20 MLH1 Methylierung 25 MLH1_IH
W nicht methyliert [l 'H negativ
[ methyliert [ IH positiv

Anzahl

keine CEP7-Alt. CEPT7-Alt. keine CEP7-Alt. CEP7- Alt.

CEP7 MWert >1xSD CEP7 MWert >1xSD
Abb.46: Korrelation zwischen CEP7-Alteration Abb.47: Korrelation z wischen CEP7-Alteration
und MLH1-Methylierung, p=0,019 und MLH1-IH, p=0,002
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3. Ergebnisse 3.7 Korrelationen der einzelnen Centromermarker

3.7.2.5 CEP7 und R-catenin

Bei einer Bcat-Expression im Kern von 1% wrid% ergab sich ein statistisch signifikanter

Zusammenhang zwischen vorhandener CEP7-Alteratidrpositiver 3-catenin-Expression.

3.7.3 CEP17
3.7.3.1 CEP17 und Tumorlokalisation

Bei vorhandener CEP17-Alteration zeigte sich eiremdliegen der linksseitig lokalisierten

Karzinome, wahrend bei fehlender CEP17-Alteratibererechtsseitig lokalisierte Tumoren

Uberwogen. Diese Zusammenhénge wurden statistiskbhsignifikant.

Tu-Lokalisation
W proximal

20—

H c. transversum
O distal

154

keine CEP17-Alt CEP17-Alt.
CEP17-CIN % Zellen >4x%NG

Abb.48: Korrelation zwischen CEP17-Alteration
und Tu-Lokalisation, p=0,531

3.7.3.2 CEP17 und Grading

Es zeigte sich der Trend, dass Karzinome mit vatbaar CEP17-Alteration einen hoéheren

Differenzierungsgrad aufwiesen als solche ohne CGEHMteration, dies wurde jedoch nicht
statistisch signifikant und war auch nicht ganzisatlich wie bei CEP7.

3.7.3.3 CEP17 und MS-Status

Die Mehrzahl der CEP17-Alterationen kam bei MSS-ouven (20 von 24=83,33% bzw. 24
von 31=77,42%) vor und die Karzinome ohne CEPIié+ation waren vorwiegend MSI-

Tumoren (18 von 26=69,23% bzw. 15 von 19=78,95%)52% (8 von 28) bzw. 14,29% (4

von 28) der MSS-Falle zeigten jedoch keine CEPltération und 18,18% (4 von 22) bzw.
31,82% (7 von 22) der MSI-Falle waren auf CEP1&redtt. Wurde noch zusatzlich zwischen
MSI-low- und MSI-high-Fallen unterschieden, so teigich wie auch bei CEP3 und CEP7

ein statistisch hoch signifikanter Zusammenhangeen einer CEP17-Alteration und MSS-

Tumoren sowie zwischen einer fehlenden CEP17-Altevaund MSI-high-Tumoren. Die
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3. Ergebnisse 3.7 Korrelationen der einzelnen Centromermarker

MSI-low-Tumoren hatten Gberwiegend eine Alterataarf CEP17 (je 7 von 9=77,77%; vgl.
Ubersichtstabellen Tab.36/37 im Anhang). Insgessetrachtet verhielt sich CEP17 eher dem
MS-Status entsprechend als CEP3 und etwa gleiciC&7.

3.7.3.4 CEP17 und p16-LOH

Statistisch signifikante Ergebnisse ergaben sichsadwen einer vorhandenen CEP17-

Alteration und einem p16-LOH. Dieser Zusammenhangde weniger deutlich als zwischen
einer CEP3-Alteration und einem p16-LOH.

3.7.3.5 CEP17 und MS-Einzelmarker

Statistisch signifikante Ergebnisse ergaben sichB#T25, BAT26 und BAT40 sowie APC-
d5s346, APC-d5s1720 (CEP17-Alteration/APC-d5s17@M), d2s123, d18s61 (CEP17-
Alteration/d18s61-LOH), d18s58 (CEP17-Alteratior8d28-LOH), d13s153 und mycl1.
AulRerdem korrelierte eine vorhandene CEP17-Altenapositiv mit LOHs bei den MS-

Einzelmarkern.

Insgesamt betrachtet korrelierte CEP17 besser emit MS-Status wie CEP3 und ergab bei
deutlich mehr Markern statistisch signifikante Bngsse, vergleichbare Ergebnisse lieferte
CEP7.

3.7.3.6 CEP17 und MLH1

Statistisch signifikante Zusammenhé&nge zeigten swischen einer vorhandenen CEP17-

Alteration und einer fehlenden Methylierung sowieee positiven Immunhistochemie von
MLH1.

3.7.3.7 CEP17 und 3-catenin

Bei einer Bcat-Expression im Kern von 1% wrid% ergab sich ein statistisch signifikanter

Zusammenhang zwischen vorhandener CEP17-Alterationpositiver [3-catenin-Expression

im Kern.

3.7.4 p16(9p21)
Der Marker p16(9p21) war in Hinsicht auf vorhandéieerationen vor allem in Bezug auf

,LOH-Events" interessant. Dennoch soll kurz aufggzeverden, welche Ergebnisse die Kor-
relation einer pl6(9p21)-Alteration ergaben. Bei DBefinition ,pl6(9p21)MWert>1xSD*,
wo der Mittelwert im Tumor aul3erhalb des BereichBtelwert im Normalgewebe +/- der
einfachen Standardabweichung liegen musste, dana@tAdteration vorlag, lag nur bei 28%
(14 von 50) der Karzinome eine 9pl2-Alteration,dsss die Verteilung fur das Erreichen
statistisch signifikanter Ergebnisse eher unginstig Die Ubersichtstabelle Tab.38 fir die
pl16(9p21)-Korrelationen findet sich ebenfalls imhang.
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3. Ergebnisse 3.7 Korrelationen der einzelnen Centromermarker

3.7.4.1 p16(9p21) und klinisch-pathologische Pararies
Es zeigte sich ein Trend, dass Tumoren mit ein@d 9dteration eher im distalen Kolon lo-

kalisiert waren und haufiger G2 als G3.

3.7.4.2 p16(9p21) und MS-Status

Die Mehrzahl der 9p21-Alterationen kam bei MSS-Tuemo(12 von 14; 85,71%) vor, die
Karzinome mit einem stabilen 9p21 waren aber nus5155% MSI-Tumoren (20 von 36).
57,14% (16 von 28) der MSS-Falle zeigten keine 9plkdration und 9,09% (2 von 22) MSI-

Fallen waren auf 9p21 alteriert. Das Problem wao,atlass mit dieser Definition, ohne Be-

ricksichtigung von LOHs, eine Vielzahl von MSS-Tuemw falschlicherweise als
chromosomal stabil bezeichnet wurde. Statistisghifskante Ergebnisse zeigten sich auch,
wenn zuséatzlich MSI-high und MSI-low-Tumoren unténeden wurden, wobei sich letztere
nahezu gleich auf die Gruppen mit und ohne pl16(Pp&eration verteilten.

3.7.4.3 p16(9p21) und p16(9p21)-LOH

Sowohl bei der Gruppe mit als auch bei der ohnd9Al)-Alteration zeigte die Mehrzahl

einen p16(9p21)-LOH. Trotzdem ergab sich ein dtatis signifikanter positiver Zusammen-
hang zwischen Alteration und LOH, da in der alteeie Gruppe kein einziger Fall ohne LOH
vorkam.

3.7.4.4 p16(9p21) und MS-Einzelmarker

Statistisch signifikante Ergebnisse ergaben sichB#T25, BAT26 und BAT40 sowie APC-
d5s346 und d18s61 (9p21-Alteration/d18s61-LOH).

AulRerdem korrelierte eine vorhandene 9p21-Altenatipositiv. mit LOHs der MS-

Einzelmarkern.
3.7.4.5 p16(9p21) und MLH1

Statistisch signifikante Zusammenhange zeigten gieischen einer vorhandenen 9p21-

Alteration und einer fehlenden Methylierung sowieee positiven Immunhistochemie von
MLH1. Zwar Uberwogen in beiden Gruppen die nichthykerten bzw. die IH-positiven Fal-
le, aber bei keinem einzigen Tumor mit einer 9p2tkration war MLH1 methyliert und ver-
haltnismaliig zeigten bei vorhandener 9p2l-Alteratimehr Karzinome eine positive

Immunhistochemie fir MLH1.
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20 MLH1 Methylierung 20 MLH1_IH
W nicht methyliert [ IH negativ
[ methyliert [ IH positiv

154 15—

keine p16(9p21)-Alt. p16(9p21)-Alt.

keine p16(9p21)-Alt. p16(9p21)-Alt.
p16(9p21) MWert >1xSD

p16(9p21) MWert >1xSD

Abb.49: Korrelation zwischen 9p21-Alteration Abb.50: Korrelation zw ischen 9p21-Alteration
und MLH1-Methylierung, p=0,039 und MLH1-IH, p=0,032

3.7.5 p16(9p21)-LOH und klinisch-pathologische Paraeter

Im Folgenden werden nur die Ergebnisse beschrigbemicht bereits an anderer Stelle er-
wahnt wurden. Zwischen einem 9p21-LOH und dem M&Stergab sich kein statistisch
signifikanter Zusammenhang, deshalb wird auch asuMbB-Einzelmarker nicht ndher einge-
gangen. Die Ergebnisse der Korrelation mit dem ,Sifdtus” sind unter 3.5 beschrieben
(siehe dort).

Ein 9p21-LOH korrelierte mit einem schlechterendpathologischen Grading. Wahrend bei
Karzinomen ohne 9p21-LOH 66,66% (10 von 15) G2 waned nur 33,33% (5 von 15) G3,

waren bei vorhandenem LOH nur 45,71% (16 von 35u254,29% (19 von 35) G3. Dieser
Zusammenhang wurde statistisch nicht signifikant.
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BG2
Bc3

kein p16(9p21)-LOH p16(9p21)-LOH
9p21 LOH (% Zellen >4x%NG)

Abb.51: Korrelation zwischen 9p21-LOH
und Grading, p=0,224

Desweitern zeigte sich ein Trend, dass bei Tumorgreinem 9p21-LOH haufiger Patienten
in der Altersgruppe Uber 60 Jahren betroffen wangihrend bei fehlendem LOH knapp die

unter 60-jahrigen Uberwogen.

Tab.39: p16(9p21)-LOH 'in Korrelation zum Patientenalter

Tu ges. pl6-LOH kein p16-LOH
n % n % n % p
Alter 50 100,00% 35 70,00% 15 30,00% 0,205
<60)J 19 38,00% 11 22,00% 8 16,00%
>60)J 31 62,00% 24 48,00% 7 14,00%

'L OH-Event positiv, wenn %Zellen mit LOH im TU>4x%Zellen mit LOHim NG

3.7.6 p16(9p21)-homozygote Deletion

Neben dem Anteil an Zellen mit einem 9p21-LOH wuadeh ermittelt wie viele Félle einen
kompletten Verlust von 9p21 zeigten. Auch hier veutths Normalgewebe als Referenz ge-
nommen und eine homozygote 9p21-Deletion lag dedmsgemald dann vor, wenn der pro-
zentuale Anteil an Zellen mit einer homozygotendbeh vierfach grol3er war als im Nor-
malgewebe. Nur sieben von 50 Tumoren, also 14%semi¢aut dieser Definition eine homo-
zygote 9p21-Definition auf.

Zwischen einer homozygoten 9p21-Deletion und dem3#8us ergab sich kein Zusammen-
hang, deshalb wird auch auf die MS-Einzelmarkentrétngegangen.

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang ergah gwischen einer homozygoten 9p21-

Deletion und einem schlechtem histopathologischeadi®g. Bei vorhandener Deletion hat-
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ten 6 von 7 Tumoren, also 85,71% ein G3-Grading nuad einer, also 14,29% ein G2-
Grading; bei fehlender Deletion dagegen hatten @548, also 58,14% ein G2-Grading und
nur 41,86% (18 von 43) waren G3-Tumoren.

25 G
E G
B c3

20—

Anzahl

keine homozygote 9p21-Del. homozygote 9p21-Del.
9p21 hom. Del. (% Zellen >4* von NG)

Abb.52: Korrelation zwischen homozygoter
9p21-Del. und Grading, p=0,045

Es zeigte sich ein weiterer Trend (statistisch insegnifikant), dass bei vorhandener homozy-

goter Deletion, die Zahl der Frauen (5 von 7) uadfeéhlender Deletion die Zahl der M&nner
(27 von 43) Uberwog.

3.8 MS-Status in Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern
Neben der Korrelation des CIN-Status mit allen amdevariablen, wurde auch der MS-
Status allen Parametern gegentbergestellt. Es wuha® Gruppen von Tumoren unterschie-

den: MSS, MSI-low und MSI-high. Ein Tumor wurde MS$S bezeichnet wenn auf keinem

der 13 Marker eine Mikrosatelliteninstabilitat \ayl Zeigten dagegen genau einer oder zwel
Marker eine Mikrosatelliteninstabiltdt wurde dernfar als MSI-low klassifiziert. MSI-high

setzte eine Mikrosatelliteninstabilitdt in mehr alder 13 Marker voraus.
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3. Ergebnisse 3.8 MS-Status in Korrelation mit klinisch-patholsghen Parametern

Tab.40: MS-Status” in Korrelation zu klinisch-pathologischen Parametern

Tu ges. MSS MSI-low MSI-high
n % n % n % n % p
Tu-Stadium’ 49 100,00% 18 36,73% 9 18,37% 22 44,90% 0,102
T1 3 6,12% 3 6,12% 0 0,00% 0 0,00%
T2 9 18,37% 4 8,16% 0 0,00% 5 10,20%
T3 26 53,06% 6 12,24% 8 16,33% 12 24,49%
T4 11 22,45% 5 10,20% 1 2,04% 5 10,20%
N-Status’ 49 100,00% 18 36,73% 9 18,37% 22 44,90% 0,687
NO 26 53,06% 8 16,33% 5 10,20% 13 26,53%
N1 9 18,37% 3 6,12% 1 2,04% 5 10,20%
N2 14 28,57% 7 14,29% 3 6,12% 4 8,16%
Tu-Lokalisation 49 100,00% 18 36,73% 9 18,37% 22 44,90% 0,009
proximal 24 48,98% 4 8,16% 4 8,16% 16 32,65%
C. transversum 2 4,08% 1 2,04% 0 0,00% 1 2,04%
distal 23 46,94% 13 26,53% 5 10,20% 5 10,20%
Grading 50 100,00% 19 38,00% 9 18,00% 22 44,00% 0,035
G2 26 52,00% 12 24,00% 7 14,00% 7 14,00%
G3 24 48,00% 7 14,00% 2 4,00% 15 30,00%
Alter 50 100,00% 19 38,00% 9 18,00% 22 44,00% 0,931
<60)J 19 38,00% 7 14,00% 4 8,00% 8 16,00%
>60) 31 62,00% 12 24,00% 5 10,00% 14 28,00%
Geschlecht 50 100,00% 19 38,00% 9 18,00% 22 44,00% 0,074
m 29 58,00% 15 30,00% 4 8,00% 10 20,00%
w 21 42,00% 4 8,00% 5 10,00% 12 24,00%
Uberleben 50 100,00% 19 38,00% 9 18,00% 22 44,00% 0,543
lebt 32 64,00% 11 22,00% 5 10,00% 16 32,00%
verstorben 18 36,00% 8 16,00% 4 8,00% 6 12,00%
Uberlebensrate 50 100,00% 19 38,00% 9 18,00% 22 44,00% 0,392
>36 Monate 33 66,00% 11 22,00% 5 10,00% 17 34,00%
<=36 Monate 17 34,00% 8 16,00% 4 8,00% 5 10,00%

'MSS: keine Mikrosatelliteninstabilitit (0/13 Markern), MSI-low: Mikrosatelliteninstabilitat auf 1/13 oder 2/13 Markern,
MSI-high: Mikrosatelliteninstabiliat > 2/13 Markern; Znach UICC

3.8.1 MS-Status und Tumorstadium
Auffallig war, dass T1-Tumoren ausschlielich im MSS-Gruppe vorkamen. Aufgrund ei-

ner zu geringen Anzahl an T1-Tumoren von nur diegésamt, ergaben sich jedoch keine
statistisch signifikanten Zusammenhénge.

3.8.2 MS-Status und Tumorlokalisation

Statistisch signifikante Zusammenhange fanden swglschen der Tumorlokalisation und
dem MS-Status. MSS-Tumoren waren zu 72,22% (1318)nm distalen Kolon lokalisiert,

MSI-high-Tumoren zu 72,73% (16 von 22) im proxinmakeolon. MSI-low-Tumoren waren
zu 44,44% im proximalen und zu 55,55% im distaleol lokalisiert. Sie scheinen diesbe-

zuglich eine Art Mittelstellung zwischen MSS uns Mftgh einzunehmen.
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3. Ergebnisse 3.8 MS-Status in Korrelation mit klinisch-patholsghen Parametern

Lokalisation
20

W proximal
[ C. transversum
O distal

154

L

MSS MSl-high MSI-low
MS-Status

Abb.53: Korrelation zwischen MS-Status
und Tu-Lokalisation, p=0,009

3.8.3 MS-Status und Differenzierungsgrad

Ahnlich waren die Verhaltnisse beim Differenzieraggad. MSS-Tumoren hatten in 63,16%
(12 von 19) ein G2-Grading; MSI-high-Tumoren in B8 (15 von 22) ein G3-Grading. Die

MSI-low-Karzinome stellten sich hier eher auf dieit€ der MSS-Tumoren; sie hatten sogar
in 77,77% (7 von 9) ein G2-Grading (p=0,035).

15— G
BG2
[BFex]

Anzahl

MSs MSi-high MSl-ow
MS-Status

Abb.54: Korrelation zwischen MS-Status
und Grading, p=0,035
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3. Ergebnisse 3.9 MS-Status in Korrelation mit molekularen Marker

3.8.4 MS-Status und Geschlecht

Bei den MSS-Tumoren war der Anteil der Manner grd®é von 19), bei den MSI-Tumoren
der Anteil der Frauen (12 von 22). Die MSI-low-Eafleigten ein knappes Uberwiegen des
weiblichen Geschlechts (5 von 9). Allerdings watkese Zusammenhange statistisch nicht

signifikant (p=0,074).

3.9 MS-Status in Korrelation mit molekularen Markern
Die Ubersichtstabelle Tab. 41 findet sich im AnhaRglgende Grafik zeigt die Verteilung
alterierter Zellen in den drei verschiedenen Tumgsgen im Vergleich zum Normalgewebe.

Bei der MSI-high-Gruppe war der Anteil alterieri&llen deutlich niedriger als bei der MSS-
und MSI-low-Gruppe.

Boxplot

100,00

75,00

50,00

%alt.Zellen

25,00

nie n=19 n=22 n=9

T T T T
N MSs MSI-high MSI-low

Abb.55: Vergleich % alt. Zellen in 6 Normal-
geweben und 50 Tumorgeweben

3.9.1 MS-Status und CEPs

CEP3 war bei MSS und MSI-low-Tumoren meist alterie@hrend MSI-high-Falle haufiger
keine Alteration auf CEP3 hatten (MS-Status*CEP3MMWEXSD, p=0,024; MS-
Status*CEP3-CIN%Zellen>4x%NG, p=0,008). Die gleichierteilung zeigte sich auch bei
CEP7 und CEP17, wobei diese noch besser mit denstdtss korrelierten als CEP3 (MS-
Status*CEP7MWert>1xSD, p= 0,000; MS-Status*CEP7%R¢llen>4x%NG, p=0,001,;
MS-Status*CEP17MWert>1xSD, p=0,001; MS-Status*CERIN%Zellen>4x%NG,

p=0,000).
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3. Ergebnisse 3.9 MS-Status in Korrelation mit molekularen Marker

3.9.2 MS-Status und p16(9p21)
Bei 9p21 war insgesamt der Anteil an Fallen ohrteration, mit 36 von 50 (72%), sehr grol3.

Dies resultierte daraus, dass die Deletionen ratshiAlteration betrachtet wurden und durch
den verwendeten Mittelwert als Bezugsgréf3e sogaAterationen ausglichen.

Nur bei der Gruppe der MSI-low-Falle berwog diezAhl der alterierten Tumoren um eins
gegeniber den nicht alterierten, wéhrend, sowohM&S als auch bei MSI-high mehr Falle
ohne Alteration vorlagen, wobei im Vergleich benddSS-Tumoren verhaltnisméfig doch
mehr alteriert waren, namlich 36,84% (7 von 19)M8&IS vs. 9,09% (2 von 22) bei MSI-high
(MS-Status*9p21MWert>1xSD, p=0,015).

Korrelierte man den MS-Status mit dem Vorhandensgias 9p21-LOH, so zeigten sich kei-
ne statistisch signifikanten Ergebnisse. Insgesagten 35 von 50 Fallen einen LOH und in
jeder der drei Gruppen Uberwogen die LOH-positi#étle. Verhaltnismaliig zeigten MSS
(78,95%=15 von 19) und MSlI-low (77,77%=7 von 9) me®Hs als MSI-high (59,09%=13
von 22).

3.9.3 MS-Status und CIN-Status
Diese Korrelationen wurden unter 3.4.1 bereits lésiben (vgl. Tab.20-23 und Abb.14-23).

An dieser Stelle soll nochmal betont werden, daSSMund MSI-low-Tumoren zum Grol3tell
,CIN-high* waren, wéhrend sich MSI-high-Tumoren @hernd gleich auf alle drei CIN-
Gruppen verteilten. Folgende Balkendiagramme geben Uberblick:

15| CIN-Status 14| CIN-Status

Bl CIN-negativ W CIN-negativ
B CIN-low 7 = CIN-low
O cIN-high O CIN-high

12+

.
MSS MSI-high MSI-low MSS MSI-high

MS-Status MS-Status

Abb.56: Korrelation zwischen MS-Status und Abb.57: Korrelation zwisc hen MS-Status und
CIN-Status (%ZellenCEPs>4x%NG), p=0,003 CIN-Status (CE PsMWert>1xSD), p=0,001

MSI-low
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3. Ergebnisse 3.9 MS-Status in Korrelation mit molekularen Marker

Korrelierte man den MS-Status mit ,,CIN-high* undight CIN-high“-Tumoren, so zeigte
sich, dass in der MSI-high-Gruppe die ,nicht CINfifi-Tumoren deutlich Gberwogen, wah-
rend bei MSS und MSI-low mehr ,,CIN-high“-Falle varken.

CIN-high
W nein
Hja

MSS MSl-high MSl-low
MS-Status

Abb.58: Korrelation zwischen MS-Status und
CIN-high (CEPsMWert>1xSD), p=0,000

3.9.4 MS-Status und Methylierung

Es wurde nach einem Zusammenhang zwischen einet, pi%-, pl6-, und MLH1-

Methylierung und dem ,MS-Status” gesucht. Daterrzudagen bei 36 von 50 Karzinomen
vor.
Je gleich viele MSI-high-Tumoren zeigten eine pléthlierug bzw. keine pl6-

Methylierung, bei MSS und MSI-low dagegen Uberwogeutlich die nicht methylierten
Falle.

12 p16 Methylierung
W nicht methyliert
Il methyliert

MSS MSl-high MSI-ow
MS-Status

Abb.59: Korrelation zwischen MS-Status
und p16-Methylierung, p=0,039
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3. Ergebnisse 3.9 MS-Status in Korrelation mit molekularen Marker

MSI-high-Tumoren zeigten in 9 von 16 Fallen (56,3%e MLH1-Methylierung, bei MSS-

und MSI-low-Tumoren war kein einziger Fall methylie

MLH1 Methylierung
W nicht methyliert
W methyliert

MSI-high MSiI-low
MS-Status

Abb.60: Korrelation zwischen MS-Status
und MLH1-Methylierung, p=0,000

Wahrend CIN-high-Tumoren also mit einer fehlendegtiMlierung korrelierten (vgl. 3.4.4),
zeigen MSI-high Tumoren haufiger eine vorhandeneH¥Lund pl6-Methylierung (vgl.
Ubersichtstabelle Tab.41 im Anhang).

3.9.5 MS-Status und Immunhistochemie von MLH1, MSH2ind MSH6
Bei den MSI-high-Tumoren waren 16 von 21 MLH1-IHga&v, bei MSS- und MSI-low-
Tumoren dagegen waren alle IH-positiv. Diese Ergeenpassen auch zu denen der Korrela-

tion des CIN-Status mit der Immunhistochemie (\8)#4.5), wo die ,CIN-high“-Tumoren

Uberwiegend ,IH-positiv‘ waren.
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3. Ergebnisse 3.9 MS-Status in Korrelation mit molekularen Marker

20 MLH1_IH
I 'H negativ
[ IH positiv

15+

Anzahl

MSI-high MSiI-low
MS-Status

Abb.61: Korrelation zwischen MS-Status
und MLH1-IH, p=0,000

3.9.6 MS-Status und CIMP-Pathway

Ergebnisse beziglich des CIMP-Pathway lagen bep8&b0 Fallen vor.
Wahrend bei MSI-high-Tumoren gleich viele Falle GiNositiv wie CIMP-negativ waren,
Uberwogen bei MSS- und MSI-low-Tumoren deutlich @BMP-negativen, wiederum pas-

send dazu, dass chromosomal instabile TumorenGMP-negativ waren (vgl. 3.4.6).

12 CIMP pathway
W nein
M ja,

Anzahl

MSlI-high MSl-low
MS-Status

Abb.62: Korrelation zwischen MS-Status
und CIMP-Pathway, p=0,039
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3. Ergebnisse 3.10 Deskription der FISH-Ergebnisse von Einzedfall

3.9.7 MS-Status und 3-catenin

MSI-high-Tumoren korrelierten positiv mit einer fehden [3-catenin-Expression im Kern.

Am deutlichsten wurde dieser Zusammenhang fir @inatenin-Expression von 1% untlO

% im Zellkern (vgl. Ubersichtstabelle Tab.41 im Amig). Auch diese Ergebnisse passen da-
zu, dass ,,CIN-high“-Tumoren mit einer positiven &eanin-Expression im Zellkern korrelie-
ren.

Rcat Kern 1% 14| Rcat Kern 210%
B nein W nein
Hja | ja

Anzahl

MSI-high MSI-low MSI-high MSiI-low
MS-Status MS-Status
Abb.63: Korrelation zwischen MS-Status Abb.64: Korrelation zwisc hen MS-Status
und 3-cat-Expr. von 1%, p=0,005 und B-cat-Expr. von 210%, p=0,000

3.10 Deskription der FISH-Ergebnisse von Einzelfadn

Unter den 50 Karzinomen, die in die oben genanfarppen eingeteilt wurden, gab es ein-
zelne Falle, die besondere Verteilungsmuster detr@meren (CEP3, CEP7, CEP17) oder
andere Auffalligkeiten zeigten.

Bei drei MSI-high-Fallen (Tu-Nr. 13, 17 und 42) uathem MSS-Fall (Tu-Nr. 46) fanden

sich zwei verschiedene Chromosomenmuster. Eingp@mllation hatte grofl3e Zellkerne mit

tetraploidem Chromosomensatz und kam in einem(fFalNr. 17) sogar haufiger vor als die
zweite Zellpopulation, die einen weitgehend stabildiploiden Chromosomensatz aufwies.
Ob diese Zellen tatséchlich amplifiziert waren odmh lediglich in der Mitose befanden,
bleibt offen. Die drei MSI-high-Féalle wurden dadargleichzeitig als ,,CIN-high* klassifi-
ziert, der MSS-Fall dagegen wurde je nach CIN-D&fin entweder als ,,CIN-low” (bei CIN:
%Zellen CEPs>4x%NG) bzw. ,,CIN-negativ” (bei CIN: EEMWert>1xSD) gewertet.

Ein auffalliges 3:2-Verhéaltnis von CEP7 zu CEP3€@&r zu Red) zeigte sich bei drei MSI-
high-Fallen (Tu-Nr. 1, 16, 41), einem MSI-low-F@llu-Nr. 30) und einem MSS-Tumor (Tu-

Nr. 29). Alle genannten Tumoren wurden hierdurcimdestens als ,CIN-low" klassifiziert,
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3. Ergebnisse 3.10 Deskription der FISHrgebnisse von Einzelfall

ein MSI-high-Fall (Tu-Nr.1pei der CIN-Definition (CIN:%Zellen CEPs>4x%NG) sogar ¢
»CIN-high*.

Eine weitere Gruppgon viel MSI-high-Tumoren (TuNr. 3, 4, 6 und 40und einem MSS-
Tumor (Tu-Nr. 22)zeigte ein aufilliges 2:3Verhaltnis von CEP7 zu CEP3 (Green zu R
Tu-Nr. 3 war zugleich ,CINhegativ®, Tu-Nr. 4 je nach CINDefinition ,CIN-low" (CIN:
CEPsMWert>1xSD) oder ,Cl-high* (CIN: % Zellen CEPs>4x%NG) und -Nr. 6 und 40
waren ,CIN-low", wobei bei letzterem zusatzlich ein - Verhaltnis von CEP7 zu CEP3r-
kam. Der MSS-Fall (TuNr. 22) wurde je nach CI-Definition als ,,CIN{ow* (CIN: % Zellen
CEPs>4x%NG) oder ,CiNregativ* (CIN: CEPsMWert>1xSD) klassifizi.

Bei einem weiteren MS&all (Tu-Nr. 33), der auch ,CIN-high* wafanden sich zwei \r-
schiedene Gruppen von Tumorzellen. Einerseitsgee&ellkerne mit sehr stark amplifizier
Chromosomenzahl und andererseits kleinere Zellkelieeweniger stark amplifiziert zu se
schienen.

Zwei MSS-Falle (TuNr. 25 und 47) und ein M-low-Fall (TuNr.24), die zugleich ,CII-
high* bzw. TuNr. 25 bei der ClI-Definition ,,CIN:CEPsWert>1xSD* nur ,Cll-low" waren,
zeigten ebenfalls zwei verschiedene Chromosomenmustees davon war sehr stark ai-
fiziert (und kam bei TiNr. 24 und 25selten vor), das andere wies ein auffalliges—
Verhaltnis von CEP7 zGEP3 (Gree zu Red) auf.

Um diese Gruppen von Tumoren eindeutig mit bestiemnkdiniscl-pathologischen oder o-

lekularen Parameteiin Verbinduncbringen zu kénnen, war diallzahl zu gering

FISH-BIld 6: Beispiel fiir ein auffalliges 2:3  -Verhéltnis von CEP7 zu CEP3 (Green zu Red)
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4. Zusammenfassung

FISH-BIld 7: Beispiel fur eine Tumorzelle mit tetraploid em Chromosomensatz

4. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden 5Kolorektale Karzinomizur Ermittlung der chromosomalen Insi-
litat mit Fluoreszenz-in-sitidybridisierung (FISH) untersucht und dErgebnisse mit Kli-
nisch-pathologischen undolekularerParametertorreliert. Dazu zahlten d MS-Status, die
Promotormethylierung von hMLH1, p14, p15 und, dieimmunhistochemische Expressi
der MMR-ProteineMLH1, MSH2 und MSHI sowie dieimmunhistochemische Expressi
von Maspin im Zellkern, de€IMP-Pathway und die R-catenikikkumulation im Zelkern.

Die FISH wurde,wie im ,Abschnitt Material und Methoden* beschri@, mittels drei
Centromer- und einer Lokuspezifischen Soncdurchgefuhrt (Red CER&reen CEP7, Aqua
CEP17, p16 (9p21)). Fur jeden Tumor wurde die Sk in jeder Zelle gezat und an-
schlielBend der Mittelwert, also die durchschnitéicZahl an Signalen pro Zelle fir jeden-
zelfarbe in einem Tumor, bestimmt. Um bei der staithen Auswertung eine Vergles-
gruppe zu haben, wurdausatzlich Normalgewebe r FISH untersucht. chliel3lich wurde
Uber den Vergleich mit dem Normalgewebe, unter &#itung der Einzelmarker C3,
CEP7und CEP17, festgelegt, ob ein Tumor eine chromokoinatabilitat zeigund in wel-
cher Auspragung (,CINregativ, ,CIN-low* oder ,CIN-high*). Die exakten ,CIN-
Definitionen sindim Ergebnissteil beschrieben, ebenso die Definitiordas Vorhandense
eines LOH oder einer homozygoten Deleides Tumorsuppressorgegnst (9p21 (vgl. 3.2.1
und 3.2.2).

Es ist gelungemnittels FISH eine chromomale Instabilitdt bei kolorektalen Karzinomen
detektieren un@nhand der Auspraguiverschiedene Tumorgruppen aiteilen.
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4. Zusammenfassung

Die Untersuchung des Normalgewebes erwies siclkedls wichtig. Es zeigte sich an Hand
der Mittelwerte und der Prozentzahl alterierteretelvgl. 3.2.1), dass sich im Normalgewe-
be fast ausschliel3lich zwei Kopien der entsprechei@@entromere fanden, was daftir spricht,
dass die FISH eine zuverlassige Methode ist, umenigche Veranderungen der Chromoso-
menzahl in Zellen von Paraffinmaterial und Frischgle (,Touch-Praparaten) zu ermitteln.
Fur eine zuverlassige Beurteilung der Tumorzelltreine vergleichende Analyse von Nor-
malgewebe ndtig, um madgliche Artefakte, etwa dwidh in der Mitose befindende Zellen,
richtig zu interpretieren.

Im Anhang sind in der Ubersichtstabelle Tab. 42 &linisch-pathologischen und molekula-
ren Parameter der 50 untersuchten Einzelfalle zosangefasst.

Bei der Korrelation mit dem MS-Status zeigte sidass ,,CIN-negativ’ mit MSI-high korre-
liert, ,CIN-high* mit MSS und ,CIN-low* eine Art Zvischengruppe darstellt, mit einem
Uberwiegen von MSI-Tumoren. Die Tabellen Tab.22/28. 3.4.1) zeigen die Verteilung der

Tumoren in die Tumorgruppen flr die beiden verwéeneCIN-Definitionen®.

Tab.22: CIN-Status' in Korrelation zum MS-Status

Tu ges. CIN-negativ CIN-low CIN-high
n % n % n % n % p
MS-Status 50 100,00% 14 28,00% 13 26,00% 23 46,00% 0,001
MSS 19 38,00% 3 6,00% 3 6,00% 13 26,00%
MSI-high 22 44,00% 11 22,00% 8 16,00% 3 6,00%
MSI-low 9 18,00% 0 0,00% 2 4,00% 7 14,00%

CIN-Status(CEPs MWert>1xSD)

Tab.23: CIN-Status” in Korrelation zum MS-Status

Tu ges. CIN-negativ CIN-low CIN-high
n % n % n % n % p
MS-Status 50 100,00% 10 20,00% 12 24,00% 28 56,00% 0,003
MSS 19 38,00% 1 2,00% 3 6,00% 15 30,00%
MSI-high 22 44,00% 9 18,00% 7 14,00% 6 12,00%
MSI-low 9 18,00% 0 0,00% 2 4,00% 7 14,00%

1CIN-Status(%ZeIIenCEPs>4x%N G)

Nur knapp uber die Halfte der ,,CIN-high“-Falle siME5S (13 von 23=56,52 % bzw. 15 von

28=53, 57%), die restlichen verteilen sich aufMi@l-low- und MSI-high-Gruppe.

Wir fanden also eine Gruppe von Tumoren, die soweatd chromosomale Instabilitat (CIN-

high) als auch eine Mikrosatelliteninstabiliat (M8gh) zeigt. Je nach verwendeter ,CIN-

Definition”“ liegt der Anteil dieser Gruppe bei 6%w. 12 % aller Tumoren. Vice versa gibt

es eine kleinere Gruppe mit weder CIN noch MSI. Beteil liegt hier bei 6% bzw. 2% aller

Tumoren.

Bei der Korrelation des CIN-Status mit den klinigzthologischen Parametern (vgl.

Tab.18/19) zeigte sich, dass ,,CIN-high“-Tumorenegimdheren Differenzierungsgrad haben.
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4. Zusammenfassung

14 von 23 (=60,87%) bzw. 18 von 28 (=64,28%) ,CligHi-Tumoren haben ein G2-
Grading, bei ,,CIN-negativ* und ,,CIN-low“-Fallen Ub&iegen die G3-Falle. Aul3erdem ergab
sich ein statistisch signifikanter Zusammenhangseien ,CIN-low“-Tumoren und einem
N1-Lymphknotenstatus. Korrelierte man den MS-Statitsklinisch-pathologischen Parame-
tern, so zeigten sich folgende Zusammenhange Tagy. 40):

MSI-high-Tumoren zeigen in 68,18% (15 von 22) ei3+Grading und sind im Vergleich zu
MSS- und MSI-low-Tumoren statistisch signifikanttreinem geringeren Differenzierungs-
grad assoziiert.

MSS-Tumoren sind haufiger im distalen Kolon (13 Vi8=72,22%) lokalisiert und MSI-
high-Tumoren meist im proximalen Kolon (16 von 222:73%). MSI-low-Tumoren verteilen
sich fast gleichméafig auf distales (5 Tumoren) prakimales (4 Tumoren) Kolon, scheinen
also eine Art Mittelstellung einzunehmen.

MSI-high kommt h&aufiger bei Frauen vor (12 von 22:88%), MSS haufiger bei Mannern
(78,95%), was auch dazu passt, dass ,CIN-nega#ufiger bei Frauen und ,CIN-high* hau-
figer bei Mannern vorkommt.

Ein statistisch hoch signifikanter Zusammenhang@lergjich zwischen ,,CIN-high“-Tumoren
und dem Auftreten von LOHs sowohl bei den MS-Einmkern (vgl. Abb. 30-33) als auch
beim Tumorsuppressorgen p16(9p21) (vgl. Tab.28/29).

»CIN-high“-Tumoren zeigen eine positive immunhigtemische MLH1-Expression (18 von
20=90% bzw. 19 von 24=79,17%) und haufiger keinenfetorhypermethylierung, was fur
p15- (15 von 17=88% bzw. 18 von 20=90%) und MLH1tWéerung (16 von 17=94% bzw.
17 von 20=85%) je nach ,CIN-Definition* statistissignifikant war (vgl. Tab. 26/27 im An-
hang).

Korrelierte man den MS-Status mit Promotormethyligy und Immunhistochemie der MMR-
Proteine, ergaben sich folgende Zusammenhange: hig8I-korreliert positiv mit einer
MLH1- und p16-Promotormethylierung und einer negatiimmunhistochemischen Expres-
sion von MLHL1.

Weiterhin zeigen CIN-Tumoren den Trend unabhangig \CIMP-Pathway vorzukommen
und zeigen haufiger eine Akkumulation von [3-catemrzZellkern. Betrachtete man die Kor-
relation des MS-Status mit CIMP, so fiel auf, d&MP-positiv mit MSI-high korreliert.
Zwar war die Haélfte der MSI-high-Falle CIMP-negatbei den MSS- und MSI-low-Féalle war
jedoch nur je ein Tumor CIMP-positiv.
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Zusammenfassend kann man also festhalten, dastsniitSH bei kolorektalen Tumoren eine
chromosomale Instabilitat detektiert werden karassddiese chromosomale Instabilitat unter-
schiedlich stark ausgepréagt sein kann und dass ls&chKorrelation mit dem MS-Status, ver-
schiedene Tumorgruppen ergeben. Fasst man CINumdICIN-low als CIN-positiv zusam-
men und zahlt man MSI-low zur Gruppe der MSS-Tumaegen sich die prozentualen Ver-
teilungen wie in Tab. 43 und 44 dargestellt: CINsipg/MSI-negativ (50% bzw. 54%), CIN-
negativ/MSI-positiv (22% bzw. 18%), CIN-positiv/IMpbsitiv (22% bzw. 26%) und CIN-
negativ/MSI-negativ (6% bzw. 2%).

Tab.43: CIN-Status® in Korrelation zum MS-Status

Tu ges. CIN-negativ CIN-positiv
n % n % n %
MS-Status 50 100,00% 14 28,00% 36 72,00%
MSS 28 56,00% 3 6,00% 25 50,00%
MSI 22 44,00% 11 22,00% 11 22,00%

'CIN-Status(CEPs MWert>1xSD)

Tab. 44: CIN-Status® in Korrelation zum MS-Status

Tu ges. CIN-negativ CIN-positiv
n % n % n %
MS-Status 50 100,00% 10 20,00% 40 80,00%
MSS 28 56,00% 1 2,00% 27 54,00%
MSI-high 22 44,00% 9 18,00% 13 26,00%

'CIN-Status(%ZellenCEPs>4x%NG)

5. Diskussion

In der Diskussion folgt der Vergleich unserer egeirgebnisse mit denen anderer Arbeits-
gruppen. Auf die Komplexitat der Pathogenese de€ 68l anhand von neueren Erkenntnis-

se noch einmal eingegangen werden.

5.1 Korrelation von CIN und MSI mit klinisch-pathol ogischen Parametern

In dieser Arbeit zeigte sich kein statistisch digganter Zusammenhang zwischen

chromosomaler Instabilitat (CIN) und Mikrosatellibastabilitat (MSI) und dem Uberleben

(vgl. Tab. 19 und 40).

Wie unter 3.3.7 beschrieben, war der Nachbeobaghagitraum in vielen Fallen zu kurz, um

hier valide Ergebnisse erwarten zu konnen. Aul3eridgnbei einem Teil der Patienten der
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5. Diskussion 5.2 Die verschiedenen Tumorgruppen

Diagnosezeitpunkt weniger als 36 Monate zuriickdass diesen eine Uberlebensrat86
Monate zugewiesen wurde, wovon nicht automatissig@gangen werden darf.

In vielen anderen Arbeiten wurde beschrieben, @assiploide Tumoren prognostisch un-
gunstiger sind als diploide oder nahezu diploidetfiy et al., 1991; Tsuchiya et al., 1992;
Pietra et al., 1998). Dieser Zusammenhang passt dazu, dass ,CIN-high* haufig mit
TP53-Mutationen einhergeht, was an sich mit eicbieshteren Prognose korreliert (Chang
et al., 2006). Viele Arbeitsgruppen haben eine dres®rognose bei MSI-high-Tumoren be-
schrieben (Thibodeau et al., 1993; Gryfe et alg02(Kohonen-Corish et al., 2005; Popat et
al., 2005; Ribic et al., 2003; Wright et al., 20@3ang et al., 2006), was sich in dieser Arbeit
nicht eindeutig zeigte.

Bei CIN und Differenzierungsgrad ergab sich, daSkN;high* tendenziell mit einem hdhe-
ren Differenzierungsgrad (G2) einhergehen, bes@ndeutlich wurde dies bei CEP7, etwas
weniger bei CEP17 (vgl. Tab. 34-37 im Anhang). Bi€&sgebnisse passen dazu, dass in die
»CIN-high*“-Gruppe viele MSS-Tumoren eingeschlosserd, die im Gegensatz zu MSI-high-
Tumoren besser differenziert sind. MSI-high-Tumdkerrelierten in dieser Arbeit mit einem
geringeren Differenzierungsgrad (vgl. Tab. 40), wasinklang mit denen Ergebnissen vie-
ler anderer Arbeitsgruppen steht (Kim et al., 1994ut et al., 2004; Chang et al., 2006).
Weitere fur MSI-high typische Eigenschaften wie mdser Zelltyp und peritumorale
Lymphozyteninfiltration (,Crohn’s like inflammation (Kazama et al., 2005; Prall et al.,
2004; Phillips et al., 2004; Dolcetti et al., 199@)rden in dieser Arbeit nicht untersucht.

Die Zusammenhange bei der Tumorlokalisation, dag&SMumoren haufiger im distalen
Kolon lokalisiert sind und MSI-high-Tumoren meist iproximalen Kolon, wurden bereits
vielfach vorbeschrieben (Thibodeau et al., 1993 €t al., 1994; Chang et al., 2006; Kazama
et al., 2005).

Kolorektale Karzinome mit MSI werden mit héhererStadien (haufig T3-Tumoren) und
seltenem Lymphknotenbefall sowie dem seltenererrdtigh von Metastasen assoziiert, wo-
zu die Ergebnisse aus dieser Arbeit passen, dasaumbren ausschliel3lich in der MSS-
Gruppe vorkamen (vgl. Tab. 40).

Ein haufigeres Auftreten von MSI-high bei Frauerr@eubereits beschrieben (Séreide et. al.,
2006). Auch in unserer Arbeit war der Anteil an M&imoren bei Frauen mit 12 von 21
(=57,14%) groRer als bei Mannern (10 von 29=34,4884l) Tab. 40). Knapp uber die Halfte
aller MSI-high-Tumoren (12 von 22=54,55%) kam belten vor.
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5. Diskussion 5.2 Die verschiedenen Tumorgruppen

5.2 Die verschiedenen Tumorgruppen
Die Kastengrafiken Abb.1 und Abb.2 im Ergebnisstegl. 3.2.2) mit dem prozentualen An-

teil alterierter Zellen in den Tumorgeweben im Mergh zum Normalgewebe zeigen, dass

auch MSI-Tumoren alterierte Zellen haben, wenn aoctburchschnitt weniger ausgepragt
als MSS-Tumoren. So liegt der Median alterierteltetebei den MSI-Tumoren bei 38,34%
versus 81,5% bei den MSS-Tumoren. Allerdings s@reioei den MSI-Tumoren Einzelfalle
zum Teil deutlich alteriert zu sein (vgl. oberer hisker" der MSI-Tu-Box, entsprechend ei-

ner Alteration von 82,50% der Zellen dieses Tumors)

In dieser Arbeit wurden CIN-Tumoren nicht nur inIiEpositiv* oder ,,CIN-negativ* einge-
teilt, sondern es wurden drei Gruppen von Tumonaerschieden, namlich ,,CIN-negativ,
»CIN-low" und ,,CIN-high*“.

Es gibt verschiedene Madglichkeiten CIN-Tumoren ete#en. Eine entscheidende Rolle
spielt dabei die gewahlte Definition der ,CIN®. theser Arbeit wurden verschiedene Mdg-
lichkeiten von Definitionen genannt und zwei fle dietaillierte Auswertung verwendet (vgl.
3.2). Beim Vergleich mehrerer Arbeiten untereinandeeffen meist verschiedene ,CIN“-
Definitionen und eine daraus resultierende unteéesiiiche Einteilung der ,,CIN*“-Gruppen
aufeinander.

Je nach verwendetem Centromer-Marker ergab siah witerschiedliche Zuordnung in die

,CIN-high“-, ,CIN-negativ“- oder ,CIN-low"- Tumorguppe.

Wie bereits im Ergebnissteil dargestellt, wurdee &ion uns definierten Gruppen der
chromosomalen Instabilitédt mit dem MS-Status kagrel Dabei zeigte sich ein hoch signifi-
kanter Zusammenhang zwischen ,CIN-negativ* und M8id weniger deutlich zwischen
,CIN-high* und MSS.

Allerdings gab es in jeder CIN-Gruppe Tumoren, €iieer anderen MS-Gruppe zugehdrig
waren: Drei von 14 (21,4 %) bzw. einer von zehr?4)1Qje nach verwendeter Definition; vgl.
Tab. 20/21) ,,CIN-negativ‘-Tumoren zeigten keine kikatelliteninstabilitéat (MSS), und drei
von 23 (13 %) bzw. sechs von 28 (21,4%) ,,CIN-hidgtélen waren gleichzeitig mikrosatelli-
teninstabil (MSI). In der ,CIN-low“-Gruppe war diéuteilung nicht so eindeutig, vielmehr
schien diese Gruppe von Tumoren eine Art Mittelistg) einzunehmen. Betrachtete man die
Gruppe der ,,CIN-low“-Tumoren nicht gesondert, samderdnete man sie entweder der ,kein
CIN-high*- oder der ,CIN-positiv‘-Gruppe zu, ergabsich folgende Zusammenhange (vgl.
Tab. 43/44 und Tab. 45/46): Bei den ,kein CIN-hightmoren, die sich aus den ,,CIN-low"-
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5. Diskussion 5.2 Die verschiedenen Tumorgruppen

und den ,CIN-negativ-Fallen zusammensetzten, veammddie Gruppe der MSS-Tumoren mit
29,6% (8 von 27) bzw. 27,3 % (6 von 22) groRerdén ,CIN-positiv*-Gruppe, die sich aus
»CIN-high* und ,CIN-low* zusammensetzte, war der M&nteil mit 30,6% (11 von 36)
bzw. 32,5% (13 von 40) groRer.

Tab.45: CIN-Status® in Korrelation zum MS-Status

Tu ges. kein CIN-high CIN-high
n % n % n %
MS-Status 50 100,00% 27 54,00% 23 46,00%
MSS 28 56,00% 8 16,00% 20 40,00%
MSI 22 44,00% 19 38,00% 3 6,00%

'CIN-Status(CEPs MWert>1xSD)

Tab. 46: CIN-Status’ in Korrelation zum MS-Status

Tu ges. kein CIN-high CIN-high
n % n % n %
MS-Status 50 100,00% 22 44,00% 28 56,00%
MSS 28 56,00% 6 12,00% 22 44,00%
MSI-high 22 44,00% 16 32,00% 6 12,00%

'CIN-Status(%zZellenCEPs>4x%NG)

Noch komplexer gestalteten sich die Zusammenhamgen man nicht nur zwischen MSS
und MSI sondern zusatzlich noch eine MSI-low-Gruppeerschied: Fur die Gruppe der
»CIN-negativ“- und der ,CIN-low“-Tumoren andertecsi hierdurch wenig, in der Gruppe der
»CIN-high“~-Tumoren zeigte sich, dass nicht nur diereits erwadhnten 13% bzw. 21% an
MSI-high-Tumoren vorkamen, sondern zusatzlich n@ction 23 (30,4%) bzw. 7 von 28
(25%) MSI-low-Falle (vgl. Tab. 22/23).

Diese Zusammenhange wurden zusatzlich von der endgeite her aufgerollt, ndmlich wie
sich bei entsprechendem MS-Status die Tumoren euiunterschiedlichen CIN-Gruppen
verteilen: Wéahrend die MSS- und MSI-low-Tumoreneetteutliche Zugehdrigkeit zur ,CIN-
high“- Gruppe zeigten, waren die MSI-high-Tumorevaz etwas haufiger der ,,CIN-negativ*-
Gruppe zuzuordnen, zeigten jedoch auch einen echebl Anteil an ,,CIN-high“- und ,CIN-
low“-Tumoren (3 von 22=13,6% bzw. 6 von 22=27,3%d 8 von 22=36,4% bzw. 7 von
22=31,8% ) (vgl. Tab. 47/48).

97



5. Diskussion 5.2 Die verschiedenen Tumorgruppen

Tab.47: CIN-Status” in Korrelation zum MS-Status

Tu ges. MSS MSI-high MSI-low
n % n % n % n % p
CIN-Status’ 50 100,00% 19 38,00% 22 44,00% 9 18,00% 0,001
CIN-neg 14 28,00% 3 6,00% 11 22,00% 0 0,00%
CIN-low 13 26,00% 3 6,00% 8 16,00% 2 4,00%
CIN-high 23 46,00% 13 26,00% 3 6,00% 7 14,00%
'CIN-Status(CEPs MWert>1xSD)
Tab.48: CIN-Status’ in Korrelation zum MS-Status
Tu ges. MSS MSI-high MSI-low
n % n % n % n % p
CIN-Status’ 50 100,00% 19 38,00% 22 44,00% 9 18,00% 0,003
CIN-neg 10 20,00% 1 2,00% 9 18,00% 0 0,00%
CIN-low 12 24,00% 3 6,00% 7 14,00% 2 4,00%
CIN-high 28 56,00% 15 30,00% 6 12,00% 7 14,00%

1CIN-Status(%ZeIIenCEPs>4x%NG)

Durch diese Ergebnisse wird deutlich, dass einltatfrennung in CIN und MSI nicht még-
lich ist, da es Gruppen von Tumoren gibt, die edievébeide Arten der genetischen Instabili-
tat zeigen oder keine.

Man konnte an dieser Stelle argumentieren, dassdese Zusammenhange nur durch die
hier gewéhlten Definitionen so ergeben haben. Dagegricht zum einen, dass mit zwei un-
terschiedlichen Definitionen fur CIN tendenziellndibhe Ergebnisse erreicht wurden und
zum anderen, dass andere Arbeitsgruppe ahnlichebkigge erzielt haben, auf die im Fol-

genden eingegangen werden soll:

Eine zentrale Stellung nimmt die Arbeit von Goebktaus dem Jahr 2003 ein. Hier wurden
insgesamt 209 sporadische CRC untersucht. Als Naishfisir CIN wurden LOHs der Chro-
mosomenarme 1p, 2p, 3p, 5p, 17p und 18p verwemdketler MS-Status mit einem vom ,Na-
tional Cancer Institute* empfohlenen Panel erntittes zeigten sich 65% MSS, 21% MSI-
low und 14% MSI-high-Falle. In unserer Arbeit wundeewusst MSI- mit MSS-Fallen ver-
glichen und die Anzahl an Tumoren war mit 50 insgetsgeringer. Die Verteilung war daher
anders: Es faden sich 38% MSS Falle, 18% MSI-loleRa@nd 44% MSI-high-Falle, was
naturlich nicht der normalen Verteilung bei sposatien Tumoren entspricht.

Bei Goel et al. zeigten 51% der Tumoren zumindesreLOH-Event und wurden damit als
»CIN-positiv“ gewertet. Bei uns waren bei der Défion ,Mittelwert +/- einfache Standard-
abweichung” 46% der Tumoren ,CIN-high®, 26% ,,CIaw“ und 28% ,,CIN-negativ®. Flr
die zweite Definition ,prozentualer Anteil alterier Zellen im Tumor > 4x prozentualer An-

teil alterierter Zellen im Normalgewebe* zeigtenhsb6% ,CIN-high®, 24% ,,CIN-low* und
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20% ,CIN-negativ*-Tumoren (vgl. Tab. 22/23). Insges war der Anteil an ,CIN-high*“-
Tumoren mit ca. 50% ahnlich wie bei Goel et alQ20

Goel et al. fanden, dass 6,6% der CIN-positiven-drem gleichzeitig MSI-high waren und
28,0% gleichzeitig MSI-low. Die Gruppe von ,CIN-igTumoren, die in unserer Arbeit
zusatzlich auch MSI-high war, machte je nach D#ini13% bzw. 21,4% der Falle aus, wo-
bei man hier die insgesamt Uberreprasentierte M8pfge in unserer Arbeit beachten muss.
30,4% bzw. 25% der ,CIN-high“-Tumoren waren zusétzbuch MSI-low. Schloss man die
,CIN-low“-Félle noch in die CIN-Gruppe mit ein, waer prozentuale Anteil deutlich héher.
Dann waren 30,6% bzw. 32,5% der ,CIN-positiven“-Taren MSI-high (vgl. Tab. 43/44).
Bei Goel et. al wurde eine ,,CIN-low“-Gruppe nichttarschieden.

Wie bei Goel et al., wo 23,3% der MSI-high-Tumogarch ,,CIN-positiv* waren, zeigte sich
auch in unserer Arbeit in der Gruppe der MSI-highexheblicher Anteil an ,,CIN-high*- und
»CIN-low“-Tumoren (27,3% bzw. 13,6% und 31,8% bZ6,4%) (vgl. Tab. 47/48).

Goel et al. fanden zudem eine Gruppe von 37,8% allenoren, die weder CIN- noch MSI-
positiv waren. Bei uns waren 21,4% bzw. 10% (jehnBefinition) der ,CIN-negativen*-
Tumoren MSS (vgl. Tab.43/44). Insgesamt, auch nstizlicher Unterscheidung von MSI-
low, zeigten 6% bzw.2% aller Tumoren keine Formgharetischen Instabilitat.

Die Gruppe der MSI-low-Tumoren zeigte sowohl in enes Arbeit als auch bei Goel et al.,
ein Uberwiegen der CIN-positiven-Falle (69,8% beseGet al., 77,8% ,CIN-high* und
22,2% ,,CIN-low" bei uns) (vgl. Tab. 22/23).

Goel et al. fanden in ihrer Arbeit folgende Gruppéin,8% CIN-positiv/MSI-high-negativ,
11,0% MSI-high-positiv/CIN-negativ, 3,4% CIN-positMSI-high-positiv und 37,8% CIN-
negativ/MSI-high-negativ. In unserer Arbeit ergalsgch folgende Gruppen: 50% bzw. 54%
CIN-positiv/IMSI-high-negativ, 22% bzw.18% MSI-higiositiv/CIN-negativ, 22% bzw. 26%
CIN-positiv/IMSI-high-positiv und 6% bzw. 2% CIN-nativ/MSI-high-negativ (vgl. Tab
43/44).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die einzelnen Tuoppgn in verschiedenen Arbeiten repro-
duzierbar sind. Gleichzeitig wird deutlich, dassgh verwendeter Definition, beispielsweise
fur ,CIN“, die prozentuale Verteilung sich doch déh unterscheiden kann. In unserer Ar-
beit war der Anteil an ,,CIN-positiven“-Tumoren mi2% bzw. 80% sehr hoch. Zudem waren
die MSI-positiven Tumoren uberreprasentiert. Obev@CIN-Definition zu viele Félle als
»CIN-positiv* charakterisiert, bleibt als Frage belsen. Allerdings wurde zum Vergleich eine
grof3e Zahl an gesunden Zellen heran gezogen, sontas von reprasentativen Werten aus-

gehen kann. Der Anteil von knapp 40% der TumoreteinArbeit von Goel et al., die ,,CIN-
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negativ* und MSI-negativ sind, ist sicherlich fliedRealitéat zu hoch, da mittels deren Me-
thode ,CIN* zu detektieren nur LOHs auf bestimmtati untersucht wurden und somit si-
cherlich ein Teil der ,,CIN-positiven“-Tumoren nicbktfasst wurde. Ein Vergleich zum Nor-

malgewebe, wie in unserer Arbeit, war nicht erfolgt

Die Frage der prozentualen Verteilung zu beantworiar nicht das primére Ziel dieser Ar-
beit, vielmehr wollte man zeigen, dass es Tumoiibh dgie beide Formen der genetischen
Instabilitét zeigen und dass FISH eine Methoded,zur Detektion von ,,CIN-positiven*-

Tumoren verwendet werden kann. Beide Fragestellukgen man mit ja beantworten.

Li et al. untersuchten 2003 39 MSI-high und 20 MSRCs mit ,Comparative Genomic
Hybridization* (CGH) auf chromosomale Inbalancens|C definiert als Verluste oder Ge-
winne von Chromosomenarmen. Sie fanden ,Cls" b&b d&r MSS-Tumoren und 31% der
MSI-Tumoren, was fur das Vorhandensein einer CR@p@e mit beiden Typen der geneti-
schen Instabilitat spricht. Bei MSI-H-Fallen fandga Cls vor allem dann, wenn Mutationen
im hRAD50-Gen vorlagen, einem DNA-Reparaturgen, d¢ass sie annahmen, dass
chromosomale Instabilitéat bei MSI-H-Tumoren Ubetefdtionen des hRAD50 entsteht. Der
prozentuale Anteil von 31% MSI-Tumoren mit gleiciigem Auftreten von ,CIs“ lag etwa
zwischen den Ergebnissen von Goel et al. mit 23rb wunseren eigenen mit 50% bzw.
59,1%.

Curtis et al. untersuchten 2000 36 kolorektale Kamne im Mausmodell mit CGH und
Durchflusszytometrie fur die chromosomale Instédtli sowie mit PCR fur die
Mikrosatelliteninstabiltat. Sie stellten fest, dastromosomale Defekte in ,RER+"-
Karzinomen im Vergleich zu ,RER-“-Karzinomen gerisigqd, dass sie jedoch auch bei erste-
ren vorkommen, und dass es unterschiedliche Mugterchromosomalen Veranderungen
gibt, wovon die einen mit dem ,RER+"- (Chr 19) utié anderen mit dem ,RER-“- (8p, 18q)
Phénotyp assoziiert werden.

Camps et al. beschrieben 2004 die Koexistenz vbhudd MSI in der KM12-Zellkultur.
Trautmann et. al zeigten kirzlich, dass MSI- und3vikimoren sich zwar signifikant bezig-
lich Haufigkeit und Art von chromosomalen Alteratem unterscheiden, dass aber MSI-
Tumoren ebenfalls unterschiedliche Grade von cheammaler Instabilitat zeigen. Sie unter-
suchten 23 MSI-high und 23 MSS-Tumoren mit ,Arra@d*, Immunhistochemie und MSI-
Analyse mit einem Panel aus sieben MS-Markern. litteMwar der Anteil alterierter Gene
mit 2,8% bei MSI-high-Tumoren wesentlich niedriggds bei MSS-Tumoren mit 30,7%.
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Dennoch zeigten auch ,MSI-H*-Tumoren zum Teil aysggte Alterationen, wie etwa Ge-
winne der Chromosomen 8, 12, und 13 sowie den ¥evion 15g14. Haufige Alterationen in
MSS-Tumoren waren dagegen Gewinne von Chromosdif3,8q und 20 und Verluste von
8p, 17p und 18. Interessant war auch eine bishHezkamnte Deletion auf 16p13.2, die man in
35% der MSI-H- und 21% der MSS-Tumoren mittels FF&hd (Trautmann et al., 2006).
Vergleichbare Ergebnisse lieferten auch Camps. 20416, die an 31 kolorektalen Karzino-
men (16 MSS und 15 MSI) zeigten, dass numerisch&nderungen nicht nur in MSS-
Tumoren vorkommen (MSS: +20, +8q, -8p, -18q, -1p2826, -15q921; MSI: +22g13; beide:
+8024; +160924.3; +20913;-5qg21).

Wie auch in der vorliegenden Arbeit stellten einfydeitsgruppen fest, dass es einen Teil
von Tumoren gibt, die weder dem CIN- noch dem MBdfbtyp zugeordnet werden kdnnen.
Georgiades et al. beschrieben 1999 an 22 primarendktalen Karzinomen, dass bei 1/3 der
.,RER-“- Karzinome wenig bis keine chromosomale afslitdt vorkommt, &hnlich wie bei
,RER+“- Karzinomen. Diese Tumorgruppe wurde als FRECIN-low“ bezeichnet. Die
Gruppe sprach von drei verschiedenen Pathways,euwmem ,RER+“, einem ,RER-* mit
Aneuploidie und einen ,RER-“ ohne Aneuploidie. Aufkem beschrieb auch diese Gruppe
bei ,RER+"- Tumoren einige Chromosomenamplifikagorund -deletionen.

Auch Tang et al. fanden in ihrer Arbeit aus demr 2004 an 179 CRC 17%, die ,MIN-
negativ/CIN-negativ* waren und 6%, die ,MIN-posiIN-positiv‘ waren. Diese Gruppe
stellte zudem fest, dass ,,MIN-positive“-Tumoren miter ohne gleichzeitig vorhandene CIN
sich hinsichtlich klinisch-pathologischen Eigendtéya und molekularen Parametern nicht
voneinander unterscheiden. ,MIN-/CIN-“-Tumoren Zeiy dagegen im Vergleich zu
,CIN+/MIN-“-Tumoren einen geringeren und/oder muizsen Differenzierungsgrad, eine
geringere TP53-Mutationsrate und eine hohere TRB&iPakkumulationsrate, was die
»,MIN-/CIN-“-Tumoren umso mehr als separate Grupmaushebt, die lGber einen anderen
Pathomechanismus zu entstehen scheint.

Hawkins et al. beschrieben 2001 30% (14 von 46)aspscher CRC, die diploid und MSS
waren und mit dem friheren Auftreten von Metastas&soziiert waren. In unserer Arbeit
lagen keine Informationen Uber das VorhandenseinResnmetastasen vor.

Auch Yao et al. beschrieben 1999 1/5 von 65 spscaén CRC als diploid und MSS.

Chan et al. beschrieben 2001 ein haufigeres Vorkemdes diploiden/MSS-Typs bei frih

auftretenden Tumoren im jingeren Lebensalter, veebsh Diagnosestellung haufig bereits in
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einem fortgeschrittenen klinisch-pathologischendbiia mit Lymphknoten- und Fernmeta-
stasen sind.

Im Einklang damit stehen die Ergebnisse von Boardetaal. 2007, die zeigten, dass MSS-
Tumoren bei jungen Patienten haufiger diploid sifeddie MSS-Tumoren bei alten Patienten
(>65J).

Diese Karzinome scheinen sich also biochemischphé@hotypisch von anderen CRC zu un-
terscheiden, es scheint sich um einen invasivend®agen zu handeln, der mit frithem Auf-
treten von Metastasen assoziiert wird.

Da in unserer Arbeit nur 6% bzw. 2% aller Tumor&iN-negativ/MSI-high-negativ* waren,
konnten keine statistisch signifikanten Korrelagommit klinisch-pathologischen oder mole-
kularen Parametern fur diese Gruppe von Tumoreitteihwerden.

Entgegen dem postulierten aggressiven Verhaltgyiereeinige Publikationen, dass Patienten
mit diploiden Tumoren ein relativ gutes "Outcomeittbn (Zarbo et al., 1997; Purdie et al.,
2000; Lanza et al., 1998). Der Unterschied konraie dadurch erklaren, dass ein kleiner Teil
der diploiden MSS-Tumoren eine TP53-Mutation ausiyevas wiederum zu einer schlechte-
ren Prognose zu fuhren scheint (Chang et al., 20863h bei aneuploiden Tumoren, wo
TP53-Mutationen haufiger vorkommen als bei diploideerden TP53-Mutationen mit einer

schlechteren Prognose assoziiert.

5.3 Die Rolle von MSI-low

Bei der Klassifikation der Mikrosatelliteninstaldi wurde in dieser Arbeit zwischen MSS,

LOH, MSI-low und MSI-high unterschieden, die MSidalso als separate Gruppe von Tu-
moren betrachtet. Die Ergebnisse zeigten, dassgbelzider Zuordnung zu den verschiede-
nen Gruppen der chromosomalen Instabilitdt sich-M®I genau wie MSS-Tumoren zur
»CIN-high“-Gruppe zuordnen lassen, wahrend MSI-Righmoren sich anders verteilen. Be-
trachtet man die prozentuale Anzahl an alteriefiglfen in den verschiedenen Tumorgruppen
(vgl. Abb. 55), so zeigte sich diese bei MSI-lomduMSS-Tumoren deutlich gré3er als bei
MSI-high-Tumoren. Mit MSI-low kénnte es also eineu@pe von Tumoren geben, die beides
aufweist, eine Mikrosatelliteninstabilitat, wennchun ,reduziertem Mal3e” und zugleich eine
chromosomale Instabilitat, die &hnlich ausgepréagtein scheint wie bei MSS-Tumoren.
Auch bei der Korrelation mit Grading, CIMP-Pathw8&ycatenin und immunhistochemischer
MLH1-Expression sowie MLH1- und p16-(Promotor)-Mgibrung verhielten sich MSI-low-
Tumoren immer gleich zu MSS und anders als MSI-Higmoren. Nur das weibliche Ge-
schlecht war sowohl bei MSI-high als auch bei M&i+h&ufiger betroffen, im Gegensatz zu
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MSS, wo das mannliche Geschlecht Gberwog (Zusamamgehallerdings statistisch nicht
signifikant). MSI-low-Tumoren durfen nicht einfader MSS-Gruppe zugeordnet werden,
sondern missen als eigenstandige bzw. Ubergangsgrbptrachtet werden. MSI-low-
Tumoren verteilten sich fast gleichmafig auf desalnd proximales Kolon, und nahmen
damit eine Art Mittelstellung zwischen den proxint@kalisierten MSI-high- und den distal
lokalisierten MSS-Tumoren ein.

Insgesamt stellt sich die Frage, welche Rolle MB\-bls eigenstandige Tumorgruppe spielt.
Halford et al. beschrieben 2003, dass MSI-low lgaifibei Tumorentitaten vorkommt, bei
denen auch MSI-high auftritt und die in Verbindung dem HNPCC-Syndrom bekannt sind
(35% der CRC, 32% der Endometriumkarzinome und 86%©varialkarzinome), im Gegen-
satz zu MSI-high aber nicht von einem defekten MBi&tem kommt. Bei MSI-low fanden
sich keine Unterschiede zu MSS bzgl. Kklinisch-plathischer Parameter und die Existenz
eines spezifischen MSI-low-Pathways wurde demnéfraglich gesehen.

In einer Arbeit aus dem Jahre 2002 zeigte die lggeiGruppe, dass, wenn man die Zahl an
analysierten Mikrosatelliten nur ausreichend hoéhlty sich die Anzahl an MSI-low-Falle in
jedem Tumorgewebe erhoht.

Laiho et al. bestatigten 2002, dass beim Untersugba ausreichend vielen MS-Markern die
Mehrzahl der CRC einen bestimmten Grad an Mikrdlgetg@nstabilitat zeigt. AuRerdem
vermutete die Gruppe, dass MSS und MSI-low dercigé molekularen Hintergrund haben
und deshalb als eine Gruppe von Tumoren zusammesyjeferden konnen. Weitere Grup-
pen beschrieben, dass die Mehrzahl der CRC einewisggn Grad an
Mikrosatelliteninstabiliat zeigen, also MSI-low dir{Tomlinson et al., 2002; Guda et al.,
2004).

Allerdings gab es auch Arbeitsgruppen, die Unteestsh zwischen MSS und MSlI-low zeig-
ten und deshalb eine Trennung fur sinnvoll hieltiass et al. fanden 1999 eine erhdhte Rate
an KRAS-Mutationen bei MSI-low-Tumoren im GegensaizMSS-Tumoren und ein selte-
neres Auftreten eines 5¢-LOH. Whitehall et al. #wg2001 eine Korrelation zwischen
MGMT-Gen-Promotor-Methylierung und KRAS-Mutationém MSI-low-Tumoren. Aul3er-
dem wurde beschrieben, dass eine reduzierte BCkp2eBsion (Biden et al., 1999), ein ho-
herer Apoptoseindex und lymphozytéare Infiltrationt MiSI-low assoziiert sind (Michael-
Robinson et al., 2001). Zwischen MSH6-Mutationed dem MSI-low-Ph&anotyp wurde eine
etwaige Korrelation vermutet, was sich jedoch nlgtatigte (Parc et al., 2000).

Die Ergebnisse aus dieser Arbeit lassen sich mmitAsmahme vereinbaren, dass MSI-low-

eher den MSS-Tumoren zuzuordnen sind und weniger @genstandige Gruppe darstellen,
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die sich qualitativ, bzgl. dem zugrunde liegendesthi®ray und den klinisch-pathologischen
Eigenschaften, von MSI-high- und MSS-Tumoren umteeglet. MSI-low-Tumoren unter-

scheiden sich eher quantitativ von MSS dadurchs d&s haufiger Zellteilungen durchge-
macht haben, wodurch sich per se die Wahrschekdithir das Auftreten eines MSI-Events
erhoht.

5.4 Die Rolle von ,,CIN-low"

,CIN-low“-Tumoren zeigten in dieser Arbeit einigeeBonderheiten: Ein statistisch signifi-

kanter Zusammenhang ergab sich zwischen ,CIN-lomd @inem N1-Lymphknotenbefall,
was diese Tumoren als gesonderte Gruppe hervortéinene.

»CIN-low“-Tumoren waren haufiger im rechten Kolookhklisiert, was sicherlich auch daran
liegt, dass MSI-Tumoren in der ,CIN-low“-Gruppe ttvegen (vgl. Tab.20/21).

Auch bei der Altersverteilung hoben sich die ,CidWwi-Tumoren als separate Gruppe her-
vor, da sie im Gegensatz zu ,,CIN-high“- und ,CINgagiv‘-Tumoren haufiger bei Patienten
unter 60 Jahren auftraten (vgl. Tab.18/19 und AbM.I).

Bei ,CIN-low*-Tumoren war CEP 17 meist nicht altent (vgl. Tab.30/31 und Abb.44).

In Bezug auf 9p21-LOHs zeigten ,CIN-low“-Tumoren seatlich seltener einen LOH als
,CIN-negative“- und ,,CIN-high“-Tumoren (vgl. Abb.423).

Andererseits zeigte sich die Gruppe der ,,CIN-lowfrToren haufig als eine Zwischengruppe
bzw. eine Ubergangsgruppe zwischen ,CIN-negativd 1@IN-high*.

Beim Differenzierungsgrad Uberwogen bei ,CIN-negatiie gering differenzierten G3-
Tumoren, bei ,CIN-high* die besser differenzierté2-Tumoren. In der ,,CIN-low“-Gruppe
war das Verhaltnis G2/G3 fast ausgeglichen (vgb.I&19). Auch bei der Korrelation mit
dem MS-Status (vgl. Tab.20/21 und Abb.14/15) saddn Einzelmarkern APC-d5s346 (vgl.
Tab.24/25 und Abb.24), d13s153 (vgl. Abb.28), myfiyl. Abb.29) und LOH der MS-
Marker (vgl.Abb.30-33) kann man die ,CIN-low"-Tun®r als Zwischengruppe bezeichnen.
Eine Zwischengruppe stellten die ,CIN-low"-Tumoreauich bei der Korrelation mit der
Immunhistochemie von MLH1 dar (vgl. Tab.26/27 imhamg und Abb.36).

Maoglicherweise lasst sich auch die CIN-negative gpruivon CRC in zwei Untergruppen
aufteilen, namlich ,CIN-stable* und ,CIN-low*, disich durch das Fehlen bzw. Auftreten
einer 18g-Deletion unterscheiden lassen (Rowah,e2GD5).

Insgesamt scheint es eher nicht gerechtfertigt,,@i&l-low“-Karzinome als eigenstandige
Tumorgruppe zu betrachten. So werden auch in derdtur haufig verschiedene Grade der
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chromosomalen Instabilitét beschrieben, diese jedoeniger mit bestimmten Eigenschaften

streng assoziiert.

5.5 Verschiedene Pathomechanismen bei Tumoren mit$4 und CIN

Beide Gruppen von Tumoren entstehen Uber komplethomechanismen, die vor allem
beim CIN-Phéanotyp nicht vollstdndig geklart sindn Aielen Stellen kommt es sicherlich
auch bei der Entstehung der Tumoren zu Uberschngétu Dennoch sind zwischenzeitlich
viele Gene bekannt, die sich dem einen oder derarandPathway zuordnen lassen.

So bestatigte sich in unserer Arbeit der bekannisadhmenhang zwischen fehlender
immunhistochemischer MLH1-Protein-Expression undlHi§h-Tumoren. Im Zusammen-
hang damit zeigte sich bei MSI-high auch haufigee éromotormethylierung von p16 und,
noch deutlicher, von MLH1.

Das haufige Auftreten von LOHs in CIN-Tumoren bagté sich in dieser Arbeit ebenfalls:
Es ergaben sich statistisch hoch signifikante Zusanh&nge zwischen positiven LOH-
Events auf mehreren der getesteten Mikrosatelligker sowie zwischen LOH des
Tumorsuppressorgens pl16(9p21) und ,,CIN-high”-Kaomien.

Tumoren mit CIN haben haufig Mutationen in TP53 WRIC (Salahshor et al., 1999; Chang
et al.,, 2006; Cabrera et al.,, 2005). Im Gegensatai chaben MSI-Tumoren Frameshift-
Mutationen in Zielgenen wie [3-catenin, TGF-BRIIrfKet al., 2003) und BAX (Rampino et
al., 1997) sowie BRAF-Mutationen (Chang et al., @00nd daflr weniger Mutationen in
KRAS und TP53 (Samowitz et al., 2005; Kim et a@94,; Cottu et al., 1996). Da sich in die-
ser Arbeit kein signifikanter Zusammenhang zwisckerer Mikrosatelliteninstabilitdt oder
einem LOH auf TP53 und einer bestimmten Form deetischen Instabilitat zeigte, und da
TP53 nicht nach anderen Mutationen untersucht wikden man hierzu keine Aussage im
Vergleich treffen.

Fur APC wurde unter anderem der Marker APC-d5s34f. Mikrosatelliteninstabilitat und
LOH untersucht. Bei ,,CIN-negativen“-Tumoren fandtsfast ausschliel3lich eine Mikrosatel-
liteninstabilitat auf diesem Marker, bei ,,CIN-lowrumoren fand sich eine langsam steigende
Zahl von MSS und LOH und bei ,,CIN-high“-Tumoren waer Marker APC-d5s346 entwe-
der mikrosatellitenstabil (MSS) oder zeigte einéH.

TGF-BRIlI und KRAS-Mutationsanalysen wurden nichtensucht, wohl aber die Akkumula-
tion von [3-catenin im Zellkern mittels Immunhisteatie.

Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang Zwveiscg,CIN-high“-Tumoren und positiver
[3-catenin-Expression im Kern ebenso wie zwischeis M I-low-Tumoren und positiver 13-
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catenin-Expression, wahrend MSI-high mit negatieratenin-Expression korrelierte. Hier
wurde also nicht nach Frameshift-Mutationen gesustindern nach der Expression von [3-
catenin im Kern. [3-catenin scheint sowohl beim Cdid-auch beim MSI-Pathway eine Rolle
zu spielen. Hadjihannas et al. zeigten in zwei Adpeaus dem Jahre 2006, dass CIN Uber
den Wnt/beta-catenin-pathway entsteht. In eineeAnon Martensson et al. von 2007 konn-
te gezeigt werden, dass die nukledre beta-catekkoiAulation signifikant mit einer anorma-
len TP53-Expression und Aneuploidie, typisch fUNGIssoziiert war und bei Patienten im
Stadium Dukes B mit einer schlechteren Prognodeeegeht. Gleichzeitig zeigen die Ergeb-
nisse von Kalble et al. aus dem Jahre 2000, dassta 20% der MSI-H-CRC somatische
Mutationen im beta-catenin-Gen vorkommen.

Auch der WNT-Signalweg spielt sowohl bei MSI- algch bei CIN-Tumoren eine Rolle, nur
wird er bei MSS-/CIN-Tumoren Uber den Verlust oder Mutation von APC aktiviert, wah-
rend bei MSI-Tumoren Frameshift-Mutationen von CTBINauftreten (Mirabelli-Primdahl et
al., 1999; Salahshor et al., 1999).

Auch TGF-I3 spielt bei beiden Pathomechanismen &po#e, bei MSI-Tumoren uber
Frameshift-Mutationen von TGFBR2 und bei MSS-Tumaiiber Mutation oder Verlust von
SMAD4 (Markowitz et al., 1995; Woodford-Richensagt 2001).

Ein weiterer Hinweis darauf, dass man CIN- und M8moren nicht strikt trennen darf,
ergibt sich daraus, dass es bei MSI-high-TumoregelnedRig zu einer Cyclin-E-
Uberexpression kommt, obwohl Cyclin E bei der (Bgiiation des Zellzyklus in der G1/S-
Phase eine wichtige Rolle spielt, wo ja wiederumrebglicher Ursprung der chromosomalen
Instabilitat liegt (Sutter et al., 2002).

Untersucht man das genetische Profil von CRC mite®)NA-Mikro-Array-Analysen, so
zeigt sich, dass bei MSI- und MSS-Tumoren unteesiifihe Gen-Expressionen vorliegen.
Giacomini et al. identifizierten 2005 mittels die§eechnik 217 Gene, deren Expression sich
signifikant zwischen MSI- und MSS- Tumoren unteredhSie zeigten, dass es ausreicht, die
Expression von nur acht Genen zu untersuchen, uiscazen MSI- und MSS-Tumoren zu
unterscheiden.

Fest steht auf jeden Fall, dass CIN durch genetifpéfekte in vielen verschiedenen Genen
entstehen kann, von denen jedes nur eine Rolleifian kleinen Anteil dieser Tumoren zu

spielen scheint. Dies betont einmal mehr die hgtre Basis der CIN (Cabrera et al., 2005).
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5.6 Neue Aspekte der Pathogenese beim CRC

Die Adenom-Karzinom-Sequenz in der Entstehung wogiession des CRC mit einer Reihe
aufeinander folgender erworbener genetischer Defektseit langem etabliert (Fearon et al.,
1990). Kurz zusammengefasst geht man darin davendass fortgeschrittene kolorektale
Adenome initial zwei APC-Mutationen erwerben, anigffend Mutationen im Onkogen
KRAS auftreten und es schlief3lich zum Verlust deso@osoms 18q und Verlust oder Muta-
tion des Tumorsuppressorgens TP53 kommt.

Als sich herausstellte, dass viele CRC verschiedarenen der genetischen Instabilitat er-
worben haben, wurde dieses schrittweise Model imkoenplexer, vor allem deshalb, well
dieser Instabilitdt nicht immer ein ersichtlichezngtischer Defekt zugrunde liegt. Neben
MSI-high- und CIN-Tumoren scheinen noch weitere duen zu existieren, wie beispiels-
weise die Gruppe der MSI-low-CRCs, deren Ursprumg Bedeutung unklar ist (Tomlinson
et al., 2002; Jass et al., 2002a, c; Rowan e2@05). Aul3erdem ist die CIN nach wie vor ein
ungenau definiertes Phdnomen. Als mogliche Ursatime@IN wurden bereits verschiedene
Maglichkeiten genannt und von anderen widerlegg e TP53-Mutation (Donehower et al.,
1995; Williams et al., 1997) oder die Inaktivierunmgn APC sowie defekte Mitose-
Checkpunkte (Fodde et al., 2001; Sieber et al.22B0wan et al., 2005).

Eine strenge Assoziation von CIN und 5g-Deletiofiender Nahe von APC) kdnnten dazu
fihren, dass man annimmt, dass APC-Mutationen 2 fGhren. Der Mechanismus, Uber
welchen Karzinome entstehen, die Mutationen in deidPC-Genen aufweisen und diploid
sind, ist dadurch jedoch nicht geklart. Eine mdgti&rklarung ist, dass eine 5g-Deletion eine
Folge von CIN ist und nicht die zugrunde liegendsddhe (Rowan et al., 2005).

Der genaue Zeitpunkt innerhalb der Tumorgenese WHNnhund MSI auftreten und als zwei
voneinander separat zu betrachtende Wege gesehdennénnen, wird ebenfalls kontrovers
diskutiert. So behaupten einige Autoren, dass Qi MSI die Tumorgenese initiieren und
daftr essentiell sind (Schmutte et al., 1999). Aedgehen davon aus, dass genetische Instabi-
litat wahrend oder nach der Transformation einegenddns zu einem Karzinom erworben
wird (Sieber et al., 2003).

Hinzu kommt die Erkenntnis, dass es CRC gibt, dedev CIN noch MSI aufweisen
(Georgiades et al., 1999), was auch in unsereridbee 2% bzw. 6% aller Karzinome vor-
kam. Dies konnte einerseits bedeuteten, dass gehetinstabilitat nicht essentiell fir Tu-
morentstehung und -wachstum ist oder andererskiss noch ein dritter Typ der Instabilitat

existiert.

107



5. Diskussion 5.6 Neue Aspekte der Pathogenese beim CRC

AulRerdem gibt es neben den genetischen Pathwapsnaaeh epigenetische, wie den ,CpG
island methylator phenotype“ (CIMP)-Pathway. UbegtM/lierung von CpG-Inseln im Pro-
motorbereich von Genen kommt es zum ,Gen-Silengingas zum Abschalten von
Tumorsuppressorgenen fihren kann (Toyota et 89)1®iese CIMP(+)-CRC wurden wie-
derum mit MSI-high-Tumoren assoziiert, aber MSS-ouven, die CIMP(+) sind, kommen
ebenso vor (Hawkins et al., 2002). Auch in unsémbeit korrelierte CIMP(+) mit MSI-high
(vgl. Tab. 41). Andere Autoren behaupten, dass G#yIReine einheitliche Gruppe von CRC
zusammenfasst, sondern nur eine bestimmte Eigehsth@’amashita et al., 2003).

Goel et al. stellten 2007 CIN und CIMP als zwei @mander unabhangige und umgekehrt
miteinander verknUpfte Mechanismen gegentber umdertr die Aussage, dass MSI-
Karzinome als eine Konsequenz von CIMP entstehechQuch bei dieser Einteilung bleibt
eine Gruppe von Tumoren, wie sie auch in dieserenborkam, aul3en vor, namlich die
CIMP(+)-Tumoren, die keine Mikrosatelliteninstatiili zeigen. In der Arbeit von Hawkins et
al. machten diese Tumoren immerhin 50% der CIM&r)ppe aus, in der vorliegenden 20%
(2 von 10). Wenn man es also aus dieser Sichtdieata machen CIMP(+)-Tumoren eine
eigene Gruppe mit bestimmten klinischen und patfiséihen Charakteristika aus und flihren
im Falle einer Methylierung des MLH1-Promoters poradischen MSI-Karzinomen (Haw-
kins et al., 2002).

In einer neuen Arbeit von Soreide et al. von 200der Literatur von 2002 bis 2007 Uber die
Karzinogenese und die genetische Instabilitat zosamgefasst wurde, sind drei Haupt-
Pathways in der kolorektalen Karzinogenese genaéntjich CIN, MSI und CIMP.

Die beschriebenen 35 % der CIN-negativen/MSI-nggatiTumoren aus der Arbeit von Goel
et al. 2003 kénnten mdglicherweise durch CIMP ehish.

In unserer Arbeit zeigte sich der Trend, dass CiMidren unabhangig vom CIMP-Pathway
entstehen, da sie haufiger keine Promotormethylgeeigten; dies wurde zwar nicht statis-
tisch signifikant, was sich jedoch auch dadurcHaeek lasst, dass nur 36 der 50 Tumoren
Uberhaupt bzgl. Promotormethylierung im CIMP-Pathwatersucht worden waren.

Wahrend bei MSI-high-Tumoren gleich viele Falle hyéiert wie nicht methyliert waren,
Uberwogen bei MSS- und MSI-low-Tumoren deutlich might methylierten.

In einer neueren Arbeit zu dieser Thematik aus dahte 2007 zeigte die Gruppe von Goel,
dass CIMP sowohl in MSI als auch in MSS-Tumorerkeormt und beinahe die Halfte aller
sporadischen CRC betrifft und dass CIMP ein sepa@iibtyp der CRCs ist, der invers mit

CIN assoziiert ist.
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CIMP und CIN werden als die zwei ,Haupt-Pathwaygr dumorevolution beim sporadi-
schen CRC angesehen. CRCs entstehen durch den stvenon multiplen
Tumorsuppressorgenen und dieser Defekt tritt bé&l-Qimoren durch Allelverlust, also
LOHSs auf, bei MSI-Tumoren durch das Unvermdgernzaime "Mismatches" in Mikrosatelli-
tensequenzen zu reparieren und durch ,Methylierasgsziiertes-Silencing” bei Tumoren
mit CIMP. Weil aber wiederum die Methylierung ded.iNML-Promoters der Grund fur MSI
bei fast allen sporadischen CRCs ist, scheinen Temmit MSI eine Untergruppe von Tu-
moren mit CIMP darzustellen. Die Gruppe der HNPCSIHdositiven Tumoren dagegen ent-
steht Gber einen CIMP-unabhangigen Mechanismus.

Insgesamt bleibt die Atiologie von CIMP weiterhinklar und es ist nicht geklart, ob es sich
um einen erworbenen Defekt mit eigener Atiologiaedeit oder ob die Methylierungseffekte

nur Zufallsevents sind, die wahrend der Tumorgepeséiv selektioniert werden.

5.7 Der CIMP (CpG island methylator phenotype)-Patlvay
Im letzten Abschnitt wurde gezeigt, dass der CIMfhiRay beim CRC eine wichtige Rolle

spielt und zunehmend in den Mittelpunkt der akerefForschung geruckt ist.

Zugrunde liegt, dass eine Gruppe von Tumoren Mihyig von ,,CpG-islands® im Promo-
torbereich von Genen aufweist, was zur epigenedischinaktivierung von
Tumorsuppressorgenen fuhrt (Toyota et al., 1999pfeoet al., 2000a).

Beispiele, die beim CRC eine Rolle spielen, sirelldaktivierung des Zellzyklus-Regulators
CDKN2/p16/MTS1, welches auf Chromosom 9p21 lokatisist (Herman et al., 1995; Xu et
al., 2004), des Wachstumsinhibitors ER (Issa ¢t18P4), des Angiogenese-Inhibitand BSL
(Ahuja et al., 1997), des ,Metastasen-UnterdrickdidiP3 (Cameron et al., 1999), des
DNA-Reparatur-GendMGMT (Esteller et al., 1999; Xu et al., 2004), und déismatch-
Repair-Gend/LH1 (Kane et al., 1997; Xu et al., 2004).

Es scheint zwei verschiedene Methylierungstypen getren, die beim CRC mit der
Karzinogenese assoziiert werden (Toyota et al.919% 1999a). Neben dem oben beschrie-
benen Typ C (cancer-specific) gibt es noch einegm Ayage-related), der altersabhangig zu
sein scheint. Die Typ A-Methylierung entsteht afs mormaler Alterungsprozess in gesunden
kolorektalen Epithelzellen. Werden davon Gene Ifieing die Zellwachstum und -
differenzierung betreffen, kann so eine Pradispmsizur Tumorentwicklung entstehen. Die
oben beschriebene Typ C-Methylierung dagegen,ftiaitir einen ganz bestimmten Subtyp

von CIMP(+)-Tumoren.
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Darunter fallen, die Mehrzahl der sporadischen MBTumoren, die lGber die Methylierung
der Promotorregion von MLH1 entstehen (Toyota et1&l99a).

Es wurden eine Reihe von Charakteristika idenéfizidie CIMP(+)-Tumoren vermehrt auf-
weisen, wie Mikrosatelliteninstabilitat, Lokalisati im proximalen Kolon, KRAS-Mutation
(Toyota et al., 2000), fehlende TP53-Mutatidmyota et al., 2000), weibliches Geschlecht,
h6heres Lebensalter, hoheres Tumorstadium und Mem adie BRAF V600E Mutation
(Hawkins et al., 2002; Toyota et al., 2000; vamBgever et al., 2002; Nagasaka et al., 2004;
Kambara et al., 2004).

Weisenberger et al. waren die ersten, die mit ein@imf-Marker-CpG island panel*
(CACNALG, IGF2, NEUROG1, RUNX3 und SOCS1) zeigtelass die Unterteilung in
CIMP-positiv und CIMP-negativ nicht willktrlich isdass CIMP(+)-Tumoren fast alle Tu-
moren mit BRAF-Mutation umfassen und dass sporadiddSI-Tumoren fast ausschlie3lich
als Konsequenz von CIMP-assoziierter MLH1-Promotthylierung entstehen
(Weisenberger et al., 2006).

Dennoch wurde das CIMP-Konzept immer wieder in Erggstellt: Yamashita et al. behaup-
teten 2003, dass die Einteilung in CIMP-positivel unegative-Tumoren mehr oder weniger
willktrlich sei, und dass, wenn man die MSI-pogtivTumoren aus der Gruppe heraus neh-
men wirde, die Mehrzahl der charakteristischen riSgeaften, abgesehen vom hohen Alter
und der proximalen Lokalisation herausfallen witden

Samowitz et al. konnten 2005 zeigen, dass auciMB&-Tumoren CIMP-high-Falle im Ge-
gensatz zu CIMP-low-Fallen signifikant haufigergehde Eigenschaften aufweisen: BRAF
V600 E-Mutationen, KRAS2-Mutationen, proximale Ld&kation, hoheres Tumorstadium,
hoheres Lebensalter und schlechtere histologisatier&@nzierung. CIMP-high Tumoren, die
gleichzeitig mikrosatelliteninstabil (MSI) warergigten haufiger KRAS-Wildtyp und TP53-
Wildtyp, waren schlecht differenziert, proximal &isiert, kamen in niedrigeren Tumorstadi-
en vor und wiesen haufiger die BRAF V600E-Mutataari. Der wichtigste Unterschied, der
auftritt, ist also das Vorhandensein von KRAS-Migta¢n in CIMP-high-MSS-Tumoren im
Gegensatz zu CIMP-high-MSI-Tumoren. Dies kann ddiesgen, dass MSI-Tumoren an sich
durch einen KRAS-Wildtyp gekennzeichnet sind.

Andererseits zeigt sich durch das Auftreten von EIMgh in MSS-Tumoren auch, dass man
von einem in sich geschlossenen Pathway mit strefggammengehorigkeit von CIMP und
MSI nicht ausgehen darf.

In einer Studie von Ogino et al. von 2007 wurderd ¥lorektale Tumore mit PCR

(Methylight-Assays) untersucht, um den CpG islaneiiWlierungs-Status charakterisieren zu
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5. Diskussion 5.7 Der CIMP (CpG island methylator phenotype)-Raitj

kénnen. AuRerdem wurden verschiedene Panels vonigladéls untersucht, die fir die Klas-
sifikation von CIMP verwendet werden kdnnten. Selich wurde ein Panel von vier CpG
islands RUNX3, CACNA1G, IGF2, und hMLH1) vorgeschlagen, die sehr hohe Sensitivitat
und Spezifitat fur CIMP-high zeigten. Diese Methadd helfen, um zu entscheiden welche
MSI-Tumoren sporadisch und welche HNPCC-assoziggntd, da CIMP-positive MSI-
Tumoren fast ausschliel3lich sporadisch vorkommelterdings waren 20 % der MSI-
Tumoren CIMP-negativ. Auch ohne nach HNPCC-typiscKkeimbahnmutationen untersucht
zu haben, ist klar, dass nicht alle diese HNPC@=F&in konnen.

In der vorliegenden Arbeit waren sogar 50% der Migh-Tumoren CIMP-negativ (vgl.
Tab.41 im Anhang), wobei ein Teil durch HNPCC-F&liklart ist.

In einer Arbeit von Suter et al. 2003 wurde gezealdgiss bei der Verwendung von Zellkultu-
ren fur Studien CpG-island-Hypermethylierung einquiidres Phanomen ist und dass Zell-
kulturen nur fur einen kleinen Anteil der ,real@amoren” wirklich reprasentativ zu sein

scheinen.

Durch die abschlielBend noch einmal sehr ausfulrliBaschreibung des CIMP-Phénotyps
soll klar werden, dass das kolorektale Karzinone dieterogene Pathogenese hat, dass ver-
schiedene Mechanismen eine Rolle spielen, die zeihns@&hr charakteristische Eigenschaften
haben und zum Teil auch tUberlappen. Eine strikemifung mit klaren Linien fur jeden dieser
Mechanismen und fur die verschiedenen Tumorgruppémde der Komplexitat der

kolorektalen Karzinome sicherlich nicht gerecht aear.
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Tab.24: CIN-Status' in Korrelation zu MS-Einzelmarker

Tu ges. CIN-neg Tu CIN-low Tu CIN-high Tu
n % n % n % n % p
BAT25 50 100,00% 14 28,00% 13 26,00% 23 46,00% 0,000
MSI 22 44,00% 11 22,00% 8 16,00% 3 6,00%
2
MSS 28 56,00% 3 6,00% 5 10,00% 20 40,00%
BAT26 50 100,00% 14 28,00% 13 26,00% 23 46,00% 0,000
MSI 22 44,00% 11 22,00% 8 16,00% 3 6,00%
2
MSS 28 56,00% 3 6,00% 5 10,00% 20 40,00%
BAT40 48 100,00% 14 29,17% 12 25,00% 22 45,83% 0,001
MSI 22 45,83% 11 22,92% 7 14,58% 4 8,33%
2
MSS 26 54,17% 3 6,25% 5 10,42% 18 37,50%
APC d5s346 50 100,00% 14 28,00% 13 26,00% 23 46,00% 0,002
MSI 20 40,00% 11 22,00% 6 12,00% 3 6,00%
MSS 17 34,00% 2 4,00% 4 8,00% 11 22,00%
LOH 13 26,00% 1 2,00% 3 6,00% g 18,00%
APC d5s1720 47 100,00% 14 29,79% 10 21,28% 23 48,94% 0,182
MSI 16 34,04% 6 12,77% 6 12,77% 4 8,51%
MSS 11 23,40% 4 8,51% 2 4,26% 5 10,64%
Mss? 6 12,77% 2 4,26% 2 4,26% 4 8,51%
LOH 14 29,79% 2 4,26% 0 0,00% 10 21,28%
d2s123 50 100,00% 14 28,00% 13 26,00% 23 46,00% 0,028
MSI 20 40,00% 9 18,00% 7 14,00% 4 8,00%
MSS 21 42,00% 4 8,00% 5 10,00% 12 24,00%
MsS® 7 14,00% 1 2,00% 0 0,00% 6 12,00%
LOH 2 4,00% 0 0,00% 1 2,00% 1 2,00%
d18s61 49 100,00% 14 28,57% 13 26,53% 22 44,90% 0,001
MSI 18 36,73% 9 18,37% 7 14,29% 2 4,08%
MSS 11 22,45% 4 8,16% 2 4,08% 5 10,20%
MsS® 2 4,08% 0 0,00% 1 2,04% 1 2,04%
LOH 18 36,73% 1 2,04% 3 6,12% 14 28,57%
mfd15 43 100,00% 12 27,91% 11 25,58% 20 46,51% 0,142
MSI 18 41,86% 7 16,28% 7 16,28% 4 9,30%
MSS 18 41,86% 4 9,30% 3 6,98% 11 25,58%
Mss® 4 9,30% 1 2,33% 0 0,00% 3 6,98%
LOH 3 6,98% 0 0,00% 1 2,33% 2 4,65%
TP53 42 100,00% 12 28,57% 10 23,81% 20 47,62% 0,185
MSI 6 14,29% 2 4,76% 2 4,76% 2 4,76%
MSS 16 38,10% 6 14,29% 6 14,29% 4 9,52%
2
MSS 9 21,43% 1 2,38% 1 2,38% 7 16,67%
LOH 11 26,19% 3 7,14% 1 2,38% 7 16,67%
d18s58 45 100,00% 12 26,67% 12 26,67% 21 46,67% 0,038
MSI 17 37,78% 8 17,78% 5 11,11% 4 8,89%
MSS 10 22,22% 3 6,67% 3 6,67% 4 8,89%
2
MSS 6 13,33% 1 2,22% 2 4,44% 3 6,67%
LOH 12 26,67% 0 0,00% 2 4,44% 10 22,22%
d10s197 41 100,00% 13 31,71% 12 29,27% 16 39,02% 0,440
MSI 11 26,83% 4 9,76% 5 12,20% 2 4,88%
MSS 11 26,83% 3 7,32% 4 9,76% 4 9,76%
Mss® 18 43,90% 6 14,63% 3 7,32% 9 21,95%
LOH 1 2,44% 0 0,00% 0 0,00% 1 2,44%
d13s153 48 100,00% 14 29,17% 12 25,00% 22 45,83% 0,008
MSI 18 37,50% 8 16,67% 7 14,58% 3 6,25%
MSS 25 52,08% 6 12,50% 3 6,25% 16 33,33%
LOH 5 10,42% 0 0,00% 2 4,17% 3 6,25%
mycll 47 100,00% 14 29,79% 11 23,40% 22 46,81% 0,018
MSI 20 42,55% 9 19,15% 7 14,89% 4 8,51%
MSS 20 42,55% 5 10,64% 2 4,26% 13 27,66%
Mss? 2 4,26% 0 0,00% 1 2,13% 1 2,13%
LOH 5 10,64% 0 0,00% 1 2,13% 4 8,51%

1CIN—Sta'cus(CEPSMWe rt>1xSD)
2MSS, aber nicht informativ, da nur 1 Allel auswertbar
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Tab.25: CIN-Status' in Korrelation zu MS-Einzelmarker

Tu ges. CIN-neg Tu CIN-low Tu CIN-high Tu
n % n % n % n % p
BAT25 50 100,00% 10 20,00% 12 24,00% 28 56,00% 0,000
MSI 22 44,00% g 18,00% 7 14,00% 6 12,00%
MSS? 28 56,00% 1 2,00% 5 10,00% 22 44,00%
BAT26 50 100,00% 10 20,00% 12 24,00% 28 56,00% 0,000
MSI 22 44,00% g 18,00% 7 14,00% 6 12,00%
MsS? 28 56,00% 1 2,00% 5 10,00% 22 44,00%
BAT40 48 100,00% 10 20,83% 12 25,00% 26 54,17% 0,001
MSI 22 45,83% g 18,75% 7 14,58% 6 12,50%
MsS? 26 54,17% 1 2,08% 5 10,42% 20 41,67%
APC d5s346 50 100,00% 10 20,00% 12 24,00% 28 56,00% 0,001
MSI 20 40,00% 9 18,00% 6 12,00% 5 10,00%
MSS 17 34,00% 1 2,00% 4 8,00% 12 24,00%
LOH 13 26,00% 0 0,00% 2 4,00% 11 22,00%
APC d5s1720 47 100,00% 10 21,28% 11 23,40% 26 55,32% 0,421
MSI 16 34,04% 5 10,64% 5 10,64% 6 12,77%
MSS 11 23,40% 3 6,38% 3 6,38% 5 10,64%
Mss? 6 12,77% 1 2,13% 1 2,13% 4 8,51%
LOH 14 29,79% 1 2,13% 2 4,26% 11 23,40%
d2s123 50 100,00% 10 20,00% 12 24,00% 28 56,00% 0,169
MSI 20 40,00% 7 14,00% 6 12,00% 7 14,00%
MSS 21 42,00% 3 6,00% 4 8,00% 14 28,00%
Mss® 7 14,00% 0 0,00% 1 2,00% 6 12,00%
LOH 2 4,00% 0 0,00% 1 2,00% 1 2,00%
d18s61 49 100,00% 10 20,41% 12 24,49% 27 55,10% 0,008
MSI 18 36,73% 7 14,29% 7 14,29% 4 8,16%
MSS 11 22,45% 2 4,08% 3 6,12% 6 12,24%
MsS® 2 4,08% 0 0,00% 0 0,00% 2 4,08%
LOH 18 36,73% 1 2,04% 2 4,08% 15 30,61%
mfd15 43 100,00% 9 20,93% 9 20,93% 25 58,14% 0,351
MSI 18 41,86% 5 11,63% 6 13,95% 7 16,28%
MSS 18 41,86% 3 6,98% 2 4,65% 13 30,23%
Mss® 4 9,30% 1 2,33% 0 0,00% 3 6,98%
LOH 3 6,98% 0 0,00% 1 2,33% 2 4,65%
TP53 42 100,00% 8 19,05% 11 26,19% 23 54,76% 0,372
MSI 6 14,29% 2 4,76% 2 4,76% 2 4,76%
MSS 16 38,10% 4 9,52% 6 14,29% 6 14,29%
Mss? 9 21,43% 1 2,38% 1 2,38% 7 16,67%
LOH 11 26,19% 1 2,38% 2 4,76% 8 19,05%
d18s58 45 100,00% 9 20,00% 11 24,44% 25 55,56% 0,083
Msl 17 37,78% 7 15,56% 4 8,89% 6 13,33%
MSS 10 22,22% 1 2,22% 4 8,89% 5 11,11%
2
MSS 6 13,33% 1 2,22% 1 2,22% 4 8,89%
LOH 12 26,67% 0 0,00% 2 4,44% 10 22,22%
d10s197 41 100,00% 10 24,39% 11 26,83% 20 48,78% 0,267
MSI 11 26,83% 4 9,76% 5 12,20% 2 4,88%
MSS 11 26,83% 2 4,88% 3 7,32% 6 14,63%
Mss® 18 43,90% 4 9,76% 3 7,32% 11 26,83%
LOH 1 2,44% 0 0,00% 0 0,00% 1 2,44%
d13s153 48 100,00% 10 20,83% 12 25,00% 26 54,17% 0,049
MSI 18 37,50% 7 14,58% 6 12,50% 5 10,42%
MSS 25 52,08% 3 6,25% 5 10,42% 17 35,42%
LOH 5 10,42% 0 0,00% 1 2,08% 4 8,33%
mycll 47 100,00% 10 21,28% 11 23,40% 26 55,32% 0,046
MSI 20 42,55% 7 14,89% 7 14,89% 6 12,77%
MSS 20 42,55% 3 6,38% 3 6,38% 14 29,79%
Mss? 2 4,26% 0 0,00% 1 2,13% 1 2,13%
LOH 5 10,64% 0 0,00% 0 0,00% 5 10,64%

'CIN-Status(%ZellenCEPs>4x%NG)
2MSS, aber nicht informativ, da nur 1 Allel auswertbar
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Tab.26: CIN-Status' in Korrelation zu molekularen Parametern

Tu ges. CIN-neg Tu CIN-low Tu CIN-high Tu
n % n % n % n % p
pl4-Methylierung 36 100,00% 10 27,78% 9 25,00% 17 47,22% 0,807
ja 11 30,56% 4 11,11% 2 5,56% 5 13,89%
nein 25 69,44% 6 16,67% 7 19,44% 12 33,33%
p15-Methylierung 36 100,00% 10 27,78% 9 25,00% 17 47,22% 0,174
ja 5 13,89% 3 8,33% 0 0,00% 2 5,56%
nein 31 86,11% 7 19,44% 9 25,00% 15 41,67%
pl6-Methylierung 36 100,00% 10 27,78% 9 25,00% 17 47,22% 0,103
ja 10 27,78% 5 13,89% 3 8,33% 2 5,56%
nein 26 72,22% 5 13,89% 6 16,67% 15 41,67%
MLH1-Methylierung 36 100,00% 10 27,78% 9 25,00% 17 47,22% 0,029
ja 9 25,00% 4 11,11% 4 11,11% 1 2,78%
nein 27 75,00% 6 16,67% 5 13,89% 16 44,44%
MLH1-IH 44 100,00% 13 29,55% 11 25,00% 20 45,45% 0,003
pos 28 63,64% 5 11,36% 5 11,36% 18 40,91%
neg 16 36,36% 8 18,18% 6 13,64% 2 4,55%
MSH2-IH 45 100,00% 13 28,89% 11 24,44% 21 46,67% 0,134
pos 43 95,56% 11 24,44% 11 24,44% 21 46,67%
neg 2 4,44% 2 4,44% 0 0,00% 0 0,00%
MSH6-IH 44 100,00% 13 29,55% 10 22,73% 21 47,73% 0,172
pos 40 90,91% 10 22,73% 10 22,73% 20 45,45%
neg 4 9,09% 3 6,82% 0 0,00% 1 2,27%
CIMP-Pathway 36 100,00% 10 27,78% 9 25,00% 17 47,22% 0,103
ja 10 27,78% 5 13,89% 3 8,33% 2 5,56%
nein 26 72,22% 5 13,89% 6 16,67% 15 41,67%
Maspin-IH 39 100,00% 11 28,21% 10 25,64% 18 46,15% 0,733
Expr>10% 37 94,87% 11 28,21% 9 23,08% 17 43,59%
Expr<10% 2 5,13% 0 0,00% 1 2,56% 1 2,56%
R-catenin (Kern-Expression 1%) 34 100,00% 10 29,41% 8 23,53% 16 47,06% 0,010
ja 15 44,12% 1 2,94% 3 8,82% 11 32,35%
nein 19 55,88% 9 26,47% 5 14,71% 5 14,71%
R-catenin (Kern-Expression 2%) 34 100,00% 10 29,41% 8 23,53% 16 47,06% 0,335
ja 5 14,71% 0 0,00% 2 5,88% 3 8,82%
nein 29 85,29% 10 29,41% 6 17,65% 13 38,24%
R-catenin (Kern-Expression > 70%) 34 100,00% 10 29,41% 8 23,53% 16 47,06% 0,335
ja 5 14,71% 0 0,00% 2 5,88% 3 8,82%
nein 29 85,29% 10 29,41% 6 17,65% 13 38,24%
R-catenin (Kern-Expression>=10%) 34 100,00% 10 29,41% 8 23,53% 16 47,06% 0,000
ja 20 58,82% 1 2,94% 5 14,71% 14 41,18%
nein 14 41,18% 9 26,47% 3 8,82% 2 5,88%

'CIN-Status(CEPSMWERT>1xSD)
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Tab.27: CIN-Status” in Korrelation zu molekularen Parametern

Tu ges. CIN-neg Tu CIN-low Tu CIN-high Tu
n % n % n % n % p

p14-Methylierung 36 100,00% 7 19,44% 9 25,00% 20 55,56% 0,378

ja 11 30,56% 3 8,33% 1 2,78% 7 19,44%

nein 25 69,44% 4 11,11% 8 22,22% 13 36,11%
p15-Methylierung 36 100,00% 7 19,44% 9 25,00% 20 55,56% 0,054

ja 5 13,89% 3 8,33% 0 0,00% 2 5,56%

nein 31 86,11% 4 11,11% 9 25,00% 18 50,00%
pl6-Methylierung 36 100,00% 7 19,44% 9 25,00% 20 55,56% 0,476

ja 10 27,78% 3 8,33% 3 8,33% 4 11,11%

nein 26 72,22% 4 11,11% 6 16,67% 16 44,44%
MLH1-Methylierung 36 100,00% 7 19,44% 9 25,00% 20 55,56% 0,106

ja 9 25,00% 4 11,11% 2 5,56% 3 8,33%

nein 27 75,00% 3 8,33% 7 19,44% 17 47,22%
MLH1-IH 44 100,00% 9 20,45% 11 25,00% 24 54,55% 0,012

pos 28 63,64% 2 4,55% 7 15,91% 19 43,18%

neg 16 36,36% 7 15,91% 4 9,09% 5 11,36%
MSH2-I1H 45 100,00% 9 20,00% 11 24,44% 25 55,56% 0,192

pos 43 95,56% 8 17,78% 10 22,22% 25 55,56%

neg 2 4,44% 1 2,22% 1 2,22% 0 0,00%
MSH6-IH 44 100,00% 9 20,45% 10 22,73% 25 56,82% 0,132

pos 40 90,91% 7 15,91% 9 20,45% 24 54,55%

neg 4 9,09% 2 4,55% 1 2,27% 1 2,27%
CIMP-Pathway 36 100,00% 7 19,44% 9 25,00% 20 55,56% 0,211

ja 10 27,78% 4 11,11% 2 5,56% 4 11,11%

nein 26 72,22% 3 8,33% 7 19,44% 16 44,44%
Maspin-IH 39 100,00% 8 20,51% 9 23,08% 22 56,41% 1,000

Expr>10% 37 94,87% 8 20,51% 9 23,08% 20 51,28%

Expr<10% 2 5,13% 0 0,00% 0 0,00% 2 5,13%
R-catenin (Kern-Expression 1%) 34 100,00% 8 23,53% 7 20,59% 19 55,88% 0,092

ja 15 44,12% 1 2,94% 3 8,82% 11 32,35%

nein 19 55,88% 7 20,59% 4 11,76% 8 23,53%
R-catenin (Kern-Expression 2%) 34 100,00% 8 23,53% 7 20,59% 19 55,88% 0,470

ja 5 14,71% 0 0,00% 1 2,94% 4 11,76%

nein 29 85,29% 8 23,53% 6 17,65% 15 44,12%
R-catenin (Kern-Expression > 70%) 34 100,00% 8 23,53% 7 20,59% 19 55,88% 0,470

ja 5 14,71% 0 0,00% 1 2,94% 4 11,76%

nein 29 85,29% 8 23,53% 6 17,65% 15 44,12%
R-catenin (Kern-Expression>=10%) 34 100,00% 8 23,53% 7 20,59% 19 55,88% 0,004

ja 20 58,82% 1 2,94% 4 11,76% 15 44,12%

nein 14 41,18% 7 20,59% 3 8,82% 4 11,76%

'CIN-Status(%ZellenCEPs>4x%NG)
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Tab.32: CEP3" in Korrelation zu klinisch-pathologischen und molekularen Parametern

Tu ges. CEP3-Alt. keine CEP3-Alt.
n % n % n % p
MS-Status 50 100,00% 27 54,00% 23 46,00% 0,010
MSS 28 56,00% 20 40,00% 8 16,00%
MSI 22 44,00% 7 14,00% 15 30,00%
MS-Status 50 100,00% 27 54,00% 23 46,00% 0,024
MSS 19 38,00% 14 28,00% 5 10,00%
MSI-high 22 44,00% 7 14,00% 15 30,00%
MSI-low 9 18,00% 6 12,00% 3 6,00%
9p21-LOH’ 50 100,00% 27 54,00% 23 46,00% 0,015
ja 35 70,00% 23 46,00% 12 24,00%
nein 15 30,00% 4 8,00% 11 22,00%
BAT25 50 100,00% 27 54,00% 23 46,00% 0,010
MSI 22 44,00% 7 14,00% 15 30,00%
Mss® 28 56,00% 20 40,00% 8 16,00%
BAT26 50 100,00% 27 54,00% 23 46,00% 0,010
MSI 22 44,00% 7 14,00% 15 30,00%
Mss? 28 56,00% 20 40,00% 8 16,00%
BAT40 48 100,00% 26 54,17% 22 45,83% 0,041
MSI 22 45,83% 8 16,67% 14 29,17%
MsS® 26 54,17% 18 37,50% 8 16,67%
APC d5s346 50 100,00% 27 54,00% 23 46,00% 0,095
MSI 20 40,00% 7 14,00% 13 26,00%
MSS 17 34,00% 11 22,00% 6 12,00%
LOH 13 26,00% 9 18,00% 4 8,00%
d18s61 49 100,00% 26 53,06% 23 46,94% 0,008
MSI 18 36,73% 6 12,24% 12 24,49%
MSS 11 22,45% 4 8,16% 7 14,29%
Mss® 2 4,08% 1 2,04% 1 2,04%
LOH 18 36,73% 15 30,61% 3 6,12%
mycll 47 100,00% 26 55,32% 21 44,68% 0,054
MSI 20 42,55% 8 17,02% 12 25,53%
MSS 20 42,55% 14 29,79% 6 12,77%
Mss® 2 4,26% 0 0,00% 2 4,26%
LOH 5 10,64% 4 8,51% 1 2,13%
LOH>=10% der Marker 50 100,00% 27 54,00% 23 46,00% 0,085
ja 29 58,00% 19 38,00% 10 20,00%
nein 21 42,00% 8 16,00% 13 26,00%
LOH>=20% der Marker 50 100,00% 27 54,00% 23 46,00% 0,005
ja 22 44,00% 17 34,00% 5 10,00%
nein 28 56,00% 10 20,00% 18 36,00%
LOH>=30% der Marker 50 100,00% 27 54,00% 23 46,00% 0,001
ja 19 38,00% 16 32,00% 3 6,00%
nein 31 62,00% 11 22,00% 20 40,00%
LOH>=40% der Marker 50 100,00% 27 54,00% 23 46,00% 0,010
ja 14 28,00% 12 24,00% 2 4,00%
nein 36 72,00% 15 30,00% 21 42,00%
B-catenin (Kern-Expression 1%) 34 100,00% 19 55,88% 15 44,12% 0,017
ja 15 44,12% 12 35,29% 3 8,82%
nein 19 55,88% 7 20,59% 12 35,29%
R-catenin (Kern-Expression>=10%) 34 100,00% 19 55,88% 15 44,12% 0,013
ja 20 58,82% 15 44,12% 5 14,71%
nein 14 41,18% 4 11,76% 10 29,41%

1CEP3MWert>1xSD;’9p21-LOH(%Zellen>4x%NG)

3MSS, aber nicht informativ, da nur 1 Allel auswertbar
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Tab.33: CEP3' in Korrelation zu klinisch-pathologischen und molekularen Parametern

Tu ges. CEP3-Alt. keine CEP3-Alt.
n % n % n % p
MS-Status 50 100,00% 26 52,00% 24 48,00% 0,004
MSS 28 56,00% 20 40,00% 8 16,00%
MSI 22 44,00% 6 12,00% 16 32,00%
IMS-Status 50 100,00% 26 52,00% 24 48,00% 0,008
MSS 19 38,00% 14 28,00% 5 10,00%
MSI-high 22 44,00% 6 12,00% 16 32,00%
MSI-low 9 18,00% 6 12,00% 3 6,00%
9p21-LOH’ 50 100,00% 26 52,00% 24 48,00% 0,005
ja 35 70,00% 23 46,00% 12 24,00%
nein 15 30,00% 3 6,00% 12 24,00%
BAT25 50 100,00% 26 52,00% 24 48,00% 0,004
MSI 22 44,00% 6 12,00% 16 32,00%
Mss? 28 56,00% 20 40,00% 8 16,00%
BAT26 50 100,00% 26 52,00% 24 48,00% 0,004
MSI 22 44,00% 6 12,00% 16 32,00%
MsS® 28 56,00% 20 40,00% 8 16,00%
BAT40 48 100,00% 25 52,08% 23 47,92% 0,019
MSI 22 45,83% 7 14,58% 15 31,25%
MsS® 26 54,17% 18 37,50% 8 16,67%
APC d5s346 50 100,00% 26 52,00% 24 48,00% 0,045
MSI 20 40,00% 6 12,00% 14 28,00%
MSS 17 34,00% 11 22,00% 6 12,00%
LOH 13 26,00% 9 18,00% 4 8,00%
d18s61 49 100,00% 25 51,02% 24 48,98% 0,024
MSI 18 36,73% 6 12,24% 12 24,49%
MSS 11 22,45% 4 8,16% 7 14,29%
Mss® 2 4,08% 2,04% 2,04%
LOH 18 36,73% 14 28,57% 8,16%
mycll 47 100,00% 25 53,19% 22 46,81% 0,033
MSI 20 42,55% 7 14,89% 13 27,66%
MSS 20 42,55% 14 29,79% 6 12,77%
Mss® 2 4,26% 0 0,00% 2 4,26%
LOH 5 10,64% 4 8,51% 1 2,13%
LOH>=10% der Marker 50 100,00% 26 52,00% 24 48,00% 0,151
ja 29 58,00% 18 36,00% 11 22,00%
nein 21 42,00% 8 16,00% 13 26,00%
LOH>=20% der Marker 50 100,00% 26 52,00% 24 48,00% 0,002
ja 22 44,00% 17 34,00% 5 10,00%
nein 28 56,00% 9 18,00% 10 20,00%
LOH>=30% der Marker 50 100,00% 26 52,00% 24 48,00% 0,000
ja 19 38,00% 16 32,00% 3 6,00%
nein 31 62,00% 10 20,00% 21 42,00%
LOH>=40% der Marker 50 100,00% 26 52,00% 24 48,00% 0,004
ja 14 28,00% 12 24,00% 2 4,00%
nein 36 72,00% 14 28,00% 22 44,00%
B-catenin (Kern-Expression 1%) 34 100,00% 18 52,94% 16 47,06% 0,007
ja 15 44,12% 12 35,29% 3 8,82%
nein 19 55,88% 6 17,65% 13 38,24%
R-catenin (Kern-Expression>=10%) 34 100,00% 18 52,94% 16 47,06% 0,004
ja 20 58,82% 15 44,12% 5 14,71%
nein 14 41,18% 3 8,82% 11 32,35%

'CEP3%Zellen>4x%NG;9p21-LOH(%Zellen>4x%NG)

3MSS, aber nichtinformativ, da nur 1 Allel auswertbar
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6. Anhang

Tab.34: CEP7" in Korrelation zu klinisch-pathologischen und molekularen Parametern

Tu ges. CEP7-Alt. keine CEP7-Alt.
n % n % n % p

Grading 50 100,00% 29 58,00% 21 42,00% 0,151

G2 26 52,00% 18 36,00% 8 16,00%

G3 24 48,00% 11 22,00% 13 26,00%
MS-Status 50 100,00% 29 58,00% 21 42,00% 0,000

MSS 28 56,00% 23 46,00% 5 10,00%

MSI 22 44,00% 6 12,00% 16 32,00%
MS-Status 50 100,00% 29 58,00% 21 42,00% 0,000

MSS 19 38,00% 14 28,00% 5 10,00%

MSI-high 22 44,00% 6 12,00% 16 32,00%

MSI-low 9 18,00% 9 18,00% 0 0,00%
BAT25 50 100,00% 29 58,00% 21 42,00% 0,000

MSI 22 44,00% 6 12,00% 16 32,00%

Mss’ 28 56,00% 23 46,00% 5 10,00%
BAT26 50 100,00% 29 58,00% 21 42,00% 0,000

MSI 22 44,00% 6 12,00% 16 32,00%

Mss’ 28 56,00% 23 46,00% 5 10,00%
BAT40 48 100,00% 27 56,25% 21 43,75% 0,000

MSI 22 45,83% 6 12,50% 16 33,33%

Mss’ 26 54,17% 21 43,75% 5 10,42%
APC d5s346 50 100,00% 29 58,00% 21 42,00% 0,001

MSI 20 40,00% 5 10,00% 15 30,00%

MSS 17 34,00% 13 26,00% 4 8,00%

LOH 13 26,00% 11 22,00% 2 4,00%
d2s123 50 100,00% 29 58,00% 21 42,00% 0,006

MSI 20 40,00% 6 12,00% 14 28,00%

MSS 21 42,00% 15 30,00% 6 12,00%

mss’ 7 14,00% 6 12,00% 1 2,00%

LOH 2 4,00% 2 4,00% 0 0,00%
d18s61 49 100,00% 28 57,14% 21 42,86% 0,003

MSI 18 36,73% 5 10,20% 13 26,53%

MSS 11 22,45% 6 12,24% 5 10,20%

Mss’ 2 4,08% 2 4,08% 0 0,00%

LOH 18 36,73% 15 30,61% 3 6,12%

mfd15 43 100,00% 24 55,81% 19 44,19% 0,05

MSI 18 41,86% 6 13,95% 12 27,91%

MSS 18 41,86% 12 27,91% 6 13,95%

mss’ 4 9,30% 3 6,98% 1 2,33%

LOH 3 6,98% 3 6,98% 0 0,00%
d18s58 45 100,00% 26 57,78% 19 42,22% 0,003

MSI 17 37,78% 5 11,11% 12 26,67%

MSS 10 22,22% 5 11,11% 5 11,11%

mss? 6 13,33% 5 11,11% 1 2,22%

LOH 12 26,67% 11 24,44% 1 2,22%
d13s153 48 100,00% 27 56,25% 21 43,75% 0,007

MSI 18 37,50% 5 10,42% 13 27,08%

MSS 25 52,08% 18 37,50% 7 14,58%

LOH 5 10,42% 4 8,33% 1 2,08%
mycll 47 100,00% 26 55,32% 21 44,68% 0,018

MSI 20 42,55% 6 12,77% 14 29,79%

MSS 20 42,55% 14 29,79% 6 12,77%

Mss’ 2 4,26% 2 4,26% 0 0,00%

LOH 5 10,64% 4 8,51% 1 2,13%
LOH>=10% der Marker 50 100,00% 29 58,00% 21 42,00% 0,021

ja 29 58,00% 21 42,00% 8 16,00%

nein 21 42,00% 8 16,00% 13 26,00%
LOH>=20% der Marker 50 100,00% 29 58,00% 21 42,00% 0,004

ja 22 44,00% 18 36,00% 4 8,00%

nein 28 56,00% 11 22,00% 17 34,00%
LOH>=30% der Marker 50 100,00% 29 58,00% 21 42,00% 0,000

ja 19 38,00% 17 34,00% 2 4,00%

nein 31 62,00% 12 24,00% 19 38,00%
LOH>=40% der Marker 50 100,00% 29 58,00% 21 42,00% 0,003

ja 14 28,00% 13 26,00% 1 2,00%

nein 36 72,00% 16 32,00% 20 40,00%
MLH1-Methylierung 36 100,00% 21 58,33% 15 41,67% 0,019

ja 9 25,00% 2 5,56% 7 19,44%

nein 27 75,00% 19 52,78% 8 22,22%
MLH1-H 44 100,00% 25 56,82% 19 43,18% 0,002

pos 28 63,64% 21 47,73% 7 15,91%

neg 16 36,36% 4 9,09% 12 27,27%
R-catenin (Kern-Expression 1%) 34 100,00% 18 52,94% 16 47,06% 0,007

ja 15 44,12% 12 35,29% 3 8,82%

nein 19 55,88% 6 17,65% 13 38,24%
R-catenin (Kern-Expression>=10%) 34 100,00% 18 52,94% 16 47,06% 0,000

ja 20 58,82% 16 47,06% 4 11,76%

nein 14 41,18% 2 5,88% 12 35,29%

'CEP7MWert>1xSD

2MSS, aber nicht informativ, da nur 1 Allel auswertbar
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6. Anhang

Tab.35: CEP7" in Korrelation zu klinisch-pathologischen und molekularen Parametern

Tu ges. CEP7-Alt. keine CEP7-Alt.
n % n % n % p
Grading 50 100,00% 32 64,00% 18 36,00% 0,077
G2 26 52,00% 20 40,00% 6 12,00%
G3 24 48,00% 12 24,00% 12 24,00%
MS-Status 50 100,00% 32 64,00% 18 36,00% 0,000
MSS 28 56,00% 24 48,00% 4 8,00%
MSI 22 44,00% 8 16,00% 14 28,00%
MS-Status 50 100,00% 32 64,00% 18 36,00% 0,001
MSS 19 38,00% 15 30,00% 4 8,00%
MSlI-high 22 44,00% 8 16,00% 14 28,00%
MSI-low 9 18,00% 9 18,00% 0 0,00%
BAT25 50 100,00% 32 64,00% 18 36,00% 0,000
MSI 22 44,00% 8 16,00% 14 28,00%
Mss’ 28 56,00% 24 48,00% 4 8,00%
BAT26 50 100,00% 32 64,00% 18 36,00% 0,000
MSI 22 44,00% 8 16,00% 14 28,00%
Mss’ 28 56,00% 24 48,00% 4 8,00%
BAT40 48 100,00% 30 62,50% 18 37,50% 0,001
MSI 22 45,83% 8 16,67% 14 29,17%
Mss® 26 54,17% 22 45,83% 4 8,33%
APC d5s5346 50 100,00% 32 64,00% 18 36,00% 0,000
MSI 20 40,00% 6 12,00% 14 28,00%
MSS 17 34,00% 14 28,00% 3 6,00%
LOH 13 26,00% 12 24,00% 1 2,00%
d2s123 50 100,00% 32 64,00% 18 36,00% 0,032
MSI 20 40,00% 8 16,00% 12 24,00%
MSS 21 42,00% 16 32,00% 5 10,00%
Mss’ 7 14,00% 6 12,00% 1 2,00%
LOH 2 4,00% 2 4,00% 0 0,00%
d18s61 49 100,00% 31 63,27% 18 36,73% 0,002
MSI 18 36,73% 6 12,24% 12 24,49%
MSS 11 22,45% 7 14,29% 4 8,16%
Mss’ 2 4,08% 2 4,08% 0 0,00%
LOH 18 36,73% 16 32,65% 2 4,08%
mfd15 43 100,00% 27 62,79% 16 37,21% 0,167
MSI 18 41,86% 8 18,60% 10 23,26%
MSS 18 41,86% 13 30,23% 5 11,63%
Mss’ 4 9,30% 3 6,98% 1 2,33%
LOH 3 6,98% 3 6,98% 0 0,00%
d18s58 45 100,00% 29 64,44% 16 35,56% 0,002
MSI 17 37,78% 7 15,56% 10 22,22%
MSS 10 22,22% 5 11,11% 5 11,11%
Mss? 6 13,33% 5 11,11% 1 2,22%
LOH 12 26,67% 12 26,67% 0 0,00%
d13s153 48 100,00% 30 62,50% 18 37,50% 0,031
MSI 18 37,50% 7 14,58% 11 22,92%
MSS 25 52,08% 19 39,58% 6 12,50%
LOH 5 10,42% 4 8,33% 1 2,08%
mycll 47 100,00% 29 61,70% 18 38,30% 0,027
MSI 20 42,55% 8 17,02% 12 25,53%
MSS 20 42,55% 14 29,79% 6 12,77%
Mss’ 2 4,26% 2 4,26% 0 0,00%
LOH 5 10,64% 5 10,64% 0 0,00%
LOH>=10% der Marker 50 100,00% 32 64,00% 18 36,00% 0,016
ja 29 58,00% 23 46,00% 6 12,00%
nein 21 42,00% 9 18,00% 12 24,00%
LOH>=20% der Marker 50 100,00% 32 64,00% 18 36,00% 0,007
ja 22 44,00% 19 38,00% 3 6,00%
nein 28 56,00% 13 26,00% 15 30,00%
LOH>=30% der Marker 50 100,00% 32 64,00% 18 36,00% 0,001
ja 19 38,00% 18 36,00% 1 2,00%
nein 31 62,00% 14 28,00% 17 34,00%
LOH>=40% der Marker 50 100,00% 32 64,00% 18 36,00% 0,009
ja 14 28,00% 13 26,00% 1 2,00%
nein 36 72,00% 19 38,00% 17 34,00%
MLH1-Methylierung 36 100,00% 23 63,89% 13 36,11% 0,046
ja 9 25,00% 3 8,33% 6 16,67%
nein 27 75,00% 20 55,56% 7 19,44%
MLH1-IH 44 100,00% 28 63,64% 16 36,36% 0,010
pos 28 63,64% 22 50,00% 6 13,64%
neg 16 36,36% 6 13,64% 10 22,73%
R-catenin (Kern-Expression 1%) 34 100,00% 21 61,76% 13 38,24% 0,013
ja 15 44,12% 13 38,24% 2 5,88%
nein 19 55,88% 8 23,53% 11 32,35%
R-catenin (Kern-Expression>=10%) 34 100,00% 21 61,76% 13 38,24% 0,001
ja 20 58,82% 17 50,00% 3 8,82%
nein 14 41,18% 4 11,76% 10 29,41%

'CEP7%Zellen>4x%NG

2MSS, aber nicht informativ, da nur 1 Allel auswertbar
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6. Anhang

Tab.36: CEP17"in Korrelation zu klinisch-pathologischen und molekularen Parametern

Tu ges. CEP17-Alt. keine CEP17-Alt.
n % n % n % p

Tu-Lokalisation 49 100,00% 23 46,94% 26 53,06% 1,000

proximal 24 48,98% 11 22,45% 13 26,53%

C. transversum 2 4,08% 1 2,04% 1 2,04%

distal 23 46,94% 11 22,45% 12 24,49%
Grading 50 100,00% 24 48,00% 26 52,00% 0,413

G2 26 52,00% 14 28,00% 12 24,00%

G3 24 48,00% 10 20,00% 14 28,00%
MS-Status 50 100,00% 24 48,00% 26 52,00% 0,000

MSS 28 56,00% 20 40,00% 8 16,00%

MSI| 22 44,00% 4 8,00% 18 36,00%
MS-Status 50 100,00% 24 48,00% 26 52,00% 0,001

MSS 19 38,00% 13 26,00% 6 12,00%

MSI-high 22 44,00% 4 8,00% 18 36,00%

MSI-low 9 18,00% 7 14,00% 2 4,00%
9p21-LOH’ 50 100,00% 24 48,00% 26 52,00% 0,014

ja 35 70,00% 21 42,00% 14 28,00%

nein 15 30,00% 3 6,00% 12 24,00%
BAT25 50 100,00% 24 48,00% 26 52,00% 0,000

MSI 22 44,00% 4 8,00% 18 36,00%

Mss® 28 56,00% 20 40,00% 8 16,00%
BAT26 50 100,00% 24 48,00% 26 52,00% 0,000

MSI 22 44,00% 4 8,00% 18 36,00%

Mss? 28 56,00% 20 40,00% 8 16,00%
BAT40 48 100,00% 23 47,92% 25 52,08% 0,002

MSI 22 45,83% 5 10,42% 17 35,42%

MsS® 26 54,17% 18 37,50% 8 16,67%
APC d5s346 50 100,00% 24 48,00% 26 52,00% 0,000

MSI 20 40,00% 3 6,00% 17 34,00%

MSS 17 34,00% 11 22,00% 6 12,00%

LOH 13 26,00% 10 20,00% 3 6,00%
APC d5s1720 47 100,00% 24 51,06% 23 48,94% 0,135

MsI 16 34,04% 5 10,64% 11 23,40%

MSS 11 23,40% 5 10,64% 6 12,77%

Mmss® 6 12,77% 4 8,51% 2 4,26%

LOH 14 29,79% 10 21,28% 4 8,51%
d2s123 50 100,00% 24 48,00% 26 52,00% 0,020

MSI 20 40,00% 5 10,00% 15 30,00%

MSS 21 42,00% 12 24,00% 9 18,00%

Mss® 7 14,00% 6 12,00% 1 2,00%

LOH 2 4,00% 1 2,00% 1 2,00%
d18s61 49 100,00% 23 46,94% 26 53,06% 0,000

MsI 18 36,73% 2 4,08% 16 32,65%

MSS 11 22,45% 6 12,24% 5 10,20%

Mss? 2 4,08% 1 2,04% 1 2,04%

LOH 18 36,73% 14 28,57% 4 8,16%
d18s58 45 100,00% 22 48,89% 23 51,11% 0,034

MSI 17 37,78% 5 11,11% 12 26,67%

MSS 10 22,22% 4 8,89% 6 13,33%

Mss® 6 13,33% 3 6,67% 3 6,67%

LOH 12 26,67% 10 22,22% 2 4,44%
d13s153 48 100,00% 23 47,92% 25 52,08% 0,018

MsI 18 37,50% 4 8,33% 14 29,17%

MSS 25 52,08% 16 33,33% 9 18,75%

LOH 5 10,42% 3 6,25% 2 4,17%
mycll 47 100,00% 23 48,94% 24 51,06% 0,020

MSI 20 42,55% 5 10,64% 15 31,91%

MSS 20 42,55% 13 27,66% 7 14,89%

Mss® 2 4,26% 1 2,13% 1 2,13%

LOH 5 10,64% 4 8,51% 1 2,13%
LOH>=10% der Marker 50 100,00% 24 48,00% 26 52,00% 0,001

ja 29 58,00% 20 40,00% 9 18,00%

nein 21 42,00% 4 8,00% 17 34,00%
LOH>=20% der Marker 50 100,00% 24 48,00% 26 52,00% 0,004

ja 2 44,00% 16 32,00% 6 12,00%

nein 28 56,00% 8 16,00% 20 40,00%
LOH>=30% der Marker 50 100,00% 24 48,00% 26 52,00% 0,001

ja 19 38,00% 15 30,00% 22 44,00%

nein 31 62,00% 9 18,00% 4 8,00%
LOH>=40% der Marker 50 100,00% 24 48,00% 26 52,00% 0,011

ja 14 28,00% 11 22,00% 3 6,00%

nein 36 72,00% 13 26,00% 23 46,00%
MLH1-Methylierung 36 100,00% 17 47,22% 19 52,78% 0,020

ja 9 25,00% 1 2,78% 8 22,22%

nein 27 75,00% 16 44,44% 11 30,56%
MLH1-I1H 44 100,00% 21 47,73% 23 52,27% 0,005

pos 28 63,64% 18 40,91% 10 22,73%

neg 16 36,36% 3 6,82% 13 29,55%
R-catenin (Kern-Expression 1%) 34 100,00% 17 50,00% 17 50,00% 0,037

ja 15 44,12% 11 32,35% 4 11,76%

nein 19 55,88% 6 17,65% 13 38,24%
R-catenin (Kern-Expression>=10%) 34 100,00% 17 50,00% 17 50,00% 0,013

ja 20 58,82% 14 41,18% 6 17,65%

nein 14 41,18% 3 8,82% 11 32,35%

'CEP17MWert>1xSD;*9p21-LOH(%Zellen>4x%NG)
3MSS, aber nicht informativ, da nur 1 Allel auswertbar
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6. Anhang

Tab.37: CEP17 in Korrelation zu klinisch-pathologischen und molekularen Parametern

Tu ges. CEP17-Alt. keine CEP17-Alt.
n % n % n % p

Tu-Lokalisation 49 100,00% 30 61,22% 19 38,78% 0,531

proximal 24 48,98% 13 26,53% 11 22,45%

C. transversum 2 4,08% 1 2,04% 1 2,04%

distal 23 46,94% 16 32,65% 7 14,29%
Grading 50 100,00% 31 62,00% 19 38,00% 0,145

G2 26 52,00% 19 38,00% 7 14,00%

G3 24 48,00% 12 24,00% 12 24,00%
MS-Status 50 100,00% 31 62,00% 19 38,00% 0,000

MSS 28 56,00% 24 48,00% 4 8,00%

MSI 22 44,00% 7 14,00% 15 30,00%
MS-Status 50 100,00% 31 62,00% 19 38,00% 0,000

MSS 19 38,00% 17 34,00% 2 4,00%

MSI-high 22 44,00% 7 14,00% 15 30,00%

MSI-low 9 18,00% 7 14,00% 2 4,00%
9p21-LOH’ 50 100,00% 31 62,00% 19 38,00% 0,056

ja 35 70,00% 25 50,00% 10 20,00%

nein 15 30,00% 6 12,00% 9 18,00%
BAT25 50 100,00% 31 62,00% 19 38,00% 0,000

MSI 22 44,00% 7 14,00% 15 30,00%

Mss® 28 56,00% 24 48,00% 4 8,00%
BAT26 50 100,00% 31 62,00% 19 38,00% 0,000

MSI 22 44,00% 7 14,00% 15 30,00%

Mss® 28 56,00% 24 48,00% 4 8,00%
BAT40 48 100,00% 29 60,42% 19 39,58% 0,000

MSI 22 45,83% 7 14,58% 15 31,25%

MSS® 26 54,17% 22 45,83% 4 8,33%
APC d5s346 50 100,00% 31 62,00% 19 38,00% 0,000

MSI 20 40,00% 6 12,00% 14 28,00%

MSS 17 34,00% 13 26,00% 4 8,00%

LOH 13 26,00% 12 24,00% 1 2,00%
APC d5s1720 47 100,00% 29 61,70% 18 38,30% 0,031

MsI 16 34,04% 6 12,77% 10 21,28%

MSS 11 23,40% 6 12,77% 5 10,64%

Mss® 6 12,77% 5 10,64% 1 2,13%

LOH 14 29,79% 12 25,53% 2 4,26%
d2s123 50 100,00% 31 62,00% 19 38,00% 0,012

MSI 20 40,00% 8 16,00% 12 24,00%

MSS 21 42,00% 15 30,00% 6 12,00%

Mss® 7 14,00% 7 14,00% 0 0,00%

LOH 2 4,00% 1 2,00% 1 2,00%
d18s61 49 100,00% 30 61,22% 19 38,78% 0,002

MSI 18 36,73% 5 10,20% 13 26,53%

MSS 11 22,45% 8 16,33% 3 6,12%

Mss® 2 4,08% 2 4,08% 0 0,00%

LOH 18 36,73% 15 30,61% 3 6,12%
d18s58 45 100,00% 27 60,00% 18 40,00% 0,058

MSI 17 37,78% 6 13,33% 11 24,44%

MSS 10 22,22% 7 15,56% 3 6,67%

Mss® 6 13,33% 4 8,89% 2 4,44%

LOH 12 26,67% 10 22,22% 2 4,44%
d13s153 48 100,00% 29 60,42% 19 39,58% 0,001

MSI 18 37,50% 5 10,42% 13 27,08%

MSS 25 52,08% 20 41,67% 5 10,42%

LOH 5 10,42% 4 8,33% 1 2,08%
mycll 47 100,00% 29 61,70% 18 38,30% 0,003

MSI 20 42,55% 7 14,89% 13 27,66%

MSS 20 42,55% 16 34,04% 4 8,51%

Mss® 2 4,26% 1 2,13% 1 2,13%

LOH 5 10,64% 5 10,64% 0 0,00%
LOH>=10% der Marker 50 100,00% 31 62,00% 19 38,00% 0,000

ja 29 58,00% 25 50,00% 4 8,00%

nein 21 42,00% 6 12,00% 15 30,00%
LOH>=20% der Marker 50 100,00% 31 62,00% 19 38,00% 0,003

ja 22 44,00% 19 38,00% 3 6,00%

nein 28 56,00% 12 24,00% 16 32,00%
LOH>=30% der Marker 50 100,00% 31 62,00% 19 38,00% 0,002

ja 19 38,00% 17 34,00% 2 4,00%

nein 31 62,00% 14 28,00% 17 34,00%
LOH>=40% der Marker 50 100,00% 31 62,00% 19 38,00% 0,050

ja 14 28,00% 12 24,00% 2 4,00%

nein 36 72,00% 19 38,00% 17 34,00%
MLH1-Methylierung 36 100,00% 22 61,11% 14 38,89% 0,014

ja 9 25,00% 2 5,56% 7 19,44%

nein 27 75,00% 20 55,56% 7 19,44%
MLH1-IH 44 100,00% 27 61,36% 17 38,64% 0,003

pos 28 63,64% 2 50,00% 6 13,64%

neg 16 36,36% 5 11,36% 11 25,00%
R-catenin (Kern-Expression 1%) 34 100,00% 20 58,82% 14 41,18% 0,171

ja 15 44,12% 11 32,35% 4 11,76%

nein 19 55,88% 9 26,47% 10 29,41%
R-catenin (Kern-Expression>=10%) 34 100,00% 20 58,82% 14 41,18% 0,035

ja 20 58,82% 15 44,12% 5 14,71%

nein 14 41,18% 5 14,71% 9 26,47%

'CEP17%Zellen>4x%N G;*9p21-LOH(%Zellen>4x%NG)
3MSS, aber nicht informativ, da nur 1 Allel auswertbar
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6. Anhang

Tab.38: p16(9p21)-AIteration1 in Korrelation zu klinisch-pathologischen und molekularen Parametern

Tu ges. 9p21-Alt. keine 9p21-Alt.
n % n % n % p

Tu-Lokalisation 49 100,00% 14 28,57% 35 71,43% 0,180

proximal 24 48,98% 4 8,16% 20 40,82%

C. transversum 2 4,08% 1 2,04% 1 2,04%

distal 23 46,94% 9 18,37% 14 28,57%
Grading 50 100,00% 14 28,00% 36 72,00% 0,352

G2 26 52,00% 9 18,00% 17 34,00%

G3 24 48,00% 5 10,00% 19 38,00%
MS-Status 50 100,00% 14 28,00% 36 72,00% 0,011

MSS 28 56,00% 12 24,00% 16 32,00%

MSI 22 44,00% 2 4,00% 20 40,00%
MS-Status 50 100,00% 14 28,00% 36 72,00% 0,015

MSS 19 38,00% 7 14,00% 12 24,00%

MSI-high 22 44,00% 2 4,00% 20 40,00%

MSI-low 9 18,00% 5 10,00% 4 8,00%
9p21-LO H 50 100,00% 14 28,00% 36 72,00% 0,004

ja 35 70,00% 14 28,00% 21 42,00%

nein 15 30,00% 0 0,00% 15 30,00%
BAT25 50 100,00% 14 28,00% 36 72,00% 0,011

MSI 22 44,00% 2 4,00% 20 40,00%

MSS® 28 56,00% 12 24,00% 16 32,00%
BAT26 50 100,00% 14 28,00% 36 72,00% 0,011

MSI 22 44,00% 2 4,00% 20 40,00%

MSS® 28 56,00% 12 24,00% 16 32,00%
BAT40 48 100,00% 14 29,17% 34 70,83% 0,054

MSI 22 45,83% 3 6,25% 19 39,58%

MSS® 26 54,17% 11 22,92% 15 31,25%
APC d5s346 50 100,00% 14 28,00% 36 72,00% 0,039

MSI 20 40,00% 2 4,00% 18 36,00%

MSS 17 34,00% 8 16,00% 9 18,00%

LOH 13 26,00% 4 8,00% 9 18,00%
d18s61 49 100,00% 13 26,53% 36 73,47% 0,013

MSI 18 36,73% 1 2,04% 17 34,69%

MSS 11 22,45% 3 6,12% 8 16,33%

MSS® 2 4,08% 0 0,00% 4,08%

LOH 18 36,73% 9 18,37% 18,37%
LOH>=10% der Marker 50 100,00% 14 28,00% 36 72,00% 0,024

ja 29 58,00% 12 24,00% 17 34,00%

nein 21 42,00% 2 4,00% 19 38,00%
LOH>=20% der Marker 50 100,00% 14 28,00% 36 72,00% 0,025

ja 22 44,00% 10 20,00% 12 24,00%

nein 28 56,00% 4 8,00% 24 48,00%
LOH>=30% der Marker 50 100,00% 14 28,00% 36 72,00% 0,025

ja 19 38,00% 9 18,00% 10 20,00%

nein 31 62,00% 5 10,00% 26 52,00%
MLH1-Methylierung 36 100,00% 10 27,78% 26 72,22% 0,039

ja 9 25,00% 0 0,00% 9 25,00%

nein 27 75,00% 10 27,78% 17 47,22%
MLH1-IH 44 100,00% 12 27,27% 32 72,73% 0,032

pos 28 63,64% 11 25,00% 17 38,64%

neg 16 36,36% 1 2,27% 15 34,09%

'p16(9p21) MWert>1xSD; 9p21-LOH(%Zellen>4x%NG)

3MSS, aber nicht informativ, da nur 1 Allel auswertbar
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6. Anhang

Tab.41: MS-Status" in Korrelation zu molekularen Parametern

Tu ges. MSS Tu MSI-low Tu MSI-high Tu
n % n % n % n % p
pl4-Methylierung 36 100,00% 12 33,33% 8 22,22% 16 44,44% 0,272
ja 11 30,56% 3 8,33% 1 2,78% 7 19,44%
nein 25 69,44% 9 25,00% 7 19,44% 9 25,00%
p15-Methylierung 36 100,00% 12 33,33% 8 22,22% 16 44,44% 0,832
ja 5 13,89% 1 2,78% 1 2,78% 3 8,33%
nein 31 86,11% 11 30,56% 7 19,44% 13 36,11%
p16-Methylierung 36 100,00% 12 33,33% 8 22,22% 16 44,44% 0,039
ja 10 27,78% 1 2,78% 1 2,78% 8 22,22%
nein 26 72,22% 11 30,56% 7 19,44% 8 22,22%
MLH1-Methylierung 36 100,00% 12 33,33% 8 22,22% 16 44,44% 0,000
ja ] 25,00% 0 0,00% 0 0,00% 9 25,00%
nein 27 75,00% 12 33,33% 8 22,22% 7 19,44%
MLH1-IH 44 100,00% 15 34,09% 8 18,18% 21 47,73% 0,000
pos 28 63,64% 15 34,09% 8 18,18% 5 11,36%
neg 16 36,36% 0 0,00% 0 0,00% 16 36,36%
MSH2-1H 45 100,00% 16 35,56% 8 17,78% 21 46,67% 0,661
pos 43 95,56% 16 35,56% 8 17,78% 19 42,22%
neg 2 4,44% 0 0,00% 0 0,00% 2 4,44%
MSH6-IH a4 100,00% 16 36,36% 8 18,18% 20 45,45% 0,295
pos 40 90,91% 16 36,36% 7 15,91% 17 38,64%
neg 4 9,09% 0 0,00% 1 2,27% 3 6,82%
CIMP-Pathway 36 100,00% 12 33,33% 8 22,22% 16 44,44% 0,039
ja 10 27,78% 1 2,78% 1 2,78% 8 22,22%
nein 26 72,22% 11 30,56% 7 19,44% 8 22,22%
Maspin-IH 39 100,00% 13 33,33% 8 20,51% 18 46,15% 1,000
Expr>10% 37 94,87% 12 30,77% 8 20,51% 17 43,59%
Expr<10% 2 5,13% 1 2,56% 0 0,00% 1 2,56%
R-catenin (Kern-Expression 1%) 34 100,00% 11 32,35% 6 17,65% 17 50,00% 0,005
ja 15 44,12% 7 20,59% 5 14,71% 3 8,82%
nein 19 55,88% 4 11,76% 1 2,94% 14 41,18%
R-catenin (Kern-Expression 2%) 34 100,00% 11 32,35% 6 17,65% 17 50,00% 0,014
ja 5 14,71% 4 11,76% 1 2,94% 0 0,00%
nein 29 85,29% 7 20,59% 5 14,71% 17 50,00%
R-catenin (Kern-Expression > 70%) 34 100,00% 11 32,35% 6 17,65% 17 50,00% 0,014
ja 5 14,71% 4 11,76% 1 2,94% 0 0,00%
nein 29 85,29% 7 20,59% 5 14,71% 17 50,00%
R-catenin (Kern-Expression>=10%) 34 100,00% 11 32,35% 6 17,65% 17 50,00% 0,000
ja 20 58,82% 11 32,35% 6 17,65% 3 8,82%
nein 14 41,18% 0 0,00% 0 0,00% 14 41,18%

'MSS: keine Mikrosatelliteninstabilitat (0/13 Markern), MSI-low: Mikrosatelliteninstabilitat auf 1/13 oder 2/13 Markern,

MSI-high: Mikrosatelliteninstabilidt > 2/13 Markern
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APC Adenomatous Polyposis coli

BUB1 budding uninhibited by benzimidazoles 1

CDK Cyclin-dependent kinases

CEP Chromosome Enumeration Probe

CIMP CpG Island Methylator Phenotype

CIN Chromosomale Instabilitat

Cls Chromosomal Inbalances

CML Chronisch myeloische Leukéamie

CpG "C" Cytosine, "G" Guanine, "p" phosphodiester
CRC Colorectales Carcinom

FAP Familidre adenomattse Polyposis

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung

hMLH1 Human mutL homolog 1

hMSH2 Human mutS homolog 2

hMSH6 Human mutS homolog 6

HNPCC Hereditares non-polypdses kolorektales Karmin
IGF(IIR) Insulin-like growth factors(Typ Il Rezepto
KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
LOH Loss of heterozygosity

MIN Mikrosatelliten Instabilitat

MMR Mismatch repair

MSI Mikrosatelliten Instabilitat

MSI-H MSI-high

MYH MUTYH-Gen

PMS1 postmeiotic segregation increased 1

PMS2 postmeiotic segregation increased 2

PTEN Phosphatase and Tensin homolog

RER Replication error

TCF-4 T-Zell-Faktor 4

TGF(BRII) Transforming Growth Factor(-beta-Typ kZeptor)
TNM .1 Tumor, ,N“ Nodes, ,M* Metastasen (Klassifétion)
TP53 Tumor protein 53
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8. Abklrzungsverzeichnis

uliCC Union Internationale Contre le Cancer

Wnt Wnt signaling pathway
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